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DESCRIPCION

Formulaciones de curcuminoides biodisponibles para el tratamiento de la enfermedad de alzheimer y otros
trastornos relacionados con la edad

Campo de la invencion

En general, la presente invencion se refiere a composiciones de curcuminoides Utiles para el tratamiento y la
prevencion de la enfermedad, en particular de las enfermedades relacionadas con la edad.

Antecedentes de la invencion

La patogénesis de enfermedades como el Alzheimer y el Parkinson revela crecientes evidencias de dafio oxidativo y
factores inflamatorios. Lamentablemente, a pesar de una soélida epidemiologia y justificacion, por lo general los
planteamientos con antioxidantes y AINE para estas enfermedades asociadas a la edad no han prosperado en la
practica clinica. Por ejemplo, la vitamina E ha fracasado en los ensayos sobre prevencion de la enfermedad de
Alzheimer y cardiopatias, mientras que los inhibidores de la ciclooxigenasa (COX) han fracasado en el tratamiento
del Alzheimer y su uso se ha limitado a los esfuerzos de prevencion con otros antioxidantes tradicionales (selenio,
vitamina E, 8 caroteno), estrégenos e inhibidores de COX-2. La demografia del envejecimiento de nuestra poblacion
revela una necesidad urgente de alternativas adecuadas para la prevencion y el posible tratamiento de una o mas de
las enfermedades cronicas asociadas al envejecimiento.

En forma de extracto de turmérico, la curcumina es la sustancia amarilla que se utiliza en el curry como condimento
alimentario, por ejemplo, en la mostaza amarilla. Al igual que la aspirina, el "remedio milagroso" que sigue siendo
uno de los pocos agentes de prevencion que han prosperado, el potencial a corto plazo que ofrece la curcumina
para la salud tiene una larga historia y una base cientifica relativamente bien establecida. Ha sido identificado como
un importante agente bioactivo en un sistema desarrollado empiricamente de la medicina tradicional india y china.

La curcumina (diferulometano) no solo es un potente agente antioxidante y antiinflamatorio natural, que actia sobre
mediadores proinflamatorios regulados por NFkB y AP-1, entre los que se incluyen COX-2, iINOS, il-1 y TNFa, sino
que también tiene numerosas actividades utiles y ha demostrado su potencial terapéutico en mdltiples modelos de
cultivos preclinicos y animales para enfermedades a menudo relacionadas con el envejecimiento. Entre estas
enfermedades se incluyen el cancer (colon, prostata, mama, piel, leucemia, etc.) (Agarwal et al., 2003), enfermedad
priénica (Caughey et al., 2003), aterosclerosis (Miquel et al., 2002; Ramaswami et al., 2004), ictus (G. Sun, com.
personal), toxicidad alcohdlica sobre el SNC (Rajakrishnan et al., 1999), traumatismo cerebral (F. Gomez-Pinilla,
com. personal en UCLA), enfermedad de Huntington (MF Chesselet, com. personal), Marie-Charcot Tooth (J. Lupski,
com. personal), esclerosis multiple (EAE), y enfermedad de Alzheimer.

La curcumina puede bloquear la agregacion de AB y otros péptidos formadores de la placa amiloide a oligdmeros y
fibrillas téxicas, quelar metales que causan dafios oxidativos de los lipidos, las proteinas y el ADN en el cerebro,
inhibir la inflamacion aberrante a través de la transcripcion de NFkB y AP-1, estimular la fagocitosis microglial
beneficiosa como la vacuna de amiloide para eliminar las placas de beta-amiloide del cerebro, e inhibir la produccion
de BACE en condiciones de inflamacion y dafio oxidativo, limitando asi la produccion de AB. La eficacia de amplio
espectro para la enfermedad relacionada con la edad se ve acentuada por los datos positivos en materia de
aumento de la esperanza de vida (Kitani et al., 2004). Basandose en su destacado perfil de seguridad y eficacia en
multiples modelos de enfermedades con dafios oxidativos y factores inflamatorios, la curcumina ha demostrado un
excelente potencial para la patogénesis de la enfermedad en modelos de Alzheimer. La curcumina se encuentra en
la reducida lista de agentes utiles para la quimioprevencion del cancer que esta desarrollando el Instituto Nacional
contra el Cancer estadounidense (NCI), que estudia la curcumina a través del Programa Nacional de Toxicologia y
ensayos preclinicos de eficacia y seguridad (Kelloff et al., 1996;

Chainani-Wu, 2003). La curcumina se ha sometido a varios ensayos clinicos en fase | para el cancer y en la
actualidad es objeto de otros ensayos clinicos sobre el cancer en multiples centros de los Estados Unidos y de otros
paises.

La estructura de la curcumina se asemeja a la de los compuestos de unién a amiloide. (FIG. 1) Se sabe que los
tintes de amiloide, como Congo Red (CR) se unen a través de subgrupos hidréfobos planares con una carga
convenientemente separada y que suprimen la toxicidad y agregacion de B-amiloide y otros péptidos dependientes
de lamina beta. El analogo del Congo Red (CR), Chrysamine G, es mas permeable en el cerebro y mantiene las
propiedades de unién a amiloide del CR. La curcumina comparte la separacion del CR de 19 angstrom entre sus
grupos de fenoles polares, es muy permeable en el cerebro y se une a los péptidos amiloides, inhibiendo su
agregacion y toxicidad in vitro. Hemos descubierto que la curcumina reduce de forma efectiva la acumulacion de
amiloide in vivo en ratones APP Tg. Dado que la unién anti-amiloide del CR es genérica y potencialmente relevante
para otros agregados intraneuronales de lamina beta, entre los que se incluyen el Huntington, a-sinucleina, priones y
tau, la actividad anti-amiloide de la curcumina puede ser relevante mas alla del amiloide extracelular para agregados
intraneuronales. De hecho, la curcumina es uno de los compuestos anti-priones mas efectivos que se han testado in
vitro, aunque no funciond in vivo con una dosis oral de una formulacidon no revelada (Caughey et al., 2003). Esto
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aumenta las limitaciones de la biodisponibilidad oral de la curcumina, el objeto de la presente invencion.

Se estan estableciendo los beneficios de la curcumina como tratamiento para multiples enfermedades con
acumulacion de proteinas amiloides y otros trastornos de repeticiones de CAG, y también se estda empezando a
entender su eficacia para el tratamiento del ictus, traumatismo craneal, sindrome metabdlico y otros muchos
trastornos, entre los que se incluyen algunas formas de cancer y artritis, asi como para promover la cicatrizacion de
las heridas. No obstante, todas estas aplicaciones terapéuticas son limitadas debido a una mala absorcién intestinal.

A pesar de que la curcumina es una medicacion efectiva en multiples modelos animales para enfermedades
humanas cuando se administra en la comida a dosis elevadas (tipicamente 2.000-5.000 ppm en la dieta en ensayos
sobre el cancer), en la actualidad se piensa que su biodisponibilidad es tan pobre que no se puede utilizar para el
tratamiento fuera del colon en seres humanos. La curcumina es muy hidréfoba y, por lo general, no se disuelve
cuando se administra en forma de extracto en polvo en los nutracéuticos comunes. La mayoria de las actividades de
la curcumina requieren unos niveles de 100-2.000 nanomolares (0.1-2 micromolares) in vitro, aunque los
suplementos actuales provocan unas concentraciones plasmaticas nanomolares insignificantes (véase Sharma et
al., 2004). El grupo de R. Sharma de Leicester lo ha intentado en repetidas ocasiones y no ha conseguido unos
niveles significativos en sangre, mas alla del rango nanomolar bajo (Garcea G., Jones JD, Singh R., Dennison AR,
Farmer PB, Sharma RA, Steward WP, Gescher AJ, Berry DP. Detection of curcumin and its metabolites in hepatic
tissue and portal blood of patients following oral administration. Br J Cancer. 8 de marzo de 2004; 90 (5): 1011-5.
PMID: 14997198.) Estos, entre otros, concluyeron que la administracion de concentraciones efectivas de curcumina
oral en tejidos sistémicos (fuera del tracto Gl) "probablemente no resulta viable". La mayor parte de la bibliografia
comparte esta opinion, lo que ha llevado al NCI a concentrarse en el cancer de colon.

Tres factores limitan la absorcién de curcumina y deben ser abordados: 1) la rapida glucuronidacion/sulfatacion de
grupos hidroxilo fendlicos de la curcumina y el elevado aclaramiento "de primer paso"; 2) la curcumina es inestable
en solucion acuosa a un pH 7 y superior; y 3) la curcumina es muy hidréfoba y normalmente no es soluble en agua a
un pH acido ni cuando se administra como polvo seco en suplementos existentes. (La mayor parte de la curcumina
nunca es absorbida y simplemente pasa por el tracto Gl y es excretada.)

La solubilizacién es critica para evitar esto, pero la curcumina requiere un pH 8.5 para disolverse por completo. Por
esta razon, a los pacientes de cancer se les administran dosis elevadas, tipicamente hasta 8 gramos al dia. La
diarrea es un efecto secundario habitual. Garcea, G. et al. (2004) informa de que los pacientes que reciben 3,6
gramos de curcumina al dia (mediante una capsula de extracto en polvo estandar suministrada por Sabinsa
Corporation), alcanzan unos niveles insignificantes en sangre e higado. Concluyen que "los resultados sugieren que
las dosis de curcumina necesarias para alcanzar unos niveles hepaticos suficientes como para ejercer una actividad
farmacologica probablemente no sean viables en seres humanos".

La curcumina no es soluble al pH acido y se descompone cuando se solubiliza y se disuelve en agua a un pH neutro
o alcalino (por ejemplo, en el tracto Gl, después del intestino delgado), debido a las transformaciones ceto-enol en el
puente de B-dicetona. Por otra parte, la curcumina es susceptible de una rapida glucuronidacién/sulfatacion. El
principal proveedor de los Estados Unidos, Sabinsa, ha intentado fabricar una forma mas biodisponible, afiadiendo
bioperina (en desarrollo) para inhibir la glucuronidacién. Sin embargo, este planteamiento es erréneo, porque la
mayor parte de la glucuronidacion se produce en el tracto Gl superior, donde el pH es acido, y la curcumina no se
disuelve por completo hasta un pH 8.5 y superior. Todavia peor, la inhibicion de la glucuronidacién puede provocar
graves riesgos para la salud. La glucuronidacion protege frente a muchas toxinas y contribuye al metabolismo de
farmacos de uso comun. La mayoria de los pacientes de edad avanzada reciben multiples farmacos, a unos niveles
que es probable que se vean alterados de forma poco segura mediante la inhibicién de la glucuronidacion.

A pesar de que muchos grupos han planteado ideas tedricas para mejorar la absorcion de la curcumina, la mayoria
han formado parte de estudios completamente in vitro, probablemente debido a la dificultad que implica medir la
curcumina y sus metabolitos en el tejido. Nuestras instalaciones, conocimientos y experiencia en la medicion de la
curcumina y la tetrahidrocurcumina han permitido un planteamiento mejor.

Resumen de la invencion

De conformidad con las reivindicaciones, la presente invencién proporciona composiciones de curcumina que
presentan una biodisponibilidad mejorada y que se pueden emplear como agentes terapéuticos para tratar (y
posiblemente ralentizar o prevenir) una serie de enfermedades y trastornos asociados a la edad. En un aspecto de la
invencion, una composicion de curcuminoides que ofrece una biodisponibilidad mejorada comprende un
curcuminoide, un antioxidante y un vehiculo farmacéuticamente aceptable solubilizante en agua y, opcionalmente, un
inhibidor de la glucuronidacién. En una realizacion, la solubilizacion se consigue formando micelas de curcuminoide-
lipido y la composicidon se proporciona en forma de una microemulsion o nanoparticulas lipidicas solidas (SLN). En
otra realizacién, el curcuminoide se disuelve en un aceite comestible, que posteriormente puede ser
microencapsulado o emulsionado. La composicién se puede proporcionar en forma de gel, capsula, liquido y otra
forma farmacéuticamente aceptable.
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De conformidad con las reivindicaciones, la invencién también proporciona composiciones de curcuminoides para su
uso en un método de tratamiento, ralentizacion y/o prevencion de la enfermedad, particularmente de enfermedades
neurodegenerativas asociadas con la edad, como el Alzheimer, y comprende la administracion de una dosis
terapéuticamente efectiva de un curcuminoide solubilizado, resistente a la hidrdlisis y, opcionalmente, resistente a la
glucuronidacion, de acuerdo con las reivindicaciones. Las dosis funcionales de curcuminoides se pueden administrar
a mamiferos, como ratas, ratones y humanos, empleando una composicion de curcuminoides mejorada, tal y como
se describe en el presente.

Breve descripcion de las ilustraciones

Estas y otras caracteristicas y ventajas de la invencidon se entenderan mejor cuando se consideren conjuntamente
con la siguiente descripcion detallada y consultando las ilustraciones adjuntas, donde:

La FIG. 1 ilustra las estructuras moleculares y la similitud de la separacion molecular de Congo Red, curcumina y
Chrysamine G;

La FIG. 2 es un grafico de la absorbancia frente al tiempo para la actividad de proteccion del antioxidante
(estabilizacion) de diversas formulaciones de curcumina, tetrahidrocurcumina y ascorbato;

La FIG. 3 es un grafico de la concentracion de ascorbato frente al tiempo para diversas formulaciones de curcumina y
ascorbato, a 450 nm;

La FIG. 4 es un grafico similar al de la FIG. 3, pero con la absorbancia medida a 405 nm.
Descripcion detallada de la invencién

De acuerdo con las reivindicaciones, la presente invencién proporciona composiciones de curcuminoides que
presentan una biodisponibilidad mejorada. En un aspecto, esta composicion comprende un curcuminoide, un
antioxidante (que estabiliza el curcuminoide frente a la hidrolisis), un solubilizante en agua, un vehiculo
farmacéuticamente aceptable e, idealmente, un inhibidor de la glucuronidaciéon. En algunas realizaciones, por
ejemplo cuando el curcuminoide es tetrahidrocurcumina, que es estable incluso a un pH alcalino, se puede
dispensar con el antioxidante. En diversas divulgaciones, la composicion se proporciona en forma de microemulsion,
nanoparticulas lipidicas solidas (SLN), aceite microencapsulado, gel, capsula, liquido y/u ofra forma
farmacéuticamente aceptable, y es adecuada para su administracion a un ser humano u otro mamifero por via
entérica, parenteral, topica o por algin otro modo de administracion.

Algunos ejemplos de curcuminoides, a titulo meramente enunciativo, incluyen la curcumina, tetrahidrocurcumina,
demetoxicurcumina, bisdemetoxicurcumina, ésteres de curcumina (que funcionan como profarmacos) y
combinaciones de los mismos. La combinacién de curcumina y su metabolito, tetrahidrocurcumina, resulta
particularmente efectiva. La tetrahidrocurcumina es relativamente estable en agua a un pH fisiologico, es un inhibidor
competitivo de la glucuronidacion, mejora la absorcion y, en ultima instancia, los niveles plasmaticos de curcumina.

Para proteger el curcuminoide frente a la hidrdlisis, se emplea un antioxidante soluble en agua. Algunos ejemplos, a
titulo meramente enunciativo, incluyen el acido ascorbico (ascorbato, vitamina C y sus derivados acilados solubles
en agua), acido a-lipoico (alfa-lipoato), vitamina E y derivados, N-acetilcisteina (NAC), y glutationa reducida (GSH).
Incluso la tetrahidrocurcumina proporciona a la curcumina cierta proteccion frente a la hidrélisis. También se pueden
emplear mezclas de antioxidantes.

La mayoria de los esfuerzos anteriores por explicar la mala biodisponibilidad de la curcumina se han centrado en la
rapida glucuronidacion. Sin embargo, la tetrahidrocurcumina y la curcumina son similarmente hidréfobos y poco
solubles en agua, ademas de someterse a glucuronidacion y sulfatacion de forma igualmente rapida. No obstante,
nuestros datos y los datos de la bibliografia demuestran que la tetrahidrocurcumina presenta una biodisponibilidad
mucho mayor que la curcumina, con unos niveles plasmaticos derivados de las mismas dosis orales entre 7 y 8
veces superiores. La biodisponibilidad mejorada de la tetrahidrocurcumina se atribuye en gran medida a que es
estable incluso a un pH basico. Por lo contrario, la curcumina es inestable en soluciones acuosas con un pH superior
a 7.0 y, por tanto, es inestable en el tracto intestinal, donde se produce principalmente la absorcién. Se hidroliza a
productos de degradacion del acido ferdlico y la vanillina. Se prevé que un preparado que estabiliza la curcumina a
un pH ligeramente mas basico incrementara la biodisponibilidad de la curcumina solubilizada hasta 7 u 8 veces. La
combinacién de curcumina con un antioxidante adicional soluble en agua, como el ascorbato, puede estabilizar la
curcumina a un pH de 7.4.

Hemos testado diluciones en serie de ascorbato y pensamos que la estabilizacion es efectiva hasta 4 horas (un ciclo
de absorcion tipico) con unos ratios de curcumina/ascorbato de hasta 16:1, produciéndose una ligera reduccion de la
eficacia entre 8:1 y 16:1. Por tanto, el suministro de un ratio de curcuminoide/antioxidante de aproximadamente 10:1
o superior seria suficiente para evitar la hidrélisis durante la absorcién y mejorar la biodisponibilidad. A modo de
ejemplo, meramente enunciativo, un preparado que contiene 330 mg de curcumina (MW 368) tendria solamente
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17,75 mg adicionales de ascorbato (MW 198). Por tanto, no es necesario afiadir una cantidad prohibitiva de
antioxidante al conjunto de una formulacion.

