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RESUMO

Doencgas neuropsiquiatricas apresentam fisiopatologia complexa. Contudo, sabe-se que
individuos com transtorno bipolar (TB), por exemplo, apresentam disfungdo mitocondrial no
complexo I. A partir disso, a busca por novos métodos terapéuticos vem aumentando em relagéo
ao uso de produtos naturais,com isso vem sendo estudado o agai (Euterpe oleracea Mart.) que
possui propriedade anti-inflamatéria. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anti-
neuroinflamatério do acai através da modulacdo do inflamassoma NLRP3. Foi entdo produzido
e caracterizado o extrato de acai. Micrdglias foram cultivadas e ativadas com lipopolissacarideo
(LPS) e nigericina. Em seguida, estas células foram tratadas com o extrato. Os resultados obtidos
demonstraram que o extrato de acai possui significativo efeito anti-neuroinflamatério e este
potencial se da através da modulacdo da expressao proteica do inflamassoma NLRP3. Sendo
assim, conclui-se que o agai € um produto natural com capacidade de modular a inflamagao neural,
podendo ser um forte candidato ao desenvolvimento farmacoldgico.

Palavras-chave: Doengas neuropsiquiatricas; Disfungdo mitocondrial; Euterpe oleracea
Mart.; Inflamassoma NLRP3
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1. INTRODUGAO

As doencas neuropsiquiatricas se caracterizam como uma importante problematica
de saude publica mundial e apresentam uma fisiopatologia complexa. Ha estudos que tentam
compreender essas doengas. Andreazza e colaboradores (2010) descreveram que individuos com
transtorno bipolar (TB), por exemplo, apresentam disfun¢cdo mitocondrial no complexo I. Essas
doencgas também estio vinculadas com a ativagao inflamatéria crénica e ha relatos de que existe
uma ligagdo com o metabolismo oxidativo de forma que o0 aumento dos niveis de espécie reativas
de oxigénio (EROS) atua como agente indutor inflamatério estéril via ativagdo do inflamassoma
NLRP3 (KIM et al.,, 2016). O inflamassoma NLRP3 é um complexo proteico com ASC e pré-
caspase-1 que quando é ativado é capaz de liberar a caspase-1 ativa, seguida pelas interleucinas
IL-1B e IL-18, que induzem a ativagdo da cascata pré-inflamatoria.

A partir disso, a busca por alternativas anti-inflamatérias baseadas em produtos naturais
tem sido de interesse. Podemos exemplicar o estudo descrito por Machado e colaboradores (2019)
sobre o acgai, que é cientificamente conhecido como Euterpe oleracea Mart, o qual apresentou
potencial anti-inflamatario.

2. METODOLOGIA

2.1 Producao e caracterizagao do extrato hidroalcéolico de acgai

Foram obtidos frutos de acai frescos a partir de uma regiao de colheita da floresta
tropical amazoénica, os frutos foram transportados até o Laboratério de Cultura Celular
da Universidade Franciscana sob refrigeragcdo para que nao houvesse perda das
caracteristicas funcionais do fruto. Chegando ao laboratério, os frutos foram
completamente macerados para a remogao das sementes e logo apds dispostos em
frascos a@mbar na concentragcdo de 300 mg/mL utilizando como solvente o etanol 70%.
Foram 21 dias totais de extracdo, sendo em seguida rotaevaporado e liofilizado para
obtencao do produto em pd, entdo o extrato em pd foi conduzido para caracterizagao,
através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo injetado no

aparelho o extrato diluido na concentragdo de 10 mg/mL no aparelho SIL-20” Shimadzu
Auto Sampler, sendo a coluna de separacdo Phenomenex C18. Os padrbes utilizados
foram: acido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico,
epicatequina, orientina, cianeto-3-0-glicosideo, luteolina e apigenina. Logo, a matriz
quimica do extrato foi determinada através da comparagdo com os picos de leitura de tais
padroes

