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La malaltia dAlzheimer (MA) es caracteritza per un dete-
riorament progressiu de la memoria, la cognicio i el compor
tament i en tot el mon afecta prop de 24 milions de perso-
nes. Un dels farmacs més prometedors per tractar aquesta

malaltia és I'epigalocatequina-3-galat (EGCG). Amb una ac-
tivitat antioxidant important, aquest farmac presenta molts
processos d'inestabilitat. Actualment, I’tis de la nanotecnolo-
gia és una de les estratégies més utilitzades pero cal millorar
ne l'eficacia. Lobjectiu d’aquest treball va ser desenvolupar
un nanosistema polimeric d’'EGCG per avaluarlo en ratolins
transgenics APP/PS1, model de la MA. Els resultats sugge-
reixen que aquestes particules tenen caracteristiques ade-
quades per millorar la biodisponibilitat i I'eficacia de I'EGCG
i que soén una forma farmaceutica propicia per al tractament
de la MA i altres malalties neurodegeneratives.

La MA és la forma més comuna de deméncia a tot el
mon' i es caracteritza per un deteriorament cognitiu i, en la
forma més avancada, per una incapacitat de desenvolupar

les funcions basiques que provoca la mort del malalt. Segons

Figura 1. Esquema del procediment de preparacié de les EGCG NP pel métode de la doble emulsio
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Figura 2. Morfologia de les EGCG NP per microscopia
electronica de transmissio. Barra d'escala 200 nm

Figura 3. Resultats del test del laberint
aquatic de Morris. *P<0.05; ****P<0.001
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el World Alzheimer Report 2016, I'any 2050 els casos diag-
nosticats dAlzheimer arribaran, a tot el mén, a 131 milions i
aguest augment anira acompanyat d'una gran carrega econo-
mica que actualment se situa al voltant d’un bilié de dolars?.
A hores d'ara, els Unics farmacs aprovats per tractar la
malaltia sén el donepezil, la galantamina, la rivastigmina i
la memantina, i cap no en deté la progressio. Aixo signifi-
ca que hi ha urgencia per trobar enfocaments terapéeutics
nous per combatre la malaltia®*. Una de les molécules que
més interés demostra és I'EGCG, el polifenol més abun-
dant de la planta del te verd Camellia sinensis®. Aquest
compost ha mostrat ser eficac en diverses malalties com
la sindrome de Down, el cancer o en una varietat de tras-
torns neuroldgics®. Tanmateix el farmac presenta molts
inconvenients farmacocinétics com una inestabilitat alta i
una mala absorcié intestinal, factors que comporten una
biodisponibilitat baixa i també influeixen en I'efectivitat’.
Per solucionar aquest problema, en les Ultimes décades
s'ha recorregut a la nanotecnologia com a estratégia terapeu-
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tica per orientar i alliberar farmacs®. Entre els diferents tipus
de nanovehicles, les nanoparticules polimeriques (NPs) s'han
aprofitat ampliament per la seva versatilitat farmaceutica.
Aquests nanosistemes mostren una gran capacitat de carre-
ga de farmacs d'un ventall de principis actius quimicament
diferents i la possibilitat d'adherir molécules a la superficie per
orientarse i, per aix0 representen una alternativa optima per
administrar farmacs®. En aguest treball ens vam plantejar la hi-
potesi que la carrega d'EGCG en NPs resoldria la inestabilitat
fisicoguimica i, per tant, milloraria I'eficacia. Lobjectiu ha es-
tat desenvolupar i caracteritzar les NPs d'EGCG (EGCG NPs)
i avaluarne I'efectivitat en un model de ratolins transgénics
APP/PS1 com a nova estratégia per tractar la MA.
Materials i métodes
Preparacié i caracteritzacié6 A’ EGCG NPs

El métode de preparacié seleccionat va ser el de la do-
ble emulsié™. Breument, I'EGCG es va dissoldre en la fase
aquosa interna (W,), el polimer PLGA-PEG en la fase oliosa
(O) i el tensioactiu Tween®80 en la fase aquosa externa (W,).
Aquestes fases van ser sotmeses a dos cicles consecutius
d'ultrasons que van portar a la formacié de la doble emulsié
(W,/OMV,). Finalment, aquesta formulacio va estar en agitacio
durant 24 hores per evaporar tot el dissolvent organic (figura
1). La mida mitjana, I'index de polidispersid i la carrega superfi-
cial de les NP les vam mesurar amb I'equip Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Malvern, UK) i la forma, mitjancant mi-
croscopia electronica de transmissié amb un equip Jeol 1010.
Avaluacio de I’efectivitat
terapéutica de les EGCG NPs

Els ratolins van ser tractats amb EGCG NPs i farmac
lliure en I'aigua de beguda a una dosi de 40 mg/kg i durant
tres mesos. Al cap de sis mesos, vam fer el test del labe-
rint aguatic de Morris per comprovar la memoaria espacial
d'aquests rosegadors™. Aquest test esta basat en el mesu-
rament del temps que triguen els ratolins a trobar una pla-
taforma submergida en una piscina després d'un periode
d'entrenament per orientarlos espacialment amb una serie
de senyals situats al voltant d'aquesta piscina.
Analisi de les plaques senils

Les plagues senils sén un dels principals marcadors
de la MA i estan formades per cumuls extracel-lulars del
peptid amiloide. La deteccié d'aquests cumuls es va fer
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mitjangant la tincié amb tioflavina de talls coronals de 20
um de gruix dels cervells de ratolins transgénics'™.
Resultats
Morfometria i morfologia de les EGCG NPs

Les NPs dissenyades van mostrar un mida mitjana
proxima als 130 nm, un index de polidispersié inferior a 0,1
(que indica una poblacié homogénia de particules) i una ca-
rrega superficial al voltant de -20 mV. L'analisi per microsco-
pia electronica de transmissié va mostrar una forma esferi-
ca amb una de superficial llisa de les EGCG NPs (figura 2).
Avaluaci6 de l’efectivitat
terapéutica de les EGCG NPs

Els resultats obtinguts en la prova del laberint aquatic
de Morris van mostrar que els ratolins transgénics tractats
amb EGCG NPs i amb farmac lliure havien millorat la me-
moria espacial, dada que evidenciava |'efectivitat intrinseca
del farmac. També vam veure que els ratolins tractats amb

NPs obtenien una puntuacié millor estadisticament signifi-

cativa en compararlos amb el grup de ratolins tractats amb
el farmac lliure (figura 3).
Analisi dels nivells de plaques f8-amiloide

Després de la tincié de les seccions cerebrals amb
tioflavina, els resultats van evidenciar una reduccié del
nombre i de |'area dels dipdsits de 3-amiloide dels grups
tractats amb relacié al grup control. Aquesta reduccié va
ser molt més pronunciada en els ratolins que havien rebut
tractament amb EGCG NP (figura 4).
Discussio i conclusions

En resum, aquest treball demostra la millora de I'eficacia
del EGCG quan es carrega en NPs polimeriques. Les EGCG
NPs redueixen la carrega de les plaques 3-amiloide i millo-
ren la memoria espacial. Aquests factor van contribuir a ob-
tenir una reduccié significativa del deteriorament cognitiu
en ratolins APP/PS1. A partir d'aquestes fets, la proposta
és EGCG NPs com a alternativa terapeutica nova, segura i
adequada per tracta la MA.

Figura 4. Diposits de plaques -amiloide dins de I'area de I'hipocamp (gir dentat). Talls coronals de 20 pm de gruix
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