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Resumen

Este articulo evalda los efectos de curcumina empaquetada en acido poli(lactico-
co-glicélico) (NANO-CUR-PLGA) en el modelo experimental de Enfermedad de
Alzheimer inducido Caenorhabditis elegans GMC101. Se realizd la encapsulacion
de curcumina como principio activo en acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) por
método quimico de emulsién simple y las caracteristicas fenotipicas de vida util,
movilidad, velocidad maxima y angulos de movilidad se determinaron a través de
videos del modelo invertebrado Caenorhabditis elegans GMC101, cepa mutante
que sobre expresa la proteina -amiloide, las caracteristicas fueron analizadas

por recuentos y las de movilidad por el programa Image] utilizando el pluging
WrmtracK. Las NANO-CUR-PLGA producidas presentaron un tamafo de 157,4nm
+ 7,3 con un promedio de 182,3nm y morfologia de esferas individuales, no
fusionadas, con una superficie suave. Los cambios fenotipicos de la cepa GMC101,
mostraron que la NANO-CUR-PLGA extendi6 la vida util de los gusanos hasta el
dia 14 ala concentracién de 1,21ug/ml, mayor tamafio de la cepa GMC101 a la
concentracion de 0,60 pg/ml, aumento la velocidad maxima y angulo de movilidad
del modelo sin relacién a la dosis adicionada de NANO-CUR-PLGA al medio de
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cultivo.
Palabras claves: Curminina; Caenorhabditis elegans; Movilidad; Esperanza de
Vida; Enfermedad de Alzheimer; Nanoparticulas.

Evaluation of Curcumin Packaged in
Polylactic-co-glycolic acid (NANO-
CUR-PLGA) in the Experimental Model
of Alzheimer’s disease induced by
Caenorhabditis Elegans GMC101

Abstract

This article evaluates the effects of curcumin, packaged in poly (lactic-co-glycolic
acid) (NANO-CUR-PLGA), in the experimental model of Alzheimer’s disease
induced by Caenorhabditis elegans GMC101. Curcumin, as the active ingredient,
was encapsulated in poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) by chemical method of a
simple emulsion. The phenotypic characteristics of longevity, mobility, maximum
velocity and mobility angles were determined through videos of the invertebrate
model Caenorhabditis elegans GMC101, a mutant strain that overexpresses

the B-amyloid protein. The characteristics were analyzed by counts, and those

of mobility by the Image] program using the WrmtracK plugin. The produced
NANO-CUR-PLGA had a size of 157.4 nm * 7.3 with an average of 182.3 nm

and morphology of individual, non-fused spheres with a smooth surface. The
phenotypic changes of the GMC101 strain showed that NANO-CUR-PLGA extended
the lifespan of the worms until day 14 at the concentration of 1.21 pg / ml larger
size of the GMC101 strain at the concentration of 0.60 pg / ml increased the
maximum speed and mobility angle of the model without relation to the added
dose of NANO-CUR-PLGA to the culture medium.

Keywords: Curcumin; Animal Model; Caenorhabditis elegans; Mobility; Longevity;
Alzheimer Disease; Nanoparticles.

1. Introduccion

El Caenorhabditis elegans (C. elegans) es un nematodo inofensivo de
vida libre que se alimenta de microorganismos. Es particularmente
econdmico y facil de mantener en laboratorios, razones que han
llevado a su utilizacién en investigaciones. Los claros cambios
fisiologicos dependientes de la edad, a nivel tisular, celular y
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molecular hacen de C. elegans un modelo valioso para estudios en el
campo del envejecimiento. Al igual que los humanos, Caenorhabditis
elegans muestra una disminucion de la capacidad fisica relacionada
con la edad, que se manifiesta por movimientos menos activos y
descoordinados, letargo, cese de la reproducciéon y acumulacién de
depositos autofluorescentes en las células (Zhang et al. 2020).