Algunos ejemplos de inhibidores de la glucuronidacién incluyen la tetrahidrocurcumina, piperina (Bioperine®),
probenecid (Probene®), y diclofenaco. (Véase, por ejemplo, Uchaipichat V, Mackenzie Pl, Guo XH, Gardner-
Stephen D, Galetin A, Houston JB, Miners JO. Human udp-glucuronosyltransferases: isoform selectivity and kinetics
of 4-methylumbelliferone and 1-naphthol glucuronidation, effects of organic solvents, and inhibition by diclofenac and
probenecid. DrugMetab Dispos. 2004 Apr;32(4):413-23; Vree TB, van den Biggelaar-Martea M, Verwey-van Wissen
CP, van Ewijk-Beneken Kolmer EW. Probenecid inhibits the glucuronidation of indomethacin and O-
desmethylindomethacin in humans. A pilot experiment. Pharm World Sci. 1994 Feb 18;16(1):22-6.) También se
pueden emplear mezclas de inhibidores. La curcumina y la tetrahidrocurcumina se eliminan rapidamente mediante la
glucuronidacion de primer paso y se ha documentado que la glucuronidacion con piperina mejora la biodisponibilidad
de curcumina en seres humanos. No obstante, la adicion de un inhibidor de la glucuronidacion plantea problemas de
interacciones con otros muchos farmacos que se eliminan a través de la glucuronidacion. La presente invencion
puede mejorar la biodisponibilidad con este inhibidor, aunque se incluye como componente opcional en algunas
formulaciones.

A pesar de su reducida biodisponibilidad, la administracién oral de curcumina in vivo puede inhibir de forma
competitiva y temporal la glucuronidacién de otros farmacos, como el acido micofendlico. (Basu et al Nikhil K. Basu,
Labanyamoy Kole, Shigeki Kubota, and Ida S..Owens, Human UDP-Glucuronosyltransferases Show Atypical
Metabolism of Mycophenolic Acid and Inhibition by Curcumin. Drug Metabolism and Disposition 32:768-773, 2004).
Se prevé que la tetrahidrocurcumina, que ofrece unos niveles entre 7 y 8 veces mas elevados, ofrecera una
biodisponibilidad y estabilidad mucho mayores y que, por tanto, sera mas efectiva que la curcumina. Por otra parte,
se prevé que la tetrahidrocurcumina protegera a la curcumina frente a la glucuronidacion. Asimismo, los datos de
nuestro bioensayo in vitro muestran que, a unos ratios de 1:1, la tetrahidrocurcumina y la curcumina establecen
sinergias juntas in vitro. Por tanto, la formulacién de tetrahidrocurcumina con curcumina a unos ratios molares de 1:1
o superiores mejorara la biodisponibilidad de la curcumina y proporcionara una eficacia asociada a la sinergia.

La glucuronidacién y sulfatacion de curcuminoides también se puede inhibir esterificando un acido graso u otro
grupo acilo con uno o ambos hidroxilos en los dos grupos metoxifenol que son los objetivos de la glucuronidacion y
sulfatacion enzimaticas rapidas. Los grupos éster de bloqueo seran eliminados entonces del éster del profarmaco de
curcuminoide in vivo mediante esterasas en los tejidos diana, proporcionando curcumina libre. En principio, se puede
utilizar cualquier acido graso para la esterificacion. Dado que nuestros datos demuestran sinergias efectivas in vivo
entre el acido graso omega-3 y el acido docosahexaenoico (DHA) y la curcumina en un modelo de Alzheimer, el
DHA resulta una opcion atractiva. EI DHA no solamente es asimilado selectivamente por el cerebro, donde la
curcumina es neuroprotectora en multiples sistemas, sino que también puede dirigir los farmacos hacia las células
tumorales, un objetivo clinicamente importante de la curcumina. (Para el uso de DHA dirigido a los farmacos para el
cancer lipofilico contra las células tumorales, véase Bradley MO, Swindell CS, Anthony FH, Witman PA, Devanesan
P, Webb NL, Baker SD, Wolff AC, Donehower RC, Tumor targeting by conjugation of DHA to paclitaxel. J Control
Release. 6 de julio de 2001;74(1-3):233-6; Harries M, O’'Donnell A, Scurr M, Reade S, Cole C, Judson |, Greystoke
A, Twelves C, Kaye S; Phase /Il study of DHA-paclitaxel in combination with carboplatin in patients with advanced
malignant solid tumors. Br J Cancer. 1 de noviembre de 2004; 91(9): 1651-5.) Asimismo, los acidos grados
poliinsaturados de cadena larga como el DHA favorecen la administracion del farmaco en los linfaticos, lo que
reduce los problemas del metabolismo de primer paso. Por otra parte, los acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga, como el DHA, incrementan la administracion del farmaco en el sistema linfatico, lo que reduce los problemas
de metabolismo de primer paso.

De este modo, resulta posible sintetizar un "profarmaco” de DHA-curcuminoide a partir de un curcuminoide (como
curcumina) y un DHA, uniendo el DHA a la curcumina en un hidroxilo fendlico con una estequiometria de 1:1,
analoga a la empleada por Bradley et al 2001 para el paclitaxel. (Bradley MO, Webb NL, Anthony FH, Devanesan P,
Witman PA, Hemamalini S, Chander MC, Baker SD, He L, Horwitz SB, Swindell CS. Tumor targeting by covalent
conjugation of a natural fatty acid to paclitaxel. Clin Cancer Res. Octubre de 2001; 7(10):3229-38.) Alternativamente,
el DHA se puede unir a la curcumina mediante un programa de multiples pasos, analogo al empleado para unir la
doxorubicina a la curcumina (Wang Y, Li L, Jiang W, Yang Z, Zhang Z. Synthesis and preliminary antitumor activity
evaluation of a DHA and doxorubicin conjugate. Bioorg Med Chem Lett. 1 de junio de 2006; 16(11):2974-7.) Los
ésteres de DHA-curcumina proporcionaran un DHA neuroprotector y una curcumina neuroprotectora con una vida
util superior y una biodisponibilidad mejorada.

Mas generalmente, un éster curcuminoide, de conformidad con un aspecto de la invencion, puede comprender el
producto de esterificacion de un curcuminoide y un acido carboxilico RCOOH, donde R se selecciona de forma que
el éster resultante no sea toxico y esté sujeto a clivaje mediante una esterasa in vivo. Una clase preferible de acidos
carboxilicos a tal efecto son los acidos grasos, especialmente los acidos grasos esenciales, como el DHA (un acido
graso omega-3). Los monoglicéridos, diglicéricos vy triglicéridos son otros ejemplos de acidos carboxilicos adecuados
para la produccién de profarmacos de curcuminoides.
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El curcuminoide se solubiliza utilizando cualquier nimero de vehiculos solubilizantes en agua. Para los fines del
presente, "vehiculo solubilizante en agua" se refiere a un agente, composicién, compuesto o medio que proporciona
un curcuminoide en una forma mas soluble en agua o dispersable en agua, o que interactua con el curcuminoide
para imprimir una mayor dispersabilidad o solubilidad en agua. En términos generales, dos ejemplos de categorias
de vehiculos incluyen las micelas lipidicas y los aceites microencapsulados.

Las micelas lipidicas que contienen un curcuminoide se pueden fabricar con cualquiera de una variedad de lipidos.
Algunos ejemplos, a titulo meramente enunciativo, incluyen (i) acidos grasos, como acido estearico; (ii) fosfolipidos,
por ejemplo, fosfoglicéridos, como fosfatidilcolina ("PC"); fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol; (iii) acidos biliares,
por ejemplo, acido desoxicolico (desoxicolato) y conjugados de los mismos (por ejemplo, conjugados de
aminoacidos, como glicocolato y taurocolato); (iv) aceites comestibles, especialmente aceites saludables, por
ejemplo, aceites vegetales, aceite de oliva, aceite de colza, aceite de pescado; (v) trigliceroles; (vi) mezclas de
cualquiera de estos y/u otros lipidos y derivados, por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables, hidratos y
conjugados de los mismos. La combinacion de un fosfolipido (por ejemplo, PC o lecitina de soja o lecitina de huevo)
y otro tensioactivo, como &acido biliar/sal (por ejemplo, desoxicolato, taurocolato); copolimeros de Oxido de
propileno/6xido de etileno (Poloxamero 188, Poloxamero 182, Poloxamero 407, Poloxamina 908), o copolimeros de
oxido de propileno/6xido de etileno de sorbitan (Polisorbato 20, Polisorbato a60, Polisorbato 80)) resulta
particularmente util. Otros lipidos utiles incluyen la lecitina natural (una mezcla de glicolipidos, triglicéridos y
fosfolipidos, incluyendo PC). Por lo general, se prefieren los compuestos de cadena larga a los compuestos de
cadena corta cuando la composicién se proporciona en forma de emulsion.

En una realizacion, se preparan las micelas utilizando un protocolo modificado de Began et al 1999. (Began G,
Sudharshan E, TJdaya Sankar K, Appu Rao AG. Interaction of curcumin with phosphatidylcholine: A
spectrofluorometric study. J Agric Food Chem., diciembre de 1999; 47(12):4992-7.) De este modo, las micelas de
PC-curcumina se pueden preparar utilizando una mezcla de fosfatidilcolina (PC) y desoxicolato (DOC), a un ratio
molar de DOC/PC de 2.0. Se afiade curcumina (10 mg) a la mezcla de DOC/PC, se solubilizan juntos en una mezcla
de cloroformo/metanol (2:1 por volumen). Posteriormente se evapora la mezcla y se seca con nitrégeno. La pelicula
fina resultante es resuspendida en 2 ml de solucion tampon de fosfatos (PBS), a un pH de 7.4 y, a continuacion, la
solucioén (5 mg/ml) se somete a ultrasonidos durante 5 minutos utilizando un bafio de ultrasonidos.

Began et al realiz6 todos los experimentos in vitro utilizando un ratio molar de 2:1 de DOC/ PC, y averigud que las
micelas se saturaban de curcumina a un ratio molar de 6:1 o 7:1 de PC/curcumina. Por lo contrario, en una
realizacion de la invencion, las micelas se forman con un ratio molar de DOC/PC de 3,7:1 y un ratio molar de
PC/curcumina de 1:3,33 (véase el Ejemplo 1). En general, se emplean ratios de tensioactivo/lipido (por ejemplo,
ratios de DOC/PC) de 1:1 a 4:1. Tedricamente, la biodisponibilidad se puede continuar mejorando mediante el
aumento del ratio de PC/curcumina, hasta un ratio de saturacion de 6:1, pero el volumen de PC reducira la cantidad
de curcumina que se puede obtener por capsula de 1 gramo.

En algunas realizaciones, las micelas también contienen uno de los antioxidantes, o ambos, y el inhibidor de la
glucuronidacion. Alternativamente, los dos ultimos componentes se afiaden a la composicion tras la formacion de la
micela. En cualquiera de los casos, las micelas se pueden administrar en diversas formas clinicamente viables (por
ejemplo, diluidas en salino y administradas en forma de liquido; conjugadas con un aglutinante y otros excipientes, y
administradas en forma de capsula, etc.).

También resulta posible formar micelas lipidicas in vivo, por ejemplo disolviendo un curcuminoide en un aceite
comestible, afiadiendo un antioxidante y un inhibidor de la glucuronidacién; microencapsulando los componentes
combinados y permitiendo que los acidos biliares formen micelas in vivo.

La segunda categoria amplia de "vehiculos solubilizantes en agua" son los aceites microencapsulados, en los que
las microgotas de un aceite no téxico, preferiblemente un aceite comestible, en especial aceites saludables (por
ejemplo, aceites vegetales, aceite de oliva, aceite de colza y aceite de pescado) se rodean de un revestimiento, una
ampolla u otra membrana que sea soluble en agua o se descomponga en agua. Los aceites microencapsulados son
conocidos en el campo farmacéutico y se pueden preparar mediante diversos métodos, incluyendo el revestimiento
por suspension en aire, la extrusion centrifuga, la boquilla de vibracion y el secado por atomizaciéon. En una
realizacion, el revestimiento se disuelve o se descompone en el tracto Gl con cinética de orden cero o cinética de
primer orden. Los aceites microencapsulados se pueden administrar por via oral (por ejemplo, con la formulacion
deseada para proporcionar una capsula u otro sistema de administracion) o mediante otra via de administracion
apropiada. Las particulas se pueden estabilizar con polisorbato 80, por ejemplo, capsulas de gel estandar o también
se pueden utilizar capsulas de gel recubiertas de chitosan para contener las formulaciones y promover la
administracion intestinal.

En otra realizaciéon de la invencion, la composicion se proporciona en forma de nanoparticulas lipidicas sélidas
(SLN), que se pueden administrar mediante diversas formas clinicas, por ejemplo en capsulas de gel, o mediante la
formulaciéon con uno o mas aglutinantes u otros excipientes. La preparacion de SLN es conocida en el campo.
Véase, por ejemplo, Luo, Y., Ren, L., Zhao, X., Qin, J., Solid Lipid Nanoparticles For Enhancing Vinpocetine's Oral
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Bioavailability, J. Controlled Release, 114 (2006) 53-59 (disponible en linea, en www.sciencedirect.com).

Algunos ejemplos ilustrativos de lipidos adecuados para la SLN incluyen: triacilgliceroles, como tricaprina, trilaurina,
trimiristina, tripalmitina, tristearina; acilgliceroles, como monoestearato de glicerol, behenato de glicerol,
palmitoestearato de glicerol; acidos grasos, como acido estearico, acido palmitico, acido decanoico, acido behénico;
ceras, como palmitato de cetilo; complejos ciclicos, como ciclodextrina, para-acil-calix-arenos; y combinaciones de
los mismos.

Algunos ejemplos de tensioactivos adecuados incluyen los siguientes: fosfolipidos, como lecitina de soja, lecitina de
huevo, fosfatidilcolina; copolimeros de 6xido de propileno/6xido de etileno, como Poloxamero 188, Poloxamero 182,
Poloxamero 407, Poloxamina 908; copolimeros de éxido de propileno/éxido de etileno de sorbitan, como Polisorbato
20, Polisorbato 60, Polisorbato 80; polimeros de alcohol polieter alquilarilo, como tiloxapol.

Algunos ejemplos de cotensioactivos adecuados incluyen los siguientes: colato de sodio, glicocolato de sodio,
taurocolato de sodio, taurodesoxicolato de sodio.

Existen multiples maneras de preparar formulaciones de SLN. Solamente a modo de ejemplo general, se puede
utilizar la homogeneizacion por calor, que consiste en calentar un lipido aproximadamente a 10 grados por encima
de su temperatura de fusion, afiadir un farmaco lipofilico y disolverlo en el lipido, afiadir un tensioactivo a un ratio
tensioactivo/lipido de 1:1 a 2:1, enfriar la combinacién y, a continuacion, dispersarla por ultrasonidos (tamafio de
particula tipico: ~ 100 mm). Este método se puede reproducir a mayor escala con facilidad. (Sin embargo, los
métodos de evaporacion son mas dificiles de reproducir a mayor escala.) Por lo general, en el caso de tensioactivos
como la lecitina, el desoxicolato, taurocolato o tensioactivos comerciales como Tureen 80 y aceite de ricino
hidrogenado polioxietilenado (Cremaphor), al incrementar el ratio de tensioactivo/lipido hasta 1,5:1,75 o incluso 2:1
tiende a reducirse el tamafio de las particulas y a mejorar la absorcion. Los tensioactivos naturales son preferibles, al
menos en parte, porque la curcumina se comercializa normalmente como nutracéutico y existe la percepcion de que
"lo natural" es mas seguro.

Eficacia. In vivo , los datos adquiridos de la administracion a ratones de curcumina recién disuelta en una base (0,5M
de NaOH) y diluida rapidamente en una PBS neutralizante (donde se mantiene estable), administrada mediante
sonda o por via i.p. o i.m., demostraron que los niveles plasmaticos en el rango micromolar de 0,25-0,5
proporcionaban unos niveles cerebrales suficientes como para alcanzar las ICso para una inhibiciéon de -50% de IL-
1B proinflamatoria, iNOS y una quinasa MAP asociada a la muerte celular (quinasa c-Jun activa (p)JNK).

Estableciendo una comparacion, basada en peso de farmaco/peso corporal, que generalmente exagera las dosis en
seres humanos, esto supone 1 mg/30 g = 33,3 mg/kg y se traduce aproximadamente en 2,5 g para una persona de
75 kg, lo que se encuentra dentro del rango administrado a los pacientes en ensayos clinicos.

De este modo, un ejemplo de una formulaciéon practica que combina los tres principios (solubilizacién con lipido,
proteccion con antioxidante e inhibiciéon competitiva y sinergia con tetrahidrocurcumina) para seres humanos seria
165 mg de curcumina, 165 mg de tetrahidrocurcumina, 17,7 mg de antioxidante estabilizante (ascorbato, lipoato,
NAC, GSH, etc.), y el resto de micelas de DOC/PC como se ha mencionado anteriormente o en forma de otros
lipidos anfifilicos, de una capsula de 1 g. También pueden estar presentes aglutinantes, adyuvantes de
procesamiento y otros excipientes.

A continuacién se recogen formulaciones de curcuminoide seleccionadas que se pueden preparar de conformidad
con la presente invencion.

Férmula 1. Micelas de curcumina/tetrahidrocurcumina con PC-DHA

Curcumina, tetrahidrocurcumina (favorece la absorcion, establece sinergias con la curcumina), fosfatidilcolina
(emulsiona, forma micelas con sales de desoxicolato, favorece notablemente la absorcion), acido docosahexaenoico
(de aceite marino, establece sinergias con la curcumina, facilita la administracion de curcumina en el cerebro o los
tumores), un antioxidante o combinacion de antioxidantes (vitamina C o vitamina C lipidada, acido alfa-lipoico,
vitamina E) (empleados para estabilizar y reciclar la curcumina, manteniendo su estabilidad y evitando que se
convierta en un prooxidante en la capsula o en el organismo).

