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RESUMO 

As doenças neurodegenerativas são condições complexas e multifatoriais, 

frequentemente diagnosticadas em estágios avançados, quando os sintomas já são graves. 

Entretanto, anos antes do aparecimento dos sintomas, o sistema nervoso central apresenta 

condições como prejuízo na sinalização de insulina, disfunções no metabolismo de glicose, 

neuroinflamação e aumento da deposição de proteínas, como o peptídeo β-amiloide na doença 

de Alzheimer (DA). A DA é a forma mais comum de neurodegeneração, mas, apesar do 

extensivo conhecimento sobre suas características fisiopatológicas e sintomas clínicos, os 

mecanismos iniciais de seu desenvolvimento ainda não são completamente compreendidos. Os 

astrócitos, células importantes para a manutenção da homeostase cerebral, têm se destacado no 

contexto do estudo das doenças neurodegenerativas, exercendo um papel crucial desde suas 

fases iniciais. Dado o desafio do diagnóstico precoce e a importância de compreender as 

alterações iniciais na DA, a identificação de novos alvos terapêuticos que intervenham nesses 

estágios é fundamental. Nesse contexto, a curcumina, um polifenol presente na Curcuma longa, 

emerge como uma molécula promissora, devido a sua capacidade de atuar em múltiplos alvos 

e potenciais efeitos contra amiloidogênese, inflamação e estresse oxidativo no cérebro. Por este 

motivo, este trabalho teve como objetivo avaliar as alterações iniciais da DA in vivo e in vitro, 

bem como o potencial papel preventivo da curcumina nesses estágios. Inicialmente, buscando 

entender o papel dos astrócitos nos mecanismos iniciais associados à neurodegeneração, 

induzimos algumas dessas alterações em culturas de astrócitos, como o prejuízo do 

metabolismo energético, utilizando metilglioxal (MG), que induz a um aumento de reações de 

glicação ou fluorocitrato (FC), um inibidor da produção de ATP em astrócitos; a 

neuroinflamação, utilizando lipopolissacarídeo (LPS); e também utilizamos a estreptozotocina 

(STZ), uma indutorade modelo animal da DA. Nossos resultados mostraram que nessas 

condições os astrócitos têm suas funções alteradas, contribuindo para a progressão de distúrbios 

cerebrais como os observados na DA. Além disso, os resultados da STZ in vitro sugerem que 

ela é um modelo adequado para o estudo do papel dos astrócitos na DA. Ao explorar as fases 

iniciais do modelo animal da DA induzido por STZ e utilizando a curcumina como estratégia 

preventiva para alterações iniciais, observamos que, após uma semana da injeção de STZ não 

houve déficit cognitivo, mas foram observadas alterações em funções características de 

astrócitos, bem como alterações na via do PPARγ, quando comparados com 4 semanas após a 

administração de STZ. A curcumina, por sua vez, desempenhou um papel protetor 

majoritariamente nas fases iniciais do modelo, após 1 semana da indução, via um mecanismo 

que envolve, ao menos em parte, a regulação de PPARγ. Por fim, utilizando o modelo in vitro 

da STZ, confirmamos a importante ação da curcumina na via do PPARγ nas células astrocíticas 

no contexto inicial da DA. Nossos resultados evidenciam a importância dos astrócitos e da via 

do PPARγ nas fases iniciais da DA, além de sugerir a curcumina como uma candidata potencial 

para estratégias preventivas e para o desenvolvimento de novos fármacos baseados em sua 

estrutura para o tratamento da DA. 
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ABSTRACT 

Neurodegenerative diseases are complex and multifactorial conditions, diagnosed 

mostly in advanced stages when symptoms become severe. However, years before symptoms 

manifest, conditions such as impaired insulin signaling, disruptions in glucose metabolism, 

neuroinflammation, and increased protein deposition can be found in the central nervous system 

such as β-amyloid in Alzheimer’s disease (AD). AD is the most common form of 

neurodegeneration, but the initial mechanisms of its development remain incompletely 

understood, despite extensive knowledge of its pathophysiological characteristics and clinical 

symptoms. Astrocytes, essential cells for maintaining cerebral homeostasis, have been pivotal 

in neurodegenerative disease research, playing a crucial role from the early stages of AD. With 

the challenge of early diagnoses, it is imperative to understand the initial changes in AD, 

identifying new therapeutic targets. In this context, curcumin, a polyphenol found in Curcuma 

longa, emerges as a promising molecule due to its ability to act on multiple targets and potential 

effects against amyloidogenesis, inflammation, and oxidative stress in the brain. For this reason, 

this study aimed to evaluate early AD changes in vivo and in vitro and the potential preventive 

role of curcumin in these stages. First, to understand the role of astrocytes in the initial 

mechanisms associated with the neurodegeneration processes we induced some of these 

alterations in cultured astrocytes, such as energy metabolism, using methylglyoxal (MG) which 

induces increased glycation reactions, or fluorocitrate (FC), an inhibitor of ATP production in 

astrocytes; neuroinflammation using lipopolysaccharide (LPS); and streptozotocin (STZ), 

which induces an animal model of AD. Our findings indicate that these conditions alter 

astrocyte functions, contributing to the progression of brain disorders like AD. Additionally, 

results from the STZ in vitro model suggest its suitability for studying the role of astrocytes in 

AD. After that, exploring the early stages of the STZ-induced AD animal model and using 

curcumin as a preventive strategy for these initial changes, we did not observe cognitive deficits 

one week post-STZ injection, but animals showed changes in astrocyte functions and the 

PPARγ pathway. In this condition, curcumin demonstrated a protective role in the early stages 

of the model, possibly through PPARγ regulation. Finally, using the in vitro STZ model, we 

confirmed the significant action of curcumin on the PPARγ pathway in astrocytic cells in the 

early AD context. These results highlight the importance of astrocytes and the PPARγ pathway 

in the early stages of AD, while suggesting curcumin as a potential candidate for preventive 

strategies and in the development of new drugs for treating AD. 
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1. Introdução 

1.1. Doenças Neurodegenerativas 

O declínio progressivo e irreversível de funções do sistema nervoso central (SNC) é um 

processo que caracteriza várias doenças, conhecidas como doenças neurodegenerativas. Estas 

condições são caracterizadas por uma ampla gama de sintomas, incluindo comprometimento 

cognitivo, distúrbios motores, alterações comportamentais e outras disfunções neurológicas. 

Entre as doenças neurodegenerativas mais conhecidas estão a doença de Alzheimer (DA), 

doença de Parkinson, esclerose lateral amiotrófica e doença de Huntington (Lamptey et al., 

2022). 

As causas das doenças neurodegenerativas são complexas e multifatoriais, envolvendo 

fatores genéticos e ambientais que podem influenciar a progressão dessas condições. No 

entanto, o principal fator de risco para essas doenças é o envelhecimento (Hou et al., 2019). 

Isso porque, com o passar dos anos, diversos processos homeostáticos sofrem prejuízos, 

podendo levar à inflamação crônica, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial, alterações no 

metabolismo energético e acúmulo de proteínas anormais (Tony Wyss, 2016; Wilson et al., 

2023). 

1.2. Doença de Alzheimer 

Em 1906 Alois Alzheimer fez o primeiro diagnóstico da DA, baseado em sintomas de um 

paciente que apresentava disfunção cognitiva e perda de memória. Essas manifestações foram 

associadas à observação de depósitos de placas senis e emaranhados neurofibrilares (ENF) 

durante a autópsia cerebral (Hippius & Neundörfer, 2003). Desde então, inúmeros estudos 

foram conduzidos para entender os mecanismos envolvidos desde as fases iniciais da doença, 

levando ao desenvolvimento dessas alterações mais características.  
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A DA é a doença neurodegenerativa que atinge o maior número de pessoas no mundo. 

Estima-se que atualmente mais de 50 milhões de pessoas tenham o diagnóstico desta doença, e 

este número tende a aumentar com o aumento da expectativa de vida da população, (Gauthier 

S, Webster C, Servaes S, Morais JA, 2022; Long & Holtzman, 2019). O Brasil possui uma das 

maiores taxas de prevalência global da doença (Nichols et al., 2019). Dessa forma, faz-se 

necessário maiores estudos sobre o desenvolvimento da DA na busca de tratamentos mais 

eficazes. 

A DA pode se apresentar de duas formas, familiar ou esporádica. A DA familiar, também 

chamada de DA precoce, está associada a fatores genéticos e é a forma menos comum da 

doença, correspondendo a cerca de 5% de todos os casos. Essa forma da doença atinge 

principalmente indivíduos mais jovens, entre 30 e 50 anos de idade. Devido ao seu fator 

genético, pode ser identificada pela presença de mutações nos genes da proteína precursora 

beta-amiloide (APP) e presenilinas 1 e 2, em combinação com a avaliação clínica (Andrade-

Guerrero et al., 2023). A forma mais comum da DA é a esporádica, também chamada de DA 

de início tardio, devido à prevalência em indivíduos de idade acima de 65 anos. Esta forma da 

doença pode ter seu desenvolvimento influenciado por uma combinação de fatores genéticos, 

ambientais e de estilo de vida (Zetterberg & Mattsson, 2014). 

A DA é principalmente caracterizada pelo comprometimento cognitivo progressivo e perda 

de memória, características que ainda hoje são cruciais para o seu diagnóstico (Soria Lopez et 

al., 2019). Esses sintomas clínicos têm sido associados à presença de placas senis, formadas 

pelo acúmulo de peptídeo beta amiloide (βA), e pela formação de ENF, resultantes da 

hiperfosforilação da proteína tau (Masters et al., 2015b). Inicialmente as principais áreas 

cerebrais afetadas são o hipocampo, essencial para a formação da memória e o córtex entorrinal, 



7 
 

entretanto com a progressão da doença o cérebro pode ser atingido de forma generalizada (Rao 

et al., 2022). 

Muitas hipóteses foram propostas para explicar as causas subjacentes à progressão da DA, 

incluindo as hipóteses amiloide, colinérgica, glutamatérgica, oligomérica, metálica e diabética. 

No entanto, os mecanismos que causam o início do desenvolvimento da doença ainda não foram 

completamente elucidados (P. P. Liu et al., 2019).  

1.2.1. Peptídeo -amiloide 

A hipótese amiloide é uma das mais estudadas e propõe que o acúmulo de peptídeo βA é 

uma das alterações centrais na DA, levando a uma cascata de eventos que culminam com a 

demência (Hardy & Allsop, 1991; Masters et al., 2015b). O peptídeo βA é formado a partir de 

uma proteína transmembrana altamente expressa em células do SNC, a proteína precursora 

amiloide (APP). As funções fisiológicas da APP ainda não são completamente entendidas, mas 

já foi mostrado que ela é importante para os processos de regulação do crescimento neuronal, 

adesão celular e transporte de membrana (Hefter et al., 2020; Müller et al., 2017).  

O processamento da APP ocorre por clivagens proteolíticas sequenciais pelas enzimas α- 

ou β-secretase 1 (BACE1) e consecutivamente pela γ-secretase (Figura 1). A clivagem pela α-

secretase inicia a via não amiloidogênica da APP, resultando na produção do fragmento solúvel 

APPα secretado extracelularmente e do domínio intracelular da APP, enquanto que a via 

amiloidogênica se dá pela clivagem inicial da β-secretase (Hoe et al., 2012). Na via 

amiloidogênica, a γ-secretase cliva a APP em diferentes locais da sequência de aminoácidos, 

resultando em peptídeos βA de diferentes comprimentos, sendo os mais comuns o βA1-40 e o 

βA1-42 (Vassar et al., 2014). Recentemente, ainda foram descritas vias alternativas, não 

amiloidogênicas, de processamento da APP envolvendo as enzimas η-secretase, δ-secretase e 

meprina (Willem et al., 2015).  
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Figura 1. Processamento amiloide. A APP é clivada pela β-secretase, seguida pela γ-secretase (1), liberando o 

peptídeo βA para o meio extracelular, onde pode se agregar em oligômeros e fibrilas (2) ou ser eliminado por 

enzimas degradadoras, como nepreilisina (NEP) e a enzima degradadora de insulina (IDE) (3). Parte dos peptídeos 

βA podem ser internalizados pelas células (4), onde podem sofrer a ação das enzimas de degradação (5). 

 

Os peptídeos βA são inicialmente liberados no meio extracelular como monômeros e têm a 

capacidade de se agregar em diferentes conjuntos. A forma oligomérica é formada pela 

complexação de quantidades variáveis de moléculas de βA, e devido à sua solubilidade em 

água, apresenta alta capacidade de distribuição pelo cérebro e interação com diversas 

moléculas, membranas, receptores e transportadores das células neurais, contribuindo assim 

para sua toxicidade. Por outro lado, as formas insolúveis do βA, são caracterizadas por 

estruturas alongadas e rígidas, chamadas de fibrilas, que são formadas por ligações peptídicas 

organizadas em estrutura de folhas beta, onde as moléculas de βA se alinham lateralmente. 

Essas fibrilas já foram consideradas uma das principais causas da neurotoxicidade e da 

demência, pois se depositam formando as placas amiloides (G. F. Chen et al., 2017). No entanto, 

a observação de que não há uma correlação direta entre placas amiloides e a gravidade dos 

sintomas têm evidenciado algumas falhas nessa hipótese (Gomez-Isla, 1997; Kametani & 

Hasegawa, 2018). 

Contudo, assim como os mecanismos de produção de βA ocorrem fisiologicamente, 

existem também mecanismos responsáveis por manter baixos níveis de βA no cérebro. Dessa 

forma, o acúmulo de beta amiloide ocorre quando há um desequilíbrio entre os mecanismos de 

produção e de depuração de βA. Os processos responsáveis por regular os níveis de βA no SNC 
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incluem mecanismos de degradação enzimática, depuração mediada por células e transporte 

ativo para fora do cérebro (R. Ullah & Lee, 2023).  

A via enzimática desempenha um papel crucial na degradação e eliminação de βA do 

cérebro. Proteases como a neprilisina (NEP) e a enzima degradadora de insulina (IDE) são 

fundamentais nesse processo, clivando os peptídeos βA em fragmentos menores, de menor 

toxicidade e de mais fácil remoção do cérebro (Miners et al., 2011; Wyss-Coray et al., 2003). 

Tanto a NEP quanto a IDE são capazes de clivar formas monoméricas e oligoméricas de βA 

(Kato et al., 2022). Estudos mostraram que alterações na expressão e atividade dessas enzimas 

têm efeitos diretos no acúmulo de βA em modelos in vivo e in vitro (Behl et al., 2009; Farris et 

al., 2003; Hellström-Lindahl et al., 2008; Iwata et al., 2001; Miller et al., 2003; Poirier et al., 

2006; Sahoo et al., 2021; Yamamoto et al., 2018, 2020). Além disso, algumas evidências podem 

apoiar um possível efeito colaborativo entre NEP e IDE na regulação dos níveis de βA, uma 

vez que foi demonstrado que NEP pode metabolizar fragmentos peptídicos do βA gerados pela 

IDE (Kato et al., 2022). 

1.2.2. Proteína tau 

A proteína tau é um componente chave na DA, que em condições patológicas pode assumir 

formas anormais que tendem a se depositar e formar os ENF. A tau é uma fosfoproteína 

predominantemente neuronal, importante para a montagem e formação dos microtúbulos do 

citoesqueleto dessas células, contribuindo para o transporte através dos axônios (Yipeng Wang 

& Mandelkow, 2016) 

A função da tau é modulada por diferentes modificações pós-traducionais, dentre elas, a 

adição de grupos fosfato. Existem até 85 sítios potenciais de fosforilação na sua isoforma mais 

longa e essa modificação pode variar de acordo com o estágio do desenvolvimento, sendo a tau 

fetal mais modificada que a tau adulta (Alonso et al., 2018). A fosforilação dessa proteína é 

crucial para o desempenho de suas funções fisiológicas, podendo aumentar ou diminuir a sua 
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afinidade pelos microtúbulos, dependendo do sítio de fosforilação, além de poder participar da 

regulação da plasticidade sináptica e da sinalização intracelular (Yipeng Wang & Mandelkow, 

2016). Diferentes cinases podem realizar essas reações, como a glicogênio sintase cinase-3 beta 

(GSK-3β), a proteína cinase A (PKA), a proteína cinase B (PKB), a proteína cinase ativada por 

mitógeno (MAPK) e a cinase dependente de ciclina 5 (CDK5), levando a diferentes efeitos 

funcionais (Medeiros et al., 2011).  

Um aumento desregulado da fosforilação da tau pode levar a perda de suas funções 

fisiológicas, bem como favorecer a sua agregação, alterações características das chamadas 

“taupatias”, sendo a mais comum delas a DA (Alonso et al., 2018). Os mecanismos que levam 

a desregulação da fosforilação dessa proteína ainda não são completamente compreendidos 

(Masters et al., 2015b). Entretanto, vários fatores podem contribuir para hiperfosforilação 

anormal da tau, incluindo desequilíbrios na atividade de cinases e fosfatases, inflamação, 

disfunção mitocondrial e acúmulo de proteínas como βA (Medeiros et al., 2011).  

