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RESUMO

A neuroinflamagdo € uma caracteristica central de doencas neurodegenerativas, como as
doencas de Alzheimer e Parkinson. No sistema nervoso central (SNC), a resposta inflamatoria
é realizada por células da glia, com destaque aos astrécitos e a microglia. Os astrécitos, além
de responsaveis pela manutengdo da barreira hematoencefélica (BHE), homeostase ibnica,
metabolismo energético, metabolismo glutamatérgico e protecdo antioxidante em condic6es
fisioldgicas, atuam como protagonistas na resposta inflamatoria. Durante a neuroinflamacéo,
0s astrdcitos, modulam o fluxo sanguineo, diminuem o suporte tréfico aos neurénios, aumentam
a infiltracdo de células imunes e amplificam as respostas inflamatdrias por meio da regulacao
positiva da producdo de citocinas. Diversas moléculas tém sido propostas para atenuar a
resposta inflamatdria no contexto de doengas cerebrais, com destaque aos compostos bioativos.
Na busca por compostos bioativos candidatos a exercer um papel anti-inflamatério que
poderiam agir tanto de uma forma protetora, ou seja, em conjunto com habitos de vida saudaveis
para reduzir riscos de salde futuros, quanto como alvo da tecnologia farmacéutica para dar
origem a novos medicamentos, se destaca a curcumina. A curcumina € um polifenol presente
na Curcuma longa, com capacidade anti-inflamatéria e antioxidante bem descrita em tecidos
periféricos, mas pouco explorada em células do SNC. Apesar de sua baixa biodisponibilidade,
a curcumina é capaz de atravessar a BHE. Por esse motivo, o primeiro objetivo desta tese foi
caracterizar os efeitos da curcumina e da piperina, uma molécula presente na pimenta preta,
com possivel efeito sinérgico a curcumina, em culturas primarias de astrocitos em condigdes
basais e inflamatérias. O segundo objetivo foi investigar os efeitos da administracdo oral de
curcumina em um modelo de neuroinflamagdo em ratos, induzido por uma injecdo de
lipopolissacarideo (LPS) intracerebroventricular, para avaliar se os efeitos encontrados em
astrocitos seriam reprodutiveis em modelo animal. Nossos resultados mostraram que a
curcumina foi capaz de modular funcGes de astrocitos mesmo em condicdes basais, aumentando
o conteudo de GSH e GFAP, além de reduzir a secre¢cdo de S100B. Em condicdes inflamatorias
provocadas por LPS, tanto a curcumina quanto a piperina reduziram a secre¢cdo de TNF-aq,
mostrando um importante efeito anti-inflamatorio. Apenas a piperina reverteu 0 aumento de
GFAP causado pelo LPS, enguanto a curcumina potencializou o efeito do LPS no que diz
respeito a secrecdo de S100B. Nossos resultados em um modelo animal de neuroinflamacéo
demonstraram que a curcumina foi capaz de atenuar o déficit locomotor causado pelo LPS,
mesmo nado reduzindo a perda de peso, reducdo do consumo hidrico e anedonia observados no
modelo. Além disso, a curcumina reduziu a sinalizacdo inflamatoria através da reducdo do
contetdo de IL-1PB e imunoconteudo de COX-2 e Iba-1 no tecido hipocampal, reforgando o
efeito anti-inflamatorio observado no modelo in vitro. Por fim, a curcumina administrada via
oral foi capaz de reduzir o contetido de S100B no liquido cefalorraquidiano e reestabelecer a
protecdo antioxidante através do aumento do conteudo de GSH, ambos parametros afetados
pela administragdo central de LPS. Nossos resultados reforgam o efeito anti-inflamatorio da
curcumina e o potencial terapéutico desta molécula. Além disso, destacamos que 0s astrocitos
sdo parte importante da acdo da curcumina, portanto, novos estudos investigando alvos
moleculares da curcumina em astrdcitos devem ser realizados, especialmente no que diz
respeito a sinalizagdo da proteina S100B.



ABSTRACT

Neuroinflammation is a central feature of neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and
Parkinson's disease. In the central nervous system (CNS), the inflammatory response is carried
out by glial cells, especially astrocytes and microglia. Astrocytes are not only responsible for
maintaining the blood-brain barrier integrity (BBB), ionic homeostasis, energy metabolism,
glutamatergic metabolism, and antioxidant protection under physiological conditions but act as
protagonists in the inflammatory response. During neuroinflammation, astrocytes modulate
blood flow, decrease trophic support to neurons, increase immune cell infiltration, and amplify
responses through upregulation of cytokine production. Several molecules have been proposed
to attenuate inflammation in the context of brain disease, such as bioactive compounds. In the
search for candidate bioactive compounds to exert anti-inflammatory protection that could act
both in a preventive way, that is, in conjunction with healthy living habits to reduce future
health risks, and as a target of pharmaceutical technology to develop new medicines, curcumin
stands out. Curcumin is a polyphenol present in Curcuma longa, with well described anti-
inflammatory and antioxidant capacity in peripheral tissues. Despite its low bioavailability,
curcumin is able to cross the BBB. For this reason, the first objective of this thesis was to
characterize the effects of curcumin and piperine, a molecule found in black pepper with
possible synergistic effects with curcumin, in primary cultures of astrocytes under basal and
inflammatory conditions. The second objective was to investigate the effects of oral
administration of curcumin in an animal model of neuroinflammation, induced by an
intracerebroventricular injection of lipopolysaccharide (LPS), to assess whether the effects
found in astrocytes would be reproducible in an animal model. Our results demonstrated that
curcumin was able to modulate astrocyte functions under basal conditions, increasing the
content of GSH and GFAP, in addition to reducing the secretion of S100B. In inflammatory
conditions provoked by LPS, both curcumin and piperine reduced the secretion of TNF-a,
showing an important anti-inflammatory effect. Only piperine reversed the increase in GFAP
caused by LPS, while curcumin potentiated the effect of LPS with regard to the secretion of
S100B. In our animal model of neuroinflammation, curcumin was able to attenuate the
locomotor deficit caused by LPS, even though it did not attenuate weight loss, reduced water
consumption, and anhedonia. Furthermore, curcumin reduced inflammatory signaling by
reducing the content of IL-1p and the immunocontent of COX-2 and Iba-1 in the hippocampus,
reinforcing the anti-inflammatory effect observed in the in vitro model. Finally, orally
administered curcumin was able to reduce the content of S100B in the cerebrospinal fluid and
restore antioxidant protection by increasing the content of GSH, both parameters affected by
the central administration of LPS. Our results reinforce the anti-inflammatory effect of
curcumin and the therapeutic potential of this molecule. Furthermore, we emphasize that
astrocytes play an important role in the activity of curcumin, therefore, further studies
investigating molecular targets of curcumin in astrocytes should be carried out, especially
regarding S100B protein signaling.
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Lista de abreviaturas

BHE — barreira hematoencefalica
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GCL - glutamato cisteina ligase

GFAP - proteina glial fibrilar &cida
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LCR - liquido cefalorraquidiano

LDH - lactato desidrogenase

LPS — lipopolissacarideo

NRF2 - fator nuclear eritroide 2

NFkB — fator nuclear kappa B

PAMPs - padrdes moleculares associados a patdgenos
RRPs - receptores de reconhecimento de padrbes
SNC - sistema nervoso central

TLR - receptores do tipo toll

TNF-a — fator de necrose tumoral a



1. Introducéo

1.1. Inflamagéo

A inflamacdo é um processo biol6gico que ocorre em cooperacdo com células do sistema
imune como resposta a estimulos infecciosos, como virus e bactérias, ou ndo-infecciosos, como
células danificadas. O processo inflamatdrio agudo é vital para que seja reestabelecida a
homeostase de um organismo, e ocorre em 3 grandes etapas: identificacdo, sinalizacdo e

resolucdo (CHEN et al., 2018).

A resposta inflamatoria se inicia com o reconhecimento do estimulo danoso pelo organismo,
realizado majoritariamente pelos receptores de reconhecimento de padrées (RRPs). Os RRPs
sdo expressos por célula do sistema imune inato, como os macréfagos, neutréfilos e células
dendriticas, e também por células ndo-imunes, como adipdcitos e hepatdcitos. Como células do
sistema imune inato e células ndo-imunes ndo possuem a mesma especificidade de células do
sistema imune adaptativo para reconhecer antigenos especificos, elas contam com os RRPs para
identificar estimulos danosos que ameacam a homeostase do organismo. Dentre 0s RRPs, se
encontram os receptores do tipo NOD, receptores do tipo RGI, receptores de lecitina tipo C,
receptores do tipo AIM2, e, um dos primeiros a serem descobertos e mais importantes RRPS,

0s receptores do tipo Toll (TLR) (LI; WU, 2021).

