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Introdução: As doenças neuropsiquiátricas, como o transtorno bipolar, possuem 

fisiopatologia bastante complexa. Muitas vezes o diagnóstico e a escolha de um tratamento 

eficaz são de difícil realização. Atualmente vêm sendo desenvolvidos estudos relacionados 

aos mecanismos causais e que podem ser direcionados a descoberta de novos biomarcadores 

característicos de doenças mentais. Alguns estudos descrevem a existência de uma forte 

associação entre doenças neuropsiquiátricas e disfunção mitocondrial e consequentes 

alterações celulares. Adicionalmente, algumas doenças psiquiátricas estão também associadas 

à inflamação crônica, via produção de citocinas pró-inflamatórias. Dessa forma, a busca pelo 

desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de doenças psiquiátricas é de grande 

necessidade. A Euterpe oleracea, espécie conhecida popularmente como açaí, é uma fruta 

amazônica potencial candidata a estudos neurofarmacológicos devido a sua constituição 

química que inclui uma variedade de moléculas bioativas que poderiam atuar tanto 

melhorando a função mitocondrial e a resposta inflamatória. Objetivo: realizar revisão da 

literatura sobre o impacto da disfunção mitocondrial no transtorno bipolar, caracterizar 

quimicamente e avaliar o potencial efeito neurofarmacológico in vitro do extrato de açaí na 

modulação da função mitocondrial, do metabolismo oxidativo e inflamatório. Metodologia: 

inicialmente foi produzido um estudo de revisão teórico-literário sobre a associação entre o 

transtorno bipolar e o metabolismo mitocondrial celular baseado em artigos científicos 

publicados nos últimos 20 anos em revistas indexadas no PUBMED-MEDLINE da Biblioteca 

dos Estados Unidos da América. Esta revisão auxiliou na concepção do delineamento da parte 

experimental do trabalho. A pesquisa experimental in vitro foi feita utilizando-se a linhagem 

comercial SH-SY5Y expostas a rotenona.  As células SH-SY5Y foram obtidas da American 

Type Culture Collection (ATCC
®
) e foram tratadas com um extrato hidroalcólico de açaí 

liofilizado, no qual as principais substâncias bioativas foram quantificadas por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE).  O efeito do açaí sobre a viabilidade celular foi avaliado 

através de diferentes curvas concentração-efeito. Foi induzida disfunção no complexo I 

mitocondrial através do uso da rotenona nas concentrações de 5, 15 e 30 nM. Antes ou após o 

tratamento com rotenona, foi adicionado o extrato de açaí (5 µg/mL) a fim de avaliar a 

capacidade de prevenção e/ou reversão dos efeitos da rotenona. Após os tratamentos, foram 

desenvolvidos ensaios experimentais de avaliação da cadeia de transporte de elétrons, da 

atividade enzimática do complexo I mitocondrial, da expressão proteica e gênica das 

subunidades NDUFS7, S8, V1 e V2, da taxa total de espécies reativas de oxigênio e da 

lipoperoxidação. Já para o terceiro estudo, foi utilizada linhagem celular de macrófagos RAW 

264.7, também obtidos da ATCC. Tais células foram ativadas com fitohemaglutinina (PHA) e 

expostas a diferentes concentrações de extrato de açaí durante 72h. Com base na concentração 

mais efetiva do extrato (1 μg/mL) frente à inflamação, foram realizadas as avaliações de 

parâmetros do metabolismo oxidativo, do ciclo celular e da expressão de citocinas 

inflamatórias e do inflamassoma NLRP3, via diferentes métodos experimentais. Os resultados 

foram estatisticamente comparados por análise de variância de uma via seguida de teste post 



hoc de Tukey ou Dunnet. Resultados: os resultados obtidos foram organizados sob a forma 

de três artigos científicos. A revisão de literatura foi publicada no Canadian Journal of 

Psychiatry e indicou a relevância de estudos que identifiquem plantas com potencial 

propriedade de modular o complexo I mitocondrial. Os resultados obtidos no segundo estudo 

foram publicados na revista Oxidative Medicine and Cellular Longevity onde se observou que 

o extrato hidroalcoólico de açaí apresentou níveis elevados das seguintes moléculas: orientina 

(8,05±0,03 mg/g), ácido p-cumárico (3,52±0,01 mg/g) e apigenina (3,49±0,01 mg/g). Os 

resultados in vitro relacionados à disfunção mitocondrial e estresse oxidativo mostraram que a 

concentração mais efetiva do extrato hidroalcoólico de açaí que aumentou a viabilidade 

celular foi a de 5 μg/mL após 48h de incubação.  Foi observado que o extrato de açaí em 

ambos os modelos experimentais apresentou efeito protetor sobre o complexo I mitocondrial e 

este efeito deveu-se ao aumento da expressão proteica e gênica principalmente das 

subunidades NDUFS7 e S8 que constituem a região de atividade deste complexo. Além disso, 

foi evidenciada redução da taxa total de espécies reativas de oxigênio (EROs) e diminuição 

dos níveis de peroxidação lipídica. Os resultados do terceiro estudo foram organizados sob a 

forma de um manuscrito a ser submetido à revista Inflammation Research.  Nele foi 

observada atividade anti-inflamatória do açaí em macrófagos RAW PHA-ativados, sendo a 

concentração estimada para diminuir em 50% a resposta inflamatória (EC50) de 1 μg/mL. 

Testes complementares mostraram que esta concentração foi capaz diminuir marcadores 

inflamatórios como taxa de proliferação celular, ciclo celular, níveis de EROs e de óxido 

nítrico. O açaí também reduziu os níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNFα. 

INFγ) e relacionadas ao inflamassoma NLRP3, e também aumentou os níveis da citoticina 

anti-inflamatória IL-10. Conclusão: os resultados obtidos sugerem que o açaí possui atividade 

neurofarmacológica e que é um potencial candidato no desenvolvimento de novos fármacos 

ou suplementos alimentares direcionados ao tratamento de doenças psiquiátricas, em especial 

o transtorno bipolar que está relacionado à disfunção do complexo I mitocondrial e à ativação 

inflamatória crônica. 

 

 

Palavras-chave: Euterpe oleracea Mart. Açaí. Transtorno bipolar. Disfunção mitocondrial. 

Inflamação crônica. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

NEUROPHARMACOLOGICAL PROPERTIES OF Euterpe oleracea: AN IN VITRO 

STUDY OF THE POTENTIAL USE AT PSYCHIATRIC ILLNESS TREATMENT  

 

 

AUTHOR: Alencar Kolinski Machado 

SUPERVISOR: Prof Dr Ivana Beatrice Mânica da Cruz 

 

 

Introduction: Neuropsychiatric diseases, as bipolar disorder (BD), have a very complex 

pathophysiology. Several times the diagnostic and to choose a correct treatment are difficult. 

Currently, have been developed studies related to mechanisms that can be associated with 

specific biomarkers present on mental illness. Some studies are describing an association 

between neuropsychiatric diseases and mitochondrial dysfunction and consequent cellular 

modifications. Additionally, some psychiatric illnesses are been associated with chronic 

inflammatory activation via pro-inflammatory cytokines production. In this sense, the search 

for drug development to treat psychiatric illness is very necessary. Euterpe oleracea, known 

as açaí, is an Amazonian fruit and a potential candidate for neuropharmacological study due 

to chemical matrix, including a variety of bioactive compounds with biological effects. There 

are molecules that could act at mitochondrial function and neurophysiology. Objective: to 

perform a literature review about the mitochondrial dysfunction impact at bipolar disorder and 

chemically analyse and evaluate the neupharmacological in vitro effect of açaí extract through 

mitochondrial function modulation and oxidative and inflammatory metabolisms. 

Methodology: initially we produced a review about the association between BD and cellular 

mitochondrial metabolism based on scientific articles published at last 20 years in different 

journals found at PUBMED-MEDLINE of American library. This review helped to create the 

ecperimental in vitro design of this study. After, we performed an in vitro experimental 

research using a cell line SH-SY5Y exposed to rotenone. SH-SY5Y cells were obtained from 

American Type Culture Collection (ATCC®), and treated with freeze-dried hydroalcoholic 

açaí extract which was analyzed by high performance liquid chromatography. Initially the 

açaí effect at cell viability was measured through different concentration-effect curves. We 

also induced mitochondrial complex I dysfunction using rotenone at 5, 15 and 30 nM. Before 

and after rotenone exposition 5 µg/mL of açaí extract was added to evaluate the potential 

effect of açaí to prevent and reverse rotenone damages. After all treatments were performed 

experimental assays to evaluate the mitochondrial transport chain, the mitochondrial complex 

I enzyme activity, the protein and gene expression of NDUFS7, S8, V1 and V2 of complex I, 

the total levels of reactive oxygen species and lipid peroxidation. For the third study we used 

RAW 264.7 macrophages from ATCC. Cells were activated with PHA and exposed to 

different concentrations of açaí extract during 72h. Using the most anti-inflammatory 

effective concentration of açaí extract, we developed all another experimental assays to 

evaluate oxidative metabolism parameters, cell cycle and protein expression of cytokines and 

NLRP3-inflammasome. The statistical analysis was performed by one way anova followed by 

Tukey or Dunnett post hoc. Results: the obtained results were organized in three scientific 

articles. The review paper was published at Canadian Journal of Psychiatry and indicated the 

relevance of studies that dentify plants with potential properties to modulate mitochondrial 

complex I. The obtained results of second study were published at Oxidative and Cellular 

Longevity journal where we observed that hydroalcoholic açaí extract presented high levels of 

orientin (8,05±0,03mg/g), p-cumaric acid (3,52±0,01mg/g) and apigenin (3,49±0,01mg/g). In 



vitro results related to mitochondrial dysfunction and oxidative stress showed that the most 

effective concentration of açaí extract was 5μg/mL after 48h of incubation. We observed that 

açaí extract at both experimental models presented protective effects under mitochondrial 

complex I and this effect was due to an increased protein and gene expression mainly for 

NDUFS7 and S8 subunits that form the active region of this complex. Despite, was observed 

a decreased rate of reactive oxygen species and of lipid peroxidation under açaí exposition. 

Results of third study were organized in a manuscript that will be submitted for publication at 

Inflammation Research journal. It was observed the anti-inflammatory activity of açaí in 

macrophage PHA-induced, where the effective concentration able to reduce 50% of cellular 

proliferation (EC50) 1 μg/mL. Complementary assays showed that this specific concentration 

is capable to decrease inflammatory markers as proliferation rate, cell cycle, ROS levels and 

nitric oxide. Açaí also reduced pro-inflammatory cytokines levels (IL-1β, IL-6, TNFα. INFγ), 

and the inflammasome NLRP3, increasing IL-10 levels. Conclusion: the results obtained 

until this moment are suggesting that açaí has neuropharmacological activity and is a potential 

candidate for drug development or food supplement for psychiatric diseases treatment, 

especially BD which is related to mitochondrial complex I dysfunction and chronic 

inflammatory activation. 

