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RESUMO A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa de carater irreversivel e
progressivo que desencadeia a forma mais comum de deméncia. O dano oxidativo as
proteinas, lipideos e acidos nucléicos é uma caracteristica comum e inicial da doenca. O
peptideo AP, constituinte das placas amiloides observadas em pacientes com Alzheimer, €
capaz de desempenhar um papel importante na geracdo desse estado. A curcumina, um
polifenol extraido do rizoma da planta Curcuma longa é amplamente estudada devido as suas
propriedades antioxidantes, podendo exercer efeitos benéficos sobre a progressdo da doenca.
Objetivo: Descrever atraves de achados na literatura os mecanismos de acado pelos quais a
curcumina exerce seus efeitos antioxidantes na DA, bem como as limitagdes do seu uso
terapéutico. Metodologia: Este estudo trata-se de uma revisdo bibliogréfica narrativa.
Selecionou-se artigos cientificos em lingua inglesa na base de dados Pubmed, atraves de
descritores especificos. Resultados: A curcumina promove uma diminui¢do dos niveis de
peptideo AP e sua agregagdo na forma de fibrilas insoliveis e oligdbmeros soliveis. Além
disso, é capaz de aumentar o contedo de tripeptideo glutationa, um importante antioxidante
do sistema nervoso central, bem como da enzima heme-oxigenase 1 que confere citoprotecdo

diante de estressores, incluindo o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer. Curcumina. Estresse Oxidativo. Peptideo  -amiloide.



ABSTRACT Alzheimer's disease is an irreversible and progressive neurodegenerative
disease that triggers the most common form of dementia. Oxidative damage to proteins, lipids
and nucleic acids is a common and early condition of disease. The A peptide, constituent of
the amyloid plaques, is capable of playing an important role in the generation of this
condition. Curcumin, a polyphenol extracted from the rhizome of the Curcuma longa plant is
widely studied because of its antioxidant properties and can exert beneficial effects on the
progression of the disease. Objective: This work aims to describe the mechanisms of action
by which curcumin exerts its antioxidant effects on Alzheimer's disease and the limitations of
its therapeutic use. Methodology: This study is a narrative bibliographical review. Scientific
articles were selected in the Pubmed database, using specific descriptors. Results: Curcumin
promotes the reduction of AP peptide levels and their aggregation in the form of insoluble
fibrils and soluble oligomers. It increases the content of the tripeptide glutathione, an
important antioxidant of the central nervous system and the enzyme heme-oxygenase 1 that
confer cytoprotection.

Keywords: Alzheimer's disease. Curcumin. Oxidative stress. Amyloid-p.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa de carater irreversivel
e progressivo que desencadeia a forma mais comum de deméncia. Foi descrita pela primeira
vez em 1906 pelo psiquiatra alemdo Alois Alzheimer (MOLLER; GRAEBER, 1998) e
caracteriza-se por causar sintomas de disfuncdo cognitiva tais como: perda de memodria,
dificuldade de linguagem e comunicacdo; e alteracdo da funcdo executiva. Além desses,
sintomas psiquiatricos, distirbios comportamentais, depressao, alucinagdes, delirio e agitacéo
séo frequentes (BURNS; JACOBY; LEVY, 1990).

De acordo com o World Alzheimer Report (2018), estima-se que cerca de 50 milhdes
de pessoas apresentam deméncia em todo o mundo. Espera-se que 0s humeros subam para 82
milhGes em 2030 e para 152 milhées em 2050. Devido ao impacto econdmico da deméncia, a
DA tem se tornado um problema socioeconémico crescente em todo 0 mundo. Estima-se que
0s gastos mundiais em cuidados de saude foram de cerca de 1 trilhdo de dolares em 2018 e no
ano de 2030 os custos serdo de aproximadamente de 2 trilhdes de dolares
(INTERNATIONAL, 2018).

As caracteristicas patoldgicas presentes na DA sdo principalmente a formacdo de
placas amiloides extracelulares no parénquima e nos vasos sanguineos cerebrais, constituidas
por agregados de peptideo B-amiloide (AB) (KUMAR; SINGH; EKAVALI, 2015); e o
acumulo de emaranhados neurofibrilares formados através da hiperfosforilagdo anormal da
proteina Tau, encontrada principalmente nos neurdnios e pertencente a familia de proteinas

associadas aos microtubulos (ROY et al., 2005).

O dano oxidativo a proteinas, lipideos e acidos nucléicos também é uma caracteristica
patoldgica comum e inicial da DA (LOVELL et al., 1995; SUBBARAO; RICHARDSON;
ANG, 1990). Evidéncias demonstram que o peptideo Ap desempenha um papel importante na
geracdo desse estado, influenciando na progressdo da doenca e no comprometimento
cognitivo e funcional dos individuos (PRATICO et al., 2002).

O envelhecimento constitui o principal fator de risco para o desenvolvimento da DA,
sendo 0 sexo e a genética, outros fatores de risco importantes (BARRANCO-QUINTANA et
al., 2005). Alem deles, a baixa escolaridade, ocorréncia de acidente vascular cerebral, doenca
cardiaca, hipertenséo, diabetes mellitus, obesidade, inatividade fisica e depressdo podem ser
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considerados fatores de risco modificaveis (HONIG et al., 2003; LUCHSINGER et al., 2004;
OHARA et al., 2011).

Apesar de ainda néo existirem tratamentos efetivos para a doenca, a mudanca no estilo
de vida, incluindo a alimentacdo saudavel, pode desempenhar um efeito neuroprotetor. A
alimentacéo é essencial no fornecimento de nutrientes para o funcionamento cerebral normal
e apresenta um grande potencial na prevencdo priméaria dos fatores de risco modificaveis.
Além disso, tem se visto que varios componentes dos alimentos e compostos derivados de
plantas que séo utilizados na alimentacdo, apresentam efeitos benéficos sobre a progressdo da
DA, tais como o a-tocoferol (MORRIS et al.,, 2005; PEREIRA; SANTOS; OLIVEIRA,
1999), o retinol (PERRIG; PERRIG; STAHELIN, 1997), o sulforafano (YAMAMOTO et al.,
2018), a quercetina (ANSARI et al., 2009), as catequinas (ARAB et al., 2016), os
ginsenosideos (CHEN; ECKMAN; ECKMAN, 2006), o resveratrol (SHARMA; GUPTA,
2002) e a curcumina (STRIDH et al., 2010).

A curcumina é um polifenol extraido do rizoma da Curcuma longa, que apresenta
entre outras, propriedades anti-inflamatdrias, antitumorais, antimicrobianas e antioxidantes. E
amplamente consumida para adicionar cor e sabor aos alimentos e tem sido demonstrado que
¢ um composto natural que pode modular varios alvos moleculares, exercendo efeitos

benéficos sobre as caracteristicas patoldgicas da DA (YU et al., 2012).
2 JUSTIFICATIVA

O estresse oxidativo (EO) é uma das principais caracteristicas da DA, influenciando
ativamente na sua progressdo. Considerando que o tratamento atual da doenca se limita ao
alivio da sua sintomatologia, permanece a necessidade de agentes seguros, ndo toxicos e
oralmente eficazes, capazes de interferir nos processos oxidativos. Buscando alternativas para
o0 tratamento e prevencdo da DA, a curcumina tem sido amplamente estudada devido as suas
inimeras propriedades, incluindo a de modular vias moleculares e atenuar o EO. A utilizacdo
desse composto como agente terapéutico sustenta-se pelo fato de ser facilmente encontrado,
ter preco acessivel e poder ser utilizado diariamente de forma a incentivar o paciente na busca

da sua saude através da alimentac&o.
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3 OBIJETIVO

Descrever através de achados na literatura os mecanismos de acdo pelos quais a
curcumina exerce seus efeitos antioxidantes na DA, bem como as limita¢Ges de sua utilizagédo

terapéutica.

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Este trabalho trata-se de uma revisdo bibliografica ndo sistematica narrativa que
descreve 0os mecanismos de acdo estabelecidos/hipotetizados pelos quais a curcumina exerce

seus efeitos antioxidantes na DA.
4.2 ldentificacdo e selecdo das fontes

Para o presente trabalho foram selecionados artigos cientificos em lingua inglesa,
indexados na base de dados Pubmed. Incluiram-se estudos realizados em humanos, animais e
in vitro. N&o foi estabelecido limite de tempo para a selegédo das fontes, utilizou-se artigos
classicos sobre o assunto, porém buscou-se priorizar 0 uso de artigos atuais para expor 0s

resultados mais recentes da pesquisa sobre o tema.

