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RESUMO
O estudo investigou os efeitos neuroprotetores de nanoparticulas contendo curcumina e alfa-humuleno
na neuroinflamagao induzida pela toxina Beta Amiloidel-42 (AB1-42), com o objetivo de avaliar a
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modulacdo de citocinas inflamatdrias em um modelo experimental de doenga de Alzheimer (DA). A
neuroinflamag¢dao ¢ um fator-chave na progressao da DA, e os compostos estudados mostraram
potencial para mitigar os efeitos prejudiciais desse processo. Foram utilizados 63 ratos Wistar,
divididos em seis grupos, tratados com curcumina, alfa-humuleno ou suas respectivas formulagdes
em nanoparticulas. As nanoparticulas foram desenvolvidas para otimizar a biodisponibilidade e a
eficacia terapéutica, visando atravessar a barreira hematoencefalica. As analises de citometria de fluxo
focaram nas citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1 e na anti-inflamatoria IL-4. Os resultados
demonstraram que o tratamento com nanoparticulas de curcumina e alfa-humuleno reduziu
significativamente os niveis de TNF-o e aumentou os de IL-4, sugerindo uma resposta
neuroinflamatéria mais favoravel. No entanto, ndo houve variagao estatisticamente significativa nos
niveis de IL-1 entre os grupos tratados. Os achados sugerem que essas nanoparticulas possuem um
efeito neuroprotetor promissor, oferecendo uma alternativa terap€utica potencial para a DA.

Palavras-chave: Ativacdo Microglial. Neurofibrilagdo. Doenga de Alzheimer.
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1 INTRODUCAO

A neuroinflamag¢do ¢ uma resposta que ocorre no Sistema Nervoso Central (SNC), envolvendo
principalmente o cérebro e a medula espinhal, sendo iniciado por varios estimulos, incluindo
infecgdes, lesdes traumaticas, substancias toxicas ¢ reagdes autoimunes (LENG; EDISON, 2021). Os
principais mediadores da neuroinflamagdo sdo as células imunologicas do SNC, particularmente a
microglia e os astrocitos, que sao ativados em resposta a esses insultos. Essa ativacao leva a producao
de mediadores inflamatdrios, como citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio, que
desempenham papéis criticos na modulacao da resposta inflamatéria (WANG et al., 2023). Embora a
neuroinflamagdo sirva como um mecanismo de protecdo contra danos adicionais, sua desregulagao
pode resultar em inflamagao cronica, sendo caracterizada pela ativacao sustentada das células gliais,
pela liberagdo prolongada de mediadores inflamatorios e pela possivel quebra da barreira
hematoencefalica (BHE) (THAKUR et al., 2023). Esse estado inflamatério ¢ reconhecido como um
fator contribuidor na patogénese de varias doengas neurodegenerativas — como a Doenca de Alzheimer
(DA) — provavelmente devido a deposi¢ao de peptideos beta amiloide, conforme explicado pela
hipotese amiloide (BREIJ'YEH; KARAMAN, 2020; VAISERMAN; KOLIADA; LUSHCHAK,
2020). Assim, a compreensao da neuroinflamac¢do, com efeitos protetores e prejudiciais, requer uma
abordagem que leve em consideracao o contexto, a duracao e a intensidade da resposta inflamatoria
(LENG; EDISON, 2021; WANG et al., 2023).

