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RESUMO

Cdrcuma (Curcuma longa L.): avaliacdo de suas nanoparticulas em um modelo

animal de depresséo

Os objetivos desse estudo foram caracterizar modelos
experimentais validados para avaliacdo da depressdo em animais; avaliar
a viabilidade do desenvolvimento de nanoparticulas de circuma a partir do
encapsulamento com zeina pelo método de dispersao liquido-liquido;
avaliar sua possivel atividade antidepressiva em ratos submetidos ao
protocolo de estresse crébnico moderado e imprevisivel (ECMI),
considerado modelo preditivo para inducdo de depressdo. No protocolo
experimental foram utilizados 40 ratos da linhagem Sprague- Dawley
divididos em 5 grupos (n=8 ratos/grupo): Estresse cronico moderado e
imprevisivel+nanoparticulas (ECMI+NANO), Nanoparticula + Controle
(NANO), Estresse crbnico moderado e imprevisivel + Veiculo (ECMI),
Estresse crénico moderado e imprevisivel + fluoxetina (ECMI+FLUOX),
Controle + Veiculo (CONTROLE) sendo veiculo a agua filtrada,também
utilizada para ressuspender as nanoparticulas. A avaliacdo de anedonia,
considerada chave para mensuragdo do ECMI, confirmou que o protocolo
foi efetivo para avaliar esse comportamento. No TNF observou-se que, 0s
grupos estressados apresentaram maiores valores de imobilidade,
comportamento similiar ao desamparo aprendido. A administracdo de
nanoparticulas (10 mg kg?') preveniu a elevacdo dos niveis de
corticosterona em ratos submetidos ao protocolo de ECMI. Estes dados
sugerem que as nanoparticulas de zeina contendo curcuma podem
contribuir para uma possivel acdo neuroprotetora deste alimento funcional
na depressdo Além disso, comprovou-se que O encapsulamento
possibilitou a elaboragdo de nanoparticulas com boas caracteristicas,
apresentando alta eficiéncia de encapsulamento e baixo indice de
polidispersao.
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ABSTRACT

Turmeric (Curcuma longa L.): evaluation of their nanoparticles in an animal

model of depression

The objectives of this study were to characterize validated
experimental models for the evaluation of depression in animals; to evaluate
the viability of the development of turmeric nanoparticles from the zein
encapsulation by the liquid-liquid dispersion method; to evaluate its possible
antidepressant activity in rats submitted to the chronic mild and
unpredictable stress procedure (CMUS), considered a predictive model for
induction of depression. In the experimental protocol, 40 Sprague-Dawley
rats were divided into 5 groups (n = 8 rats / group): chronic mild and
unpredictable stress procedure + nanoparticles (CMUS + NANO),
Nanoparticle + Control (NANO), chronic mild and unpredictable stress
procedure + Vehicle (CMUS), chronic mild and unpredictable stress
procedure + fluoxetine (CMUS + FLUOX), Control + Vehicle (CONTROL)
being a filtered water vehicle, also used to resuspend the nanoparticles. The
evaluation of anhedonia, considered key to CMUS measurement, confirmed
that the protocol was effective in evaluating this behavior. In TNF, it was
observed that the stressed groups showed higher values of immobility, a
behavior similar to learned helplessness. The administration of
nanoparticles (10 mg kg?) prevented the elevation of corticosterone levels
in rats submitted to the CMUS protocol. These data suggest that turmeric-
containing zein nanoparticles may contribute to a possible neuroprotective
action of this functional food in depression. In addition, it was verified that
the encapsulation allowed the elaboration of nanoparticles with good
characteristics, presenting high encapsulation efficiency and low
polydispersion index

Keywords: Curcuma; Nanotecnology; Functional foods; Depression



1. INTRODUCAO

No Brasil, a cidade de Mara Rosa - GO possui o maior plantio comercial de
acafrdo com aproximadamente 300 hectares. A maior parte da producédo € destinada
as industrias de alimentos e corantes. O acafrdo dessa regido, possui selo de
identificacdo geografica, garantindo a origem do produto (ANDRADE, 2004

Utilizada principalmente devido a sua cor, o acafrdo da terra, conhecido
popularmente como curcuma, é o diferencial no curry indiano, proporcionando sabor
e acao conservante neste tempero tradicional. Comercialmente é utilizada como
especiaria, fonte de amido industrial e corante. Devido ao nimero de grupos hidroxilas
na estrutura do seu anel aromatico possui alta atividade antioxidante (ROSSI et al.,
2008; HAMAGUCHI; ONOL; YAMADA, 2010; NAM et al., 2014).