 

 

Keywords: Euterpe oleracea Mart. Açaí. Bipolar disorder. Mitochondrial dysfunction. 

Chronic inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DOENÇAS NEUROPSIQUIÁTRICAS: O TRANSTORNO BIPOLAR COMO 

PROBLEMA DE SAÚDE PÚBLICA 

 

As doenças neuropsiquiátricas representam um grande problema de saúde pública 

mundial e brasileira. Investigações epidemiológicas feitas na década de 90, já estimavam que 

cerca de 30% da população brasileira adulta havia apresentado algum tipo de transtorno 

psiquiátrico no período de um ano, incluindo transtornos mentais de considerável gravidade 

como a esquizofrenia, que na época já afetava cerca de 1% da população no Brasil (OMS, 

1993). Estudo realizado pela Global Burden of Disease em 1996 já relatava que as doenças de 

caráter neuropsiquiátrico eram responsáveis por cerca de um quarto das condições de perda da 

saúde, sendo 20 vezes superior as atribuições relacionadas ao câncer e oito vezes superior à 

doenças cardíacas, neste sentido (MURRAY e LOPEZ, 1996). 

Considerando um paradigma mais amplo, os transtornos mentais se caracterizam como 

uma das principais causas de morbidade mundial afetando cerca de 5 a 25% da população 

(WHO, 2004). Já considerando o Brasil, estima-se que 5 milhões de indivíduos apresentem 

transtornos psiquiátricas graves (WHO, 2015). Tendo como base os estudos mais recentes de 

caráter epidemiológico, tais doenças mentais podem ser classificadas em altamente 

prevalentes e menos prevalentes. Dentre as mais prevalentes encontra-se a depressão maior, a 

distimia e desordens de ansiedade, já entre as menos prevalentes, mas não menos importantes, 

estão a esquizofrenia, o transtorno bipolar e desordens de alimentação, todavia, os dados 

obtidos são baseados em estudos de prevalência e incidência de tais problemáticas públicas 

considerando o número de indivíduos que recebem atendimento especializado (tabela 1) e 

existe uma disparidade entre regiões e países quanto ao número de tais estudos (figura 1), o 

que por vez pode comprometer esta classificação, demonstrando assim a necessidade e 

importância da efetivação de estudos epidemiológicos de qualidade (BAXTER et al., 2013). 
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Tabela 1 - descrição do número de indivíduos que recebem atendimento especializado quanto à doenças 

neuropsiquiátricas mais e menos prevalentes em diferentes regiões do mundo. 
GBD – Região 

do mundo 

População 

regional em 

2005 

Desordens de alta prevalência Desordens de baixa prevalência 

 (18-80 anos) Depressão 

maior 

Distimia Ansiedade Esquizofrenia Transtorno 

bipolar 

Desordem 

alimentar 

Ásia Pacífica 140,611 80,8% 1.0% 93,1% 71,6% 3,8% 23,1% 

Ásia Central 48,459 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

Ásia Leste 968,141 12,2% 8,3% 2,5% 15,6% 8,4% 7,9% 

Ásia Sul 887,704 1,7% 0,0% 4,9% 6,3% 0,0% 0,0% 

Ásia Sudeste 368,908 14,5% 0,0% 15,5% 0,4% 0,0% 0,0% 

Australásia 17,792 100% 100% 100% 85,1% 100% 16,4% 

Caribe 26,964 9,1% 0,0% 0,0% 28,3% 0,0% 0,0% 

Europa Central 91,890 16% 0,0% 25,5% 0,0% 0,0% 18,8% 

Europa Oriental 164,965 23,6% 22,9% 22,3% 1,3% 1,7% 0,0% 

Europa 

Ocidental 

310,486 73,6% 7,5% 81,8% 12,6% 19% 57,3% 

América Latina, 

Andina 

29,663 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

América Latina, 

Central 

131,753 49,8% 46% 69,7% 0,7% 34,5% 71% 

América Latina, 

Sulista 

39,110 16,5% 0,0% 28,4% 0,0% 11,6% 0,0% 

América Latina, 

Tropical 

125,791 9,7% 6,4% 6,4% 0,0% 6,4% 21,1% 

Norte da África / 

Oriente Médio 

249,810 47% 23,1% 43,7% 0,0% 14,5% 0,0% 

América do 

Norte 

239,174 100% 90,2% 93,4% 89,8% 89,8% 89,8% 

Oceania 4,725 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

África Central 39,586 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

África Leste 153,193 1,3% 0,7% 0,4% 6,4% 0,9% 0,1% 

África Sul 39,988 0,1% 0,1% 73,6% <0,1% 0,0% 0,0% 

África Oeste 147,840 46,6% 46,6% 46,6% 0,0% 47% 0,0% 

Mundo 4,227,400 35,4% 29,4% 44,2% 14,2% 12,9% 15,2% 

Fonte: adaptado de Baxter e colaboradores (2013). 

 

Figura 1 - Ilustração representativa da realização de trabalhos epidemiológicos por país, considerando a 

população atendida para o tratamento de esquizofrenia, transtorno bipolar e desordens alimentares até o 

ano de 2011. 

 

Fonte: adaptado de Baxter e colaboradores (2013). 

 

Dados recentes publicados pela Organização Mundial da Saúde (OMS, 2015) 

descrevem que a esquizofrenia, por exemplo, atualmente afeta cerca de 21 milhões de pessoas 
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no mundo enquanto o transtorno bipolar acomete em torno de 60 milhões de indivíduos. Além 

disso, é destacado que o desenvolvimento de tais desordens mentais está não somente 

relacionado a atributos individuais, como gerenciamento de pensamento, emoções, 

comportamentos e interações com a sociedade, mas também inclui diversos fatores sociais, 

econômicos, culturais, ambientais e políticos, tais como condições de trabalho e normativas 

de vida. 

No início do século 20 Kraepelin, um psiquiatra alemão, descreveu pela primeira vez 

os sinais e sintomas da psicose maníaco-depressiva. Todavia, com a publicação da terceira 

edição do Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders em 1980, esta doença 

passou a ser nomeada de transtorno bipolar (American Psychiatric Association, 1980). Tanto 

o transtorno bipolar quanto a depressão unipolar passaram a ser classificadas como 

transtornos de humor, onde o indivíduo apresenta variações de humor que desencadeiam 

vários sintomas característicos de cada distúrbio (DEL PORTO et al., 2005). 

O transtorno bipolar é uma doença psiquiátrica severa, grave e prevalente que se faz 

presente em mais de 3% da população mundial e em cerca de 4% da população adulta 

brasileira. Tal doença é caracterizada por sintomas clínicos que incluem períodos que oscilam 

entre estados de mania e depressão, assim como efeitos psicóticos, o que muitas vezes acaba 

por dificultar o diagnóstico, pois apesar de possuir prognóstico pior, os sintomas se 

assemelham à doença depressiva maior, bem como compartilha de uma fisiopatologia 

semelhante com outras doenças psiquiátricas (JUDD et al., 2008; ABTB, 2013; EMSLEY et 

al., 2013). No caso, a ocorrência de estados psicóticos, estes são caracterizados pela ―perda do 

contato com a realidade‖, fazendo jus ao termo psicose que é oriundo do grego ―psique‖, para 

mente, e ―ose‖, para condição anormal, significando literalmente, condição anormal da mente 

(KLINGER et al., 2013). 

Quanto a classificação do transtorno bipolar, existe o tipo I, ocorrendo episódios de 

depressão e de mania ou mistos, como também há o tipo II, também chamado de hipomaníaco 

(American Psychiatric Association, 2000; AKISKAL, 2009), sendo que ambos os tipos 

tendem a evoluir com vários estados de recorrência (JUDD et al., 2002; JUDD et al., 2003). 

Para a realização do diagnóstico e classificação do distúrbio apresentado, além da avaliação 

psíquica, se faz necessário considerar os aspectos evolutivos da doença devido as grandes 

variações de padrões de alternância dos estados de humor em cada episódio efetivo 

(STRAKOWSKI et al., 2011), para que assim possa ser indicado e realizado o tratamento 

mais adequado (MATZA et al., 2005). No diagnóstico de transtorno bipolar do tipo I, o 

indivíduo deve ter apresentado no mínimo um episódio de mania ou misto, ocorrendo 
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geralmente em sujeitos que já apresentaram períodos depressivos. Por outro lado, o indivíduo 

com transtorno bipolar do tipo II não possui períodos maníacos e sim deve ter apresentado 

pelo menos um episódio hipomaníaco, porém tal distinção, muitas vezes, não é facilmente 

realizada (BENAZZI et al., 2005). Além disso, o maior erro diagnóstico que pode acontecer 

com tais indivíduos é durante um episódio depressivo ser feito o diagnóstico de depressão 

unipolar, pois nesse caso, o tratamento farmacológico indicado é equivocado (FRANCES e 

JONES, 2012). No estudo prospectivo realizado por Ghaemi e colaboradores (1999), por 

exemplo, foi observado que cerca de 40% dos indivíduos de um hospital, diagnosticados com 

transtorno bipolar do tipo I, haviam sido previamente diagnosticados com depressão unipolar. 

Dessa forma, Akiskal e Pinto (1999), com o intuito de atualizar e facilitar o diagnóstico do 

transtorno bipolar sugeriram outras classificações além dos tipos I e II, incluindo os tipos III e 

IV, os quais seriam referentes a casos mais raros. Segundo os autores, o transtorno bipolar do 

tipo III refere-se a episódios de hipomania vinculados ao uso de medicamentos 

antidepressivos e farmacoterapias somáticas, enquanto que o tipo IV seria direcionado a 

indivíduos que apresentem períodos de depressão quando mais velhos que o tradicional, 

acompanhados de características atípicas, como hipersexualidade e hipersonolência. Mais 

recentemente, Angst e colaboradores (2003) recomendaram a inclusão de outras classificações 

ao espectro bipolar, incluindo a depressão leve, hipomania pura e o transtorno bipolar menor. 

Enquanto a depressão leve faz referência a distimia e a depressão menor, o transtorno bipolar 

menor refere-se a situações de depressão leve com hipomania durante somente 2 meses do 

ano, resgatando os quadros maníacos e hipomaníacos puros (SALLET e GATTAZ, 1998; 

ANGST et al., 2003). 

Contudo, o transtorno bipolar vem se caracterizando como uma problemática de saúde 

pública mundial, pois possui altos custos financeiros às organizações de saúde e está 

associado à mortalidade prematura, independente das condições econômicas do país 

(ROSHANAEI-MOGHADDAM e KATON, 2009). O sofrimento, morbidade e mortalidade 

atribuídas ao transtorno bipolar não são apenas sintomas da doença, mas sim consequência de 

recorrências (BAUER et al., 2005). Indivíduos que apresentam um grande número de 

recorrências recebem pior prognóstico com provável menor resposta aos métodos 

terapêuticos, com maiores problemas sociais, geralmente incluindo o desemprego e 

consequentemente maiores despesas aos órgãos públicos em saúde, do que aqueles 

acometidos pela doença, mas sem comorbidade (ANGST et al., 2002; TSAI et al., 2005; 

WILLIAMS et al., 2011). No estudo de Williams e colaboradores (2011) foi demonstrado que 

os custos referentes a cuidados médicos e hospitalizações de pacientes com transtorno bipolar 
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são significativamente mais elevados do que as despesas gastas com pacientes que apresentem 

outras doenças crônicas, incluindo depressão maior, asma e doença cardíaca, sendo superado 

apenas pelo diabetes, destacando a grande necessidade de atendimento especializado em 

saúde que os indivíduos com transtorno bipolar fazem demanda. 