Ademais, a interagdo entre citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias ¢ fundamental para
a neuroinflamac¢ao, desempenhando papéis cruciais em sua regulagdo, influenciando tanto a iniciagdo
quanto a resolucao das respostas inflamatorias (BECHER; SPATH; GOVERMAN, 2017). O TNF-a ¢
uma citocina pro-inflamatoria chave, atuando como mediador da neuroinflamacgdo, facilitando o
recrutamento de células imunoldgicas para os locais de lesdo. Niveis elevados de TNF-a tém sido
associados a DA, contribuindo para o dano neuronal e a progressdo da doenca por meio de
mecanismos como disfungdo sinaptica e apoptose (BORASCHI et al., 2023; WANG et al., 2015). A
IL-1 ¢ outra citocina pro-inflamatoria critica, ¢ desempenha um papel duplo na neuroinflamacao,
atuando tanto como mediadora da inflamagdo quanto como fator neuroprotetor em certas condigdes.
No entanto, a superproducdo cronica de IL-1 pode perpetuar ciclos inflamatdrios e promover
ambientes neurotdxicos (BECHER; SPATH; GOVERMAN, 2017; KONSMAN, 2022). Ja a IL-4 ¢
uma citocina que desempenha um papel protetor contra a neuroinflamacdo. Ela ¢ produzida
principalmente pelas células T auxiliares do tipo 2 e é conhecida por promover a diferenciagdao da
microglia em um fendtipo anti-inflamatorio. A IL-4 exerce seus efeitos ao inibir a producdo de

citocinas pro-inflamatérias e aumentar a expressao de fatores neuroprotetores. Essa mudanga no
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ambiente de citocinas pode ajudar a resolver a inflamagdo e promover a reparagao tecidual apos lesdes
no SNC (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; GALEA; GRAEBER, 2023). Assim, niveis
elevados de TNF-a e IL-1 podem indicar neuroinflamagao ativa e podem servir como biomarcadores
de progressdo da doenca ou resposta a terapia, enquanto niveis aumentados de IL-4 podem refletir
uma tentativa de combater os processos inflamatdrios e promover a recuperacio (BORASCHI et al.,
2023; DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; WANG et al., 2015).

Nesse sentido, 0 uso da terapia a base de plantas medicinais constitui uma abordagem atrativa
para o tratamento de varios distarbios inflamatorios e, dadas as limitagdes dos tratamentos atuais para
a DA, ha um crescente interesse em seu potencial terapéutico e compostos bioativos, especialmente a
curcumina e o alfa-humuleno, que podem mitigar a neuroinflamacao e suas consequéncias na DA, por
meio da modulacdo da resposta imunoldgica e reducdo de citocinas pré-inflamatorias (BORDOLOI
et al., 2024, WENDLER et al., 2024). A Curcumina tem atraido atencdo por seus efeitos
neuroprotetores. Ela possui potentes propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
antiamiloidogénicas, tornando-se promissora para o tratamento da DA. Estudos demonstraram que a
curcumina pode inibir a agregacdo dos peptideos AP, reduzindo a formacdo de placas e a
neuroinflamacao associada. Além disso, a curcumina demonstrou modular vias de sinalizagdo
importantes, incluindo a ativagdo do fator neurotrofico derivado do cérebro, crucial para a
sobrevivéncia neuronal e a funcao cognitiva (BORDOLOI et al., 2024; OLIVEIRA; PIENIZ, 2024).
O alfa-humuleno, um sesquiterpeno encontrado no lipulo, também tem se mostrado promissor no
contexto da neuroinflamagdo e DA. Estudos destacaram seus efeitos anti-inflamatorios,
particularmente em modelos de neuroinflamacao induzida por A (WENDLER et al., 2024). O perfil
de seguranca e baixa incidéncia de efeitos colaterais destes compostos aumentam sua atratividade
como uma estratégia terapéutica complementar (BORDOLOI et al., 2024; NAGORI et al., 2023).