1.2.3. Modelo de DA esporádica induzido por estreptozotocina (STZ) 

Existem diversos modelos animais que podem ser empregados no estudo DA, 

principalmente modelos transgênicos ou induzidos quimicamente. Um dos modelos mais 

utilizados para estudar a DA esporádica é através da injeção intracerebroventricular (ICV) de 

STZ (Akhtar et al., 2022). A STZ é um composto derivado da bactéria Streptomyces 

achromogenes, que é tóxico para as células beta pancreáticas produtoras de insulina, e por isso 

amplamente utilizado para indução de modelos animais de diabetes por injeção via 

intraperitoneal (IP) (Grieb, 2016). Quando administrada via ICV, a STZ induz o 

desenvolvimento de fatores de risco e alterações patológicas características da DA, como 

prejuízo no metabolismo da energético, estresse oxidativo, hiperfosforilação da proteína tau, 

deposição de βA e déficit de memória (Pradip Kumar Kamat, 2015; Letícia Rodrigues et al., 
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2009). As alterações causadas no SNC pela STZ ocorrem progressivamente ao longo do tempo 

após a indução do modelo, o que torna este modelo interessante na investigação dos diferentes 

estágios de desenvolvimento da DA. 

Apesar da STZ já ser extensamente estudada em modelos in vivo, o conhecimento sobre 

seus efeitos diretos em diferentes tipos celulares do SNC ainda é limitado. Alguns trabalhos 

investigaram seus efeitos sobre neurônios (Bagaméry et al., 2020; Genrikhs et al., 2017; Isaev 

et al., 2018; Plaschke & Kopitz, 2015), mas poucos sobre astrócitos (Biswas et al., 2017; 

Rajasekar et al., 2017). No entanto, evidências sugerem que a reatividade glial é um dos 

principais fatores envolvidos no comprometimento da memória induzida pela STZ em ratos (S. 

Rai et al., 2014), destacando a relevância do estudo desse composto nos astrócitos como uma 

ferramenta importante para elucidar os mecanismos pelos quais esse composto causa alterações 

características da DA 

1.3. Astrócitos na DA 

O SNC é formado por células neuronais e gliais. Por muitos anos, as células gliais foram 

coadjuvantes na pesquisa científica, sendo consideradas responsáveis apenas por fornecer 

suporte estrutural aos neurônios. No entanto, atualmente, compreende-se que as células gliais, 

incluindo a microglia, os astrócitos e os oligodendrocitos, desempenham papéis fundamentais 

em várias funções cerebrais (Chung et al., 2015). Os astrócitos, em particular, são reconhecidos 

por sua importância na regulação da homeostase cerebral (WANG & BORDEY, 2008). 

Evidências crescentes sugerem que essas células desempenham um papel ativo em várias 

doenças neurodegenerativas, incluindo a DA (Brandebura et al., 2023). Além disso, astrócitos 

disfuncionais ou reativos podem contribuir para a progressão da neurodegeneração, através da 

liberação de mediadores inflamatórios, neurotoxinas e outras moléculas tóxicas (Escartin et al., 

2021; Sofroniew & Vinters, 2010). 
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Os astrócitos se destacam entre as células gliais pela sua abundância e heterogeneidade 

morfológica. Existem três principais variações morfológicas dessas células: os mais comuns, 

apresentam processos densos e curtos, são os protoplasmáticos; os com menos processos e que 

se assemelham a fibras, são os fibrosos; e por fim, os que possuem uma forma mais alongada e 

com ainda menos processos, que compreendem as células de Bergmann e as células de Müller. 

Essa variedade na morfologia dos astrócitos reflete a complexidade das funções que 

desempenham no sistema nervoso central (WANG & BORDEY, 2008). 

Dentre as diversas funções dos astrócitos se destacam a modulação da resposta inflamatória, 

o metabolismo do glutamato, o controle do estresse oxidativo e a regulação da homeostase 

energética (WANG & BORDEY, 2008). Durante a inflamação, os astrócitos ativados, 

produzem e secretam citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Leng & Edison, 2021). 

Os astrócitos também são fundamentais no metabolismo de glutamato (Figura 2), prevenindo o 

acúmulo desse neurotransmissor, através da sua captação da fenda sináptica para conversão em 

glutamina pela enzima glutamina sintetase (GS), no ciclo glutamato-glutamina, ou em 

glutationa reduzida (GSH) (Sood et al., 2021). A GSH, um tripeptídeo com uma importante 

ação antioxidante que atua diretamente na remoção de espécies reativas de oxigênio, 

convertendo-se em glutationa oxidada (GSSG) (Y. Chen et al., 2020). Além disso, no 

metabolismo energético cerebral, os astrócitos se destacam por captar glicose, através do 

transportador de glicose do tipo (GLUT1), que são altamente expressos nessas células e 

convertida a lactato pela via glicolítica. O lactato pode ser entregue aos neurônios vizinhos para 

uso energético, mas também é responsável por desempenhar outras funções, como participar 

no mecanismo da formação da memória e modulação da plasticidade sináptica (Beard et al., 

2022; Gonçalves et al., 2018). 
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Figura 2. Funções dos astrócitos. A imagem representa as principais proteínas e funções astrocíticas, como a 

remoção do glutamato da fenda sináptica e a síntese de Gln e GSH, metabolismo amiloide e as proteínas S100B, 

RAGE e GFAP.  

 

A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) é uma proteína de filamento intermediário 

característica de astrócitos maduros no SNC, sendo uma das principais proteínas estruturais 

dessas células. Essa proteína desempenha um papel fundamental na manutenção da integridade 

estrutural astrocítica, bem como na formação da cicatriz glial (Sofroniew & Vinters, 2010). 

Alterações no imunoconteúdo dessa proteína estão associados a reatividade astrocíticas, 

condição associada a respostas, tanto fisiológicas quanto patológicas, dessas células (Escartin 

et al., 2021). 

Outra proteína característica dos astrócitos é a S100B, uma proteína pertencente à família 

de proteínas S100 ligantes de cálcio. No SNC, a S100B é produzida e secretada por astrócitos 

e tem uma grande variedade de funções tanto no interior dessas células, sendo importante para 

mecanismos de proliferação e migração celular, como também pode atuar extracelularmente, 

sendo parte desses efeitos mediados pela ligação ao receptor para produtos finais de glicação 

avançada (RAGE), que também tem como ligante o peptídeo βA. Entretanto, altas 

concentrações dessa proteína podem ser associadas a efeitos tóxicos, sendo considerada uma 
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marcadora de dano cerebral, muito associada a neurodegeneração (Donato, 2001; Gonçalves et 

al., 2008).  

Ambas as proteínas, GFAP e S100B, são importantes marcadores de astrócitos e 

amplamente avaliadas em estudos de disfunções dessas células (Sofroniew & Vinters, 2010) e 

no contexto das doença neurodegenerativas (Donato, 2001; Escartin et al., 2021; Rodríguez et 

al., 2024). Em pacientes com DA, foi observado que astrócitos na forma reativa circundam as 

placas amiloides, apresentando uma expressão aumentada de GFAP e S100B (Birch, 2014; 

Escartin et al., 2021; K. Li et al., 2019). 

A estreita relação entre os astrócitos e a DA também é evidenciada pela grande expressão 

astroglial do gene da apolipoproteina E4, um dos principais fatores de risco genético na DA. 

Além disso, os astrócitos podem contribuir para a carga amiloide cerebral, uma vez que 

expressam BACE1 e APP. De fato, já foi mostrado que, mesmo produzindo pouca quantidade 

de βA em comparação com neurônios, devido a sua abundância no SNC, a produção de βA 

pelos astrócitos se faz relevante na progressão da DA (Frost & Li, 2017). Entretanto, os 

astrócitos também podem exercer um importante papel protetor na DA através do 

protagonismo, juntamente com a microglia, em mecanismos de depuração e eliminação de βA 

do SNC (Ries & Sastre, 2016; Wyss-Coray et al., 2003). Além de expressar proteases 

degradadoras de βA, como NEP e IDE (Figura 2), os astrócitos atuam na depuração amiloide 

através de mecanismos de degradação proteassomal, autofagia e chaperonas extracelulares 

(Davis et al., 2021a; Ries & Sastre, 2016; Xin et al., 2018). Outra via importante de eliminação 

de βA é seu transporte do cérebro para a periferia, principalmente através da barreira 

hematohencefálica (BHE). Esse mecanismo requer transportadores específicos, como o 

proteína 1 relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa densidade (LRP1), além do 

transporte via canais de água como a aquaporina 4 presentes nos pés astrocíticos (Xin et al., 

2018).  
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1.4. Fases iniciais da DA 

Tem sido proposto que nas fases iniciais do desenvolvimento da DA há uma resposta inicial 

dos astrócitos, uma vez que essas células desempenham papéis cruciais em diversos fatores 

associados ao início e progressão da doença (Brandebura et al., 2023; De Strooper & Karran, 

2016; Schultz et al., 2021). Portanto, uma compreensão mais aprofundada desses mecanismos 

nos astrócitos pode ser um ponto chave para o entendimento do início da doença, contribuindo 

na busca de diagnósticos mais precoces, além da identificação de alvos terapêuticos potenciais 

nestes estágios, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento de tratamentos mais 

eficazes. 

Alterações como neuroinflamação, estresse oxidativo, prejuízo na sinalização de insulina, 

diminuição do metabolismo energético cerebral e alteração no metabolismo lipídico já foram 

associadas ao início da DA, precedendo o aparecimento das placas amiloides e dos ENF (Anand 

et al., 2014; Heneka et al., 2015; Passeri et al., 2022). Dessa forma, o diagnóstico precoce da 

DA permanece desafiador, devido a sua característica complexa e multifatorial. As alterações 

iniciais são inespecíficas e podem estar associadas a outras doenças neurodegenerativas ou ao 

processo de envelhecimento (Hou et al., 2019) . Além disso, a complexidade da DA também se 

deve à diversidade de alterações encontradas entre pacientes, o que sugere a existência de 

diferentes mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da doença (Duara & Barker, 2022; 

Wilson et al., 2023). 

A presença de neuroinflamação está intrinsecamente associada à fisiopatologia das doenças 

neurodegenerativas (Stephenson et al., 2018). Na DA, já foi mostrado que o acúmulo de βA e 

a presença de ENF induzem a um aumento da resposta inflamatória no SNC (Ismail et al., 

2020). Entretanto, diversas evidências têm sustentado que a neuroinflamação desempenha um 

papel crucial desde o início da doença (Leng & Edison, 2021). Já foi mostrado em pacientes 

com comprometimento cognitivo leve que a ativação da resposta inflamatória microglial 
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precede a formação de placas de amiloides (Hamelin et al., 2016; Okello et al., 2009). Além 

disso, a necessidade da neuroinflamação para o desenvolvimento da DA foi reforçada em um 

trabalho com primatas que mostrou que a patologia amiloide só foi induzida por injeção de βA 

quando coadministrada com um indutor inflamatório, o lipopolissacarídeo (LPS) (Philippens et 

al., 2016). Adicionalmente, foi mostrado que há uma correlação entre a mutação em genes 

relacionados à resposta imune e o risco aumentado para DA (Boyd et al., 2022; Sobue et al., 

2023). 

Muitos estudos utilizam a toxina derivada da parede celular de bactérias gram-negativas 

LPS para indução de modelos inflamatórios, incluindo estudos de doenças neurodegenerativas  

(Dourado et al., 2020; Goshi et al., 2020; Oliveira-Junior et al., 2019). A resposta inflamatória 

ao LPS ocorre após sua ligação em receptores do tipo toll 4 (TLR4), expressos por células gliais, 

levando a ativação de fatores de transcrição, como o fator nuclear kappa B (NFκB), que por sua 

vez desencadeia a liberação de várias citocinas pró-inflamatórias necessárias para ativar 

respostas imunes inatas (S. Singh et al., 2022). A administração ICV do LPS em modelos 

animais é capaz de promover danos cognitivos, aumentar a atividade da via amiloidogênica de 

processamento da APP, bem como aumentar os níveis de fosforilação da tau (Da Ré et al., 2020; 

J. W. Lee et al., 2008; L.-M. Wang et al., 2018).  

Outra alteração que parece determinante para o desenvolvimento das doenças 

neurodegenerativas é o prejuízo do metabolismo energético cerebral (Gonçalves et al., 2018). 

A glicose é o substrato energético mais utilizado pelo cérebro em indivíduos adultos e o 

hipometabolismo de glicose no SNC na DA tem sido relacionado a problemas na captação de 

glicose pelas células ou mesmo a distúrbios metabólicos intracelulares (Mosconi et al., 2008; 

Raut et al., 2023).  

O fluorocitrato (FC) é um composto capaz de induzir a diminuição do metabolismo 

energético celular, sendo utilizado como um inibidor de astrócitos por ter especificidade por 
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essas células (Rezagholizadeh et al., 2022). Esse composto entra nas células através dos 

transportadores de monocarboxilato 1 (MCT1) (Rae et al., 2012) e atua inibindo a enzima 

aconitase, do ciclo do ácido cítrico, e consequentemente, diminuindo a produção de adenosina 

trifosfato (ATP) (Hassel et al., 1995). O uso do FC em animais evidencia a importância dos 

astrócitos na progressão do dano cognitivo, uma vez que ao inibir a reatividade astrocítica pode 

ser observada uma melhora do dano cognitivo em modelos de dano cerebral (H. Y. Zhang et 

al., 2020; X. Zhang et al., 2019). 

Uma das principais doenças associadas a disfunção do metabolismo de glicose, o diabetes 

mellitus (DM), é um dos um dos fatores que predispõem o desenvolvimento da DA. A DM 

pode levar a um acúmulo de glicose no SNC, causando resistência à insulina, e essa 

desregulação da sinalização de insulina tem sido associada a complicações da DM como o 

comprometimento cognitivo (Jash et al., 2020). As altas concentrações de glicose favorecem as 

reações de glicação, durante as quais são formados como produtos compostos dicarbonil, como 

o metilglioxal (MG), capaz de realizar a glicação de lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, e 

formar produtos finais de glicação avançada (AGEs) (Gonçalves et al., 2018). Os AGEs 

formados durante essas reações podem se ligar aos receptores RAGE (Allaman et al., 2015), 

que também ligam S100B (Hofmann et al., 1999) e peptídeo βA (Shi et al., 2009), reforçando 

a influência desses compostos na DA. 

O MG é amplamente utilizado em estudos in vivo e in vitro na investigação dos efeitos das 

reações de glicação no cérebro (F. Hansen et al., 2017; F. Hansen, Battú, et al., 2016; Lissner 

et al., 2021, 2022). Seus efeitos na propagação de doenças neurodegenerativas, em especial da 

DA, já foram extensivamente mostrados através da promoção da hiperfosforilação da tau (X. 

H. Li et al., 2012), aumento do acúmulo amiloide (Patil et al., 2020), glicação de βA (Angeloni 

et al., 2014), além de levar ao comprometimento cognitivo (Lissner et al., 2021).  
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1.5. Terapias  

A complexidade, os múltiplos fatores e o tempo de progressão da DA, torna desafiador o 

tratamento eficaz dessa doença. As terapias atualmente aprovadas para o tratamento da DA têm 

seus mecanismos de ação baseados em alvos tardios da doença, promovendo apenas alívio 

sintomático, sem retardar sua progressão (Anand et al., 2014; Islam et al., 2015; Baljinder Singh 

et al., 2024). Os fármacos da classe dos inibidores da acetilcolinesterase donepezina, 

rivastigmina e galantamina proporcionam uma maior disponibilidade de acetilcolina, um 

neurotransmissor importante para memória e função cognitiva. Outra alternativa de tratamento 

aprovada para a DA são os antagonistas N-metil-d-aspartato (NMDA), como a memantina, que 

bloqueia a superativação desses receptores. Além disso, mais recentemente, a imunoterapia 

com os anticorpos monoclonais aducanumabe e lecanemab, que atuam sobre agregados de βA, 

foi aprovada (Gu et al., 2023; Baljinder Singh et al., 2024). Dessa forma, é de extrema 

relevância a busca por novos alvos terapêuticos capazes de levar à cura ou impedir a progressão 

da DA.  

Considerando que a DA é uma doença multifatorial e que tem seu desenvolvimento iniciado 

há bastante tempo antes do aparecimento dos sintomas clínicos, parece interessante se pensar 

em estratégias terapêuticas que atuem também sobre múltiplos alvos (Piemontese, 2017). 

Dentre as estratégias usadas no desenvolvimento de novas terapias, as moléculas de origem 

natural costumam ocupar um importante espaço nos estudos tanto como suplementação, como 

inspiração para o desenvolvimento de novos fármacos, ou ainda como ponto de partida para 

preparação de moléculas semissintéticas (Sharifi-Rad et al., 2020). Na busca de novas 

estratégias terapêuticas que atuem em fases mais precoces da DA alguns compostos bioativos 

vêm mostrando ações promissoras, entre eles os polifenóis, como a curcumina, o resveratrol e 

a epigalocatequina galato, que atuam na proteção de diversos mecanismos envolvidos na 

neurodegeneração (Di Meo et al., 2020). 
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1.6. Curcumina 

A curcumina é um composto polifenólico encontrado na Curcuma longa, popularmente 

chamada de "açafrão-da-terra", uma planta rizomatosa herbácea perene pertencente à família 

Zingiberaceae. Nativa do sudeste da Ásia, especialmente da Índia, onde é amplamente cultivada 

e utilizada tanto na culinária como na medicina tradicional, esta especiaria é conhecida por sua 

intensa coloração amarelo-alaranjada e seu sabor terroso e ligeiramente amargo. A curcumina, 

que é seu principal componente ativo, apresenta ação em múltiplos alvos moleculares, 

conferindo-lhe uma grande variedade de efeitos, incluindo atividade antioxidante, anti-

inflamatória, neuroprotetora, antimicrobiana e anticancerígena, e por isso têm despertado 

interesse científico (Benameur et al., 2022; Priyadarsini, 2014). Um dos efeitos da curcumina 

que se destaca é no potencial de prevenção e tratamento da DA (M. Chen et al., 2018; Perales-

Salinas et al., 2024). 