2.2 Cultivo celular e tratamento

Primeiramente foram obtidas células da linhagem celular microglia EOC 13 (BV-2) através
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Universidade do Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e
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cultivadas em condi¢des ideais de cultivo celular. O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640
(Sigma-Aldrich — R8758, Sao Paulo, SP, Brasil) contendo 10 mM de Hepes (Ludwig - 0220402,
Porto Alegre, RS, Brasil) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, F2442, Sao Paulo,
SP, Brasil) e suplementado com 1% de antibiéticos penicilina/estreptomicina (100U/mL e 100mg/
mL, respectivamente) (Gibco Thermo Fisher, 15140122, Sao Paulo, SP, Brasil) e 1% de antifungico
anfotericina B (Gibco Thermo Fisher, 15290018, Sdo Paulo, SP, Brasil). As células foram mantidas
em incubadora de CO2, com saturacao de 5% de CO2 e 37°C até a obtengdo do numero de células
ideais para a realizagao de todos os tratamentos e ensaios experimentais.

Em relagao ao tratamento foi realizada uma curva de concentragao-efeito do extrato de
acai nas concentrag¢des de 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 1; 10; 100; 500; 1000 pg/mL durante 24h,
48h e 72h, onde a concentragcdo que demonstrou melhor eficacia (resultou em viabilidade celular
aproximada ao controle negativo) foi a de 0,1 pg/mL, sendo assim a escolhida para os demais
testes.

2.2.1 Exposigao aos agentes estressores

Para induzir a inflamacao por meio de indutores inflamatdrios DAMP’s, as células BV-2
foram expostas ao LPS na concentragdo de 0,1 pg/mL e a nigericina na concentracédo 1uM, a
fim de imitar os sinais de ativacdo de NLRP3, respectivamente. As células foram expostas ao
LPS como indugdo do NLRP3-priming por 72 h. Apds o tratamento inicial com LPS, as células
foram tratadas com nigericina por 24 horas, para ativar a montagem do NLRP3. Uma curva de
concentracao-resposta foi realizada com o extrato hidroalcodlico de agai liofilizado para determinar
a concentragado mais eficaz para reduzir a ativagao inflamataria.

2.3 Determinacgao da viabilidade celular

Apobs os respectivos tratamentos e periodos de incubacgao, as células BV-2 foram submetidas
a avaliacdo da Vviabilidade celular através do ensaio colorimétrico no uso de
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) conforme Kang e colaboradores
(2010). O MTT é um reagente de coloracdo amarela que é capaz de penetrar o meio intracelular.
Em células viaveis, este reagente € metabolizado a partir de enzimas intracelulares, formando
cristais de formazan de coloragao purpura. Através da adi¢gdo de dimetilsulfoxido (DMSO), estes
cristais sao solubilizados e externalizados ao meio extracelular. Desse modo, pode-se aferir a
absorbancia através de leitura espectrofotométrica em 570 nm. Logo, quanto maior a leitura obtida,
maior a viabilidade celular.

2.4 Avaliacao indireta da produgao de 6xido nitrico

As células foram avaliadas quanto a producao de 6xido nitrico, depois do tempo de incubacgao
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necessario, através de um ensaio colorimétrico de quantificacdo indireta de tal molécula gasosa.
Este ensaio foi realizado baseando-se na metodologia descrita por Choi e colaboradores (2012),
utilizando o reagente de Greiss. Este ensaio permite a medicdo de metabdlitos de NO, nitrato e
nitrito. Apos a realizagdo do ensaio e incubagao de 15 minutos, a absorbancia foi determinada no
comprimento de onda de 540 nm através de um leitor de placas.

2.5 Mensuragao da taxa total de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Os niveis totais de EROs foram determinados utilizando o ensaio da 27
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich-D6883; St. Louis, MO, EUA), como
descrito por Costa e colaboradores (2012). Este reagente € um composto nao fluorescente que
€ desacetilado pelas enzimas esterase mitocondriais em diclorodihidrofluoresceina (DCFH) que
reage com as moléculas EROs e se torna diclorofluoresceina (DCF), um composto fluorescente.
Logo, quanto maior a intensidade da fluorescéncia emitida, maior é a taxa total de EROs produzida.
Logo, a fluorescéncia foi medida a um comprimento de onda de excitagdo de 488 nm e um
comprimento de onda de emissao de 525 nm utilizando o aparelho leitor de placas SpetraMax i3
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA).