Ainda, para que uma terapia voltada a DA seja eficaz, os medicamentos devem ser capazes de
atravessar a BHE. Esta, atua como uma primeira linha de defesa, impedindo a entrada de compostos
indesejados no cérebro (WU et al., 2023). Nesse contexto, os nanotransportadores surgem como uma
solugdo promissora, ao protegerem os medicamentos da degradacdo e preservarem sua eficacia
terapéutica. Esses nanocarreadores tém a capacidade de reconhecer e se ligar a alvos especificos,
proporcionando uma ac¢ao precisa nas células-alvo (AHLAWAT et al., 2020; ALOTAIBI et al., 2021).
A nanomedicina também permite aumentar os niveis intracelulares do medicamento encapsulando-o
em nanocarreadores diversos, como as nanoparticulas poliméricas (NPs) (AHLAWAT et al., 2020;
PINHEIRO et al., 2021). As NPs podem ser estruturadas como nanocapsulas ou nanoesferas. As

nanocépsulas tém uma estrutura vesicular, na qual o fairmaco ¢ dissolvido em um nucleo liquido

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v.7, n.2, p.8588-8603, 2025

- 8591



ﬁ

Revista

ARACE

envolto por uma capsula polimérica. Ja as nanoesferas consistem em uma matriz polimérica onde o
farmaco ¢ disperso nas lacunas ou adsorvido na superficie da esfera. Ambos os tipos possuem
vantagens como liberagdo controlada de farmacos e possibilidade de modificagdes na superficie para
direcionamento ao cérebro, além de serem seguros, biodegradaveis e facilmente eliminados pelo
organismo. Essas caracteristicas tém incentivado a pesquisa sobre seu uso no diagnostico e tratamento
de diversas doencas neurodegenerativas (ABOZAID et al., 2022; AHLAWAT et al., 2020; ALOTAIBI
et al., 2021; PINHEIRO et al., 2021; SASTRI et al., 2022; WANG et al., 2022; WENDLER et al.,
2024).

Deste modo, o objetivo deste estudo foi de avaliar os efeitos neuroprotetores de nanoparticulas
contendo alfa-humuleno e curcumina em um modelo experimental de DA. Especificamente, buscou-
se analisar quantitativamente as citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1) e anti-inflamatérias (IL-

4) apos a inducao de neuroinflamagao pela Toxina Beta Amiloide1-42 (AB1-42).

2 METODOLOGIA
2.1 CALCULO AMOSTRAL

O célculo amostral foi realizado com base no teorema do limite central, que sustenta que a
média de uma amostra aleatoria de uma grande populacao tende a se aproximar da média da populacao
total. Considerando-se uma populagdo de 2.000 individuos com Doenga de Alzheimer no municipio
de Guarapuava, uma margem de erro de 10%, um nivel de confianca de 95% e uma homogeneidade
de 99%, o tamanho amostral calculado foi de 63 animais. A férmula utilizada foi: n = p(1-p)Z?/e?,

(I3

onde “n” representa o tamanho da amostra, “p” € a propor¢ado esperada, “Z” € o valor associado ao

[IPN4)

nivel de confianga, e “€” ¢ a margem de erro.

2.2 AMOSTRA

A amostra foi composta por 63 ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, pesando
entre 300 e 350 gramas, provenientes do Biotério da Universidade Estadual de Maringad (UEM), com
aprovacao do comité de ética (protocolo nimero 009/2021). Os animais foram alojados em gaiolas de
acrilico, cada uma contendo no maximo quatro animais, mantidas em prateleiras sob um ciclo de 12

horas de luz (das 7h as 19h), com temperatura controlada a 23 £ 1 °C.
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2.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram divididos em seis grupos:

» Grupo Controle Negativo (CN): 13 animais tratados apenas com agua, no mesmo volume dos
tratamentos, com coleta de material e eutanasia junto aos demais grupos;

» Grupo Controle Positivo (CP): 10 animais tratados com 5 mg de Cloridrato de Donepezila, 30
dias apés inducdo de neuroinflamacéo por Beta Amiloidel-42, por gavagem, durante 30 dias
consecutivos, com coleta de material e eutanasia no 120° dia;

* Grupo Tratado com a-Humuleno (HUM): 10 animais tratados com 6,5 pg de a-Humuleno, 30
dias apds a inducéo de neuroinflamacédo por Beta Amiloidel1-42, por gavagem, durante 30 dias
consecutivos, com coleta de material e eutanasia no 120° dia;