1.6.1. Características físico-químicas da curcumina 

A nomenclatura química da curcumina segundo a IUPAC é 1,7-bis(4-hidroxi-3-

metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona ou diferuloilmetano. Apresentando a fórmula química 

C21H20O6 e um peso molecular de 368,38 g/mol, sua estrutura química é composta por dois 

anéis fenólicos unidos por uma cadeia de sete carbonos. Essa configuração forma uma estrutura 

em equilíbrio ceto-enol, mantida pela transferência de átomos de hidrogênio intramoleculares 

(Nantasenamat et al., 2014; Racz et al., 2022). Em ambientes ácidos (pH 3–7), a curcumina 

assume uma forma cetônica, enquanto em ambientes alcalinos (pH > 8), prevalece a forma 

enólica. A forma enólica exerce uma função doadora de elétrons e é, pelo menos em parte, 

responsável pela capacidade da curcumina em neutralizar os radicais livres (Rege et al., 2019).  

A estabilidade da curcumina pode variar dependendo do pH, apesar de apresentar uma 

degradação lenta em meio ácido. Entretanto, em condições básicas, degrada-se rapidamente 
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formando compostos como ácido ferúlico e vanilina, além de também apresentar sensibilidade 

à luz (Racz et al., 2022). 

Outra característica relevante da curcumina é a sua natureza lipofílica, que permite que ela 

atravesse a BHE e exerça efeitos intracelulares, essa característica é importante também para a 

ligação da curcumina em placas amiloides, conferindo a ela um dos seus importantes efeitos 

protetores na DA (Nantasenamat et al., 2014; Sorrenti et al., 2018).  

1.6.2. Farmacocinética da curcumina 

Estudos sobre a absorção, distribuição, metabolismo e excreção da curcumina em roedores 

indicam que ela sofre um metabolismo rápido e eficiente, mas que prejudica a sua 

biodisponibilidade (Benameur et al., 2022; R. A. Sharma et al., 2007). É sugerida uma baixa 

absorção oral para a curcumina devido a sua baixa solubilidade em água (Nantasenamat et al., 

2014) enquanto a maior parte é excretada nas fezes (Wahlstrom & Blennow, 1978). Em 

camundongos tratados com 1 g/kg de curcumina, a concentração plasmática máxima foi 

observada após 1 hora (Pan et al., 1999), enquanto em indivíduos adultos que ingeriram 8 

gramas de curcumina por via oral, essa concentração foi alcançada entre 1 e 2 horas (Ruffin IV 

et al., 2003). Após a absorção, a curcumina é distribuída em vários tecidos, incluindo sangue, 

fígado, rins e intestino, atravessando membranas celulares e a barreira hematoencefálica devido 

à sua natureza lipofílica (Priyadarsini, 2014). No fígado e intestino, ela sofre biotransformação 

(Figura 3), principalmente por reações de redução e conjugação, formando metabólitos como 

sulfato de curcumina e curcumina glucuronídeo, consideradas menos bioativas que a forma 

livre (Ireson et al., 2002; Perales-Salinas et al., 2024). 
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Figura 3. Metabolismo da curcumina. A curcumina administrada oralmente sofre biotransformação no fígado e 

intestino, gerando metabólitos como curcumina sulfato e curcumina glicuronídeo. A curcumina e seus metabólitos 

são distribuídos através da circulação sanguínea, podendo atravessar a BHE e alcançar o cérebro. 

 

Estudos de toxicidade da curcumina não encontraram toxicidade limitante de dose, 

sugerindo que essa molécula é segura mesmo em doses elevadas (Nantasenamat et al., 2014). 

Na índia o consumo médio de curcumina, baseado no consumo de cúrcuma na culinária, é em 

média de 60 a 100 mg por dia (Shah et al., 1999). Em ensaios clínicos foram utilizadas doses 

orais diárias entre 3,6 a 12 mg, tendo sido relatados efeitos adversos como dor de cabeça, 

diarreia e erupção cutânea, mas que não foram diretamente relacionados à dose (Cheng et al., 

2001; Lao et al., 2006; Sharma et al., 2004). 

As principais limitações do uso da curcumina são baixa solubilidade em água, baixa 

absorção, rápida eliminação, degradação em pH alcalino e biodisponibilidade oral limitada 

(Priyadarsini, 2014; Racz et al., 2022). Baseado nisso, muitos estudos têm buscado novas 

estratégias para superar esses problemas inerentes a curcumina, incluindo formulação de 

nanopartículas e micelas, complexação com ciclodextrinas, incorporação em lipossomas, 

conjugação com polímeros, uso de adjuvantes como piperina, com capacidade de melhorar a 

absorção e biodisponibilidade da curcumina, ou ainda incorporação da curcumina em sistemas 

de liberação controlada, como hidrogéis e microesferas (Racz et al., 2022; Li Zhang et al., 

2020). 
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1.6.3. Curcumina na DA 

A curcumina, com sua estrutura molecular multifuncional, tem o potencial de desempenhar 

um papel significativo na pesquisa e terapia da DA. Além de atravessar a BHE e se ligar 

especificamente a agregados de βA e proteínas tau anormais, a curcumina demonstrou 

capacidade de inibir a agregação de βA, auxiliar na eliminação de depósitos existentes e até 

mesmo prevenir a formação de novos depósitos (M. Chen et al., 2018; Tang et al., 2017). 

A prevenção da DA é uma estratégia crucial, uma vez que não há cura para a doença 

atualmente. É sugerido que alimentação balanceada, exercícios físicos e atividades intelectuais 

podem favorecer a saúde do cérebro, em particular, dietas com compostos fenólicos têm 

recebido destaque (Yamada et al., 2015). Alguns estudos mostraram que a suplementação com 

curcumina em animais e humanos pode levar a melhorias na função cognitiva, manutenção da 

função mitocondrial e sináptica, redução da inflamação e atraso da neurodegeneração, 

reduzindo assim o risco de DA  (Ray et al., 2011; Reddy et al., 2018; Ringman et al., 2012).  

A curcumina também é extensamente estudada pelo seu potencial no tratamento da DA. A 

curcumina exerce múltiplos efeitos sobre o βA, podendo atuar nas etapas de formação, 

agregação e depuração. Na etapa de formação já foi mostrado que a curcumina pode atenuar a 

maturação da APP, suprimir a expressão de BACE1 (H. Liu et al., 2010), além de inibir a sua 

atividade (Parr et al., 2015). Na agregação de βA, a ação da curcumina ocorre devido a sua alta 

afinidade por alguns resíduos do peptídeo, formando fortes interações hidrofóbicas (Kundaikar 

& Degani, 2015; Reinke & Gestwicki, 2007), podendo bloquear a montagem e formação de 

fibrilas, além de desestabilizar fibrilas já formadas (Martin et al., 2019; H. Yang et al., 2022). 

Foi mostrado também que a ação da curcumina como quelante de metais, em especial Cu2+, 

Zn2+ e Fe3+, também auxilia no bloqueio da agregação de βA (Banerjee, 2014; Perrone et al., 

2010). Além disso, o tratamento com curcumina em camundongos APP/PS1dE9, modelo 

transgênico de DA, leva à eliminação ou redução de placas amiloides (Garcia-Alloza et al., 
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2007). Por outro lado, a curcumina também acelera a depuração de βA, aumentando a sua 

fagocitose (Ferreira et al., 2016; Laura Zhang et al., 2006), além de induzir a degradação 

mediada por enzimas degradadoras de βA (P. T. Chen et al., 2016). 

No contexto da fosforilação da tau, a curcumina demonstrou capacidade de inibir a 

hiperfosforilação e a agregação dessa proteína (Tang et al., 2017), se ligando a regiões 

específicas e, inibindo a formação de agregados (Rane et al., 2017). A curcumina pode suprimir 

a fosforilação anormal da tau interagindo diretamente com a GSK-3β (Sun et al., 2017).  

Além das ações diretas da curcumina nas alterações específicas da DA, já foi mostrado que 

seus efeitos podem modular outros aspectos envolvidos na doença. Dentre os efeitos da 

curcumina que podem contribuir para seus efeitos benéficos observados em estudos da DA, 

estão sua ação anti-inflamatória, antioxidante, inibição da enzima acetilcolinesterase, melhora 

na via de sinalização da insulina, capacidade de quelar metais e redução do colesterol (Tang et 

al., 2017). 

1.6.4. Ação via PPARγ 

A curcumina atua em diversos alvos moleculares, destacando-se estão os receptores gama 

ativados por proliferador de peroxissoma (PPARγ). Estudos sugerem que a curcumina pode 

atuar como um agonista do PPARγ, ativando diretamente esses receptores e promovendo efeitos 

benéficos na resposta inflamatória, função mitocondrial, estresse oxidativo, disfunção 

metabólica e metabolismo lipídico (Jacob et al., 2007). 

Os PPAR são receptores nucleares que atuam na regulação da transcrição gênica, 

controlando vários processos biológicos. São conhecidos três subtipos de PPARs, o α, o β/δ e 

o γ, que diferem entre si pela sua localização nos tecidos, pela especificidade por ligantes e por 

suas funções biológicas (Zolezzi et al., 2017). A via do PPARγ tem se destacado no estudo de 

doenças neurodegenerativas devido a seus efeitos neuroprotetores (d’Angelo et al., 2019; 
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Zolezzi et al., 2017), em especial na DA, que já foi mostrado em estudos usando agonistas 

PPARγ, como os medicamentos pioglitazona e rosiglitazona (Agarwal et al., 2017; Khan et al., 

2018).  

Alguns trabalhos usaram modelos in vitro para verificar se o PPARγ é responsável pelos 

efeitos neuroprotetores da curcumina. Um aumento da expressão de PPARγ foi observado em 

neurônios (Z. J. Liu et al., 2014), células gliais (Z. J. Liu et al., 2016) e em culturas primárias 

de astrócitos (H. M. Wang et al., 2010) tratados com curcumina. Além disso, o antagonista 

PPARγ, PPAR-2-cloro-5-nitrobenzanilida (GW9662), quando administrado juntamente com a 

curcumina, tanto em modelos in vivo como in vitro suprimiu seus efeitos protetores, sugerindo 

que um dos mecanismo de ação da curcumina na DA pode envolver a via do PPARγ (Liu et al., 

2014, 2016; Rinwa et al., 2010; H. M. Wang et al., 2010). 
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2. Justificativa 

As doenças neurodegenerativas apresentam alterações comuns entre si, como alterações de 

metabolismo energético, neuroinflamação e agregação anormal de proteínas. A DA é 

comumente diagnosticada em seus estágios mais avançados, onde os sintomas já se apresentam 

de forma grave. Apesar de as características fisiopatológicas e sintomas clínicos da DA já serem 

extensamente estudados e bem estabelecidos, os mecanismos que levam ao início do 

desenvolvimento da doença ainda não são completamente entendidos. Entretanto, alguns 

estudos mostram que os astrócitos apresentam disfunções nos estágios pré-clínicos da doença. 

Faltam também estratégias terapêuticas que consigam intervir ainda nesses estágios mais 

precoces. Com isso, faz-se necessário maiores investigações sobre as alterações que ocorrem 

no cérebro nos estágios iniciais da doença, bem como o estudo de alvos terapêuticos que possam 

intervir ainda nesta fase. Considerando que a curcumina já se mostrou capaz de atuar em 

processos envolvidos na fase inicial da DA, como a neuroinflamação e o estresse oxidativo, 

além de apresentar propriedades anti-amiloidogênicas, o estudo de seu potencial efeito protetor 

e de seus mecanismos moleculares no SNC nesta patologia se faz necessário. 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar as alterações iniciais da doença de Alzheimer in vivo e in vitro, bem como o 

potencial papel preventivo da curcumina.  

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Avaliar os efeitos de agentes miméticos de alterações encontradas nas fases 

iniciais da DA sobre funções astrocíticas, bem como no metabolismo amiloide em 

astrócitos in vitro; 

2.2.2. Avaliar o efeito da administração oral da curcumina nas fases iniciais da DA em 

um modelo animal da forma esporádica da doença induzido por STZ; 

2.2.3. Investigar o PPARγ como um possível alvo molecular da curcumina em um 

modelo in vitro de cultura de astrócitos.  
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3. Resultados 

3.1. Capítulo I 

In Vitro Astroglial Dysfunction Induced by Neurotoxins: Mimicking Astrocytic Metabolic 

Alterations of Alzheimer’s Disease 

Artigo publicado no periódico Metabolites 
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Abstract: Astrocytes play fundamental roles in the maintenance of brain homeostasis. The dys-
function of these cells is widely associated with brain disorders, which are often characterized by
variations in the astrocyte protein markers GFAP and S100B, in addition to alterations in some of
its metabolic functions. To understand the role of astrocytes in neurodegeneration mechanisms, we
induced some of these metabolic alterations, such as energy metabolism, using methylglyoxal (MG)
or fluorocitrate (FC); and neuroinflammation, using lipopolysaccharide (LPS) and streptozotocin
(STZ), which is used for inducing Alzheimer’s disease (AD) in animal models. We showed that MG,
LPS, STZ and FC similarly caused astrocyte dysfunction by increasing GFAP and reducing S100B
secretion. In the context of AD, STZ caused an amyloid metabolism impairment verified by increases
in Aβ1-40 peptide content and decreases in the amyloid degradation enzymes, IDE and NEP. Our
data contribute to the understanding of the role of astrocytes in brain injury mechanisms and suggest
that STZ is suitable for use in vitro models for studying the role of astrocytes in AD.

Keywords: astrocytes; Alzheimer’s disease; streptozotocin; lipopolysaccharide; fluorocitrate;
methylglyoxal

1. Introduction

Astrocytes are implicated in most of the studies of brain disorders accompanied by
cognitive impairment, mostly associated with neurodegenerative diseases. Some mech-
anisms of cognitive impairment are related to astrocytic dysfunction [1–3]. Aging, the
main risk factor in neurodegenerative diseases [4,5], changes brain metabolism, and studies
suggest that cognitive decline can be affected by astroglial metabolism dysfunction [6]. In
this sense, considering the accelerated aging of the global population, it is crucial to better
understand the role of astrocytes in the neurodegeneration processes.

Astrocytes are glial cells involved in maintaining brain homeostasis and developing
synapses and plasticity, contributing to memory consolidation [3,7]. In this sense, it is
important to highlight some of their characteristic proteins. S100B is a calcium-binding
protein with toxic or trophic functions depending on the context and is considered a marker
of brain damage [8]. Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is a cytoskeletal protein which
is usually associated with the activation of astrocytes [9]. Furthermore, astrocytes play a
crucial role in cerebral glutamate metabolism by participating in the glutamate–glutamine
cycle, which is related to the cognition process. These cells uptake glutamate from the
synaptic cleft and then convert it to glutamine by glutamine synthetase (GS) or use this
glutamate to synthesize the endogenous antioxidant glutathione (GSH) [7,10,11]. The
disruption of some of these astrocyte functions is associated with the early stages of brain
disorders [2,3,12].
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Brain degenerative diseases are associated with numerous factors, such as cellular
energy metabolism impairment, inflammatory responses and protein aggregation [13].
Many compounds have been used to mimic some of the alterations associated with the
initiation or progression of neurodegeneration.

The inhibition of astrocytes by the administration of fluorocitrate (FC), which impairs
energy metabolism by the inhibition of aconitase’s impact on the citric acid cycle, specifically
in astrocytes [14], has been linked to the inhibition of reactive astrocytes [15,16]. FC
administration ameliorated cognitive impairment in models of traumatic brain injury [17]
and ischemic stroke [15], highlighting the importance of astrocytes in cognitive damage
progression. FC enters the astrocyte via monocarboxylate transporter 1 (MCT1); this
lactate transporter is also essential for the brain’s energy metabolism and is crucial for
cognition [18].

Diabetes mellitus (DM), which leads to cognitive impairment, is a risk factor for
neurodegenerative diseases [19]. Methylglyoxal (MG) is a reactive dicarbonyl metabolite of
glucose, which is produced during DM and is also used to mimic its features in vitro [20–23]
and in vivo [24,25]. MG leads to an increase in advanced glycation end products (AGEs),
which can interact with and alter the levels and activity of their receptor (RAGE) in the
brain. [26]. It should be emphasized that astrocytes express RAGE, which, in addition to
AGEs [27], binds S100B [28,29] and amyloid beta (Aβ) peptide [30,31].

Furthermore, most neurodegenerative diseases and other cognitive impairment condi-
tions are accompanied by neuroinflammation [32]. Lipopolysaccharide (LPS) is a bacterial
toxin widely used to induce an inflammatory response by binding to the TLR4 receptor, ex-
pressed by glial cells, including astrocytes [33]. In fact, intracerebroventricular injection of
LPS causes memory impairment in rats [34]. The TLR4 and RAGE receptors are reportedly
altered in neurodegenerative diseases [35,36].