O TLRs sdo receptores localizados na membrana celular das células de vertebrados, e séo
capazes de reconhecer padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPSs) e padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs). Apds o reconhecimento do estimulo danoso, 0s
TLRs ativam uma cascata de sinalizacéo intracelular que levam a translocacao para o nucleo de
fatores de transcrigdo, como o fator nuclear kappa B (NFkB). O NFkB é um fator de transcricdo

que, em condic¢des celulares basais, esta ligado a proteina IkB. Apds um estimulo inflamatério

reconhecido pelos TLRs, a enzima IkB cinase-a € ativada, degradando a proteina IkB. Dessa
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forma, o NFkB é translocado para o ndcleo, onde ativa a transcricdo genética de proteinas
sinalizadoras de inflamacdo, como as citocinas inflamatorias (CHEN et al., 2018), que modulam
a sinalizacdo inflamatdria de forma que ela seja amplificada, ou entéo, reduzida. Citocinas pro-
inflamatorias como a interleucina-1p (IL-1B), o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a
interleucina-6 (IL-6), sdo responsaveis por estimular proliferacdo de células natural killer, a
fagocitose celular e a producéo de anticorpos IgG por linfécitos B. Sendo assim, a producéo de
citocinas pro-inflamatorias é crucial e determinante para que a resposta inflamatdria e a resposta
do sistema imune sejam suficientes para combater o estimulo que causou a cascata inflamatoria
(TURNER et al., 2014). Além do papel pro-inflamatério das citocinas, outras moléculas
também atuam na sinalizacdo da inflamacdo, como os metabdlitos derivados do acido

araquidoénico.

O é&cido araquiddnico € um &cido graxo insaturado presente nas membranas celulares.
Durante um evento inflamatdrio, é liberado da membrana e clivado por enzimas chamadas de
ciclooxigenases (COX), dando origem a prostaglandinas. As prostaglandinas possuem efeito
vasodilatador, além de mediar a sinalizacdo de dor (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Tanto
as citocinas pro-inflamatérias quanto as prostaglandinas atuam de forma a facilitar o

recrutamento de células do sistema imune para o local onde o dano foi iniciado.

Apbs a resolucdo do dano, a producéo de citocinas pré-inflamatorias e prostaglandinas é
reduzida, dando espaco a citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina-10, bem como
mediadores derivados do acido araquidénico, as lipoxinas e resolvinas (SUGIMOTO et al.,
2016). A infiltracdo de células do sistema imune € reduzida, e o reparo tecidual é iniciado,

reestabelecendo a homeostase celular.

Apesar do carater protetor da resposta inflamatdria, em algumas situagoes, a producéo de

citocinas inflamatoérias é exacerbada, causando efeitos colaterais a longo prazo ou danos
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teciduais irreparaveis. Como exemplo, pode ser citado o conjunto de sintomas que caracterizam
a Covid Longa, causada pela infec¢do aguda por Covid-19, que, apds resolvida, pode trazer

sequelas persistentes como fadiga e dano cognitivo (YONG, 2021).

Além da exacerbacdo da resposta inflamatdria aguda, a inflamag&o pode causar distarbios
metabolicos quando disparada em carater cronico. Durante a obesidade, por exemplo, células
do tecido adiposo se expandem, causando diferenciacdo das células do sistema imune
circulantes e liberacdo de mediadores inflamatérios que, embora sejam liberados em menor
intensidade do que na resposta inflamatéria aguda, séo liberados de forma persistente, por mais

tempo (GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLI, 2017).
1.2. Neuroinflamacéo

O processo inflamatdrio iniciado na periferia do organismo pode atingir o sistema nervoso
central (SNC). Em modelos de obesidade animal, apenas um dia de dieta rica em gorduras ja
foi capaz de aumentar a expressdo génica de citocinas inflamatorias no cérebro (WAISE et al.,
2015). Porém, em diversas doencas que afetam o cérebro, a neuroinflamacdo tem inicio no
proprio SNC. E o caso de situacdes traumaticas, como o traumatismo cranioencefalico, no qual
um insulto fisico a estrutura cerebral dispara a resposta inflamatdria, que medeia o dano tecidual

e a morte celular (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016).

A neuroinflamacdo também é uma caracteristica central de doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer e Parkinson. Uma das hipéteses que cerca a patologia da doenca de Alzheimer
(DA) sugere que a neuroinflamacdo surge como uma resposta a deposi¢do de peptideos B-
amiloide. Embora a progressdo da DA inclua um agravamento da resposta inflamatoria,
marcadores inflamatorios ja foram identificados antes do aparecimento de placas B-amildide,
sugerindo que a resposta inflamatoria pode ser determinante para o surgimento, e ndo so para a

evolugéo da doenga (HEPPNER; RANSOHOFF; BECHER, 2015).



1.3. LPS como modelo de neuroinflamacgéo

Para investigar o efeito da neuroinflamag&o no funcionamento do SNC, diversos modelos
animais sdo utilizados. Dentre eles, a administracdo de lipopolissacarideo (LPS) se destaca pela
capacidade de estimular vias classicas da resposta inflamatdria, bem como a reproducdo de
sintomas caracteristicos da resposta inflamatoria aguda conhecidos como “comportamento

doente”.

O LPS é um componente de parede de bactérias gram-negativas, reconhecido pelo receptor
transmembrana TLR4. Para que o LPS se ligue ao TLR4, algumas interagdes com outras
proteinas precisam acontecer: primeiramente, o LPS é detectado por uma proteina ligante de
LPS, e posteriormente, com ajuda do cluster de identificacdo 14, é apresentado ao TLR4. Ap6s
a apresentacdo, o LPS finalmente se liga ao TLR4 através da proteina MD-2, que € associada
ao dominio de repeticdo rico em leucina deste receptor (SKRZYPCZAK-WIERCIOCH,;

SALAT, 2022).

Aligacdo do LPS com o TLR4 d& inicio a uma cascata de sinalizagdo intracelular que resulta
na ativacdo de fatores de transcricdo como e NFkB e AP-1. Essa ativacdo aumenta
consideravelmente a producdo de mediadores inflamatdrios, como as citocinas inflamatorias,
gue sdo moléculas centrais na sinalizacdo da inflamacdo no SNC. As citocinas interagem com
seus receptores correspondentes, distribuidos por todo o parénquima encefalico. Essa dispersdo
de citocinas pelo cérebro é determinante para o surgimento de sintomas classicos da inflamacéo
aguda, como anorexia, perda de peso, prejuizos na funcdo locomotora e anedonia

(EISENBERGER et al., 2017).

A administracdo de LPS pode ser feita na periferia ou diretamente no SNC. InjecOes
intraperitoneais de LPS sdo capazes de aumentar a sinalizagéo inflamatoria no SNC, bem como

causar sintomas de comportamento doente (SORRENTI et al., 2018). Ja foi evidenciado que o
7



LPS é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) (VARGAS-CARAVEDO et al.,
2017). Entretanto, o LPS atinge 0 SNC em concentra¢fes muito baixas (BANKS; ROBINSON,
2010), e a maior parte da resposta causada pela administracéo intraperitoneal de LPS ¢ atribuida
a sinalizadores inflamatdrios, como as citocinas e o Oxido nitrico, que atingem o SNC

(VARGAS-CARAVEO et al., 2017).

Para uma resposta inflamatoria originada diretamente no SNC, é necessario que o LPS seja
administrado de forma central. Embora a administracdo de LPS em estruturas especificas, como
intranigral e intraestriatal seja descrita na literatura como uma forma de investigar o dano
inflamatorio regido-especifica, a administragdo central mais comum é a intracerebroventricular

(ICV) (SKRZYPCZAK-WIERCIOCH; SALAT, 2022).

O sistema ventricular cerebral em ratos e camundongos consiste em 4 ventriculos, sendo 2
laterais, um em cada hemisfério cerebral. Os ventriculos laterais sdo significativamente maiores
do que o terceiro e quarto ventriculo, e consistem em cavidades preenchidas por liquido
cefalorraquidiano (LCR), produzido no plexo coroide do préprio ventriculo. Apds ser
produzido e distribuido pelo sistema ventricular, o0 LCR segue para o0 espaco subaracnoide e
percorre toda a estrutura cerebral (KANDEL et al., 2014). Por esse motivo, administrar
substancias via ICV é uma alternativa para que elas sejam igualmente distribuidas pelo cérebro
inteiro, e ndo apenas em uma estrutura. A administracdo ICV de LPS é um modelo de
neuroinflamacdo que causa todos os sintomas classicos de uma resposta inflamatoria aguda,
bioquimicamente e também a nivel de comportamento animal (DA RE et al., 2020; GUERRA

etal., 2011).
1.4. Células gliais

Conforme exposto até entdo nesta tese, a neuroinflamagéo é uma caracteristica central de

doengas cerebrais. Portanto, investigar seus mecanismos e possiveis tratamentos se faz
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extremamente relevante. Para que isso aconteca, além de modelos animais de neuroinflamacéo,
investigar células especificas que participam dessa resposta em condicGes basais e inflamatorias
é essencial para compreender o mecanismo da doenca, bem como sugerir novos alvos

moleculares para estratégias terapéuticas.

O SNC é formado por células neuronais e gliais. Por muitos anos, as células gliais foram
consideradas coadjuvantes na funcdo cerebral, vistas meramente como uma malha de
sustentacdo que comporta os neurdnios (glia = glue, cola no inglés). Atualmente, as vastas
funcgdes das células gliais ndo permitem que as mesmas sejam tratadas como coadjuvantes, mas
sim protagonistas, especialmente no que diz respeito a resposta inflamatoria. Dentre as células

gliais, estdo a microglia e os astrocitos.