A composilcao do rizoma aparesenta em maior propor¢do o amido, contendo
cerca de 60 a 70% de carboidratos e em menor quantidade lipideos (8-17%), proteinas
(6-8%) , minerais (3 a 7%) e fibras (2-7%) (MAHMOQOD et al., 2015).

Sendo utilizada principalmente como corante natural, a circuma, tem seu uso
limitado a essa aplicacdo devido ao desconhecimento de suas fungdes terapéuticas
em algumas doencas. A curcuma tem despertado atencdo por suas inumeras
atividades funcionais, dentre elas a atividade antioxidante e antidepressiva (TILAK et
al., 2004; BABU et al., 2007).

Os compostos presentes no acafrdo sdo denominados curcuminoides, 0s quais
conferem a coloracdo amarelo-alaranjada marcante, cujos teores variam de 2 a 6%
no rizoma. Os principais curcuminoides sdo curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina (NAGPAL;SOQOD, 2013; MAHMOOD et al., 2015; CHANG et
al., 2016).

A ingestédo média diaria dessa especiaria na india é de aproximadamente 2 a
2,5 g/dia. Considerando um individuo de peso médio (60 kg), isso equivale a uma
ingestdo média de 60 a 100 mg de curcuminoides por dia, sendo considerada como
dose segura a ingestao de até 12 g de curcuminoides diariamente (MAHMOOD et al.,
2015).

A curcumina é o principal pigmento fendlico encontrado na curcuma,
correspondendo a aproximadamente 77% dos curcuminoides. Possui potente acéo

antioxidante, anfi-inflamatéria, antitumoral, anti-HIV e propriedades antimicrobianas



(DE et al, 2009; WANG et al, 2009; EMBUSCADO et al., 2015; (MAHMOOD et al.,
2015).

E também capaz de reduzir significativamente os sintomas depressivos (Al-
KARAWI; AL MAMOORI; TAYYAR 2015).

Disturbios na atividade das monoaminas (serotonina, dopamina e
noradrenalina), processos imuno-inflamatérios, modificages no eixo hipotadlamo-
hipofise-adrenal, sdo observadas em individuos com depressédo. Em contrapartida os
potenciais efeitos da curcumina na fisiopatologia da depressdo sao possivelmente
correlacionados com a capacidade que esse composto possui em modular os
substratos neurobiologicos associados a doenca (KAUFMAMM et al 2016). Os
possiveis efeitos bioldgicos desse composto na depressao incluem: inibicdo da
monoamina oxidase, liberacdo de mediadores como serotonina e a dopamina,
regulacao do eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal, e modulagéo de fatores neurotréficos,
neuroplasticidade e neurogénese e efeito neuroprotetor (LI et al., 2009; HUANG et al,
2011; ZHANG et al., 2012; LOPRESTI et al.,2015; SEO et al., 2015).

Apesar de muitas evidéncias de sua eficAcia e seguranca, a curcumina
apresenta instabilidade ao pH fisiolégico, lenta absorcdo pelas células e rapido
metabolismo dentro da célula, baixa solubilidade em agua e ma absorc¢éo, fatores que
reduzem sua biodisponibilidade e podem consequentemente diminuir os beneficios
desse composto bioativo (SUN et al., 2018).

O processo de extracdo com solventes é fundamental para preservacao das
propriedades da curcuma, tanto que a agéncia reguladora vigente em cada pais
implementou uma lista com os solventes aprovados e os limites residuais permitidos
para os curcuminoides que forem destinados ao mercado de alimentos. Nesse sentido
a industria busca tecnologias para melhorar a biodisponibilidade e concentracéo
plasmatica, uma delas é a nanotecnologia (GHALANDARLAKI et al., 2014).

Nesse contexto, o presente estudo foi conduzido visando a producéo de
nanoparticulas de zeina contendo curcuma, pelo método de dispersao liquido-liquido.
As nanoparticulas foram caracterizadas empregando diferentes metodologias a fim de
verificar sua eficiéncia e posteriormente avaliadas por meio de um modelo de
experimentacao animal na depressao.