* Grupo Tratado com Nanoparticulas de a-Humuleno (NHUM): 10 animais tratados de forma
similar ao grupo anterior, utilizando a-Humuleno encapsulado em nanoparticulas;

* Grupo Tratado com Curcumina (GCur): 10 animais tratados com 6,5 pg de Curcumina,
também 30 dias ap6s inducdo de neuroinflamacéo, por gavagem, durante 30 dias consecutivos,
com eutanasia no 120° dia;

* Grupo Tratado com Nanoparticulas de a-Humuleno e Curcumina (NHUM+Cur): 10 animais
tratados com nanoparticulas contendo 6,5 pg de Curcumina ¢ 6,5 pg de a-Humuleno, por 30

dias consecutivos, com eutanasia no 120° dia.

2.4 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram desenvolvidas no laboratorio de nanotecnologia da Universidade
Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO) pelo método de precipitacao anti-solvente, seguindo
metodologia adaptada de estudos anteriores (ANTONIO et al., 2017; LIU et al., 2017; SUN; DAI;
GAO, 2017). A técnica envolve a coacervagao entre nanoparticulas de Zeina e Quitosana, com ambas
as substancias atuando como estabilizadores. As solucdes de Zeina e Quitosana foram preparadas,
misturadas em diferentes proporgdes e submetidas a agitacao controlada e processos de centrifugacao,

garantindo a formacao de nanoparticulas de tamanho adequado.

2.5 DIAMETRO MEDIO E INDICE DE POLIDISPERSAO

O diametro médio e o indice de polidispersao (PDI) das nanoparticulas serdo medidos por meio
da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) utilizando o equipamento BIC 90 Plus
(Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY). Para as anélises, serdo coletadas aliquotas das

suspensoes de nanoparticulas antes e apos a incubag@o com quitosana, permitindo a comparagao dos
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tamanhos e PDI. As nanoparticulas serdo dispersas em agua ultrapura (1:200 v/v) e colocadas em uma
cubeta para a analise. Todas as medigdes serdo realizadas com um angulo de espalhamento de 90° a

25°C e com um comprimento de onda do laser de 659 nm.

2.6 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta sera determinado a partir da mobilidade eletroforética das nanoparticulas em
suspensao. As amostras serdo diluidas (1:200 v/v) em uma solu¢ao de KCl ImM e inseridas em uma
célula eletroforética a 25°C, sob um potencial de £150 mV (ZetaSizer ZS, Malvern, UK). O potencial
zeta sera analisado tanto antes quanto apds a incubagdo das nanoparticulas com quitosana. As

medigdes serdo realizadas em triplicata e expressas como média + desvio padrio.

2.7 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A eficiéncia de encapsulamento (EE) do a-Humuleno nas nanoparticulas serd determinada de
forma indireta. Uma aliquota do sobrenadante resultante da ultracentrifugacdo das nanoparticulas sera
diluida na fase movel, filtrada em uma membrana de 0,22 um e analisada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) no equipamento Waters 2695-Alliance (Milford, EUA). A fase mével sera
composta por metanol, tampao fosfato (pH 6,8) e acetonitrila (63:30:7 v/v/v) com uma vazao de 0,9
mL/min, e o detector de arranjo de diodos (PDA) seré ajustado para 306 nm. A porcentagem de EE
sera calculada a partir de pelo menos trés repeti¢des, utilizando a Equagdo 1. Os resultados serdo
expressos como média + desvio padrao.

Equagdo 1 %EE = [(quantidade inicial de a-Humuleno — quantidade recuperada) / quantidade

inicial de a-Humuleno] x 100

2.8 PERIODO PRE INDUCAO

Durante 30 dias consecutivos, os animais foram tratados conforme os grupos experimentais.
Apos esse periodo, foi realizada a indug¢dao de neuroinflamagao via estereotaxia, utilizando a toxina
AP1-42 para a formacdo de placas senis. Os animais permaneceram em observacao por 90 dias antes

de serem submetidos a eutanasia.