A microglia é a representante do sistema imune inato no cérebro. As células da microglia
atuam fazendo vigilancia ao longo do tecido cerebral, agindo de forma similar aos macrofagos.
Durante um insulto fisico ou infeccioso, a microglia sofre altera¢6es estruturais, adquirindo um
fenotipo pro-inflamatério. Além de alterar o padrdo de receptores expressos na superficie
celular e produzir citocinas pro-inflamatorias, as células da microglia adotam um formato
ameboide, facilitando sua migracdo para os locais onde o dano foi originado (DISABATO,;
QUAN; GODBOUT, 2016). O aumento do contetdo da molécula adaptadora ligante de calcio
ionizado-1 (Ibal) é uma forma de caracterizar a ativacdo da microglia em modelos animais de

doencas cerebrais (ROSA et al., 2021; SORRENTI et al., 2018).

1.5. Astrocitos

Os astrocitos sdo as células mais abundantes do SNC. Seu nome € o resultado da unido de
duas palavras gregas: astron (estrela) e cyte (célula), pois quando foram descobertos, sua
morfologia era semelhante a uma estrela. Atualmente, os astrdcitos sdo descritos como um

grupo heterogéneo de células com caracteristicas morfologicas divergentes, com destaque para
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trés principais variacdes: astrocitos protoplasmaticos, com processos mais curtos e espessos,
astrocitos fibrosos, com menos processos, e uma terceira forma mais alongada e com ainda
menos processos, representados pelas células de Bergmann e células de Muller. A diversidade

e numerosidade dos astrocitos indica sua importancia na fisiologia do SNC.

Assim como a microglia, os astrocitos também foram posteriormente reportados como
células passivas, com funcéo Unica de dar suporte aos neurénios. Porém, atualmente, diversas
fungdes astrociticas ja foram elucidadas na literatura. Dentre elas, a manutencdo da BHE,
homeostase i0nica, metabolismo energético, metabolismo glutamatérgico, protecdo

antioxidante e resposta inflamatoria se destacam (PARPURA et al., 2012).

A importancia dos astrécitos para a funcao cerebral passa pela sua posicéo privilegiada no
SNC. Sua estrutura permite que 0s processos astrociticos estejam em contato tanto com 0s
terminais sinapticos quanto com 0s vasos sanguineos, atuando como um importante sensor

energético e metabdlico (WANG; BORDEY, 2008).

1.5.1. Proteinas marcadoras

Para facilitar a identificacdo dos astrécitos no ambiente do SNC, algumas proteinas sdo
utilizadas como marcadoras desse tipo celular. Dentre elas, a proteina glial fibrilar acida

(GFAP) se destaca como marcadora de astrdcitos durante o estado fisiologico e patoldgico.

A GFAP é a principal proteina do filamento intermediario de astrocitos maduros, portanto,
contribui ativamente para a manutencao da estrutura desse tipo celular, além de participar da
formagédo da cicatriz glial (SOFRONIEW; VINTERS, 2010; WANG; BORDEY, 2008).
Alteragfes no imunocontetdo dessa proteina acontecem em resposta tanto a estimulos
fisiologicos quanto patolégicos (ESCARTIN et al., 2021). Durante o exercicio fisico e a
exposicdo a ambientes enriquecidos, 0 aumento no conteddo de GFAP representa uma

adaptacdo na plasticidade celular, e ndo uma sinalizacio danosa para 0 SNC (RODRIGUEZ et
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al., 2013). Poréem, em condicdes patologicas, 0 aumento de GFAP pode ser interpretado como
um sinal classico de reatividade astrocitaria, como é observado na patologia da DA, na qual o
aumento da expressdo de GFAP ¢é observado especialmente proximo as placas de B-amiloide,
caracteristica marcante da doenca (KAMPHUIS et al., 2014). Essa dualidade da resposta da
GFAP a diferentes estimulos ressalta a importancia do contexto para a avaliacdo da sua

atividade frente ao SNC.

Além da GFAP, a proteina S100B também é um importante marcador de astrocitos. Apesar
de ndo ser uma proteina exclusiva de astrécitos, a S100B, uma proteina ligante de célcio, é
sintetizada e secretada por astrocitos. A S100B possui um papel tréfico intracelular, uma vez
que age como um importante sinalizador de proliferacdo e migracédo celular. Uma vez secretada,
também possui atividade fisioldgica, aumentando o trofismo celular nos préprios astrocitos, e
também outras células do SNC, como neurénios e microglia (DONATO et al., 2009). Mesmo
possuindo efeitos benéficos, 0 aumento na concentracéo e secrecdo de S100B pode ser utilizado
como marcador em doencas cerebrais, uma vez que niveis aumentados dessa proteina foram
encontrados em pacientes em condi¢des cerebrais patoldgicas, como a lesdo cerebral traumatica
e a esclerose multipla (BARATEIRO et al., 2016; GOYAL et al., 2013). Além disso, tanto a
S100B quanto a GFAP sédo propostas como biomarcadores de estagios iniciais de DA, indicando
que seu aumento pode sinalizar um dano mediado pelos astrocitos antes mesmo das

manifestacdes clinicas mais comuns da doenca (DELABY; HIRTZ; LEHMANN, 2023).

1.5.2. Funcoes

1.5.2.1. Metabolismo glutamatérgico

Dentre as diversas funcdes dos astrocitos no SNC, se destaca seu protagonismo no
metabolismo glutamatérgico cerebral. O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do
SNC, ¢ liberado por um neurénio pré-sinaptico na fenda sinaptica. O acimulo de glutamato na

fenda sinaptica pode causar excitotoxicidade glutamatérgica, comprometendo a funcionalidade
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da sinapse glutamatergica. Para evitar esse acumulo deletério de glutamato, os astrécitos captam
glutamato através dos transportadores EAAT1/GLAST e EAAT2/GLT-1 (PARPURA et al.,
2012). Essa atuacao do astrdcitos € tdo importante que o termo sinapse tripartite € comumente
empregado para descrever a cooperacdo entre o neurbnio pré-sinaptico, o neurénio pos-

sinaptico e o astrocito.

Uma vez no citoplasma dos astrécitos, o glutamato pode servir como substrato para a
sintese de glutamina, através da acdo da enzima glutamina sintetase (GS), outra proteina
comumente adotada como marcadora de astrocitos. A GS sintetiza glutamina a partir de
glutamato e amdnia, portanto, sua acdo também promove a detoxificacdo da amonia, que em
niveis elevados pode ter efeitos centrais toxicos (CHAN et al., 2016). Além disso, a glutamina
sintetizada pela GS é devolvida aos neurdnios, onde serd novamente convertida em glutamato.

Essa reciclagem de glutamato é conhecida como ciclo glutamato-glutamina.

1.5.2.2. Protec¢do antioxidante

Além da sintese de glutamina, o glutamato intracelular pode ter outros destinos nos
astrdcitos, como a sintese de GSH, um tripeptideo composto pelos aminoacidos glicina, cisteina
e glutamato. A GSH é€ sintetizada majoritariamente nos astrocitos, e é responsavel pela protecao

antioxidante do SNC (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009).

Sua sintese se inicia com a ligacdo do glutamato com a cisteina, através da enzima
glutamato cisteina ligase (GCL), e é finalizada com a ligacdo do peptideo formado com a
glicina, reacdo catalisada pela enzima GSH sintetase. Além de sintetizar essa importante
molécula antioxidante, os astrocitos realizam um efluxo de GSH para proteger o ambiente
extracelular de danos oxidativos. J& no espaco extracelular, a GSH pode ser clivada, e a cisteina
e glicina geradas dessa clivagem podem ser captadas e utilizadas pelo neurénio como substrato

para a sintese de GSH (LU, 2013).
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1.5.2.3. Resposta inflamatoria

O protagonismo dos astrocitos ndo se restringe ao metabolismo glutamatérgico e
protecdo antioxidante. A resposta inflamatoria, ja caracterizada neste texto, € mediada tanto
pela microglia quanto pelos astrocitos, que apesar de ndo serem classificados como células

representantes do sistema imune, atuam modulando a resposta imunoldgica no SNC.

A imunocompeténcia dos astrocitos se inicia pela expressdo de receptores toll-like,
como por exemplo, 0 TLR4 (LI et al., 2021). Apds o reconhecimento de um estimulo danoso,
0s astrécitos aumentam a producao de citocinas e quimiocinas através da translocacao de NFkB,
potencializando a resposta inflamatéria e auxiliando na ativacdo do sistema imune adaptativo
(COLOMBO; FARINA, 2016). A producdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias como a
IL-6, IL-1B e TNF-a, bem como o aumento no contetdo de GFAP, caracterizam um fenédmeno
conhecido como astrogliose ou reatividade astrocitaria, presente em diversas condicGes
patoldgicas que afetam o SNC (SOFRONIEW, 2014). Além das alteragdes funcionais, 0s
astrocitos também medeiam o dano a BHE causado por insultos neuroinflamatorios, que levam
ao aumento da permeabilidade da BHE, portanto, menor seletividade e maior susceptibilidade

a exacerbacdo do dano (HEITHOFF et al., 2021).