Férmula 2. Micela de curcumina con PC-DHA

Curcumina (nosotros hemos determinado que el 25% de los curcuminoides en plasma se convierten naturalmente
en tetrahidrocurcumina, que favorece la absorcion y establece sinergias con la curcumina), fosfatidilcolina, acido
docosahexaenoico, un antioxidante o combinacion de antioxidantes (vitamina C o vitamina C lipidada, acido alfa-
lipoico, vitamina E).

Férmula 3. Curcumina con DHA/aceite de oliva

Curcumina, acido docosahexaenoico, un antioxidante o combinacién de antioxidantes (vitamina C o vitamina C
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lipidada, acido alfa-lipoico, vitamina E). Nuestros datos revelan que cuando la curcumina se disuelve en aceite, la
curcumina plasmatica se mantiene en niveles bajos, aunque la curcumina en glébulos rojos se mantiene bastante
elevada, lo que explica la biodisponibilidad a pesar de unos niveles plasmaticos insignificantes. Ningtn otro grupo ha
documentado esta observacion fundamental, que parece ser el método mas sencillo de fomentar la
biodisponibilidad.

Se pueden emplear otros aceites saludables (aceite de pescado, aceite de colza, otros aceites con un elevado
contenido en omega-3). En esta formulacion, la curcumina disuelta en aceite puede ser microencapsulada.

Férmula 4. Ester de curcumina-DHA

Profarmaco. Un nuevo compuesto que resuelve los problemas de la biodisponibilidad de curcumina y de la eficacia
en seres humanos, que ofrece una absorcién oral éptima, actividades antioxidantes en el cerebro, propiedades
antiamiloidogénicas (por ejemplo, el DHA reduce la produccion y acumulacién de amiloide), y resistencia a la
glucuronidacién. La composicion puede ser en forma de micela, SLN u otra formulacion.

Férmula 5. Ester de curcumina-DHA y éster de tetrahidrocurcumina-DHA

Otro profarmaco con estabilidad y disponibilidad oral mejoradas.

Férmula 6. Curcumina-SLN

Utilizando grasas con un punto de fusion elevado, se pueden producir formulaciones de curcuminoide solubilizadas y
resistentes a la hidrolisis en forma de nanoparticulas lipidicas soélidas (SLN) clinicamente viables, con un lipido en
fase interna, un farmaco (curcuminoide), un tensioactivo y un cotensioactivo.

Ademas de las composiciones aqui proporcionadas, la invenciéon proporciona asimismo un método para tratar
diversas enfermedades, particularmente neurodegenerativas, enfermedades asociadas con la edad, como la
enfermedad de Alzheimer. En una realizacion, el método comprende la administracién a un ratén, una rata, un ser
humano u otro mamifero de una dosis efectiva de un curcuminoide, donde el curcuminoide se proporciona en forma
de una composicion aqui descrita, por ejemplo, en forma de micelas lipidicas, aceites microencapsulados, SLN, etc.,
y opcionalmente en forma de gel, capsula o liquido. Para los seres humanos, la mayoria de las actividades de la
curcumina requieren unos niveles de 100-2.000 nanomolares (0,1-2 micromolares).

La inclusion de un lipido solubilizante aumenta en gran medida los niveles de curcumina en plasma y glébulos rojos.
En un experimento, se prepararon micelas de DHA/lecitina en una proporcién de 1:1, poniendo la curcumina en DHA
caliente (55°C) y sometiéndola a ultrasonidos para dispersar la curcumina proporcionada por las micelas de PC-DHA
(pero sin un antioxidante ni un inhibidor de la glucuronidacion independiente), y se consiguid una concentracion de
curcumina de 0,29 mg/ml en plasma y de 0,96 en globulos rojos (0,8 y 2,6 mm, respectivamente). Por lo contrario,
utilizando la formulacion de Sabinsa (con piperina, pero sin vehiculo solubilizante en agua) se obtuvo una
concentracion de curcumina de 0,17 mg/ml en plasma (0,46 mm). Los acidos grasos de cadena larga,
particularmente los insaturados como el DHA, han afadido valor en lo que respecta al direccionamiento de los
farmacos lipofilicos al sistema linfatico y a la reduccion de las pérdidas elevadas en el metabolismo de primer paso.

Ejemplos

A continuacion se incluyen ejemplos ilustrativos de la invencién, su preparacion y su uso in vivo.

Materiales

El acido estearico, la L-fosfatidilcolina (lecitina), el taurocolato de sodio, el desoxicolato y el agua nanopura
doblemente destilada (dd) son de Sigma. El DHA y la curcumina (97%) son de Cayman Quemicals (Michigan, MI).

La tetrahidrocurcumina (99%) es de Sabinsa Corporation (Piscataway, NJ).

Protocolo general para nanoparticulas - Homogeneizacién por calor (modificado de Bocca et al., 1998)

1. Preparar un bafio de agua a unos 75-80°C para fundir el lipido.

2. Medir los lipidos, tensioactivos y el agua por cada férmula de ensayo y tamafio de lote.

3. Anadir el lipido en fase interna (acido estearico o DHA) y el farmaco y la lecitina (tensioactivo) con agitador
magnético para vaciar el recipiente revestido.

4. Afadir taurocolato de sodio (cotensioactivo) al agua y continuar agitando.

5. Calentar la solucién de agua dd a 75°C sobre una placa calentada.

6. Una vez que el lipido se ha fundido, afiadir la solucion de agua al recipiente revestido.

7. Dejar que la solucion de lipido/agua combinada se equilibre a 75°C.

8. Dispersar la solucién en un homogeneizador de rotor-estator lka Ultra-Turrax T 18 (con rotor-estator de 19
mm) a 30.000 rpm durante 2 minutos.

9. Inyectar/dispersar rapidamente 1 ml de microemulsion templada a través de una aguja de pequefio calibre
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en 10-20 ml de agua dd a 2°C en un vial de vidrio con agitacion constante.

10. Lavar tres veces en agua dd mediante diafiltracion, utilizando un aparato TCF2 con una membrana de
corte YM100kD (Amicon, Danvers, Ma).

11. Almacenar el producto de la nanoparticula lipidica a 2°C.

12. Medir el tamafio de la particula.

Optimizacion. A fin de conseguir un objetivo de 100 nm de tamafio para la administracion parenteral y un objetivo de
polidispersidad de 0,10, por lo general se ha seleccionado acido estearico como el lipido a utilizar. No obstante, para
la administracion oral pueden resultar aceptables las particulas de mayor tamafo. Las cantidades absolutas
dependen de los tamarios de los lotes, aunque la estequiometria apropiada se conoce por la bibliografia. Utilizando
este protocolo, se ha averiguado que un ratio de lecitina (fosfatidilcolina)/taurocolato de sodio de 2:3, un ratio de
tensioactivo/lipido de 1:4 y un tiempo de mezclado de 70 segundos con una velocidad de mezclado de 18.000 rpm
resultan optimos para el betacaroteno, que proporcioné una eficiencia de atrapamiento media del 40% y una
concentracion de 0,22 mg/ml (Triplett, 2004).

Preparacion de nanoparticulas lipidicas solidas (SLN)

Férmula de partida. Fraccidon molar de acido estearico 0,710; fraccion molar de lecitina 0,210; fraccion molar de
taurocolato 0,069; la curcumina u otro curcuminoide varia gradualmente en torno a la fraccion molar 0,011. El lipido
acido estearico se mantiene aproximadamente a 75°C para fundirlo por completo. Por separado, se calienta agua
doblemente destilada a 75°C. Tipicamente, los tensioactivos se afiaden al agua bajo agitacion magnética y se deja
que se equilibren a 75°C. La solucion de agua-tensioactivo se afiade al lipido fundido y se deja que se equilibre a
75°C. Posteriormente se utiliza el homogeneizador de rotor-estator lka Ultra-Turrax T 18 para conseguir un mezclado
adecuado, tipicamente 18.000-30.000 rpm durante 70-150 seg. Una vez mezclado, la fase del lipido dispersado de
la emulsion se solidifica, a fin de producir las nanoparticulas lipidicas sdlidas dispensando a través de una aguja de
pequerio calibre partes alicuotas de la emulsion de 1 ml en agua fria casi helada (unos 2°C) con agitacion constante,
a un ratio de 1:20 (microemulsion templada: agua fria). El producto final se lava tres veces con agua destilada y se
somete a esterilizacion con filtro con un aparato Amicon Diaflo con membranas YM100 (corte 100.000 Dalton).
Posteriormente se almacena en condiciones estériles a 4°C hasta su administracién mediante sonda. Se pueden
preparar multiples muestras de nanoparticulas lipidicas a partir de un lote de microemulsion.

Determinar_la_eficacia_del farmaco incorporado: Para determinar la cantidad de farmaco incorporado, las
dispersiones de SLN (o micelas) se secan por congelacioén utilizando un secador por congelacion. La SLN sin carga
de cada formulacion, es decir la SLN que no porta ningun farmaco, también se prepara como se ha descrito
anteriormente. La cantidad de curcumina incorporada a la SLN se puede determinar entonces disolviendo la SLN
secada por congelacion en una solucién de 95% de acetato etilico/5% de metanol, evaporandola bajo gas N2 y
resuspendiendo la muestra mediante un reactivo C en fase mévil (41% acetonitrilo, 35% agua desionizada, 23%
metanol y 1% acido acético; v/v/v/v). La muestra es analizada mediante métodos isocraticos de HPLC con una
columna C18 de fase reversa (3,9 x 150 mm, tamafo de particula 5-E m; Waters Corporation, Massachusetts, MA),
empleando la deteccion por luz ultravioleta (UV) a una longitud de onda de 262 nm (Health et al., 2003; Health et al.,
2005).

Carga del farmaco y mediciones de la liberacion. La fotoespectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) se emplea para
medir la carga de farmaco de las muestras liofilizadas, empleando etanol como disolvente para disolver las micelas o
nanoparticulas lipidicas desecadas y eliminar los errores de absorcion y dispersion secundarios. Todas las lecturas
de la absorcién se realizan a una longitud de onda a la que la curcumina (262 nm-UV 426 nm-visible) o un
curcuminoide (XnM) presenta una absorcidon mayor respecto de otras moléculas que absorben la luz en estos
estudios. Otras moléculas con una absorbancia detectable incluyen el taurocolato de sodio y la lecitina, que se
pueden corregir para asumir una relacion lineal entre absorbancia y concentracion, y con una curva de calibrado
para cada molécula absorbente. Estas se proporcionan mediante controles de micelas o SLN sin farmaco "en
blanco". Dadas las concentraciones conocidas de todos los componentes salvo de la curcumina o los derivados, la
concentracion del farmaco se puede calcular a partir de la absorbancia corregida. La estabilidad se evalua con
diferentes métodos de almacenamiento y en distintos momentos de la preparacion de las micelas.

Caracterizacion de los diametros de las nanoparticulas.

Microscopia de fuerza atémica. La microscopia de fuerza atémica (AFM) se puede utilizar para obtener imagenes de
los tamafos de preparacion de las nanoparticulas lipidicas. Se colocan pequefias cantidades de la suspension de
nanoparticulas lipidicas en el sustrato y se dejan secar al aire antes de captar las imagenes, observando que esto
puede aplanar las particulas durante el secado, resultando en un tamafo de particula ligeramente mayor que el
obtenido con métodos de dispersion de luz dinamica.

Ejemplo 1. Micelas de DOC/PC/curcumina y administracion por sonda (Gav) a ratones. Para producir 5 mg de
micelas de curcumina con un ratio molar de DOC/PC de 3,7:1 y un ratio molar de PC/curcumina de 1:3,33, para su
administracion oral a 5 ratones a 1 mg por ratén de aproximadamente 30 g, mezclamos 12,438 mg de DOC con
6,219 mg de PC (ratio de masa 2:1) y 1 mg de curcumina en polvo. Esto se disolvi6 mediante agitacion vortex de
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una mezcla de 2 ml de cloroformo/metano (2:1). El solvente se evapord y se seco bajo nitrégeno. La pelicula de la
emulsion resultante se raspo sobre 2 ml de solucion tampon de fosfatos (PBS) de pH 7.4 y se someti6 a ultrasonidos
en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. Se administré6 1 mg (200 yL) por sonda a cada raton para producir
una concentracion plasmatica de 0,465 micromolares, lo que representa mas del doble del nivel plasmatico sin las
micelas. La masa seca de la preparacion era de 2,865 mg/mg de curcumina o curcuminoides, lo que proporcionaria
unos 350 mg de curcumina por capsula de 1 g o 175 mg por capsula de 500 mg, en cantidades practicas.

Ejemplo 2. Ester de DHA-curcuminoide

Se puede sintetizar un éster de curcuminoide a partir de un curcuminoide y un DHA, uniendo el DHA a la curcumina
en un hidroxilo fendlico con una estequiometria de 1:1, analoga a la empleada por Bradley et al 2001 para el
paclitaxel. A una solucion de curcumina (366 mg; 1 mol) en cloruro de metileno (61 ml) sometido a argén, se afiade
4-dimetillaminopiridina (122 mg; 1 mol), 1,3-diciclohexilcarbodiimida (412,36 mg; 2 mol), y DHA (329,4 mg; 1 mol). La
mezcla de la reaccion se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de la dilucién con dietiléter, la
mezcla de la reaccion se lava con un 5% de HCI, agua y NaCl acuoso saturado. La mezcla se seca con sulfato
sédico, se concentra y se purifica mediante cromatografia. El conjugado de DHA-curcumina se utiliza entonces tal y
como se utilizaria la curcumina, por ejemplo en formulaciones de gel o micelas preparadas. (Véase Bradley MO,
Webb NL, Anthony FH, Devanesan P, Witman PA, Hemamalini S, Chander MC, Baker SD, He L, Horwitz SB,
Swindell CS. Tumor targeting by covalent conjugation of a natural fatty acid to paclitaxel. Clin Cancer Res. 7 de
octubre de 2001; 7(10):3229-38). El éster se puede solubilizar y combinar con un antioxidante y un inhibidor de la
glucuronidacién, y formularse en forma de emulsion, SLN o aceite microencapsulado.

Ejemplo 3. Datos sobre antioxidantes

Para testar el efecto de un antioxidante sobre la estabilidad de la curcumina, se prepararon varias soluciones de
curcumina de 25 micromolares, en presencia/ausencia de un antioxidante (acido ascorbico o tetrahidrocurcumina).
Utilizando una espectroscopia de la absorbancia, se midi6 la intensidad de absorbancia de la curcumina a 426 nm.
Los resultados se presentan en la FIG. 2. "PBS" significa solucion tampén de fosfatos (pH 7.4); "Curc" significa
curcumina; "TC" significa tetrahidrocurcumina; "Veh" significa vehiculo. Los datos muestran que el acido ascorbico
es muy efectivo retardando sustancialmente la hidrolisis de la curcumina. Se recogen mas datos sobre los
antioxidantes en las FIG. 3 y 4, que muestran los datos de absorbancia del lector de microplacas a 450 y 405 nm,
respectivamente (flanqueando el pico de absorbancia de la curcumina a 426 nm). Los datos muestran que el acido
ascorbico es muy efectivo retardando la hidrolisis de la curcumina, a un ratio de curcumina/acido ascoérbico de 1:1 o
incluso 2:1, con una efectividad ligeramente reducida a ratios superiores.

El Apéndice proporciona datos adicionales sobre los efectos diferenciales de la curcumina y su metabolito, la
tetrahidrocurcumina.

La invencién se ha descrito con referencia a diversas realizaciones y ejemplos, aunque no se limita a estos. Se
pueden realizar variaciones sin partir desde el alcance de la invencién, que esta limitada Unicamente por las
reivindicaciones adjuntas y equivalentes de las mismas.
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RESUMEN

La curcumina (Curc) es eficaz en multiples modelos inflamatorios y neurodegenerativos. Sin embargo, su limitada
biodisponibilidad genera preocupacion en torno a su uso y a si los metabolitos de la Curc, como la
tetrahidrocurcumina (TC), median en la eficacia. Examinamos los efectos antioxidantes, antiinflamatorios o
antiamiloidegénicos de la Curc y la TC mediante administracion crénica con la comida a ratones Tg2576 APPsw de
edad avanzada o mediante la administracion aguda a ratones silvestres por sonda (gav), inyecciones
intraperitoneales (i.p.) o intramusculares (i.m.) en un modelo inflamatorio de inyeccidon de lipopolisacaridos (LPS,
i.p.). A pesar de que la TC fue mas estable y se absorbié mejor, alcanzando unos niveles plasmaticos entre 4 y 7
veces superiores que la Curc; los niveles cerebrales de TC no fueron diferentes a los alcanzados con la Curc, lo que
sugiere una menor biodisponibilidad en el cerebro de la TC respecto de la Curc. Los niveles cerebrales de TC y Curc
no solamente se correlacionaban bien con la eficacia, sino que también ambos compuestos redujeron la sintasa
inducible del 6xido nitrico (iINOS) estimulada por LPS, nitrotirosina, 8-iso-prostaglandina(PG)F{super2}{alfa} y
carbonilos. La Curc parecia mas efectiva, dado que los niveles de Curc se asociaron a una mayor inhibicién respecto
de los niveles comparables de TC.