2.6 Mensuracgao da interleucina-1$, da caspase-1 e do inflamassoma NLRP3

Foram mensuradas nas ceélulas BV-2 apds os devidos tratamentos com a concentragao
mais efetiva do extrato hidroalcodlico de acgai e sua associacdo com o LPS e nigericina, as citocinas
pré-inflamatdrias interleucina-1p (IL-1 8), bem como a expressao proteica do inflamassoma NLRP3
através de enzimaimunoensaios (ELISA) através do kit comercial QuantiKine Cytokines
Immunoassay® (R&D Systems — D2050; Minneapolis, MN, USA), seguindo as instrugées do
fabricante.

2.7 Analise estatistica.

Os dados obtidos foram tabelados em planilha do sistema Microsoft Execel, versao 2010,
sendo os valores transformados para média * desvio padrao, entdo foram transformados em
porcentagem em relagcdo ao controle negativo e a analise estatistica foi desenvolvida através de
teste de varidncia de uma via, seguido de post hoc de Tukey, utilizando o programa GraphPad
Prism, versao 5.0 (GraphPad Prism software, 2015; San Diego, CA, EUA). Os resultados com
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente foi produzido o agai em pd e através da caracterizagdo do extrato, foi
detectada a presencga de 10 moléculas bioativas compondo a matriz quimica, sendo as maijoritarias,
a orientina, a luteolina e o acido p-cumarico (figura 1).
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Figura 1: Caracterizacdo do extrato de agai via andlise cromatografica. Cada pico representa uma molécula
bioativa avaliada, sendo : 1. acido galico 2. Catequina 3. acido clorogénico 4.acido cafeico 5.acido
p-cumarico6.epicatequina 7.Orientina 8. cianeto-3-0-glicosideo 9. Luteolina 10.apigenina.

Sabe-se que a orientina € um flavonoide encontrado em plantas que possui expressivas
atividades bioldgicas, dentre as quais pode-se destacar o efeito antioxidante (XIAO et al., 2018),
antitumoral (KIM et al., 2018) e até mesmo anti-inflamatério (KU et al., 2014). A luteolina é
conhecida cientificamente por seus efeitos antioxidante (SEELINGER et al., 2008), anti-diabético
(SALIB et al., 2013), anti-inflamatorio e neuroprotetor (NABAVI et al., 2015). Adicionalmente, o
acido p-cumarico é um potente antioxidante (MATHEW et al., 2015) e que pode atuar como
cardioprotetor (KHEIRY et al., 2020).

Microglias tratadas apenas com a cuva concentragdo-efeito de extrato de acgai (figura
2) apresentaram aumento na viabilidade celular em concentragdes baixas (0,001-0,01 pg/mL)
quando comparado ao controle negativo. Ja a concentragdo de 1000 ug/mL foi capaz de reduzir
a viabilidade celular. Apds 48h de exposicado ao extrato as células manteram a proliferagao celular
para a maioria das concentragdes testadas a niveis semelhantes ao controle negativo. Ja apos 72h
de tratamento, micrdglias expostas a 0,001 e 0,005 pg/mL de extrato apresentaram aumento da
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proliferagéo celular, enquanto que as concentragdes de 500 e 1000 ug/mL foram capazes de induzir
reducdo da proliferacao celular. Contudo, a maioria das concentracbes testadas, independente do
tempo de exposi¢édo, mantiveram os niveis de produgédo de EROs. Tais resultados corroboram com
os achados descritos por Machado e colaboradores (2016), onde neurbnios-like foram expostos ao
extrato de agai nestas mesmas concentragdes
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Figura 2: Microglias expostas a uma curva concentracao-efeito de extrato de agai. A) analise da viabilidade
celular via ensaio MTT de células tratadas durante 24h; B) Avaliagao da taxa total de espécies reativas
de oxigénio em células tratadas durante 24h; C) analise da proliferacédo celular via ensaio MTT de células
expostas durante 48h; D) Avaliagdo da taxa total de espécies reativas de oxigénio em células tratadas
durante 48h; E) analise da viabilidade celular via ensaio MTT de células tratadas durante 72h; F) Avaliagao
da taxa total de espécies reativas de oxigénio em células tratadas durante 72h. Foi conduzida analise
estatisticas via ANOVA de uma via, seguido de post hoc de Tukey. Letras diferentes representam diferengas
estatisticas entre os grupos.