Sydney Brenner premio Nobel de fisiologia en 2002 encontré
que el C. elegans era un buen modelo de estudio, debido a que se
facilitaba su manipulacién genética por sus propiedades de auto
fertilizacion y la facilidad de mantener las mutaciones en su progenie
(Corsi, Wightman, and Chalfie 2015). El proyecto Nemagenetag
(Herramientas y recursos para el etiquetado génico en nematodos),
realizo la secuenciacion de todo el genoma del parasito formado
aproximadamente por 20.000 genes. Esta informacién llevo a
generar y evaluar una gran coleccién de mutantes disponibles para
investigacion (2.723 variantes) (Flibotte et al. 2010)N-ethyl-N-
nitrosourea (ENU. La cepa GMC101 produce expresion constitutiva
de GFP (green fluorescence protein) en células intestinales y presenta
el gen unc-54p que expresa el péptido beta amiloide (Af3)(1-42)
homologa a la STS (Sequence Tagged Site) humana; posee ausencia
de las hormonas sulfatadas productoras de sustancia amiloide
(Bellido-Alocolea, Pérez-Jiménez, and Mufioz 2020).

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de
demencia y representa entre el 60 y el 70% de los casos. EA es una
enfermedad neurodegenerativa progresiva con pérdida de memoria
y dificultades en el pensamiento, el lenguaje y las habilidades para
resolver problemas (Khan, Barve, and Kumar 2020; Zhang et al.
2021). La EA tiene naturaleza multifactorial, con alta sensibilidad
genética y los casos de presentacion temprana de la enfermedad,
antes de 65 afios, se han relacionado con la presencia de mutaciones
en tres genes: el gen que codifica para el péptido de la proteina
precursora amiloide (APP), y los genes de la presenilina 1 (PSEN1)
y la presenilina 2 (PSEN2). La region de los residuos 21-23 del
péptido AP se considera el sitio clave para estas mutaciones, pero
con numerosas variantes genéticas encontradas en esta area de la
molécula (Cacace, Sleegers, and Van Broeckhoven 2016)APP, PSEN1,
and PSENZ, in families with autosomal dominant early-onset AD
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(EOAD. Estas mutaciones son de herencia autosémica dominante
y provocan elevacién de los niveles proteina precursora de beta
amiloide (APP), responsable de destruir las sinapsis, inducir la
formacion de ovillos neurofibrilares e inducir la pérdida neuronal
(Ringman 2017).

La EA es un problema de salud publica con alta frecuencia, la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio se
producen 10 millones de nuevos casos de demencia y para 2025 se
espera que 7,1 millones de personas mayores de 65 afos sufran la
enfermedad de Alzheimer, un aumento del 27% con respecto a los
5,6 millones de personas en 2019 (Alzheimer’s Association 2023).
Adicionalmente, se prevé que para 2050 se triplicaran los casos y dos
tercios de los pacientes viviran en paises de ingresos bajos y medios
(Scheltens et al. 2021). En Colombia los casos diagnosticados con
EA de acuerdo a SISPRO (2013-2018) fueron 58.256 pacientes del
régimen subsidiado y 202.921 en pacientes del régimen contributivo,
aunque el numero de afiliados de los dos regimenes es similar,
mostrando que no hay acceso equitativo al diagndstico especializado
para los dos regimenes (Romero-Vanegas et al. 2021).

Los medicamentos aprobados para tratar la EA, como los
inhibidores de la acetilcolina esterasa (AChE), incluido el donepezilo
y los antagonistas no competitivos del receptor de N-metilD-
aspartato (NMDA), no desaceleran la progresion de la EA (National
Institutes of Health 2023). Algunos de los obstaculos de las
farmacoterapias de los trastornos cerebrales estan relacionados
con la barrera hematoencefalica y los efectos secundarios que
pueden desencadenar; adicionalmente, el hecho de que los farmacos
anticolinérgicos al acumularse generan importantes efectos negativos
cognitivos (Coupland et al. 2019; Hampel, Mesulam, et al. 2018;
Hampel, Vergallo, et al. 2018). El desarrollo de los nuevos sistemas
de nanotransportadores capaces de trasladar y liberar en el interior
de las células un fArmaco mejoraran los tratamientos de esta
enfermedad (Zhou, Sun, and Jiang 2021).