Dessa forma, o interesse sobre o entendimento do transtorno bipolar vem aumentando 

progressivamente na área de estudo da psiquiatria, buscando-se por novos conceitos e 

reformulações que demonstrem a provável fisiopatologia dessa doença (LÓPEZ-MUÑOZ et 

al., 2006; AKISKAL et al., 2006). Recentemente, estudos científicos vêm descrevendo a 

associação entre doenças psiquiátricas, o metabolismo oxidativo celular e inflamatório, bem 

como suas consequências a nível de alterações na homeostase celular e modificações na 

expressão de determinados genes, tanto a nível mitocondrial quanto nuclear. Tais evidências 

sugerem, por exemplo, que o transtorno bipolar, a esquizofrenia e até mesmo a depressão 

maior apresentam relação com deficiência na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, 

assim como ativação inflamatória crônica. Dessa forma, estes tipos de alterações associadas a 

doenças neuropsiquiátricas estão ganhando destaque nos estudos que objetivam o 

aprofundamento do entendimento da fisiopatologia de tais doenças. Essas investigações estão 

voltadas ao descobrimento de novos biomarcadores que possam ser utilizados para facilitar o 

diagnóstico, como também para serem utilizadas no desenvolvimento de novos fármacos que 

possam atuar em alvos terapêuticos mitocondriais e/ou inflamatórios de forma a recuperar a 

homeostase celular (ANDREAZZA et al., 2010; KIM et al., 2015; KIM et al., 2016). 

 

1.2 O METABOLISMO OXIDATIVO CELULAR E SUA RELAÇÃO COM O 

TRANSTORNO BIPOLAR 

 

 A mitocôndria é uma organela celular fundamental, pois é a maior fonte de produção 

energética das células, através da produção de adenosina trifosfato (ATP). Entretanto, esta 

organela também é a principal fonte de espécies reativas de oxigênio (EROs), estando 

intimamente vinculada ao funcionamento e homeostase celular (MALKUS et al., 2009; 

STRECK et al., 2013). Sabe-se que a mitocondria em condições fisiológicas atua através da 

cadeia de transporte de elétrons para a produção de ATP, como também está envolvida no 

metabolismo do cálcio (Ca
2+

) e apresenta atividade dinâmica, a qual é indispensável ao ciclo 

celular (TWIG et al., 2008; SANTO-DOMINGO e DEMAUREX, 2010; ATKIN et al., 2011; 

RIZZUTO et al., 2012; LIESA e SHIRIHAI, 2013) (figura 2 A e B). 
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Figura 2 - Funcionamento mitocondrial. (A) mecanismos de fusão e fisão mitocondrial evidenciadas durante o 

processo de replicação celular devido à demanda energética; (B) interação mitocondrial no metabolismo do 

cálcio; processo de expressão gênica de genes associados a montagem mitocondrial; e o funcionamente da cadeia 

de transporte de elétrons na produção de ATP. 
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Fonte: o próprio autor, Machado e colaboradores (2016). 

 

Durante a produção energética uma pequena quantidade dos elétrons que atravessam a 

membrana mitocondrial através dos complexos mitocondriais acaba escapando do fluxo e por 

sua vez reduzem o oxigênio (O2) ao ânion superóxido (O2
•-
). O radical O2

•-
, produzido na 

mitocôndria, é então dismutado pela ação da enzima superóxido dismutase dependente de 

manganês (SOD2), formando peróxido de hidrogênio (H2O2). Esta espécie intermediária de 

oxigênio, ainda na mitocôndria, é então catalisada em água e oxigênio pela enzima glutationa 

peroxidase (GPx) (figura 3) (GOLDSTEIN et al., 1993; KIRKINEZOS e MORAES, 2001; 

VALKO et al., 2007). 
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Figura 3 - Atuação de enzimas antioxidantes e efeitos dos radicais livres. 

 

Fonte: adaptada de Rosenfeldt e colaboradores (2013).   
 

Entretanto, níveis elevados de H2O2 produzidos pela mitocôndria podem se deslocar 

para o citoplasma, e neste local reagir com metais de transição, especialmente o ferro (Fe
2+

), 

produzindo o radical hidroxila (·OH), por reação denominada reação de Fenton. Por sua vez, 

o ·OH produzido, atua como uma molécula altamente reativa e genotóxica, uma vez que 

possui grande afinidade ao DNA, causando quebras e mutações. Esta molécula também causa 

lipoperoxidação e oxidação de proteínas induzindo assim a disfunções celulares importantes 

que conduzem a perda da homeostase (KIRKINEZOS e MORAES, 2001; VALKO et al., 

2007). 

Adicionalmente ao sistema antioxidante enzimático celular, formado principalmente 

pela SOD, GPx e pela catalase (CAT), onde esta última funciona de maneira similar a GPx 

transformando o H2O2 em água,  há o sistema antioxidante não-enzimático, o qual também 

possui a capacidade de neutralizar EROs de forma a prevenir possíveis danos celulares. A 

maior parte de tais moléculas antioxidantes não-enzimáticas são provenientes da alimentação 

e encontradas em frutos e vegetais e são denominadas substâncias bioativos devido à 

capacidade que possuem de interagir com o organismo. Dessa forma, indivíduos que 

apresentam hábitos alimentares mais saudáveis possuem potencialmente uma resposta 

antioxidante mais eficaz frente a possíveis desbalanços oxidativos e ao chamado estresse 

oxidativo (FITO et al., 2007; RODRIGO et al., 2007; VICENT et al., 2007). 
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 Todavia, apesar das defesas antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas, há situações 

que podem causar um desbalanço oxidativo celular, também conhecido como estresse 

oxidativo. Logo, o estresse oxidativo pode ser entendido como o desbalanço entre a 

quantidade de EROs em relação às defesas antioxidantes. Em condições fisiológicas, as EROs 

atuam positivamente na proteção do organismo contra micro-organismos e no funcionamento 

celular, como mediador de sinalização de proliferação e diferenciação celular (GOUGH e 

COTTER, 2011; RUPÉREZ et al., 2014). Porém, o aumento na produção de EROs ou a 

redução na produção de enzimas antioxidantes caracteriza o estresse oxidativo e compromete 

o funcionamento celular (RUPÉREZ et al., 2014). Várias doenças crônicas têm sido 

associadas ao desbalanço oxidative celular, incluindo o câncer (da COSTA et al., 2012), 

obesidade (RUPÉREZ et al., 2014), diabetes, doenças cardíacas (VALKO et al., 2007) e até 

mesmo doenças neurodegenerativas e neuropsiquiátricas (WANG et al., 2009; ANDREAZZA 

et al., 2010; BROWN et al., 2014) (figura 4). 

  

Figura 4 - O estresse oxidativo e doenças que possuem associação com esse desbalanço. 

 

Fonte: adaptado de Costa e colaboradores (2012). 

 

Estudos experimentais recentes sugerem que algumas doenças neuropsiquiátricas 

estão relacionadas à disfunção mitocondrial, envolvendo não somente a produção de ATP, 

mas também a dinâmica mitocondrial, o metabolismo do fluxo de Ca
2+

 e a expressão de genes 

mitocondriais e nucleares vinculados à estrutura mitocondrial. Esta associação, na realidade, 

aumenta a complexidade de tais patologias. Tanto indivíduos com esquizofrenia quanto com 

transtorno bipolar, por exemplo, apresentam alterações oxidativas por deficiência na atividade 

funcional mitocondrial, especialmente na cadeia de transporte de elétrons, com consequente 
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estresse oxidativo, danos proteicos, lipídicos e genéticos, comprometendo a homeostase 

celular (figura 5). Porém, a disfunção mitocondrial encontrada em indivíduos com transtorno 

bipolar parece ser distinta da encontrada em sujeitos com esquizofrenia (ANDREAZZA et al 

2007). 

 

Figura 5 - Disfunção mitocondrial no complexo I com consequente redução na produção de ATP, aumento dos 

níveis de EROs e danos celulares observados no estado de estresse oxidativo celular. 

 

Fonte: o próprio autor, Machado e colaboradores (2016). 

 

O transtorno bipolar é associado com uma significativa redução na expressão de genes 

que codificam proteínas que formam subunidades do complexo mitocondrial NADH-

coenzima Q oxiredutase (complexo mitocondrial I), principalmente as proteínas NDUFS7 e 

NDUFS8. Desse modo, pacientes com transtorno bipolar apresentam desbalanço redox, 

principalmente em decorrência de uma perda de função do complexo mitocondrial I, 

conduzindo a uma suscetibilidade a redução da produção de ATP, geração excessiva de 

EROs, (SCOLA et al., 2013) e consequentes danos celulares oxidativos (WANG et al., 2009; 

ANDREAZZA et al., 2010; BROWN et al., 2014).  No estudo desenvolvido por Andreazza e 
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colaboradores (2010), por exemplo, utilizando amostras córtex frontal pós-morte de 

indivíduos com transtorno bipolar, esquizofrenia e depressão maior, foi encontrado um perfil 

específico para os indivíduos com transtorno bipolar, quando comparado ao grupo controle. 

Neste mesmo estudo, o grupo de transtorno bipolar apresentou redução na atividade 

enzimática do complexo mitocondrial I, bem como diminuição na expressão proteica da 

proteína NDUFS7, a qual é uma importante subunidade que compõe o complexo mitocondrial 

I, justificando a redução na atividade deste complexo. Além disso, na pesquisa de Andreazza 

e colaboradores (2013), onde também foram usadas amostras de pós-morte de córtex frontal 

de sujeitos com transtorno bipolar, foi observada redução da expressão proteica da subunidade 

NDUFS7, bem como uma tendência a redução da expressão da subunidade NDUFS8, com 

correlação positiva entre ambas as subunidades quando comparado ao grupo de sujeitos não 

acometidos por doenças neuropsiquiátricas. Mais recentemente, Kim e colaboradores (2016) 

também demonstraram achados semelhantes aos descritos anteriormente. As amostras 

incluíram córtex frontal de indivíduos com transtorno bipolar ou esquizofrenia e foi 

demonstrado que o grupo de transtorno bipolar apresenta níveis significativamente reduzidos 

para o complexo mitocondrial I, comparado ao grupo controle, enquanto que para os demais 

complexos não foi observada nenhuma diferença relevante. Os autores também relataram 

redução da expressão proteica da proteína NDUFS7, o que por vez não foi vizualisado em 

amostras de indivíduos com esquizofrenia. Além disso, assim como já mencionado, 

indivíduos com transtorno bipolar apresentam dois episódios de humor característicos 

principais, mania e depressão (OMS, 2015). Durante a fase de mania a atividade mitocondrial 

pode estar aumentada, com alta geração de ATP em virtude da grande demanda de 

neurotransmissão. Todavia, durante a fase de depressão, tais sujeitos podem apresentar um 

―desligamento mitocondrial‖, o que por sua vez acaba por conduzir a uma diminuição na 

produção energética e metabolismo mitocondrial (BROWN et al., 2014; MACHADO et al., 

2016). Logo, o transtorno bipolar é uma patologia psiquiátrica de grande complexidade e que 

requer muita atenção na intenção de desenvolver pesquisas de novos biomarcadores que 

possam facilitar o entendimento, diagnóstico e tratamento desta doença. 