A melhor concentragéo foi de 1 mg/mL durante 72h de extrato de agai foi capaz de normalizar os indices de
proliferagéo celular a niveis semelhantes ao controle negativo.

As células foram expostas ao lipossacarideo (LPS) e a nigericina para induzir inflamacao,
ap6s a indugao da inflamacéao foram tratadas com extrato de acai por 24h, 48h e 72h. Para induzir
a inflamagéo a concentragao considerada eficaz de LPS foi de 0,1 ug/mL por 72h (figura 3). Ja de
nigericina foi a concentracao de escolh foi 1 uM por 24h, a qual foi capaz de causar a ativagao das
microéglias (figura 4). Sabe-se que o LPS e a nigericina sdo excelentes moléculas capazes de ativar
a resposta inflamatéria em células de perfil imunoldgico (JANG et al., 2020).
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Figura 3: Microglias expostas a diferentes concentragbes de LPS. A) Analise da viabilidade celular de
microglias tratadas por 24h; B) Avaliagdo da produgao de 6xido nitrico em micréglias expostas por 24h; C)
Medida da taxa total de espécies reativas de oxigénio em células tratadas por 24h; D) Analise da proliferagédo
celular de microglias tratadas por 48h; E) Avaliagéo da produgéo de d6xido nitrico em micréglias expostas por
48h; F) Analise da taxa total de espécies reativas de oxigénio em células tratadas por 48h; G) Avaliagdo da
proliferagédo celular de microglias tratadas por 72h; H) Analise da produgdo de 6xido nitrico em micréglias
expostas por 72h; 1) Avaliagdo da taxa total de espécies reativas de oxigénio em células tratadas por 72h. Foi
conduzida analise estatisticas via ANOVA de uma via, seguido de post hoc de Tukey. * = p<0,05; ** = p<0,01;
*** = p<0,001.
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Figura 4: Exposicado das microglias a Nigericina A) Avaliagdo da viabilidade celular de micréglias tratadas
por 24h; B) Analise da produgao de 6xido nitrico em microglias expostas por 24h; C) Medida da taxa total de
espécies reativas de oxigénio em células tratadas por 24h; D) Avaliagao da proliferagao celular de microglias
tratadas por 48h; E) Analise da producdo de 6xido nitrico em microglias expostas por 48h; F) Avaliagao da
taxa total de espécies reativas de oxigénio em células tratadas por 48h; G) Analise da proliferagéo celular
de micréglias tratadas por 72h; H) Avaliagdo da produgdo de 6xido nitrico em micréglias expostas por 72h;
I) Andlise da taxa total de espécies reativas de oxigénio em células tratadas por 72h. Foi conduzida analise
estatisticas via ANOVA de uma via, seguido de post hoc de Tukey. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Por fim, o extrato de acai induziu reducdo dos parametros de estresse oxidativo
e modulou positivamente a expressido proteica do inflamassoma NLRP3, da caspase-1 e da
interleucina-1b, em microglias ativadas pelo sinergismos LPS-nigericina. Tais resultados estédo
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condizentes com os dados publicados por Machado e colaboradores (2019), onde o extrato de agai
atuou como anti-inflamatério em macréfagos ativados com fitohemaglutinina, através da modulagéo
do inflamassoma NLRP3 e das citocinas proé-inflamatérias.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, acredita-se que o extrato hidroalcodlico de acgai possui
potente efeito anti-neuroinflamatério e pode ser uma excelente alternativa ao desenvolvimento
de estudos de carater farmacolégico que visem produzir farmacos ou suplementos destinados a
pacientes com problematicas neuropsiquiatricas. Observou-se que o extrato de acai hidroalcéolico
liofilizado reduziu a transcricdo de NLRP3 e pro-caspase-1, causando menos suprimentos
necessarios para a montagem do complexo proteico NLRP3 e atuou reduzindo o conjunto do
inflamassoma NLRP3, diminuindo também a liberagdo ativada de caspase-1, potencialmente
diminuindo a cascata de citocinas pro-inflamatérias.
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