Utilizou-se inicialmente para a coleta dos artigos descritores “Alzheimer's Discase”
“Curcumin and Alzheimer's Disease”, “Curcumin amyloid”, “Curcumin and Oxidative
Stress”. Devido a diversidade de trabalhos encontrados neste modelo de busca, realizou-se
uma selecdo manual dos artigos com base em seus titulos e resumos, e aqueles que
apresentassem informacoes relevantes ao presente estudo, foram submetidos a uma andlise de
texto completo. Os dados foram analisados e agrupados de acordo com o tema proposto,

destacando-se as informagdes com maior relevancia ao conteudo.

5 DESENVOLVIMENTO

5.1 Hipotese da cascata amiloide

A hipotese da cascata amiloide postula que a neurodegeneragdo na DA é causada por
acumulacdo anormal de placas constituidas por peptideo AP em varias areas do cérebro
(EVIN; WEIDEMANN, 2002). O peptideo A ¢é derivado de agdo enzimatica sobre a proteina

precursora amiloide (APP) e o seu acumulo é considerado um dos principais eventos
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patoldgicos da DA, causando perda sinaptica e morte celular neuronal (BALLARD et al.,
2011; SERAFINI et al., 2017).

5.1.1. Caracteristicas da proteina precursora amiloide

A APP € uma proteina transmembrana amplamente distribuida (MASTERS et al.,
1985) que apresenta um dominio N-terminal extracelular longo e um dominio C-terminal
citoplasmatico curto (TAMAGNO et al., 2012). Seu gene codificador localiza-se no
cromossomo 21 (ROBAKIS et al., 1987) e, por esse motivo, pacientes com sindrome de
Down desenvolvem as lesdes histoldgicas da DA (SELKOE, 1994).

Trés principais isoformas da APP foram identificadas, APP-695, APP-751 e APP-770
(KANG et al., 1987), sendo a isoforma de 695 amino&cidos expressa em niveis elevados nas
células neuronais, enquanto que as demais isoformas podem ser encontradas também em
tecidos ndo neurais (KOO et al., 1990) (Tabela 1).

Tabela 1 — Expressao celular das isoformas da APP

Tecido Isoforma predominante da APP

Baco APP751/770

Timo APP751/770
Musculo esquelético APP751/770

Rim APP751/770

Figado APP751/770
Pulmé&o APP751/770
Intestino delgado APP751/770
Coracao APP751/770
Glandula adrenal APP751/770
Plaquetas APP751

Cérebro APP695 (neur6nios)

APP751/770 (glia)

Fonte: Modificado de (MATTSON, 1997).

Na maioria dos tipos celulares estudados, o processo geral de biossintese e transporte,

a APP nascente/imatura, segue a via secretoria, sendo translocada do reticulo endoplasmatico
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para o complexo de Golgi, onde predominantemente localiza-se (GUO et al., 2012). Nessa
organela, torna-se madura e transloca-se através da rede trans-Golgi até a membrana
plasmatica (DAS et al., 2013). A APP sofre processo de O-glicosilacdo e N-glicosilacdo e, ao
chegar a membrana plasmatica, sofre processamento. A parcela que escapa do processamento
sofre internalizagdo por endocitose (MARQUEZ-STERLING et al., 1996). Endossomos
iniciais captam a APP, que pode ser reciclada voltando a superficie celular ou direcionada de
forma retrograda ao complexo de Golgi. A APP pode ainda ser degradada através da fusdo de
endossomos tardios com lisossomos (COLE; TETER; FRAUTSCHY, 2007) (Figura 1).

Em neuroénios, esse processo é semelhante, entretanto, apos deixar a rede trans-Golgi,
a APP ¢ transportada para o axénio e dendritos nas vesiculas de transporte pés-Golgi. A
entrega de APP ao axdnio faz uso do sistema de transporte anterdgrado axonal rapido (KOO
et al., 1990), como visto na andlise de ax6nios de neurdnios hipocampais, por meio de
microscopia de video. Esse transporte é dependente de cinesina-1, uma proteina motora que se
transloca através de microtubulos (KAETHER; SKEHEL; DOTTI, 2000).

Figura 1 — Via secretoria constitutiva da APP

Membrana
Plasmatica

Endossomo de
3 | reciclagem  Endossomo
A, ~ Inicial

~ Endossom

*__ 5 Tardio
/LAA O

RE
/ Nucleo '\ Lisossomos
/1

Moléculas de APP (barras pretas) amadurecem através da via secretoria constitutiva, a partir do reticulo
endoplasmatico (RE) e complexo de Golgi (CG) (1). A parcela da APP que atinge a superficie da célula, mas néo
sofre processamento é rapidamente internalizada por endossomos iniciais (2) e trafegada através de organelas
endociticas, podendo ser reciclagem novamente até a superficie celular (3), ser direcionado ao CG ou ser
degradada em lisossomos (4). Fonte: Modificado de (HAASS et al., 2012).

\
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5.1.2. Processamento da proteina precursora amiloide

O processamento proteolitico da APP pode acontecer através da via ndo-
amiloidogénica ou amiloidogénica (Figura 2). Na via ndo-amiloidogénica, que ocorre sem
causar patologias, a APP é clivada pelas duas aspartil-proteases, referidas como o e v-
secretases. A primeira clivagem da APP pela o-secretase, resulta na liberagcdo de uma forma
solivel de APP (sAPPa) e permite que o fragmento C-terminal, com 83 residuos de
aminoacidos (C83) decorrente dessa reagdo, seja clivado pela y-secretase, gerando o dominio
intracelular da APP (AICD) e o fragmento extracelular p3, cuja funcéo ainda é desconhecida,
entretanto ndo é considerado patogénico (BALLARD et al., 2011; NALIVAEVA et al., 2014;
SELKOE; SCHENK, 2003).

Na via amiloidogénica, que estd aumentada em doencas neurodegenerativas, a APP
sofre clivagens sequenciais pelas B e y-secretases. Na primeira reacdo, a agdo da p-secretase
(BACE-1), uma aspartil-protease ligada a membrana com seu sitio ativo no espaco
extracelular, gera SAPP-p que também é uma forma soltuvel da APP; e um fragmento C-
terminal ligado a membrana com 99 residuos de aminoécidos (C99). O fragmento C99
sequencialmente ¢ clivado pela y-secretase, produzindo o peptideo AB que € liberado para o
espaco extracelular e o dominio AICD, que permanece no citoplasma (SELKOE; SCHENK,
2003). Apesar das funcdes do AICD néo estarem totalmente claras, estudos sugerem que ele
possa contribuir para a patogénese da DA (KOGEL et al., 2012; SELOMNICKI, LUKASZ.
LESNIAK, 2008).
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Figura 2 — Processamento da APP

Extracelular Membrana Citoplasma

APP I

N-terminal | ' o s C-terminal
AP

Amiloidogénicf’/ \ Nao-amiloidogénica

B-secretase o-secretase
| :
| | ']
L J L 1 J i 1
sAPP-B | C99 sAPP-a | icss

l Y-secretase 1 Y-secretase

/clivagem clivagem
[ B ] 1 [ ] &= L
sAPP-B ApB | AICD sAPP-a p3 , AICD

Processamento ndo-amiloidogénico da APP pela agéo das enzimas o e y-secretases, sem a formagdo do peptideo
AP (direita). Processamento amiloidogénico da APP pela acdo das enzimas 3 e y-Secretases com a formacdo do
peptideo AP (esquerda). APP - proteina precursora amiloide; AB — peptideo 3 amiloide; sAPPa/sAPP-f — formas
sollveis da proteina precursora amiloide; C83 - fragmento C-terminal de 83 residuos de aminoacidos; C99 -
fragmento C-terminal de 99 residuos de aminoacidos; AICD - dominio extracelular da APP; p3 —fragmento
intracelular da APP. Fonte: Modificado de (VARDY; CATTO; HOOPER, 2005).

5.1.3. Toxicidade do peptideo Ap

O peptideo AP apresenta comprimento que pode variar entre 39 e 43 residuos de
aminoacidos, entretanto as formas com 40 (AB40) e 42 (AB42) aminoacidos sdo as mais
abundantes no cérebro. A producédo de peptideo AB ocorre em células de mamiferos ao longo
da vida e ele pode ser detectado no estado ndo-patolégico em plasma e liquido
cefalorraquidiano. E rapidamente produzido e igualmente degradado, contudo em
concentracdes elevadas, tem uma forte tendéncia a se auto-agregar formando dimeros,
trimeros, tetrdmeros, ou ainda oligdmeros maiores soltveis, bem como fibrilas insollveis que
podem mediar diversos efeitos toxicos em diferentes estagios da DA (SELKOE; SCHENK,
2003).

A forma AP42 agrega-se mais facilmente devido a presenca de dois amino&cidos
hidrofobicos extras na sua estrutura (Figura 3) (BUTTERFIELD; BOYD-KIMBALL, 2005).
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Essa parece ser a principal espécie encontrada em depdsitos precoces do peptideo, sendo a
forma AB40 capaz de agregar-se mais tardiamente (WYSS-CORAY et al., 2001).