 

1.3 O SISTEMA INFLAMATÓRIO E SUA RELAÇÃO COM O TRANSTORNO BIPOLAR 

 

O sistema imunológico tem por função principal a proteção do organismo contra 

potenciais agentes ou situações que possam desencadear alterações morfofuncionais 

indesejáveis. Basicamente, a função imunológica é dividida em duas classificações principais: 
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imunidade inata e imunidade adaptativa ou adquirida (MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et 

al., 2010).  

O sistema imune inato é responsável por respostas imunológicas imediatas e acontece 

através de barreiras físicas, químicas e biológicas que são produzidas por moléculas e células 

altamente especializadas. Tal resposta não é dependente do organismo já ter entrado em 

contato prévio com um determinado agente agressor ou não. Por outro lado, o sistema imune 

adquirido apresenta maior complexidade, pois envolve também os linfócitos que atuam de 

modo a desenvolver respostas imunológicas específicas a um determinado agente agressor 

que ative tal sistema. Todavia, apesar da existência dessas divisões funcionais, a resposta 

imunológica atua de forma integrada e interativa entre ambas as vias, a fim de garantir a 

proteção do organismo, mantendo-o em homeostase, com bom funcionamento e saudável 

(CRUVINEL et al., 2010; RABOLLI et al., 2016). 

 Em uma resposta imune inata, as principais células com capacidade efetora são os 

macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, células dendríticas e células Natural Killer – NK, além 

de plaquetas e células endoteliais (ABBAS et al., 2014). Nesse sistema, que regula 

diretamente processos inflamatórios, os monócitos/macrófagos têm um papel destacado. Estas 

células fazem parte do sistema fagocítico mononuclear e constituem 3% a 8% dos leucócitos 

circulantes na corrente sanguínea. Os monócitos presentes no sangue se originam dos pró-

monócitos localizados na medula óssea. Quando ocorre algum tipo de invasão microbiana ou 

lesão tecidual, os monócitos deixam a circulação sanguínea e se infiltram nos tecidos, 

sofrendo alterações citofisiológicas, sendo então chamados de macrófagos, os quais 

desempenham suas funções fagocíticas (AUFFRAY et al., 2007; CRUVINEL et al., 2010). 

Tais funções celulares, supostamente, apresentam também correlação com aspectos 

hormonais. Enquanto o estrogênio não demonstra padrão muito claro frente a células 

inflamatórias, a testosterona atua como imunossupressor (FOO et al., 2016). Dessa forma, 

sugestivamente, a intensidade de ativação imunológica pode ser dependente de características 

de gênero (ROVED et al., 2016). 

Durante uma resposta inflamatória, os monócitos/macrófagos apresentam papel 

essencial, pois desempenham uma grande quantidade de funções importantes, dentre as quais, 

o controle do início e a resolução da inflamação através do processo de fagocitose, liberação 

de citocinas pró-inflamatórias e em seguida anti-inflamatória, produção de EROs, além da 

subsequente ativação do sistema imune adquirido (FAHY et al., 1999; AUFFRAY et al., 

2007). 
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Em situações normais, ou sem a presença de agentes infecciosos ou lesões teciduais, 

os monócitos circulam na corrente sanguínea por curto período de tempo antes que entrem em 

processo de apoptose celular, fisiologicamente (FAHY et al., 1999). Todavia, em resposta a 

fatores estimulantes de diferenciação celular, os monócitos resistem à morte celular 

programada e originam os macrófagos, que são células que podem manter-se viáveis por um 

longo período de tempo em um tecido corporal lesionado (WIKTOR-JEDRZEJCZAK et al., 

1996). Então, a presença de fatores mediadores, incluindo antígenos, atua por inibir a 

apoptose dos monócitos que se diferenciam em macrófagos, desempenhando a sua função 

fagocítica. Por outro lado, assim que o agente agressor é eliminado, o processo inflamatório se 

resolve e a cascata apoptótica de tais células é reestabelecida (SAVILL e FADOK, 2000). 

Além das células do sistema inflamatório/ imunológico, existem proteínas que 

desempenham papel primoridal em tais processos de resposta do organismo, as chamadas 

citocinas. Desse modo, a resposta inflamatória também pode ser descrita como uma ativação 

da cascata de citocinas pró-inflamatórias e fatores complemento. Durante a ativação 

inflamatória, inicialmente a produção e os níveis sanguíneos de interleucina 1β (IL-1β) e fator 

de necrose tumoral-α (TNF-α, do inglês tumoral necrosis factor- α) se elevam atuando como 

mediadores primários da inflamação. A IL-1β e o TNF-α atuam ativando a produção do fator 

nuclear κB (NFκB, do inglês nuclear factor κB). Já o NFκB por sua fez atua por ativar demais 

citocinas, incluindo IL-6, IL-8 e interferon-γ (IFN- γ) (GORDON e MARTINEZ, 2010). Por 

outro lado, o sistema imunológico conta também com citocinas anti-inflamatórias, como é o 

caso da IL-10, que é capaz de atenuar a resposta inflamatória após a resolução do agente 

causal da inflamação, inibindo, por exemplo, a produção de TNF-α e IFN-γ (DHANDE et al., 

2015). 

Apesar da grande importância e benefícios proporcionados pelo sistema imune, via 

ativação inflamatória, este sistema necessita desempenhar suas funções de forma controlada. 

Quando a resposta inflamatória é ativada de maneira inapropriada, o organismo pode 

apresentar resposta inflamatória crônica ou mesmo contra antígenos específicos dos próprios 

tecidos, neste caso, caracterizando as doenças autoimunes (BETTELLI et al., 2006; IVANOV 

et al., 2006; O´CONNELL et al., 2010). As doenças autoimunes se estabelecem quando o 

organismo perde a capacidade de reconhecer as próprias células teciduais e passa a produzir 

anticorpos específicos para tais células de modo a destruí-las. Exemplos de doenças deste tipo 

são, a doença de Hashimoto, a Anemia Perniciosa, a Doença de Addison, o Diabetes do tipo I, 

dentre outras, e infelizmente, para muitas destas, ainda não se possui conhecimento quanto 

aspectos etiológicos (WIERSINGA, 2016; BASHA et al., 2016). 
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Alguns estudos vêm descrevendo a presença da resposta inflamatória crônica em 

muitas patologias com as quais não se possuía tal conhecimento previamente. O sistema 

imune mostra-se cronicamente ativado em indivíduos que apresentam, por exemplo, 

obesidade (BYUNG-CHEOL e JONGSOON, 2014), diabetes (VOZAROVA et al., 2001), 

hipercolesterolemia e problemas cardíacos (KRALISCH e FASSHAUER, 2013), bem como 

parece estar envolvido no desenvolvimento de cânceres (BALKWILL e MANTOVANI, 

2012; KIDANE et al., 2014) e até mesmo de doenças neuropsiquiátricas, como a 

esquizofrenia e o transtorno bipolar (ANDREAZZA et al., 2010; ANDREAZZA et al., 2013). 

Já em 1863, o pesquisador Rudolf Virchow defendia a teoria de que o aparecimento de muitos 

cânceres possuía íntima correlação com o sistema imunológico, via ativação crônica de uma 

resposta inflamatória (VIRCHOW, 1863). Com o avançar das pesquisas científicas e dos 

estudos de caráter epidemiológico demonstrou-se que cerca de 25% das neoplasias 

apresentam relação com a resposta inflamatória (SAIGO et al., 2008; BALKWILL e 

MANTOVANI, 2012). Além disso, como já se sabe, as células neoplásicas surgem em virtude 

de danos ao DNA que não são reparados pela maquinaria de reparo celular (LOEB, 2011). 

Uma característica bastante presente em indivíduos com inflamação crônica são os infiltrados 

celulares, principalmente de macrófagos, neutrófilos e linfócitos e justamente nestes locais, 

ocorrem danos recorrentes ao DNA, os quais podem dificultar o funcionamento da maquinaria 

de reparo (KIDANE et al., 2014). Adicionalmente, os infiltrados de células inflamatórias 

produzem altas concentrações de EROs, pois ajudam a mediar a sinalização da inflamação 

(BARNES e LINDAHL, 2004) e tais moléculas em excesso também atuam de modo a 

lesionar o DNA (SVILAR et al., 2011).  

O papel de processos inflamatórios tem sido altamente descrito e reconhecido em 

doenças neurodegenerativas e neurocognitivas (HAMDANI et al., 2013; LEBOYER et al., 

2012). A patofisiologia da depressão maior, por exemplo, possui relevante associação com 

processos inflamatórios e interação com o sistema neuro-imune (MAES et al., 2011). Assim 

como sujeitos com esquizofrenia possuem índices elevados de diversas citocinas pró-

inflamatórias e neste caso a neuro-inflamação apresenta associação com a indução da 

diminuição do volume da substância cinzenta cortical cerebral, o que é um aspecto que 

caracteriza esta doença (ZHANG et al., 2016). 

Além da disfunção mitocondrial mencionada anteriormente, existe também uma 

ativação inflamatória encontrada em indivíduos com transtorno bipolar e este fato parece estar 

vinculado à fisiopatologia desta doença neuropsiquiátrica, sendo um dos achados mais 

consistentes nesses indivíduos (ANDREAZZA et al., 2010; CLAY et al., 2011; BERK et al., 
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2011; KONRADI et al., 2012; SCOLA et al., 2013). Segundo Berk e colaboradores (2011), a 

neuroprogressão observada no transtorno bipolar, além de possuir associação com o estresse 

oxidativo, questões ambientais e aspectos genéticos, também envolve aspectos inflamatórios. 

Ryan e colaboradores (2006) relatou que indivíduos com transtorno bipolar apresentam 

expressão gênica aumentada de genes relacionados à resposta imunológica. Além disso, 

pesquisas desenvolvidas utilizando amostras de córtex pré-frontal de indivíduos com 

transtorno bipolar, demonstraram aumento significativo de genes mediadores inflamatórios, e 

tal evidência possui correlação com a duração da doença, sendo mais presente em sujeitos 

acometidos pela doença durante mais tempo (NARAYAN et al., 2008; RAO et al., 2010). 