Cognitive impairment and memory loss are the main symptoms of Alzheimer’s dis-
ease (AD), the most prevalent neurodegenerative disease, and are frequently related to
the presence of characteristic cerebral alterations. Senile plates formed by amyloid beta
(Aβ) peptide accumulation and neurofibrillary tangles (NFTs) formed by the hyperphos-
phorylation of tau protein [37] are considered hallmarks of the disease. However, AD
is a multifactorial disease, and other biochemical alterations can start years before the
appearance of its symptoms and hallmarks [38]. It is important to note that astrocytic
alterations are found in the initial stages of Alzheimer’s disease [12].

Various animal models are available to study AD characteristics, such as intracere-
broventricular streptozotocin administration (ICV-STZ). ICV-STZ is a chemical-induced
model of sporadic Alzheimer’s disease that has been extensively explored [39–41], but the
use of STZ in in vitro models has been little explored, especially in astrocytes [42]. The
mechanism by which STZ induces AD is not entirely understood, but it is known that the
compound can enter CNS cells via glucose transporter 2 (GLUT2) and interfere with the
insulin receptor (IR), compromising the glycogen synthase kinase 3 (GSK3) pathway and
affecting the metabolism of Aβ peptide and tau phosphorylation. However, the capacity of
this compound to interact with astroglial cells needs further investigation [43,44]. Having
an appropriate model to study the role of astrocytes in AD is interesting because, even
though the production of Aβ by astrocytes is lower than that of neuronal production,
considering their high number in the CNS, astrocytic Aβ production is also significant [12].
In addition, astrocytes play an important role in Aβ metabolism by sending it to the pe-
ripheral tissues or degrading it by enzymatic mechanisms such as via neprilysin (NEP) or
insulin-degrading enzyme (IDE). Therefore, astrocytes can play a dual role in AD; they are
protective in the early stages and prevent the accumulation of Aβ peptides; however, upon
the progression of the disease, they contribute to the production and accumulation of this
peptide [45–47].

Astrocytes play a direct role in the protection from and development of neurode-
generative diseases and can be a key point for understanding neurodegenerative disease
development, especially AD. However, it is not clear if astrocytic dysfunction induced by
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different stimuli leads to metabolic alterations observed in AD. Therefore, the objective
of the present study was to induce some Alzheimer’s disease-associated dysfunctions in
astrocytes by exposing primary astrocyte cultures to MG, FC, LPS or STZ to evaluate the
astrocytes’ function and Aβ metabolism. Our results showed that MG, FC, LPS and STZ
caused astrocyte dysfunction and suggested that STZ is suitable for use in in vitro models
for study of the role of astrocytes in some of the metabolic changes involved with AD.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Methylglyoxal (M0252), fluorocitric acid barium salt (F9634), lipopolysaccharides
from Escherichia coli 055:B5 (L4005), streptozotocin (S0130), poly-L-lysine (P1274), methyl
thiazolyl diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) (M2128), neutral red (N4638), propid-
ium iodide (P4170), bisbenzimide H 33258 (14530), amphotericin B solubilized (A9528),
HEPES (H7006), sodium bicarbonate (NaHCO3) (S5761), glucose (G5400), albumin from
chicken egg white (A5253), phenylmethylsulfonyl fluoride (P7626), ethylene glycol-bis
(β-aminoethyl ether)-N,N,N′,N′-tetracetic acid (E4378), dimethyl sulfoxide (D8418), L-
glutamic acid γ-monohydroxamate (G2253), anti-S100B antibody (SH-B1) (S2532), S100B
protein from bovine brain (S6677), imidazole (I2399), o-phenylenediamine (P9029), reduced
glutathione (G4251), phthaldialdehyde (P1378) and L-glutamate (G5889) were purchased
from Sigma (St. Louis, MI, USA). Fetal calf serum (FCS) (12657-029), Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium (DMEM) (31600-034), Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS)
(21600-010) and gentamicin (15710072) were purchased from Gibco (Carlsbad, CA, USA).
Cell culture plates were purchased from Falcon (353047 for 24-well, 353043 for 12-well
and 353072 for 96-well). Human GFAP (345996) was obtained from Calbiochem. Bovine
serum albumin Cohn fraction V (1870) was purchased from Inlab (São Paulo, Brazil).
l-[2,3-3 H] Glutamate (ART0103) was purchased from Amersham International (Bucking-
hamshire, United Kingdom). Anti-neprilysin (AB5458) and anti-IDE (AB9210) antibodies
were obtained from Merck Millipore Corporation (São Paulo, Brazil). Anti-Aβ1-40 (sc-9129)
antibody was obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Polyclonal
anti-S100B (Z0311) and anti-GFAP (Z0334) antibodies were purchased from DAKO (São
Paulo, Brazil) and anti-rabbit peroxidase (NA934V) and ECL Western blotting detection
reagents (RPN3004) were purchased from GE (Little Chalfont, United Kingdom). Rho-
damine phalloidin (R415) and acrylamide (15512-023) were purchased from Invitrogen
(Waltham, MA, USA). The LDH activity kit (K014-2) was purchased from Bioclin (Belo
Horizonte, Brazil). High-binding flat-bottomed plates (655081) used in enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISAs) were purchased from Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Germany). All other chemicals were purchased from local commercial suppliers.

2.2. Cell Culture

Procedures were carried out in accordance with the National Institutes of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals and were approved by the Ethics Committee
on the Use of Animals of the Federal University of Rio Grande do Sul (number 34855).
Primary astrocyte cultures from Wistar rats were prepared as previously described [48].
Briefly, the cerebral cortices of newborn Wistar rats (1−4 days old) were removed and
mechanically dissociated in Ca2+- and Mg2+-free Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(DPBS), pH 7.4, containing (in mM): 137 NaCl; 2.66 KCl; 8.1 Na2HPO4; 1.47 KH2PO4 and
5.55 glucose. After centrifugation at 300× g for 5 min, the pellet was suspended in DMEM
(pH 7.6) supplemented with 7.68 mM HEPES, 108.79 mM NaHCO3, 50 mg/L amphotericin
B, 2.5 mg/L gentamicin and 10% fetal calf serum (FCS). Cells were seeded in 12-, 24-,
or 96-well plates (800,000, 300,000 and 50,000 cells/well, respectively) pre-coated with
poly-L-lysine. Cultures were maintained in DMEM containing 10% FCS in 5% CO2/95%
air at 37 ◦C and the medium was changed every 3−4 days. Cells were allowed to grow
to confluence and used at 21 days in vitro. We were unable to label neurons or microglia,
using anti-NeuN or anti-Iba-1, respectively.
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2.3. Experimental Design

The culture medium was replaced by DMEM without FCS (to avoid methodological
interference from FCS) in the absence or presence of MG (from 5 to 500 µM), FC (from 1 to
100 µM), LPS (from 0.1 to 10 µg/mL), or STZ (from 2.5 to 250 µM), diluted in DPBS, which
were used as the vehicles. The concentration range for each compound was chosen based
on previous studies [23,49–51]. After 24 h of incubation, the extracellular medium was
collected and cell scraping was used to collect the cells, as detailed in each methodological
description. A schematic representation of the experimental procedure is shown in Figure 1.
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Figure 1. Schematic representation of the experimental plan. Wistar rat astrocytes, cultured after
reaching confluence, were exposed to MG (5; 50 or 500 µM), FC (1; 10 or 100 µM), LPS (0.1; 1 or
10 µg/mL), or STZ (2.5; 25 or 250 µM) for 24 h. After incubation, culture medium or intracellular
lysate samples were collected for experimental analysis.

2.4. Methyl Thiazolyl Diphenyl-Tetrazolium Bromide Assay

Cells were incubated with 0.5 mg/mL methyl thiazolyl diphenyl-tetrazolium bromide
(MTT) during the last 30 min of the incubation. The medium was removed and the MTT
formazan crystals formed by MTT reduction were dissolved in DMSO. Absorbance values
were measured at 560 and 650 nm using Spetramax I3 equipment, and MTT reduction
was calculated using the following formula: [(abs 560 nm)–(abs 650 nm)]. Results were
expressed as a percentage of control.

2.5. Neutral Red Incorporation Assay

Cells were treated with 50 µg/mL neutral red (NR) for the last 30 min of the incubation.
The medium was removed, and the cells were rinsed twice with phosphate-buffered saline
(PBS: 50 mM NaCl, 20 mM NaH2PO4 and 80 mM Na2HPO4, pH 7.4) for 5 min each time.
NR dye taken up by viable cells was extracted with acetic acid/ethanol/water (1/50/49,
v/v). Absorbance values were measured at 560 nm using the Spetramax I3 equipment, and
results were expressed as a percentage of control.

2.6. Propidium Iodide Uptake Assay

Cells were treated with 7.5 µM propidium iodide (PI) for the last 15 min of incubation.
Fluorescence was measured using 625 nm (excitation) and 713 nm (emission) in Spetramax
I3 equipment. Results were expressed as a percentage of control.

2.7. Assessment of Lactate Dehydrogenase Activity

The extracellular enzymatic activity of lactate dehydrogenase (LDH) was measured
with a commercial assay from Bioclin (Belo Horizonte, Brazil). Briefly, 50 µL of the ex-
tracellular medium was transferred to a 96-well plate. The substrate solution containing
pyruvate and a solution containing NADH were added to the sample. The catalytic concen-
tration was determined by the speed of decomposition of NADH, measured by the drop in
absorbance at 340 nm during 4 min of testing using the Spetramax I3 equipment. Results
were expressed as a percentage of control.
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2.8. Cytochemistry for Actin and Nuclei

The cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min, rinsed with PBS and
permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS (same composition as used in 2.5), for 10 min
at room temperature. Afterward, to stain actin, the cells were incubated for 20 min with
2.5 U/mL rhodamine phalloidin, washed with 0.2% Triton X-100 in PBS, and then, nuclei
were stained by 100 µM bisbenzimide for 10 min. Cells were visualized using an Olympus
CKX41 Inverted Fluorescence Microscope, and representative images were captured.

2.9. S100B Measurement

The medium was collected (for S100B secretion) and the cells were scraped and homog-
enized in PBS (same composition as used in 2.5), containing 1 mM PMSF (phenylmethyl-
sulfonyl fluoride) and 1 mM EGTA (ethylene glycol-bis (β-aminoethyl ether)-N,N,N′,N′-
tetracetic acid) with a syringe and needle (0.3 mm). S100B was measured by ELISA, as
previously described [52]. Briefly, 50 µL of the sample or standard (diluted in 0.2% albumin
from chicken egg in PBS) plus 50 µL of 50 mM tris buffer were incubated for 2 h at 37 ◦C
on a microtiter plate previously coated overnight with monoclonal anti-S100B (diluted in
carbonate buffer) at 4 ◦C and blocked for 1 h with 2% albumin from chicken egg in PBS
at room temperature. Polyclonal anti-S100 (diluted in 0.5% albumin from chicken egg
in PBS) was incubated for 30 min at 37 ◦C, and then, peroxidase-conjugated anti-rabbit
antibody (diluted in 0.5% albumin from chicken egg in PBS) was added for 30 min at 37 ◦C.
After incubating o-phenylenediamine for 30 min in the dark at room temperature, the
colorimetric reaction was stopped with 3 M HCl and measured at 492 nm, using Spetramax
I3 equipment. Data were compared with those of a standard curve (from 0.002 to 1 ng/mL)
and intracellular S100B was normalized by the total protein content. Results are expressed
as a percentage of control.

2.10. Glial Fibrillary Acidic Protein Measurement

The medium was removed, and the cells were scraped and homogenized in PBS
containing 1 mM PMSF and 1 mM EGTA with a syringe and needle (0.3 mm). GFAP was
measured by ELISA, as previously described [53]. Briefly, 50 µL of standard or cell ho-
mogenate sample (diluted in 1 ng/µL bovine serum albumin) was incubated in a microtiter
plate overnight at 4 ◦C and blocked for 2 h with 5% fat-free milk powder tris buffer solution
(0.03 M 20 mM tris–HCl, pH 7.5, 0.5 M 137 mM NaCl) (M-TBS). Polyclonal anti-GFAP was
incubated for 1 h at room temperature and then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody
was added for 1 h at room temperature. After incubating with o-phenylenediamine for
30 min in the dark at room temperature, the colorimetric reaction was stopped with 3 M
HCl and measured at 492 nm using the Spetramax I3 equipment. Data were compared
with those of a standard curve (from 0.1 to 5 ng/mL) and normalized by the total protein
content. Results were expressed as a percentage of control.

2.11. Glutamate Uptake Assay

Glutamate uptake was measured, as previously described by [54] with some modifica-
tions [55]. Briefly, cell cultures were incubated at 37 ◦C in Hank’s balanced salt solution
(HBSS), containing (in mM) 137 NaCl, 5.36 KCl, 1.26 CaCl2, 0.41 MgSO4, 0.49 MgCl2,
0.63 Na2HPO4·7 H2O, 0.44 KH2PO4, 4.17 NaHCO3 and 5.6 glucose, pH 7.2. The assay was
started by adding 0.1 mM L-glutamate and 0.05 µCi/mL L-[2,3-3 H] glutamate. Incubation
was stopped after 7 min by removing the medium and rinsing the cells three times with
ice-cold HBSS. The cells were then lysed in a 0.5 M NaOH solution. Sodium-independent
uptake was determined using N-methyl-D-glucamine instead of NaCl in the HBSS. Sodium-
dependent glutamate uptake was obtained by subtracting the non-specific uptake from the
total uptake to obtain the specific uptake. Radioactivity was measured in a PerkinElmer
Tri-Carb 2300TR scintillation counter. Results were calculated and normalized by the total
protein content and are expressed as a percentage of the control.
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2.12. Reduced Glutathione Content Assay

The medium was removed, and the cells were scraped and homogenized in KCl
phosphate buffer (140 mM, 20 mM, pH 7.4) using a syringe and needle (0.3 mm). Reduced
glutathione (GSH) content was measured as previously described by [56]. Briefly, cell
homogenates or standard GSH solution (0.977–500 µM) were diluted in sodium phosphate
buffer (0.1 M, pH 8.0) containing 5 mM EDTA, and proteins were precipitated with 1.7%
meta-phosphoric acid. The supernatant was incubated with o-phthaldialdehyde (1 mg/mL
methanol) at room temperature for 15 min in a 96-well black microtiter plate. Fluorescence
was measured using excitation and emission wavelengths of 350 and 420 nm, respectively,
in the Spetramax I3 equipment. Data were compared with those of the standard curve,
normalized by the total protein content and expressed as a percentage of the control.

2.13. Glutamine Synthetase Activity

The medium was removed, and the cells were scraped in 50 mM imidazole. The
enzymatic activity of glutamine synthetase (GS) was measured as previously described
by [57], with modifications. Briefly, cell homogenates were diluted in 50 mM imidazole
and incubated in the following manner: with (in mM) 50 imidazole, 50 hydroxylamine,
100 L-glutamine, 25 sodium arsenate dibasic heptahydrate, 0.2 ADP, 2 manganese chloride,
pH 6.2 for 15 min at 37 ◦C. The reaction was stopped by adding 0.37 M FeCl3, 0.67 M
HCl and 200 mM C2HCl3O2. After centrifugation, the absorbance of the supernatant was
measured at 540 nm using the Spetramax I3 equipment and compared to the absorbance
generated by standard quantities of L-glutamic acid γ-monohydroxamate diluted in the
same solution as the samples. Data were normalized by the total protein content and
expressed as a percentage of the control.

2.14. Western Blot Analysis

The medium was removed and the cells were scraped and homogenized in a sample
buffer (0.0625 M tris–HCl, pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 5% (w/v) β-mercaptoethanol, 10% (v/v)
glycerol, 0.002% (w/v) bromophenol blue), boiled and then centrifuged at 10,000× g
for 5 min. Equal amounts (15 µg) of total protein were electrophoresed in a 12% (w/v)
SDS–polyacrylamide gel at 180 V for 1 h. The separated proteins were blotted onto a
nitrocellulose membrane at an amperage of 1.2 mA/cm2 membrane area. Membranes
were incubated in 0.05 tween TBS (same composition as used in 2.9) (T-TBS), containing
5% fat-free milk powder diluted in TBS (w/v) for 1 h at 4 ◦C. The membranes were
incubated overnight at 4 ◦C with the appropriate primary antibody (diluted 1:5000 in
2.5% bovine serum albumin). Afterward, membranes were incubated overnight at 4 ◦C
with peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (dilution 1:10,000 in 2.5% bovine serum
albumin). Equivalent loading of each sample was confirmed with 0.5% India ink dye (in
T-TBS containing 1% acetic acid) for 3 h [58]. The chemiluminescence signal was detected
using an ECL kit from Amersham and evaluated in the luminescence image analyzer (Image
Quant LAS4000 from GE). The luminescence signals were analyzed using ImageJ software,
and the optical density was normalized by India ink optical density values. Results were
expressed as a percentage of control.

2.15. Protein Content

Protein content was determined by Lowry’s method modified by Peterson, using
bovine serum albumin as a standard [59]. This method was used to measure total protein
content for S100B, GFAP, glutamate uptake, GS and GSH assays.