2.9 PROCEDIMENTO CIRURGICO
Para indu¢do da DA com Toxina AB1-42, os animais foram anestesiados com uma solu¢ao na
proporcao de 80mg/kg de cloridrato de cetamina (ketamina, frasco 10ml) para 15 mg/kg de cloridrato

de xilazina (dopaser, frasco de 10ml) via intraperitoneal, logo apos levados para um aparelho
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estereotaxico (David Kopf, EUA) onde suas cabegas foram fixadas pelo rochedo temporal e incisivos
superiores, sob coordenadas especificas para a area do hipocampo (AP=-3,0mm, ML=1,6mm, 1,6mm
e DV= 3,0mm), tomando o bregma como referéncia, recebendo 4ul de Toxina AB1-42 através de
seringa de Hamilton na regido hipocampica de CAl para o processo de placas senis (MIRI et al.,
2018). Apds a indugdo do processo da neuroinflamagdo, os animais ficaram em descanso por um
periodo de 30 dias para que ocorressem os processos inflamatérios dos neuronios hipocampais. Foi

realizada eutanasia de um animal por grupo para verificagao da presenca de placas no hipocampo.

2.10 ANALGESIA POS CIRURGICA
Foi administrado Cloridrato de Tramadol na dose de 10 mg/kg, via oral, a cada 12 horas, por

sete dias consecutivos, para controle da dor pds-operatoria.

2.11 TRATAMENTO
Os animais receberam 6,5 pg de a-Humuleno, Curcumina ou suas nanoparticulas por via oral

(gavagem) durante 30 dias consecutivos.

2.12 CITOMETRIA DE FLUXO

Dois mL de sangue foram coletados de cada animal e posteriormente centrifugado a 1500 rpm
por 10 min em temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo o sobrenadante (soro) foi pipetado e
separado para analise. O kit utilizado foi o BD™ Cytometric Bead Array Mouse Inflammation
Cytokine Kit (Becton Dickinson, USA). As citocinas analisadas foram TNF-a; IL-1 e IL-4. De acordo
com as instrugdoes do fabricante e analisadas no Citdometro de Fluxo BD™ Accuri C6 (Becton
Dickinson, EUA), foram adicionados em cada amostra 10uL de cada reagente. Apds este
procedimento, foi colocado em um eppendorf de 1,5 mL, para cada amostra, S0uL dos beads das
citocinas, S0uL da amostra (soro) e SOuL de reagente de detecgdo. Os tubos foram colocados no escuro
por duas horas em temperatura ambiente. Apds as duas horas, foi adicionado 1 mL do tampao de
lavagem em cada eppendorf e centrifugados a 200g, em temperatura ambiente, por 5 minutos. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi cuidadosamente removido e descartado de cada amostra, e em
seguida foram adicionados 300 pL do tampao de lavagem em cada tubo para ressuspender as amostras.
A leitura no citdometro foi realizada manualmente por meio da aquisi¢do de 10.000 eventos de cada
amostra. Os dados da citometria de fluxo foram analisados no software FCap 3.0 Array (Becton

Dickinson, EUA) e os resultados foram plotados em graficos de médias e desvios-padrao.
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2.13 EUTANASIA
Os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de Ketamina e 15 mg/kg de Xilazina. Apds
verificado o estado anestésico, os mesmos receberam 175 mg/kg de dose letal de Pentobarbital por

via intraperitoneal.

2.14 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados no software Prisma 9.3.1. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para verificar a normalidade dos dados, ¢ o teste ANOVA One-Way com pods-teste de Tukey's foi

aplicado para amostras ndo paramétricas.