Adicionamente, monócitos de pessoas com bipolaridade, bem como de seus descendentes 

próximos, apresentam índices elevados de expressão de genes pró-inflamatórios, incluindo, 

por exemplo, os genes das citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α (PADMOS et al., 2008; STUART e 

BAUNE, 2014). Tais evidências foram também fortemente comprovadas através de estudos 

mais contemporâneos, de forma a demonstrar a presença de níveis significativamente 

elevados de citocinas pró-inflamatórias em indivíduos com transtorno bipolar, tanto a nível 

cerebral, quanto sanguíneo (NAKAHIRA et al., 2011; ZHOU et al., 2011; LÓPEZ-ARMADA 

et al., 2013). Todavia, os níveis de citocinas pró-inflamatórias parecem ser dependentes do 

estágio da doença em que a pessoa se encontra, já que no estudo de Brietzke e colaboradores 

(2009) foi descrito que durante o estado de mania, as citocinas IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 e TNF-

α, apresentam-se elevadas, enquanto que na fase de depressão, apenas a IL-6 possui elevação 

significativa, quando comparado a indivíduos que não apresentam nenhuma doença 

neuropsiquiátrica. Assim como os níveis de citocinas, receptores celulares específicos de 

citocinas também mostram-se elevados em tais indivíduos, um exemplo é a proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1, do inglês Monocyte Chemoattractant Protein-1) (BAI 

et al., 2014; BAI et al., 2015; JAKOBSSON et al., 2015). Aspectos genéticos também 

influenciam na ativação inflamatória em indivíduos com transtorno bipolar, no estudo de 

Tokac e colaboradores (2016), por exemplo, foi demonstrado que existem polimorfismos 

genéticos de receptores de citocinas que são mais prevalentes em células de sujeitos com 

bipolaridade. Neste estudo os autores relataram uma prevalência significativamente 

aumentada do genótipo guanina-guanina (GG) para o gene MCP-1, sendo este genótipo 

sugestivo como biomarcador de risco aumentado para o desenvolvimento do transtorno 

bipolar. 

A resposta inflamatória crônica no transtorno bipolar pode causar outros efeitos 

deletérios no organismo. Levantamentos epidemiológicos realizados há alguns anos atrás, 
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demonstraram que uma gande quantidade de indivíduos acometidos pelo transtorno bipolar 

apresentavam também, ou durante a progressão da doença, problemas cardíacos (LASSER et 

al., 2000). Inicialmente tal fato foi associado ao tratamento farmacológico direcionado a esses 

pacientes, já que alguns estabilizadores do humor podem conduzir ao aumento do peso 

corporal e à resistência a insulina (PARSONS et al., 2009). Todavia, mais recentemente, em 

decorrência das descobertas a cerca das respostas inflamatórias crônicas presentes nesses 

indivíduos, passou-se a acreditar que tal vínculo, entre o transtorno bipolar e alterações 

cardíacas e demais problemas metabólicos decorrentes, sejam em virtude da ativação da 

cascata inflamatória e indução inflamatória descontrolada (LEBOYER et al., 2012). 

Sendo assim, pode-se dizer que tais mediadores da resposta inflamatória, não somente 

desempenham papel chave na proteção do organismo frente a agentes potencialmente 

infecciosos ou que possam causar danos teciduais, mas também atuam de modo a contribuir 

no controle da neurogênese, na liberação de neurotransmissores, na produção de proteínas 

neurais, bem como no controle da permeabilidade da barreira hematoencefálica, 

caraterizando-se como um estado fortemente presente em indivíduos com doenças 

neuropsiquiátricas, especialmente o transtorno bipolar (STUART e BAUNE, 2014). Logo, 

acredita-se que tal aspecto possa ser utilizado como potencial biomarcador e alvo 

farmacoterapêutico de tais indivíduos.  

 

1.4 RELAÇÃO ENTRE A ATIVAÇÃO INFLAMATÓRIA E O SISTEMA OXIDATIVO 

CELULAR 

 

 A inflamação pode ser classicamente ativada por meio de agentes infecciosos 

patogênicos (PAMPs, do inglês pathogen associated molecular patterns) que mediam a 

inflamação, ou pela liberação de substâncias em decorrência de injúria tecidual (DAMPs, do 

inglês damage-associated molecular patterns), as quais são responsáveis pela ativação da 

inflamação estéril (TAKEUCHI e AKIRA, 2010; CHEN e NUÑEZ, 2010). Todavia, tanto em 

condições de inflamação via PAMPs ou DAMPs há em comum um mediador muito 

importante, o estresse celular (CHOVATIYA e MEDZHITOV, 2014).  

 Nesse sentido, Lavieri e colaboradores (2015) sugerem que o estresse celular induz a 

formação de proteínas defeituosas por desdobramento da cadeia peptídica e tais proteínas são 

capazes de recrutar processos inflamatórios crônicos. Proteínas que não em sua forma 

tridimensional correta acabam por se acumular no retículo endoplasmático, o qual por sua vez 

muitas vezes perde a capacidade de desempenhar suas funções (JANSSENS et al., 2014). As 
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células possuem um sistema de reparo de proteínas disfuncionais, porém muitas vezes tal 

maquinaria não consegue suprir adequadamente a demanda intracelular e as proteínas 

danificadas se acumulam e muitas vezes acabam por interagir com vias inflamatórias, 

aumentando a produção de EROs, de NFκB e fatores de transcrição de citocinas pró-

inflamatórias, como o fator 3 de regulação de interferon (IRF-3). Logo, a produção de 

proteínas danificadas pode ser uma via ligada ao estresse celular que atua sinergicamente na 

ativação da cascata inflamatória (MARTINON et al., 2010). Monócitos de indivíduos com 

síndrome periódica associada à criopirina (CAPS, do inglês cryopirin-associated periodic 

syndromes) são exemplos de células com perda de homeostase e estresse celular em resposta a 

produção incorreta da proteína NLRP3 (do inglês, nod-like receptor family pyrin domain-

containing 3), proteína principal que compõe o inflamassoma NLRP3. Essa é uma família de 

desordens hereditárias onde os indivíduos acometidos apresentam episódios recorrentes de 

febre, com produção de auto-anticorpos órgão-específicos (TASSI et al., 2010). 

 O inflamassoma é um complexo de diferentes proteínas que inclui a proteína NLR, 

uma proteína adaptadora associada a apoptose contendo o domínio CARD (ASC) e a pró-

caspase-1. Assim que a proteína NLR é ativada via algum agente mediador, há a formação do 

complexo pentamérico ou heptamérico pelos 3 componentes principais. Logo, o 

inflamassoma atua como um indutor pró-inflamatório via ativação da caspase. As caspases 

fazem parte da família das cisteína-aspartato proteases e desempenham suas funções 

principalmente a nível de apoptose, necrose, regulação do ciclo celular e processos 

inflamatórios (SALEH et al., 2006). Durante o acionamento inflamatório, as caspases que 

podem ser ativadas incluem caspases 1, 4, 5, 11 e 12. O estresse observado no retículo 

endoplasmático, como citado anteriormente, em decorrência do acúmulo de proteínas 

disfuncionais, pode acionar as caspases 4 e 12, por exemplo. Já a caspase 8 está envolvida na 

proliferação celular e ativação de linfócitos T (LAVIERI et al., 2015). Tais proteínas podem 

ainda ser divididas em iniciadoras e executoras. Caspases iniciadoras possuem em sua 

estrutura uma porção N-terminal e uma região C-terminal, sendo esta última, a parte catalítica 

desta enzima. Todavia, para o funcionamento das caspases iniciadoras é necessário que haja 

um suporte proteico de ativação, o inflamassoma. A formação deste complexo tem como 

produto a indução de produção de citocinas inflamatórias e recrutamento de unidades 

celulares de resposta imunológica e reparo tecidual (DAVIS et al., 2011; STROWIG et al., 

2012). 

 Já a IL-1, compreende uma família de proteínas que estão intimamente presentes 

durante alguns processos fisiológicos, como regulação do sono, temperatura corporal e 
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apetite, estando atuando durante diferentes doenças de caráter imunológico e inflamatório 

(BRADDOCK e QUINN, 2004). Essa é a primeira citocina ativada por atuação do complexo 

molecular inflamassoma e age principalmente através de interação com o receptor celular RI, 

o que culmina na ativação celular via mediadores intracelulares de sinalização 

(DINARELLO, 2008). 

 Muitos fatores PAMPs ou DAMPs podem conduzir à ativação do inflamassoma e 

formação do complexo proteico molecular (figura 6). Exemplos de PAMPs incluem o 

lipopolissacarídeo (LPS), peptídioglicano, e ácidos nucleicos. Já quanto a DAMPs pode-se 

incluir o ácido hialurônico, a fibronectina e fatores indicadores de dano teidual, sendo o 

reconhecimento destas últimas um importante sinalizador de diferenciação entre agentes 

patogênicos ou comensais. Fatores ambientais, em algumas situações, também podem atuar 

como potenciais ativadores da inflamação, como a sílica e a radiação ultravioleta (UV) 

(SIDIROPOULOS et al., 2008; PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012). 

 

Figura 6 - Ilustração esquemática de possíveis agentes ativadores da formação do complexo proteico 

inflamassoma, incluindo PAMPs, DAMPs e fatores ambientais. 

 

Fonte: adaptado de Paiva-Oliveira e colaboradores (2012). 

 

 No organismo, a presença de PAMPs ou DAMPs é reconhecida através de receptores 

do tipo Toll (TLR). Vários tipos celulares possuem receptores TLR, incluindo células 

epiteliais, musculares, endoteliais e leucócitos. Nos leucócitos, a interação do agente PAMP 

ou DAMP com receptores TLR, ativa fatores de transcrição, como o NFκB e o IRF-3, 

consequentemente ativando a cascada inflamatória via produção de citocinas pró-
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inflamatórias, iniciando pelas citocinas IL-1β e IL-18 (tabela 1), moléculas de adesão e 

coestimuladoras (KAWAI e AKIRA, 2010). 

 

Tabela 2 - descrição das funções biológicas desempenhadas pela IL-1β e IL-18. 

Citocina Função biológica 

IL-1β Estimula a produção de COX-2 e NO, induzindo a 

vasodilatação; 

Aumenta a produção de citocinas como TNF-α e IL-6; 

Ativa células endoteliais; 

Aumenta produção de moléculas de adesão; 

Inibe a síntese de proteoglicanas;  

Estimula a hematopoese; 

Ativa linfócitos T e macrófagos. 

IL-18 Estimula a proliferação de células T ativas; 

Aumenta a toxicidade de células NK; 

Induz a adesão de moléculas em superfícies; 

Aumenta os níveis de fator de crescimento de macrófagos (GM-

CSF); 

Induz resposta de hipersensibilidade. 
Fonte: adaptado de Paiva-Oliveira e colaboradores (2012). 

 

 Em relação ao inflamassoma NLRP3, este é constituído pela ASC, que possui um 

domínio de pirina (PYD), e a proteína NLR que possui outro domínio PYD. Quando ativado, 

os domínios PYD se ligam e a porção CARB da ASC se liga a pró-caspase 1 (forma inativa). 