La curcumina (Cur) es extraida de rizomas de la Circuma Longa
Linn y usada a lo largo de los siglos en la medicina tradicional
ayurvédica, por su baja toxicidad y bajo costo para aliviar el
malestar y la inflamacién presente en enfermedades infecciosas y

Revista EJA | nhttps//doiorg/10.24050/reia.v22i44.1878



Oriana Quintero Padilla, Paula Posada Beltran, Marcela Gomez-Garzon, Carlos Maya-Aguirre y Roberto Sudrez Ariza

Universidad EIA / Rev.EIA.Univ.EIA

autoinmunes. En los ultimos afios ha recibido atencién mundial por
estudios que han demostrado que CUR puede actuar como agente
quimiopreventivo en una variedad de tipos de cancer humano, al
modular la expresién de numerosos genes implicados en las etapas
de proliferacion, invasién, angiogénesis y metastasis de las células
cancerosas (Panda et al. 2017; Teymouri et al. 2017; Zendehdel et

al. 2019). Algunos autores determinaron que CUR tiene un efecto
protector contra el f-amiloide y funciona mejor en la prevencion que
en el tratamiento de la EA al aumentar la biogénesis de las neuronas
y las proteinas sinapticas, y mejorar la actividad de la fusién
mitocondrial (Reddy et al. 2018); CUR puede inhibir el dafio oxidativo
mediado por ROS y regular la via ERK (Extracelular-Signal-Regulated
Kinase) para suprimir la citotoxicidad y la apoptosis inducidas por
B-amiloide (Yang et al. 2022); y finalmente, mejora notablemente la
neuroinflamacion inducida por AB25-35 en la microglia primaria de
ratas (He et al. 2020).

Image] es un programa de procesamiento de imagenes digitales
y de analisis de libre acceso, gracias a la utilizacion de plugins esta
herramienta ofrece una gran cantidad de funciones que van desde la
colorimetria por analisis de contornos, filtros de imagenes, calculos
de areas, angulos, distancia entre pixeles y generar histogramas de
densidad. Al utilizar el pluging wrMTrck en los videos se reconocen
los objetos en cada marco y se determina qué objetos en los marcos
sucesivos estan mas proximos entre si. Si estos estan dentro de
una distancia definida por el usuario (la velocidad maxima de los
objetos) y tienen un area similar (maxAreaChange), se ensamblan en
pistas. Cuando hay varios objetos dentro de la distancia determinada
por la velocidad maxima, se selecciona el objeto mas cercano y se
marca el objeto en la salida. De esta forma se generaran parametros
utiles como tamafo del animal, velocidad y frecuencia de flexién del
cuerpo. (Nussbaum-Krammer et al. 2015).

En el presente estudio se pretende evaluar los efectos de
curcumina empaquetada en acido poli(lactico-co-glicélico) (NANO-
CUR-PLGA) en el modelo experimental de Enfermedad de Alzheimer
inducido Caenorhabditis elegans GMC101 a través de los datos
proporcionados por Image] pluging wrMTrck se analizaron las
caracteristicas de movilidad.
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2. Materiales y métodos

Localizacion

Todos los ensayos se realizaron en los laboratorios del Instituto
de Ciencias Basicas de la Fundacion Universitaria de Ciencias de la
Salud, Bogota-Colombia.

Reactivos quimicos

La curcumina de alta pureza se adquiri6 de Biobasic lab,
poli (acido lactico-co-glicélico (PLGA) de 5000 dalton y alcohol
polivinilico (PVA) se obtuvieron de Sigma laboratorios y 5-fluoro-
2’-deoxiuridina (FuDR) de Thermo Scientific. Todos los demas
productos quimicos y disolventes fueron de grado analitico de
laboratorios autorizados que cuentan con sistemas de calidad.

Caenorhabditis elegans cepas, crecimiento y mantenimiento

Se utilizé C. elegans cepa N2 [tipo salvaje, Bristol] como control
y la cepa GMC101 [dvls100] que expresa el péptido A humano y
acumula fibrillas de B-amiloide. Las cepas se compraron a Caenorhabditis
Genetics Center (Universidad de Minnesota) y se cultivaron a 20
°C en Nematode Growth Medium (NGM) sembrado con Escherichia

coli OP50 como fuente de alimento segin los métodos estandar
(Stiernagle 2006).