A pesar de que la TC y la Curc fueron igualmente potentes reduciendo la interleuquina-1 {beta} (IL-1{beta}] causada
por la inflamacion tanto aguda como croénica (Tg2576), la Curc fue mas efectiva reduciendo la carga de la placa
amiloide, el AR insoluble y los carbonilos. Sorprendentemente, la TC redujo de forma mas efectiva el A {beta} soluble
y la forma activa de la quinasa N-terminal de cJun (pJNK). El plasma de los ratones alimentados con Curc mostré un
25% de TC libre. Respecto de cada una de ellas individualmente, la unién de TC y Curc redujo de forma mas
efectiva la toxicidad y la iINOS causada por oligémeros de A{beta}, asi como por la agregacion de oligdmeros de
A{beta}. En resumen, la excepcional bioabsorcion de TC y su estabilidad en plasma no implica una mejor
biodisponibilidad en el cerebro. La TC y la Curc afectan de forma diferente a la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer (AD), pero su sinergia ofrece una justificacion para su uso combinado.

INTRODUCCION

La neuroinflamacion es una caracteristica de muchas enfermedades neurodegenerativas y esta implicada en su
patogénesis. Los mecanismos inflamatorios que contribuyen a la patogénesis incluyen la secrecion de mediadores
inflamatorios, tales como la interleuquina-1B (1L-18) (1,2), 1L-1a (3), asi como la generacion de especies de oxigeno
reactivo (ROS) (4-7) y productos de la peroxidacion de lipidos (como 8-iso-PGF24) (8,9). EI ROS no solamente dafia
las proteinas y los lipidos en la AD, sino que también causa la activacion de la JNK (10), un evento de la
transduccion de la sefial implicado en la neurodegeneracion asociada a la AD (11, 12) y a modelos transgénicos
(13). La neuroinflamacion también puede estimular la iNOS, que cataliza la produccion de 6xido nitrico (NO), un
radical libre reactivo que se convierte en peroxinitrito (OONO un producto de la reaccién de NO" y Oy") y ofras
especies de 6xido nitrico reactivo (RNS) derivadas de NO (14). Los RNS estan implicados en numerosos trastornos
neuropatoldgicos, donde contribuyen a la neuroinflamacion y al dafio oxidativo (15, 16). El potencial papel patégeno
de los RNS en la enfermedad de Alzheimer esta respaldado por el incremento de la expresién de la sintasa inducible
del 6xido nitrico (iNOS) en las neuronas que contienen ovillos en los pacientes de AD (17) y en las microglias y
astrocitos que rodean las placas de beta amiloide. Se produce un incremento de RNS en las neuronas del cerebro
con AD (16, 18) y también en las glias estimuladas por B-amiloide (19).

Los compuestos que se dirigen a los mediadores neuroinflamatorios, como ROS, RNS, JNK vy citoquinas
inflamatorias implicadas en la patogénesis, son sélidos candidatos para la intervencion terapéutica. Uno de estos
compuestos es la Curc, el pigmento de color amarillo del turmérico, un producto muy utilizado. El turmérico se
encuentra en la lista de GRAS (sustancias reconocidas como generalmente seguras) de la FDA y la Curc es
antagonista de numerosos pasos de las cascadas inflamatorias relevantes de la enfermedad, incluyendo la
transcripcion de AP-1, la activacion de NF-kB, iNOS y JNK (20-25), y atenta la neuroinflamacion y la patologia de la
placa en los modelos de AD (26-28). Nuestro estudio previo demostré que la administraciéon crénica de una dosis
oral baja de Curc (160 ppm con la comida o 800 ug/dia) fue capaz de reducir la citoquina inflamatoria 1L-18, los
grupos carbonilo como indices de proteinas oxidadas, el AB soluble e insoluble, y las placas en el raton APPsw
Tg2576 (26). Recientemente, Backsai et al. han descubierto, utilizando la microscopia de doble foton in vivo para
seguir placas individuales en ratones transgénicos APP/PS1 tratados con Curc, que la Curc se unia a depdsitos
preexistentes y reducia el tamafio medio de la placa en un 30%, tras 8 dias de tratamiento (29).

Debido a las acciones farmacoldgicas propuestas respecto de la Curc, entre las que se incluyen diversas actividades
anticancerigenas, antioxidantes y antiinflamatorias (30-33), se estan realizando ensayos clinicos para investigar su
eficacia para la prevencion del cancer y de la AD. A diferencia del a-tocopherol (vitamina E), que es un neutralizador
limitado de la oxidacién asociada al NO (34), la Curc ejerce una potente actividad antioxidante para la generacion de
radicales asociada al NO (35). A diferencia de los NSAID, cuyos efectos secundarios adversos incluyen la ulceracion
y la hemorragia gastrointestinal, asi como la toxicidad hepatica o renal (26, 38), la Curc parece ser relativamente
segura, incluso en los ensayos clinicos sobre la prevencion de las Ulceras.

La Curc es un compuesto bifendlico con grupos hidroxilo en la posicién orto de los anillos aromaticos. Esta separado
por un puente de B-dicetona, que contiene dos enlaces dobles (dienona). La fraccién de dienona contribuye a su
inestabilidad en solucién acuosa (39, 40), mientras que la reduccion de los enlaces dobles in vivo resulta en el
metabolito TC, que es resistente a la hidrolisis (39,40). Se cree que la reduccién a TC se produce primero en un
compartimento citosolico (intestinal o hepatico) (41).
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Poco se sabe sobre los efectos diferenciales de la Curc respecto de la TC. Al igual que en el caso de la Curc, se ha
documentado que la TC ejerce actividades antioxidantes y antiinflamatorias similares in vitro (42,43) e in vivo (rifidn)
(44), lo que sugiere que la TC puede contribuir a los beneficios de la Curc. La TC se puede administrar oralmente y
es mas facilmente absorbible, biodisponible y mas estable que la Curc (42, 44). No obstante, la TC carece de la
fraccion de dienona, que se puede someter a la adicion de Michael y puede resultar fundamental para algunos de los
efectos de la Curc (45, 46). No esta claro si la TC derivada del metabolismo de la Curc puede ejercer algun efecto,
dado que los glucurénidos de TC, pero no la TC libre, se observan en plasma tras la administracion oral de Curc (44,
47, 48). Esto sugiere que la mayoria de la TC en plasma puede existir en forma de glucurénido que sera
rapidamente filtrado por los rifiones.

También existe controversia por lo que respecta a la bioabsorcién de la Curc. Un estudio reciente encontré unos
niveles aparentemente insignificantes (en nM) de Curc en plasma humano, incluso tras la administracion oral de una
dosis elevada (10 gramos) (49). Sin embargo, existen numerosos informes de efectos funcionales tras la
administracion oral de Curc. Los estudios farmacocinéticos de la Curc demuestran una avida glucuronidacion y
sulfatacion intestinal, generando incertidumbre con respecto a si la Curc o sus metabolitos son responsables de sus
acciones beneficiosas mas alla del intestino (23, 33, 47, 50-52). Se ha postulado que determinadas condiciones,
tales como el ayuno, la via de administracion, el uso de vehiculos o el tratamiento conjunto con extracto de pimienta
(piperazina) puede mejorar la biodisponibilidad y eficacia, aunque no existe un consenso con respecto a la
posologia, la frecuencia y la via de administracion, o la administracion junto con alimentos.

Para comenzar a aclarar la interaccion entre biodisponibilidad y bioeficacia, investigamos primero los niveles de Curc
y TC en plasma y en el cerebro tras utilizar diferentes vias de administracion (por sonda en ayunas o sin ayuno, i.p.
e i.m.), asi como su impacto sobre las respuestas neuroinflamatorias a un estimulo inflamatorio agudo (LPS).
Posteriormente, investigamos el impacto relativo de la administracion crénica de Curc o TC con la comida sobre el
AB y los parametros inflamatorios del modelo de AD en el ratén transgénico APPsw de edad avanzada, asi como la
presencia de TC libre en forma de producto de la biotransformacién de la Curc no glucuronidada en el plasma de los
ratones alimentados con Curc.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Animales y tratamientos — EIl uso de animales fue aprobado por la Greater Los Angeles Veterans Administration
Institutional Animal Care and Use Committee. En el paradigma de administraciéon aguda, los ratones C57/B16/J
machos y hembras (3-4 meses de edad, n=4) recibieron Curc, TC o vehiculo por sonda (gav), i.p. o i.m., después de
ayunar durante dos dias consecutivos, tal como se muestra en la Fig. 1A. Una hora después de la dosis del segundo
dia, se administré LPS a los ratones (0,5 pg/g de peso corporal) por via i.p. y fueron sacrificados 3 horas mas tarde.
Cada una de las dosis gav e i.p. contenia 148 pg (0,4 umoles) de Curc (Cayman Chemicals, Michigan, Ml) o TC
(Sabinsa Corp. Piscataway, NJ) y la dosis i.m. fue de 74 pug (0,2 ymoles). La solucion madre se produjo disolviendo
Curc o TC en una solucién de 0,5 N de hidréxido de sodio (NaOH), que fue rapidamente diluida 1:100 y neutralizada
en la solucién tampén de fosfatos (pH 7.4) anteriormente descrita (23).

El paradigma de administracion oral cronica de TC o Curc (500 mg/kg con la comida o aproximadamente 1,25 mg/kg
de peso corporal) se evaluo utilizando ratones APPsw Tg2576 machos y hembras (Fig. 7B). Los ratones fueron
alimentados con estas dietas durante 4 meses con TC (n = 5-7) o Curc (n = 5-11) durante el periodo de deposicion
de placa acelerada (12-16 meses de edad). Para el sacrificio, los ratones fueron anestesiados primero con
fenobarbital (40 mg/kg de peso corporal, i.p.) para recoger una muestra de sangre. La sangre se extrajo de la aorta
abdominal en tubos que contenian EDTA y se centrifugd a 1.600 x g durante 20 minutos a 4°C. El plasma recogido
se repartio en partes alicuotas y se sometié a congelacion instantanea, utilizando nitrégeno liquido. Posteriormente
los ratones recibieron una perfusién de PBS (pH 7.4) que contenia inhibidores de la proteasa (20 yg/mL de
pepstatina A, aprotinina, fosforamidona, y leupeptina, 0,5 mM de PMSF, y 1 mM de EGTA). Los cerebros se
extrajeron, se diseccionaron y posteriormente se sometieron a congelacion instantanea utilizando nitrégeno liquido y
se almacenaron a -80°C para su posterior analisis.

Estudios in vitro. Tratamiento de las neuronas con oligbmero de AB — El oligémero de AB42 (100 nM) se prepard
como se ha descrito anteriormente (27). En resumen, el péptido AB (1-42) sintético sometido a doble liofilizacion fue
monomerizado mediante solubilizacion en (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol) (HFIP). La formacién de fibrillas se
minimiz6 durante la posterior evaporacion de HFIP, afiadiendo agua esterilizada (para conseguir la soluciéon madre
de 315 pg/ml). Las fibrillas se formaron en la solucion mediante agitacion continua (600 rpm) durante 48 horas a
temperatura ambiente (25 °C). Se arfiadio 1 mM de solucion tampén NaHCOs3 (pH 10-11) para optimizar la estabilidad
del oligbmero de AR de elevado peso molecular (HMW). Los oligdmeros se afiadieron a las células durante 48 horas
a 37 °C con Curc (2,5 pM), TC (2,5 pyM), Curc+TC (1,25 uyM de cada), o el vehiculo. Después de 48 horas, se
realizaron ensayos de LDH sobre medios de cultivo, utilizando un ensayo de citotoxicidad no radioactiva CytoTox 96
(Promega, Madison, WI), y se midi6 la absorcién a 490 nm. Cada punto de recogida de datos se determind por
triplicado y el valor de S.D. no superé el 5%.

Para evaluar el impacto de la Curc y/o TC sobre la toxicidad del oligédmero de AR, los oligémeros de AB se afiadieron
a células de neuroblastoma humano SH-SY5Y cultivadas y mantenidas como se ha descrito anteriormente (53). Las
células se colocaron en placas de 96 pocillos, a 10.000 células/pocillo, y se diferenciaron en medio de cultivo Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) con bajo contenido en suero, con suplemento N2y 10 uM de acido trans-retinoico
durante 7 dias. El medio fue retirado y sustituido por un medio de mantenimiento limpio que contenia BSA al 0,1%.
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Estudios in vitro. Tratamiento de microglias con LPS - Dado que los LPS pueden inducir la iNOS en el CNS en las
microglias (54), y recientemente se ha documentado que inducen la iNOS en las neuronas, posteriormente
investigamos el efecto de la TC y/o la Curc sobre la iNOS in vitro. Se prepararon cultivos de neuronas corticales de
fetos de rata Spague Dawley de 18 dias de gestacion (E18), siguiendo el método descrito en Brinton et al. (56),
obteniendo aproximadamente un 97% de neuronas y 3% de glias. En resumen, las células se cultivaron primero en
medio B27 (que contenia arabinénido citosina para minimizar la proliferacion de células gliales), se suplementaron
con 25 puM de glutamato, 0,5 uM de glutamina, 5 U/ml de penicilina y 5 mg/ml de estreptomicina, y un 10% de suero
bovino fetal (FBS). Tres horas antes del tratamiento, las neuronas se incubaron en medio neurobasal (BNBM), pero
sin B27 y glutamato. Posteriormente, las células fueron preincubadas con 2,5 yM de Curc, TC, Curc+TC, o vehiculo
durante una hora, antes de anadir el LPS (1 pg/ml o 100 nM). Las células se recogieron 24 horas mas tarde. En
resumen, las células se lavaron con PBS fria, se rasparon sobre 1 ml de PBS vy, a continuacion, se centrifugaron a
5.000 rpm durante 5 min. Los granulos de células se sometieron a ultrasonidos en solucién tampén de lisis (SDS,
desoxicolato, triton X100, NaCl, NaH2PO4, a 0,5%, 0,5%, 1%, 150 mM, 10 mM, respectivamente) con una mezcla
inhibidora de fosfatasa y proteasa (fenvalerato, cantaridina, vanadato de sodio, pirofosfato de sodio, fluoruro de
sodio, fosforamidon, EGTA, EDTA, leupeptina, aprotinina, pepstatina A,

fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), hidrocloruro de 4-(2-aminoetil) benzenosulfonil fluoruro, a 0,05, 0,05, 1, 1, 50, 0,02,
1, 0,1, 0,02, 0,0015, 0,0145, 0,250, 0,5 mM, respectivamente). Tras la incubacion a 4°C durante 30 min, las
muestras fueron centrifugadas de nuevo (12.000 rpm durante 10 min), y los supernatantes se recogieron y se
utilizaron para determinar la concentracion de proteina (kit de ensayo de proteinas Bio-Rad DC, Hercules, CA) y los
niveles de INOS mediante inmunoensayo Western blot.

Dado que las microglias son la principal fuente de iINOS en el cerebro, también evaluamos el impacto de la Curcy la
TC sobre la iINOS en una linea de células microgliales BV-2 (cortesia del Prof. Jean deVellis, UCLA) (57). Las
células BV-2 se cultivaron en medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EE.UU.), suplementado con un 10% de FBS inactivado por calor (Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) a
37°C en un 5% de CO2 en una incubadora de células humidificada. Un dia antes del tratamiento, se retird el suero y
las células se incubaron en un 0,1% de BSA y DMEM. Posteriormente, las células fueron pretratadas con Curc, TC,
Curc + TC, o vehiculo, una hora antes del LPS, y las células se recogieron 24 horas mas tarde, tal y como se ha
descrito anteriormente para los cultivos de neuronas corticales.

Preparacion de muestras de tejido y plasma para la HPLC — Las muestras de plasma y cerebro de ratéon se
extrajeron en una solucién al 95% de acetato etilico/5% de metanol y se analizaron mediante HLPC para determinar
la presencia de Curc (58) y TC (59), utilizando 178 estradiol como estandar interno, tal y como se ha descrito
anteriormente, salvo por la modificacion siguiente. Para la preparacion de la muestra de tejido cerebral, el conjunto
del tejido cerebral se homogeneizé primero en 10 vol de 1 M de acetato de amonio (pH 4.6). La eficiencia de
extraccion de la Curc y la TC fue del 88-97% y del 82-90% en plasma vy tejido cerebral, respectivamente. Este
método de HPLC ofrecié un limite de deteccion de 10 ng/ml.

PCR cuantitativa (QPCR) — Los niveles cerebrales de mRNA de iNOS se midieron mediante transcripcion inversa
seguida de PCR cuantitativa (QPCR). En resumen, el RNA total fue aislado del cerebro utilizando el kit RNAqueous
(Ambion), conforme a las instrucciones del fabricante, y tratado con DNasa. A continuacion, el RNA (1 ug) se
sometid a transcripcion inversa con cebadores dT, utilizando el kit Retroscript, y se dividié en partes alicuotas para
usos individuales. El andlisis de los niveles de mMRNA se realiz6 utilizando una QPCR con SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) en un termociclador SDS7700 (Applied Biosystems), seguida de un analisis de la curva de
disociacion, que verificod la amplificacidon de una Unica especie de la PCR. Los parametros del termociclador fueron
los estandares para los instrumentos SDS7700 (Applied Biosystems): 95°C durante 10 min. y 40 ciclos de 95°C
durante 15 seg. y 60°C durante 1 min. Cada una de las muestras fue testada por triplicado. Se trazé una curva
estandar para realizar comparaciones relativas de los valores de la muestra. Los cebadores de la PCR para la iNOS
fueron TGAGACAGGAAAGTCGGAAG (directo) y TCCCATGTTGCGTTGGAA (inverso) y se normalizaron a los
niveles de mMRNA de GADPH (un control de un gen de mantenimiento interno) para cada muestra de cDNA,
utilizando los cebadores de los reactivos TagMan Rodent GADPH Control Reagents (Applied Biosystems).