1.6. Curcumina

Combater o dano inflamatério tém sido uma das abordagens terapéuticas em doencas
que afetam o SNC, como as doengas neurodegenerativas. Em 2023, pelo menos 3 drogas em
fase 3 de testes para o tratamento da DA tém como alvo a resposta imunoldgica e inflamatéria
(CUMMINGS et al., 2023). Na busca por moléculas candidatas a exercer um papel anti-
inflamatdrio que poderiam agir tanto de uma forma protetora, ou seja, em conjunto com habitos
de vida saudaveis para reduzir riscos de saude futuros, quanto como alvo da tecnologia

farmacéutica para dar origem a novos medicamentos, se destaca a curcumina.
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A curcumina é a principal molécula presente na Curcuma longa, também conhecida
como acafrdo da terra, pertencente a familia das Zingiberaceae. Muito utilizada na medicina
asiatica e conhecida por sua forte coloragédo alaranjada, a Circuma é composta de 1 a 6% por
compostos  bioativos chamados curcuminoides, como a propria  curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina. A curcumina se destaca por compor a maior
parte dentre os curcuminoides (cerca de 60%) além de ser a mais investigada por suas

propriedades medicinais.

1.6.1. Estrutura

Também conhecida como diferuloilmetano, a curcumina € uma molécula simétrica
(Figura 1), contendo dois caracteristicos anéis aromaticos metoxifenois, unidos por um ligante
de sete carbonos consistindo em uma fragao B-dicetona a3 insaturada. Sua estrutura pode variar
conforme o pH do ambiente, alternando de uma forma endlica em pH alcalino (>8) para a forma
cetbnica em pH neutro e &cido. A curcumina possui baixa solubilidade em &gua, e alta
solubilidade em dimetilsulfoxido (DMSO), metanol, etanol e acetona (PRIYADARSINI,

2014).

H3CO |

OCH,
Tl
HO OH

curcumina

B-glicuronosiltran sferasei/ \iulfotran sferases

o (o} ] o
H,CO 4 P OCH, H,CO ™ 2 OCH,
OH 0580 OH
HO o9 3
HO OP}l
curcumina glicuronideo curcumina sulfato

Figura 1. Estrutura da curcumina e degradacdo intestinal.
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Apesar de ter uma estabilidade relativamente alta, a curcumina é susceptivel a
degradacdo pela exposicdo a luz solar ou em meio alcalino, onde muda sua coloracédo

caracteristica alaranjada para cor vinho.

1.6.2. Biodisponibilidade

Ap0s ingerida, a curcumina passa por diversos processos de degradacdo que resultam
em uma reducdo significativa de sua biodisponibilidade. No intestino, ela sofre glicuronidagéo
e sulfatacdo, processos realizados por enzimas B-glicuronidases e sulfatases (Figura 1). Em
1978, Wahlstrom e Blennow constataram que, em ratos, quando administrada na dose de 1 g/Kg
de peso corporal, cerca de 75% da curcumina administrada era encontrada nas fezes dos
animais, indicando uma baixa absorcéo intestinal (WAHLSTROM; BLENNOW, 1978). Na
mesma concentracdo, apo6s absorvida, a curcumina chega a circulagdo, atingindo sua
concentracdo maxima no plasma cerca de 1 hora apés administracdo via oral, conforme
demonstrado por Pan e colaboradores. Seis horas ap6s a administracdo, a curcumina néo foi

mais detectada na circulacdo (PAN; HUANG,; LIN, 1999).

Além do extenso metabolismo intestinal, a curcumina também sofre modificacdes,
conforme descrito por Hoehle e colaboradores, que detectaram a formacdo de metabdlitos

reduzidos da curcumina no tecido hepético de ratos (HOEHLE et al., 2006).

Para superar o desafio da baixa biodisponibilidade, diversas estratégias tém sido
exploradas, como a administragdo concomitante a refei¢Oes ricas em gordura e a caracterizagdo
de protocolos com jejum pré-administracdo (BEGUM et al., 2008). Além disso, o
desenvolvimento de nanoformulagfes, micelas e bioconjugados, bem como a administragdo
com adjuvantes como a piperina, se destacam como maneiras eficientes de melhorar a

biodisponibilidade da curcumina (ASKARIZADEH et al., 2020).

1.6.3. Passagem pela barreira hematoencefalica
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Apesar da baixa biodisponibilidade ser o principal desafio para o uso terapéutico da
curcumina, registros de sua passagem pela BHE ja foram descritos na literatura. A BHE é uma
estrutura semi-permeavel, formada por células endoteliais, astrocitos e pericitos, cuja funcéo é
proteger 0 SNC de moléculas que possam causar dano aos circuitos cerebrais. A seletividade
da BHE impede que compostos grandes, especialmente hidrofilicos, de adentrarem ao
parénquima cerebral. Moléculas hidrofébicas com peso inferior a 500 Da podem ser
transportadas para o cérebro através de transcitose passiva pelas juncées de ocluséo das células

endoteliais (WU et al., 2023).

A curcumina possui estrutura hidrofébica, e peso molecular de 368,38 Da, ou seja, sua
estrutura quimica a possibilita passar pela BHE. Apesar de o exato mecanismo que medeia a
passagem da curcumina pela BHE ainda ndo ser consenso na literatura, Begum e colaboradores
detectaram curcumina no tecido cerebral 4 horas ap6s administracdo via gavagem, enquanto
Sorrenti e colaboradores detectaram curcumina no tecido cerebral 3 horas ap6s a gavagem
(BEGUM et al., 2008; SORRENTI et al., 2018). J& Tsai e colaboradores detectaram curcumina
no tecido cerebral apenas 15 minutos ap6s administracdo via intravenosa. Além da detec¢do no
tecido cerebral, hé evidéncias de que a curcumina pode se acumular no hipocampo (TSAI et

al., 2011).

1.6.4. Atividade antioxidante

A passagem da curcumina pela BHE abre novas perspectivas na utilizacdo de suas
propriedades para beneficiar as células do SNC. Dentre as propriedades da curcumina, uma das

mais bem descritas é a sua acéo antioxidante.

Condicdes patologicas que afetam o SNC causam um aumento na liberagéo de espécies
reativas de oxigénio, seja pelo estresse traumatico que leva a ruptura da membrana celular, ou
pela regulacdo das defesas antioxidantes. O fator 2 relacionado ao fator nuclear eritréide 2
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(NRF2) é um fator de transcricdo, cuja sinalizacdo induz a expressdo e a atividade de moléculas
antioxidantes, como as enzimas superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, e a
sintese de moléculas antioxidantes ndo-enzimaticas, como a GSH (MA, 2013). Em doencas
neurodegenerativas, a reducdo da sinalizacdo da via do NRF2 tem sido reportada como um
importante fator na progressao da doenca (SANDBERG et al., 2014). Dessa forma, além de um
aumento na producdo de espécies reativas, ainda ha uma redugdo na protecdo antioxidante,

tornando o SNC ainda mais vulneravel ao dano oxidativo.

A curcumina possui atividade scavenger, ou seja, é capaz de estabilizar espécies reativas
e proteger as membranas celulares da peroxidacéo lipidica. Além disso, a curcumina também é
capaz de aumentar a expressao génica de enzimas antioxidantes, bem como aumentar o
contetdo de GSH, a molécula mais importante na protecdo antioxidante do SNC (PULIDO-
MORAN et al., 2016). Em cultura celular de astrdcitos, a curcumina foi capaz de aumentar o
contetdo de GSH, bem como a expressao génica de subunidades enzimaticas envolvidas na
sintese de GSH, como a subunidade catalitica da GCL, subunidade reguladora da GCL, além
da expressao génica de glutationa sintetase. A atividade da enzima GCL também foi aumentada
na presenca de curcumina, em condicdes basais (LAVOIE et al., 2009). Um dos mecanismos
pelo qual a curcumina exerce acdo antioxidante € através do estimulo da vida do NRF2

(ASHRAFIZADEH et al., 2020).

1.6.5. Atividade anti-inflamatoéria

Além da atividade antioxidante, a acdo anti-inflamatdria da curcumina é amplamente
investigada na literatura cientifica. Sua capacidade anti-inflamatéria é exercida através da
diminuicdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, resultado da inibi¢do da translocagdo
de NF«xB para o nucleo, conforme demonstrado em diversos modelos celulares (ABDOLLAHI

et al., 2018). A curcumina é capaz de inibir a ativacdo da enzima IxB cinase-a, resultando na
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incapacidade da liberacdo do NF«xB pelo kB, portanto, inibindo sua ativacdo (PENG et al.,
2021). Além disso, por ser uma molécula pleiotrdpica, a curcumina também age por outros
mecanismos, tal qual a ligacdo aos TLRs, porém, diferentemente da resposta causada pelos
PAMPs e DAMPs, o efeito exercido pela curcumina sob os TLRs é inibitorio (BOOZARI,

BUTLER; SAHEBKAR, 2019).

Conforme descrito anteriormente neste trabalho, o LPS se liga ao receptor TLR4,
causando uma cascata sinalizadora que resulta na resposta inflamatoria. Para que a cascata seja
corretamente estimulada, o LPS causa uma dimerizagéo do receptor TLR4, resultando em uma
dupla via de sinalizagdo: uma através da proteina MyD88, e outra através da proteina TRIF
(BOOZARI; BUTLER; SAHEBKAR, 2019). A curcumina é capaz de inibir ambas as
sinalizaces, conforme observado em células Ba/F3, nas quais a curcumina inibiu a
translocacdo de NFkB e a ativacdo do fator regulador do interferon 3 causadas pelo LPS
(YOUN et al., 2006). A translocacdo de NFkB é conhecida como o principal efetor da acdo da
via MyD88-dependente, enquanto a ativacdo do fator regulador do interferon 3 é caracteristica

da via TRIF-dependente.