2.16. Statistical Analysis

All analyses were carried out on a PC-compatible computer using SPSS software
version 20.0. Parametric or non-parametric tests were used according to the sample number,
and the normal distribution and homogeneity of variances were performed by the Shapiro–
Wilk and Levene tests, respectively. When normal distribution and homogeneity were

32



Metabolites 2024, 14, 151 7 of 16

assumed, one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey post hoc testing,
was performed to analyze 3 or more experimental groups. When homogeneity or normal
distribution was not assumed, the non-parametric Mann–Whitney test was performed to
analyze 2 experimental groups, or the Kruskal–Wallis test followed by pairwise comparison
(Dunn–Bonferroni) to analyze 3 or more experimental groups. The statistical analyses are
indicated in each of the figure legends. Significance was considered when p < 0.05.

3. Results
3.1. MG, FC, LPS and STZ Do Not Compromise Cell Viability, Integrity and Morphology

To evaluate whether MG, FC, LPS or STZ, compounds that mimic some conditions
involved in brain injury mechanisms, cause cell damage, cultured astrocytes were exposed
to 500 µM MG, 100 µM FC, 10 µg/mL LPS or 250 µM STZ for 24 h before the assays.
None of the compounds caused loss of cell viability, as evaluated by the MTT reduction
and NR incorporation assays, or integrity, as assessed by measuring PI uptake and LDH
extracellular activity. Interestingly, 100 µM (F [4, 40] = 17.903, p < 0.001) FC reduced LDH
extracellular activity (Table 1). To evaluate if the compounds cause morphological changes,
we analyzed the actin filaments assessed by the rhodamine phalloidin assay. After 24 h of
exposure to 500 µM MG, 100 µM FC, 10 µg/mL LPS or 250 µM STZ, astrocytes maintained
the polygonal shape and organization of actin filaments compared to the vehicle and to the
culture’s morphological aspect before the treatment (basal) (Figure 2).

Table 1. Effects of MG, FC, LPS and STZ on cell viability and integrity.

MG 500 µM FC 100 µM LPS 10 µg/mL STZ 250 µM

MTT 102.5 ± 3.3 (p = 1) 102.9 ± 3.3 (p = 0.645) 99.4 ± 2.1 (p = 0.706) 102.8 ± 2.0 (p = 1)
NR 101.1 ± 2.7 (p = 1) 107.1 ± 1.1 (p = 0.999) 101.8 ± 3.6 (p = 1) 100.9 ± 4.0 (p = 0.844)
PI 103.5 ± 2.4 (p = 1) 89.1 ± 3.7 (p = 0.074) 97.5 ± 3.4 (p = 0.768) 98.7 ± 2.2 (p = 0.875)

LDH 101.0 ± 5.3 (p = 1) 59.4 ± 5.6 (p < 0.001) * 96.2 ± 4.5 (p = 0.819) 97.1 ± 4.7 (p = 0.934)

Statistical analyses were performed with one-way ANOVA followed by Tukey post hoc. Data are presented
as mean ± standard error. * indicates difference from vehicle (n = 4−8). ANOVA, analysis of variance;
FC, fluorocitrate; LDH, lactate dehydrogenase extracellular activity; LPS, lipopolysaccharide; MG, methylglyoxal;
MTT, methyl thiazolyl diphenyl-tetrazolium bromide reduction; NR, neutral red incorporation; PI, propidium
iodide uptake; STZ, streptozotocin.
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Figure 2. Morphological evaluation of astrocytes. Astrocytes were fixed before (10% FCS DMEM) or
after (serum-free DMEM) exposure to 500 µM MG; 100 µM FC; 10 µg/mL LPS or 250 µM STZ for
24 h for visualization. Representative images of phase contrast (A–F), actin staining with rhodamine
phalloidin in red (G–L), nuclei staining with bisbenzimide in blue (M–R) and merged images (S–Y).
Scale bar = 50 µm (shown in (A)). DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; FCS, fetal calf serum;
FC, fluorocitrate; LPS, lipopolysaccharide; MG, methylglyoxal; STZ, streptozotocin.
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3.2. MG, FC, LPS and STZ Affect Astrocyte Protein Markers

S100B and GFAP are characteristic astrocyte proteins and can be altered by numerous
pathological conditions. We evaluated the intracellular contents of GFAP and S100B, as well
as the S100B secretion from cultured astrocytes after 24 h of exposure to different concentra-
tions of MG (from 5 to 500 µM), FC (from 1 to 100 µM), LPS (from 0.1 to 10 µg/mL) or STZ
(from 2.5 to 250 µM). These compounds caused a similar response profile of the astrocytes in
terms of the S100B secretion and the contents of S100B and GFAP. We observed that 50 µM
(H[3] = 12.158, p = 0.031) and 500 µM (H[3] = 12.158, p = 0.022) MG increased GFAP content
(Figure 3A), and 500 µM (H[3] = 13.280, p = 0.002) MG caused a reduction in S100B secretion
(Figure 3B). For FC, 10 µM (H[3] = 16.856, p = 0.002) and 100 µM (H[3] = 12.158, p = 0.034)
(Figure 3D) increased GFAP content, and also 10 µM (H[3] = 22.916, p = 0.040) and 100 µM
(H[3] = 22.916, p < 0.001) FC caused a reduction in S100B secretion (Figure 3E). For LPS,
10 µg/mL (H[3] = 11.507, p = 0.009) (Figure 3G) increased GFAP content, and S100B secre-
tion was found to be reduced by 10 µg/mL (H[3] = 13.789, p = 0.032) LPS (Figure 3H). For
STZ, the GFAP content was increased by 250 µM (H[3] = 12.525, p = 0.003) STZ (Figure 3J),
250 µM (H[3] = 17.489, p < 0.001) STZ caused a reduction in S100B secretion (Figure 3K),
and only 250 µM (F[3, 22] = 4.470, p = 0.040) STZ caused a decrease in the astrocytes’ S100B
content (Figure 3L).
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Figure 3. Effects of MG, FC, LPS and STZ on GFAP content, S100B secretion and S100B content. GFAP
intracellular content, S100B secretion and S100B content were measured by ELISA in the astrocytes
culture after 24 h of exposition to (A–C) MG (from 5 to 500 µM) (n = 3–7), (D–F) FC (from 1 to
100 µM) (n = 5–6), (G–I) LPS (from 0.1 to 10 µg/mL) (n = 3–8) or (J–L) STZ (from 2.5 to 250 µM)
(n = 3–10). Statistical analysis was performed with the Kruskal–Wallis test followed by pairwise
comparison (Dunn–Bonferroni) for (A,B,D,E,G,H,J,K) or one-way ANOVA followed by Tukey post
hoc for (C,F,I,L). Data are presented as box-and-whiskers plots, where the bottom and the top of
the box represent the min to max and the horizontal line is the median (when Kruskal–Wallis was
applied). Data are presented as mean ± standard error (when ANOVA was applied). * indicates
difference from vehicle. ANOVA, analysis of variance; FC, fluorocitrate; GFAP, glial fibrillary acidic
protein; LPS, lipopolysaccharide; MG, methylglyoxal; STZ, streptozotocin.

3.3. MG, FC, LPS and STZ Affect the Glutamate Metabolism of Astrocytes

Astrocytes have the important function of removing and metabolizing glutamate
from the synaptic cleft, in addition to producing GSH. To evaluate whether this important
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function of astrocytes is affected by different biochemical conditions associated with the
brain injury process, we evaluated the glutamate uptake, GSH content and GS activity in
astrocytes exposed to 500 µM MG, 100 µM FC, 10 µg/mL LPS, or 250 µM STZ for 24 h
(Figure 4). MG (Figure 4A) did not affect astrocytic glutamate uptake, but increased GS
activity (U < 0.001, p = 0.021) (Figure 4B) and GSH content (U = 30.000, p = 0.045) (Figure 4C).
FC increased glutamate uptake (U = 5.000, p = 0.013) (Figure 4D), whereas it decreased GS
activity (U = 3.000, p = 0.047) (Figure 4E) and GSH content (U = 17.000, p = 0.025) (Figure 4F).
LPS decreased glutamate uptake (U = 2.000, p = 0.012) (Figure 4G), whereas it increased GS
activity (U < 0.001, p = 0.021) (Figure 4H) and GSH content (U < 0.001, p = 0.021) (Figure 4I).
STZ increased glutamate uptake (U = 3.000, p = 0.019) (Figure 4J), whereas it decreased GS
activity STZ (U = 0.000, p = 0.016) (Figure 4K) and (U = 6.000, p = 0.018) (Figure 4L).
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Figure 4. Effects of MG, FC, LPS and STZ on astrocytic glutamate metabolism. Glutamate uptake,
GS activity and GSH content were measured in the astrocytes culture after 24 h of exposition
to (A–C) 500 µM MG (n = 3–11), (D–F) 100 µM FC (n = 5–7), (G–I) 10 µg/mL LPS (n = 4–5) or
(J–L) 250 µM STZ (n = 5–8). Statistical analysis was performed with the Mann–Whitney test. Data
are presented as box-and-whiskers plots, where the bottom and the top of the box represent the min
to max, and the horizontal line is the median. * indicates difference from vehicle. FC, fluorocitrate;
GS, glutamine synthetase; GSH, reduced glutathione; LPS, lipopolysaccharide; MG, methylglyoxal;
STZ, streptozotocin.

3.4. Only LPS and STZ Affect Proteins Involved in the Amyloid Cascade

Astrocytes are involved in early alterations observed in neurodegenerative diseases,
such as AD. To evaluate the role of astrocytes in the amyloid cascade, under our experi-
mental conditions, we evaluated some of the proteins involved in the Aβ accumulation
process (Aβ1-40, IDE and NEP) in astrocytes exposed to 500 µM MG, 100 µM FC, 10 µg/mL
LPS, or 250 µM STZ for 24 h. Only LPS and STZ altered the content of these proteins.
LPS decreased the astrocytes’ content of IDE (F[4, 15] = 8.420, p = 0.013) (Figure 5B). STZ
increased the Aβ1-40 peptide content (F[4, 21] = 3.039, p = 0.036) (Figure 5A), accompanied
by a decrease in the content of the amyloid degradation enzymes, IDE (F[4, 15] = 8.420,
p = 0.009) (Figure 5B) and NEP (F[4, 16] = 7.177, p = 0.026) (Figure 5C).
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Figure 5. Effects of MG, FC, LPS and STZ on amyloid metabolism. Astrocyte cultures were exposed
to 500 µM MG; 100 µM FC; 10 µg/mL LPS or 250 µM STZ for 24 h to evaluate the intracellular content
of (A) Aβ1-40 (n = 4–6), (B) IDE (n = 4) and (C) NEP (n = 4–5). In (D), representative images of
immunoblots. Statistical analysis was performed with one-way ANOVA followed by Tukey post
hoc. Data are presented as mean ± standard error. * indicates difference from vehicle. Aβ1-40,
amyloid beta; ANOVA, analysis of variance; FC, fluorocitrate; IDE, insulin-degrading enzyme; LPS,
lipopolysaccharide; MG, methylglyoxal; NEP, neprilysin; STZ, streptozotocin.

4. Discussion

Astrocytes play a crucial role in maintaining brain homeostasis in the CNS, and
dysfunction of astrocytes has been reported during the early phases of some brain disor-
ders [3,46], emphasizing the importance of understanding the roles of astrocytic alterations
in this context. Biochemical and metabolic alterations that cause or contribute to the
development of cognitive impairment include glucose homeostasis disruption, neuroin-
flammation and the formation of protein aggregates [13]. As such, we selected four different
compounds to mimic some important characteristics associated with the initiation or pro-
gression of cognitive disorders, aiming to study some astrocytic metabolic features within
this context: MG (used to mimic high glucose and DM in vivo), FC (an inhibitor of energy
metabolism), LPS (used to induce neuroinflammation), and STZ (used to induce AD in
animal models).

To choose the concentration of use of the compounds, we first exposed the astrocyte
cultures to different concentrations of MG, FC, LPS or STZ and evaluated the level of
GFAP and S100B, which are frequently associated with brain disorders [9,60]. In fact, they
seem to be an essential astrocytic response mechanism, as all of the stimuli tested on the
astrocytes induced the same response profile: an increase in astrocytic GFAP levels and
a decrease in S100B secretion without evidence of cell damage. A previous study from
our group showed that hippocampal slices exposed to MG presented diminished S100B
secretion; furthermore, in vivo, MG ICV administration modulated S100B in the short
term (72 h) [25] but not over a more extended period (6 weeks) [24]. With regard to FC,
reductions in S100B secretion have previously been observed in hippocampal slices and
astrocyte cultures after 1 h of exposure [50]. We found that this effect persists until 24 h and
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that astrocytes also exhibited increased GFAP. Interestingly, in animal models, FC reduced
the elevation in GFAP caused by LPS in a depression-like model [61]. Corroborating our
results, several studies have described the effects of LPS on S100B and GFAP in isolated
astrocytes [49,62–65]. In STZ-induced AD, the increase in GFAP brain levels precedes Aβ

accumulation and NFT formation [39,41,66]. Similarly, S100B, considered a cerebral damage
marker, is increased in AD patients’ serum, whereas its levels in the CSF demonstrate
discrepant results (see Gonçalves et al., 2008 for a review). On the other hand, in STZ-
induced AD, S100B is decreased in the CSF and elevated in the hippocampus within a short
time after injection (one week) and increased in the CSF and decreased in the hippocampus
after 4 weeks [67]. Similarly, in acute hippocampus slices, S100B was reduced by STZ after
1 h [41]. Our data corroborated these findings in cultured astrocytes. The significance of
cerebral GFAP and S100B levels should be discussed according to the context [68]; here,
considering situations involved with brain damage, all of the compounds tested showed a
similar profile, suggesting astrocytic dysfunction, as found in neurodegenerative diseases.

Based on the effects observed on S100B and GFAP, we investigated astrocytic function,
assessing some features related to glutamate and Aβ metabolism by the highest concentra-
tion of MG, FC, LPS or STZ. Astrocytes play an important role in glutamate detoxification
via the glutamate–glutamine cycle, and dysfunctions in this system have been observed in
cognitive disorders [10,69]. Mimicking a DM2 condition in astrocytes, MG increased GSH
content and GS activity without affecting the glutamate uptake. This could represent a
protective mechanism in astrocytes from MG, as previously observed in an astrocyte culture
incubated with 1 mM MG, which was found to cause increases in GSH and glyoxalase 1
enzyme in association with a decrease in glutamate uptake [23]. The most prevalent type
of dementia is AD, characterized, among other alterations, by Aβ accumulation due to
an imbalance in its production and clearance. Aβ clearance by astrocytes plays a critical
role in AD development, and a decreased rate of Aβ clearance has been reported in AD
patients [70,71]. As such, astrocytes express enzymes that degrade Aβ, such as NEP and
IDE [47,72]. Alterations in these enzymes during the early stages of AD have been reported
as crucial to disease progression [45,47]. Glycation reactions are suggested to enhance Aβ

formation pathways in amyloid precursor protein (APP) processing mechanisms [73], and
the clearance of Aβ by astrocytes was impaired after inhibiting insulin signaling pathways,
in turn reducing NEP and IDE levels [74]. Despite that, the alterations in glycation induced
by MG in our conditions did not impact these targets involved in the Aβ metabolism.

The inhibition of energy metabolism by FC had a different profile regarding glutamate
metabolism. In this scenario, we observed an increase in glutamate uptake, a decrease in
GSH content and no change in GS enzyme activity. Previous studies showed an impairment
of glutamate metabolism, leading to reductions in glutamate uptake and glutamine syn-
thesis [75,76]. Paulsen and co-workers observed a similar result after 4 h of an intrastriatal
administration of FC, which was reversed in 24 h [77]. Energy hypometabolism is found in
AD patients, and evidence suggests this is important at the beginning of AD [78]. Although
the effects of FC on AD are not entirely understood, in an animal model of AD induced by
Aβ1-42 injection in the hippocampus, FC was found to reduce the acquisition of spatial
memory [79] and also increased tau phosphorylation in the hippocampus [80]. Regarding
Aβ-metabolism and its accumulation, similarly to MG, FC did not cause any alteration in
our conditions.

Inflammation is a crucial mechanism shared by many neurodegenerative diseases.
The excitotoxicity and the increase in Ca+2 influx in the neural cells may be caused by
an impaired glutamate uptake by astrocytes. Accordingly, we observe that LPS-induced
inflammation decreased glutamate uptake, suggesting an accumulation of glutamate in
the synaptic cleft possibly leading to excitotoxicity, as shown in neuronal cell cultures,
hippocampus slices and cerebral cortex tissue [81–83]. Further, we found an increase in
GS enzyme activity and no alterations in GSH content in astrocytes. A decrease in GSH
content was observed in cultured astrocytes exposed to LPS (from 0.01 to 30 µg/mL, except
at 1 µg/mL) for 24 h [49]. Similarly, hippocampus slices exposed to 10 µM/mL LPS for 6 h
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showed a reduction in glutamate uptake and GSH content [83]. Different from what we
observed for MG and FC, LPS induced a decrease in IDE protein expression in astrocytes
without changes in Aβ intracellular content. Indeed, neuroinflammation is reported to
represent a critical alteration in AD development [84,85]. The role of inflammation in the
amyloidogenic pathway was indicated in astrocytes by the increased expressions of proteins
such as APP and BACE [86]. We demonstrated that LPS is also involved in AD development
by impairing the Aβ clearance mechanisms of astrocytes before the accumulation of Aβ.