Ensayos ELISA para 8-iso-PGF.a (F2-isoprostanos), AB e interleuquina1 (1L-18) — Para los ELISA de AR e IL-1j,
una parte alicuota de tejido cerebral congelado (pulverizado sobre hielo seco con un mortero y una mano) se
homogeneizé en 10 vol de TBS que contenia la mezcla inhibidora de proteasa (menos los detergentes). Las
muestras se sometieron a ultrasonidos brevemente y se centrifugaron a 100.000 x g durante 20 min a 4°C. El
supernatante de la TBS soluble se utiliz6 como "fraccion de TBS" para el ELISA y se empled para medir la
interleuquina 1B y el AB soluble. El granulo se disolvié en guanidina y se emple6 para medir el AB insoluble, como se
ha descrito anteriormente (60). Para el ELISA de F2-isoprostano se utilizé otra parte alicuota de tejido pulverizado y
se extrajo la totalidad de los lipidos utilizando una modificacién del método de Hara y Radin (8). A continuacion, se
midieron las muestras utilizando el kit de inmunoensayo 8EPI-F2 Immunoassay Kit (EA84; Oxford Biomedical
Research, Oxford, MI), como se ha descrito anteriormente (28).

Inmunoensayo Western blot para detectar iNOS, p-JNK, nitrotirosina y carbonilos en tejido cerebral — Para detectar
iNOS, nitrotirosina y p-JNK, se utilizé la fraccién de TBS. Las muestras (20 pug) se sometieron a electroblot en un gel
de Tris-glicina al 10% y posteriormente el gel fue transferido a una membrana de PVDF y bloqueado durante 1 hora
a temperatura ambiente en leche al 5% con Tween20 al 0,05% en PBS. La membrana fue incubada con anticuerpos
monoclonales de ratéon primarios a una dilucion de 1:1.000 a 4°C durante una noche: anticuerpo anti-INOS
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(Transduction laboratories, BD Biosciences, Bedford, MA), anti-nitrotirosina (Cayman Chemical, Michigan, Ml) o anti-
pJNK (Cell signaling; Beverly, MA). El anticuerpo secundario fue anti-ratén conjugado con peroxidasa de rabano
(1:30.000), incubado durante 1 hora a temperatura ambiente y desarrollado con ECL.

Para las mediciones de carbonilos, utilizamos el kit "Oxyblot" (Intergen, Purchase, NY), tal como se ha descrito
anteriormente (26). El granulo insoluble en TBS se sometié a ultrasonidos en soluciéon tampén de lisis (véase arriba)
con mezclas inhibidoras de la proteasa y, posteriormente, se centrifugé a 100.000 x g durante 20 min., a 4°C. El
supernatante resultante se recogié en forma de "fraccion de lisis". Se hicieron reaccionar 10 yg de proteina de esta
fraccion con 1 x dinitrofenilhidrazina (DNPH) durante 15-30 min. y se neutralizaron con una solucién que contenia
glicerol y B-mercaptoetanol. Estas muestras se sometieron a electroféresis en un gel al 10% de Tris-glicina, se
transfirieron y bloquearon. El blot fue incubado durante una noche con un anticuerpo de raton anti-DNPH (1:150) a
4°C vy, posteriormente, se incubd con anticuerpo de cabra anti-ratén (1:300) durante una hora a temperatura
ambiente. Las bandas se visualizaron utilizando técnicas quimioluminiscentes con exposiciones no saturadas y se
cuantificaron. Las bandas resultantes fueron escaneadas y cuantificadas utilizando un densiometro y el software
Molecular Analyst software (Model GS-700, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Inmunotincién y analisis de imagenes — Las criosecciones hemicerebrales de 8 uM de ratones Tg2576 sometidos a
una dieta de Curc y TC fueron analizadas inmunohistoquimicamente para detectar AR (anticuerpo policlonal de
conejo; 1:500 anti-AB1-13, DAE) o GFAP (1:10000, anticuerpo monoclonal, Sigma, St Louis, MO), tal y como se ha
descrito anteriormente (60). En resumen, la recuperacion de antigeno se realizé vaporizando secciones en una
solucion de desenmascaramiento (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Después de inhibir la fluorescencia con
peroxido de hidréogeno al 0,6% y bloquear con suero normal, las secciones fueron incubadas con anticuerpos
primarios durante una noche a 4°C. Tras incubar con el reactivo ABC que contenia peroxidasa (Vector Lab), las
secciones se desarrollaron con diaminobencidina con metal potenciador (DAB, Pierce, Rockfoid, IL).

Los analisis de las imagenes de DAE y GFAP se realizaron en dos secciones coronarias por cerebro. Todas las
imagenes se obtuvieron con un microscopio Nikon Eclipse E800 (Tokyo, Japén), con un sistema de video Sony
Triniton. Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software de dominio publico NIH Image para calcular el
numero de placas, la carga de placas y el porcentaje del area de GFAP tefiido en las capas de la corteza y el
hipocampo.

Desagregacion del oligomero de AB42 mediante inmunoensayo Dot-blot — Examinamos el impacto de la TC y la
Curc sobre la desagregacion de AB42 en un sistema libre de células, utilizando un Dot-blot con un anticuerpo de
oligébmero especifico, tal como se ha descrito anteriormente (27), salvo por el hecho de que los oligdmeros estaban
preformados. Los oligdmeros de AB42 recién preparados (11 uM, Dr. Charles C. Glabe, UC Irvine) fueron
coincubados con Curc (16 pM), TC (16 pyM), Curc+TC (Curc y TC juntas, 8 uM de cada), o vehiculo, durante 72
horas a 25°C y, posteriormente, a 500 ng por pocillo, se les aplicé una membrana de nitrocelulosa en un aparato de
Bio-Dot (Bio-Rad). La membrana fue bloqueada con leche desnatada al 10% en TBS-T a temperatura ambiente
durante una hora, se lavé con TBS-1 y se sondé con el anticuerpo A11 anti-AB (6E10) o anti-oligdmero (61)
(1:10.000) en un 3% de BSA-TBS-T durante una noche a 4 °C. Después de lavarla, se sondé con una solucion de
anticuerpo anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano (Pierce) durante 1 hora a temperatura ambiente. El blot
se desarroll6 con SuperSignal (Pierce) durante 2-5 min. Las manchas se escanearon y analizaron con un
densiometro del modelo GS-700 utilizando el software Molecular Analyst (Bio-Rad).

Andlisis estadistico — Los efectos comparativos del tratamiento con Curc y TC mediante HPLC se analizaron
mediante un analisis ANOVA de un factor, seguido de un test post-hoc de Bonfertoni/Dunn. La densiometria del
Western blot se analizé mediante un analisis ANOVA de un factor (Graph Pad InStat v.3.05, San Diego, CA). El
coeficiente de correlacion y la significancia del grado de relacion lineal entre parametros se determiné con un modelo
de regresion simple, utilizando StatView (SAS Institute Inc., Cary, NC). Todos los experimentos se realizaron por
triplicado o cuadruplicado.

RESULTADOS

Las mediciones anteriores de Curc o TC utilizando nuestros métodos de HPLC publicados revelaron una deteccion
de TC o Curc en muestras de tejido que contenian estas sustancias. Sin embargo, se desconocia si estos métodos
eran lo suficientemente sensibles como para detectar TC o Curc en animales tratados con estas sustancias antes de
ser sacrificados. Por tanto, proporcionamos Curc o TC utilizando tres vias de administracion y empleando un método
mostrado para mejorar su biodisponibilidad (23). Las estructuras de Curc y TC se muestran en la Fig. 2, Ay B, lo
que ilustra que los dobles enlaces de Curc que flanquean el puente de B-dicetona se pierden después de la
reduccion a TC. Los datos demostraron la deteccidon satisfactoria de estos compuestos en los ratones tratados.
Cromatogramas representativos de los ratones a los que se les habia inyectado Curc o TC por via i.m. revelaron la
presencia de sus respectivos valores maximos, tanto en plasma (Fig. 2, C yD) como en las fracciones del cerebro
(Fig. 2, E yF), mientras que en las muestras de control solamente estaba presente el valor maximo estandar interno
(Fig. 2, G yH).

Un analisis detallado, mostrado en la Tabla 1, reveld que tras la administracion aguda por sonda, la Curc y TC se
podian detectar en el cerebro, pero no en plasma. Incluso cuando se evitd la barrera gastrointestinal mediante
inyeccion i.p. o i.m., los niveles plasmaticos de TC fueron siempre superiores (>2 pM) a los de Curc (<0.3 yM). Aun
cuando los niveles plasmaticos de TC fueron notablemente superiores a los de Curc, los niveles cerebrales de TC
fueron los mismos que los de la Curc. De hecho, los niveles plasmaticos de Curc de los ratones tratados con Curc
fueron relativamente equivalentes a los respectivos niveles cerebrales (gradiente plasma/cerebro cercano a 1),
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mientras que los niveles plasmaticos de TC de los ratones tratados con TC fueron varias veces superiores a los
cerebrales (gradiente plasma/cerebro 4,4-11).

Dado que los niveles cerebrales de los curcuminoides eran varias veces inferiores a los empleados en numerosos
estudios publicados, investigamos si estos niveles eran suficientes como para ejercer efectos antiinflamatorios. Dado
que la iNOS es un indice de inflamacion que se incrementa en el cerebro del paciente de AD y se puede inhibir
mediante Curc a dosis relativamente bajas in vitro, indujimos la inflamacion inyectando LPS y, a continuacion,
analizamos los cerebros de ratones tratados con TC o Curc para detectar la presencia de la proteina de iNOS (Fig.
3, AyB) y del mRNA (Fig. 3, C). Los LPS causaron fuertes incrementos del mRNA y la proteina de iNOS. A pesar de
que la inyeccion i.m., que provoco los niveles cerebrales mas elevados del farmaco, tendia a ser ligeramente mas
efectiva atenuando las respuestas a estos LPS, todas las vias de administracion de Curc y TC causaron importantes
reducciones del mRNA y la proteina de iINOS. El analisis de regresion mostré una estrecha correlacion entre la
inhibicién del mMRNA de iNOS y el aumento de las concentraciones de los curcuminoides administrados, aunque
sugirié que unos niveles cerebrales inferiores de Curc eran mas efectivos que unos niveles equivalentes de TC a la
hora de reducir el mRNA de la iNOS (Fig. 3, D).

Dado que los LPS inducen la expresion en el CNS de IL- 18 (2, 7), una citoquina inflamatoria cuyos niveles se sabe
que son elevados en las enfermedades neuroinflamatorias, incluyendo la AD, también evaluamos el impacto relativo
de la Curc o la TC sobre la induccion de IL-1B. A pesar de que los LPS indujeron efectivamente unos notables
incrementos de los niveles cerebrales de IL-1 B en comparacion con el vehiculo, todas las vias de administracion
tanto de Curc como de TC inhibieron igualmente esta respuesta (Fig. 4,A). La correlacion de los niveles de TC o
Curc con IL-1 B confirmé que la TC y la Curc fueron igualmente efectivas reduciendo la IL-18 (Fig. 4, B).

Los LPS pueden inducir la peroxidacion lipidica en el cerebro, medida mediante F2-isoprostanos (62), que es
elevada en la AD (63, 64) y en modelos de AD (28, 65). Por tanto, investigamos el impacto de la Curc o TC sobre la
induccion de F2-isoprostanos. Los resultados mostraron que los LPS incrementaban los niveles de F2-isoprostanos.
A pesar de que la administracion oral aguda de Curc o TC no consiguié producir unos niveles cerebrales suficientes
como para modificar los isoprostanos, la administraciéon i.p. redujo ligeramente y la administracion i.m. redujo
significativamente los niveles de F2-isoprostanos inducidos por LPS. El analisis de regresion de los niveles de Curc
o TC con F2-isoprostanos muestra importantes correlaciones, aunque unos niveles inferiores de Curc parecian
causar una mayor inhibicién de F2-isoprostanos en comparacion con los niveles equivalentes de TC (Fig. 4, D).

La reaccion del superoxido con oxido nitrico, resultante en un aumento del peroxinitrito, se produce en
enfermedades neuroinflamatorias como la AD y la ALS (66, 67). Se puede estimar un indice indirecto del
peroxinitrito, midiendo las proteinas reactivas anti-nitrotirosina (NT), que se forman por la nitracion mediada por
peroxinitrito de residuos de tirosina de la proteina. Los resultados demostraron que los LPS inducian unas
destacadas bandas NT-reactivas de 75 kD y 90 kD, pero la administracion por sonda de cualquiera de los
compuestos no fue efectiva modificando la NT (Fig 5, A), de igual modo que la administracién por sonda no
consiguié suprimir la induccion de F2-isoprostano. Al contrario, la Curc fue efectiva suprimiendo la oxidacion de
proteina inducida por LPS, mediada por los carbonilos, con independencia de la via de administracion (Fig. 5, B), a
diferencia de la TC, que solamente fue efectiva reduciendo la induccion de carbonilo mediante inyeccion i.m. (Fig. 5,
C).

Dado que se ha documentado que el ayuno puede potenciar la absorcion o el aprovechamiento de la Curc (23, 68,
69), y dado que el tratamiento cronico es probablemente necesario para la intervencion terapéutica de las
enfermedades, evaluamos el impacto de los alimentos ad libitum sobre la absorcion y eficacia de la Curc y la TC.
Incrementamos la dosis administrada por sonda a 480 ug, que se encuentra mas cerca del consumo en la dieta
diaria de Curc utilizada para reducir la patogénesis de la AD en el ratén Tg2576 (26). En este experimento, el ratio
de Curc/TC en el cerebro fue de 2:3, lo que respalda la hipétesis, a diferencia de lo que ocurre en el plasma, de que
la biodisponibilidad de la Curc en el cerebro es mayor que la de la TC. En comparacion con los ratones en ayunas,
los ratones alimentados previamente ad libitum mostraron una importante reduccion de la absorciéon tanto de Curc
como de TC (administrada por sonda), medida por sus contenidos en el cerebro (Fig. 6, A). A pesar de que la Curc
no fue siquiera detectable en el cerebro cuando se administré con comida, la TC si fue detectable. La reduccién de
la absorcion Gl derivada de la ingesta de alimento se asocié a una disminucién (Curc) o inexistencia (TC) de eficacia
en la inhibicion de la iINOS cerebral inducida por LPS (Fig. 6, B). No obstante, la Curc fue significativamente eficaz
en el cerebro (p<0.05), lo que sugiere que la Curc puede ser efectiva a unos niveles cerebrales tan limitados como
81,3 nM (0,03 ug/10 mg de proteina).

Dado que la Curc no fue detectable con una administracion aguda por sonda con alimentos (sin ayuno),
posteriormente investigamos si se podria detectar tras la administracion cronica en la comida. Seleccionamos las
dosis anteriormente indicadas para reducir el dafio oxidativo, la neuroinflamacion y la patologia de las placas en el
raton APPsw Tg2576 (26). La Tabla 2 indica que, a diferencia de la administracion aguda por sonda, la
administracion oral cronica en la comida de Curc o TC resulté en unos niveles plasmaticos detectables de 0,095 uM
y 0,73 pM, respectivamente. Al igual que en el caso de la administracién aguda, la administracién crénica se tradujo
en unos niveles plasmaticos de TC varias veces superiores a los de la Curc.

A continuacién, evaluamos la eficacia relativa de la alimentacion con Curc y TC sobre la patologia de las placas en
el ratén Tg2576 APVsw. La inmunotincion para anti-AB revel6 que, en comparacion con los ratones alimentados con
el control, los ratones alimentados con Curc mostraban una sorprendente reduccion de las placas (Fig. 7, A-D),
similar a la anteriormente descrita (26). El hecho de si la dieta con TC mostraba una ligera reduccién del tamafio de
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las placas en comparacion con los ratones alimentados con la dieta de control estuvo menos claro (Fig. 7, Ey F). La
cuantificacion del tamario de la placa (Fig. 7, G) y de la carga de placas (Fig. 7, H) confirmé que la Curc, pero no
asi la TC, reducia la patologia asociada al AB. Posteriormente, analizamos la corteza diseccionada para detectar los
niveles de A y observamos que los animales alimentados con Curc, pero no asi los alimentados con TC, mostraban
una reduccion de AB en la fraccion insoluble (Fig. 7, /). El unico impacto significativo de la TC sobre las variables de
AP se produjo sobre el AB soluble, que se redujo en mayor medida que con la Curc (Fig. 7, J).

La GFAP fue analizada inmunohistoquimicamente para evaluar el impacto de la Curc y la TC sobre la gliosis elevada
en este modelo transgénico de AD (Fig. 8, A-H). La cuantificacion de la GFAP confirmé la inducciéon conocida de
GFAP en este modelo transgénico. Tanto la Curc como la TC atenuaron de forma significativa la gliosis asociada
con el transgen (Fig. 8). La IL-1 es un indice de neuroinflamacién, que se cree que contribuye a la patogénesis de
la AD y que mantiene un nivel elevado en este modelo. Al igual que en el caso de la gliosis, la IL-13 se redujo de
forma efectiva tanto con la Curc como con la TC, en comparacién con los ratones Tg+ que seguian la dieta de
control (Fig. 9, A). Sin embargo, a pesar de que los carbonilos que se sabe que son inducidos por este transgen
(26) se redujeron con la Curc como se ha descrito anteriormente, la TC demostrd Unicamente una tendencia poco
significativa de reduccion de los carbonilos (Fig. 9, B). Dado que se ha documentado que la quinasa N-terminal de
cJun (pJNK) activada por estrés (fosforilada) mantiene unos niveles elevados en homogeneizados corticales de este
modelo (13) y la JNK es un posible objetivo de la Curc, también examinamos los impactos relativos de la Curc y la
TC sobre la pJNK. El analisis del Western blot revel6 dos bandas a 46 y 56 kDa, que cuando se cuantificaron
demostraron que tanto la Curc como la TC redujeron de forma efectiva la pJNK, teniendo la TC un mayor efecto (Fig.
9, C y D). Dado que la TC tenia efectos mas potentes que la Curc tanto sobre los oligdmeros solubles como sobre
la pJNK, la posibilidad de una relacién directa fue evaluada mediante un analisis de regresién, que demostré que el
grado de reduccion del oligémero soluble era directamente proporcional al de reduccion de la pJNK (Fig 9, E).