Além da acdo ativa na reducdo da sinalizacdo inflamatoria, ensaios de docking
molecular indicam que a curcumina é capaz de se ligar a proteina MD-2. A proteina MD-2 é
essencial para o reconhecimento do LPS pelo TLR4, portanto, a curcumina poderia inibir a

sinalizagdo via TLR4 por reduzir a ligagdo do LPS no seu receptor (GRADISAR et al., 2007).

Ambas as agdes antioxidantes e anti-inflamatorias da curcumina derivam de multiplas
interacdes com vias biogquimicas, portanto, a coloca como forte candidata no desenvolvimento

de estratégias neuroprotetoras, especialmente no que diz respeito a neuroinflamacao.

1.7. Piperina
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O potencial neuroprotetor da curcumina reforcou a necessidade da busca pela melhora
de sua biodisponibilidade. Uma alternativa simples, barata e efetiva € a administracdo de

curcumina concomitante a piperina.

A piperina é um alcaloide, presente na pimenta preta (Piper Nigrum). Interessantemente,
a piperina, juntamente com a curcumina, faz parte da composi¢do de um tempero popular na
culinaria mundial, conhecido como curry. Além de atribuir sabor aos alimentos, a piperina
também inibe a glicuronidacdo intestinal, processo sofrido pela curcumina apds sua ingestdo
via oral (SHOBA et al., 1998). A melhora da absor¢do da curcumina através da ingestao
concomitante com piperina ja foi descrita na literatura, apos testada em modelos animais e em

seres humanos (ANAND et al., 2007; JANGRA et al., 2016).

Apesar de o objetivo principal da administracdo conjunta de curcumina e piperina ser a
melhora na biodisponibilidade da curcumina, foi observado que, em estudos in vitro, a piperina
¢ capaz de agir de forma sinérgica com a curcumina (ERFEN; AKBAY CETIN, 2022;
MARTINS et al., 2015). Assim como a curcumina, a piperina também possui efeito
antioxidante e anti-inflamatorio, e o tratamento concomitante com a curcumina pode resultar
em uma melhora na solubilidade, facilidade na captacéo pela célula e diminuicdo da velocidade

do processo metabdlico da curcumina (DUBEY et al., 2008).

2. Justificativa

Apesar da importancia dos astrdcitos na manutencdo do SNC, bem como da resposta
inflamatdria, e o potencial efeito neuroprotetor da curcumina, poucos estudos tém sido
realizados sobre seus efeitos e mecanismos de acdo em parametros de fungdes astrociticas,
principalmente no que diz respeito a neuroinflamacdo. Além disso, embora haja investigacao
dos efeitos da curcumina em modelos de inflamacdo induzidos por injecdo de LPS

intraperitoneal, poucos estudos exploram os efeitos da curcumina via oral em um modelo de
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neuroinflamacdo com origem no SNC. Tendo em vista que a neuroinflamacao € um processo
presente em diversas doencas que afetam o funcionamento cerebral, faz-se necessario investigar
0 papel da curcumina em um processo de inflamagéo central, bem como caracterizar seus alvos

moleculares e possivel sinergismo com a piperina, com foco nos astrécitos.

2.1. Objetivo geral

Avaliar os mecanismos de a¢do da curcumina in vitro, bem como seus efeitos em modelo

de neuroinflamacdo in vivo.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Auvaliar os efeitos e mecanismos da curcumina e piperina em cultura primaria de
astrocitos sobre proteinas marcadoras (contetido de GFAP, secrecdo e conteddo de
S100B) e metabolismo glutamatérgico (captacdo de glutamato, atividade da GS,
conteddo de GSH) em condi¢bes basais. Investigar os efeitos isolados ou
combinados de curcumina e piperina em um modelo de neuroinflamacdo in vitro
induzido por LPS, através da avaliacdo da secrecdo de TNF-a, contetido de GFAP,
secrecdo e conteudo de S100B.

2.2.2. Avaliar o efeito da administragdo oral de curcumina em modelo de
neuroinflamac&o originada no SNC através de testes comportamentais (teste de
campo aberto, teste de preferéncia por sacarose) e analises bioquimicas (contetdo
de IL-1p, IL-6, imunocontetdo de COX-2 e Iba-1, secre¢do e contetido de S100B,
contetdo de GFAP, captacdo de glutamato, atividade da GS e contetdo de GSH).
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3. Resultados
3.1. Capitulo |

Curcumin modulates astrocyte function under basal and inflammatory conditions.

Artigo publicado no periddico Brain Research (versdo publicada pode ser acessada atraves do
link https://doi.org/10.1016/j.brainres.2023.148519)
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3.2. Capitulo 11
Curcumin attenuates neuroinflammatory damage induced by lipopolysaccharide.

Artigo a ser submetido no periodico The Journal of Nutritional Biochemistry.
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4. Discussao
4.1. Curcumina modula funcdes astrociticas em condi¢fes basais e inflamatorias

4.1.1. Efeito da curcumina e piperina em astrocitos em condicGes basais

Nossos resultados trazem uma ampla caracterizagéo do efeito da curcumina e piperina, em
diferentes concentracdes, em funcdes astrociticas. A fim de analisar os efeitos de ambos os
compostos na funcionalidade celular, iniciamos os experimentos pelos ensaios de viabilidade e
integridade celular, para que concentracdes que exercessem efeitos toxicos nas células fossem
descartadas para as analises posteriores. As concentracdes de curcumina foram escolhidas com
base na literatura, levando em considerac6es linhagens ou culturas primarias de células do SNC
(ASHRAFIZADEH et al., 2020; BERNARDO et al., 2021; ERFEN; AKBAY CETIN, 2022;
LAVOIE et al., 2009; YU et al., 2016; ZHANG et al., 2019). As concentracGes de piperina
também foram escolhidas com base na literatura, porém, levando em consideracdo culturas de
outros tipos celulares além das células do SNC, devido ao escasso numero de artigos
investigando o efeito da piperina em células neurais e gliais (ERFEN; AKBAY CETIN, 2022;

Ll etal., 2015).

A curcumina, na concentracdo de 100 pM, foi tdxica para as culturas, conforme
demonstrado pelas técnicas de reducdo de MTT, incorporacdo de vermelho neutro e atividade
da lactato desidrogenase extracelular (LDH). Apesar de, em células de linhagem celular de
astrdcitos, concentracdes acima de 10 UM demonstrarem toxicidade, nosso resultado corrobora
resultados prévios em culturas primarias de astrdcitos, que demonstram toxicidade apenas em
concentragdes acima de 50 pM, incluindo a dose de 100 uM (ERFEN; AKBAY CETIN, 2022;
LAVOIE et al., 2009). Por esse motivo, decidimos excluir a concentragdo de 100 uM das
andlises posteriores. A concentragdo de 75 uM de curcumina ndo alterou a incorporagdo de

vermelho neutro, nem a reducdo de MTT, porém, causou um aumento da atividade da LDH
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extracelular, indicando que existe um comprometimento da integridade celular, visto que essa

enzima, em condices fisioldgicas, atua majoritariamente de forma intracelular.

A piperina ndo demonstrou efeitos toxicos até 100 uM, o que corrobora com resultados em
in vitro que ndo encontraram toxicidade em concentragdes abaixo de 500 uM (L1 et al., 2015).
Em culturas primarias de astrocitos, a piperina s6 demonstrou toxicidade depois de 48 horas de
tratamento, diferente dos tratamentos descritos neste estudo, que foram realizados em 24 horas

(ERFEN; AKBAY CETIN, 2022).

Para seguir caracterizando os efeitos da curcumina e piperina em culturas celulares de
astrocitos, escolnemos manter as concentraces de 10, 25, 50 e 75 pM para ambos o0s

compostos.

A morfologia celular foi avaliada através da marcacéo da proteina de citoesqueleto actina.
Até a concentracdo de 50 UM de curcumina, a marcagao de actina seguiu o padrdo de células
controle, com o citoesqueleto bem preservado, caracteristico de uma célula saudavel. O
tratamento com curcumina na concentracdo de 75 UM resultou em uma despolimerizagdo da
actina com perda das fibras de estresse, indicando um dano na morfologia celular, caracteristico
de compostos que causam dano ao funcionamento celular, como o LPS (FORSHAMMAR et

al., 2011).

Para avaliar se a curcumina e a piperina teriam efeito sobre o metabolismo glutamatérgico
de astrécitos em condigdes basais, realizamos a captacdo de glutamato e observamos uma
reducdo neste parametro na concentragcdo de 75 uM de curcumina. Este resultado € mais um
indicador de toxicidade desta concentracdo, visto que, embora nossos resultados se refiram
apenas a astrocitos, a reducdo na captacdo de glutamato pode resultar em um acumulo do
glutamato na fenda sinaptica na presenca de neurdnios e astrdcitos, e esse acimulo pode ativar

de forma exacerbada os receptores glutamatergicos no neurdnio pdés-sinaptico, causando
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toxicidade (SOFRONIEW; VINTERS, 2010). Além disso, 0 excesso de glutamato na fenda
sinaptica pode reduzir a captacéo de cisteina pelo neurénio, aminoacido essencial para a sintese

de GSH, uma molécula antioxidante essencial para a prote¢do do SNC (WANG et al., 2020).

