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RESUMO 

 

A curcumina é o componente mais estudado presente na Curcuma longa, que é um dos 

principais compostos do curry. A curcumina é um agente com ação antioxidante e anti-

inflamatória, sendo responsável por diminuir a secreção de citocinas pro-inflamatórias e inibir 

fatores de transcrição envolvidos na sinalização inflamatória. Apesar de seus efeitos benéficos, 

a curcumina possui uma baixa biodisponibilidade oral, o que dificulta seu uso terapêutico. 

Assim como a curcumina, a piperina também é encontrada no curry e, interessantemente, a 

ingestão concomitante desses dois compostos parece aumentar a biodisponibilidade oral da 

curcumina em cerca de 20 vezes devido ao seu efeito de inibir o processo de glicuronidação 

intestinal sofrido por ela. A piperina é o principal componente da pimenta preta (Piper nigrum), 

e também possui ação anti-inflamatória. A curcumina e a piperina são capazes de atravessar a 

barreira hemato-encefálica em modelos de inflamação in vivo. Em doenças neurodegenerativas, 

a resposta inflamatória participa do processo patológico, sendo ativada em resposta ao dano 

neurológico. Especificamente no sistema nervoso central, a resposta ao dano é mediada 

principalmente pela microglia e pelos astrócitos, sendo os astrócitos importantes no processo 

de recuperação após a lesão, dando suporte aos neurônios para a manutenção de contatos 

sinápticos. Os astrócitos também atuam na detoxificação da amônia e do glutamato, reciclando 

o mesmo para o neurônio, por meio da enzima glutamina sintetase. Ainda, atuam na resposta 

antioxidante cerebral, através da síntese de glutationa. Apesar da importância dos astrócitos na 

manutenção do sistema nervoso central e dos efeitos anti-inflamatórios periféricos da piperina 

e da curcumina, poucos estudos têm sido realizados sobre os efeitos dos compostos em 

parâmetros de funções astrocíticas. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da 

curcumina ou piperina, bem como a ação conjunta desses dois compostos em astrócitos em 

condições basais ou inflamatórias. Para isso, utilizamos culturas de astrócitos corticais de ratos 

Wistar neonatos, que cresceram até a confluência (21 dias) em meio de cultivo suplementado 

com soro fetal bovino. Em condições basais, a concentração de 50 µM de curcumina aumentou 

o conteúdo de glutationa, sugerindo melhora no perfil antioxidante celular. Ainda, a mesma 

concentração diminuiu a secreção de S100B e aumentou o conteúdo de GFAP. A piperina não 

demonstrou alteração nos parâmetros avaliados em condições basais. Em condições 

inflamatórias, tanto a curcumina e a piperina isoladamente quanto a combinação dos dois 

compostos reverteu a níveis basais o aumento da secreção de TNF-α causado pelo LPS. A 

piperina demonstrou reverter o aumento do conteúdo de GFAP causado pelo LPS. Apesar de 

não demonstrarem efeitos sinérgicos, a curcumina e a piperina mostraram efeitos 

complementares importantes. Portanto, a utilização dos dois compostos juntos, em nosso 

estudo, resultou em efeitos biológicos relevantes e promissores para a proteção anti-

inflamatória no sistema nervoso central. 
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ABSTRACT 

 

Curcumin is the most studied component of Curcuma longa and is one of the main curry 

compounds. Curcumin is an agent with antioxidant and anti-inflammatory action, decreasing 

the secretion of pro-inflammatory cytokines and activation of transcription factors involved in 

inflammatory signaling. Despite its beneficial effects, curcumin has a low oral bioavailability, 

which makes its therapeutic use difficult. As curcumin, piperine is also found in curry and, 

interestingly, the concomitant intake of these two compounds appears to increase the oral 

bioavailability of curcumin by about 20-fold due to piperine inhibiting effect on the intestinal 

glucuronidation process undergone by it. Piperine is the main component of black pepper (Piper 

nigrum), and also has anti-inflammatory effects. Curcumin and piperine are able to cross the 

blood-brain barrier in in vivo inflammation models. In neurodegenerative diseases, the 

inflammatory response participates in the pathological process, being activated as a response to 

neurological damage. Specifically in the central nervous system, the response to damage is 

mediated primarily by microglia and astrocytes, being the astrocytes important to support 

neurons after injury in order to maintain long-term synaptic contacts. Astrocytes also act in the 

detoxification of ammonia and glutamate, recycling it to the neuron, through the action of the 

enzyme glutamine synthetase. Furthermore, they act on the brain antioxidant response, through 

the synthesis of glutathione. Despite the importance of astrocytes in the maintenance of the 

central nervous system and the peripheral anti-inflammatory effects of piperine and curcumin, 

there are not many studies been carried out on the mechanisms of action of these compounds 

in parameters of astrocytic functions. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect 

of curcumin or piperine, as well as the combined action of these two compounds in astrocytes 

under basal or inflammatory conditions. We used primary astrocyte culture obtained from 

cortices of newborn Wistar rats, which were allowed to reach confluence (21 days) in culture 

medium supplemented with fetal calf serum. At basal conditions, the concentration of 50 μM 

curcumin increased glutathione content, suggesting an improvement in the cellular antioxidant 

profile. Furthermore, the same concentration decreased the secretion of S100B and increased 

GFAP content. Piperine did not alter any of the parameters evaluated in basal conditions. Under 

inflammatory conditions, both curcumin and piperine alone or combined reversed, at baseline 

levels, the increased secretion of TNF-α induced by LPS. Piperine was shown to reverse the 

increase in GFAP content caused by LPS. Although curcumin and piperine did not demonstrate 

synergistic effects, they showed important complementary effects. Therefore, the use of these 

two compounds together in our study resulted in relevant and promising biological effects for 

anti-inflammatory protection in the central nervous system. 
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1. Introdução 

Nos últimos anos, os compostos bioativos encontrados nos alimentos têm sido estudados 

como alternativas para prevenir ou auxiliar no tratamento de diversas patologias. Por serem 

encontrados abundantemente na natureza e por se tratarem de moléculas com baixa toxicidade 

e de baixo custo de obtenção, esses compostos podem ser interessantes alvos para a formulação 

de novos medicamentos e enriquecimento da alimentação. Isso pode contribuir para melhorar 

a qualidade de vida de pacientes, especialmente aqueles que vivem em condições patológicas 

com poucas opções de tratamento. Esses compostos geralmente possuem uma importante 

atividade antioxidante e anti-inflamatória, atenuando processos patológicos comuns a diversas 

doenças como as doenças neurodegenerativas, câncer e doenças autoimunes. Dentre os 

compostos já estudados se encontram os flavonoides, as catequinas e os polifenóis (Scapagnini 

et al., 2011; Morales et al., 2014).  

1.1. Curcumina e Piperina 

A curcumina é um composto polifenólico (Figura 1), sendo o componente mais estudado 

da Curcuma longa, que a pertence à família Zingiberaceae e também é conhecida como açafrão-

da-terra, cúrcuma, turmérico, açafrão-da-índia, açafrão ou gengibre amarelo. É uma planta 

originária da Índia e cultivada em todo o mundo tropical para uso medicinal e condimentar 

(Pereira e Moreira, 2009), sendo um dos principais compostos do curry. 

 

Figura 1. Estrutura Química da Curcumina. (Zheng et al., 2016) 
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A curcumina é uma molécula pleitrópica, com múltiplos alvos moleculares e baixa 

toxicidade (Chainani-Wu, 2003; Sorrenti et al., 2018). Dentre as diversas propriedades da 

curcumina, inclui-se a ação antioxidante, antiproliferativa e anti-inflamatória. Muitos dos alvos 

moleculares da curcumina são da sinalização inflamatória e efeitos como a diminuição dos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias, como as interleucinas (IL). Em uma linhagem celular de 

macrófagos, a curcumina diminuiu a secreção de IL-6 em um modelo de inflamação induzido 

por LPS (Liang et al., 2009); já em linhagens de monócitos, uma diminuição de IL-8 foi 

observada em um modelo de diabetes (Jain et al., 2009); e em cultura de  linfócitos, ocorreu a 

diminuição da expressão de IL-12 em um modelo de proliferação induzida por antígeno(Gao et 

al., 2004; Aggarwal et al., 2013). Ainda, em estudos in vitro, foi mostrado uma diminuição da 

expressão do fator de necrose tumoral α (TNF-α) a nível transcricional pela curcumina em 

células do epitélio intestinal, em um modelo de inflamação (Kaur et al., 2018). Da mesma 

forma, a redução da expressão transcricional e uma diminuição da sua secreção também foi 

demonstrada com a incubação de demetoxicurcumina, outro curcuminóide presente na 

cúrcuma, em um modelo de inflamação em linhagem celular de microglia.  (Zhang et al., 2010; 

Aggarwal et al., 2013).  