Dado que los datos demostraron diferentes efectos de la Curc y la TC sobre la eficacia, y dado que parte de la Curc
se puede convertir en TC libre, planteamos la hipotesis de que podian funcionar sinérgicamente en el modelo
cronico. Por tanto, los niveles de Curc y TC se midieron en plasma tras la ingestion crénica de Curc en la comida. Se
pudieron detectar cantidades significativas de TC, con la Curc representando el 75% y la TC el 25% del contenido en
curcuminoides totales en plasma (Fig. 10, A). La posibilidad de que la combinacidon de ambas sustancias in vitro
pueda inhibir de forma mas efectiva la induccién de la iINOS por mediacion de LPS se testd en las neuronas (55) y
en una linea de células microgliales. Los resultados demostraron que la combinacion de la TC y la Curc tenia un
efecto mas potente sobre la supresion de la INOS que cualquiera de ellas por separado, tanto sobre las neuronas
primarias (Fig. 10, B) como sobre las microglias BV2 (no mostradas). También evaluamos si esta sinergia
observada era aplicable asimismo a la toxicidad del AR medida mediante LDH. Los resultados demostraron que, a
pesar de que tanto la Curc como la TC tenian una actividad protectora, su efectividad era mayor cuando se
administraban en forma combinada (Fig. 10, C). A pesar de que la TC tuvo un mayor impacto sobre el AB soluble, se
sabe que la Curc se une al amiloide y reduce su agregacion. Puesto que existe la hipdtesis de que la agregacion del
oligémero soluble es un importante efector en la AD (70), empleamos un ensayo libre de células (27) para investigar
el impacto relativo de la TC y/o la Curc sobre la desagregacion de oligémeros de AB de elevado peso molecular. Los
datos demostraron que tanto la TC como la Curc por separado eran capaces de desagregar los oligdmeros
preformados, pero que utilizadas conjuntamente incrementaban su potencia de desagregacion de los oligdmeros de
AB (Fig. 10, D).

DEBATE

La Curc es sorprendentemente eficaz en numerosos modelos animales in vitro e in vivo de neurodegeneracion y
cancer, aunque se desconocen los niveles en sangre necesarios para producir estos efectos. La escasa
biodisponibilidad tanto en animales como en seres humanos ha sido motivo de preocupacion, dado que los niveles
plasmaticos necesarios para muchos efectos in vitro no se consiguen con claridad (41). Esto ha generado interés en
los metabolitos activos para los que la Curc puede actuar como profarmaco, como la TC, que se cree que se
absorbe mejor y ofrece unos efectos similares. No obstante, con excepcion de unos pocos estudios in vivo (44, 71),
poco se sabe acerca de los efectos de la TC in vivo, y nada sobre sus efectos sobre el cerebro. Nuestras nuevas
conclusiones demuestran los niveles en sangre y en los tejidos diana necesarios para diversas actividades
protectoras. Confirmamos que la TC ofrece una mayor estabilidad y absorcion que la Curc, aunque demostramos
por primera vez una menor disponibilidad de TC en el cerebro. También ofrecemos evidencias que respaldan un
impacto diferencial de la TC respecto de la Curc sobre las cascadas neuroinflamatorias y la patogénesis de la AD, y
proporcionamos la base para la justificacion de su uso conjunto sinérgico, por ejemplo, en la terapia para la AD.

Efectos de la TC y la Curc sobre la absorciéon GI — A pesar de que la Curc no se podria detectar en el cerebro tras
la administracion aguda por sonda de una dosis de 147 ug o 480 ug, la TC se podria detectar con la dosis mas
elevada administrada por sonda, lo que confirma las sugerencias anteriores de que la TC podria tener una mejor
absorcion Gl (44). La absorcion Gl mejorada de la TC respecto de la Curc también fue sugerida por el modelo de
administracion cronica en la dieta (ad libitum), donde los niveles plasmaticos de TC en los ratones alimentados
con TC fueron casi 8 veces superiores que los niveles plasmaticos de Curc en los ratones alimentados con Curc. A
diferencia de lo ocurrido con la administracién aguda por sonda, la administracion repetida diariamente en la dieta de
Curc resulté en unos niveles plasmaticos detectables de Curc, lo que se puede deber a su capacidad para inhibir la
glucuronidacién. Un informe demostré que tras una alta dosis oral, se detectaron conjugados de Curc-glucuronida y
Curc-sulfato, pero la Curc libre se mantuvo por debajo de los limites de deteccion (50). Otros estudios demostraron
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unos resultados similares en ratas, con unos niveles de Curc libre inferiores a 5 nM (72), mientras que nuestros
datos revelaron unos niveles plasmaticos cercanos a 100 nM de Curc libre con la administracién crénica en la dieta.
Pan et. al. descubrieron que aproximadamente el 99% de la Curc y mas del 85% de la TC en el plasma se
encuentran conjugados con glucuronida con una administracion oral aguda (39). Sin embargo, la Curc puede inhibir
las LTDP-glucuronosiltransferasas (73). Nuestro éxito en la deteccion de Curc libre puede estar relacionado con el
hecho de que la administracién crénica inhibe la glucuronidacion o con la mejora de nuestros métodos de deteccion
(58).

Se ha sugerido con anterioridad que el ayuno era necesario para optimizar la absorcion de Curc tras una
administracion aguda, mientras que los alimentos podrian reducir la eficacia de la Curc, posiblemente debido a la
reduccion de su absorcion intestinal (23). Nuestros datos no solamente confirmaron que los alimentos atenuaban la
absorcion y la eficacia de la Curc administrada por sonda, sino que también demostraron una supresion incluso
superior de la eficacia de la TC. Por tanto, a fin de superar la reduccién de la absorcién, se empleé una dosis
superior (unos 2.000 pg por dia) con la administracion con la comida. El aumento de la velocidad de vaciado
estomacal, como la inducida por los alimentos sélidos, puede reducir la absorciéon de compuestos neutros, dado que
pueden ser absorbidos en cierta medida directamente del estdmago (74). Dado que los alimentos calientes y las
comidas con un elevado contenido en grasa pueden tener un efecto opuesto sobre los alimentos sélidos por lo que
respecta al vaciado del estémago, reduciendo su velocidad (74), es posible que en los seres humanos, a diferencia
de los ratones, la Curc se absorba mejor con comidas calientes con un elevado contenido en grasa, una controversia
que es necesario resolver. Por otra parte, otra explicacion de como los alimentos podrian reducir la absorcién de la
Curc o la TC (y su eficacia) en los ratones es mediante la estimulacion de la motilidad gastrica, que puede disminuir
la absorcion de algunos farmacos, al incrementar la velocidad de transito a través del intestino (74). En resumen,
ademas de confirmar que la TC es mucho mejor absorbida en el tracto Gl respecto de la Curc, nuestros datos
demuestran por primera vez que la TC y la Curc libre se pueden detectar en plasma tras la administracion oral
cronica (en la comida) y sugieren que, incluso cuando el ayuno no resulta posible, la administracién crénica en la
dieta puede mejorar la limitada absorcién oral de la Curc.

Estabilidad de la Curc y la TC en plasma frente al cerebro — Los elevados ratios de la TC respecto de la Curc en
plasma demuestran que la biodisponibilidad mejorada de la TC en plasma no se debi6é Unicamente a una mejora de
la absorcion Gl, dado que estos ratios se observaron en animales inyectados en los que los niveles de TC fueron
entre 4 (i.m.) y 7 (i.p.) veces superiores que los niveles de Curc, debido posiblemente a una mejor estabilidad de la
TC en plasma. Esto coincide con los datos in vitro que demuestran que la TC no se degrada en solucion PBS, con
independencia del pH, tras 8 horas de incubacién a 37°C (39), mientras que el 90% de la Curc se degrada antes de
4 horas (39, 40). La inestabilidad de la Curc como resultado de la hidrdlisis en soluciones tampén acuosas (39, 40) y
en plasma, con independencia de la via de administracién, no implica necesariamente inestabilidad en
compartimentos lipidicos como el cerebro, donde la hidrolisis puede ser limitada. Nuestros datos sugieren que la
Curc puede ser igual de estable o incluso mas que la TC en el cerebro, dado que los niveles de Curc fueron
equivalentes o en ocasiones superiores a los de la TC, a pesar de mantener unos niveles mas reducidos en plasma.
En resumen, la Curc no solamente tiene una absorcién limitada, sino que se prevé que sea sumamente inestable en
compartimentos acuosos como el plasma; sin embargo, puede ser mas estable si se administra en un
compartimento rico en lipidos, como el cerebro.

Absorcién reducida de TC en el cerebro en comparacién con la Curc — Los ratios de los niveles cerebrales respecto
de los plasmaticos alcanzaron una media de 1:7 en el caso de la TC y practicamente de 1:1 en el caso de la Curc.
Esto resulté sorprendente y puede reflejar diferencias en el transporte por la barrera sangre-cerebro, el aclaramiento
del cerebro o del plasma, resultantes de diferencias en la estructura quimica, la sulfatacion o glucuronidacion. Se ha
sefialado que la Curc total (incluyendo la sulfatada y glucuronidada) fue relativamente baja en el cerebro en
comparacion con el plasma, y se ha sugerido que el principal factor que limité la entrada de Curc en el cerebro fue
su glucuronidacién (75). Probablemente la entrada de la TC en el cerebro también se ve limitada por la
glucuronidacion. Nuestras mediciones de la TC y la Curc libre en el cerebro en comparacién con el plasma sugieren
que la Curc es mejor absorbida por el cerebro que la TC.

Efectos de la TC y la Curc sobre el IL-18 y/o la gliosis — La Curc y la TC parecieron ser inhibidores similarmente
potentes de la citoquina inflamatoria IL-18 y el marcador astrocitico GFAP. Tanto la Curc como la TC, por todas las
vias de administracion, atenuaron de forma efectiva la inducciéon aguda mediante LPS de la IL-1$ a concentraciones
muy limitadas en el cerebro (0,042-0,027 ug/10 mg proteina, aprox. 0,1 yM), incluso cuando los niveles en plasma
se mantenian por debajo del limite de deteccion.

La regresion de la inhibicién de la IL-1B y los niveles de Curc mostraron un solapamiento preciso respecto a los
niveles de IL-18 y TC, lo que demuestra que no se apreciaron diferencias claras en las potencias de estos
compuestos. De forma similar a lo sucedido en el modelo de la inflamacion aguda, en el modelo crénico del ratdon
transgénico Tg2576 APP de la inflamacion cerebral y la AD, tanto la TC como la Curc redujeron de forma
equivalente los niveles de IL-13, lo que demuestra que ambas inhiben fuertemente la inflamacion y que lo consiguen
a niveles reducidos. En multiples sistemas, incluyendo nuestro informe previo sobre el modelo de Tg2576 (26), la
Curc es un potente inhibidor de la induccién de la citoquina inflamatoria, incluyendo la IL-1(3, tal y como se ha
revisado en (76). Esta es la primera demostracion del efecto de la TC sobre la IL-1(3 en este modelo. A pesar de que
se dispone de menos datos acerca de la actividad antiinflamatoria de la TC, se cree que la actividad de la Curc esta
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mediada por la limitacion de la actividad de los factores de transcripcion AP-1 (45), NF-kB (46), o los coactivadores
de AP-1, la histona acetiltransferasa p300 (HAT, (77, 78)). La inhibicion de la Curc de AP-1 y NF-kB provoca la
inhibicion de la cicloxigenasa-2 (COX-2) en una linea de células microgliales (79). Lo que no esta tan claro es en qué
se diferencia la Curc de la TC en estas actividades. Un informe sugirié que en comparacion con la TC, la Curc era un
inhibidor mas potente de la COX-2 en las células intestinales (50), aunque otro considerd que su potencia era similar
en una linea de células macréfagas (80). En resumen, las concentraciones submicromolares de la TC y la Curc in
vivo inhiben de forma significativa la IL-13 en los modelos agudos y cronicos, sin que se produzca una diferencia
clara en la eficacia, lo que demuestra que los enlaces dobles C=C de la dienona de la Curc no son necesarios para
la inhibicién de la IL-1P in vivo.

Efectos de la TC y la Curc sobre la expresion de iNOS — De forma similar a la gran potencia demostrada porla TC y
la Curc sobre la IL-18 y la gliosis, ambas inhibieron notablemente el mMRNA y la proteina de iINOS a niveles
cerebrales muy reducidos (0,1 uM). Ambas inhibieron también de forma significativa la induccién de la iINOS en
microglias y neuronas. Dado que tanto la Curc como la TC demostraron tanta potencia in vivo y a unas
concentraciones tan limitadas, resulto dificil distinguir si existia alguna diferencia en términos de potencia. La primera
sugerencia de que la Curc era ligeramente mas efectiva que la TC en la inhibicion de la iINOS se derivd de la
correlacion entre los niveles de TC frente a Curc y el mRNA de la iNOS, que demuestran que por encima de una
inhibicion maxima del 20% se precisaban unos niveles cerebrales superiores de TC que de Curc para conseguir €l
mismo porcentaje de inhibicion de iINOS. Se observaron evidencias mas solidas, que respaldan un efecto mas
potente de la Curc sobre la inhibicién de la iINOS, en los animales sin ayuno en los que los niveles cerebrales de
Curc se encontraban por debajo del limite de deteccion, a pesar de que la administracion era efectiva reduciendo la
induccion de la proteina de la iINOS. Esta observacion fue coherente con un informe anterior que revelaba que la
Curc in vitro era mas potente que la TC inhibiendo la INOS en una linea de células macrofagas (43). Una posible
explicacion de esta inhibicion mas potente de la iNOS por parte de la Curc puede estar asociada a la mayor potencia
de la Curc inhibiendo la LOX (80). La IL-1B (inducida por LPS o por transgen) induce la fosfolipasa 2 que puede
desencadenar la activacion del sistema de la lipoxigenasa, que puede desencadenar entonces la expresion de iNOS
mediada por NF-KB (81). La actividad antiinflamatoria de la Curc también se podria conseguir a través del producto
de su descomposicion hidrolitica, el acido ferulico, pero el acido ferulico cargado alcanzaria una escasa penetracion
en el cerebro y no seria un producto de la TC mas estable.

La TC también carece de la funcionalidad de la cetona a, B-insaturada (dienona), necesaria para someterse a la
adicion de Michael (la adicion nucleofilica de carbaniones a compuestos de carbonilo a, B-insaturado). La fraccién de
dienona puede ser importante para algunas de las actividades antiinflamatorias de la Curc, asi como para su
capacidad de quelar metales. Sin embargo, nuestros datos demuestran que la dienona no es necesaria para la
inhibicién de la iNOS, porque no se encuentra presente en la TC. Se ha sugerido que dos de las principales
actividades antiinflamatorias de la Curc, la inhibicion de AP-1 o NF-kB, se encuentran presentes en analogos sin la
fraccion de dienona, lo que sugiere que el reactivo aceptor de Michael no es necesario para estas actividades (45,
46). Por tanto, no podemos excluir un efecto de la inhibicién de AP-1 o NF-kB en la mediacion de la inhibicion de la
iNOS por parte de la TC. Sin embargo, parece mas probable que la TC actde sobre la activacion de la JNK en
sentido ascendente de AP-1 como se debate a continuacion.

Efectos antioxidantes de la TC y la Curc — A pesar de que tanto la Curc como la TC redujeron efectivamente la
formacion de NT, la peroxidacion de lipidos y la oxidacion de proteinas, la Curc fue mas eficaz que la TC inhibiendo
los dafios oxidativos en el cerebro, especialmente los carbonilos. La Curc inhibié la oxidacion de proteinas a niveles
cerebrales muy limitados (0,042 pg/10 mg de proteina, unos114 nM), e inhibié tanto la peroxidacion de lipidos
(medida por F24soprostanos) como la oxidacion de NO (medida mediante NT) a unos niveles cerebrales iguales o
superiores a 200 nM. Por ejemplo, los niveles cerebrales de Curc tras la inyeccion i.p. de Curc fueron los mismos
que los niveles de TC tras la inyeccion i.p. de TC, pero solamente la Curc inhibié la NT, lo que sugiere que puede ser
el inhibidor mas potente de la oxidacién de NO. Esta actividad es coherente con las observaciones de que la Curc
redujo la formacion de peroxinitrito in vitro (82) e in vivo (inyectada) en un modelo de rata de isquemia cerebral (83).
La Curc en la comida también fue efectiva inhibiendo la peroxidacion de lipidos en un modelo de infusién de amiloide
(28) y los carbonilos tanto en un modelo de Tg2576 de AD (26) como en un modelo de traumatismo cerebral (84). El
presente informe es el primero que demuestra la eficacia de la TC sobre los dafios oxidativos del CNS.

Nuestros resultados que demuestran que la Curc es mas potente inhibiendo la peroxidacion de lipidos que la TC
resulta sorprendente, dado que la TC actia moderadamente mejor que la Curc in vitro en los fantasmas de
eritrocitos de membrana tratada con tertbutilhidroperoxido (42, 87) e in vivo, incluyendo las enzimas de
detoxificacion renal de fase Il nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH)-quinona reductasa y
glutaniona S-transferasa (GST, (44)). Los motivos de las discrepancias podrian ser que las limitadas investigaciones
que comparan estos dos compuestos no tienen en cuenta el papel del quelado de metales, del que carece la TC. El
quelado de metales puede resultar critico para la reduccién del dafio oxidativo o la patogénesis de las placas (85).
La pérdida del equilibrio de ceto-enol y la carga de carbaniones que se produce con la conversién de la Curc en TC
deberia reducir la capacidad de la TC para quelar metales. Los estudios de la estructura/funcién de las actividades
antioxidantes sugieren que los grupos fendlicos 4-hidroxi-3-metoxi, que son comunes a la TC y a la Curc, son
criticos para los efectos antioxidantes (86). Otra explicacion de las discrepancias con la bibliografia en las potencias
diferenciales documentadas de la Curc y la TC sobre la peroxidacion de lipidos es que los estudios anteriores
utilizaron dosis in vivo 170 veces superiores que en nuestro experimento (44), e in vitro los efectos diferenciales se
observaron Unicamente a dosis elevadas (150 yM), lo que no se puede conseguir mediante la administracion oral
(42). Los niveles cerebrales de TC fueron solo 1/7 de los niveles plasmaticos reduciendo su ventaja de
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administracion sistémica. En resumen, nuestros datos demostraron que a pesar de que tanto la Curc como la TC
podrian atenuar la induccién de F2-isoprostanos si los niveles cerebrales son cercanos a 0,2 uM o superiores, pero
la Curc parecio ser ligeramente mas potente.