Assim, esta tese foi organizada em trés capitulos. O primeiro é a introducao
sobre o estudo. No segundo capitulo, apresenta-se a revisdo sobre dois modelos

experimentais validados para avaliar a depressao em animais, 0s quais foram



aplicados no estudo. No terceiro capitulo, objetivou-se a producéo de nanoparticulas
contendo curcuma e sua possivel atividade antidepressiva em ratos submetidos ao
estresse crbnico moderado e imprevisivel. Posteriormente foram avaliados
parametros como inducdo de anedonia, tempo de imobilidade e o biomarcador

corticosterona.
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2. MODELOS ANIMAIS VALIDADOS PARA A DEPRESSAO: DESAFIOS

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi caracterizar dois modelos experimentais
validados, estresse crénico moderado e imprevisivel e o teste de natagdo forcada,
para avaliar a depressao e suas limitacdes. Foram usadas as bases de dados Scielo,
Lilacs e Pubmed, a fim de realizar o levantamento bibliografico amplo sobre como
empregar essas metodologias e seus principais vieses encontrados em estudos que
utilizaram essas ferramentas. Pode-se caracterizar a importancia da experimentagéo
animal no estudo da depressdo, bem como a dificuldade em avaliar-se o
comportamento tipico de depressdo seja em ratos ou camundongos e, delinear o
processo metodoldgico acerca dos métodos empregados, que sao considerados
reprodutiveis e validados. A experimentacdo animal, assim como os estudos clinicos
em humanos, tem permitido a compreensado dos diversos processos fisiolégicos e
patolégicos que acometem a populagdo. Modelos experimentais devem apresentar
uma precisdo adequada e devem ser funcionalmente, o0 mais semelhante possivel ao
gue se objetiva estudar. A experimentacdo em animais relacionada com pesquisas
sobre depressdo é de extrema importancia no processo de descoberta de novas
formas de prevencéao e tratamento para essa doenca tao crescente no mundo

Palavras-chave: Experimentacdo animal; Depresséao; Estresse fisioldgico

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize two validated experimental
models, moderate and unpredictable chronic stress and forced swimming test to
evaluate depression and its limitations. The databases Scielo, Lilacs and Pubmed
were used in order to carry out the broad bibliographic survey on how to use these
methodologies and their main biases found in studies that used these tools. It is
possible to characterize the importance of animal experimentation in the study of
depression, as well as the difficulty in evaluating the typical behavior of depression be
in rats or mice and to outline the methodological process about the methods used,
which are considered reproducible and validated. Animal experimentation, as well as
clinical studies in humans, has allowed the understanding of the various physiological
and pathological processes that affect the population. Experimental models must have
adequate accuracy and should be functionally as similar as possible to what is intended
to be studied. Experimentation with animals related to research on depression is
extremely important in the process of discovering new forms of prevention and
treatment for this growing disease in the world

Keywords: Animal experimentation; Depression; Physiological stress
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NANOPARTICULAS DE ZEINA CONTENDO CURCUMA: CARACTERIZACAO

E ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA

RESUMO

A curcuma é considerada um alimento promissor na reducdo dos riscos do
desenvolvimento da depressdo. No entanto, devido a sua baixa biodisponibilidade e
consequentemente ma absorcdo sua utilidade acaba tornando-se limitada. A
nanoencapsulacdo € uma técnica que reduz o tamanho da particula do composto
bioativo, possibilitando o aumento da absor¢cdo.O objetivo desse estudo foi
desenvolver nanoparticulas de curcuma a partir do encapsulamento com zeina pelo
método de dispersédo liquido-liquido e avaliar sua possivel atividade antidepressiva
em ratos submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel
(ECMI). No protocolo experimental foram utilizados 40 ratos machos da linhagem
Sprague- Dawley divididos em 5 grupos (n=8 ratos/grupo): Estresse cronico moderado
e imprevisivel+nanoparticulas (ECMI+NANO), Nanoparticula + Controle (NANO),
Estresse crbnico moderado e imprevisivel + Veiculo (ECMI), Estresse cronico
moderado e imprevisivel + fluoxetina (ECMI+FLUOX), Controle + Veiculo
(CONTROL) onde veiculo foi agua filtrada, a mesma utilizada para ressuspender as
nanoparticulas. A avaliacdo de anedonia, sintoma similar da depressdo em humanos,
confirmou que o protocolo foi efetivo para avaliar esse comportamento. No teste de
natacdo forcada observou-se que, 0s grupos estressados apresentaram maiores
valores de imobilidade. A administracdo de nanoparticulas de zeina contendo
circuma (10 mg kg?t) preveniu a elevagdo dos niveis de corticosterona em ratos
submetidos ao protocolo de ECMI. Estes resultados indicam que as nanoparticulas
de zeina contendo curcuma podem contribuir para uma possivel acao neuroprotetora
deste alimento funcional na depressdao Além disso, comprovou-se que O
encapsulamento possibilitou a elaborag@o de nanoparticulas com boas caracteristica,
apresentando alta eficiéncia de encapsulamento e baixo indice de polidispersao.