A patogénese da DA é caracterizada, principalmente, por excessivo acumulo
extracelular de peptideo AP na forma de placas amiloides ou senis. Essas placas amiloides
maduras sdo compostas por um nucleo formado por agregados fibrilares de peptideo ApB,
rodeado por neuritos distroficos (processos neurais anormais) e por um infiltrado de astrécitos
reativos e microglia (BUSCIGLIO et al., 1995).

Evidéncias iniciais sugerem que as formas fibrilares insollveis, que constituem as
placas amiloides, sdo neurotéxicas e induzem alteracbes neurodegenerativas, incluindo
encolhimento do soma neuronal e perda de sinapses que precedem a morte de neurbnios
(LORENZO; YANKNER, 1994). Observou-se que no cortex frontal de pacientes com DA, 0s
niveis de peptideo AP na forma de fibrilar aumentaram 10,8 vezes em comparagdo ao
controle, enquanto que oligbmeros sollveis apresentaram-se 3,2 vezes mais elevados
(MCLEAN et al., 1999). Apesar das fibrilas insoliveis exercerem efeitos tdxicos e
participarem da patogénese da DA, estudos apoiam fortemente a hipotese de que oligbmeros
de peptideo AP sdo os principais efetores da disfungdo sinaptica e perda neuronal que
caracterizam a doenca (KANNINEN et al., 2008; WALSH et al., 2002).

Os dimeros de peptideo AP inibem mecanismos de plasticidade sinaptica que se
acredita estarem envolvidos com a memoria (KLYUBIN et al., 2008). Enquanto que outros
oligbmeros soluveis de AP obtidos atraves de células que expressam APP751, foram capazes
de promover disfuncdo sinaptica em camundongos normais em concentracdes muito baixas,
sendo a espécie trimérica capaz de desempenhar maiores efeitos prejudiciais (TOWNSEND et
al., 2006). Em neurdnios hipocampais, a exposicdo a 5 mM e 10 mM de APB42 por 24 horas,
contendo grandes quantidades de oligdbmeros, resultou em morte significativa de 31% e 64%
das células, respectivamente. Quando o tempo de exposicdo foi extendido para 48 horas
houve reducao significativa no nimero de células viaveis (20,5%), mesmo em concentracdes
mais baixas de Ap42 (0,5 mM) (KANNINEN et al., 2008).

Apesar de desempenhar efeitos neurotoxicos diretos, os agregados de peptideo AP
podem iniciar uma série de eventos ou potencializar efeitos toxicos, desencadeando disfuncédo
e morte de diferentes tipos de células, incluindo os neurénios (BUSCIGLIO et al., 1995;
FRASCA et al.,, 2008; TROY et al., 2000). O peptideo AP ¢é capaz de aumentara

hiperfosforilagdo da proteina Tau, causando incapacidade dessa proteina se ligar aos
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microtibulos (BUSCIGLIO et al., 1995) e induzir EO (HUANG et al., 1999; TABNER et al.,
2005), mecanismo que favorece a amiloidogénese, desencadeando um ciclo altamente danoso
ao organismo (PAOLA et al., 2000).

Figura 3 — Sequéncia de aminoacidos do peptideo Ap

AB40

H,N — Asp! — Ala? - Glu® — Phe* — Arg®-His® — Asp’ — Ser® — Gly*— Tyr'® — GIu** -
Val*His™- His** — GIn®™ — Lys™ — Leu'” — Val®®- Phe®® — Phe®® — Ala®* — GIu®® — Asp®® —
Val* Gly*”® — Ser® — Asn® — Lys®® — GIy*?® — Ala®¥-1le** — 11e** - Gly*® — Leu® — Met® —
Val®® Gly*'- Gly*® - val* - val® - COOH

AB42

HoN — Asp® — Ala® - Glu® — Phe* — Arg® — His® — Asp” — Ser® — Gly*- Tyr®® — Glu* — val*
His'® — His"* — GIn® — Lys'® — Leu'” — Val'®- Phe'® — Phe® — Ala® — Glu® — Asp® — Val**
Gly® — Ser®® — Asn* — Lys®® — GIy*® — Ala®® — 11e* — 11e** — GIy*® — Leu® — Met®™ — Val*®
Gly*'- GIy*® — val*® — val® — 1le* - Ala** - COOH

As formas do peptideo AB com 40 (AB40) e 42(AB42) aminoacidos sdo as mais abundantes no cérebro. A forma

AP42 agrega-se mais facilmente devido a presenga de dois aminodcidos hidrofébicos extras na sua estrutura
(negrito). Fonte:Modificado de (BUTTERFIELD; SWOMLEY; SULTANA, 2013).

5.2 Estresse oxidativo

O EO refere-se a oxidacdo indevida de biomoléculas levando ao dano celular, que é
realizado principalmente por espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs séo subprodutos
do metabolismo celular, geradas especialmente através da reducdo do oxigénio molecular em
agua, durante a fosforilacdo oxidativa mitocondrial (LOVELL et al., 1995). Apresentam-se
geralmente como moléculas que possuem elétrons ndo pareados (TAMAGNO et al., 2012),
incluindo nesse grupo os radicais hidroxila, peroxido de hidrogénio (H.O,) e anion
superoxido (LOVELL et al., 1995).

As células possuem um sistema para se protegerem contra a sobrecarga de EROs,
através de antioxidantes enzimaticos como superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Além desses, ha ainda os antioxidantes ndo enzimaticos
como a-tocoferol, retinol e acido ascorbico, que mantém o equilibrio entre a producdo
fisioldgica de EROs e sua detoxificagdo (BEHL; MOOSMANN, 2002; SIES, 1986).
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Quando ocorre um desequilibrio entre a producdo dessas moléculas e a capacidade de
eliminacdo pelos antioxidantes, que pode ser desencadeado por indmeros estressores
celulares, as principais moléculas bioldgicas sofrem prejuizo (LOVELL et al., 1995). O dano
ao nucleo celular pode levar a oxidacéo e dimerizacdo de nucleotideos e a mutagdes durante o
processo de replicagdo celular. O dano as membranas celulares leva a disfuncéo e a lise
celular; e o dano as proteinas pode gerar modificacdes na sua estrutura terciaria, prejuizo na
funcdo das enzimas e destruicdo de proteinas estruturais (BEHL; MOOSMANN, 2002;
HARMAN, 1992).

O dano oxidativo ao cérebro € um dos principais eventos patologicos na DA (SMITH
et al., 2000), sendo particularmente perigoso, pois 0 cérebro € um tecido p6s-mitético, com
neurdnios exibindo baixa capacidade proliferativa e de auto-renovacdo (TAMAGNO et al.,
2012). Além disso, comparado a outros 6rgaos, o cérebro é mais suscetivel a geracdo de EO,
pois apresenta grande quantidade de acidos graxos insaturados peroxidaveis, consumo

elevado de oxigénio por unidade de peso e alto teor de ferro (SCAPAGNINI et al., 2011).

O aumento da carga oxidativa ja foi observado no tecido cerebral de pacientes com
DA em um intervalo pds-morte muito curto, de aproximadamente 4,5 horas, em regibes ricas
em depdsitos de peptideo AP, indicando a sua possivel agcdo indutora sobre o EO (HENSLEY
et al., 2002). Essa relacdo também foi observada in vitro através da elevacdo dos niveis de
H,O, intracelular e pela diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes quando células
foram expostas ao peptideo Ap (ZHOU et al., 2014).

5.2.1. Inducéo do estresse oxidativo pelo peptideo Ap

O peptideo AP induz a geracdo de EO (ABRAMOV; CANEVARI; DUCHEN, 2004;
YATIN et al., 1999), causando disfuncdo mitocondrial (ABRAMOV; CANEVARI;
DUCHEN, 2004), peroxidacdo lipidica (BRADLEY; MARKESBERY; LOVELL, 2010;
WILLIAMS et al., 2006), oxidacdo de proteinas (YATIN et al., 1999) e dano ao DNA
(ANDERSON; SU; COTMAN, 1996).

Um dos mecanismos pelo qual o peptideo AB aumenta o EO é atraves do receptor
para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), uma proteina de superficie celular e
membro da superfamilia de imunoglobulinas. Esse receptor multiligante € capaz de
reconhecer os produtos finais de glicacdo avancada (AGESs) e o peptideo A, dentre outros.

Os AGEs séo produtos formados através de reacfes de glicacdo ndo enzimética a proteinas e
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lipideos, especialmente em condigBes hiperglicemia cronica tal como ocorre no diabetes,
dislipidemia e envelhecimento normal (KOCH et al., 2010; PUGAZHENTHI; QIN; REDDY,
2017; TOBON-VELASCO; CUEVAS; TORRES-RAMOS, 2014).