Efectos de la TC y de la Curc sobre el AB en el ratén Tg2576 — La Curc fue mas efectiva que la TC atenuando la
patogénesis de las placas, tal y como sugiere la reduccion del tamafio de las placas, la carga de placas y la
reduccion de los niveles de AB en el compartimento insoluble en detergente. Esta fue una conclusion significativa,
que demuestra una diferencia clara e importante entre los dos compuestos. El efecto inhibidor de la Curc sobre la
formacion y la desagregacion de fibrillas y oligdmeros se habia demostrado previamente en una cohorte de animales
diferente (27) y los potentes efectos contra la formacién o desagregacion de fibrillas se habia observado con
anterioridad (88-90); sin embargo, esta es la primera vez que se ha documentado un efecto diferencial de la Curc
frente a la TC in vivo. Es interesante sefialar que se ha documentado in vitro que, a pesar de que la adicién o
eliminacion de los grupos metoxi de los anillos fendlicos no atenud la potencia de los curcuminoides para reducir la
formacion de fibrillas, la pérdida de los dobles enlaces de dienona resulté en una pérdida de inhibicién de las fibrillas
(88). En su conjunto, estos datos plantean la posibilidad de que el puente de dienona no solamente es critico para la
inhibicién de la agregacion de amiloide in vivo, sino que también es necesario para una reduccion maxima de las
placas de amiloide in vivo. La Curc es menos estable que la TC y, por tanto, se puede metabolizar mas rapidamente
en acido ferulico, lo que también afecta a la formacién de fibrillas; sin embargo, las concentraciones EC50 para la
desagregacion del AB fibrilar son unas 10 veces superiores para el acido ferulico que para la Curc (91), lo que
contradice la existencia de un papel sustancial del metabolito por lo que respecta a la mayor eficacia de la Curc
sobre las placas y el AB insoluble in vivo. No obstante, otros factores distintos de la uniéon del amiloide pueden
explicar los efectos mas potentes de la Curc por lo que respecta a la reduccion de las placas in vivo, como el
quelado de metales, que se sabe que reduce la formacion de placas (85). A pesar de que la TC no se une bien a los
metales (véase mas arriba), la Curc se une facilmente al Cu®* y Fe** (92). Las mediciones espectrofotométricas de la
union de la Curc a los metales demuestran una afinidad en un rango comparable a la del A por los metales, lo que
sugiere que la Curc podria competir por los metales o eliminar los metales del AR (92). En resumen, la Curc, aunque
no asi la TC, redujo el AB insoluble y la carga de placas, posiblemente debido a la capacidad de la Curc para unirse
directamente y desagregar las fibrillas, y/o por la capacidad del puente de dienona de quelar metales. Esto respalda
el uso de la Curc, en detrimento de la TC, para la reduccion terapéutica de la deposicion de placas de la AD.

Nuestros datos sobre los niveles de AR soluble confirmaron nuestro informe anterior sobre los efectos de la Curc en
la reduccién del AB soluble en el Tg2576, mostrando una disminucion similar del 50% (26). Nuestros niveles de AB
soluble (TBS) en los ratones Tg2576 de edad avanzada se encuentran muy por encima de los niveles basales de
produccion del monémero de AB en los Tg2576 e incluyen claramente agregados solubles (oligdmeros) como los
mostrados en los inmunoensayos Western blot. Se podria presumir que, si los compartimentos de A insoluble y
soluble estuviesen en equilibrio, los farmacos que reducen la agregacion de AR o que incrementan el aclaramiento
de AB reducirian de forma similar tanto las placas fibrilares de amiloide como los oligémeros solubles, como
observamos en el caso de la Curc. La conclusion sorprendente fue que la TC no tuvo ningun efecto estadisticamente
significativo sobre las placas o el AB insoluble, aunque redujo el AB soluble en un 75%, de forma mas efectiva que la
Curc. Una posibilidad es que, a pesar de tener una estructura muy similar y de una mayor afinidad de la Curc por las
fibrillas (88), la TC puede tener una mayor afinidad de unién por los oligémeros. Sin embargo, en el ensayo libre de
células, la Curc y la TC fueron igualmente potentes desagregando oligdmeros de elevado peso molecular. Una
segunda posibilidad es que la TC sirva de sumidero periférico para los oligomeros del CNS, de forma similar al
aclaramiento de AB del cerebro tras la administracion periférica de anticuerpos anti-AB (93, 94). A diferencia de la
Curc, donde el gradiente plasmal/cerebro era cercano a 1, en el caso de la TC, los ratios plasma/cerebro oscilaron
entre 4:4 (i.m.) y 11:1 (i.p.); por tanto, la TC puede ser capaz de secuestrar los oligdmeros de AB y favorecer su
salida del CNS. Una tercera posibilidad es que la inhibicion de la JNK por parte de la TC reduzca la produccion de
AB, dado que datos recientes han demostrado una reduccién de la produccién de AB con inhibidores de la JNK in
vitro (95) y con el raton JNK knockout cruzado con el raton APP Tg in vivo (96). En resumen, la reduccion del AR
soluble por parte de la Curc, y particularmente de la TC, tiene gran relevancia para la intervencion en la AD, dado
que las placas no se correlacionan bien con el deterioro cognitivo (97) y los oligémeros de elevado peso molecular
estan implicados en la pérdida sinaptica y la neurodegeneracion en la AD (61, 98-102).

Efectos de la TC y la Curc sobre la pJNK en el ratén Tg2576 — La Curc parece abordar las cascadas inflamatorias a
través de multiples mecanismos, mediante la inhibicion de: 1) NF-kB bloqueando la degradacién de 1kBa y la
importacion nuclear de NF-kB, 2) AP-1 bloqueando directamente su interaccién con su motivo de unién a DNA (103),
y 3) AP-1 inhibiendo los mediadores en sentido ascendente, tales como la activacion de la JNK, a dosis inferiores y
mas faciles de conseguir (aprox. 10 nM o menos) (20). La Curc inhibe la JNK a través de un mecanismo en sentido
ascendente no identificado, dado que la Curc no puede interactuar directamente con la JNK o los mediadores
directos en sentido ascendente SEK1, MEKK1 o HPK1 (104). Observamos que la TC fue sorprendentemente mejor
que la Curc (p<0,002) inhibiendo la JNK in vivo, en el modelo Tg2576. Este es el primer informe de que la TC puede
inhibir la JNK, que demuestra claramente que la adicién de Michael no es necesaria para la inhibicién de JNK in
vivo. A pesar de que el AB soluble, que experimento una reduccion notablemente mayor con la TC (no el AB fibrilar),
estaba muy estrechamente correlacionado con la JNK, no esta claro si las reducciones de la JNK asociadas al
curcuminoide contribuyeron a la reduccion de los oligémeros. Se plantea la hipétesis de que la activacion de la JNK,
una tau quinasa, media en la fase final de la neurodegeneracion (105), se regula al alza en la AD (11) y modelos
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transgénicos de la AD (12, 13) y puede mediar en la inhibicion del oligémero del AB de la LTP sin pérdida de
neuronas (106). La JNK se puede activar facilmente mediante las especies de oxigeno reactivas (ROS) que causan
el dafio oxidativo, al menos a través de 4 sistemas cistosodlicos diferentes, asi como por el sistema de la balsa
lipidica de la membrana (10). En resumen, la Curc no solamente puede inhibir la JNK in vitro (20), sino también in
vivo. Nuestros datos demuestran por primera vez que la TC también puede actuar como inhibidor de la JNK in vivo,
y con mas potencia que la Curc. Ambas estan estrechamente correlacionadas con las reducciones del AB soluble,
aunque todavia no esta claro si la TC actué directamente sobre el sistema de la JNK, como se demostré en el caso
de la Curc en otros muchos sistemas, o si actia a través de la reduccion del AB soluble, o ambas cosas.

Sinergias TC/Curc — La TC libre detectada en el plasma de los ratones alimentados con Curc fue aproximadamente
el 25% de los niveles de Curc libre. Se ha documentado que la Curc se reduce in vitro a TC libre. En el citosol del
tejido intestinal incubado con Curc (41), no existen informes previos de TC libre in vivo tras el tratamiento con Curc.
In vivo, los glucurdnidos de la TC o la TC total tras la B-glucuronidasa se han detectado en el plasma de los ratones
inyectados (i.p.) con Curc o en el suero (44) o el plasma (48) de los ratones alimentados con Curc. No obstante, los
curcuminoides-glucurénidos son eliminados muy rapidamente por el rifién y pueden no tener ninguna bioeficacia.
Una explicacion de nuestra capacidad de medir la TC libre mas relevante desde un punto de vista funcional en los
animales tratados con Curc puede ser el aumento de la sensibilidad de nuestro ensayo publicado (59). En resumen,
nuestra observacién de la TC libre en los ratones alimentados con Curc es la primera demostracion de la
bioconversion de Curc en TC libre, y sugiere su presencia en una concentracion lo suficientemente elevada como
para contribuir a la eficacia.

Las observaciones de que la Curc fue mejor reduciendo la patogénesis de las placas y los carbonilos, mientras que
la TC fue mejor reduciendo el A soluble y la pJNK, planteo la cuestion de si la Curc y la TC podrian contribuir a la
eficacia y si podrian realmente actuar de forma sinérgica en modelos cronicos. Demostramos un efecto sinérgico,
mejorado de la TC y la Curc cuando se administran conjuntamente respecto de la administracion de cada una de
ellas por separado (a la misma concentracion total de curcuminoide) en tres sistemas: 1) atenuacion de la INOS
inducida por LPS en neuronas primarias y una linea de células microgliagles; 2) bloqueo de la toxicidad del AR en un
modelo de neuroblastoma; y 3) desagregacion de oligémeros de elevado peso molecular preagregados.
Conclusiones — Nuestros datos demuestran que, a pesar de la absorcion gastrointestinal y/o estabilidad
notablemente superior de la TC, que obtuvo unos niveles plasmaticos entre 4,3 (i.m.) y 6,7 (i.p.) veces superiores
que unas dosis iguales de Curc, los niveles cerebrales obtenidos con la Curc fueron similares o incluso mayores que
los de la TC. Tanto la Curc como la TC, a niveles nanomolares, atenuaron la induccion aguda por LPS de la iNOS,
NT, carbonilos y peroxidacion lipidica. Esto se produjo a pesar de las evidencias que demuestran que, a diferencia
de la Curc, la TC no inhibe los posible objetivos antiinflamatorios a través de la adicién de Michael. De este modo, en
el modelo amiloide crénico de la AD, la TC y la Curc tuvieron efectos similares sobre la reduccion del IL-1B y la
GFAP. Resulta interesante sefialar que la TC y la Curc tuvieron efectos diferentes sobre el AB, dado que solamente
la Curc redujo la patogénesis de las placas y la TC tuvo un efecto mas potente sobre la reduccion de la activacion
del AB soluble y la JNK. Por ultimo, la TC y la Curc parecieron ejercer efectos diferenciados y sinérgicos sobre los
sistemas patogenos de la AD, lo que respalda la justificacion del uso conjunto de la TC y la Curc como estrategia de
intervencion en la AD.

*NOTAS AL PIE

AG028583 (SAF), AG021975 (SAF), AG016570 (Cummings. Project 1. GMC). Agradecemos el soporte original de la
sefiora K.K. Siegel con respecto a la curcumina, hace 10 afios, en un Centro Piloto de UCLA beneficiario de una
subvencion para la investigacion relacionada con el envejecimiento.

' Las abreviaturas empleadas son las siguientes: Curc, curcumina; TC, tetrahidrocurcumina; i.p., intraperitoneal, i.m.,
intramuscular, NFKB, factor nuclear kappa B, AB, péptido beta-amiloide; iNOS, sintasa inducible del 6xido nitrico;
LPS, lipopolisacarido; JNK, quinasa N-terminal de cJun; NT, nitrotirosina; GFAP, proteina glial fibrilar acida; IL-1
interleuquina-if; AD, enfermedad de Alzheimer; ROS, especies de oxigeno reactivas; RNS, especies de nitrégeno
reactivas; CNS, sistema nervioso central; COX, cyclooxigenasa; HAT, histona acetiliransferasa; NSAIDs, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Las vias de administracion aguda y crénica de la Curc y la TC en ratones se emplearon para investigar la
bioabsorcion y la bioeficacia. A, los ratones fueron tratados con Curc o TC por sonda (gav), inyeccion
intraperitoneal (i.p.), o inyeccion intramuscular (i.m.), empleando dosis de 0,4, 0,4, 0 0,2 ymoles (148, 148,
73.4 ug), respectivamente. B, Los ratones transgénicos Tg2576 APPsw de edad avanzada fueron
alimentados con dietas ad libitum con o sin Curc y TC durante cuatro meses a 500 ppm en la comida (500
mg/kg comida).

Fig. 2. Los cromatogramas de la HPLC demostraron una deteccion de Curc o TC en plasma y en el cerebro tras
la inyeccion i.m., pero no en los extractos de tejido de control. Las estructuras de la Curc (A) yla TC (B)
con circulos que destacan las diferencias estructurales entre ellas en el puente de dicetona. Las
longitudes de onda para la deteccion UV de la Curc y la TC fueron de 262 nM y 280 nM, respectivamente.
Los cromatogramas de la HPLC de plasma (C, D) y cerebro (E, F) se muestran para la Curc y la TC,
respectivamente. La Curc se detectd a un tiempo de retencion de 5,56 minutos y el estandar interno (ISD)
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a los 10,898 minutos (C E), mientras que la TC se detecto a los 10,6 minutos y el ISD a los 19,9 minutos
(D, F). Las muestras de control solamente mostraron el nivel maximo de ISD, sin niveles maximos de TC
ni Curc (G, H). Las flechas indican los tiempos de retencion maximos. Los cromatogramas mostrados son
representativos de los analisis realizados con plasma o tejido cerebral de tres o cuatro ratones. mAU
indica miliunidad de absorbancia.

La Curc y la TC suprimieron el mRNA vy la proteina de iNOS inducida por LPS. A los ratones se les
inyectaron los LPS o el vehiculo, fueron sacrificados 4 horas después de la administracion de la Curc (A)
olaTC (B), y el supernatante de los cerebros extraidos en TBS fue sometido a electroforesis en Western
blot y a inmunotincién con anti-iNOS y 3-actina. Se muestran las lineas representativas y su cuantificacion
densiométrica. C) Se extrajo RNA del cerebro y se midié para detectar mMRNA de iNOS mediante RT-PCR
cuantitativa. D) EI porcentaje de inhibicion de la iINOS se sometid a regresidon respecto de las
concentraciones de Curc y TC. Circulos cerrados, Curc; circulos abiertos, TC. Los valores mostrados son
la cantidad de mMRNA de iNOS en forma de la media + SD. * p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001 representan
una diferencia significativa en comparacién con controles positivos (tratamiento de LPS solo; n=4).

La inyeccion aguda de TC y Curc atentian de forma similar la induccion de IL-18 y F2-isoprostano,
aunque con sonda solamente se suprime la IL-13. (A) La cuantificacion de los niveles de IL-13 en
homogeneizados de cerebro de ratén se determind mediante ELISA de fase doble. Los ratones
pretratados con o sin Curc y TC muestran que la inyeccion de LPS (i.p.) incrementa los niveles de IL-3
mas de 6 veces, un efecto que se ve parcialmente suprimido (>50%) en la administracion aguda de Curc
o TC, con independencia de la via de administracion. (B) La correlacién de los niveles de Curc o de TC
con el porcentaje de inhibicion de la IL-1B fue estadisticamente significativa. (C) Los niveles de 8-iso-
PGF2a se midieron en extractos lipidicos de cerebro pulverizado congelado mediante ELISA para evaluar
la peroxidacion lipidica y se demostrd que se incrementaron en un 40% por la inyeccion de LPS. A pesar
de que la administracién aguda por sonda de TC o Curc no fue suficiente para afectar a la peroxidacion
lipidica del cerebro, la induccion de la peroxidacion lipidica se vio parcialmente suprimida por la inyeccion
i.p. y completamente suprimida por la inyeccion i.m. de cualquiera de los compuestos. (D) La correlacion
entre los niveles cerebrales de Curc o TC y los niveles cerebrales de F2-isoprostano fue significativa. No
obstante, la Curc produjo una mayor inhibicion de F2-isoprostano que la TC cuando los niveles
alcanzados subieron por encima de 0,075 yg/mg de proteina. Los valores mostrados son la media + SD. *
p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001 representan una diferencia significativa en comparacién con controles
positivos (tratamiento de LPS solo; n=4).