Empaquetamiento de la curcumina en PLGA

La sintesis de nanoparticulas de PLGA (NANO-CUR-PLGA)
se realiz6 mediante el método de emulsion simple (Busari et al.,
2017) de la siguiente forma: Se disolvi6 50mg de PLGAy 5mg de
curcumina en 4ml de fase organica [3,5ml de diclorometano (DCM)
y 0,5ml de acetona]. Se emulsificé la fase organica con la CUR +
PLGA en 16ml de fase acuosa [2% de alcohol polivinilico (PVA)]
con adicion gota a gota y sonificacion a 20 Watts por 3min para
formar la emulsion O/W. Se agité magnéticamente toda la noche para
asegurar la evaporacion completa del DCM a temperatura ambiente.
Se centrifugo la nanosuspension a 1600rpm por 15min, se lavé el
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pellet de nanoparticulas con agua mili-Q, y finalmente se resuspende
en solucion de manitol 5% para ser liofilizada y almacenada a 4°C.

Determinacion de encapsulamiento de CUR

Para determinar la eficiencia del encapsulamiento de la CUR se
disuelve 10mg de NANO-CUR-PLGA en 1ml de DCM y se deja por 4
horas para la completa disolucién de polimero de PLGA, luego DCM
es evaporado a 37°Cy se adicioné 1ml de metanol para precipitar el
polimero de PLGA. Se extrae la CUR por centrifugacién a 1300rpm
por 10 min  a4°Cy se elabor6 una curva de calibracidn, con un
coeficiente de correlacion (R2) de 0,9993, la concentracion se evalud
en ug/ml. La determinacion de las concentraciones en el metanol
extraido se realiza por UV visible a 430nm usando el grafico estandar
de CUR en metanol.

CARGA TEORICA

EE (%) = X 100
A CARGA PRACTICA

La eficiencia de encapsulamiento (EE) de CUR se calcula
utilizando la siguiente ecuacién (Suarez and Brito 2020):

Caracterizaciones de NANO-CUR-PLGA

Para caracterizar las nanoparticulas se determind el tamafio
de particula y estructura cristalina se realizaron analisis de
caracterizacion de tamafio de particula mediante dispersiéon
dinamica de luz (DLS) y microscopia electrénica de barrido (SEM).

Para la caracterizaciéon mediante DLS se usé un analizador
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments). Para los estudios de
microscopia se empled un microscopio electrénico de barrido
TESCAN Focused Ion Beam Scanning Electron Microscope -
LYRA3. Estos analisis se efectuaron en las muestras de material
nanoparticulado obtenido en muestra liofilizada.

Para el analisis DLS y de SEM se utiliz6 como solvente agua miliQ
para evitar la aglomeracion de las NANO-CUR-PLGA y se realizaron 9
mediciones por lote.
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Sincronizacion C. elegans

Los parasitos se cultivaron en grandes cantidades en placas de
agar NGM suplementado con E. coli OP50. Las placas de agar
NGM se enjuagaron con solucién basal, se recupero el liquido con
las larvas gravidas en un tubo y se centrifuga a 2500 rpm por 3
minutos. Se descarta el sobrenadante, se agrega 1ml de solucién
blanqueadora [NaOh al 1%; NaOH 0,25M] y se agita manualmente
por 4 minutos. Luego se centrifuga a 5000rpm por 4 minutos. Se
descarta el sobrenadante y se adiciona 1ml de solucion basal para
lavar los huevos e inactivar la reaccion, se centrifugo a 2500rpm por
3 minutos y se descartd el sobrenadante. Posteriormente, los huevos
se transfieren a medio NGM y se dejaron oclasionar durante la noche
sin bacterias (Stiernagle 2006).