Na doenca de Alzheimer, a ativacdo excessiva do RAGE ocasionada pele ligacao do
peptideo AB (oligbmeros ou fibrilas), induz formacdo de EO possivelmente através da
ativacdo de NADPH-oxidase, enzima que catalisa a transferencia de elétron do NAPH para o
O,, formando o anion superoxido (CUEVAS et al., 2011). Esse processo induz a ativacdo de
varias vias de sinalizacdo, incluindo a do fator nuclear kappa-B (NF-kB), promovendo a
transcricdo de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interleucina-1 B (IL-1B) e enzimas com agdo inflamatoria, como a Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e as ciclooxigenases (COX). Além disso, maiores quantidades de RAGE
serdo produzidas, o que potencializa o efeito tdxico e produz danos que desencadeiam a morte
celular (HONG et al., 2016; TOBON-VELASCO; CUEVAS; TORRES-RAMOS, 2014).

Estudos também sugerem que o residuo de metionina presente na posicdo 35 da
estrutura do peptideo desempenha um papel importante na geracdo de EROs. Isso foi
demonstrado através da substituicdo desse residuo por norleucina, um aminoacido gque exibe
mesmo comprimento de cadeia lateral e hidrofobicidade que a metionina, mas ndo possuli
enxofre em sua composicdo. A incubacdo do peptideo AP com essa alteracdo ndo levou ao
aumento da oxidacdo de proteinas ou diminuicdo da sobrevivéncia neuronal em cultura
hipocampal, sugerindo que a estrutura do peptideo € um fator desencadeante do dano
oxidativo (YATIN et al., 1999). Acredita-se que a oxidacao irreversivel desse aminoacido em
metionina sulfona esteja associada com peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas, formacgédo
de radicais livres e morte celular em neurdnios (BUTTERFIELD; BUSH, 2004).

A maioria das células, se ndo todas, contém metionina sulfoxido redutase, enzima que
catalisa a reducdo da metionina sulféxido em metionina, evitando que haja a formacédo de
metionina sulfona (MOSKOVITZ et al., 1999) (Figura 4), fornecendo assim, efeito protetor
contra a formacdo de radicais livres e dano celular (STADTMAN, 2004). Estudos ja
mostraram que essa enzima se encontra diminuida no cérebro de pacientes com DA,
sugerindo que eles apresentam maior propenséo a formacdo de metionina sulfona e, portanto,

maior geracédo de radicais livres (GABBITA et al., 1999).
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Figura 4 — Reac0es de formacao metionina sulfoxido e metionina sulfona
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A oxidacdo da metionina leva a formacdo de metionina sulfoxido e sua oxidacdo irreversivel a metionina
sulfona. A metionina sulfona estd relacionada com dano oxidativo celular. A enzima metionina sulféxido
redutase catalisa a reacdo de reducdo da metionina sulféxido em metionina, agindo como um agente
neuroprotetor. Fonte: Modificado de (BUTTERFIELD et al., 2007).

5.3 Influéncia da alimentagc&o na Doenga de Alzheimer

Como visto anteriormente, o EO tem sido implicado com uma das principais
alteracOes patoldgicas da DA, favorecendo sua progressdo (SCAPAGNINI et al., 2011). Por
este motivo a ativacdo de vias antioxidantes é particularmente importante para tecidos com
propensdo a geracdo de EO e com defesas relativamente limitadas, como o cérebro. Tém se
visto que varios componentes dos alimentos e compostos derivados de plantas que sdo
utilizados na alimentacao apresentam efeitos benéficos sobre a progressdo da DA, tais como o
a-tocoferol (MORRIS et al., 2005; PEREIRA; SANTOS; OLIVEIRA, 1999), o retinol
(PERRIG; PERRIG; STAHELIN, 1997), o sulforafano (YAMAMOTO et al., 2018), a
quercetina (ANSARI et al., 2009), as catequinas (ARAB et al., 2016), os ginsenosideos
(CHEN; ECKMAN; ECKMAN, 2006), o resveratrol (SHARMA; GUPTA, 2002) e a
curcumina (STRIDH et al., 2010). Dentre os efeitos observados estdo uma ampla capacidade

neuroprotetora, atuando na reducdo do EO.

A curcumina é um polifenol extraido do rizoma da planta Curcuma longa,
amplamente estudada devido as suas propriedades antioxidantes intrinsecas e habilidade de
ativar diferentes vias moleculares de defesa, inibindo a toxicidade do peptideo A (BEGUM
et al., 2008).
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5.4 Curcuma longa

A Curcuma longa € uma erva perene de caule curto, que mede até um metro de altura
(ARAUJO; LEON, 2001), amplamente cultivada em regides tropicais da India, China e do
sudeste Asiadtico. Também conhecida como acafrdo-da-terra, acafrdo-da-india, acafrdo
turmérico ou gengibre amarelo, é uma especiaria de cor dourada, membro da familia do
gengibre (Zingiberaceae) e a forma em pd proveniente do seu rizoma é material base para a
producdo do curry (OLOJEDE et al., 2009).

A India é o maior produtor de curcuma suprindo mais de 90% da demanda mundial
(OLOJEDE et al., 2009), lugar onde é utilizada ha séculos como tempero, agente flavorizante,
conservante de alimentos e corante alimentar usado em baixas concentraces na mostarda,

doces, salgadinhos, laticinios e conservas de peixe (SCAPAGNINI et al., 2006).

Estudos sugerem que a India apresenta menor prevaléncia de DA em comparaco com
outros paises e ja buscam evidenciar a associa¢do entre o consumo de curcuma e melhor
desempenho cognitivo. Uma pesquisa nacional realizada em Singapura com idosos (83%
chineses, 10% malaios e 7% indianos), encontrou associacdo entre o consumo de curry e
melhor funcdo cognitiva. Os individuos realizaram o mini exame do estado mental (MMSE)
um instrumento amplamente utilizado que fornece uma medida global de dominios da funcédo
cognitiva, incluindo: memoria, atencdo, linguagem, praxia e capacidade visuoespacial.
Comparados com individuos que nunca ou raramente consumiram curry, aqueles com
consumo maior de curry apresentaram maiores escores médios brutos do MMSE. A
magnitude do efeito do consumo nos escores do MMSE pareceu ser mais pronunciada em
indianos, em relagdo aos efeitos observados em chineses e malaios. Observou-se que mesmo
com baixos e moderados niveis de consumo de curry relatados pelos entrevistados, um melhor
desempenho cognitivo foi observado (NG et al., 2006). Sugere-se que esses resultados sédo
devido a acdo dos compostos presentes na cdrcuma, principalmente pelos curcumindides na
qual a curcumina é reconhecida como sendo responsavel pela maioria dos efeitos observados
(CHANDRA et al., 1998). Entretanto, ndo podemos descartar possiveis efeitos protetores de

outros compostos presentes no curry, como a pimenta preta, gengibre e mostarda.
5.4.1. Curcuminoéides

Aproximadamente 235 compostos foram isolados ou detectados a partir de folhas,

flores, raizes e rizomas da Curcuma longa. Dentre eles, os curcumindides chamam mais
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atencdo no que diz respeito aos efeitos medicinais da Curcuma longa. Esses compostos estdo
presentes no seu rizoma e dentro desse complexo se encontra diferuloilmetano em uma
proporcdo de 75-90%, demetoxicurcumina 15-20%, bisdemetoxicurcumina 3-5%
(AGGARWAL et al., 2007; AHMED; GILANI, 2014).

O diferuloilmetano (C,1H200g), conhecido como curcumina, € um polifenol que
contém dois anéis fendlicos ligados simetricamente por uma porgdo B-dicetona (Figura 5).
Esse polifenol foi isolado pela primeira vez em 1815 e a sua estrutura foi determinada apenas
em 1910 (AGGARWAL et al., 2007; GERA et al., 2017).

Figura 5 — Estrutura quimica do diferuloilmetano (curcumina)

OCH4 OCH,4

HO OH

A curcumina é um polifenol que apresenta na sua estrutura dois anéis fendlicos ligados simetricamente por uma
por¢do B-dicetona. Fonte: Modificado de (ONO et al., 2004).

Devido a dificuldade na separagdo dos curcumindides, a curcumina vendida
comercialmente é geralmente uma mistura, sendo diferuloilmetano a forma predominante
(PFEIFFER et al., 2003). Alguns estudos demonstram que a ingestao de curcumindides é bem
tolerada pelos individuos. Com ingestdo oral de dose Unica de extrato em p6 contendo uma
concentracdo de 95% de curcumindides, reconheceu-se toxicidade minima na ingestdo de até
12.000mg ao dia (LAO et al., 2006).

Além da acdo antioxidante, a curcumina apresenta acao anti-inflamatdria, antitumoral,
antimicrobiana, exercendo efeitos em diferentes doencas. Na medicina chinesa e indiana
ayurvédica é utilizada ha anos para o tratamento de colicas, dores no peito, problemas de
estdmago e figado, na cura de feridas e cicatrizacdo (YU et al., 2012).