3 RESULTADOS

As nanoparticulas de Zeina apresentaram diferentes caracteristicas de acordo com o composto
encapsulado, conforme demonstrado na Tabela 1. Para as nanoparticulas contendo apenas curcumina,
o didmetro médio foi de 243,9 nm, com um indice de polidispersdo (PDI) de 0,347 e um potencial
zeta de -32,7 mV. A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi de 95%, com uma concentracao de 617,5
png/mL de curcumina. As nanoparticulas contendo a-humuleno apresentaram um didmetro médio de
313,1 nm, PDI de 0,221 e potencial zeta de -36,2 mV. A eficiéncia de encapsulamento dessas
nanoparticulas foi de 91%, com uma concentragao de 591,5 pg/mL de a-humuleno. Por fim, as
nanoparticulas contendo tanto curcumina quanto a-humuleno apresentaram o maior didmetro médio,
de 351,1 nm, e um PDI de 0,482. O potencial zeta dessas nanoparticulas foi consideravelmente menor,
de -40 mV. As eficiéncias de encapsulamento foram mantidas em 95% para a curcumina (617,5

png/mL) e 91% para o a-humuleno (591,5 pg/mL).

Tabela 1 — Caracteristicas Fisico-Quimicas e Eficiéncia de Encapsulamento das Nanoparticulas

Estrutura/Qualificacio Dié_metro I’nd_ice de Potencial Eficiéncia de
médio (nm) polidisperséo Zeta (mV) encapsulacéo
Nanoparticula de zeina 243,9 0,347 32,7 95% (617.5 pg/ml)
contendo curcumina
Nanoparticula de zeina
contendo alfa-humuleno 3131 0,221 -36,2 91% (591,5 pg/ml)
95% Curcumina e 91%
Nanoparticula de zeina Alfa-humuleno (617,5
contendo curcumina e alfa- 351,1 0,482 -40 pg/ml de Curcumina e
humuleno 591,5 pg/ml de alfa-
humuleno)

Fonte: Autor (2025)
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Os dados obtidos a partir da andlise de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-1) e anti-
inflamatoérias (IL-4) foram apresentados nas Figuras 1, 2 e 3, destacando as médias e desvios padrao

dos diferentes grupos experimentais.

3.1 TNF-a

O Grupo Controle Negativo (CN) apresentou média de 0,6983 + 0,05025 pg/ml, enquanto o
Grupo Controle Positivo (CP) registrou média de 0,6900 + 0,03090 pg/ml. O grupo tratado com
Curcumina (GCur) apresentou uma reducao, com média de 0,5905 + 0,12213 pg/ml, em comparagao
aos grupos controle. O tratamento com a-Humuleno (HUM) resultou em uma média de 0,6713 +
0,08390 pg/ml, enquanto o grupo tratado com nanoparticulas de a-Humuleno (NHUM) apresentou
média de 0,6293 £ 0,06013 pg/ml. O grupo tratado com nanoparticulas de a-Humuleno e Curcumina
(NHUM+Cur) apresentou média de 0,6000 + 0,03283 pg/ml. Diferencas estatisticamente
significativas foram observadas entre os grupos CN/NHUM+Cur, CP/NHUM+Cur e
GCur/NHUM+Cur (p<0,05), indicando que o tratamento com as nanoparticulas combinadas foi mais

eficaz em reduzir os niveis de TNF-a.

Figura 1 — Média e Desvio Padrdo para TNF-Alfa.
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Fonte: Autor (2025)

Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos CN/NHUM+Cur,

CP/NHUM+Cur e GCur/NHUM+Cur para p<0,05.
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3.2 1L-1

Os niveis de IL-1 nos grupos experimentais variaram de forma menos expressiva. O Grupo
Controle Negativo (CN) teve uma média de 0,5150 + 0,05782 pg/ml, enquanto o Grupo Controle
Positivo (CP) apresentou média de 0,5788 + 0,07736 pg/ml. O grupo tratado com Curcumina (GCur)
apresentou média de 0,5000 + 0,08211 pg/ml, seguido pelos grupos HUM (0,5187 = 0,13611 pg/ml),
NHUM (0,5125 £ 0,05600 pg/ml) e NHUM+Cur (0,4775 + 0,09968 pg/ml). Nao foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos apds o teste de Dunn.