Preparaciéon de medios para tratamientos

El efecto de las NANO-CUR-PLGA y CUR en la supervivencia de
larvas de C. elegans fue determinado mediante el método de conteo
diario. En resumen, diferentes concentraciones de NANO-CUR-PLGA
(1,21; 0,60y 0,30 pg/ml) y FUdR a 50uM fueron adicionadas al medio
NGM. Los cultivos solidos se implementaron con E. coli OP50 como
fuente de alimentacion. Para los controles de las cepas al medio NGM
se adiciono FUdR a 50uM y a los cultivos solidos se implementaron
con E. coli OP50.

Ensayos de vida itil

Los ensayos de vida util se realizaron a 20 °C por triplicado. Se
transfirieron al menos 15 larvas L2 a placas NGM para tratamientos.
Se revis6 diariamente y los gusanos que no respondieron a los
estimulos mecanicos fueron considerados muertos.

Ensayos de longitud

Se transfirieron al menos 10 larvas L2 a placas NGM para
tratamientos. Las mediciones de la longitud corporal se realiz6 en
los dias 1 (larva L2), 2 (adulto joven) y 3 (adulto maduro) de ciclo
evolutivo al tomar imagenes capturadas a todas las larvas. Las
longitudes del cuerpo se midieron desde la parte superior de la
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cabeza hasta la punta de la cola utilizando herramientas de lineas
segmentadas en Image] 15.2v.

Ensayos fenotipos locomotores

El comportamiento de locomocidn se realiz6 transfiriendo al
menos 15 larvas L2 a 6 placas NGM para tratamientos. Diariamente a
cada caja se tom¢ un video de 30 segundos de cada placa, utilizando
para ello una cdmara IPEVO de 2 megapixeles que graba videos en
formato MP4 acoplada al esteroscopio Nikon a una magnificaciéon de
10X. Los videos se tomaron hasta el dia 11.

Los videos fueron convertidos a AVl y analizados por el programa
Image], utilizando el pluging Wrmtrack para calcular los datos
relativos a la velocidad maxima (Vmax) los dias0,3,5,7,11y 14
de vida, longitudes del cuerpo por segundo (BLPS), y la curvatura del
gusano por segundo (BBPS), que mide las veces que el cuerpo de cada
individuo se curva con respecto al tiempo en el dia 5.

Anadlisis estadistico

Control de sesgos: Para evitar sesgos de seleccion de la
muestra los parasitos de todos los experimentos fueron adultos
jovenes obtenidos post sincronizacion. Los sesgos del observador
se evitaron al realizar entrenamiento de lecturas previas alos
experimentos, esto se logra haciendo ensayos pilotos para adquirir
destreza y rapidez en las lecturas. La utilizacién de videos evito
sesgo en las lecturas.

Instrumento de Medicidn: Las lecturas se realizaron diariamente
y se llevaran a Hoja Excel de acuerdo al experimento.

Procesamiento de Datos: Los resultados se procesaron por el
programa Stata 13 y se presentaran como media * error estandar de
la media. Las curvas de vida util se crearon utilizando la estimacion
de Kaplan-Meier.
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3. Resultados

Las suspensiones de NANO-CUR-PLGA fueron macroscopicamente
homogéneas con un promedio de polidispersion de 0,34 lo que
confirma la estabilidad de la formulacion durante el periodo de
analisis y homogeneidad de tamafio.

El promedio del tamafio del nanoencapsulamiento fue 182,3nm
(Fig. 1). La distribucion obtenida mediante DLS mostré que el tamafio
de las particulas obtenidas vario entre 157,4 + 7,3nm.

Figura 1. (A) Promedio de coeficiente de correlacién. (B) Distribucion de tamario

de la NANO-CUR-PLGA liofilizada
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Las imagenes de SEM se muestran en la figura 2. El
nanoencapsulamiento se observé como esferas individuales, no
fusionadas, con una morfologia de superficie suave y una amplia
gama de tamanos distribuidos por toda la muestra.

Figura 2. NANO-CUR-PLGA visualizado por SEM. (A) SEM MAG 100kx. (B) SEM MAG 579kx

SEM WV 50KV et ineam S S8

SEM MAD: 100 hx View faid: 2.08 pm View g 8390 jm
WO: .08 mm Date{midry). o9137)
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El porcentaje de eficacia de encapsulamiento (EE) de CUR en
PLGA fue de 90% con una concentracion de 73ug/ml de CUR.