A curcumina também mostrou diminuir a translocação de fatores de transcrição como o 

fator nuclear kappa B (NFκB) em um modelo in vivo de edema pulmonar induzido por hipóxia, 

no qual a curcumina foi administrada via oral e inibiu a translocação cerca de quatro vezes em 

comparação ao modelo de edema (Sarada et al., 2008). Outro fator de transcrição que parece 

estar envolvido na ação da curcumina é o fator nuclear relacionado ao fator eritroide-2 (Nrf2), 

mostrado em células musculares e hepáticas (Sahin et al., 2016; Xie et al., 2017). 

Apesar de seus efeitos benéficos, a curcumina possui uma baixa biodisponibilidade oral, 

principalmente pelo extenso mecanismo de glicuronidação e sulfatação intestinal, o que 
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dificulta seu uso terapêutico. Além disso, sabe-se que a curcumina é capaz de se ligar a inúmeras 

proteínas no soro, incluindo a albumina (Begum et al., 2008; Aggarwal et al., 2013). Para 

melhorar a biodisponibilidade, diversas alternativas têm sido propostas. Dentre elas, o uso da 

curcumina no desenvolvimento de nanopartículas, lipossomas, micelas, complexos 

fosfolipídicos e fitossomas (Mirzaei et al., 2017). Além disso, a ação sinérgica com outros 

compostos pode ser uma alternativa. 

Assim como a curcumina, a piperina também é encontrada no curry e, interessantemente, a 

ingestão concomitante desses dois compostos parece aumentar sua biodisponibilidade oral em 

cerca de 20 vezes (Shoba et al., 1998). Isso devido ao efeito da piperina em inibir o processo 

de glicuronidação intestinal sofrido pela curcumina. A piperina é o alcaloide mais encontrado 

na pimenta preta (Piper nigrum) (Figura 2), e foi historicamente utilizada na medicina chinesa 

como tratamento para epilepsia. 

 

Figura 2. Estrutura Química da Piperina. (Zheng et al., 2016) 

A piperina possui ação anti-inflamatória, através da diminuição da translocação de NFκB 

demonstrada em um modelo in vivo de lesão pulmonar aguda induzida por LPS. Além de inibir 

de forma dose-dependente essa ativação, a piperina ainda inibiu a degradação de IκBα, proteína 

inibidora da translocação do NFκB (Lu et al., 2016). Além dessa ação, a piperina também 

mostrou diminuir a expressão das citocinas inflamatórias IL-6 e TNF-α em células do disco 

intervertebral em um modelo in vitro de inflamação induzida por LPS (Li et al., 2015).  O 

mesmo padrão de melhora no perfil anti-inflamatório foi observado em um modelo in vitro de 
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endometrite, uma inflamação no endométrio gerada por Staphylococcus aureus, no qual a 

piperina foi capaz de diminuir a expressão de IL-6 e TNF-α (Fu et al., 2010; Lu et al., 2016; 

Zhai et al., 2016).  

Além da melhora na biodisponibilidade da curcumina, o efeito benéfico observado como 

tratamento combinado pode ser devido a um sinergismo entre as moléculas. Os efeitos 

sinérgicos da curcumina e piperina já foram descritos em linhagens de fibroblastos e de sarcoma 

osteogênico, nas quais a combinação dos dois compostos suprimiu completamente a 

osteoclastogênese, processo que degrada o tecido ósseo (Martins et al., 2015). Esse efeito pode 

ser devido a uma melhora na solubilidade, facilidade na captação pela célula e diminuição da 

velocidade do processo metabólico da curcumina quando combinada com a piperina (Dubey et 

al., 2008).  

1.2. Efeitos no Sistema Nervoso Central (SNC) 

A curcumina é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) em modelos de 

Alzheimer in vivo, bem como de bloquear a agregação de peptídeo beta-amiloide (Yang et al., 

2005). No SNC, já foi descrita a atenuação da inflamação gerada pela microglia e a diminuição 

do dano cognitivo gerado por um modelo inflamatório induzido por LPS, em estudos in vitro e 

in vivo, respectivamente (Chen et al., 2018; Sorrenti et al., 2018). No mesmo estudo com 

modelo de inflamação aguda in vivo, foram detectadas concentrações biologicamente relevantes 

da curcumina e seus metabólitos no tecido cerebral 3 h após administração via gavagem 

(Sorrenti et al., 2018). 

Ainda, um estudo utilizando dados da Singapore National Mental Health Survey of the 

Elderly com indivíduos de múltiplas etnias sugere que um maior consumo de curry na 

alimentação resulte em incidências menores de doenças neurodegenerativas. Esse estudo 
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comparou a performance cognitiva e o consumo de curry em adultos entre 60 e 93 anos (Ng et 

al., 2006). 

Quanto à passagem da piperina pela BHE, a mesma mostrou ter alta permeabilidade em 

modelos in vitro de BHE, indicando possibilidade de passagem (Eigenmann et al., 2016). 

Recentemente, foi demonstrado que a piperina foi capaz de reduzir o dano nas células de 

Purkinje encontradas no cerebelo de ratos em um modelo de ataxia espinocerebelar. A ataxia 

espinocerebelar é uma doença neurodegenerativa causada pela expansão de poliglutamina na 

proteína de ligação TATA, um fator de transcrição, gerando uma degeneração preferencial nos 

neurônios cerebelares de Purkinje. Nessa condição, a piperina foi administrada via gavagem 

por dois meses em ratos, tratamento que resultou em um aumento na sobrevivência das células 

de Purkinje e a manutenção da sua estrutura morfológica. Ainda, os ratos tratados com piperina 

tiveram melhor desempenho motor em comparação aos animais do grupo controle (Guo et al., 

2018). 

O aumento da biodisponibilidade da curcumina pela piperina já foi testado em um ensaio 

em camundongos em um modelo de depressão, no qual os animais receberam curcumina e 

piperina isolados ou combinados via oral por 7 dias, seguidos da administração de 

lipopolissacarídeo isolado de Escherichia coli (LPS). Nesse estudo, os ratos tratados com 

ambos os compostos tiveram desempenho superior aos grupos tratados com os compostos 

isolados, e a ação anti-inflamatória da combinação de curcumina e piperina também diminuiu 

de forma expressiva a sinalização inflamatória do modelo (Jangra et al., 2016). Em um modelo 

de senescência em ratos, o tratamento combinado de curcumina e piperina mostrou melhores 

resultados que o tratamento isolado com os compostos no que diz respeito ao perfil antioxidante 

(níveis de malondialdeído, superóxido dismutase, glutationa reduzida (GSH) e catalase), bem 

como à integridade da estrutura neuronal. A curcumina e a piperina atuaram conjuntamente na 
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manutenção do citoesqueleto, integridade e homeostase intracelular devido à sua importante 

ação antioxidante (Banji et al., 2013). Apesar de estudos mostrarem uma melhora na 

biodisponibilidade da curcumina pela piperina, o que consequentemente melhora sua ação 

protetora, ainda não há estudos que mostrem sinergismo de efeitos in vitro em células do SNC. 

Dessa forma, se torna interessante o estudo dos efeitos da curcumina e da piperina em 

células do SNC para compreender os efeitos dos compostos isoladamente e se podem agir 

sinergicamente em situações normais, bem como frente a insultos que possam gerar respostas 

como a neuroinflamação. 

1.3. Neuroinflamação 

Em doenças neurodegenerativas, a inflamação participa do processo patológico, sendo 

ativada em resposta ao dano neurológico, seja ele agudo ou crônico, na forma de liberação de 

mediadores inflamatórios (Alam et al., 2016). O objetivo desse processo é de proteger o corpo 

humano contra infecções e traumas, porém, em circunstâncias particulares, esse processo pode 

ser exacerbado, sendo ativado de forma crônica e perpetuando além do tempo necessário, 

produzindo assim um dano maior do que aquele que originou a inflamação.  