Dentre os efeitos benéficos da curcumina em patologias de origem sistémica, podemos
destacar seu feito quimiopreventivo, aumentando a eficacia da quimioterapia (JAMES et al.,

2015). Sua ingestdo oral foi capaz de impedir o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2
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em individuos pré-diabéticos e melhorar a fun¢do das células P-pancreaticas
(CHUENGSAMARN et al., 2012). Em pacientes com doenca inflamatoria intestinal houve
remissdo clinica e endoscopica ap0s tratamento oral com curcumina (LANG et al., 2015).
Esse polifenol tem apresentado efeitos benéficos em muitas outras doencas, tais como
osteoartrites (HAROYAN et al., 2018; ZHANG et al., 2016), doencas cardiovasculares (YU
et al., 2012), desordens metabolicas e inflamacdo (PANAHI et al., 2016).

Entretanto, os efeitos da curcumina ndo tém sido relatados apenas em doencas de
ordem sistémica. Em distarbios psiquiatricos, a curcumina tem sido amplamente estudada
devido aos seus efeitos antidepressivos e ansioliticos (LOPRESTI et al., 2014). Em modelo
animal observou-se gque, apos seis semanas de tratamento com curcumina, ela gerou atividade
antidepressiva semelhante aos medicamentos fluoxetina e imipramina, comumente utilizados
no tratamento da depresséo (SANMUKHANI; ANOVADIYA; TRIPATHI, 2011). O uso de
curcumina pelo mesmo periodo de tempo potencializou as acdes antidepressivas do
medicamento escitalopram em individuos com desordem depressiva maior e ndo teve efeitos
adversos significativos (YU et al., 2015). Além disso, nas doengas neurodegenerativas, como
na DA, ela exerce suas propriedades bioativas que influenciam na sintomatologia e progresséo
da doenca (BEGUM et al., 2008; STRIDH et al., 2010).

5.5 Efeitos antioxidantes da curcumina na DA

A curcumina apresenta capacidade antioxidante que observou-se ser superior a
encontrada no tocoferol (ZHAO et al., 1989). Atua como um antioxidante bifuncional, pois
age diretamente e indiretamente na neutralizacdo de EROs. Apresenta caracteristica lipofilica
que confere capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e exercer seus efeitos no
sistema nervoso central (SNC) (YANG et al., 2004, ALLOZA, 2007). A curcumina age
diretamente sobre as EROs, uma vez que sua estrutura contém dois anéis fendlicos e ligacdes
B-dicetona, que atuam como doadores de atomos de hidrogénio e de elétrons, conferindo uma
potente capacidade de reducdo de radicais livres no ambiente intracelular (BARZEGAR,;
MOOSAVI-MOVAHEDI, 2011).

O efeito indireto da curcumina pode ser atribuido a diminui¢do do peptideo AP, de sua
agregacdo na forma de placas amiloides e oligdmeros; e ao estimulo de agentes antioxidantes.
Estudos demonstram que esse composto exerce efeitos através da acdo do tripeptideo

glutationa (GSH) que é um importante antioxidante do SNC e regulador do estado redox
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celular (LAVOIE et al., 2009), bem como da enzima heme-oxigenase 1 (HO-1) que confere
citoprotecdo diante de estressores, incluindo o EO (KANNINEN et al., 2009).

5.5.1. Efeitos da Curcumina na agregacao do peptideo Ap

A curcumina apresenta efeitos anti-amiloidogénicos capazes de modular os depdsitos
de peptideo AP, diminuindo sua toxicidade (GARCIA-ALLOZA et al., 2007; ZHANG et al.,
2010). O tratamento com curcumina promoveu a diminuicdo dos niveis de peptideo A e sua
agregacao na forma de fibrilas e oligbmeros. Em estudo in vivo observou-se que a ingestdo
oral de curcumina reduziu 80% o numero total de placas amiloides em ratos com DA,
induzida a partir de injecdo hipocampal de TGFp, agente que reduz a depuragdao do peptideo
AP (FRAUTSCHY et al., 2001). A curcumina também reduziu significativamente a producéo
de peptideo AB40 e AB42 invitro (LIU et al., 2010; SHYTLE et al., 2009).

Um dos mecanismos pelo qual esse polifenol pode estar diminuindo a producdo do
peptideo é através de sua agdo sobre a APP, uma vez que houve reducdo do seu contetdo total
em estudo com células renais embrionérias humanas. Essa reducdo a nivel de proteina, neste
estudo ndo afetou o RNAm total da APP, sugerindo que a curcumina pode regular a
guantidade da proteina a nivel pos-transcricional (LIU et al., 2010). Por outro lado, células de
neuroblastomas de camundongos tratadas com diferentes concentragcdes de curcumina por 24
horas, foram submetidas a andlise da expressaio da APP, que apresentou niveis
significativamente diminuidos, sugerindo que a curcumina pode afetar a transcricdo génica
dessa proteina (VILLAFLORES et al., 2012).

Em células de neuroglioma humano que superexpressam estavelmente APP751, a
curcumina levou a diminuicdo acentuada da meia-vida da APP madura (2,03 horas para 1,14
horas), presente no complexo de Golgi e aumentou a meia-vida da APP nascente/imatura
(1,94 horas para 2,36 horas), presente no reticulo endoplasmatico. Além disso, foi capaz de
diminuir a meia-vida da APP total (1,94 horas para 1,87 horas). Esses dados sugerem que a
curcumina pode afetar o metabolismo da APP na via secretéria ao nivel do reticulo
endoplasmatico, atrasando a saida da APP imatura dessa organela e aumentando sua
estabilidade (ZHANG et al., 2010).

Outro mecanismo possivel que promove efeito anti-amiloidogénico € a acao inibitoria
de poténcia moderada da curcumina sobre a enzima regulatéria BACE-1, promovendo a
atenuagdo da via de sintese do peptideo AR (CONCETTA et al., 2015). Apds incubacdo com
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5 mM de APB42 durante 48 horas, células neuronais aumentaram significativamente os niveis
de expressdo de BACE-1 em aproximadamente 90,6%. Entretanto, a curcumina foi capaz de
suprimir essa regulacdo positiva da BACE-1, diminuindo a formacdo de peptideo
(SHIMMYO et al., 2008).

Estudos também mostram que a curcumina atravessa a barreira hematoencefalica e
liga-se as placas de peptideo AP, ap6s administragdo intravenosa, inibindo a sua agregagéo de
forma mais eficiente do que os anti-inflamatorios ndo esterdidais naproxeno e ibuprofeno
(YANG et al., 2004). A inibigdo da agregagdo de fibrilas de peptideo AP in vitro (LIU et al.,
2010; YANG et al., 2004) foi observada apos incubacdo com 50 uM de curcumina durante 1
hora. Ap6s 4 horas o nimero de fibrilas continuou diminuindo acentuadamente e pequenos
agregados amorfos foram observados (ONO et al., 2004). Uma possivel explicacdo é que a
curcumina poderia ligar-se as extremidades do peptideo AP, aumentando a taxa de
despolimerizagdo, desestabilizando a conformagdo de AP que acaba de ser incorporada nas
extremidades da fibrila (ONO et al., 2004). A curcumina também inibiu a agregacdo de
oligbmeros sollveis de peptideo AR (HONG et al., 2009) em eventos iniciais e quando

adicionada em um estégio intermediario de agregacdo (YANG et al., 2004).

Em camundongos transgénicos APPswe/PS1dE9, usados como modelo da DA,
observou-se que ap0s 0 tratamento intravenoso com curcumina, 0S animais apresentaram
notavelmente menos e menores placas amiloides. O tamanho da placa, ap6s 7 dias de
tratamento, foi 30% menor e 21 placas desapareceram nesse periodo (GARCIA-ALLOZA et
al., 2007).

Os dados citados acima sugerem que a curcumina impede a formagdo de novos
depdsitos, uma vez que o conteudo total de peptideo AP sofre redugdo (WANG et al., 2009) e
diminui o tamanho dos depdsitos amiloides existentes (GARCIA-ALLOZA et al., 2007; LIM
etal., 2001).

5.5.2. Efeitos da curcumina sobre o tripeptideo glutationa

Pacientes com DA apresentam niveis significativamente diminuidos de GSH no SNC,
principalmente nas regides do cortex frontal e hipocampo que sdo amplamente afetadas pela
doenca. Além disso, achados sugerem que as concentracdes de GSH cerebral podem refletir o
inicio e a progressdo da doenca (MANDAL et al., 2015). Dessa forma, agentes que aumentem

o0 contetdo dessa molécula no SNC podem ser Uteis no seu tratamento.
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Tanto neurdnios quanto astrocitos podem sintetizar GSH, contudo seus niveis sdo
muito mais elevados em astrocitos, sendo os neurdnios altamente dependentes deles para a
sua sintese de GSH, devido aos substratos necessarios para esse processo (RAPS et al., 1989;
SHANKER et al., 2001).