Vida uitil

Para investigar el efecto de la NANO-CUR-PLGA y CUR en el
modelo animal, se compar6 la supervivencia de cepas salvajes
(N2) con la cepa GMC101 [dvls100] que expresa el péptido AB
humano y acumula fibrillas de 3-amiloide propia de la enfermedad
de Alzheimer por conteo diario y visualizadas. Para el control N2
observamos una reduccion de supervivencia del 55% en el dia 5 (Fig.
3A). En los medios suplementados con NANO-CUR-PLGA se observé
la muerte del 50% de las larvas N2 con dosis de 1,21pg/ml en el dia
12 (Fig. 3A).

La cepa GMC 101 mostro una diferencia en el grupo tratado
con NANO-CUR-PLGA con muerte de las larvas del 50% en el dia 14 a

dosis de 1,21 pg/ml (Fig. 3B). En ningdn grupo tratado con dosis 0,30
ug/ml de tratamiento aumento la esperanza de vida.

Figura 3. Curvas de supervivencia de C. elegans expuesta a diferentes concentraciones de

tratamiento. (A) Cepa N2 tratada con NANO-CUR-PLGA. (B) Cepa GMC 101 tratada con NANO-

CUR-PLGA
% N2-NANOCUR Curva de superviviencia Kaplan-Meier % GMC 101-NANOCUR Curva de superviviencia Kaplan-Meier
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Longitud

La determinacion de la longitud corporal del C. elegans se realiz6
en los dias 1 (larva L2), 2 (adulto joven) y 3 (adulto maduro) de ciclo
evolutivo. Como se muestra en la figura 4 se determind que con la
exposicion al tratamiento las cepas aumentaron de  tamafo en
el tiempo, a dosis dependiente, se observo que NANO-CUR-PLGA a

11
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dosis 1,21pg/ml presento un mayor crecimiento de la cepa GMC 101
(Fig. 4B).

Figura 4. Efecto de NANO-CUR-PLGA en la longitud del C. elegans dias 1, 2y 3. (A) C. elegans
N2. (B) C. elegans GMC 101

Fenotipos locomotores

La cepa con mutaciéon GMC 101 presenta producciéon de proteina
beta amiloide en placas extracelulares e intraneuronales, asi que
este tipo de mutacidn se puede analizar por la locomocion que
presenten las larvas. Se analizé el comportamiento del movimiento
de las cepas de los gusanos estudiados, en el medio sé6lido con
tratamiento NANO-CUR-PLGA analizadas con el programa image]
utilizando el pluging Wrmtrack, se midi6 la velocidad maxima y
la curvatura del gusano por segundo. Se analizaron 650 videos
de larvas N2y 1313 videos de GMC101. Los resultados obtenidos
muestran variaciones en las cepas control con la mutante (Fig. 5). Se
observa que el control de la cepa N2 inicia velocidad con 4.387um/
seg y para el dia 11 del ensayo disminuye hasta 1.736 um/seg (Fig.
5A), mientras e | control de la cepa GMC 101 comienza con 2.523pum/
seg y sube su velocidad a 3.421 um/seg (Fig. 5B). Observamos la
tendencia de aumento de la velocidad de las dos cepas al ser tratadas
con NANO-CUR-PLGA en las tres concentraciones (Fig. Ay B).
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Figura 5. Efecto de NANO-CUR-PLGA en la velocidad mdxima del C.elegans dias 0,3,5, 7y 11.

(A) C. elegans cepa N2 tratada con NANO-CUR-PLGA. (B) C. elegans cepa GMC 101 tratada con
NANO-CUR-PLGA.
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C. elegans cuenta con un movimiento sinusoide que puede ser

afectado por mutaciones y evaluado por ImageJ- Wrmtrack por

longitudes del cuerpo por segundo (BLPS), y la curvatura del gusano

por segundo (BBPS). Observamos que la curvatura de movimiento

de GMC 101 debido a la acumulacién de péptido (- amiloide era
0,06 y aumento a 0,14 con NANO—CUR-PLGA a la concentracion de
0,60pg/ml. En la figura 6 se puede notar el aumento en la media de

oscilaciones cuando se somete a tratamiento con NANO-CUR-PLGA,

con diferencia en la concentracion media de la cepa con mutacién, ya

que parece ser mas sensible al tratamiento.