Dessa maneira há a ativação da caspase 1 via clivagem. A forma ativa da caspase 1 atua 

clivando a pró-IL-1β e a pró-IL-18 tornando-as ativa através da obtenção da conformação 

madura de tais proteínas (TSCHOPP e SCHRODER, 2010; HANAMSAGAR et al., 2012). 

Quando o inflamassoma NLRP3 é inativo, este permanece no citoplasma celular com seu 

domínio de ligação central ligado a leucina, impedindo a oligomerização (TSCHOPP e 

SCHRODER, 2010). Todavia, ao receber um sinal de estímulo este complexo molecular 

migra para a mitocôndria e para o retículo endoplasmático associado à mitocôndria. Essa 

característica funcional foi demonstrada a partir da utilização de uma sonda fluorescente de 

marcação específica para mitocôndrias celulares. 

 Segundo Matzinger (2002) o inflamassoma funciona como um modelo de recepção de 

sinal de perigo, sendo o ATP um dos principais sinais de dano tecidual. Este conceito de 

ativação e intensificação da inflamação via inflamassoma, pode ser encontrada no choque 

séptico e artrite reumatoide (GONG et al., 2015), como também em doenças que apresentam a 

presença de ativação inflamatória crônica, como por exemplo, o diabetes (QIU e TANG., 
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2016), cardiopatias (ZHAO et al., 2016) e doenças neuropsiquiátricas, incluindo a 

esquizofrenia e o transtorno bipolar (KIM et al., 2015; KIM et al., 2016). 

 O inflamassoma NLRP3 tem sido descrito como um sensor redox no sistema 

inflamatório, sendo então um potencial agente de ligação entre o metabolismo oxidativo 

celular e a ativação inflamatória (TSCHOPP e SCHRODER, 2010; ZHOU et al., 2011). 

Pesquisas recentes têm descrito a existência de uma correlação entre o estresse oxidativo e a 

ativação inflamatória através deste inflamassoma (KIM et al., 2016). No estudo desenvolvido 

por Zhou e colaboradores (2011), por exemplo, onde monócitos foram estimulados com 10 

µM de rotenona, um agente químico capaz de causar disfunção mitocondrial especificamente 

no complexo mitocondrial I da cadeia de transporte de elétrons, observou-se um aumento 

significativo da produção de EROs, com consequente dano mitocondrial e indução da 

formação do complexo proteico molecular do inflamassoma NLRP3. Além disso, nesse 

estudo foi demonstrado que a liberação excessiva de EROs atua como um agente sinalizador, 

de forma que a proteína NLRP3 se aproxima dos sítios de dano mitocondrial e se torna ativa 

via oligomerização. Ainda no estudo de Zhou e colaboradores (2011) foi avaliada a 

associação entre a formação do complexo retículo endoplasmático-mitocôndria. Esse 

complexo é de importância fisiológica na transferência de lipídeos e cálcio provenientes do 

retículo endoplasmático para a mitocôndria. Nesse sentido, monócitos foram expostos à MSU, 

o qual é um indutor de produção mitocondrial de EROs, e à nigericina, um antibiótico 

derivado de Streptomyces hygroscopicus que causa inibição do complexo de golgi e 

compromete a cadeia de transporte de elétron mitocondrial (reduz a produção de ATP) em 

células eucariotas. Com avaliação de microscopia eletrônica, foi observado que células não 

tratadas apresentaram a proteína NLRP3 e a ASC localizadas no citoplasma celular, enquanto 

que sob a exposição a ambos os agentes indutores houve aumento na produção de EROs e 

consequente aproximação da proteína NLRP3 ao complexo retículo endoplasmático-

mitocôndria, tornando-o ativa, de forma a recrutar a proteína ASC. Ademais, quando tais 

células foram expostas ao inibidor de EROs, denominado pirrolidina ditiocarbamato de 

amônio, a montagem do inflamassoma NLRP3 foi completamente bloqueada. Logo, os 

autores comprovaram a característica de sensor redox que o inflamassoma NLRP3 possui 

frente ao desbalanço oxidativo. 

 Como já mencionado anteriormente, muitas doenças apresentam desbalanço oxidativo 

celular e ativação inflamatória crônica de forma concomitante (DONG et al., 2016; TSENG et 

al., 2016). Neste espectro, está incluído também o transtorno bipolar (KIM et al., 2015; KIM 

et al., 2016). Com o objetivo de elucidar se a ativação inflamatória crônica em indivíduos com 



42 

 

transtorno bipolar é dependente do estresse oxidativo via modulação do inflamassoma 

NLRP3, Kim e colaboradores (2016) desenvolveram um estudo utilizando amostras pós-

morte de córtex frontal de sujeitos com transtorno bipolar. Quando comparados às amostras 

do grupo controle, foi observado que os indivíduos com transtorno bipolar apresentam 

disfunção mitocondrial no complexo I, por redução da expressão proteica da subunidade 

NDUFS7, bem como níveis aumentados das proteínas NLRP3 e ASC e característica ativação 

inflamatória por produção aumentada da caspase 1 e citocinas pró-inflamatórias. Além disso, 

os autores destacam que tais achados são, sugestivamente, específicos de indivíduos com 

transtorno bipolar, pois amostras também pós-morte de córtex frontal de sujeitos com 

esquizofria não apresentaram o mesmo perfil de resultados, sendo provável que a ativação 

inflamatória nesses últimos aconteça através de outras rotas de sinalização imunológica. 

Logo, indivíduos com transtorno bipolar parecem ser particularmente vulneráveis ao estresse 

oxidativo pela disfunção mitocondrial no complexo I e este fator funciona como potencial via 

de ativação inflamatória crônica em tais indivíduos através do complexo proteico NLRP3 

(figura 7). 

 

Figura 7 - Ilustração esquemática da oligomerização e formação do inflamassoma NLRP3 em indivíduos com 

transtorno bipolar e sua associação com a disfunção mitocondrial. 

  

Fonte: o próprio autor. 
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1.5 TERAPIA FARMACOLÓGICA NO TRANSTORNO BIPOLAR 

 

 Infelizmente, muitas doenças mentais não possuem terapia farmacológica específica, 

mas sim terapias que apenas controlam os sintomas da doença. Segundo a OMS (2015), existe 

uma considerável diferença entre as necessidades de tratamento e disponibilidade dos mesmos 

pelos sistemas de saúde. Em países considerados de média e baixa renda, 76%-85% dos 

acometidos por transtornos mentais não fazem uso do tratamento adequado. 

 Esta realidade também afeta pacientes com transtorno bipolar. As oscilações de humor 

decorrentes do transtorno bipolar que acometem 3% da população mundial é uma condição 

severa e que não possui total entendimento quando a aspectos etiológicos e fisiopatológicos, o 

que por vez acaba dificultando a terapia faramcológica e o desenvolvimento de novos 

medicamentos (PERÄLÄ et al., 2007; JUDD et al., 2008; EMSLEY et al., 2013). A terapia 

farmacológica atual empregada no tratamento do transtorno bipolar é basicamente composta 

pelo uso de estabilizadores do humor, incluindo, por exemplo, o valproato, a carbamazepina, 

a lamotrigina e o lítio. Além disso, o uso de antipsicóticos de segunda geração, ou atípicos, 

também pode ser uma alternativa de tratamento, como, por exemplo, a risperidona 

(GOODWIN, 2009; GRUNZE et al., 2010; CURRAN e RAVINDRAN, 2014). 

 O estabilizador de humor valproato ou ácido valpróico é um fármaco usado no 

tratamento do transtorno bipolar, epilepsia e enxaqueca. Este ácido graxo de cadeia 

ramificada atua aumentando os níveis do neurotransmissor inibidor ácido gama-aminobutírico 

(GABA). Todavia, a atividade molecular do valproato no tratamento do transtorno bipolar 

ainda não está bem determinada. Porém, estudos experimentais sugerem que este 

medicamento atue através de modificações na expressão de genes neuroprotetores 

(JOHANNESSEN, 2000; JOHANNESSEN e JOHANNESSEN, 2003; ROSENBERG, 2007). 

Portanto, o valproato tem ação farmacogenômica, e alguns exemplos de genes 

importantes a nível neuronal que o valproato apresenta influência em indivíduos com 

transtorno bipolar são o ativador da proteína 1 (AP-1), reduzindo-o, o qual é um importante 

fator de transcrição, e a desacetilase de histonas (HDAC) (KAKIUCHI et al., 2009). 

Entretanto, este medicamento pode conduzir a alguns efeitos colaterais, tais como desconforto 

gastrointestinal, sedação, tremor e aumento do peso corporal (GRUNZE et al., 2010). 

 Já a carbamazepina é outro fármaco que também pode ser utilizado no tratamento de 

epilepsia e transtorno bipolar. Este fármaco é aprovado pela ―U.S. Food and Drug 

Administration for the Treatment of Bipolar Disorder manic or mixed episodes in adults‖ e 

também pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) do Ministério da Saúde do 
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Brasil. A carbamazepina atua como bloqueador dos canais de sódio das membranas dos 

neurônios, reduzindo o potencial de ação. Porém, a carbamazepina também pode causar 

efeitos colaterais indesejados ao tratamento de indivíduos com transtorno bipolar, incluindo 

reação alérgica, visão turva e sedação (SCHNEIDER et al., 2014). 

 A risperidona é um antipsicótico atípico que está cada vez mais sendo usado como 

alternativa para tratamento de doenças psiquiátricas, principalmente esquizofrenia e episódios 

maníacos associados ao transtorno bipolar. Além disso, a risperidona pode ser usada no 

tratamento de crianças e adolescentes com desordens de conduta, com comportamento 

agressivo persistente e para indivíduos com doença de Alzheimer moderada ou severa 

(HEYKANTS et al., 1994). A absorção oral deste fármaco é de 70% (biodisponibilidade) e a 

biotransformação hepática é que origina o metabólito ativo 9-hidroxirisperidona.  A sua meia 

vida no plasma é de 3 a 20 horas, sendo excretada pelos rins através da urina. O metabólito 

ativo atua como um antagonista seletivo manoaminérgico, possuindo alta afinidade pelos 

receptores serotoninérgicos do tipo 2 (5-ht2) e afinidade relativa pelos receptores 

dapaminérgicos do tipo 2 (D2). No SNC a risperidona funciona como um potente bloqueador 

da dopamina através da inibição do funcionamento dos seus receptores. Provavelmente o 

efeito antipsicótico da risperidona está relacionado a este antagonismo seletivo. A risperidona 

também pode bloquear receptores alfa 2-adrenérgicos e histaminérgicos H1 (HEYKANTS et 

al.,1994; RAMOS et al., 2006). 

 Todavia, apesar de seus efeitos benéficos, a risperidona também pode conduzir o 

indivíduo a alguns efeitos indesejáveis importantes como, sintomas extrapiramidais, tonturas, 

naúseas, distúrbios no sono (insônia/sonolência), constipação, hipotensão, dor abdominal, 

rinite, diminuição no desejo sexual, taquicardia entre outros (LLERENA et al., 2013). 