Figura 2 — Média e Desvio Padrdo para IL-1.
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Fonte: Autor (2025)

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos apo6s teste de Dunn.

3.31L-4

O grupo CN apresentou uma média de 0,3813 + 0,04673 pg/ml para IL-4, enquanto o CP teve
uma média de 0,4413 + 0,07936 pg/ml. O grupo tratado com Curcumina (GCur) apresentou uma
média de 0,3763 + 0,04749 pg/ml. Os grupos tratados com a-Humuleno (HUM) e nanoparticulas de
a-Humuleno (NHUM) registraram médias de 0,4363 + 0,14050 e 0,4113 + 0,16111 pg/ml,
respectivamente. Ja o grupo tratado com nanoparticulas de a-Humuleno e Curcumina (NHUM+Cur)
apresentou um aumento significativo, com média de 0,5613 + 0,08408 pg/ml. Diferencas

estatisticamente significativas foram observadas entre os grupos CN/NHUM+Cur, CP/NHUM+Cur e
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HUM/NHUM-+Cur (p<0,05), sugerindo que o tratamento combinado foi eficaz em aumentar os niveis

de IL-4, indicando uma resposta anti-inflamatdria mais robusta.

Figura 3 - Média e Desvio Padrdo para IL-4.
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Fonte: Autor (2025)

Foi observada diferenga estatisticamente significativa apds teste de Dunn entre os grupos

CN/NHUM+Cur, CP/NHUM+Cur e HUM/NHUM+Cur para p<0,05.

4 DISCUSSAO
Os resultados do presente estudo apresentam evidéncias solidas acerca dos efeitos

neuroprotetores das formula¢des de nanoparticulas de alfa-humuleno e curcumina na modulacao da
neuroinflamagdo associada a DA. As reducdes significativas nas citocinas pro-inflamatorias,
especialmente TNF-q, juntamente com o aumento dos niveis da citocina anti-inflamatoria 1L-4,
indicam que esses tratamentos podem alterar de forma eficaz a resposta neuroinflamatoria para um
fendtipo mais favoravel. Este achado € consistente com pesquisas anteriores que indicam que a
curcumina e o alfa-humuleno possuem fortes propriedades anti-inflamatorias, demonstrando mitigar
a neuroinflamag¢do em varios modelos de doengas neurodegenerativas (DUAN et al., 2023; LEE et al.,
2020).

A eficacia observada na formulagdo de nanoparticulas est4 alinhada com a crescente literatura
que defende o uso da nanotecnologia em sistemas de entrega de medicamentos para superar os
desafios impostos pela BHE. As nanoparticulas t€m demonstrado aumentar a biodisponibilidade dos
agentes terapéuticos e facilitar sua entrega direcionada ao SNC (ASIMAKIDOU et al., 2024; DUAN
et al., 2023; OLIVEIRA; PIENIZ, 2024; WENDLER et al., 2024). Os resultados mostram que o
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diametro das nanoparticulas variou conforme o composto encapsulado. As nanoparticulas contendo
ambos os compostos, curcumina e a-humuleno, apresentaram um didmetro maior (351,1 nm), o que
pode ser explicado pela maior complexidade da matriz de encapsulamento ao acomodar dois
principios ativos simultaneamente. Esse aumento de tamanho também estd associado a um PDI mais
elevado (0,482), sugerindo uma distribuicdo de tamanhos mais heterogénea.