A producdo de GSH ocorre a partir da ligacdo dos aminoacidos glutamato, glicina e
cisteina, através de duas reagdes consecutivas dependentes de ATP. A enzima vy-
glutamilcisteina ligase (GCL) também chamada de vy-glutamilcisteina sintetase, utiliza
glutamato e cisteina como substratos para gerar o dipeptideo GluCys (DRINGEN;
HIRRLINGER, 2003). Essa enzima heterodimera apresenta uma subunidade catalitica
(GCLc) grande e uma subunidade modulatéria (GCLm) pequena. O sitio ativo reside na
subunidade catalitica, enquanto que a GCLm modula a atividade da enzima, afetando a
afinidade da GCLc para os substratos e inibidores. Essa subunidade pode aumentar a
afinidade da enzima por glutamato e diminuir a inibicdo por feedback negativo de GSH. Apds
sua formacdo pela GCL, enzima regulatéria da sintese de GSH, o dipeptideo GIluCys,
combina-se com glicina em uma reacdo catalisada por glutationa sintetase, formando GSH
(GEGG et al., 2003).

Os astrocitos liberam GSH no espaco extracelular, através de transportadores MRP1
membros da familia de proteinas de resisténcia a multiplas drogas, chamadas de MRPs. No
espaco extracelular ele é clivado pela ectoenzima astrocitica y-glutamiltranspeptidase (YGT),
formando CysGly. Na sequéncia, esse dipeptideo sofre outra clivagem, reacdo catalisada pela
enzima extracelular aminopeptidase N-neuronal (ApN), resultando na liberagdo dos
aminoéacidos glicina e cisteina, que serdo utilizados como precursores para a sintese neuronal
de GSH. A cisteina fornecida pelos astrdcitos € a principal fonte de cisteina para os neurénios,
sendo o0 aminodcido limitante da velocidade de sintese de GSH nessa célula (DRINGEN;
HIRRLINGER, 2003) (Figura 6).

A incorporagdo de cisteina em neurdnios e astrécitos ocorrem por meio de dois
mecanismos. Os neurdnios usam principalmente transportadores de aminoacidos excitatorios,
um sistema dependente de sodio, para captar cisteina, sendo por meio desses transportadores
que cerca de 90% da captacdo de cisteina neuronal ocorre. O melhor precursor exdgeno de
cisteina para os astrocitos € derivado da cistina, forma oxidada da cisteina que € rapidamente
reduzida dentro das células. Este aminoacido é transportado de forma independente de sodio

através de transportadores de cistina/glutamato, presentes na membrana celular astroglial
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(SHANKER et al., 2001). Além da captagdo de cistina, os astrocitos, podem utilizar a via de
transulfuracdo, onde fontes enddgenas de enxofre tais como a homocisteina podem ser

convertidas em cisteina por meio de reacdes enzimaticas (VITVITSKY et al., 2006).

A GSH, durante o processo de detoxificacdo, atua como um doador de elétrons
reagindo diretamente com as EROs (radical anion superoxido, oxido nitrico e radical
hidroxila) em reacdes ndo enzimaticas ou age na reducdo de perdxidos, através da enzima
GPx que conduz a formacdo de glutationa dissulfeto (GSSG) como produto da reacdo. No
ambiente intracelular, a GSH é regenerada a partir de GSSG, reagdo catalisada pela enzima
glutationa redutase (GR) que transfere elétrons do NAPH para a GSSG (POCERNICH,;
BUTTERFIELD, 2012).

Figura 6 — Metabolismo da glutationa no SNC

astrécito neurdnio
Mrp1] i 5
GSH GSH Glu
X Cys —¢» Cys

kGT
CysGly (ApN]  yGluCys

R \___ [hl

Os astrécitos liberam GSH no espago extracelular, através de transportadores MRP1. A GSH é clivada pela
enzima y-glutamiltranspeptidase (yGT), formando CysGly. O dipeptideo sofre clivagem, pela enzima
aminopeptidase N-neuronal (ApN), resultando na liberagdo dos aminoécidos glicina e cisteina, que serdo
captados pelos neurdnios e unidos com glutamato, formando GSH neuronal. Fonte: Modificado de (DRINGEN;
HIRRLINGER, 2003).

Estudos tém demonstrado que a reciclagem rapida de GSH intracelular aumenta com a
exposicao a curcumina in vivo e in vitro. A curcumina (30 uM) apresentou capacidade de
aumentar o contetdo de GSH em astrécitos cultivados, ap6s exposi¢do por 24 horas, assim
como aumentar a taxa de efluxo de GSH, elevando o conteudo celular aproximadamente 6
vezes em comparagdo com as células controle (STRIDH et al., 2010). Ja nos modelos in vivo,

injecdes intraperitoneais de curcumina em ratos (trés doses de 50 mg/kg por dia) resultou em
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2 vezes mais GSH cerebral, que permaneceu constante em concentragdes mais elevadas de
curcumina (JAGATHA et al., 2008).

Acredita-se que o aumento do conteddo celular de GSH esteja relacionado ao aumento
da transcricdo de genes que expressam GCL, enzima regulatdria da via de sintese de GSH
(LAVOIE et al., 2009). Cada subunidade da GCL é codificada por um gene (Gclc e Gelm). A
curcumina foi capaz de aumentar o contedtdo de RNAm desses genes, 0 que resultou em
aumento da concentracdo da enzima GCL de 0,25 puM para 0,33 uM e elevou de forma
correspondente a concentracdo de GSH de 2,5 mM para 3,8 mM, em linhagem celular de
neurdnios dopaminérgicos (JAGATHA et al., 2008).

Estudos em células epiteliais brénquicas, utilizando co-incubacdo de curcumina com
actimomicina D, um inibidor da transcri¢cdo génica, mostrou que ela foi capaz de bloquear
completamente 0 aumento de RNAm de Gclc e Gelm induzido pela curcumina (DICKINSON
et al., 2003). Isso indica fortemente que esse aumento do conteddo de RNAm, deve-se
predominantemente ao aumento da transcricdo desses genes e ndo a uma reducdo da sua
degradacdo (DICKINSON et al., 2003; JAGATHA et al., 2008).

Observou-se que o aumento do RNAmM dos genes Gclc e Gelm é mediado pelo fator
nuclear relacionado ao fator eritréide 2 (Nrf2), um fator de transcricdo regulador da resposta
antioxidante e do metabolismo de xenobidticos, que age sobre uma ampla gama de genes. A
superexpressdo de Nrf2 em culturas mistas de neurénios e astrocitos gerou um aumento de 4 a

5 vezes nos niveis intracelulares de GSH, em comparacdo com o controle (SHIH et al., 2003).

5.5.2.1.  Fator nuclear relacionado ao fator eritréide 2

O Nrf2 é membro da familia NF-E2 de fatores de transcricdo de ziper de leucina
nucleares. Fatores de transcricdo sdo proteinas que se ligam ao DNA ou a um promotor
especifico, com capacidade de regular a expressdo de varios genes, normalmente sdo
reguladores positivos da transcricdo, embora ocasionalmente atuem como reguladores
negativos (AGGARWAL et al., 2007).

O Nrf2 localiza-se no citoplasma celular associado a duas proteinas Keapl, quando na
auséncia de estimulo oxidante. O Keapl é uma proteina de ligagéo ao citoesqueleto de actina
e constituiu-se como um sensor celular central para o EO, normalmente estid associada ao

complexo protéico cullin 3, que promove a ubiquitinacdo e posterior degradacdo
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proteossomica do Nrf2 (TRUJILLO et al., 2013). Quando Keapl liga-se ao Nrf2 age
suprimindo a sua atividade e por esse motivo também é conhecido como seu inibidor natural
(ITOH etal., 1999).

A proteina Keap 1 é composta por 624 aminoacidos (DINKOVA-KOSTOVA et al.,
2002). A exposicdo a EROs promove mudancas conformacionais na Keapl que parecem
envolver a oxidagdo nos grupos sulfidrilas dos residuos de cisteina reativas presentes em um
dominio especifico da proteina, levando a liberagdo do fator transcricional, aumento do seu
contetdo nuclear e inibicdo da degradacdo proteossémica (DINKOVA-KOSTOVA et al.,
2002; ITOH et al., 1999; TONG et al., 2006).

Em neurdnios hipocampais de pacientes com DA, o Nrf2 encontra-se com contetdo
nuclear reduzido, mesmo com abundantes estimulos oxidativos. Esse achado é diferente ao
esperado em neurdnios que respondem ao EO, onde se observa um aumento do conteido
nuclear de Nrf2. A localizacdo alterada desse fator de transcricdo é observada em neurdnios
préximos de placas de peptideo AP e emaranhados neurofibrilares. Ha4 também menor
conteddo nuclear de Nrf2 no cortex cerebral desses individuos, tanto em neurdnios quanto em
astrocitos (RAMSEY et al., 2007).