O processo de inflamação pode ser iniciado em resposta à um trauma mecânico, resposta 

imune, inflamação sistêmica e também está presente nas doenças neurodegenerativas, como 

Alzheimer e Parkinson (Alam et al., 2016). A inflamação crônica tem um papel importante 

tanto na iniciação quanto na progressão de quadros patológicos envolvendo o SNC.  A 

obesidade, por exemplo, é um quadro associado com inflamação de baixo grau nos tecidos 

periféricos, que tem sido relacionada com neuroinflamação e prejuízo cognitivo (Miller e 

Spencer, 2014). No processo inflamatório no SNC, os fatores que levam ao estresse, seja 

crônico ou agudo, estimulam a microglia e os astrócitos a ativar vias inflamatórias que 

envolvem os receptores toll-like (TLR), fatores de transcrição como NFκB e citocinas pró-
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inflamatórias como IL-6, TNF-α, IL-1β e IL-10. Essa ativação pode desencadear a 

neurodegeneração, ou contribuir para sua progressão, visto que a ativação de fatores comuns à 

neuroinflamação podem gerar dano à BHE (Alam et al., 2016; Varatharaj e Galea, 2017; Wang 

et al., 2018). A resposta ao dano no SNC é uma resposta multicelular que, além de envolver a 

glia, envolve os neurônios e células não-neurais como as células do endotélio, fibroblastos 

perivasculares, pericitos e células da meninge (Sofroniew, 2014).  

Em estudos in vitro e in vivo, a neuroinflamação pode ser gerada por LPS, um componente 

de parede de bactérias gram negativas que gera uma ativação do sistema imune inato e de vias 

de sinalização da inflamação, através da ligação ao receptor TLR4 (Youn et al., 2006; Guerra 

et al., 2011; Varatharaj e Galea, 2017). Nesse contexto, a resposta inflamatória é gerada 

principalmente pelas células da glia, que incluem a microglia e os astrócitos. A microglia é 

responsável pela maior parte da resposta inflamatória primária após o dano ao SNC, visto que 

são as células representantes do sistema imune cerebral, ativando fatores de transcrição que 

produzem citocinas e quimiocinas inflamatórias (Disabato et al., 2016). De fato, a microglia 

possui um papel primordial na resposta inflamatória, entretanto, os astrócitos possuem 

características fisiológicas imprescindíveis na manutenção de contatos sinápticos à longo prazo 

após o dano, possibilitadas por sua posição privilegiada em contato com vasos sanguíneos e 

com as sinapses (Sofroniew e Vinters, 2010). 

1.4. Astrócitos 

Astrócitos são células do SNC que atuam na homeostase iônica, no metabolismo energético 

e na modulação da sinalização sináptica. Anatomicamente, são células distribuídas pelo sistema 

nervoso, que não apresentam axônios e dendritos. São altamente fibrosos, unicamente 

caracterizados por uma densa rede de processos interpostos entre elementos neuronais, sendo 

que alguns deles fazem contato e envolvem paredes vasculares (Sofroniew e Vinters, 2010). 
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Dentre suas funções, os astrócitos promovem a maturação neuronal, auxílio na formação de 

sinapse e regulação da angiogênese (Wang e Bordey, 2008; Ransom e Ransom, 2012). Outra 

função importante dos astrócitos é atuar na regulação da acessibilidade de fatores que modulam 

a neurogênese, tanto reagindo à liberação de citocinas ou também liberando as mesmas. Essa 

função é importante, visto que, como comentado anteriormente, confere aos astrócitos a 

possibilidade de realizar a manutenção de contatos sinápticos a longo prazo após uma lesão 

(Brown e Bal-Price, 2003; Sofroniew e Vinters, 2010; Parpura et al., 2012). 

A colaboração metabólica dos astrócitos com os neurônios é essencial para o funcionamento 

do SNC, tanto no metabolismo energético quanto na comunicação via sinapse tripartite. A 

sinapse tripartite envolve três elementos: astrócito, neurônio pré-sináptico e neurônio pós-

sináptico (Figura 3). Na transmissão sináptica glutamatérgica, o neurônio pré-sináptico libera 

glutamato, que é então captado em sua maioria por transportadores de aminoácidos excitatórios 

(EAATs) astrocíticos (Parpura et al., 2012). Esse glutamato captado é substrato para uma 

importante enzima responsável por algumas das funções astrocíticas, a glutamina sintetase 

(GS). Essa enzima é responsável pela síntese de glutamina a partir do glutamato e amônia, 

fazendo parte do chamado ciclo glutamina-glutamato, no qual a glutamina gerada é devolvida 

aos neurônios. Esse processo impede a excitotoxicidade do glutamato na fenda sináptica, além 

de detoxificar a amônia no SNC (Chan et al., 2016). 
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Figura 3. Metabolismo de Glutamato. O glutamato é liberado na fenda sináptica (1) e removido pelos 

transportadores astrocíticos (2). Nos astrócitos, pode ser convertido em glutamina (3) que é liberada para o espaço 

extracelular, onde os neurônios podem captar e reciclar o glutamato (4), ou ainda convertido em GSH (5). A GSH 

é liberada pelos astrócitos e é degradada no meio extracelular, sendo a fonte da Cys (6) utilizada pelos neurônios 

para a sua síntese de GSH (7).  

 

A enzima GS é expressa majoritariamente em astrócitos no SNC, o que a torna uma proteína 

marcadora desse tipo celular. O glutamato captado pelos astrócitos na fenda sináptica ainda 

pode estimular a glicólise nos astrócitos e gerar lactato, que pode ser transportado para os 

neurônios como combustível energético, em uma hipótese conhecida como lançadeira de 

lactato astrócito-neurônio (Magistretti et al., 1993; Magistretti et al., 1994). 

Além da GS, os astrócitos podem ser identificados por outros marcadores específicos, como 

a proteína glial fibrilar ácida (GFAP), que desempenha importante função na arquitetura celular, 

no processo de astrogliose reativa e na formação de cicatriz glial (Wang e Bordey, 2008; 

Sofroniew e Vinters, 2010). A astrogliose pode acontecer na resposta a insultos no SNC e é 

caracterizada por um espectro de potenciais mudanças moleculares, celulares e funcionais. 

Dentre essas mudanças, pode-se citar a hipertrofia celular, resultando em uma regulação 

positiva no conteúdo de GFAP (Sofroniew, 2014). 
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Outro marcador que pode ser citado é a S100B, uma proteína ligante de cálcio expressa e 

secretada pelos astrócitos. A S100B pode exercer efeitos neurotróficos nos estágios iniciais de 

insultos ao SNC, efeitos observados em concentrações nanomolares em experimentos in vitro. 

Já em concentrações altas (superiores a 500 nM), a S100B pode exercer efeitos tóxicos. Em 

ambas as situações, seus efeitos são possivelmente mediados pela ligação da S100B ao receptor 

para produtos finais de glicação avançada (RAGE) (Donato et al., 2009). Por esse motivo, essa 

proteína tem sido proposta como um marcador da ativação astroglial, visto que as alterações 

em sua concentração no SNC têm sido associadas com diversas doenças neurológicas 

(Sofroniew e Vinters, 2010; Guerra et al., 2011).  

No que diz respeito à atuação dos astrócitos na proteção antioxidante no SNC, o tripeptídeo 

GSH é a molécula mais importante. A GSH é formada pelos aminoácidos glicina, cisteína e 

glutamato, e está envolvida nos processos de redução de moléculas oxidantes como o peróxido 

de hidrogênio e óxido nítrico. A síntese de GSH nos astrócitos ocorre, primeiramente, através 

da ligação do glutamato com a cisteína, através da enzima glutamato cisteína ligase (GCL). Em 

seguida, o produto formado dessa reação se liga com a glicina, reação catalisada pela enzima 

GSH sintetase (GSS). É importante ressaltar que a GSH é sintetizada pelos astrócitos de forma 

mais expressiva do que as demais células do cérebro (Gegg et al., 2003; Bélanger e Magistretti, 

2009). Além da síntese, os astrócitos realizam um efluxo de GSH para o espaço extracelular, 

onde a molécula é clivada e a cisteína gerada nesse catabolismo é captada pelo neurônio através 

do receptor de glutamato EAAC1. Após captada, a cisteína é precursora de GSH no neurônio. 