Adicionalmente, este fármaco pode aumentar o risco ao desenvolvimento de síndrome 

metabólica (RIEDEL et al., 2005). No estudo conduzido por Bóden e colaboradores (2013) a 

prevalência de pacientes tratados com risperidona que apresentaram síndrome metabólica foi 

de 42%, ficando acima de outros antipsicóticos avaliados, como o aripiprazole (35%) e o 

flupentixol (39%).  

Por outro lado, o lítio é o estabilizador do humor mais convencional utilizado no 

tratamento do transtorno bipolar, porém, assim como os demais estabilizadores do humor, não 

atua via metabolismo oxidativo-inflamatório de forma concomitante. Este fármaco, apesar do 

seu uso comum na clínica psiquiátrica, apresenta algumas limitações quanto à detecção da 

concentração efetiva e não tóxica ao indivíduo doente (National Collaborating Centre of 

Mental Health, 2006). Em 40 – 80% das situações de tratamento os pacientes apresentam 
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resposta positiva, sendo este fármaco vinculado a uma significativa redução dos índices de 

suicídio na população acometida por doenças neuropsiquiátricas (CIPRIANI et al., 2005; 

VIETA et al., 2008). 

Molecularmente, o lítio atua em diferentes vias celulares em indivíduos com 

transtorno bipolar. Uma das vias é através do sinalizador Wnt, o qual é um complexo formado 

por diferentes proteínas que passam sinais extracelulares para o meio intracelular. Outro modo 

de atuação do lítio é através da inibição da glicogênio sintase quinase 3β (GSK-3β), como 

também através da regulação dos níveis de fluxo de cálcio (BOYADJIEVA e 

VARADINOVA, 2012; MALHI et al., 2013). Em adição, o lítio parece também atuar 

diretamente na mitocôndria. Em estudo desenvolvido por Hou e colaboradores (2015), foi 

observado que o lítio é capaz de proteger células dopaminérgicas contra o efeito citotóxico da 

rotenona, um inibidor da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, conservando a 

viabilidade celular e evitando o acúmulo de EROs intracelular, principalmente através do 

processo de autófage mitocondrial, o qual é um processo mitocondrial de degradação que 

garante a reposição mitocondrial e que está intimamente relacionado com a homeostase 

celular (LEMASTERS, 2005). Porém, a detecção da dose efeitiva e não tóxica é de difícil 

realização, o que por vez faz com que haja a necessidade de monitoramento da concentração 

plasmáticas de lítio de maneira periódica, como também, o uso de longa duração do lítio pode 

conduzir o paciente a efeitos colaterais negativos, tais como hipotireoidismo, disfunção renal 

e desordens de memória, que por vez acabam, em muitos casos, reduzindo a assiduidade do 

indivíduo ao tratamento farmacológico, fato este de extrema importância já que cerca de 50% 

dos indivíduos interrompem o tratamento pelo menos uma vez e o suicídio é uma das 

consequências para muitos desses sujeitos (KLEINER et al., 1999; MARKOWITZ et al., 

2000; YOUNG e NEWHAM, 2006). 

Apesar dos estabilizadores de humor serem a opção atual para o tratamento do 

transtorno bipolar, existem algumas limitações na eficácia farmacológica dos mesmos, além 

dos efeitos colaterais, que podem comprometer a melhora do indivíduo acometido por esta 

patologia mental. Em muitos casos, pacientes tratados durante longo prazo com 

estabilizadores do humor podem apresentar tolerância farmacológica, caracterizada pela 

recorrência dos episódios de mania e depressão (KOUKOPOULOS et al., 1995; POST e 

LEVERICH, 2008). Além disso, geralmente os primeiros sintomas da doença iniciam durante 

a adolescência, e estudos epidemiológicos relatam que apenas 50% dos jovens são 

diagnosticados corretamento e respondem positivamente ao tratamento medicamentoso 

administrado (CORRELL et al., 2010). Dessa forma a busca pelo desenvolvimento de novas 
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alternativas farmacológicas como potenciais agentes terapêuticos do transtorno bipolar, 

baseado em biomarcadores descritos recentemente, se faz de grande necessidade e validade. 

 

1.6 PRODUTOS NATURAIS COM POTENCIAIS EFEITOS FARMACOLÓGICOS 

 

Atualmente muitos têm sido os estudos desenvolvidos utilizando extratos de produtos 

naturais como frutos e vegetais (SOUZA-FILHO et al., 2013; JOBIM et al 2014; 

MOSTARDEIRO et al., 2014; SAGRILLO et al., 2015; MACHADO et al., 2015). 

Especialmente no Brasil, tais pesquisas baseam-se no fato da grande biodiversidade vegetal 

encontrada principalmente na Amazônia e que tais produtos necessitam de maiores 

explorações e caracterização (SANTOS et al., 2015). Já se é sabido que boas práticas 

alimentares, através do consumo diário de uma dieta adequada e rica em frutos e vegetais, 

podem possuir um grande número de efeitos benéficos à saúde humana, devido especialmente 

aos efeitos antioxidante, anti-inflamatório, analgésico e antitumoral de vários desses 

alimentos (COLD, 1986; PRIOR e CAO, 2000). Tais atividades se devem pela presença de 

inúmeras substâncias bioativas que podem ser encontradas nesses alimentos funcionais, como 

por exemplo, polifenóis, dentre outros (PRIOR e CAO, 2000).  

Um exemplo de alimento funcional que vem sendo bastante explorado no meio 

científico é a Paullinia cupana, conhecida popularmente como guaraná. O guaraná é um fruto 

de importância econômica e comercial nacional (KUSKOSKI et al., 2005; SCHIMPL et al., 

2013) e que apresenta em sua composição química consideráveis concentrações de alcalóides, 

como teofilina, cafeína, teobromina, bem como terpenos, flavonoides e amidas. Além disso, o 

guaraná é considerado o fruto mais rico em cafeína do mundo, apresentando concentrações de 

cafeína três vezes superiores ao café (ALBUQUERQUE., 1991; BYDLOWSKI et al., 1991; 

ESPINOLA et al., 1997; EDWARDS et al., 2005; HOWELL et al., 2005). Pesquisas 

experimentais com este fruto demonstraram vários potenciais efeitos biológicos, como 

antioxidante, antiplaquetário, anti-inflamatório, antitumoral, antiobesogênico e bactericida 

(SMITH e ATROCH, 2010; SCHIMPL et al., 2013; CADONÁ et al., 2016). No estudo 

desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (MACHADO et al., 2015), por exemplo, foi 

evidenciado que o extrato hidroalcoólico de guaraná é capaz de reverter a senescência celular 

de células tronco mesenquimais através da normalização do sistema oxidativo celular atuando 

também a nível de expressão gênica. Além disso, em estudo realizado por Costa Krewer e 

colaboradores (2011) foi demonstrado que o consumo diário de pó de guaraná por idosos 

ribeirinhos do Amazonas tem relação com a menor prevalência de algumas doenças crônicas 
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associadas ao envelhecimento, como diabetes e hipertensão, evidenciando o potencial 

farmacológico deste fruto. 

Outro fruto muito consumido na região amazônica é o Astrocaryum aculeatum, 

conhecido popularmente como tucumã. O tucumã também apresenta uma grande variedade de 

moléculas bioativas em sua composição química, incluindo principalmente carotenóides 

(SAGRILLO et al., 2015; SOUZA-FILHO et al., 2013). No estudo experimental aplicado por 

Jobim e colaboradores (2014) foi observado que o extrato de tucumã possui considerável 

atividade farmacológica antibacteriana, contra bactérias Gram-positivas, e antifúngica, contra 

Candida albicans. Assim como, Sagrillo e colaboradores (2015) demonstraram a atividade 

citoprotetora do extrato de tucumã em linfócitos humanos expostos ao H2O2. 

Existem também alguns produtos naturais com potenciais atividades neuroprotetoras, 

como, por exemplo, a Vitis labrusca, chamado popularmente de uva. Até mesmo o extrato 

preparado a partir dos descartes de uva, não utilizados na produção de vinho, apresentam 

atividades bioativas. Este tipo de extrato além de antioxidante atua de forma neuroprotetora 

através da regulação dos níveis de cálcio e normalização morfológica celular (SCOLA et al., 

2014). Outro forte candidato aos estudos de neuroproteção é a espécie Euterpe oleracea, o 

qual é popularmente denominada açaí. O açaí é um fruto nativo da Amazônia brasileira que 

possui consideráveis concentrações de moléculas bioativas como parte de sua matriz química 

e uma variedade de fitoquímicos, incluindo polifenóis, especialmente antocioninas. As 

antocianinas são capazes de reduzir o estresse oxidativo e conduzir as células a homeostase 

oxidativa. Estudos com o extrato de açaí em células do córtex cerebral com indução ao 

estresse oxidativo com H2O2, mostraram uma redução dos danos celulares nas células tratadas 

com o extrato do fruto. Além disso, pesquisa desenvolvida com humanos que consumiam 

suco de açaí diariamente, revelou que o fruto possui considerável atividade anti-inflamatória e 

apresenta efeito na percepção da dor (SPADA et al., 2009; JENSEN et al., 2011; POULOSE 

et al., 2012).  

Dessa forma, o interesse pelo estudo de produtos naturais e alimentos funcionais vem 

ganhando grande destaque quanto aos alvos e mecanismos de ação, metabolismo celular, e 

potenciais efeitos benéficos que possam suportar a pesquisa pelo desenvolvimento de novos 

fármacos, baseando-se também em biomarcadores específicos e novos alvos terapêuticos. 
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1.7 POTENCIAL AÇÃO NEUROPROTETORA E ANTI-INFLAMATÓRIA DA Euterpe 

oleracea Mart. (AÇAÍ)  

 

O açaí é o fruto de uma palmeira muito difundida nas áreas de planície e de 

inundações da região amazônica, pertencente à família Arecaceae (MUÑIZ-MIRET et al., 

1996). Estas palmeiras apresentam em média 20-30 metros de altura (JANICK E PAUL, 

2008), com múltiplas hastes, as quais suportam em torno de 3 a 8 cachos de frutos, sendo que 

cada cacho pode apresentar até 900 frutos de açaí (CAMPOS et al., 1991) (Figura 8A). Os 

frutos de açaí são de cor roxa a preta e de tamanho pequeno, possuindo em torno de 1-1,5 cm 

de diâmetro. Além da pequena quantidade de polpa, o açaí contém uma semente que 

corresponde a cerca de 85% do tamanho do fruto (STRUDWICK e SOBEL, 1988; PESSOA e 

da SILVA e SILVA, 2007) (figura 8B). 