ICV injection of STZ is widely used as a model of AD in animals, although most
in vitro models have explored its effect on neurons [51,87,88]. The mechanisms by which
STZ induces AD development are not fully understood, but it has been proposed that
this compound can enter neurons through GLUT2 and affect the insulin receptor, thereby
improving the GSK3 pathway [89]. After exposing the astrocytes to STZ, we found an
increase in glutamate uptake, but decreased GSH levels and GS activity. Indeed, the effects
of STZ on GSH and GS have been extensively shown in animal models from 1 to 8 weeks
after STZ administration [43,68,90]. In this work, we showed, for the first time, that these
effects are directly related to astrocyte function. An in vivo study measured glutamate
uptake in hippocampal slices 4 weeks after STZ administration, and it was not altered.
Notably, at this stage, the animal already shows some late alterations consistent with AD,
such as cognitive damage [90]. In isolated astrocytes, an increase in glutamate uptake
was observed at 24 h, probably indicating a compensatory mechanism during the early
stages. Regarding Aβ metabolism, STZ was the only compound tested in this work that
caused a reduction in IDE and NEP protein contents associated with an increase in Aβ1-40
content. In previous work using neuronal primary culture, 8 mM STZ increased the mRNA
expressions of APP, MAPT, GSK3α and GSK3β at 24 h; all of these pathways are involved
in Aβ production and tau phosphorylation [87]. Herein, we showed that STZ could directly
affect astrocytic mechanisms involved in AD, such as clearance by NEP and IDE, and
therefore contribute to Aβ accumulation.

It is worth highlighting that the profile of alterations caused by the model using
STZ ICV injection to induce AD in animals was reproduced in isolated astrocytes in this
study regarding GFAP, S100B, GS and GSH measurements. In addition, our data related
to amyloid metabolism showed a direct response of astrocytes to STZ in the AD context.
Together, these findings suggest that the use of STZ is appropriate for the study of the role
of astrocytes in AD in an in vitro model.

5. Conclusions

We showed that high glucose concentrations, astrocyte inhibition, neuroinflammation
and AD development characteristics mimicked by MG, FC, LPS and STZ caused astrocyte
activation and decreased S100B secretion. However, the insults used affected the glutamate
metabolism of astrocytes differently, and only STZ reduced both the Aβ degrading enzymes,
NEP and IDE, and caused elevations in Aβ levels. Thus, all of the compounds affect
astrocytes, altering cellular functions and contributing to the progression of brain disorders
such as AD, but STZ seems to provide a better model to study the role of astrocytes in some
features of AD in vitro.
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3.2. Capítulo II 

Oral curcumin administration prevents early astrocytic alterations in Alzheimer’s disease 

induced by STZ via PPARγ pathway 

Artigo a ser submetido no periódico The Journal of Nutritional Biochemistry. 
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4. Discussão 

O diagnóstico das doenças neurodegenerativas, especialmente da DA, costuma ser tardio. 

No entanto, alterações moleculares podem ser iniciadas ainda nos estágios pré-clínicos, 

principalmente em células astrocíticas (De Strooper & Karran, 2016). Essas alterações podem 

estar associadas a vários fatores, não sendo necessariamente específicos da DA (Gonzales et 

al., 2022). Dado o desafio do diagnóstico precoce e a importância de entender as alterações 

iniciais na DA, bem como a necessidade de identificar novos alvos terapêuticos, buscamos 

mimetizar algumas dessas alterações em culturas de astrócitos e buscar potenciais alvos 

terapêuticos. 

4.1. Disfunção de astrócitos em alterações associadas a neurodegeneração 

Buscando avaliar como condições associadas aos estágios iniciais de doenças 

neurodegenerativas podem afetar as células astrogliais, expusemos culturas primárias de 

astrócitos a alguns indutores dessas condições, sendo eles o MG para mimetizar condições 

associas ao DM, o FC como um inibidor do metabolismo energético, o LPS para induzir 

neuroinflamação e a STZ por ser amplamente utilizado como indutor de um modelo progressivo 

de DA em modelos animais. 

Inicialmente, utilizamos concentrações crescentes dos 4 compostos para escolher a 

concentração de uso baseado em proteínas características de astrócitos, GFAP e S100B que 

estão alteradas nas doenças neurodegenerativas (Donato, 2001; Escartin et al., 2021; Gonçalves 

et al., 2018). Nossos resultados indicam que essas proteínas são componentes essenciais da 

resposta astrocítica, uma vez que todos os estímulos testados provocaram respostas similares 

nos astrócitos, incluindo o aumento dos níveis de GFAP e a redução na secreção de S100B, sem 

evidência de dano celular.  

Trabalhos anteriores mostraram que o MG é capaz de diminuir a secreção de S100B após 1 

h de incubação (F. Hansen, Battú, et al., 2016) enquanto que após 6 semanas da injeção ICV de 

MG esse mesmo parâmetro não foi alterado, assim como o conteúdo de GFAP (F. Hansen, 
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Pandolfo, et al., 2016) sugerindo que as alterações identificadas aqui podem representar eventos 

precoces. Em relação ao FC, já existem dados na literatura que mostram que esse composto é 

capaz de diminuir a captação de S100B de forma aguda, após 1 h de exposição a 100 µM, em 

fatias de hipocampo e cultura de astrócitos (Selistre et al., 2023; Vizuete et al., 2019) e nossos 

dados mostram que esse efeito persiste por 24 h. Interessantemente, em um modelo de 

depressão, o FC foi capaz de diminuir os altos níveis de GFAP induzidos por LPS (Yun Wang 

et al., 2019). Em condições de neuroinflamação induzida por LPS, os mesmos achados destes 

trabalhos já foram relatos tanto em modelos in vitro de astrócitos isolados como in vivo (Da Ré 

et al., 2020; Dourado et al., 2020; Goshi et al., 2020; Guerra et al., 2011; Oliveira-Junior et al., 

2019; Rojas et al., 2023; Seady et al., 2023; Seminotti et al., 2020). Na DA, os marcadores de 

astrócitos também se mostram relevantes, a S100B é amplamente reconhecida como um 

indicador de dano cerebral (Gonçalves et al., 2008), enquanto a elevação de GFAP no soro foi 

sugerida como um marcador precoce da doença (Johansson et al., 2023). No modelo in vivo de 

indução de DA por injeção ICV de STZ, alterações em ambas proteínas já foram relatadas, 

sendo a reatividade astrocítica um componente muito precoce, caracterizada por uma elevação 

dos níveis de GFAP desde 48 h após a indução do modelo. Da mesma forma, a S100B pode ser 

observada reduzida a partir de 1 semana in vivo e 1 h em fatias de hipocampo (Dos Santos et 

al., 2018; Leticia Rodrigues et al., 2019). Nossos dados reproduzem esses dados em cultura de 

astrócitos isolados, reforçando a importância desses marcadores e desse tipo celular na doença.  

De forma geral, é essencial considerar o contexto ao interpretar as alterações nos níveis de 

GFAP e S100B (Escartin et al., 2021; Gonçalves et al., 2008). Aqui, os resultados de MG, FC, 

LPS e STZ, que replicam condições relacionadas a danos cerebrais, observamos um perfil 

semelhante, sugerindo a indução de disfunção astrocítica, semelhante ao que é observado em 

doenças neurodegenerativas. Nossos resultados corroboram a relevância desses marcadores 

como indicadores da resposta astrocítica nessas doenças. 
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Os resultados mais expressivos foram encontrados nas concentrações mais altas dos 

compostos estudados, que foram utilizadas para avaliar parâmetros associados à importante 

função astrocítica no metabolismo de glutamato, bem como a influência dessas condições no 

metabolismo amiloide dessas células. A alteração do funcionamento dos mecanismos 

associados a detoxificação de glutamato contribui com a neurodegeneração, através de 

mecanismo que podem levar a excitotoxicidade, devido à superestimulação dos receptores 

desse neurotransmissor pelo seu acúmulo na fenda sináptica (Andersen et al., 2021). Além 

disso, disfunções desse sistema também estão associados ao aumento do estresse oxidativo, 

uma vez que  a GSH é produzida a partir do glutamato e é um importante mecanismo 

antioxidante (Y. Chen et al., 2020). Por outro lado, é fundamental destacar o papel ativo dos 

astrócitos na progressão da DA, onde eles podem participar tanto dos mecanismos de produção 

de βA quanto de processos essenciais de depuração amiloide (Frost & Li, 2017; Wyss-Coray et 

al., 2003). Compreender essa função dos astrócitos diante das diversas alterações associadas às 

doenças neurodegenerativas pode auxiliar no entendimento de fases onde a DA ainda não pode 

ser devidamente identificada. Em relação à avaliação do metabolismo de glutamato e de A, 

diferentemente do que foi observado para as medidas de GFAP e S100B, foram encontrados 

perfis diferentes de resposta para cada composto avaliado.  

 Na condição semelhante a DM2 nos astrócitos, induzida por MG, observamos um aumento 

de GSH e da atividade de GS, sem alterar a captação de glutamato. Alterações no sistema 

glutamatérgico no DM têm sido associadas a alterações cognitivas frequentemente encontradas 

na doença (Hristov et al., 2024).  Em astrócitos, um trabalho prévio sugeriu um mecanismo 

astrocítico protetor frente ao MG, através do aumento da atividade da enzima glioxalase 1, 

associado a um aumento de GSH, ambos necessários para a detoxificação de MG. As reações 

de glicação também já foram associadas a progressão da DA através de mecanismos que 

favorecem a formação de βA (Patil et al., 2020). Já foi mostrado que a inibição da via de 
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sinalização de insulina em astrócitos causa redução das enzimas de degradação de A, NEP e 

IDE (Yamamoto et al., 2018). Apesar disso, a indução de glicação por MG em nossas condições 

não impactaram nos níveis de βA nem de suas enzimas degradadoras. 

Na indução do hipometabolismo energético induzido por FC, é possível encontrar na 

literatura relatos de perturbação do metabolismo de glutamato. Em culturas de astrócitos foi 

observada a diminuição da captação de glutamato e da síntese de glutamina em tempos entre 

30 e 180 min após a exposição a 500 M de FC (Swanson & Graham, 1994), enquanto que 50 

µM de FC causou um acúmulo de glutamato extracelular acompanhado por diminuição dos 

níveis de glutamina em 60 min (Adermark et al., 2022). Nesse trabalho os parâmetros de 

metabolismo de glutamato foram avaliados após 24 h da exposição dos astrócitos a 100 µM de 

FC levando a um aumento na captação de glutamato, seguido por uma diminuição no conteúdo 

de GSH e sem alterações na atividade da enzima GS. Essa discrepância de dados pode ser 

explicada pela reversibilidade da ação do FC no metabolismo de glutamato após 24 h (Paulsen 

et al., 1987). O prejuízo do metabolismo energético é amplamente discutido na DA desde fases 

iniciais da doença; entretanto, poucos estudos avaliaram se o FC poderia induzir alterações 

características dessa doença. Em um modelo animal de DA induzido pela injeção de βA1-42 no 

hipocampo, descobriu-se que o FC reduz a memória espacial (Nikkar et al., 2022) além de 

aumentar a fosforilação da tau no hipocampo (Shang et al., 2015). Aqui, a exposição das 

culturas de astrócitos exclusivamente ao FC, não causou alterações significativas no 

metabolismo do βA. 

 Um caráter inflamatório no SNC é extensamente descrito para a grande maioria das 

doenças neurodegenerativas (Stephenson et al., 2018). Em relação ao metabolismo de 

glutamato, observamos uma redução da captação desse neurotransmissor pelos astrócitos, 

sugerindo que nessas condições pode haver um acúmulo de glutamato na fenda sináptica. De 

fato, em modelos utilizando LPS para induzir neuroinflamação em neurônios, fatias de 
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hipocampo e córtex, foi relatado um aumento da excitotoxicidade, caracterizada pelo aumento 

do influxo de Ca2+ intracelular, levando a progressão da neurodegeneração (Bakaeva et al., 

2022; Vizuete et al., 2022; Y. S. Wang & White, 1999). Neste trabalho, encontramos também 

um aumento da atividade de GS e nenhuma alteração no conteúdo de GSH. Trabalhos prévios 

relataram uma diminuição dos níveis de GSH tanto em fatias de hipocampo como em culturas 

de astrócitos expostos a diferentes concentrações de LPS, de 0,01 a 30 µg/mL entre 6 e 24 h 

(Guerra et al., 2011; Vizuete et al., 2022). Especificamente na DA, a inflamação já foi 

extensamente relatada como uma alteração determinante para o desenvolvimento da doença 

(Heneka et al., 2015; Leng & Edison, 2021). Na amiloidogênese, a neuroinflamação induzida 

por LPS pode induzir a expressão de APP e BACE1 (J. W. Lee et al., 2008). Aqui mostramos 

que o LPS também pode estar envolvido no desenvolvimento da DA, prejudicando os 

mecanismos de depuração βA dos astrócitos, como observado pela diminuição dos níveis de 

IDE, mesmo antes do acúmulo de βA.  

 Dentre as tantas alterações presentes no desenvolvimento da DA, distúrbios na função 

glutamatérgica são frequentemente relatados, inclusive alterações nos níveis de glutamato 

precedem a deposição de βA (Bukke et al., 2020).  No modelo induzido por injeção ICV de 

STZ o efeito prejudicial desse composto nos níveis de GSH e na atividade de GS já foi 

extensivamente mostrado em diferentes tempos após a indução do modelo (Biasibetti et al., 

2013, 2017; Dos Santos et al., 2018; Rodrigues et al., 2009; Tramontina et al., 2011). Neste 

trabalho, ao reproduzir esses efeitos na cultura de astrócitos, mostramos pela primeira vez que 

essas alterações estão diretamente associadas a disfunções dessas células. Além disso, 

observamos também um aumento da captação de glutamato, medida que em trabalho prévio em 

modelo animal após 4 semanas, quando os animais já apresentam dano cognitivo, não foi 

encontrado alterado (A. C. Tramontina et al., 2011). Dessa forma, sugerimos que o aumento de 

captação de glutamato observado pode estar associado a mecanismos compensatórios nos 
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estágios iniciais da doença. A STZ, quando administrada ICV in vivo  induz o acúmulo de βA 

e trabalhos in vitro, já mostraram que ela induz em células neuronais a expressão gênica de 

APP, MAPT, e das isoformas α e β  da glicogênio sintase cinase-3 (GSK-3), que são vias 

associadas com a produção de βA e a fosforilação de tau (Bhuvanendran et al., 2022). Nesse 

trabalho, observamos que, em astrócitos, a STZ causou a redução dos níveis IDE e NEP 

associados a um aumento de βA1-40, revelando um efeito direto da STZ nessas células, que pode 

contribuir para o acúmulo de βA.  

 A avaliação de condições que mimetizaram condições gerais associadas às doenças 

neurodegenerativas, como altas concentrações de glicose, inibição do metabolismo energético 

de astrócitos, neuroinflamação e indução de características de desenvolvimento de DA, por 

MG, FC, LPS e STZ, mostrou que podem afetar os astrócitos, alterando as funções celulares e 

contribuindo para a progressão de distúrbios cerebrais como a DA.  

4.2. Modelo de DA induzido in vitro em astrócitos 

Muitos modelos in vivo já foram desenvolvidos para se estudar a DA sendo baseados 

diferentes mecanismos e possibilitando estudos com diferentes abordagens. Por outro lado, os 

modelos in vitro, apesar de permitirem o estudo de características da doença em nível celular e 

molecular, ainda se mostram bastante limitados.  

O modelo da STZ é um dos mais utilizados para induzir o modelo de DA esporádica em 

animais, entretanto seu mecanismos de ação e a contribuição dos diferentes tipos celulares que 

levam as alterações relacionadas a esse doença ainda não são completamente entendidos (Grieb, 

2016). Além disso, poucos trabalhos utilizaram este indutor em modelos in vitro, sendo a 

maioria em modelos neuronais (Bagaméry et al., 2020; Bhuvanendran et al., 2022; J. Park et 

al., 2020; Plaschke & Kopitz, 2015). 

Neste trabalho, a exposição de culturas de astrócitos à STZ resultou em alterações 

semelhantes às observadas em modelos in vivo de DA, no que se refere a GFAP, S100B, GS e 
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GSH. Além disso, observou-se uma resposta direta dos astrócitos à STZ no metabolismo 

amiloide, sugerindo a STZ como um modelo adequado para o estudo das alterações observadas 

na DA em astrócitos e o efeito de agentes protetores. 

A utilização da STZ em modelos in vitro de culturas de astrócitos oferece uma plataforma 

promissora para investigar a DA mais detalhadamente. Essa abordagem não apenas permite a 

investigação dos mecanismos de ação da STZ e seus efeitos nos astrócitos, mas também 

contribui significativamente para compreender os mecanismos moleculares por trás das 

alterações observadas nessas células na DA. O estudo dos astrócitos é particularmente relevante 

para entender as alterações precoces da doença, dado o papel central dos astrócitos desde as 

fases iniciais. Além disso, esses estudos podem fornecer informações valiosas para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas direcionadas a essas alterações mais iniciais, 

possibilitando intervenções mais eficazes. 