Esse processo demonstra a importância da síntese de GSH pelos astrócitos na neuroproteção, 

bem como a relevância de compostos que possam estimular sua síntese e efluxo (Stridh et al., 

2010). 
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Mesmo sabendo-se da importância dos astrócitos na manutenção da homeostease do SNC 

e dos efeitos protetores periféricos da piperina e da curcumina, poucos estudos têm sido 

realizados sobre os mecanismos de ação desses compostos em parâmetros de funções 

astrocíticas. 

2. Objetivos  

2.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito da exposição de culturas primárias de astrócitos de rato à curcumina ou 

piperina, bem como a ação conjunta desses dois compostos em condições basais ou 

inflamatórias. 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Avaliar o efeito da curcumina ou piperina em culturas primárias de astrócitos de 

ratos sobre parâmetros funcionais característicos desse tipo celular, como a S100B, 

a GFAP, a captação de glutamato, a atividade da GS e a GSH. 

2.2.2. Verificar o efeito da curcumina e piperina isoladamente ou combinados sobre a 

sinalização inflamatória por indução com LPS, através de parâmetros como o 

TNF-α, a S100B e a GFAP. 

3. Metodologia 

3.1. Materiais 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB) e outros 

materiais para cultura de células foram adquiridos da Gibco (California, USA). Poli-L-

lisina, curcumina, piperina, dimetilsulfóxido (DMSO), LPS, anticorpo anti-S100B 

monoclonal (SH-B1), anticorpo anti-GFAP, anti-actina, glutationa, phthaldialdehyde 

(OPT), o-fenilenediamina (OPD), methylthiazolyldiphenyl–tetrazolium bromide (MTT) e 

vermelho neutro (VN) foram adquiridos da Sigma (St. Loius, USA). Anti-S100B policlonal 



16 
 

e anti-rabbit peroxidase foram adquiridos da DAKO (São Paulo, Brasil) e GE (Little 

Chalfont, Reino Unido), respectivamente. [2,3-3H] Glutamato foi adquirido da Amersham 

International (UK). O kit ELISA para TNF-α foi adquirido da eBioscience (San Diego, 

USA), e o kit para ativividade da LDH foi adquirido da Bioclin, (Belo Horizonte, Brasil). 

3.2. Cultura de Astrócitos 

 As culturas primárias de astrócitos corticais foram preparadas como previamente 

descrito (Gottfried et al., 1999). Córtices de ratos Wistar (machos e fêmeas) recém-nascidos 

foram dissecados e limpos de suas meninges. Após dissociação mecânica e sedimentação, 

o sobrenadante foi removido e centrifugado a 300 x g por 5 minutos. O pellet de células foi 

suspenso em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e as células foram semeadas em 

placas de cultura de 24 poços previamente recobertas com poli L-lisina. Para os ensaios de 

imunocitoquímica, as células foram semeadas sobre lamínulas também recobertas com poli-

L-lisina. Os astrócitos foram mantidos a 37°C em atmosfera 95% ar/5% CO2 por 

aproximadamente 21 dias até atingirem confluência. Para os ensaios de imunocitoquímica, 

as células foram utilizadas pré-confluentes, com 10 dias de cultivo. 

3.3. Delineamento Experimental 

3.3.1. Efeito da curcumina ou piperina sobre parâmetros astrocíticos. 

Após a confluência, o meio de cultivo foi substituído por DMEM sem soro 

adicionado ou não de curcumina (10, 25, 50, 75 ou 100 µM) ou piperina (10, 25, 50, 75 

ou 100 µM) durante 24 horas. A curcumina e a piperina foram diluídas em DMSO 0,1%, 

que foi utilizado como veículo em todos os experimentos. Com base nas análises dessa 

fase, uma concentração de cada um dos compostos foi escolhida para os experimentos 

da fase 2. 
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3.3.2. Efeito da curcumina, da piperina e da combinação das duas sobre a sinalização 

inflamatória induzida por LPS em astrócitos. 

O meio foi substituído por DMEM sem soro adicionado ou não de curcumina e 

piperina isoladas ou combinadas na concentração de 50 µM. Após 3 horas de 

tratamento, LPS (1μg/mL) foi adicionado ao meio de incubação e mantido por 24 h, 

resultando em um tratamento de 27 horas. O delineamento experimental da fase 2 está 

ilustrado abaixo (Figura 4). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Delineamento Experimental. As células foram pré-incubadas com curcumina, piperina ou com a 

combinação das duas por 3 h em DMEM sem SFB e, após, foi adicionado LPS por mais 24 h. Ao final, o meio de 

cultura foi coletado e/ou as células foram lisadas para a realização dos ensaios bioquímicos, conforme descrito em 

cada metodologia. 

 

3.4. Redução de MTT 

Trinta minutos antes do término do tempo de incubação, foi adicionado ao meio 

MTT 0,05 mg/mL. Em seguida, o meio de cultura foi removido e os cristais formados 

pela redução do MTT foram dissolvidos em DMSO. Os valores de absorbância foram 

medidos em dois comprimentos de onda, 560 e 650 nm e o cálculo foi realizado 

subtraindo o valor de absorbância lido em 650 nm do valor obtido em 560 nm (Guerra 

et al., 2011).  
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3.5. Incorporação de vermelho neutro (VN) 

Trinta minutos antes do término do tempo de incubação, foi adicionado ao meio 

VN 0,05 mg/mL. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com tampão fosfato 

por 5 min em cada lavagem. Após, o VN internalizado pelas células foi extraído com 

solução de extração contendo ácido acético, etanol e água (1:50:49). Os valores de 

absorbância foram medidos a 560 nm (Guerra et al., 2011).  

3.6. Atividade da lactato desidrogenase extracelular (LDH) 

Ao final do tempo de incubação, o meio de cultivo foi coletado e a atividade da LDH 

no meio extracelular foi medida utilizando um kit para avaliação da integridade celular 

das células, seguindo as instruções do fabricante. 

3.7. Iodeto de propídeo 

Iodeto de propídeo 0,007 mM foi adicionado ao meio 15 min antes do término do 

tempo de incubação. As células foram visualizadas em microscópio invertido Nikon 

com TE-FM acessório de fluorescência e fotografadas. 

3.8. Imunoconteúdo e secreção de S100B 

O conteúdo de S100B foi quantificado pelo método de ELISA de acordo com Leite 

e colaboradores (Leite et al., 2008). A secreção de S100B foi avaliada em amostras de 

meio de incubação, assim como o conteúdo intracelular dessa proteína nos astrócitos, 

no lisado celular. As amostras juntamente com tampão tris foram incubados por 2 horas 

em uma placa pré-incubada com anti-S100B monoclonal (SH-B1). Após, IgG anti-

S100B policlonal produzido em coelho foi incubado por 30 minutos e, então, um anti-

IgG de coelho conjugado com peroxidase foi incubado por mais 30 minutos. A reação 

colorimétrica com OPD foi medida em 492nm. O valor da concentração de S100B foi 
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calculado a partir da comparação das absorbâncias das amostras com uma curva padrão 

de S100B, variando de 0,002 – 1 ng/mL.  

3.9. Imunoconteúdo de GFAP 

O conteúdo de GFAP foi quantificado por ELISA como descrito anteriormente 

(Tramontina et al., 2007), realizado inicialmente com o revestimento das microplacas 

com as amostras durante 24 h a 4°C. Após, foi feita a incubação com um anticorpo IgG 

policlonal anti-GFAP produzido em coelho durante 1 h à temperatura ambiente, seguida 

de outra incubação com um anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase, durante 1 h, 

à temperatura ambiente. Em seguida, a reação colorimétrica com OPD foi medida em 

492 nm. O valor de concentração de GFAP foi calculado a partir da comparação das 

absorbâncias das amostras com uma curva padrão de GFAP, variando de 0,1 a 10 ng 

GFAP. 