Apesar de a captagdo de glutamato ndo ter sido aumentada em nenhuma das concentracfes
testadas, o contetdo de GSH foi aumentado ap6s o tratamento com curcumina na concentracao
de 50 uM. Mesmo sem um aumento da captacdo de glutamato do meio extracelular, a fonte
intracelular de glutamato para 0 aumento de GSH pode ser o a-cetoglutarato, um intermediario
do ciclo de Krebs. Nosso resultado esta de acordo com dados na literatura que mostraram um
aumento no contetdo de GSH, nessa mesma concentracdo, em astrécitos (LAVOIE et al.,
2009). Além disso, estudos indicam que o tratamento com 30 uM aumenta o efluxo de GSH
para 0 meio extracelular (STRIDH et al., 2010). O aumento da GSH causado pela curcumina
indica uma melhora na protecdo antioxidante celular, visto que teores elevados de GSH em
condicBes basais poderiam trazer protecdo adicional ao SNC perante a situacdes patoldgicas

com componente oxidativo, como na DA e na doenca de Parkinson (ABORODE et al., 2022).

Interessantemente, a partir da concentracdo de 50 uM de curcumina, houve um aumento no
conteldo de GFAP. Apesar de o aumento no conteido de GFAP ser conhecido como um
marcador de reatividade, Escartin e colaboradores trouxeram uma importante analise que alerta
em relacdo a simplificacdo do conceito de astrdcitos reativos, bem como da utilizacdo da GFAP
como marcador de um processo patolégico (ESCARTIN et al., 2021). O aumento de GFAP
também ocorre em resposta a estimulos benéficos, como o exercicio fisico e a exposicdo a
ambientes enriquecidos (RODRIGUEZ et al., 2013). Nesse contexto, a alteragdo no contelido
desta proteina indica um aumento na plasticidade e trofismo celular, fatores importantes para
adaptaces fisiologicas celulares, ou seja, ndo se refere a um processo patoldgico. Por isso,

Escartin e colaboradores sugerem que, para avaliar fen6tipos astrociticos, devem ser analisados
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multiplos marcadores, ao invés de apenas a marcacdo/dosagem de GFAP (ESCARTIN et al.,
2021). Em nossos resultados, a concentragdo de 50 uM de curcumina ndo demonstrou
toxicidade em nenhum dos ensaios de viabilidade e integridade celular, além de manter a
morfologia celular preservada e aumentar a protecdo antioxidante, através do conteudo de GSH.
Por esse motivo, ndo acreditamos que o aumento de GFAP na concentracdo de 50 uM
represente um processo patolégico celular, e sim um processo de estimulo fisiologico,

compativel com adaptagdes positivas para o funcionamento celular.

As concentracdes de 50 e 75 uM também causaram uma alteracdo na secre¢do de S100B
em condigdes basais, apesar de nao alterarem seu contetido intracelular. Alteragdes na secre¢do
de S100B nem sempre se relacionam com sua concentracdao intracelular, devido a alta
concentracdo de S100B intracelular em astrocitos (GONCALVES; CONCLI LEITE;
NARDIN, 2008). A reducdo na secrecdo de S100B, da mesma forma que o0 aumento no
contetdo de GSH, pode representar uma adaptacdo preventiva das células, visto que, em
situaces patoldgicas, o aumento exacerbado na secrecdo de S100B pode contribuir com a

progressao do processo inflamatério (MICHETTI et al., 2019).

Os efeitos da curcumina em condicGes basais trouxeram destaque para duas concentragdes:
50 e 75 uM. A concentracdo de 75 UM por, apesar de ndo ter alterado a reducdo de MTT e a
incorporacdo de VN, da indicios de toxicidade através do aumento da atividade extracelular de
LDH, alteracdo na morfologia celular e reducdo da captacdo de glutamato. Ja a concentracdo
de 50 uM de curcumina chama a atencdo por aumentar o conteudo de GSH, GFAP e reduzir a
secrecdo de S100B, sem indicar toxicidade pelos ensaios de viabilidade, integridade e

morfologia celular.

4.1.2. Efeito da curcumina e piperina isoladas ou em combinacéo sob a

sinalizagdo inflamatoria causada por lipopolissacarideo
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Interessantemente, os efeitos da curcumina, um composto anti-inflamatério, no que diz
respeito as proteinas GFAP e S100B, é similar aos efeitos do LPS, um composto pro-
inflamatdrio, em culturas primarias de astrocitos, conforme descrito por estudos prévios de
nosso grupo (GUERRA et al., 2011). Por esse motivo, decidimos testar a curcumina e piperina
isoladas e combinadas em culturas de astrocitos em condicdes inflamatorias, provocada pelo
LPS. A concentracdo de curcumina escolhida foi a de 50 uM, devido a sua capacidade de
provocar alteragdes no funcionamento e sinalizacdo dos astrdcitos, sem causar toxicidade.
Apesar de a piperina ndo demonstrar efeitos em astrocitos em condicGes basais, acreditamos
que, frente a um estimulo inflamatério, ou em combinacdo com a curcumina, os efeitos
poderiam ser observados. Portanto, escolhnemos a concentracdo de 50 uM de piperina para 0s
experimentos posteriores. Nenhum dos tratamentos causou alteracGes de viabilidade e

integridade celular nessa segunda fase de experimentos.

A fim de avaliar a resposta inflamatéria causada pelo LPS, realizamos a dosagem de TNF-
a, Uma importante citocina pro-inflamatdria, no meio extracelular de culturas de astrocito. O
LPS foi capaz de aumentar a secrecdo de TNF-a, efeito que corrobora resultados prévios de
nosso grupo (GUERRA et al., 2011). Tanto a curcumina quanto a piperina foram capazes de
reverter a niveis basais a sinalizacdo inflamatéria causada pelo LPS, no que diz respeito a
secrecdo de TNF-o. Em estudos in vitro, a curcumina ja tinha sido demonstrada como uma
molécula capaz de reduzir a sinalizacdo do TNF-a, conforme observado em culturas de
astrocitos, microglia e neurénios (JIN et al., 2007; SEYEDZADEH et al., 2014; YU et al.,
2016). A acdo anti-inflamatéria da piperina, apesar de ndo ter sido descrita em culturas de
astrocitos até esse momento, ja foi observada em linhagens de microglia (WANG-SHENG et
al., 2017). E importante mencionar que, apesar de ambos 0s compostos exercerem atividade

anti-inflamatoéria em astrocitos, ndo foi observado efeito sinérgico ou cumulativo.
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No que diz respeito ao efeito do LPS, curcumina e piperina na secrecdo de S100B,
observamos, conforme esperado, uma reducao na secrecdo de S100B causada pelo LPS apds
24 horas de tratamento. O efeito do LPS sobre as culturas de astrocito parece ter um efeito dual:
em 1 hora, o LPS causa um aumento na secrecdo de S100B; em 24 horas, as concentracdes
extracelulares sdo diminuidas em comparacdo ao basal. O efeito do LPS na secrecdo de S100B
em 24 horas ¢ mediado pela acdo do TLR4, conforme observado por estudos prévios de nosso

grupo (GUERRA et al., 2011).

A curcumina, em condicdes inflamatorias provocadas pelo LPS, causou uma reducgéo ainda
mais significativa de S100B, reforcando seu efeito modulador nessa proteina. Esse efeito parece
acontecer através de outro mecanismo, visto que o efeito do LPS e da curcumina na secre¢ao
de S100B é cumulativo. Nés acreditamos que esse efeito pode ter relagdo com a reducdo do
contetdo intracelular de AMPc, que ja é conhecido como um fator que causa redugdo na
secrecdo de S100B (LABOURDETTE; MANDEL, 1980; PINTO et al., 2000). Recentemente,
foram reconhecidos novos receptores acoplados a proteina G como alvos moleculares da
curcumina (HARADA et al., 2022a, 2022b). Esses dados indicam a possibilidade de existirem
receptores acoplados a proteina G inibitéria em astrdcitos, de modo que a curcumina, ao se ligar
a esses receptores, causaria uma reducdo no AMPc intracelular, portanto, uma reducdo na

secrecdo de S100B.

Uma perspectiva futura importante para confirmar essa informacdo seria a analise por
docking molecular de receptores acoplados a proteina G nos astrocitos que fossem compativeis
com a curcumina, além de uma posterior inibi¢do desse receptor para investigar se os efeitos da

curcumina seriam mantidos, ou anulados.

O efeito do LPS sobre as culturas de astrocitos também causou um aumento no contetido

de GFAP. Em uma analise que prioriza o contexto, acreditamos que esse aumento tenha relagéo
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com a intensa resposta inflamatdria observada atraves do aumento na secrecdo de TNF-a. Em
condi¢des inflamatdrias provocadas pelo LPS, a curcumina ndo demonstrou ter efeito
cumulativo, da mesma forma que nao reverteu o aumento de GFAP causado pelo LPS. Ja a
piperina, que ndo induziu alteracdes em astrocitos em condigdes basais, foi capaz de reverter o
aumento de GFAP, possivelmente através da reversdao da sinalizacdo inflamatdria. Esse
resultado, apesar de novamente nao indicar efeito sinérgico entre a curcumina e a piperina,
indica que ambas possam ter um efeito complementar. Na medida que a curcumina € capaz de
modular a proteina S100B, a piperina € capaz de modular a GFAP, e ambas reduzem a
sinalizacdo inflamatoria em astrocitos. Mais estudos sdo necessarios para contextualizar os
efeitos moduladores da curcumina e piperina nessas proteinas em um modelo de

neuroinflamacgéo in vivo.