Palavras chaves: Nanotecnologia; Depressdo; Curcuma

ABSTRACT

Turmeric is considered a promising food in reducing the risks of developing
depression. However, due to its low bioavailability and consequently malabsorption its
usefulness ends up becoming limited. Nanoencapsulation is a technique that reduces
the particle size of the bioactive compound, allowing the increase of absorption. The
objective of this study was to develop turmeric nanoparticles from the zein
encapsulation by the liquid-liquid dispersion method and to evaluate its possible
antidepressant activity in rats submitted to the chronic mild and unpredictable stress
procedure (CMUS). In the experimental protocol, 40 male Sprague-Dawley rats were
divided into 5 groups (n = 8 rats / group): chronic mild and unpredictable stress
procedure + nanoparticles (CMUS + NANO), Nanopatrticle + Control (NANO), chronic
mild and unpredictable stress procedure + Fluoxetine (CMUS + FLUOX), Control +
Vehicle (CONTROL) where vehicle was filtered water, the same used to resuspend
the nanopatrticles. The evaluation of anhedonia, a similar symptom of depression in
humans, confirmed that the protocol was effective in evaluating this behavior. In the
forced swimming test, it was observed that the stressed groups had higher immobility



values. The administration of zein nanoparticles containing turmeric (10 mg kg)
prevented the elevation of corticosterone levels in rats submitted to the CMUS
protocol. These results indicate that turmeric-containing zein nanoparticles may
contribute to a possible neuroprotective action of this functional food in depression. In
addition, it was verified that the encapsulation allowed the elaboration of nanoparticles
with good characteristics, presenting high encapsulation efficiency and low
polydispersion index.

Keywords: Nanotecnology; Depression; Turmeric
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CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo de modelos animais na depresséao, € fundamental para verificar a
eficacia de possiveis antidepressivos. No entanto, existe escassez de modelos
validados e também ndo ha consenso em um modelo “padrdo ouro”. Mesmo com
essas limitacdes ha a necessidade de investigar os mecanismos de acao da doenca
bem como a descoberta de novas substéncias eficazes na reducédo dos sintomas ou
reducado dos riscos do desenvolvimento da depressdo. O ECMI e a Natagéo Forcada,
diante de suas limitagdes, ainda sdo considerados bons modelos para avaliacdo de
antidepressivos, porém € necessario a manutencdo de uma boa reprodutibilidade
entre os laboratorios de pesquisa. Em relacdo a isso esse estudo verificou a
comprovagéo do protocolo de ECMI por meio da verificagdo do comportamento de
anedonia, e a utilidade do TNF, verificado pela imobilidade nos animais, para avaliar
possiveis agentes de origem natural eficazes na reducdo dos sintomas depressivos.
Porém muitos alimentos apresentam baixa biodisponibilidade, e a nanoencapsulacéo
surge como uma alternativa. Nesse estudo a zeina, agente encapsulante utilizado
para obtencdo de nanoparticulas contendo curcuma pelo método de dispersao
liquido-liquido, mostrou-se como um bom material para essa técnica, com eficiéncia e
encapsulacdo de 100%. As nanoparticulas apresentaram boas -caracteristicas
tecnoldgicas, indicando a viabilidade de sua producao por esse método. O tratamento
com as nanoparticulas contendo circuma 10mg kg evitou a elevacéo dos niveis de
corticosterona quando comparado ao grupo estresse, resultado similar no grupo
estresse fluoxetina foi encontrado, indicado assim uma atividade da carcuma analoga

ao antidepressivo.