Observou-se também que em camundongos transgénicos com mutacdo no gene
APP695, com idade superior a 3 meses que apresentavam actimulo do peptideo AP, houve
declinio nos niveis de RNAm de Gclm e Gclc no cértex frontal, indicando uma redugédo ou
perda de funcdo de Nrf2. Isso é confirmado através da analise dos niveis cerebrais de Nrf2 de
camundongos com 16 meses de idade. Os animais apresentaram reducdo no contetdo de Nrf2
em 57% nos corpos celulares dos neurdnios da area CA3 do hipocampo, fortemente
relacionada com aprendizado e memoria. Esses dados sugerem que na DA ha uma disfuncéo
da via Nrf2, influenciando a transcricdo de genes de proteinas que regulam a atividade
antioxidante, funcdo sinaptica e demais processos; promovendo prejuizo e disfuncdo neuronal
(KANNINEN et al., 2008).

Experimentos em linhagens celulares mostram que a curcumina é capaz de aumentar a
translocagcdo de Nrf2 para o nucleo, provavelmente por uma modificagdo na Keapl,
aumentando a transcricdo de genes que expressdo a enzima GCL (DICKINSON et al., 2003).
O Nrf2 necessita de heterodimerizacdo com outras proteinas de ziper de leucina para se tornar
ativo, tais como c-jun e as proteinas Maf. Estes complexos ligam-se ao elemento promotor

comum denominado elemento de resposta antioxidante (ARE) ou ao elemento de resposta
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eletrofilica (EpRE), localizados na regido promotora dos genes alvos e inicia 0 processo de
transcricdo (DICKINSON et al., 2003; TONG et al., 2006). O tratamento com curcumina foi
capaz de modificar a composicdo dos complexos proteicos que se ligam aos promotores,
influenciando positivamente na transcri¢do de genes (DICKINSON et al., 2003; JAGATHA et
al., 2008).

5.5.3. Efeitos da curcumina sobre a enzima heme-oxigenase-1

Humanos apresentam duas isoenzimas heme-oxigenases: heme-oxigenase-1 (HO-1) e
heme-oxigenase-2 (HO-2), codificadas pelos genes HMOX1 e HMOX2, respectivamente
(GOZZELINO; JENEY; SOARES, 2010). A HO-1 ¢é também conhecida como proteina de
choque térmico-32 (Hsp-32), familia de proteinas que conferem citoprotecdo diante de
estressores, tais como: EROs, choque térmico, isquemia, ions metalicos, lipopolissacarideo
bacteriano e, em alguns casos, hormodnios esteroides (CUADRADO; ROJO, 2008;
GOZZELINO; JENEY; SOARES, 2010; SCHIPPER; CISSE; STOPA, 1995).

A HO-1 catalisa a conversdao do grupo heme, derivado de hemoproteinas, como a
hemoglobina, em biliverdina, ferro livre e mondxido de carbono, no cérebro e em outros
tecidos (SCHIPPER; CISSE; STOPA, 1995). O mondxido de carbono atua como um
transmissor, modulando a transdug&o de sinal celular. A biliverdina é rapidamente convertida
em bilirrubina pela enzima biliverdina redutase, apresentando efeitos antioxidantes
(STOCKER et al., 1987). Ja o ferro, presente no centro do grupo heme, pode atuar como um
reator de Fenton e levar a producédo de radicais hidroxila altamente toxicos derivados do H,0O,
(SCHIPPER; CISSE; STOPA, 1995). Entretanto, sua liberacdo induz a expressao de ferritina,

proteina multimérica quelante de ferro, limitando a geragdo de radicais livres.

A ativagdo da HO-1, gerando monodxido de carbono, bilirrubina e aumentando o
transporte de ferro nas células, representa um sistema protetor potencialmente ativo contra a
lesdo oxidativa cerebral (YAMAMOTO et al., 2018). Essa proteina tem uma importancia
fisioldgica significativa nas respostas ao estresse celular. A desregulacdo do seu sistema tem
sido associada a patogénese de doencas neurodegenerativas como DA (SCAPAGNINI et al.,
2006), na qual ja se observou que a APP interage com a enzima, inibindo sua atividade em
25% (TAKAHASHI et al., 2000).

Culturas de neurbnios granulares cerebelares obtidos a partir de camundongos

transgénicos HO-1 (Tg) que superexpressaram HO-1, tratados com glutamato para indugéo de
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EO, tiveram resisténcia ao efeito citotoxico do glutamato e aumento da viabilidade celular.
Esses efeitos positivos foram revertidos atraves da inibicdo HO-1. Sugere-se, portanto, que
um aumento do nivel de HO-1 na célula, antes da exposicdo ao estresse, é crucial para a
protecao oferecida contra o dano oxidativo (CHEN; GUNTER; MAINES, 2001).

ApOls uma injecéo intra-hipocampal de Nrf2, células neuronais tiveram a expressao de
HO-1 aumentada e uma reducdo nos déficits de aprendizagem espacial e memdria nesses
animais foi observada (KANNINEN et al., 2009). Isso indica que o aumento da HO-1 é
mediado pela maior translocagdo nuclear do fator Nrf2, resultando em aumento gradual e
significativo do RNAm de HO-1 e, consequentemente, da proteina (BALOGUN et al., 2003;
SCAPAGNINI et al., 2006; YIN; ZHANG; LI, 2012).

A exposicdo de astrocitos e neurbnios por 6 horas a diferentes concentragfes de
curcumina (5, 15, 25 ¢ 50 uM) resultou em um aumento gradual e significativo no RNAm de
HO-1, que foi acompanhada por um aumento da atividade da enzima, que persistiu até 24
horas apds o tratamento (SCAPAGNINI et al., 2002, 2006). Ja foi observada eficiéncia
méaxima quando a exposicdo ao polifenol foi de 25 uM ou 15 uM para astrocitos e neur6nios,
respectivamente. Neste mesmo estudo, observou-se que a concentracdo do fator de transcri¢cao
Nrf2 no nlcleo de astrcitos aumentou apds 1 hora de exposicdo, a 25 pM curcumina,
permanecendo por até 12 horas (SCAPAGNINI et al., 2006). Porém, outros estudos
observaram que o Nrf2 foi localizado no nucleo apds a incubacdo com menor concentracdo
de curcumina (15 uM) por até 24 h (GONZALEZ-REYES et al., 2013).

Observou-se que a ativacdo da HO-1 pela curcumina em linhagem neuronal de
neuroblastoma transfectada com plasmideo APPswe, utilizada como um modelo de DA in
vitro, foi bloqueada quando um inibidor seletivo de fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) foi
utilizado, sugerindo que a via PI3K/Akt desempenha um papel importante na citoprotecdo
mediada pela curcumina (YIN; ZHANG; LI, 2012). O mecanismo de ac¢do da curcumina
também foi mostrado em outros tipos celulares e € especulado que esses mecanismos possam

estar presentes em celulas cerebrais.

Em células epiteliais renais foi mostrado que a curcumina pode reverter a inibicao
mediada por Keapl ao Nrf2. Assim, parece que ela promove o aumento da transcricdo de
genes que expressam HO-1 alterando a interagdo Nrf2 — Keapl por meio da agdo sobre as
cisteinas reativas do Keap1(BALOGUN et al., 2003).
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Outro mecanismo pelo qual a curcumina pode aumentar a expressdo da HO-1 foi
observado em hepatdcitos. Nessas células houve aumento da ativacdo do Nrf2, por meio da
acao da proteina cinase C (PKC) e proteina cinase p38 (p38). Quando a atividade dessas
enzimas foi inibida, houve uma reducéo significativa da inducdo de HO-1 (de 280% a 184%),
indicando participam da via de ativacéo de Nrf2. A PKC pode agir na fosforilagdo do inibidor
Keapl, promovendo a translocagéo nuclear do fator de transcricdo (MCNALLY et al., 2007).
Apesar de estudos com outras células reforcarem a participacdo do p38 na via de ativacao da
HO-1, através da curcumina, 0 mecanismo pelo qual ele age ainda néo é claro (BALOGUN et
al., 2003).

Um resumo das vias intracelulares ativadas pela curcumina esta mostrado na figura 7.

Figura 7 — Mecanismos antioxidantes da curcumina
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A curcumina pode aumentar a transcrigdo de enzimas antioxidantes por meio da ativagdo de distintas vias de
sinalizacdo. CUR — curcumina; PKC - proteina cinase C; GCL - y-glutamilcisteina ligase; GSH — glutationa;
Nrf2 - Fator Nuclear relacionado ao Fator Eritrdide 2; PI3K - fosfatidilinositol-3-cinase. Fonte: elaborado pelo
autor.