Figura 6. Efecto de NANO-CUR-PLGA en las longitudes del cuerpo por segundo (BLPS), y la

curvatura del gusano por segundo (BBPS), del C. elegans dia 5 (A) cepa N2 tratada con NANO-
CUR-PLGA. (B) cepa GMC 101 tratada con NANO-CUR-PLGA.
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4, Discusion

Medicamentos naturales dirigidos a los amiloides en EA lideran la
creciente industria de fitoconstituyentes por sus numerosos beneficios
y baja toxicidad. Los polifenoles policiclicos, como la CUR son los
preferidos por sus actividades biolégicas como antiinflamatoria,
antiaterosclerotica, antiproliferativa, antioxidante, anticancerigena

y antimetastasica (Tang et al. 2020). La amplia evidencia cientifica
sugiere que la CUR es un potente neuroprotector,; sin embargo, su
baja solubilidad es el mayor desafio, dificultando sus aplicaciones
terapéuticas. Por esta razdn, se han planteado nuevos enfoques para
mejorar la biodisponibilidad y el potencial terapéutico que incluyen la
modificacion de la estructura inicial, la sintesis de derivados estables
y la formulacion de nanoparticulas (Tagde et al. 2021). Un principio
importante de las nanoparticulas es la capacidad de ser biodegradable
y biocompatible, el polimero PLGA es ideal para la encapsulacion de
farmacos ya que se metaboliza en el ciclo de Krebs produciendo acido
lactico y acido glicolico (Danhier et al. 2012).

En el presente estudio, hemos usado el método de emulsion
simple con evaporacién de solvente para integrar CUR en
nanoparticulas de PLGA para obtener un farmaco que se disuelve
facilmente. El tamafio de las NANO-CUR-PLGA producidas por la
polimerizacion de la emulsién permitié crear nanoparticulas de
tamafio y morfologia controlada de 157,4nm * 7,3 con un promedio
de 182,3nm, tamafo menor a las producidas por Busari y col. (291,2
+ 82,1 nm) y McCall y col. (730 £ 370 nm) (Busari etal. 2017; McCall
and Sirianni 2013), este método brindo la capacidad de personalizar
las caracteristicas de las particulas, como el tamafio, el encapsulante
y las propiedades de la superficie (Jain 2000). La replicacién con un
tamafo esperado de particula varia dependiente del solvente y del
experimentador, igualmente depende en gran medida de la cantidad
de polimero a utilizar (Kapoor et al. 2015). Utilizando el mismo
protocolo, un solo experimentador produjo seis lotes separados
de nanoparticulas con caracteristicas muy similares. El tamafio de
las nanoparticulas tiene un efecto directo sobre los mecanismos
de internalizacién de particulas por parte de las células, asi como
sobre su distribucién en los tejidos, lo que puede asegurar éxito
en su administracion. Por ejemplo, las nanoparticulas pequenas
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pueden ser de interés por la infusidn directa en el cerebro, donde
las nanoparticulas mas grandes quedarian atrapadas en la matriz
extracelular.

Encontramos potencial Z positivo debido a las interacciones
de la CUR con el polimero que determina la carga superficial
y una polidispersion de 0,34 denotando la naturaleza de
monodispersibilidad de NANO-CUR-PLGA. Nuestro porcentaje de
atrapamiento de la CUR fue alto de 90% en comparacién con el 80%
sintetizadas para estudio de cancer gastrico (Alam et al. 2022).

Superar la barrera hematoencefalica de nanoparticulas depende
de la forma, el tamafio, la carga e hidrofobicidad (Zhou et al. 2021). El
SEM mostro nanoparticulas esféricas no fusionadas que le confieren
la estabilidad.