3.10. Captação de glutamato 

A captação de glutamato foi realizada segundo Feoli e colaboradores (Feoli et al., 

2006). As células foram incubadas a 37°C em solução salina equilibrada de Hanks 

(HBSS). O ensaio foi iniciado pela adição de 0,1 mM de L-glutamato e 0,33 µCi/mL de 

L-[2,3-3H] glutamato. A incubação foi parada após 7 min pela remoção do meio e 

lavagem das células três vezes com HBSS gelado. As células foram lisadas em uma 

solução 0,5 M de NaOH. Após a adição de líquido de cintilação, a radioatividade foi 

medida em um contador de cintilação. Os valores foram corrigidos pelo valor de 

proteínas totais. 
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3.11. Atividade da GS 

As células foram lisadas em imidazol 50 mM e incubadas a 37ºC em tampão A, 

contendo os substratos da enzima e seus cofatores (imidazol 50 mM, hidroxilamina 50 

mM, L-glutamina 100 mM, arsenato de sódio 25 mM, ADP 0,2 mM e cloreto de 

manganês 2 mM). Após 15 minutos, a reação foi parada com tampão B (cloreto férrico 

0,37 M, ácido tricloroacético 0,2 M e ácido clorídrico 0,67 M). Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 1000 x g por 15 minutos a fim de separar as proteínas precipitadas 

e o sobrenadante foi lido a 530 nm em espectofotômetro. Para a curva da GS, foram 

pesadas quantidades padrão de γ-glutamil-hidroxamato em concentrações variando de 

0,156 mM a 10 mM e adicionados a tampão A e tampão B para comparação com as 

amostras (Minet et al., 1997). 

3.12. Conteúdo de GSH 

As células foram lisadas em tampão fosfato contendo KCl (20 mM/140 mM) e, 

após, foi adicionado ácido metafosfórico (concentração final de 4,6 mg/mL). O 

homogeneizado foi então centrifugado 1000 x g por 10 minutos. As amostras e os pontos 

da curva serão pipetados em microplaca de 96 poços, contendo tampão GSH (fosfato de 

sódio monobásico 0,1 M e EDTA 0,005 M). Após, a placa foi incubada com OPT a 1 

mg/mL, diluído em metanol por 15 minutos a temperatura ambiente. A fluorescência 

foi medida utilizando comprimentos de onda de excitação e emissão de 350 nm e 420 

nm, respectivamente (Browne e Armstrong, 1998). 

3.13. Secreção de Fator de Necrose Tumoral α (TNF-α) 

O meio de cultivo foi coletado e congelado a -80oC até a hora do ensaio. O TNF-

α foi quantificado no meio extracelular através de kit comercial de ELISA, seguindo as 

instruções do fabricante. 
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3.14. Imunocitoquímica para actina 

Após o tempo de exposição à curcumina, as células foram fixadas por 20 min com 

4% de paraformaldeído e permeabilizadas por 20 min em PBS contendo 0,2% de Triton 

X-100. As células fixadas foram bloqueadas por 1 h com PBS contendo 5% de albumina 

bovina. Para a marcação com actina, as células foram incubadas com faloidina 

conjugada com rodamina por 20 min. Após uma lavagem com PBS, as células foram 

visualizadas em microscópio invertido Nikon com TE-FM acessório de fluorescência e 

fotografadas. 

3.15. Dosagem de Proteínas 

O conteúdo total de proteínas nos lisados celulares foi medido utilizando o método 

de Lowry, modificado por Peterson utilizando albumina bovina como padrão (Lowry et 

al., 1951; Peterson, 1977). 

3.16. Análise Estatística 

Dados paramétricos foram demonstrados como média ± erro padrão e foram 

analisados por Teste t de Student quando dois grupos foram considerados, ou por 

ANOVA de uma via, quando havia um maior número de grupos amostrais, seguida de 

pós-teste de Duncan ou Dunnet (para os ensaios de viabilidade e integridade celular), 

conforme indicado nas legendas. Os resultados foram considerados significativos 

quando p<0,05. Todas as análises foram feitas em SPSS 25. 

4. Resultados 

As células foram tratadas conforme o delineamento experimental, nos dois modelos 

propostos. Em nenhum dos modelos e parâmetros analisados, não houve diferença estatística 

entre o grupo basal e veículo (dados não mostrados). Portanto, o grupo veículo (DMSO 0,1%) 
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foi utilizado como grupo controle para a realização da estatística quando houveram mais de 

dois grupos experimentais. 

4.1. Efeito da curcumina ou da piperina em astrócitos em condições basais 

4.1.1. Efeito da curcumina ou da piperina sobre a viabilidade e morfologia celular. 

Quando as culturas foram incubadas nas concentrações de 10, 25, 50, 75 ou 100 µM, 

durante 24 h, a curcumina, apenas na concentração de 100 µM, diminuiu a redução de MTT 

(Figura 5A) e a incorporação de VN (Figura 5B) em aproximadamente 60% (em ambas as 

técnicas). Confirmando esse resultado, a liberação de LDH foi aumentada apenas na 

concentração mais alta de curcumina, indicando citotoxicidade e perda de integridade 

celular (Figura 5C). Por outro lado, a piperina não foi capaz de diminuir a viabilidade celular 

de forma significativa em nenhuma das concentrações testadas, avaliado pela redução de 

MTT (Figura 5D), incorporação de VN (Figura 5E) e atividade extracelular de LDH (Figura 

5F). Ainda, a integridade de membrana foi alterada na concentração de 100 µM de 

curcumina, evidenciada pela marcação com IP (Figura 6). A piperina não alterou a 

integridade de membrana em nenhuma das concentrações testadas (Figura 6). 
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Figura 5. Efeito da curcumina ou da piperina sobre a viabilidade celular. Astrócitos de Cultura Primária foram 

tratados com diferentes concentrações de curcumina e piperina, variando de 10 a 100 μM por 24 h em DMEM sem 

SFB. Ao final do tratamento, a viabilidade celular foi analisada através da redução de MTT, incorporação do VN 

ou atividade da LDH. Cada valor é a média (± erro padrão) de 4 experimentos independentes realizados em 

triplicata. * indica diferença significativa para um p0,05 (ANOVA de uma via e pós-teste de Dunnet). 

 

 



24 
 

 

Figura 6. Efeito da curcumina ou da piperina sobre a integridade celular. A integridade celular foi analisada 

por meio da incorporação de iodeto de propídio. Campos representativos de cada grupo experimental observadas 

em contraste de fase (CF) ou fluorescência (IP), observados em um aumento de 20X. Barra de escala 50 μm. 

 

Para analisar a morfologia celular, realizamos uma marcação para actina. O veículo 

apresentou morfologia normal, com a preservação das fibras de estresse, evidenciando um 

citoesqueleto de actina altamente organizado. A curcumina, por outro lado, ocasionou 

alterações que começam a ser observadas a partir da concentração de 50 µM (Figura 7), 

porém, mais evidentes na concentração de 75 µM. As alterações morfológicas envolvem a 

despolimerização da actina com perda das fibras de estresse. A piperina, no entanto, não 

causou alteração morfológica em nenhuma das concentrações testadas (Figura 7). 
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Figura 7. Efeito da curcumina ou da piperina sobre a morfologia celular. Astrócitos de Cultura Primária foram 

tratados com diferentes concentrações de curcumina e piperina, variando de 10 a 75 μM por 24 h em DMEM sem 

SFB. Ao final do tratamento, a morfologia foi analisada através da marcação para actina com faloidina conjugada 

com rodamina. A imagem reproduz um campo representativo de cada grupo experimental de um único 

experimento realizado em triplicata. Barra de escala 50 μm. 

 

Dados esses resultados de viabilidade, integridade e morfologia celular, bem como a 

ideia de usar uma concentração equivalente dos dois compostos, os parâmetros seguintes 

foram analisados com curcumina e piperina nas concentrações de 10, 25, 50 e 75 μM. 

4.1.2. Efeito da curcumina ou da piperina sobre o metabolismo glutamatérgico 

A curcumina, apenas na concentração de 75 μM, apresentou uma diminuição na 

captação de glutamato (Figura 8A), enquanto que a piperina não foi capaz de alterar esse 

parâmetro (Figura 8D).  Com objetivo de investigar possíveis alterações em dois 

importantes destinos do glutamato intracelular em astrócitos, medimos a atividade da GS e 

o conteúdo de GSH. Não foi observada nenhuma variação na atividade da GS após a 

exposição à curcumina (Figura B) ou piperina (Figura 8E). Quanto ao conteúdo intracelular 

de GSH, encontramos um aumento quando as células foram expostas a concentração de 50 

µM de curcumina, indicando uma melhora na condição antioxidante da célula (Figura 8C). 