O potencial zeta, indicador de estabilidade coloidal, variou de forma significativa entre as
amostras. As nanoparticulas contendo apenas a-humuleno tiveram o maior potencial zeta negativo (-
36,2 mV), indicando uma boa estabilidade da suspensdo. Ja as nanoparticulas contendo tanto
curcumina quanto o-humuleno apresentaram o menor potencial zeta (-40 mV), o que pode indicar
uma menor estabilidade devido a interagdo entre os dois compostos encapsulados. Em relacdo a
eficiéncia de encapsulamento, as nanoparticulas demonstraram alta eficiéncia em todas as
formulagdes, com valores de 91% para o a-humuleno e 95% para a curcumina, tanto nas amostras
individuais quanto nas formula¢des combinadas. Esses resultados confirmam a viabilidade da zeina
como material de encapsulamento para esses compostos, mantendo altos niveis de encapsulamento
independentemente da combinagao.

Os dados sugerem que a combinac¢do de curcumina e o-humuleno nas mesmas nanoparticulas
influencia as propriedades fisicas da formulacdo, como diametro e potencial zeta, enquanto a
eficiéncia de encapsulamento permanece elevada, indicando a possibilidade de aplicagdes eficazes em
sistemas de liberag@o controlada. Os achados deste estudo reforcam a ideia de que sistemas de entrega
de medicamentos baseados em nanoparticulas (NDDS) podem desempenhar um papel crucial no
tratamento da DA, melhorando a eficacia terapéutica de compostos como a curcumina e o alfa-
humuleno.

Contudo, este estudo apresenta algumas limitagdes. O tamanho amostral relativamente
pequeno pode restringir a generalizacdo dos achados. Além disso, a duracdo do tratamento e do
periodo de observagdo pode nao refletir adequadamente os efeitos a longo prazo das terapias. Estudos
futuros devem incluir tamanhos amostrais maiores e periodos de observacdo mais longos para avaliar
melhor a durabilidade dos efeitos terapéuticos. Ademais, embora a andlise das citocinas tenha
fornecido informacgdes valiosas sobre a resposta inflamatdéria, uma avaliagdo mais abrangente,
incorporando biomarcadores adicionais de neuroinflamagao, poderia oferecer uma compreensao mais
profunda dos mecanismos subjacentes.

Um achado inesperado foi a auséncia de variacdo estatisticamente significativa nos niveis de
IL-1 entre os grupos de tratamento. Isso sugere a existéncia de mecanismos regulatorios complexos

que controlam a expressao de IL-1 e seu papel na neuroinflamagado cronica. Pesquisas adicionais sao
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necessarias para esclarecer a dindmica temporal da expressdo de citocinas apds o tratamento,
particularmente no contexto de estados cronicos de neuroinflamacao.

Futuras investigacdes também devem explorar os potenciais efeitos sinérgicos da combinagdo
de alfa-humuleno e curcumina com outros agentes terapéuticos. Estudar os mecanismos pelos quais
esses compostos exercem seus efeitos pode fornecer informagdes valiosas sobre seu potencial como

terapias multi-alvo para a DA.

5 CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo demonstra que as formula¢des de nanoparticulas de alfa-humuleno
e curcumina modulam significativamente as respostas neuroinflamatérias em um modelo
experimental de doenca de Alzheimer. Os achados destacam o potencial desses compostos como
agentes terapéuticos, especialmente no contexto de sua capacidade de alterar os perfis de citocinas
associados a neuroinflamacao. Dadas as limitagdes dos tratamentos farmacoldgicos atuais para a DA,
os resultados defendem uma maior exploragdo de terapias alternativas combinadas com
nanotecnologia como estratégias inovadoras para neuroprotecdo. A pesquisa continua ¢ essencial para
elucidar os mecanismos de acdo subjacentes e otimizar os protocolos de tratamento, pavimentando o

caminho para novas intervengdes terapéuticas no manejo de doengas neurodegenerativas.
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