La administracion aguda de Curc o TC (por inyeccioén i.m.) suprime de forma similar la induccién por LPS

de nitrotirosina (NT) en el cerebro, pero la Curc administrada por sonda o i.p. es mas efectiva que la TC
en la supresion de carbonilos. (A) Las proteinas de NT de homogeneizados de cerebro de ratén se
midieron mediante inmunoensayo Western blot con anticuerpo anti-nitrotirosina. El panel superior muestra
un Western blot representativo de nitrotirosina y $-actina de control. La cuantificacién densiométrica de las
bandas y la normalizacion a B-actina mostraron una induccion mas de 7 veces superior de NT por
inyeccion de LPS respecto del vehiculo. A pesar de que la administracién aguda por sonda de Curco TC
no demostré ningun efecto sobre la induccion de NT, la inyeccién i.m. de cualquiera de los compuestos
suprimié la induccion de NT. La inyeccion intraperitoneal de Curc suprimié parcialmente la induccion de
NT, mientras que la inyeccion i.p. de TC no afecté a la induccion de NT. Los niveles de proteina oxidada
del cerebro se determinaron en el supernatante extraido de la lisis de los granulos insolubles en TBS,
utilizando un analisis Oxyblot con un anticuerpo anti-DNP. El impacto de la Curc (B) o la TC (C) sobre los
grupos carbonilo de las proteinas oxidadas se muestran mediante lineas representativas a la izquierda.
Los valores cuantificados a la derecha son la media + SD. * p<0,05 y ** P<0,01 representan una diferencia
significativa en comparacion con controles positivos (tratamiento de LPS solo; n=4).

Los niveles cerebrales y de eficacia de la Curc y la TC administradas por sonda se reducen si los ratones
no ayunan. Se administraron 480 pug de Curc o TC por sonda a los ratones en condiciones de ayuno
(FAS) o sin ayuno (nFAS) y posteriormente, transcurridas 4 horas, se extrajeron los cerebros y se
prepararon para el analisis de los niveles de Curc y TC mediante (A) HPLC y (B) proteina iINOS mediante
analisis de Western donde el panel superior mostré un Western blot representativo de la iNOS y la B-
actina (control enddgeno). Cuando los ratones disponian de comida, los niveles de Curc no fueron
detectables y los niveles de TC se redujeron en un 50% respecto de los niveles obtenidos en ayunas. La
Curc y la TC no fueron tan eficaces reduciendo la iINOS cuando los ratones disponian de comida. Los
valores mostrados son la media = SD. * p<0,05 y ** p<0,071 representan una diferencia significativa en
comparacion con el control (con, no tratados, n=4) Curc o TC por sonda n=4, cada tratamiento (ND, no
detectable).

La Curc administrada en la dieta parece mas efectiva que la TC reduciendo la patologia de las placas en
el raténTg2576 APPsw, aunque ambas reducen los niveles de AB soluble. Se administr6 Curc o TC a
ratones Tg2576 de edad avanzada durante 4 meses (12-16 meses de edad) con la comida (500 ppm)
durante la deposicion acelerada de la placa. Las micrografias representativas tefiidas con anticuerpos
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para AB (DAE, anti AB 1-13) demostraron que, a diferencia de los ratones Tg+ sometidos a la dieta de
control (A y B), los ratones con la dieta de Curc demostraron una notable reducciéon del nimero y
tamafio de las placas (C y D). Sin embargo, las secciones de los ratones con la dieta de TC (Ey F)
demostraron una distribucion de las placas similar a la de los ratones con la dieta de control. A pesar de
que la cuantificacion del analisis de la imagen confirmé que la dieta de Curc podria reducir el tamafio de
las placas (G) y la carga de placas (H), la dieta de TC parecié no tener ninguin efecto sobre la patologia de
las placas. El analisis bioquimico del AB insoluble en guanidina de los homogeneizados (l) corticales
mediante ELISA de fase doble de AR reveld unos resultados similares, lo que demuestra la eficacia de la
Curc y la ineficacia de la TC reduciendo los niveles de AR insolubles. Al contrario, tanto la Curc como la
TC suprimieron los niveles de AB soluble en los homogeneizados cerebrales, siendo la TC mas potente (/)
Barra de aumento=75 um. El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante ANOVA de dos factores
y los valores mostrados son la media + SD. * p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001 representan una diferencia
significativa de la dieta de control (dieta de reduccion de acidos grasos poliinsaturados n-3; n=5) y la dieta
estandar (n=5) en comparacién con el tratamiento de Curc (n=9) y TC (n=7) de los ratones Tg+,
respectivamente.

Las dietas de Curc o TC mejoraron la activacion glial dependiente de Tg2576. Las micrografias
demuestran que, a diferencia de los cerebros de los ratones Tg- (A y B), los cerebros de los ratones Tg+
(C yD) demostraron un incremento de la tincion para GFAP. A diferencia de los ratones Tg+ alimentados
con la dieta de control, los ratones Tg+ alimentados con Curc (E y F) o TC (G y H) en la comida
demostraron una GFAP reducida (activacion glial). La cuantificacion del porcentaje de tincion de GFAP
demostré una atenuacion significativa de la gliosis dependiente de transgen, tanto con la TC como con la
Curc. Los valores mostrados son la media + SD. **p<0,01 representa una diferencia significativa del
tratamiento de la Curc (n=9) o la TC (n=7) en los ratones en comparacion con la dieta de control (n=5).
Barra de aumento=75 um.

En los ratones APPsw Tg2576, tanto la dieta de Curc como la de TC redujeron la IL-1f y la fosforilacion
de la quinasa N-terminal de cJun (pJNK), mientras que la Curc, aunque no asi la TC, redujo los
carbonilos. (A) A diferencia de los ratones Tg+ con la dieta de control, los ratones alimentados con Curc
o TC demostraron una reduccion del 25% de los niveles de IL-1B medidos mediante un ensayo ELISA de
fase doble de la fraccion supernatante extraida del TBS del homogeneizado del cerebro. (B) A diferencia
de los ratones Tg+ con la dieta de control, la presencia de Curc en el cerebro redujo los carbonilos
medidos por Western blot con anticuerpo anti-DNP de los extractos de solucién tampdn con detergente de
los homogeneizados del cerebro. A pesar de que los ratones alimentados con TC mostraron una
tendencia a la reduccion, esta no fue estadisticamente significativa. (C) A diferencia de los ratones
alimentados con la dieta de control, los alimentados con TC o Curc demostraron una pJNK reducida: las
lineas representativas muestran las bandas de 46 y 56 KDa. La cuantificacion densitométrica demostrd
que en comparacion con los ratones Tg+ alimentados con la dieta de control, los ratones alimentados con
Curc y TC mostraron reducciones en la pJNK, registrando la TC una mayor reduccion. Los valores
mostrados son la media + SD. * p<0,05, ***p<0,01 y ***0,001 representan una diferencia significativa del
tratamiento de la Curc (n=9) o la TC (n=7) en los ratones Tg+ con la dieta de control (n=5).

Bioconversion de la Curc a TC in vivo y sus sinergias reduciendo la iNOS, la toxicidad de AR y la
agregacion de AB in vitro. (A) Se recogieron muestras de plasma de ratones alimentados durante 4 meses
ad libitum con Curc en la comida (500 ppm, n=5). Los cromatogramas del plasma en columnas de HPLC
de fase reversa Cig muestran maximos de Curc y TC utilizando longitudes de onda de 262 y 280 nm,
respectivamente. Las flechas muestran tiempos de retencion maximos de la auténtica Curcy TC a 5,7 y
10,9 min, respectivamente, y el estandar interno (ISD) a R= 11,8 y 21.1 min., respectivamente. (B)
Sinergia antiinflamatoria de la Curc y la TC sobre la iNOS. Los cultivos de neuronas corticales primarias
(B) y la linea de células microgliales BV-2 (no mostrada), fueron tratados con LPS (50 ug/ml), y los
niveles de proteina de iNOS inducidos se midieron en la fraccion soluble en detergente con o sin Curc
(2,5 uM), TC (2,5 pM), Curc+TC (1,25 uyM de cada), o vehiculo. El panel superior mostré las lineas
representativas del Western blot de la iINOS y B-actina (control enddgeno). La cuantificacion
densiométrica de la banda de iINOS mostré la induccién de INOS por LPS esperada, que fue atenuada por
la Curc (50%) y la TC (80%), pero completamente suprimida por la combinacion de Curc + TC (95%). (C)
El impacto de la exposicion previa con Curc y/o TC sobre el oligdmero AP42 (500 nM) -indujo la muerte
celular del neuroblastoma SH-SY5Y, tras 48 horas de exposicion, utilizando la LDH de los medios como
indice de toxicidad. El tratamiento del AR incrementé la liberaciéon de LDH (normalizada conforme al
porcentaje de LDH maximo), que se podria haber atenuado con Curc (en un 40%) o TC (en un 20%). Sin
embargo, la Curc junto con la TC suprimieron la toxicidad del AB (en un 70%), reduciendo notablemente la
supresion alcanzada por cualquiera de ellas individualmente. (D) El efecto de la Curc y/o TC sobre los
oligébmeros preagregados (11 uM) en un ensayo libre de células. La Curc, TC, Curc+TC (ratio molar de
1,45 a 1), o el vehiculo fueron coincubados y agitados durante 72 horas a temperatura ambiente con el
oligémero del AB, antes de cargar 500 ng de proteina en una membrana de nitrocelulosa en un aparato de
Dot blot. El impacto sobre la oligomerizacion se determind mediante un anticuerpo de oligébmero
especifico, A11, mientras que el AB total se midié en inmunoensayos separados, utilizando el anticuerpo
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del AB 6E10. Los paneles superiores muestran inmunoensayos Dot blot representativos y los graficos del
panel inferior el analisis cuantitativo de las densidades dpticas (OD) de los Dot blot. La TC fue mejor que
la Curc reduciendo la tincién del agregado del oligémero del AB y juntas obtuvieron el mayor efecto,
aparentemente desagregando el oligomero del AB. Los valores mostrados son las medias + SD; * p<0,5,
** p<0,01, y ***p<0,001 representan diferencias significativas en comparacion con el control positivo (n=4)
y los tratamientos (n=4).
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Tabla 1

La Curcy la TC se pueden detectar en el cerebro tras la administracion por sonda o inyeccion, y en plasma
solamente tras la administracion por inyeccion.

Estos datos mostraron los niveles cerebrales y plasmaticos de Curc o TC, 4 horas después de la administracion (por
sonda, i.p., 0 i.m.). Los datos se presentan como la media + SD. Las diferentes letras de los superindices significan
diferencia estadistica de medias entre si, entre columnas (tratamientos), dentro de las filas o entre filas (vias) dentro
de los tratamientos. p<0,05 SD; desviacion estandar; ND; no detectable.

Tratamiento Curc TC
Dosis Plasma Cerebro Plasma Cerebro
Hg (Hg/ml) (Mg/10 mg de (Hg/ml) (Mg/10 mg de
proteina) proteina)
Con 0,0 ND ND ND ND
Gav 147,0 ND 0,042 + 0,019° ND 0,027 + 0,002°
i.p. 147,0 0,127 + 0,035° 0,074 + 0,003° 0,847 +0,019° 0,076 + 0,003°
(0,345 uM) (2,302 uM)
i.m. 73,5 0,238 + 0,048" 0,116 + 0,009° 0,971 + 0,092° 0,223 + 0,023"
(0,647 uM) (2,639 uM)
Tabla2

Tras la administracion crénica de Curc o TC en la dieta, los respectivos niveles plasmaticos son facilmente
detectables, particularmente en el caso de la TC.

Los ratones APPsw fueron alimentados con Curc o TC en la comida a 500 ppm durante 4 meses, antes de analizar
la presencia de Curc o TC en plasma, respectivamente. Los datos se presentan como la media £ SD. Las diferentes
letras de los superindices significan diferencia estadistica de las medias entre si; p<0,001. SD; desviacion estandar,
ND; no detectable.

Tratamiento Dosis en mg/kg de comida Plasma (ug/ml)
(consumo diario mg/dia)
Con 0,0 (0) ND
Curc 500 (2,5) 0,035+ 0,014°
(0,095uM)
TC 500 (2,5) 0,270 % 0,003°
(0,734 uM)
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién de curcuminoide que ofrece una biodisponibilidad oral mejorada, que comprende:

un curcuminoide;
un antioxidante;
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, solubilizante en agua, que comprende:

(a) micelas lipidicas donde la composicién se proporciona en forma de microemulsiéon, nanoparticulas
lipidicas sdlidas o micelas lipidicas; o
(b) un aceite microencapsulado donde la composicion se proporciona como un aceite microencapsulado;

opcionalmente, un inhibidor de la glucuronidacion,
y donde la composicion es adecuada para la administracion oral.

2. Una composicion curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 1, donde el curcuminoide se selecciona
del grupo compuesto por curcumina, tetrahidrocurcumina, demetoxicurcumina, bidemetoxicurcumina, ésteres de
curcumina y combinaciones de los mismos.

3. Una composicion curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 1, donde el curcuminoide es un éster de
curcumina que comprende el producto de la esterificacion de la curcumina y un acido monocarboxilico.

4. Una composiciéon curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 3, donde el acido monocarboxilico
comprende un acido graso esencial.

5. Una composicion curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 4, donde el acido graso esencial
comprende un acido graso Omega-3.

6. Una composicion curcuminoide como la mencionada en la reivindicaciéon 5, donde el acido graso Omega-3 es
acido docosahexaenoico.

7. Una composicion curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 1, donde el vehiculo comprende micelas
lipidicas y estas micelas lipidicas estan formadas por uno o mas acidos grasos, fosfolipidos, acidos biliares, aceites
comestibles, mezclas de los mismos, y/o sales farmacéuticamente aceptables, hidratos o conjugados de los mismos.

8. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 7, donde el vehiculo comprende
fosfatidilcolina.

9. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 7, donde el vehiculo comprende un
aceite comestible seleccionado del grupo compuesto por aceite de oliva, aceite de colza, aceite de pescado y
combinaciones de los mismos.

10. Una composicion curcuminoide como la mencionada en la reivindicaciéon 1, donde el vehiculo comprende un
aceite microencapsulado y el aceite microencapsulado es un aceite comestible seleccionado del grupo compuesto
por aceite de oliva, aceite de colza, aceite de pescado y combinaciones de los mismos.

11. Una composicion curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 1, donde el antioxidante se selecciona
del grupo compuesto por acido ascorbico, acido ascoérbico soluble en grasa acilada, vitamina C, acido alfa-lipoico, N-
acetilcisteina, glutationa reducida, tetrahidrocurcumina y combinaciones de los mismos.

12. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 1, donde el antioxidante comprende
acido ascorbico.

13. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 1, donde el antioxidante es tanto
soluble en agua como soluble en lipidos.

14. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 1, donde el inhibidor de la
glucuronidaciéon se selecciona del grupo compuesto por tetrahidrocurcumina, piperina, probenecid, diclofenaco y
combinaciones de los mismos.
15. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 1, que comprende:

curcumina;

tetrahidrocurcumina;
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fosfatidilcolina;
acido docosahexaenoico; y
un antioxidante,

donde la composicion se proporciona en forma de una pluralidad de micelas lipidicas.
16. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 1, que comprende:

curcumina;

fosfatidilcolina;

acido docosahexaenoico; y
un antioxidante;

donde la composicion se proporciona en forma de micelas lipidicas.
17. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 1, que comprende:

curcumina;
acido docosahexaenoico;
un antioxidante;

donde la composicion se proporciona en forma de micelas lipidicas.

18. Una composiciéon curcuminoide como la mencionada en la reivindicacién 1, donde el curcuminoide comprende
un producto de la esterificacion de curcumina y acido docosahexaenoico.

19. Una composiciéon curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 1 que tiene la forma de nanoparticulas
lipidicas solidas que comprenden un lipido en fase interna, un tensioactivo y un cotensioactivo.

20. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 19, donde el lipido en fase interna se
selecciona del grupo compuesto por triacilgliceroles, como tricaprina, trilaurina, trimiristina, tripalmitina, tristearina;
acilgliceroles, como monoestearato de glicerol, behenato de glicerol, palmitoestearato de glicerol; acidos grasos,
como acido estearico, acido palmitico, acido decanoico, acido behénico; ceras, como palmitato de cetilo; complejos
ciclicos, como ciclodextrina, para-acil-calix-arenos; y combinaciones de los mismos.

21. Una composiciéon curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 20, donde el tesioactivo se selecciona
del grupo compuesto por fosfolipidos, como lecitina de soja, lecitina de huevo, fosfatidilcolina; copolimeros de 6xido
de propileno/éxido de etileno, como Poloxamero 188, Poloxamero 182, Poloxamero 407, Poloxamina 908;
copolimeros de 6xido de propileno/éxido de etileno de sorbitan, como Polisorbato 20, Polisorbato 60, Polisorbato 80;
polimeros de alcohol polieter alquilarilo, como tiloxapol.

22. Una composicién curcuminoide como la mencionada en la reivindicacion 21, donde el cotensioactivo se
selecciona del grupo compuesto por colato de sodio, glicocolato de sodio, taurocolato de sodio y taurodesoxicolato
de sodio.

23. Una composicion curcuminoide de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22 para su uso en el
tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa asociada con la edad, donde dicha composicién se administra
por via oral.

24. Una composicion como la mencionada en la reivindicacién 23, donde el curcuminoide se selecciona del grupo
compuesto por curcumina, tetrahidrocurcumina, demetoxicurcumina, bidemetoxicurcumina, ésteres de curcumina y
combinaciones de los mismos.

25. Una composicidon como la mencionada en la reivindicacion 23, donde la dosis terapéuticamente efectiva es
suficiente para conseguir una concentracion de curcuminoide en sangre de 0,1-2 micromolares.

26. Una composicion curcuminoide de conformidad con la reivindicacion 10, donde el vehiculo farmacéuticamente

aceptable solubilizante en agua comprende un aceite comestible encapsulado para su uso en la formacion de
micelas lipidicas in vivo, donde la composicion se administra a un sujeto durante el uso.
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