4.2. Curcumina atenua o dano neuroinflamatdrio induzido por uma injecdo
intracerebroventricular de lipopolissacarideo
4.2.1. Curcumina atinge o sistema nervoso central apds administracéo via

gavagem

Apdbs constatada a atividade anti-inflamatdria da curcumina em culturas de astrocitos no
primeiro capitulo deste trabalho, algumas importantes questdes foram levantadas. Uma delas
foi se a curcumina, levando em consideracdo a sua baixa biodisponibilidade oral, conseguiria
ter efeitos similares aos efeitos observados in vitro, agora em um modelo de neuroinflamacéo

in vivo.

Para averiguar se a curcumina de fato estava chegando ao SNC, dosamos a curcumina no
tecido hipocampal de ratos 1 e 24 horas ap0s a administragéo via oral. O tecido hipocampal foi
escolhido para a dosagem de curcumina, visto que dados anteriores da literatura sugerem que a
curcumina se acumula no hipocampo (TSAI et al., 2011). Além disso, o hipocampo ja foi

descrito como a estrutura mais vulneravel em modelos de sepse (SEMMLER et al., 2005). Por
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mais que nosso modelo néo tenha doses de LPS elevadas o suficiente para causar sepse, o0 dano
inflamatdrio ainda € extenso, portanto, avaliar o hipocampo pode trazer mais respostas do que

avaliar outras estruturas que também estdo envolvidas nesse modelo.

Nosso resultado de dosagem de curcumina ndo s6 corrobora dados da literatura, que
demonstram que a curcumina sozinha é capaz de atravessar a BHE, como adiciona novas
informagdes. Estudos prévios detectaram a curcumina no cérebro 3 e 4 horas apds
administracdo oral, enquanto nossos dados demonstram que a curcumina chega ao hipocampo
em apenas 1 hora apds a administracéo, e permanece nesse tecido até 24 horas depois (BEGUM
et al., 2008; SORRENTI et al., 2018). E importante ressaltar que a detecgdo de curcumina no
cérebro de animais sé tinha sido realizada em tempos abaixo de 1 hora em modelos de

administracdo intravenosa (TSAI et al., 2011).

4.2.2. Efeitos protetores da curcumina 24 e 48 horas ap6s a administragao
central de LPS

Apo6s a definicdo de que a curcumina de fato chega ao tecido cerebral, observamos o
comportamento dos animais frente a um estimulo inflamatorio agudo, com e sem o pré-

tratamento com curcumina via oral.

Os animais que ndo receberam a curcumina demonstraram sinais classicos de
comportamento doente, do inglés sickness behavior, que inclui perda de peso acentuada,
anedonia e letargia. Esses sintomas representam uma organizacdo do sistema imune e
metabolico orquestrada pelas citocinas pré-inflamatorias, para que o combate ao patdgeno ou

molécula causadora do dano seja priorizado (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002).

Vinte e quatro horas apds a injecdo ICV de LPS, os animais perderam mais peso em
comparag&o ao grupo sham, dado que corrobora estudos anteriores do nosso grupo (DA RE et

al., 2020). Além disso, a ingestdo hidrica total foi reduzida nos grupos que receberam LPS,

80



indicando uma piora no bem-estar geral. Por fim, avaliamos a anedonia através do teste de
preferéncia por sacarose, bem como o comportamento locomotor através do teste de campo
aberto. Ambos os comportamentos avaliados foram fortemente afetados pela administracdo de
LPS, que causou uma reducdo da preferéncia por sacarose e uma reducdo na distancia

percorrida e velocidade média dos animais, 24 horas ap0s a cirurgia estereotaxica.

A curcumina ndo foi capaz de prevenir a perda de peso, a reducéo na ingestao hidrica total
e a anedonia causada pelo LPS. Esses resultados podem ser decorrentes de uma distribuicdo
irregular de curcumina pelo SNC, visto que, apesar de nossa dosagem de curcumina ter sido no
hipocampo, outras estruturas, como o hipotalamo, amigdala e estriado estdo envolvidas no
controle alimentar e sdo também afetadas pela administragdo de LPS (LI et al., 2021). Em
modelos animais com administracdo intraperitoneal (IP) de LPS, o pré-tratamento com
curcumina foi capaz de reduzir a perda de peso, o que também levanta duvidas sobre a extensdo
da resposta inflamatoria causada pelo modelo de administracdo IP x ICV de LPS. O dano ICV
pode ser mais extenso, a ponto de dificultar a acdo da curcumina na protecdo de alguns aspectos
do comportamento doente. Além disso, o efeito protetor da curcumina via oral em modelos de
administracdo sisttmica de LPS pode acontecer na periferia, portanto, devemos questionar a
validade destes modelos para estudar danos originados no SNC. Estudos avaliando a
distribuicdo de curcumina em diferentes estruturas apds administracdo via oral, bem como
estudos caracterizando o dano inflamatério no modelo de LPS ICV para comparar com o dano
inflamat6rio no modelo de LPS intraperitoneal se fazem necesséarios para confirmar estas

hip4teses.

Com relagdo ao comportamento locomotor, a curcumina foi capaz de atenuar o dano
causado pelo LPS na distancia percorrida, e reverter totalmente o dano observado na velocidade

percorrida 24 horas ap0s a cirurgia estereotaxica. Esses resultados corroboram dados da
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literatura que utilizam modelos de administracéo IP de LPS (JANGRA et al., 2016; SORRENT]I
et al., 2018), e confirmam que a anedonia constatada pela reducdo da preferéncia por sacarose
ndo tem relacdo com a locomocao dos animais, visto que 0s animais do grupo curcumina
tiveram uma melhora significativa na locomocdo, e ainda assim ndo buscaram a solucgédo

acucarada da mesma forma que os animais do grupo Sham.

Quarenta e oito horas ap6s a administracdo de LPS, a perda de peso e o dano ao
comportamento locomotor seguem presentes nos grupos que receberam LPS. Novamente, a
curcumina foi capaz de reverter totalmente a reducéo da distancia percorrida e velocidade média
causadas pelo LPS, porém, ndo foi capaz de atenuar a perda de peso causada por esse modelo.
O consumo hidrico e a anedonia j& foram reestabelecidos, demonstrando uma recuperagao pds-
LPS. Interessantemente, 0 grupo que recebeu curcumina ainda néo reestabeleceu a preferéncia
por sacarose, enquanto o grupo LPS ja recuperou o prazer em consumir a solugdo agucarada,
comportamento esperado pela palatabilidade superior da solucéo de sacarose em comparagao a

agua, e observado nos animais antes da inducdo do dano inflamatorio.

4.2.3. Caracterizacao bioquimica do dano inflamatério causado por
lipopolissacarideo, bem como efeitos protetores da curcumina 72 horas ap6s

a administracdo central de LPS

Apb6s a avaliagdo do comportamento doente dos animais, analisamos parametros
bioquimicos 72 horas apds a cirurgia estereotaxica. Constatamos que a sinalizacao inflamatéria
estava presente no tecido cerebral, através do aumento no contetdo de IL1p, IL-6, COX-2 e
Iba-1. Dados anteriores de nosso grupo ja haviam detectado 0 aumento na concentragéo de IL1J
e COX-2 48 horas ap06s a administracdo ICV de LPS, mas nossos dados demonstram que a
sinalizacdo inflamatoria segue ativa, mesmo 72 horas pos-cirurgia (DA RE et al., 2020). Tyagi
e colaboradores também observaram um aumento na concentragdo de IL1B 48 horas apds a

cirurgia estereotaxica, mas observaram que 96 horas depois da administracdo de LPS, tanto esta
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citocina pro-inflamatéria quanto o TNF-a, j& tinham retornado aos valores de animais controle.
E importante citar que os animais ja demonstravam uma melhora no bem-estar geral, com perda
de peso menos intensa e melhora no consumo hidrico e anedonia, porém, a sinalizacdo

inflamatoria ainda estava ativa no grupo LPS.

A curcumina foi capaz de reverter 0 aumento de IL1B ¢ COX-2 causados pelo LPS, e
atenuar o aumento do imunoconteudo de Iba-1. Esses resultados corroboram dados da literatura
que indicam o efeito anti-inflamatdrio da curcumina em animais ap6s administracdo de LPS IP
(JANGRA et al., 2016; SORRENTI et al., 2018). Além disso, o tratamento com curcumina em
células BV2 é capaz de reduzir a sinalizacdo inflamatdria causada pelo LPS, através da acdo
inibitéria da curcumina na via iniciada pela ligacdo do LPS com o TLR4, passando pela
translocacdo de NFkB e resultando na secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias (ZHANG et al.,

2019).