Se estudid la supervivencia de las dos cepas de C. elegans al
ser expuestas a diferentes concentraciones de NANO-CUR-PLGA
evaluando la toxicidad de las sustancias adicionadas al medio s6lido
por muerte de las larvas. Encontramos que la supervivencia aumenté
en las cepas tratadas con la nanoparticula hasta el dia 17 mientras
que los controles de las cepas tratadas sobrevivieron hasta el dia 13.

La muerte en el 50% de las larvas se produjo en el dia 14 a dosis
de 1.21ug/ml de NANO-CUR-PLGA en la cepa mutante GMC101, en
comparacion con la cepa N2 a la misma dosis donde la muerte del
50% de las larvas se produce en el dia 12. En un estudio con CUR
administradas a C. elegans se observo que a dosis de 25 pM aumento
la esperanza de vida de las larvas e 2,91 dias (Xu et al. 2023).

A partir de estos resultados se encontré que las nanoparticulas
no son toxicas para las cepas de C. elegans, la NANO-CUR-PLGA
mostro ser soluble, esta propiedad permite su ingreso a las células
para regular los mecanismos relacionados con la capacidad
antioxidante, al producir especies reactivas de oxigeno y regular las
protein quinasas que controla la muerte celular (Waghela et al. 2015).

Adicionalmente, la regulacidn del estrés oxidativo se
ve expresado por el tamafio, un adulto maduro N2 mide
aproximadamente 1.500mm (Corsi et al. 2015), la longitud normal
durante el crecimiento de la larva no se vio afectado y se observd
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mayor aumento de tamafo en la cepa GMC 101 a dosis de 0,60 pg/ml
con la NANO-CUR-PLGA.

El comportamiento de las cepas de C. elegans se ha estudiado e
identificado mediante el movimiento, N2 presenta 12 neuronasy 12
musculos distribuidos en todo el cuerpo que le confiere movimiento,
la ondulacion esta mediada por neuronas colinérgicas y GABAergicas
(Zhen and Samuel 2015). La cepa GMC 101, debido a la acumulacién
de proteina 3-amiloide en placas extracelulares e intraneuronales
presenta un movimiento y ondulacién mas lento en comparacién con
la cepa N2 no mutante. Las NANO-CUR-PLGA sin relacion a la dosis
adicionada provoco un ritmo de movimiento constante para las dos
cepas estudiadas, segtin estudios in vitro (Cuccioloni et al. 2022)
progressive cognitive decline, and irreversible memory loss. Although
its etiopathogenesis is still unclear, the aggregation of amyloid-f3 (A
la CUR evita el apilamiento de la proteina - amiloide y por ende
mantiene la velocidad maxima constante durante el envejecimiento.

Se observaron los cambios de flexion y extension del gusano
en funcién del tiempo, ya que se comportan de una forma no
anisotrépica careciendo de propiedades elipsoidales (es decir,
baja excentricidad). La alta excentricidad provoca gusanos que se
doblan rapidamente (BBPS) (Koopman et al. 2020), por lo anterior
expresado es de notar las caracteristicas del aumento en el BBPS en
las dos cepas tratadas con NANO-CUR-PLGA y sobre todo en las GMC
101, sin embargo, en el BLPS no se presenté un aumento importante
en los dos grupos, es decir hay alta excentricidad con poca longitud
del cuerpo por segundo.

5. Conclusion

La EA es una enfermedad neurodegenerativa multifactorial que
hasta la fecha no cuenta con tratamiento especifico, por lo que se
han estudiado polifenoles en las Gltimas décadas por sus bajos
efectos secundarios y por su habilidad de ser neuroprotector. Las
nanoparticulas de curcumina encapsuladas en PLGA se lograron
sintetizar de manera exitosa, resultando ser inocuo, con mejoria en
la supervivencia para las cepas de C. elegans, asimismo, aumentando
la longitud corporal. NANO-CUR-PLGA mejoro la velocidad maxima
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y la curvatura del gusano en las dos cepas, demostrando asi mejoria
en el rango de movimiento en la cepa mutante $-amiloide. Se debe
seguir potenciando el uso de la nanotecnologia para investigacién y
tratamiento en enfermedades humanas.
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