A exposição das células à piperina, por outro lado, não alterou o conteúdo de GSH em 

nenhuma das concentrações testadas (Figura 8F). 
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Figura 8. Efeito da curcumina ou piperina sobre o metabolismo glutamatérgico. Astrócitos de Cultura 

Primária foram tratados com diferentes concentrações de curcumina e piperina, variando de 10 a 75μM por 

24 h em DMEM sem SFB. Ao final do tratamento, a captação de glutamato (A, D), atividade da GS (B, E) e 

conteúdo de GSH (C, F) foram medidas. Os dados estão mostrados como porcentagem do basal e representam 

a média ± erro padrão de pelo menos 5 experimentos independentes realizados em triplicata. * indica diferença 

significativa para um p0,05 (ANOVA de uma via e pós-teste de Duncan). 

 

 

4.1.3. A curcumina causa alteração na secreção de S100B e no conteúdo de GFAP 

Outra proteína importante para a função astrocitária é a S100B, expressa e secretada 

pelos astrócitos no SNC. A secreção de S100B foi diminuída consideravelmente pela 

curcumina a partir da concentração de 50 μM (Figura 9A), mas não foi alterada pela piperina 

(Figura 9D). No que diz respeito ao conteúdo intracelular, não foram encontradas alterações 

na incubação de ambos os compostos em nenhuma das concentrações testadas (Figura 9B 

e 9E). Após 24 h de exposição a curcumina e piperina, o conteúdo intracelular de GFAP foi 
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medido. Interessantemente, um aumento dessa proteína foi observado no tratamento com 

curcumina a partir da concentração de 50 μM (Figura 9C). Nenhuma diferença significativa 

foi observada após o tratamento com piperina (Figura 9F). 

 

Figura 9. A curcumina causa alteração na secreção de S100B e no conteúdo de GFAP. Astrócitos de Cultura 

Primária foram tratados com diferentes concentrações de curcumina e piperina, variando de 10 a 75μM por 24 h 

em DMEM sem SFB. Ao final do tratamento, a secreção de S100B (A,D), o conteúdo de S100B (B,E) e o conteúdo 

de GFAP (C,F) foram medidos. Os dados estão mostrados como porcentagem do basal e representam a média ± 

erro padrão de pelo menos 5 experimentos independentes realizados em triplicata. * indica diferença significativa 

para um p0,05 (ANOVA de uma via e pós-teste de Duncan). 

Após concluir os experimentos programados para a fase 1 desse trabalho, a concentração 

de 50 µM de curcumina foi capaz de aumentar o conteúdo de GSH, diminuir a secreção de 
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S100B e aumentar o conteúdo de GFAP nas culturas primárias de astrócitos. A piperina per se 

não alterou nenhum dos parâmetros analisados. Para investigar os efeitos desses dois compostos 

em uma condição inflamatória, a concentração de 50 µM de ambos compostos foi escolhida. 

4.2. Efeito da incubação de curcumina e piperina em condições inflamatórias 

A incubação com LPS, curcumina e piperina não alterou nenhum dos parâmetros de 

viabilidade e integridade celular testados (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Viabilidade e Integridade celular. 

 MTT (%) VN (%) LDH (%) 

Veículo 122,2 ± 10,0 91,0 ± 3,6 208,5 ± 30,8 

LPS 112,4 ± 3,7 83,4 ± 6,3 188,2 ± 22,2 

LPS + CUR 114,7 ± 3,3 88,1 ± 7,1 145,4 ± 19,9 

LPS + PIP 117,0 ± 8,8 94,0 ± 7,7 153,5 ± 20,1 

LPS + CUR + PIP 129 ± 9,0 107,7 ±14,1 175,7 ± 17,1 

 

4.2.1. A curcumina e piperina revertem o aumento da secreção de TNF-α causado pelo 

LPS 

Após um pré-tratamento de 3 horas com curcumina e piperina isolados e 

combinados, as células foram expostas ao LPS, a fim de investigar possível papel 

protetor de ambos os compostos na sinalização inflamatória. O LPS aumentou a 

secreção de TNF-α, parâmetro que foi revertido pela curcumina, pela piperina e 

pelos dois compostos combinados (Figura 10). 
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Figura 10. A curcumina e piperina revertem o aumento da secreção de TNF-α causado pelo LPS. Astrócitos 

de Cultura Primária foram tratados com diferentes concentrações de curcumina, piperina e curcumina + piperina 

(50μM) em DMEM sem SFB. 3 h após a exposição ao tratamento, LPS (1 µg/mL) foi adicionado a todos os 

tratamentos por mais 24 h. Ao final do tratamento, a secreção de TNF-α foi medida. Os dados estão mostrados 

como porcentagem do basal e representam a média ± erro padrão de pelo menos 5 experimentos independentes 

realizados em triplicata. * indica diferença significativa para um p0,05 (ANOVA de uma via e pós-teste de 

Duncan). 

 

4.2.2. A secreção de S100B é diminuída pelo LPS 

A secreção de S100B foi diminuída nas culturas tratadas com LPS. O pré-

tratamento com curcumina foi capaz de diminuir ainda mais a secreção de S100B. 

Por outro lado, a pré-exposição a piperina não resultou em nenhuma alteração da 

redução da secreção de S100B estimulada por LPS. Quando a piperina e a 

curcumina foram combinadas na pré-incubação, o mesmo efeito da curcumina foi 

observado (Figura 11). 
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Figura 11. A secreção de S100B é diminuída pelo LPS. Astrócitos de Cultura Primária foram tratados com 

diferentes concentrações de curcumina, piperina e curcumina + piperina (50μM) em DMEM sem SFB. 3 h após a 

exposição ao tratamento, LPS (1 µg/mL) foi adicionado à todos os tratamentos por mais 24 h. Ao final do 

tratamento, a secreção de S100B foi medida. Os dados estão mostrados como porcentagem do basal e representam 

a média ± erro padrão de pelo menos 5 experimentos independentes realizados em triplicata. * indica diferença 

significativa para um p0,05 (ANOVA de uma via e pós-teste de Duncan). 

 

4.2.3. A piperina reverte o aumento de GFAP causado pelo LPS 

A curcumina não foi capaz de reverter o aumento no conteúdo de GFAP causado 

pelo LPS. A piperina, por sua vez, reverteu completamente esse aumento e, quando 

os compostos foram incubados juntos, o efeito observado foi idêntico ao da 

piperina (Figura 12). 

 

Figura 12. A piperina reverte o aumento de GFAP causado pelo LPS. Astrócitos de Cultura Primária foram 

tratados com diferentes concentrações de curcumina, piperina e curcumina + piperina (50μM) em DMEM sem 

SFB. 3 h após a exposição ao tratamento, LPS (1 µg/mL) foi adicionado à todos os tratamentos por mais 24 h. Ao 

final do tratamento, o conteúdo de GFAP foi medido. Os dados estão mostrados como porcentagem do basal e 

representam a média ± erro padrão de pelo menos 5 experimentos independentes realizados em triplicata. * indica 

diferença significativa para um p0,05 (ANOVA de uma via e pós-teste de Duncan). 
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5. Discussão 

5.1. Efeito da curcumina e da piperina em astrócitos 

O papel da alimentação na prevenção contra doenças neurodegenerativas tem se destacado 

nos últimos anos, através da investigação da relação entre o perfil dietético e o desenvolvimento 

de patologias no SNC (Businaro et al., 2018). A alimentação equilibrada ainda pode ser chave 

na prevenção de quadros metabólicos que geram consequências no SNC, como a resistência à 

insulina periférica presente no diabetes e seus possíveis desfechos centrais (Mayeux e Stern, 

2012). Ainda, tem sido demonstrado grande interesse em investigar o papel protetor de 

compostos bioativos presentes na alimentação, devido a seus efeitos antioxidantes e anti-

inflamatórios (Scapagnini et al., 2011). 

A curcumina e a piperina são compostos promissores, com destaque à sua ação anti-

inflamatória, já relatada em diversos tecidos periféricos (Aggarwal et al., 2013), porém, seus 

efeitos no SNC ainda são pouco estudados. Uma vez que os astrócitos são conhecidos por 

desempenharem um importante papel no início e progressão de diversas patologias que 

envolvem a neuroinflamação e a curcumina e a piperina estão presentes em alimentos 

consumidos regularmente pela população, é importante entender se esses compostos podem 

modular as funções astrocíticas, mesmo em condições basais, bem como determinar 

concentrações seguras, que não causem efeitos tóxicos em culturas. Nesse sentido, nossos 

resultados indicam que apenas a concentração de 100 µM de curcumina apresentou toxicidade 

celular, observada por uma diminuição da redução de MTT e incorporação de VN, bem como 

um aumento da liberação de LDH e marcação com iodeto de propídeo. Esse resultado corrobora 

resultados encontrados na literatura, nos quais a mesma concentração de curcumina foi tóxica 

em linhagens de astrócitos (Lavoie et al., 2009; Romero-Hernández et al., 2013). A piperina, 

no entanto, não apresentou toxicidade em nenhuma das concentrações testadas, e embora 
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nenhum estudo tenha testado as mesmas concentrações em células do SNC, em tecidos 

periféricos, concentrações até 500 µM foram consideradas seguras (Li et al., 2015; Ren e Liang, 

2018).  