Além da possivel agdo da curcumina na via do TLR4/NF«B, outro mecanismo envolvido
na acdo anti-inflamatdria da curcumina é mediado pela ligacdo da curcumina com o receptor
PPAR-y. Em oligodendrdcitos, o tratamento com curcumina foi capaz de reverter a sinalizacéo
inflamatoria causada por TNF-a, porém, o bloqueio do PPAR-y pelo antagonista GW9662
anulou os efeitos protetores da curcumina (BERNARDO et al., 2021). Esses resultados
reforcam a acdo pleiotrépica da curcumina, ou seja, a agdo anti-inflamatoria ndo resulta de

apenas uma interacdo, e sim de interacdes com alvos moleculares diversos.

Proteinas marcadoras de astrdcitos também foram investigadas, visto que os astrdcitos,
juntamente com a microglia, atuam de forma ativa na resposta inflamatoria no SNC. A secrecéo
de S100B foi avaliada através da dosagem no LCR 72 horas apds a administragdo de LPS. O
grupo LPS causou um aumento na secrec¢do de S100B, que foi revertido pela curcumina. Artigos

anteriores do nosso grupo de pesquisa ja haviam detectado um aumento de S100B 30 minutos
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e 24 horas ap6s a administragdo ICV de LPS, porém, nosso trabalho mostra que a secregédo
dessa importante proteina astrocitica segue aumentada mesmo 72 horas apds a cirurgia
(GUERRA et al., 2011). Apesar de a concentracdo intracelular de S100B nem sempre refletir
as alteracdes no padrdo de secrecdo, em nosso estudo, o conteudo intracelular de S100B estava
reduzido no grupo LPS, e aumentado no grupo LPS + curcumina. A acdo da curcumina em
reduzir a secrecao de S100B foi vista pelo nosso grupo e discutida nesta tese. Esse resultado in
vivo estd de acordo com o resultado observado em culturas de astrocitos, reforcando a
importancia de estudar os mecanismos por tras dessa a¢do inibitdria importante da curcumina
na secrecdo de S100B. Visto que a secrecdo de S100B tem sido usada como marcadora de
prognostico em condicdes que afetam o SNC, como esclerose multipla e traumatismo
cranioencefalico, a curcumina passa a ser uma candidata para terapias que utilizam S100B como
alvo molecular, na tentativa de controlar a exacerbacdo do dano ao SNC (BARATEIRO et al.,

2016; MICHETTI et al., 2019).

Apesar de, neste mesmo modelo de administracdo aguda de LPS, nosso grupo ter publicado
dados mostrando um aumento no contetdo de GFAP 48 horas ap6s a cirurgia estereotaxica,
ndo encontramos essa alteracdo 72 horas apos a cirurgia (DA RE et al., 2020). Acreditamos
gue, uma vez gue 0s animais ja demonstram sinais de recupera¢do nesse tempo pds-cirdrgico,

alguns marcadores, como a GFAP, ja tenham retornado a valores basais.

Por fim, para seguir investigando o papel dos astrécitos no dano inflamatoério causado pelo
LPS, investigamos alteracdes no metabolismo glutamatérgico 72 horas ap0s a cirurgia
estereotdxica. N&o encontramos alteracfes na captacdo de glutamato ou atividade da GS,
porém, o contetido de GSH estava reduzido de forma importante no grupo LPS. Essa reducdo
foi revertida pela administracéo oral de curcumina, indicando uma importante agéo antioxidante

deste composto. O aumento de GSH em astrdcitos em condigdes basais j& tinha sido observado
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em outro trabalho desta mesma tese, porém, nesse segundo trabalho, confirmamos que essa
resposta também acontece em condi¢des inflamatorias, ou seja: o aumento da GSH em
condicdes basais provavelmente protege o grupo que recebeu curcumina do dano oxidativo.
Nosso resultado corrobora estudos da literatura que indicam que a administracdo ICV de LPS
causa uma reducdo no conteudo de GSH até 96 horas ap0s a cirurgia estereotaxica (TYAGI et
al., 2008), e adiciona a informacdo de que a curcumina € capaz de reverter este parametro e

modular funcgdes outras funcgdes astrociticas, como a secre¢do de S100B.

5. Consideragdes finais

Nossos resultados elucidam mecanismos e trazem novas informacgdes em relagéo a a¢do da

curcumina, principalmente no que diz respeito aos astrocitos.

O trabalho em culturas de astrocitos foi capaz de demonstrar a acdo antioxidante da
curcumina, através do aumento do conteldo de GSH, a atividade regulatoria da curcumina em
proteinas astrociticas, através da reducdo da secrecdo de S100B e aumento no contetdo de
GFAP em condicdes basais. A capacidade da curcumina em modular S100B e GFAP nao havia
sido descrita em culturas de astrdcitos. J& em condicdes inflamatorias, a curcumina seguiu
modulando de forma importante a secrecdo de S100B e reverteu a secrecdo de TNF-a

provocada por LPS, confirmando seu efeito anti-inflamatorio neste tipo celular.

Os resultados da curcumina in vitro, especialmente em condigdes basais, nos permitem
discutir que a avaliacdo da proteina GFAP isoladamente como marcadora de reatividade
astrocitica pode levar a simplificacbes incorretas, visto que a mesma concentracdo de
curcumina que aumentou GFAP, também aumentou GSH e reduziu a secre¢do de TNF-a.
Portanto, pela avaliagdo do contexto, a curcumina foi protetora para os astrocitos em condi¢oes

basais e inflamatorias.
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A piperina, composto sugerido como amplificador da biodisponibilidade da curcumina ou
sinérgico, ndo potencializou os efeitos da curcumina, mas os complementou. A piperina foi
capaz de reduzir o contetdo de GFAP que havia sido aumentado pelo LPS (que também
aumentou a secrecdo de TNF-a), acdo protetora que ndo foi observada no tratamento com
curcumina. Portanto, em nossas culturas de astrocitos em condic¢des inflamatdrias, a acdo de
ambos 0s compostos foi complementar: a curcumina modulou a S100B, a piperina modulou a

GFAP e ambas reduziram a secre¢édo do TNF-a.

Nossos resultados ndo descartam que exista uma acao sinérgica dos dois compostos, porém,
ndo podemos afirmar que houve sinergismo pelo que foi observado neste trabalho. Outros
parametros astrociticos, como a GSH, em outros contextos, como em danos oxidativos, devem

ser avaliados para elucidar melhor o efeito cumulativo dos dois compostos.

Os resultados da curcumina in vitro abrem espaco para diversos questionamentos em
relacdo a sua acao in vivo, visto que sua biodisponibilidade € o principal obstaculo em relacéo
a seu uso terapéutico. Para responder essa questdo, dosamos a curcumina no cérebro de ratos

apos a administracao oral, e concluimos que ela chega ao SNC.

Além da constatacdo da chegada e permanéncia da curcumina no SNC, também é
importante pontuar que existem divergéncias em relacdo aos resultados em modelos de
administracdo periférica e central de LPS, e que € possivel que a curcumina atue na periferia
quando o LPS é administrado via intraperitoneal. Mesmo assim, a curcumina possui importante

acao protetora no comportamento locomotor dos animais com comportamento doente.

A curcumina possui efeito anti-inflamatdrio, antioxidante e € um importante inibidor da
secrecdo de S100B, dado que foi observado tanto in vitro quanto in vivo. Apesar dos efeitos

promissores, ainda € necessario caracterizar a distribuicdo da curcumina no SNC, e questionar
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0s modelos utilizados para estudar seus efeitos no SNC, visto que, em modelos de administracdo

periférica de LPS, a curcumina pode estar agindo mais na periferia.

6. Conclusoes

Através de nossos resultados, podemos concluir que a curcumina é uma molécula
promissora para o desenvolvimento de estratégias anti-inflamatorias para o SNC. Por ser uma
molécula de baixo custo e amplamente encontrada na natureza, a ingestdo via oral de
curcumina, em conjunto com a adocao de habitos de vida saudaveis, pode integrar o conjunto
de estratégias preventivas simples e ndo-invasivas para a reducdo do risco de doencas
neurodegenerativas. Sua capacidade de atravessar a BHE e exercer efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes no cérebro também a torna uma candidata para o desenvolvimento de drogas que

visam atenuar a exacerbacdo da resposta inflamatoria central.

7. Perspectivas futuras

- Investigar diferentes tempos de tratamento com LPS + curcumina em culturas de

astrécitos;

- Ampliar a caracterizacdo da resposta inflamatdria em culturas de astrocitos, com e sem o
tratamento com curcumina e piperina, através da dosagem do imunocontetdo de TLR4, COX-

2 e avaliar a translocacdo de NFxB através de imunocitoquimica;

- Utilizar inibidores de PPAR-y para observar se o efeito anti-inflamatorio da curcumina em

astrdcitos € atraves de sua ligacdo com este receptor;

- Investigar possiveis receptores acoplados a proteina G inibitoria, cuja interacdo com a

curcumina em astrdcitos poderia resultar na reducdo da secrecao de S100B;

- Administrar curcumina e piperina via oral, para observar se a piperina pode potencializar

os efeitos da curcumina e ampliar a prote¢do anti-inflamatoria e antioxidante;
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- Realizar dosagem de curcumina em diferentes estruturas cerebrais apos a administracdo

via oral;

- Realizar as mesmas dosagens bioquimicas feitas 72 horas ap0s a cirurgia estereotéxica

para administracdo ICV de LPS em tempos menores, como 24 e 48 horas.
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