4.3. STZ causa alterações antes do dano cognitivo 

A STZ induz alterações relacionadas à DA em animais ao longo do tempo após a indução 

do modelo. Essa característica progressiva da STZ a torna um ótimo modelo para se estudar 

diferentes estágios da doença (Grieb, 2016). Neste trabalho, buscamos entender alterações de 

estágios iniciais da DA que precedam o dano cognitivo. Para isso, inicialmente buscamos 

comparar dois tempos de indução do modelo, um tempo curto, 1 semana após a injeção de STZ, 

pouco explorado na literatura, e um tempo com alterações melhor descritas, 4 semanas. 

Embora a STZ injetada via ICV seja um modelo de DA amplamente estudado, a maioria 

dos trabalhos utiliza tempos relativamente longos de indução, com o objetivo de avaliar 

alterações melhor estabelecidas da doença, como por exemplo dano cognitivo, acúmulo de βA 

e hiperfosforilação da tau. Na literatura, o dano cognitivo induzido pela injeção ICV de STZ 

foi relatado após 2 semanas da cirurgia, avaliado pelo teste de reconhecimento de objetos (RO) 

(Biasibetti et al., 2017), enquanto que entre o sétimo e o nono dia após a injeção de STZ não 
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foram observadas alterações de memória através do teste do labirinto aquático de Morris (S. 

Rai et al., 2014). Neste trabalho observamos que, após uma semana da indução do modelo, os 

animais do grupo STZ ainda não apresentaram as alterações cognitivas observadas após 4 

semanas da indução do modelo. Desta forma, as alterações bioquímicas encontradas nesse 

período podem estar associadas a um dano primário, que provavelmente está associado a causa 

do dano cognitivo observado posteriormente. 

Algumas das alterações moleculares mais características DA como a hiperfosforilação da 

tau  e o acúmulo de βA só são observados no modelo da STZ a partir de tempos longos após a 

injeção, acima de 4 semanas (Moreira et al., 2022; Salkovic-Petrisic et al., 2011). Em nosso 

estudo, tanto a hiperfosforilação da tau quanto os níveis de βA não foram afetados pela STZ 

após 1 ou 4 semanas da injeção. Entretanto, nós observamos uma diminuição nos níveis de 

HSP70 após 4 semanas da injeção de STZ. A fosforilação da tau é regulada por diversas vias e 

alguns trabalhos mostraram que a redução nos níveis da chaperona HSP70 pode estar associada 

a exacerbação desse fenômeno (Jinwal et al., 2013; Moll et al., 2022). Quanto ao acúmulo de 

βA, observamos níveis reduzidos das enzimas degradadoras de βA, NEP e IDE, desde os 

estágios iniciais da indução do modelo. Esses resultados sugerem que as alterações no 

metabolismo do βA podem preceder o dano cognitivo. Também buscamos avaliar os níveis de 

TNF-α no hipocampo dos animais, uma vez que a resposta inflamatória é outro componente 

caraterístico da DA. Na literatura, neste modelo induzido por STZ, alterações de marcadores 

inflamatórios NFκB, COX-2, TLR4, TNF-α, IL-1β foram relatadas em tempos de 1 a 8 semanas 

a partir da indução do modelo (Dos Santos et al., 2018; Islam et al., 2015; S. Rai et al., 2013; 

Rajasekar et al., 2017; Siddiqui et al., 2023). No entanto, nas nossas condições experimentais, 

observamos um aumento de TNF-α apenas no tempo mais longo, 4 semanas. 

Por ser um modelo majoritariamente utilizado in vivo, pouco se sabe do efeito direto da STZ 

nas células do SNC. Entender melhor a resposta de cada tipo celular à STZ pode auxiliar no 
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estudo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento inicial da DA. As células gliais são 

células que desempenham papeis crucias desde as fases iniciais da DA (De Strooper & Karran, 

2016). Este trabalho mostrou uma resposta anterior das células glias do que dos neurônios, uma 

vez que a sinaptofisina foi alterada pela STZ somente após 4 semanas da indução do modelo, 

enquanto a GFAP, proteína relacionada à ativação astrocítica, foi elevada desde 1 semana, 

evidenciando a ativação dessas células. Surpreendentemente, a concentração da proteína 

característica de microglia, molécula adaptadora de ligação ao cálcio ionizada 1 (Iba-1), foi 

reduzida pela STZ após 1 semana e elevada após 4 semanas. Trabalhos anteriores relataram 

alteração nos níveis de proteínas características dessas células desde tempos muito curtos, a 

partir de 48 h após a injeção ICV de STZ já é possível observar um aumento da proteína GFAP 

(Leticia Rodrigues et al., 2019), e após uma semana foi observado um aumento de Iba-1 (Dos 

Santos et al., 2018).  

Uma vez observada uma resposta glial, especialmente astrocítica, prévia aos demais tipos 

celulares avaliados, e baseado em nosso trabalho anterior sobre os efeitos da STZ em cultura 

de astrócitos, analisamos funções específicas dessas células. Em 1 semana de indução, ocorreu 

um aumento de S100B no hipocampo, que poderia indicar uma ativação dessas células. Por 

outro lado, a indução do modelo causou uma diminuição de S100B no líquido cefalorraquidiano 

(LCR), bem como nos níveis de RAGE, seu receptor, o que pode indicar  uma perda da função 

protetora dessas células, uma vez que esta proteína secretada pode desempenhar papel 

neurotrófico (Donato, 2001). Esses dados corroboram estudos anteriores, que mostraram que 

alterações no conteúdo intracelular e na secreção de S100B não são dependentes entre si 

(Gonçalves et al., 2008; Letícia Rodrigues et al., 2009). É importante ressaltar que, exceto pelo 

RAGE, essas alterações persistem até 4 semanas, onde os animais já apresentam dano cognitivo. 

A importância das células gliais neste modelo de DA também pôde ser evidenciada pelas 

alterações observadas no metabolismo do glutamato nos animais do grupo STZ em ambos os 
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tempos de indução do modelo. Neste trabalho foi observado que a captação de glutamato é 

diminuída pela administração de STZ em 4 semanas, mas não em 1, enquanto que a atividade 

da enzima GS, bem como o conteúdo de GSH já estão diminuídas desde 1 semana após a 

indução com STZ, indicando estas serem alterações mais precoces neste modelo. 

Ainda, buscando caracterizar as alterações que precedem o dano cognitivo do modelo de 

DA induzido por STZ, avaliamos alguns parâmetros associados ao metabolismo energético, 

que também é uma alteração precoce em paciente com DA (Raut et al., 2023).  

Surpreendentemente, nosso modelo mostrou um aumento dos transportadores de glicose de 

forma precoce em neurônios (GLUT3). Entretanto, a captação de glicose hipocampal só se 

mostrou aumentada mais tardiamente, em 4 semanas. O GLUT1 (expresso principalmente em 

astrócitos) não foi alterado pela exposição à STZ. Em um trabalho prévio, foi mostrado que 

após 2 semanas da cirurgia não há alteração na captação de glicose, porém, diferente do que 

encontramos, o mesmo trabalho mostrou uma diminuição neste parâmetro após 4 semanas 

(Biasibetti et al., 2013). Além disso, encontramos um aumento na fosforilação da  Ser 307 do 

substrato 1 do receptor de insulina (IRS1) a partir de 1 semana após a injeção de STZ, indicando 

um mecanismos de resistência à insulina, já proposto na literatura (Aguirre et al., 2002). Outro 

substrato energético importante para o cérebro é o lactato, que pode ser um produto da glicose 

nas células cerebrais (Gonçalves et al., 2018). Apesar de terem sido observadas alterações nos 

níveis de lactato em pacientes com DA, os achados a respeito são contraditórios (Raut et al., 

2023). Neste trabalho, nós encontramos apenas uma diminuição transitória nos níveis de lactato 

no LCR que pode estar relacionada tato a uma redução de sua liberação pelos astrócitos quanto 

a um aumento de sua captação neuronal.  

Alterações inespecíficas associadas as fases iniciais do desenvolvimento da DA como 

inflamação, hipometabolismo energético e estresse oxidativo são alterações que podem ter seus 

mecanismos regulados pela via do PPARγ. Disfunções dessa via já foram relatadas em estudos 
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sobre a DA, mas no modelo da STZ ainda são pouco exploradas. Já foi mostrado que a STZ 

administrada via IP, em um modelo de DM, causa a redução dos níveis de PPARγ (L. P. Liu et 

al., 2013). Além disso, a ativação do PPARγ preveniu os efeitos da STZ 14 dias após a 

administração (Birdavinder Singh et al., 2013). Nesse trabalho, mostramos uma redução 

precoce e persistente dos níveis de PPARγ, sugerindo que a desregulação dessa via pode estar 

associada aos mecanismos que levam às alterações associadas a DA. Também observamos uma 

redução em curto prazo do coativador do PPARγ, coativador gama 1-alfa do receptor ativado 

pelo proliferador de peroxissoma (PGC-1α), reforçando uma possível desregulação na ativação 

dessa via de forma precoce. Uma desregulação na interação entre PPARγ e PGC-1α tem sido 

sugerida na DA como uma das causas do aumento dos níveis de βA (Katsouri et al., 2011), 

disfunção mitocondrial e estresse oxidativo (St-Pierre et al., 2006), aumento da sinalização 

inflamatória (Sastre et al., 2006) e hipometabolismo da glicose (Qin et al., 2009). 

Para entender um pouco mais dos efeitos da desregulação do PPARγ no modelo, buscamos 

avaliar alguns parâmetros associados a mecanismos neuroprotetores, de metabolismo 

energético e de resposta inflamatória regulados por essa via, como o peptídeo semelhante a 

glucagon 1 (GLP-1), a proteína quinase ativada por AMP (AMPK) e o NFκB, todos já 

mostrados alterados na DA. O prejuízo na via do PPARγ pode também afetar a expressão de 

GLP-1, que atua na secreção de fatores neurotróficos, como o fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF) e o fator de crescimento nervoso (NGF) (Salcedo et al., 2012). Neste trabalho, 

a administração ICV de STZ causou uma redução precoce e persistente de GLP-1. A AMPK, 

importante na manutenção da homeostase energética celular, apresenta uma regulação recíproca 

com a via do PPARγ (S. G. Kim & Lee, 2010). Aqui, nós observamos que, após o curto tempo 

da injeção de STZ, a fosforilação da AMPK foi reduzida, indicando uma diminuição da sua 

ativação. Além disso, sabe-se que o papel anti-inflamatório do PPARγ ocorre pela inibição da 

atividade do NFκB. Nesse trabalho, foi observada uma diminuição dos níveis de NFκB após 1 
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semana da injeção de STZ, que pode estar associada também diminuição dos níveis de Iba-1 

observados, tendo em vista a importância das células microgliais para a resposta inflamatória. 

Dessa forma, observamos perfil semelhante de redução dos níveis de PPARγ, PGC-1α, GLP-1 

e fosforilação da AMPK no curto período de STZ estudado, sugerindo fortemente que essa via 

está envolvida com as alterações precoces da DA e que possivelmente está associada ao 

surgimento do dano cognitivo. 

4.4. Curcumina previne alterações iniciais da DA em modelo in vivo induzido por 

STZ 

A curcumina é um composto bioativo que tem ação em múltiplos alvos. Sua capacidade de 

atravessar a BHE somada aos seus efeitos contra a amiloidogênese, inflamação e processos 

oxidativos, tornam esta molécula interessante para estudo de disfunções cerebrais (M. Chen et 

al., 2018; Maiti & Dunbar, 2018; H. Yang et al., 2022). Dado que a desregulação da via do 

PPARγ está envolvida nos mecanismos iniciais do desenvolvimento da DA, a indução 

farmacológica dessa via emerge como uma estratégia protetora promissora. Aliado a isso, já foi 

mostrado que, embora não exclusivamente, o PPARγ é um importante alvo molecular da 

curcumina, direcionando o foco do presente trabalho a investigar como e quais efeitos 

protetores da curcumina podem estar associados a esse alvo.  

Neste trabalho, observamos que a maior parte dos efeitos protetores da curcumina 

ocorreram 1 semana após a indução do modelo, o menor tempo testado. Apesar  da baixa 

biodisponibilidade oral deste composto, dados da literatura mostram que a curcumina 

administrada oralmente é capaz de atingir rapidamente o cérebro, após 3 h (Sorrenti et al., 

2018). Dessa forma, esses resultados podem indicar tanto um efeito nos estágios mais precoces 

da doença, quanto a necessidade da manutenção de seus níveis plasmáticos para a manutenção 

de alguns de seus efeitos, uma vez que em 4 semanas a administração de curcumina já tinha 

sido interrompida.  
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Nosso tratamento com curcumina preveniu a perda de memória de curto prazo, mas não a 

de longo prazo observada 4 semanas após a indução do modelo. De fato, um efeito da curcumina 

em modelos experimentais de DA é o de retardar o dano cognitivo (da Costa et al., 2018), mas 

a maioria dos estudos utiliza a curcumina por períodos mais longos (de 21 a 90 dias) e por 

tempo integral até as análises (Agrawal et al., 2010; Bassani et al., 2017; Ishrat et al., 2009; 

Koo et al., 2018; Samy et al., 2016; Zheng et al., 2017), explorando pouco seus efeitos prévios 

ao dado cognitivo. Aqui, pudemos avaliar após 1 semana da indução do modelo de DA as 

alterações que antecedem o dano cognitivo e que, portanto, podem ter uma relação causal com 

ele, bem como os efeitos protetores da curcumina. 

Apesar das alterações moleculares mais estudadas da DA, hiperfosforilação da tau e o 

acúmulo de βA, serem tardias, nós observamos que a curcumina foi capaz de reduzi-las a níveis 

inferiores ao basal em 1 semana após a injeção de STZ. A curcumina tem, de fato, se destacado 

em estudos da DA por seus efeitos diretos na prevenção e proteção da progressão de alterações 

características da doença, prevenindo a formação dos ENF pela inibição da fosforilação e 

agregação da tau (Rane et al., 2017; Tang et al., 2017), através da inibição da ativação da GSK-

3β (Sun et al., 2017). Por outro lado, um dos efeitos mais proeminentes da curcumina é o efeito 

anti-amiloidogênico na prevenção do acúmulo de βA, através de mecanismos que suprimem a 

sua produção e que induzem vias de degradação (Martin et al., 2019; Orjuela et al., 2021; 

Reinke & Gestwicki, 2007; Yoshida et al., 2011; M. J. Zhang et al., 2023).  

O ponto chave para o acúmulo de βA é o desbalanço entre a sua produção e a eliminação 

(Masters et al., 2015b), inclusive já foi mostrado que o comprometimento da depuração de βA 

é crucial para o início do desenvolvimento da doença (Mawuenyega et al., 2010; Wyss-Coray 

et al., 2003). A curcumina, nesse ponto, desperta uma atenção especial, uma vez que tem 

mostrado promover a eliminação de βA aumentando a fagocitose desse peptídeo por microglias 

e macrófagos (Ferreira et al., 2016; Laura Zhang et al., 2006), além de induzir a degradação 
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proteolítica (P. T. Chen et al., 2016). Aqui, mostramos a modulação inicial da curcumina na 

degradação de βA, evitando a redução de NEP induzida por STZ, mas não por IDE no 

hipocampo. A literatura sobre o efeito da curcumina na NEP é pequena e controversa, um 

estudo em células SK-N-SH mostrou que 5 µM de curcumina pode melhorar a atividade da 

NEP (Ayoub & Melzig, 2008), mas outro em células SH-SY5Y mostrou que 5 µM a curcumina 

não afetou a atividade da NEP, os níveis de mRNA ou os níveis de proteína, apesar de alguns 

poli-hidroxicurcuminóides terem feito (P. T. Chen et al., 2016). Contudo é relevante notar que 

ambos os estudos foram conduzidos em linhagens celulares neuronais. Além disso, em modelos 

de obesidade, descobriu-se que a curcumina regulou positivamente a expressão hepática de IDE 

(Kim et al., 2019; S. J. Lee et al., 2022). Os mecanismos de regulação das vias enzimáticas de 

degradação amiloide ainda não são completamente compreendidos. Entretanto, alguns estudos 

utilizando agonistas de PPARγ  já mostraram que essa via  pode estar envolvida (Alawi et al., 

2020; Di Donfrancesco et al., 2023; Espuny-Camacho et al., 2010; Quan, Qian, Li, & Li, 2019; 

Wei et al., 2014; S. Yang et al., 2017). Porém, ainda é preciso determinar a relação entre a ação 

da curcumina no PPARγ e a sua ação no clearance amiloide.  