Considerando o importante papel dos astrócitos no metabolismo glutamatérgico, algumas 

funções astrocíticas relacionadas com o ciclo glutamato-glutamina foram avaliadas: a captação 

de glutamato, atividade da GS e conteúdo de GSH. A captação de glutamato foi diminuída 

apenas em resposta à incubação com curcumina na concentração de 75 µM. Embora essa 

concentração não tenha alterado parâmetros de viabilidade celular em nossos ensaios, esse dado 

pode sugerir um prejuízo no metabolismo glutamatérgico e possível efeito tóxico, uma vez que 

uma redução da captação de glutamato poderia implicar em uma maior concentração 

extracelular desse neurotransmissor, que pode levar à toxicidade (Sofroniew e Vinters, 2010).  

O glutamato tem dois destinos importantes, após ser captado pelos astrócitos: a síntese de 

glutamina, através da atividade da enzima GS e a síntese de GSH. A curcumina e a piperina 

não foram capazes de alterar a atividade da GS, por outro lado, o conteúdo de GSH foi 

aumentado de forma expressiva na concentração de 50 µM de curcumina. Nós acreditamos que 

possivelmente esse aumento pode estar relacionado a um aumento na síntese do tripeptídeo, 

visto que trabalhos de Lavoie e colaboradores encontraram um aumento na expressão gênica 

da GCLM, subunidade catalítica da GCL, bem como da GSS em astrócitos incubados com 

curcumina na concentração de 10 µM. Além disso, a incubação com 50 µM de curcumina gerou 

aumento nos níveis de RNA mensageiros das duas subunidades da GCL, a GCLM e a GCLC. 

Corroborando o aumento na expressão gênica de intermediários da síntese de GSH, ainda foi 

encontrado um aumento importante na atividade da enzima GCL em culturas de astrócitos em 

condições basais (Lavoie et al., 2009). Nosso resultado de aumento do conteúdo de GSH 

induzido por curcumina pode ser importante também na proteção de outras células do SNC, 
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principalmente os neurônios. Após sua síntese no astrócito, a GSH é enviada para o espaço 

extracelular, onde serve como precursora da síntese neuronal de GSH. De fato, já foi descrito 

que o tratamento com curcumina na concentração de 30 µM aumenta também o efluxo de GSH 

nos astrócitos, tanto em condições basais quanto em uma condição estimulada com a depleção 

de Ca2+ extracelular (Stridh et al., 2010).  

Com relação às proteínas marcadoras de astrócitos, nossos dados mostraram uma alteração 

na secreção de S100B e no conteúdo de GFAP de células incubadas com 50 µM de curcumina. 

A S100B é uma proteína que, dependendo de sua concentração, pode exercer efeitos tróficos 

ou tóxicos, sendo inclusive proposta como biomarcadora de doenças neurodegenerativas 

(Barateiro et al., 2016). Nossos resultados mostraram, pela primeira vez, uma diminuição na 

secreção de S100B em astrócitos incubados com curcumina, o que pode indicar uma adaptação 

celular com intuito de prevenir respostas exacerbadas frente a insultos futuros. Encontramos 

um aumento no conteúdo de GFAP nas concentrações de 50 e 75 µM de curcumina, resultado 

que, em condições basais, não tinha sido observado. O aumento da GFAP é geralmente 

considerado um efeito deletério, relacionado ao fenômeno de astrogliose, que acontece na 

resposta à insultos e tem como uma das alterações a hipertrofia celular, resultando em uma 

regulação positiva no conteúdo de GFAP (Sofroniew, 2014). Entretanto, o aumento de GFAP 

também pode ser resultado de um aumento no trofismo celular, metabolismo astroglial e síntese 

proteica.  O aumento de GFAP também é  observado em astrócitos em resposta ao exercício 

físico, que tem um importante papel protetor contra doenças neurodegenerativas, portanto, um 

efeito benéfico (Saur et al., 2014). É importante lembrar que o aumento no conteúdo de GFAP 

observado em nosso trabalho foi acompanhado de um aumento no conteúdo de GSH na mesma 

concentração de curcumina, parâmetro que indica melhora na proteção antioxidante celular. 
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Após a conclusão dos experimentos com a curva de curcumina e piperina, observamos que 

a curcumina na concentração de 50 µM foi capaz de aumentar o conteúdo de GSH, diminuir a 

secreção de S100B e aumentar o conteúdo de GFAP. Dessa forma, essa foi a concentração 

escolhida para os experimentos de proteção frente a um estímulo inflamatório.  A piperina não 

teve efeitos per se nos parâmetros avaliados nas concentrações testadas em condições basais. 

Então, com o intuito de verificar seus efeitos em condições inflamatórias ou ainda em 

combinação com a curcumina, utilizamos a mesma concentração escolhida para a curcumina. 

5.2. Efeito da curcumina e piperina em condições inflamatórias 

Muitas estratégias têm sido propostas com o objetivo de atenuar a neuroinflamação 

observada em diversas patologias, como o uso de medicamentos anti-inflamatórios já utilizados 

para as doenças sistêmicas. Entretanto, os efeitos proporcionados por esses medicamentos 

parecem não se manter à longo prazo no SNC, além da possibilidade em gerar efeitos colaterais 

devido a sua toxicidade (Imbimbo et al., 2010). Por esse motivo, há interesse em investigar 

compostos naturais que possam exercer efeitos protetores e seguros, não apenas para utilizá-los 

na dieta, bem como a fim de desenvolver novos fármacos a partir dessas moléculas já 

conhecidas. 

Para compreender os possíveis efeitos protetores da curcumina e piperina na resposta 

inflamatória induzida por LPS, iniciamos pela medida de TNF-α. O LPS é um componente de 

parede celular bacteriana, bem estabelecido como indutor da resposta inflamatória (Hauss-

Wegrzyniak et al., 1998). Em animais, a administração de LPS via intracerebroventricular causa 

alterações histológicas e anatômicas na estrutura cerebral, além de aumentar a secreção de 

citocinas inflamatórias como o TNF-α (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998; Guerra et al., 2011). 

Ainda in vivo, modelos de inflamação periférica com LPS demonstram uma comunicação entre 

o sistema imune periférico e central, visto que alterações cerebrais são encontradas quando LPS 
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foi administrado via intraperitoneal, aumentando a expressão gênica de TNF-α,  IL-1β, e NF-

κB (Qin et al., 2007). Estudos de nosso grupo já mostraram que o LPS em ensaios in vitro ativa 

a liberação de mediadores inflamatórios como o TNF-α em astrócitos a partir de 1h de 

incubação, em concentrações de 0,01, 0,1, 1, 10 e 30 µg/mL (Guerra et al., 2011). Em nosso 

estudo, observamos um aumento expressivo na secreção de TNF-α após a incubação com LPS 

na concentração de 1 µg/mL, corroborando os resultados já mostrados anteriormente.  A 

curcumina e a piperina foram capazes de reverter à níveis basais o aumento de TNF-α gerado 

pelo LPS, mostrando uma importante ação anti-inflamatória. Tanto isolados quanto 

combinados, os compostos exerceram efeito protetor na cultura de astrócitos. É importante 

ressaltar que o aumento da secreção de TNF-α foi revertido aos valores basais.  

Os efeitos in vivo da curcumina em modelos de neuroinflamação já tem sido relatados, visto 

que a mesma foi capaz de atenuar a neuroinflamação aguda e, à longo prazo, atenuar o déficit 

comportamental causado pelo modelo com LPS (Sorrenti et al., 2018). Outro estudo observou 

a potencialização dos efeitos anti-inflamatórios da curcumina pela piperina, uma vez que a 

combinação de ambos compostos diminuiu significativamente a secreção de TNF-α e IL-1β em 

relação ao tratamento com os compostos isolados, também em um modelo de neuroinflamação 

induzida por LPS (Jangra et al., 2016). In vitro, a cascata inflamatória gerada pelo LPS também 

foi atenuada pela incubação com curcumina, efeito demonstrado através da diminuição da 

secreção de IL-6 em astrócitos e diminuição da expressão gênica de TNF-α, IL-1β em neurônios 

(Seyedzadeh et al., 2014). 