5.6 LimitagOes do uso da curcumina

A curcumina é um polifenol hidrofobico que apresenta baixa estabilidade fisico-
quimica, absorcdo, solubilidade, além de metabolizagdo répida, fatores que reduzem a sua

biodisponibilidade. Quando administrada oralmente, a curcumina sofre biotransformacéo
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intestinal e hepética, por meio de reacbes de sulfatacdo e glicuronidacdo catalisadas por
enzimas especificas, como as sulfatases e as glicuronidases, respectivamente. A
glicuronidacéo torna o metabolito sollvel em agua e promove excrecdo rapida através da
urina (IRESON et al., 2002; VAREED et al., 2008).

Observou-se que, apds administracdo oral de 400mg de curcumina em ratos, cerca de
40% foi excretado nas fezes de forma inalterada e cerca de 60% foi absorvido. A distribuicdo
aos tecidos foi baixa, o figado e o rim, por exemplo, apresentaram a presenca de tracos do
polifenol, enquanto que no coragdo nenhum traco foi detectado entre 15 e 25 horas apos a
administragdo (RAVINDRANATH; CHANDRASEKHARA, 1981).

Quando a curcumina foi administrado por via intraperitoneal (i.p), ela atingiu maiores
concentracdes plasmaticas do que por via oral (v.0). Quando administrada por v.o (1,0 g/kg),
a curcumina foi detectada no plasma de camundongos apds 15 minutos da administragdo em
quantidades pequenas de cerca de 0,13 pg/ml. Quando administrada por via i.p (0,1 g/kg), as
concentragdes no plasma atingem valores superiores (2,25 pg/ml) aqueles encontrados na
administracdo por v.o (PAN; HUANG; LIN, 1999).

A curcumina apresente varias propriedades bioldgicas, que fazem ela amplamente
estudada, ainda que apresente baixa biodisponibilidade. Varios estudos tém sido feitos de
forma a testar estratégias para superar essa limitacdo, dentre as quais o desenvolvimento de
formulagdes a partir nanoparticulas e o uso de piperina, como forma de estabilizar o composto

e melhorar suas atividades bioldgicas.

5.6.1. Alternativas para aumentar a biodisponibilidade da curcumina

5.6.1.1. Nanoformulacbes

A nanotecnologia tem sido empregada na criacdo de nanoformulagdes para aumentar a
biodisponibilidade da curcumina e suas funcbes bioldgicas. Estdo sendo utilizadas
nanoparticulas polimericas, nanoparticulas solidas, nanoparticulas lipossomicas/lipidicas,
micelas, conjugados de polimeros e nanogeis para fornecer curcumina eficientemente ao
organismo (NAKSURIYA et al., 2014).

A utilizacdo dessas nanoparticulas em compara¢do com a curcumina livre tem sido
avaliada. Em ratos que receberam injecéo intracerebroventricular tnica de AP42 e foram
tratados diariamente com 50 mg/kg/dia de curcumina livre ou 2,5 mg/kg/dia de curcumina em

nanoparticulas de nucleo lipidico, durante 10 dias, observou-se que ambas conseguiram
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melhorar a memodria de reconhecimento a longo e curto prazo dos animais. Além disso,
diminuiram a sinaptotoxicidade desencadeada por AP42, medida através da reducdo da
sinaptofisina, principal proteina de vesicula sindptica que age como um marcador pré-
sinaptico especifico. Entretanto, a curcumina encapsulada exerceu seus efeitos em uma dose
20 vezes menor, comparagdo com a curcumina livre. As nanoparticulas foram bem toleradas
pelos animais que ndo apresentaram alteracdo no peso corporal e em enzimas hepéticas,

sugerindo auséncia de mudancas patologicas ou metabolicas (HOPPE et al., 2013).

Células neuronais foram incubadas com curcumina encapsulada em polimeros
biodegradaveis contendo 65% de &cido lactico e 35% de acido glicolico e com curcumina
livre. As celulas incubadas com curcumina livre ndo exibiram qualquer fluorescéncia
significativa, que neste estudo indicava sua entrada no interior das células. Enquanto que
quando administrada na presenca de nanoparticulas as células apresentavam uma
fluorescéncia verde clara devido a rapida internalizacdo e acumulacdo de curcumina no
interior das células, melhorando a atividade antioxidante e anti-inflamatéria do polifenol
(DJIOKENG PAKA et al., 2016).

As micelas poliméricas carregadas com curcumina aumentaram a meia-vida, o tempo
de permanéncia e diminuiram a depuracdo da curcumina in vivo. Além disso, apresentaram
baixa toxicidade e alta estabilidade, sugerindo que podem prolongar o tempo de atuacéo da

curcumina in vivo, devido ao aumento da sua biodisponibilidade (SONG et al., 2011).
5.6.1.2. Piperina

A pimenta preta (Piper nigrum L) tem sido utilizada como especiaria culinaria ha
varios anos. A piperina € um dos principais alcaldides constituintes da pimenta preta.
Apresenta capacidade de aumentar a biodisponibilidade oral da curcumina, devido a inibig&o
da glicuronidacdo intestinal e hepatica, em ratos e humanos, diante de doses desprovidas de
efeitos colaterais adversos (SHOBA et al., 1998). Essa inibicdo promove niveis de curcumina

livre mais elevados, que poderdo exercer seus efeitos bioldgico nas células.

Em ratos, a administracdo de curcumina em combinacdo com piperina foi bem
tolerada, uma vez que ndo foram verificados efeitos desfavoraveis durante 48 horas. A meia-
vida de eliminagdo diminuiu e a biodisponibilidade foi aumentada em 154%. Em humanos, 0
efeito da piperina na farmacocinética da curcumina tem demonstrado ser muito maior.

Também ndo houveram efeitos adversos ou reacBes indesejadas, quando a curcumina foi
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utilizada em associacdo com a piperina e, nessa condicdo, a biodisponibilidade da curcumina
aumentou em 2000% em comparagdo com a administragdo de curcumina isoladamente
(SHOBA et al., 1998).

Com o aumento da biodisponibilidade observa-se melhora nas funcGes biologicas da
curcumina. Estudo mostrou que a co-administracdo de piperina com curcumina potencializou
significativamente o efeito da curcumina isolada. Nesse estudo, observou-se também que o
pré-tratamento de uma combinacdo de dose baixa de curcumina (25 mg/kg) e piperina (2,5
mg/kg) em ratos tratados com uma neurotoxina, diminuiu EO, restaurou os niveis de
antioxidante GSH e diminuiu niveis de marcadores inflamatorios como TNF-o e IL-1B na
regido do estriado cerebral, mais acentuadamente do que no grupo tratado apenas com
curcumina (BISHNOI et al., 2011; KUMAR; SINGH; EKAVALL, 2015).

Ratos tratados com D-galactose (60 mg/kg, i.p), produto quimico que pode induzir
envelhecimento em roedores, receberam combinacdo de piperina e curcumina (6 mg/kg e 20
mg/kg) administrada oralmente por 49 dias. A combinacdo produziu uma melhora
significativa no volume hipocampal e numero de neurbnios do hipocampo, que se
encontraram diminuidos nos ratos idosos. Além disso, aumentaram 0s niveis de enzimas
antioxidantes como GSH, SOD e CAT,; e de neurotransmissor serotonina (BANJI, DAVID;
BANJI, OTILIA J.F.; DASAROJU, SWETHA; ANNAMALALI, 2013).

Esses resultados evidenciam que a administracdo de piperina sinergicamente a
curcumina, pode aumentar a sua biodisponibilidade e proporcionar efeitos neuroprotetores

mais eficazes quando comparado a administracdo isolada de curcumina.
6 CONCLUSAO

O presente estudo reforca a ideia de que a curcumina é um promissor agente protetor
para a DA, apresentando efeito anti-amiloidogénico, antioxidante e capacidade de agir sobre
diversos alvos moleculares. Observou-se que além de diminuir os niveis de peptideo AP, é
capaz de inibir a sua agregacdo na forma de fibrilas insolGveis e oligbmeros; e agir sobre

enzimas antioxidantes, por meio da ativagéo de fator de transcrigéo.

Apesar de resultados otimistas estarem surgindo da pesquisa com esse polifenol, mais
estudos sdo necessarios para que se compreendam as vias metabdlicas e alvos moleculares,
sobre o qual ele é capaz de atuar. Alem de estudos que empreguem estratégias para melhorar
sua biodisponibilidade, fator limitante para o uso terapéutico.
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Por fim, os dados apresentados nesse trabalho, mostram que a curcumina € capaz de
agir sobre a toxicidade do peptideo AP e a progressao da DA, podendo ser utilizada como um
agente terapéutico seguro, de facil acesso e de baixo custo, de modo a prevenir, integrar e

complementar o manejo da doenca.
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