Neste estudo também observamos que alguns dos efeitos da curcumina que ocorreram no 

curto prazo persistiram até o tempo mais longo analisado, mesmo com a suspenção da 

administração de curcumina. Curiosamente, muitos desses efeitos persistentes foram 

observados para importantes marcadores da função dos astrócitos, corroborando os efeitos da 

curcumina já relatados na literatura no que diz respeito a alterações morfológicas em células 

gliais, efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e moduladores da expressão de fatores 

neurotróficos (Eghbaliferiz et al., 2020; Mohammadi et al., 2022; Seady et al., 2023; F. Ullah 

et al., 2022). Embora o dano neuronal tenha sido considerado por muito tempo como 

mecanismo chave no desenvolvimento da DA, nos últimos anos o papel determinante das 

células gliais na DA tenha sido reconhecido (Blanco-Suárez et al., 2017; Chung et al., 2015). 
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Aqui, mostramos a importância dessas células no início da indução dos danos causados pelo 

modelo da STZ, bem como os efeitos protetores da curcumina prevenindo a elevação da GFAP 

e S100B do hipocampo, além da redução de S100B no LCR. Observamos diferentes efeitos da 

curcumina sobre a S100B no LCR. Após 1 semana da indução do modelo, observamos uma 

redução na concentração de S100B maior do que a observada no grupo STZ, mas após 4 

semanas, o tratamento com curcumina evitou a redução de S100B observada no grupo STZ. 

Uma diminuição da secreção de S100B em cultura de astrócitos em condições basais tratados 

com curcumina já foi relatada em um trabalho anterior do nosso grupo (Seady et al., 2023). 

Além disso, a curcumina também mostrou efeito a longo prazo na prevenção da diminuição da 

captação de glutamato causada pela injeção de STZ após 4 semanas da cirurgia, reforçando 

ainda mais o efeito da curcumina na promoção da função astrocítica. Já foi proposto um efeitos 

da curcumina no metabolismo do glutamato, associado uma capacidade de regular o transporte 

de glutamato além de modular seus receptores (K. Chen et al., 2015; R. Wang et al., 2008). 

Esses dados evidenciam os astrócitos como possíveis alvos na busca de estratégias preventivas 

e tratamentos precoces da DA. 

A curcumina se destaca por seus efeitos antioxidantes. Em modelos de DA, onde o estresse 

oxidativo é um componente que favorece a progressão da doença, a curcumina já foi associada 

à neutralização de radicais livres, como quelante de íons metálicos e também na ativação da via 

do fator nuclear E2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), que leva à indução da expressão de enzimas 

antioxidantes, como o superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx) (J. Y. Park et al., 2021; Shao et al., 2023; Silvestro et al., 2021). Neste trabalho, apesar 

de alterações nos mecanismos associados ao estresse oxidativo não terem sido extensamente 

explorados no modelo da STZ, a curcumina foi capaz de prevenir a diminuição dos níveis de 

GSH induzidos pela STZ após 1 semana da injeção. Já foi mostrado que os efeitos antioxidantes 

da curcumina também passam pelo aumento da produção de GSH, através da indução das 
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enzimas glutamato-cisteína ligase, GPx e glutationa redutase (GR), bem como pela redução da 

GSSG (Ishrat et al., 2009; Lavoie et al., 2009). 

Outro efeito da curcumina, no curto prazo de indução do modelo de DA, foi no metabolismo 

energético. A administração oral de curcumina evitou o aumento da fosforilação da serina 307 

do IRS1 causada pela STZ, corroborando dados que mostram sua ação na melhora da 

sinalização da insulina no hipocampo em um modelo transgênico da DA, regulando 

positivamente a via fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) / serina-treonina quinase (AKT) (Feng 

et al., 2016; P. Wang et al., 2017). Em nosso modelo experimental, mostramos que a curcumina 

não foi capaz de reverter o aumento da concentração do GLUT3 induzido por STZ, mas 

interessantemente aumentou a concentração de GLUT1 de forma precoce e persistente. A 

elevação da captação de glicose causada pela STZ em 4 semanas foi prevenida pela curcumina, 

mostrando, portanto, efeito sobre o metabolismo energético. É importante mencionar que parte 

da melhora da memória atribuída ao tratamento com curcumina em modelos de DA tem sido 

associada à sua ação em vias envolvidas no metabolismo energético cerebral (Feng et al., 2016; 

Lamichhane et al., 2024; P. Wang et al., 2017). 

A DA é extensamente caracterizada na literatura como uma doença neuroinflamatória. 

Apesar disso, em nosso estudo, não foi observada uma alteração expressiva de marcadores 

associados à resposta inflamatória. Mesmo assim, a curcumina impediu o aumento de Iba-1 

observado no grupo STZ e diminuiu o NFκB em comparação aos grupos STZ e Sham, após 4 

semanas de injeção de STZ, mostrando-se mais importante nas fases mais avançadas. Por outro 

lado, a curcumina não evitou o aumento do TNF-α observado no grupo STZ. Os mecanismos 

dos efeitos anti-inflamatórios da curcumina têm sido atribuídos à sua ação em múltiplos alvos 

através da inibição da sinalização TLR4/NFκB (M. Chen et al., 2018; Ni et al., 2015; J. Zhang 

et al., 2019), regulação negativa da expressão de citocinas, como COX-2, óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), TNF-α, IL-1, -2, -6, -8 e -12 (Bharti et al., 2003; Erfen & Akbay Çetin, 2022; 
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Seady et al., 2023; Shao et al., 2023), bem como da inibição da ativação de MAPK (Shao et al., 

2023). 

Muitos efeitos observado em estudos usando a curcumina como tratamento mostraram seus 

efeitos na via do PPARγ, tanto por seus efeitos na ativação da via, como pela suspenção de 

parte dos seus efeitos benéficos pela concomitante supressão do PPARγ (Z. J. Liu et al., 2014; 

Rinwa et al., 2010; H. M. Wang et al., 2010). Aqui observamos que a redução da concentração 

de PPARγ induzido pela injeção de STZ foi prevenida pela curcumina após uma semana da 

indução do modelo, bem como a redução da concentração de outras proteínas participantes da 

via do PPARγ, como o PGC-1α e o GLP-1. Além disso, já foi mostrado que a curcumina pode 

agir nessa via por ligação direta ao PPARγ (Z. J. Liu et al., 2016). Entretanto, a curcumina não 

foi capaz de prevenir a redução da fosforilação de AMPK após 1 semana, enquanto levou a uma 

diminuição dos níveis de NFκB a longo prazo, em 4 semanas. Esses achados são importantes e 

podem ajudar a entender como os múltiplos efeitos da curcumina no metabolismo energético, 

na biogênese mitocondrial, na ação antioxidante e na resposta anti-inflamatória são 

coordenados, pelo menos em parte, pela sinalização do PPARγ, principalmente no início do 

desenvolvimento da DA.  

Em conjunto, esses dados mostraram que a curcumina tem um potencial preventivo de 

alterações associadas ao início do desenvolvimento da DA com destaque à sua modulação da 

via do PPARγ e outras vias associadas, bem como na modulação da função dos astrócitos, 

células também reconhecidas pela participação nas fases iniciais da doença (Figura 4). 



115 
 

 

Figura 4. Figura integrativa. (A) Comparação dos efeitos protetores da administração oral da curcumina após 1 

e 4 semanas da injeção de STZ via ICV na cognição, nos níveis de proteínas envolvidas na DA, nas células neurais, 

nas funções glias e nos mecanismos de ação de deferentes moléculas sinalizadoras em ratos. (B) Efeitos 

preventivos da curcumina em astrócitos expostos a STZ que são modulados via PPARγ. ↑ indica aumento de níveis 

induzido pela STZ; ↓ indica diminuição de níveis induzido pela STZ; ✓ indica prevenção pela curcumina.  

 

4.5. Curcumina atua na via do PPARγ em astrócitos 

Considerando nossos achados até aqui, decidimos investigar melhor a importância da via 

do PPARγ em astrócitos nas alterações encontradas in vivo, utilizando um modelo in vitro de 
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DA, induzido por STZ. Os parâmetros para avaliar a via do PPARγ nas células astrogliais foram 

selecionados, com base no perfil observado para o PPARγ após 1 semana da indução do modelo 

de DA in vivo, ou seja, aqueles onde se observou uma alteração causada pela STZ que foi 

prevenida pelo tratamento com curcumina. É importante mencionar que nenhum dos grupos foi 

capaz de alterar a viabilidade celular quando avaliados pelas técnicas de redução de MTT e 

incorporação de vermelho neutro, nem de comprometer a integridade celular quando avaliada 

a atividade extracelular de LDH. 

A maioria dos resultados observados no modelo in vivo após a injeção de STZ e o tratamento 

com curcumina foram replicados nos astrócitos cultivados, reforçando mais uma vez o papel 

importante dessas células no início do desenvolvimento da DA e a STZ como um indutor de 

características da DA in vitro. No entanto, a secreção de S100B apresentou um perfil 

semelhante ao do S100B no LCR observado após 4 semanas, prevenindo a redução causada 

pelo STZ.  

As três isoformas conhecidas de PPAR podem ser encontradas no cérebro, diferentemente 

distribuídas de acordo com a região e os tipos celulares (Heneka & Landreth, 2007; Warden et 

al., 2016). Foi sugerido que as células da glia, especialmente os astrócitos, apresentam níveis 

mais elevados de PPARγ em comparação com outros tipos celulares do SNC (Cristiano et al., 

2001; Cullingford et al., 1998). A STZ foi capaz de reduzir a concentração de PPARγ nos 

astrócitos e os tratamentos com curcumina ou pioglitazona preveniram essa alteração. Esse 

efeito da curcumina no PPARγ ainda foi confirmado pela supressão do seu efeito ao se adicionar 

o inibidor da via, GW9662, ao meio de incubação. O mesmo perfil de resultados foi observado 

para os níveis de PGC-1α e GLP-1. Esses resultados evidenciam ainda mais a importância da 

via do PPARγ nos astrócitos e reforçam essa via como alvo molecular associado aos efeitos 

protetores da curcumina. De fato já foi mostrada uma ação protetora da sinalização de PPARγ 
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em diversas doenças associadas a distúrbios cerebrais (Diab et al., 2002; Hong et al., 2012; 

Mandrekar-Colucci et al., 2013; Storer et al., 2005).  

Como já mostramos no modelo in vivo, as fases precoces da DA estão possivelmente 

associadas a alterações diretas nas funções astrocíticas. Aqui, após a exposição dos astrócitos a 

STZ foram reproduzidos o aumento nos níveis de GFAP, a diminuição no conteúdo e na 

secreção de S100B, bem como a redução da atividade da GS e do conteúdo de GSH, replicando 

os resultados encontrados anteriormente e, portanto, evidenciando o papel dos astrócitos nesses 

parâmetros. A curcumina e a pioglitazona preveniram todas as alterações induzidas pela STZ, 

indicando um envolvimento do PPAR, embora o GW9662 tenha abolido apenas os efeitos da 

curcumina no conteúdo de S100B e na atividade de GS. 

Alguns estudos mostraram que a ativação do PPARγ poderia atenuar a ativação de astrócitos 

(Bernardo & Minghetti, 2007; Diab et al., 2002; Griggs et al., 2015; Hong et al., 2012; Storer 

et al., 2005) e uma regulação da expressão de GFAP por essa via foi sugerida, através da 

fosforilação do PPARγ por ação da CDK5 (A. Rai et al., 2014). Além disso, foi mostrado que 

a S100B teve suas concentrações intra e extracelulares diminuídas pela inibição da via do 

PPARγ com o inibidor GW9662 (Esposito et al., 2014). Quanto ao metabolismo de glutamato, 

alguns agonistas de PPARγ foram capazes de estimular a expressão dos transportadores de 

glutamato glial do tipo 1 (GLT1) (Romera et al., 2007). Pouco se sabe sobre os mecanismos de 

regulação das funções dos astrócitos pela sinalização de PPARγ, entretanto é possível sugerir a 

ação dessa via na regulação da expressão de GFAP e nos níveis de S100B, bem como no 

metabolismo do glutamato. 

Em relação a sinalização do PPARγ nos astrócitos nas alterações associadas a DA, mais 

estudos já foram realizados, mostrando que a ativação dessa via previne o acúmulo e a 

toxicidade de βA e reduz a resposta inflamatória, levando a uma melhora da cognição (Benito 

et al., 2012; Garcia-Baos et al., 2023; Mandrekar-Colucci et al., 2012; Valles et al., 2010; H. 
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M. Wang et al., 2010). Assim como em nosso modelo in vitro anterior, observamos que a STZ 

causou uma redução dos níveis das enzimas de degradação do peptídeo βA. Extensas evidências 

mostram que os agonistas do PPARγ regulam positivamente a expressão das enzimas 

degradadoras de βA em diferentes tecidos (Alawi et al., 2020; Di Donfrancesco et al., 2023; 

Escribano et al., 2010; Espuny-Camacho et al., 2010; J. Kim et al., 2017; Quan, Qian, Li, & Li, 

2019; Quan, Qian, Li, Li, et al., 2019; Wei et al., 2014; S. Yang et al., 2017). Aqui mostramos 

que a ativação dessa via nos astrócitos pela ação do seu agonista pioglitazona é capaz de 

prevenir o efeito da STZ nas duas proteases, evidenciando a regulação dessas enzimas via 

sinalização do PPARγ nos astrócitos. Também foi observado um papel protetor da curcumina 

através da indução de mecanismos de degradação amiloide prevenindo a alteração causada pela 

STZ. Esse efeito preventivo da curcumina na redução dos níveis de IDE parece depender da 

sinalização de PPARγ, uma vez que foi abolido pela ação do inibidor do GW9662. 

Interessantemente, no modelo in vivo, a redução do conteúdo hipocampal de IDE causada pela 

injeção de STZ não foi prevenida pelo tratamento com curcumina. Isso poderia ser explicado 

por um efeito mais seletivo da curcumina em astrócitos quando comparado a outros tipos 

celulares, não sendo possível, portanto, observar esse efeito de reversão in vivo. Entretanto, para 

verificar essa hipótese, mas estudos precisam ser realizados. Por outro lado, embora a 

curcumina também previna a redução da NEP induzida pela STZ, o inibidor do PPARγ, 

GW9662, incubado com curcumina e STZ causou um aumento nos níveis de NEP. O GW9662, 

atua por ligação direta ao PPARγ de forma irreversível, bloqueando a ligação de seus ativadores 

(Leesnitzer et al., 2002). Entretanto, nosso trabalho sugere que, em alguns casos, esse composto 

pode não inibir completamente os efeitos de agonistas do PPARγ. Trabalhos prévios também 

mostraram que o GW9662 não foi capaz de inibir os efeitos de um agonista PPARγ (Chaffer et 

al., 2006), bem como ainda potencializou a ação de outro (Seargent et al., 2004). Contudo, 

nossos achados corroboram a importância da sinalização do PPARγ nos astrócitos para modular 
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alterações associadas à DA, evidenciando também a ação da curcumina nessas células para a 

prevenção do acúmulo de βA. 

Em suma, os resultados obtidos neste estudo destacam a relevância da via do PPARγ nos 

astrócitos como um alvo terapêutico promissor para modular as alterações associadas à DA 

(Figura 4). Ao investigar os efeitos da curcumina comparativamente aos de um agonista 

conhecido na literatura do PPARγ, a pioglitazona, em culturas de astrócitos expostas à STZ, 

observamos uma série de respostas importantes, incluindo a prevenção do acúmulo de βA e a 

redução da resposta inflamatória, que poderiam estar relacionados a uma melhora na cognição. 

Além disso, constatamos que a ativação da via do PPARγ influencia diretamente a expressão 

das enzimas de degradação do βA, NEP e IDE, com efeitos protetores observados tanto para a 

pioglitazona quanto para a curcumina. Esses achados fornecem insights valiosos sobre os 

mecanismos subjacentes aos efeitos neuroprotetores da curcumina e reforçam a importância do 

PPARγ como um mediador chave na regulação das respostas astrocíticas na DA. 

5. Conclusão 

A partir dos resultados desse trabalho reforçamos a importância da STZ como modelo de 

estudo das fases iniciais e da progressão da doença de Alzheimer e propomos o uso dessa 

molécula como um modelo de DA in vitro. Evidenciamos também a importância das alterações 

em astrócitos nas fases iniciais da DA, bem como o papel protetor da curcumina nessa fase da 

doença por um mecanismo que envolve, ao menos em parte, a regulação de PPARγ. Baseado 

em nossos dados, podemos concluir que a curcumina é uma molécula com potencial para 

estratégias preventivas e para o desenvolvimento de novos fármacos baseados em sua estrutura 

para o tratamento da DA.  
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6. Perspectivas futuras 

Explorar o modelo in vitro de DA quanto a alterações clássicas do modelo in vivo, como 

metabolismo energético e resposta inflamatória nos astrócitos;  

Fazer um grupo in vivo com o inibidor de PPARγ, GW9662, e curcumina para investigar  a 

influência dessa via nos parâmetros avaliados; 

Manter o tratamento com curcumina até as 4 semanas para avaliar os parâmetros que foram 

alterados apenas no tempo de 1 semana após a administração de STZ. 

Avaliar possíveis efeitos tróficos da curcumina através de medidas de parâmetros como 

BDNF, marcadores anti-inflamatórios, em especial a IL-10; 

Investigar a translocação nuclear do PPARγ nos astrócitos através de imunocitoquímica; 

Avaliar os efeitos da curcumina em um modelo in vitro de microglia.  

7. Apoio financeiro 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001, Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), bem como da Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS) e Instituto Nacional de 

Ciência e Tecnologia para Excitotoxicidade e Neuroproteção (INCTEN).  
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Anexo I – Carta de aprovação da comissão no uso de animais do capítulo I 
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Anexo II – Carta de aprovação da comissão no uso de animais do capítulo II 
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