Nossos dados mostram que a secreção de S100B foi diminuída pelo LPS, alteração que já 

havia sido relatada  em trabalhos anteriores (Guerra et al., 2011). Nessa situação, a curcumina 

e a piperina não foram capazes de reverter a alteração gerada pelo LPS. É importante ressaltar 

que curcumina, quando incubada em condições basais, já havia diminuído a secreção de S100B, 



36 
 

efeito que foi mantido na mesma magnitude na presença do LPS. A diminuição da secreção de 

S100B pelo LPS e pela curcumina possivelmente indica uma resposta de adaptação celular ao 

ambiente inflamatório. A S100B já foi descrita como uma molécula de sinalização importante, 

devido ao seu papel dual entre neurotrofismo e neurotoxicidade (Donato et al., 2009). Quando 

liberada de forma aguda, a ligação da S100B com o receptor RAGE estimula a expressão de 

COX-2 e a ativação da microglia, contribuindo para a progressão da resposta exacerbada ao 

dano no SNC (Bianchi et al., 2007; Bianchi et al., 2011). Portanto, a ação da curcumina na 

sinalização inflamatória pode ser uma forma de evitar a resposta celular exacerbada à longo 

prazo, diminuindo a secreção de TNF-α e S100B, fatores que podem vir a contribuir com uma 

resposta patológica em altas concentrações. Uma vez que em altas concentrações a S100B pode 

exercer efeitos tóxicos e encontra-se aumentada em diversas patologias, ela pode ser 

considerada por alguns autores como uma citocina pró-inflamatória (Liu et al., 2005). 

Entretanto, nosso trabalho reforça que, apenas a sua concentração no meio extracelular não 

pode ser considerada como um marcador inflamatório isoladamente, uma vez que ela mostrou 

o mesmo perfil de redução de secreção quando os astrócitos foram estimulados por LPS, um 

estímulo inflamatório, ou curcumina, um estímulo anti-inflamatório. 

Por outro lado, o aumento no conteúdo de GFAP causado pelo LPS foi revertido pela 

piperina, mas não pela curcumina. Essa alteração causada pelo LPS já havia sido mostrada em 

culturas de astrócitos, corroborando nosso dado (Guerra et al., 2011). A piperina, apesar de não 

ter exercido efeitos per se no conteúdo de GFAP, diminui o aumento causado pelo LPS, 

demonstrando uma ação diferente quando na presença de sinalização inflamatória. Apesar de 

esse dado ser o primeiro em um modelo de inflamação in vitro, em um modelo in vivo de 

epilepsia, a piperina já havia diminuído a marcação de astrócitos GFAP-positivos no giro 

denteado do hipocampo (Anissian et al., 2018). Esse dado sugere uma ação protetora da 
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piperina, em conjunto com a reversão do aumento da secreção de TNF-α induzido por LPS 

observado em nosso estudo.  

A curcumina, no entanto, não foi capaz de reverter o aumento de GFAP induzido por LPS. 

É importante ressaltar que a curcumina em condições basais já havia aumentado o conteúdo de 

GFAP nas culturas de astrócitos. Entretanto, seu efeito não é aditivo ao efeito do LPS em uma 

situação inflamatória. Esse dado traz um papel importante da curcumina, mostrando uma 

mudança de efeito conforme o ambiente no qual ela é exposta. Essa ação também é evidenciada 

na incubação com curcumina e piperina combinadas, na qual a ação da piperina prevaleceu à 

ação da curcumina, mantendo a reversão do aumento do conteúdo de GFAP causado pelo LPS. 

Dessa forma, a piperina mostrou uma ação protetora, enquanto a curcumina, apesar de não 

reverter a resposta causada pelo LPS, não comprometeu a ação da piperina. 

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem uma importante ação da curcumina e piperina 

na modulação de parâmetros astrogliais, principalmente em resposta à um estimulo 

inflamatório. A ação da curcumina parece ser mediada por diversos fatores envolvidos na 

sinalização inflamatória, portanto, não parece existir um caminho único para compreender sua 

ação. Diversos alvos moleculares já foram sugeridos, como a ação através dos fatores de 

transcrição NFκB e Nrf2 (Sahin et al., 2016). Porém, a forma com que a curcumina é 

reconhecida e internalizada nas células ainda é questionada. A ligação da curcumina à 

receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) é uma das possibilidades, visto 

que os efeitos protetores da curcumina em um modelo in vivo de inflamação são 

importantemente diminuídos pela incubação com antagonistas de PPARγ (Wang, H. M. et al., 

2010). Outro receptor possivelmente envolvido na ação da curcumina é o receptor de 

tropomiosina cinase B (TrkB), visto que os efeitos protetores exercidos por ela na viabilidade 

celular de neurônios em condições basais foi bloqueada por um inibidor de TrkB (Wang, R. et 
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al., 2010). É importante frisar que o receptor TrkB está envolvido na sinalização do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), essencial nos processos de neurogênese e 

plasticidade sináptica (Leal et al., 2017). Ainda, o sistema endocanabinóide, especificamente o 

receptor CB1, também pode ser mediador da sinalização ativada pela curcumina (Hassanzadeh 

e Hassanzadeh, 2012). O envolvimento de receptores na ação da piperina ainda é pouco 

investigado, principalmente em células do SNC. Entretanto, o receptor PPARγ parece estar 

envolvido, como evidenciado em um modelo in vivo de fibrose cardíaca (Ma et al., 2017).  

De uma forma geral, mais estudos precisam ser realizados para investigar receptores 

envolvidos na ação da curcumina e piperina, principalmente no que diz respeito à S100B e à 

GFAP. Ainda, a avaliação dos efeitos de um tratamento crônico com os compostos pode ser 

importante para determinar o papel da curcumina na secreção de S100B e conteúdo de GFAP, 

principalmente em resposta à inflamação induzida pelo LPS. 

6. Conclusão 

Em nosso trabalho, observamos que, em condições basais, a curcumina foi capaz de alterar 

parâmetros astrocíticos relacionados ao metabolismo glutamatérgico, aumentando de forma 

expressiva o conteúdo de GSH. Ainda em condições basais, observamos alterações em 

proteínas marcadoras de astrócitos, visto que a curcumina diminuiu a secreção de S100B e 

aumentou o conteúdo de GFAP. Esses resultados mostram significativa melhora na proteção 

antioxidante cerebral e possível efeito trófico da curcumina sob os astrócitos.  A piperina, por 

sua vez, não alterou os parâmetros avaliados em condições basais. 

Na sinalização inflamatória gerada por LPS, a curcumina e a piperina tiveram efeitos 

importantes, diminuindo a secreção de TNF-α a níveis basais. A piperina, que em condições 

basais não havia alterado os parâmetros analisados, em condições inflamatórias reverteu o 

aumento de GFAP também a níveis basais. 
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Dessa forma, a curcumina e a piperina mostraram efeitos complementares importantes. 

Embora seus efeitos não tenham sido sinérgicos, ambos compostos se completam pelo fato de 

que a curcumina aumentou GSH, a piperina reverteu o aumento de GFAP em condições 

inflamatórias, e ambas reverteram o aumento da secreção de TNF-α a níveis basais em 

condições inflamatórias. Portanto, a utilização dos dois compostos juntos, em nosso estudo, 

resultou em efeitos biológicos relevantes e promissores para a proteção anti-inflamatória no 

SNC. 

7. Perspectivas 

 Avaliar o imunoconteúdo de TLR4, RAGE e COX-2 por eletroforese e imunodetecção 

na incubação de curcumina e/ou piperina em condições inflamatórias; 

 Avaliar a translocação de NFκB ao núcleo através de imunocitoquímica na incubação 

de curcumina e/ou piperina em condições inflamatórias; 

 Tratamento in vivo com injeção intraperitoneal ou intracerebroventricular de LPS em 

ratos para verificar parâmetros inflamatórios centrais e periféricos, bem como o papel 

da curcumina e/ou piperina na neuroinflamação. 

8. Apoio financeiro 

Esse trabalho foi realizado com apoio financeiro da CAPES, CNPq e Fapergs. 
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