Este fruto é comumente consumido pela população da região amazônica, 

principalmente por habitantes indígenas e da zona rural (GOULDING e SMITH, 2007). Tais 

indivíduos atribuem vários efeitos fitoterápicos ao açaí, como por exemplo, efeitos contra 

problemas gastrointestinais e de disfunções de coagulação, utilizando não somente o fruto, 

mas também a casca do tronco e folhas da palmeira (MATHEUS et al., 2007). Atualmente, a 

comercialização do açaí tem avançado muito, já que este fruto vem sendo usado na produção 

de diversos produtos de consumo alimentar, como bebidas e alimentos a base de açaí, tanto a 

nível nacional quanto internacional (COISSON et al., 2005; JANICK e PAUL, 2008; SILVA, 

2008). 

 

Figura 8 - Ilustrações da Euterpe oleracea Mart. (Açaí). (A) Palmeira com cachos contendo o fruto; (B) frutos 

maduros de açaí colhidos.  

 

Fonte: adaptada de Schreckinger e colaboradores (2010). 
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Vários estudos recentes vêm demonstrando os efeitos biológicos positivos do açaí. 

Devido principalmente a composição química deste fruto é que muitos efeitos biativos são 

observados. Em um estudo in vivo desenvolvido por Spada e colaboradores (2009) com ratos 

expostos ao agente oxidante H2O2, foi demonstrado o efeito citoprotetor do extrato de açaí em 

células do córtex cerebral, hipocampo e cerebelo, via atividade antioxidante. Essa atividade 

foi também descrita por Barbosa e colaboradores (2016), os quais estudaram o consumo 

diário de polpa de açaí por humanos e observaram uma significativa redução na produção de 

EROs nos indivíduos que bebiam o suco do fruto, assim como significativo aumento da 

capacidade antioxidante total, principalmente da enzima antioxidante CAT e redução dos 

níveis de carbonilação proteica, quando comparado ao grupo que não fazia consumo diário do 

fruto, provando assim o potencial efeito antioxidante deste fruto. Em virtude de sua atividade 

antioxidante, o consumo de açaí tem sido associado a menores riscos de aparecimento de 

doenças relacionadas ao estresse oxidativo, como o risco de doenças cardíacas, por exemplo. 

Rocha e colaboradores (2007) reportaram efeito vasodilatador de extrato de açaí em ratos. Já 

Xie e colaboradores (2012) descreveram que o consumo rotineiro de suco de açaí reduz os 

riscos de aterosclerose. Além disso, o açaí apresenta efeito preventivo contra cardiotoxicidade 

e genotoxicidade, de forma a atenuar possíveis danos ao DNA causados por EROs. Na 

investigação de Ribeiro e colaboradores (2010), o extrato de açaí foi capaz de reduzir o índice 

de dano ao DNA causado pelo agente estressor cloridrato de doxorrubicina (DXR), um 

fármaco quimioterápico amplamente utilizado. 

Adicionalmente, existem relatos de que o açaí possui atividade antitumoral e até 

mesmo anti-inflamatória (KANG et al., 2011; NORATTO et al., 2011; DIAS et al., 2015). O 

efeito antitumoral ocorre através da ativação de vias pró-apoptóticas mitocondriais e 

supressão de oncogenes (DIAS et al., 2014), como também através da formação de vacúolos 

autofágicos celulares induzidas pela superexpressão de genes vinculados a formação de 

autofagossomos (SILVA et al., 2014). As descrições iniciais quanto à atividade anti-

inflamatória do açaí foram realizadas a partir de relatos não científicos por parte da população 

que fazia consumo desse fruto por seu efeito contra a inflamação e também contra malária, o 

que mais tarde foi comprovado por estudos experimentais (BOURDY et al., 2000; RUIZ et 

al., 2011). Matheus e colaboradores (2006) através de um estudo in vitro demonstraram a 

capacidade anti-inflamatória do açaí em células RAW 264.7 expostas ao indutor LPS e ao 

IFN-γ, via redução da produção de NO e diminuição da proliferação celular. Perfil semelhante 

foi também descrito por Kang e colaboradores (2012), onde o extrato de açaí apresentou 

efeito anti-inflamatório em células induzidas com LPS. Já na pesquisa de Poulose e 
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colaboradores (2012), o extrato de açaí mostrou-se capaz de proteger células BV-2 da 

micróglia contra a exposição prévia ao LPS, reduzindo a produção de NO, bem como os 

níveis de cicloxigenase-2 (COX-2), do TNF-α e do fator NFκB. Além disso, segundo Ford e 

colaboradores (2016), polifenóis presentes no açaí são capazes de reduzir os níveis de 

mediadores pró-inflamatórios em linfócitos humanos, o que por vez sugere que o açaí pode 

ser uma potencial alternativa contra a ativação inflamatória crônica. Todavia, os mecanismos 

celulares na cascata inflamatória pelos quais o açaí desempenha sua atividade anti-

inflamatória ainda não estão totalmente elucidados.  

Adicionalmente, o açaí apresenta atividade neuromoduladora. No estudo de Wong e 

colaboradores (2013), utilizando modelo experimental para doença de Alzheimer, 

descreveram um efeito neuroprotetor do extrato de açaí em células PC12. Neste estudo, o 

extrato de açaí protegeu as células contra a exposição a β-amilóide1-42, aumentando a 

viabilidade celular para níveis similares às células controle, bem como inibindo a formação de 

fibrilas e agregados amilóides. Recentemente, Souza-Monteiro e colaboradores (2015) 

relataram a eficácia do suco de açaí na diminuição de convulsão induzida por 

pentilenotetrazol em ratos. O suco de açaí diminuiu a duração das convulsões bem como 

aumentou o tempo para a ocorrência da primeira contração mioclônica e primeira convulsão 

tônico-clônica, além de prevenir significativamente a lipoperoxidação na região do córtex 

cerebral. Dessa forma, sugere-se que o açaí pode apresentar relevantes atividades protetoras 

ao organismo, incluindo efeitos de neuroproteção. Todavia, ainda não há estudos que 

investiguem o potencial efeito do açaí sob condições semelhantes à encontrada em indivíduos 

com transtorno bipolar a nível celular neuronal, como, por exemplo, sob disfunção no 

complexo mitocondrial I. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar in vitro as propriedades neurofarmacológicas do extrato hidroalcoólico da 

Euterpe oleracea Mart. (Açaí) na modulação da disfunção mitocondrial do complexo NADH 

- coenzima Q oxiredutase (complexo mitocondrial I), estresse oxidativo e metabolismo 

inflamatório via inflamassoma NLRP3.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Revisar a literatura corrente sobre a associação entre disfunção mitocondrial e doenças 

neuropsiquiátricas com destaque ao transtorno bipolar;  

 

Produzir e caracterizar quimicamente um extrato hidroalcoólico de açaí;  

 

Avaliar o efeito do extrato hidroalcoólico de açaí na disfunção mitocondrial causada 

pela exposição à rotenona de células da linhagem comercial de neuroblastoma (SH-SY5Y) 

através da análise do efeito: 

- na viabilidade celular; 

- na fosforilação oxidativa de todos os complexos mitocondriais da cadeia de 

transporte de elétrons; 

- na atividade enzimática do complexo mitocondrial NADH - coenzima Q 

oxiredutase (complexo mitocondrial I); 

- na expressão proteica e gênica de subunidades do complexo mitocondrial NADH – 

coenzima Q oxiredutase (complexo mitocondrial I): NDUFS7, NDUFS8, 

NDUFV1 e NDUFV2; 

- nos parâmetros do metabolismo oxidativo: níveis celulares totais de EROs e 

peroxidação lipídica; 

 

Avaliar o efeito anti-inflamatório do extrato hidroalcoólico de açaí na linhagem 

comercial de macrófagos (RAW 264.7) induzidos à inflamação com fitohemaglutinina 

(PHA), através da análise: 
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- da viabilidade e proliferação celular; 

- dos parâmetros relacionados ao metabolismo oxidativo: níveis celulares totais de 

EROs e produção de NO; 

- da modulação do ciclo de divisão celular; 

- da expressão proteica das citocinas pró-inflamatórias: IL-1β, IL-6, TNF-α, e IFN-

γ; e anti-inflamatória: IL-10; 

- da expressão proteica da proteína de ativação intrínseca da apoptose e 

inflamatória, caspase 1; 

- da expressão proteica do inflamassoma NLRP3. 
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3 RESULTADOS 

 

 Os resultados, bem como os métodos utilizados, referentes a esta tese de doutorado 

estão organizados sob a forma de três manuscritos científicos. O primeiro contempla a 

produção do artigo de revisão literária sobre novos biomarcadores associados à doenças 

psiquiátricas, em especial ao transtorno bipolar, o qual já está publicado.  O segundo 

contempla a análise do potencial farmacológico do açaí em neurônios com disfunção 

mitocondrial induzida por rotenona, o qual também já está publicado em revista científica. O 

terceiro manuscrito refere-se à avaliação da capacidade anti-inflamatória do extrato 

hidroalcoólico de açaí em macrófagos RAW 264.7 induzidos a inflamação com 

fitohemaglutinina (PHA), tal manuscrito encontra-se submetido em revista científica. 

 

Manuscrito 1 

 

Título: Upstream Pathways Controlling Mitochondrial Function in Major Psychosis: A 

Focus on Bipolar Disorder. 

 

Autores: Alencar Kolinski Machado; Alexander Yongshuai Pan; Tatiane Morgana da Silva; 

Angela Duong; Ana Cristina Andreazza. 

 

Revista: Canadian Journal of Psychiatry/ Le Revue Canadienne de Psychiatrie (fator de 

impacto = 2,952). 

 

Situação: publicado. 

 

Manuscrito 2 

 

Título: Neuroprotective Effects of Açaí (Euterpe oleracea Mart.) against Rotenone In Vitro 

Exposure. 

 

Autores: Alencar Kolinski Machado; Ana Cristina Andreazza; Tatiane Morgana da Silva; 

Aline Augusti Boligon; Vanusa do Nascimento; Gustavo Scola; Angela Duong; Francine 

Carla Codaná; Euler Esteves Ribeiro; Ivana Beatrice Mânica da Cruz. 
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Revista: Oxidative Medicine and Cellular Longevity (fator de impacto = 4,492). 

 

Situação: publicado. 

 

Desenho experimental referente ao manuscrito 2: 

 

Figura 9 - Ilustração esquemática dos procedimentos experimentais desenvolvidos para avaliação do efeito 

neuroprotetor do extrato hidroalcoólico de açaí frente à células neuronais-like SH-SY5Y expostas a rotenona. 

 

Fonte: o próprio autor. 

 

Manuscrito 3 

 

Título: Anti-inflammatory potential of açaí (Euterpe oleracea Mart.) via NLRP3 modulation 

in PHA-induced RAW 264.7 macrophages. 

 

Autores: Alencar Kolinski Machado; Francine Carla Cadoná; Charles Elias Assmann; Ana 

Cristina Andreazza; Marta Maria Medeiros Frescura Duarte; Thiago Duarte; Euler Esteves 

Ribeiro; Xiao-Yan Wen; Ivana Beatrice Mânica da Cruz. 
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Revista: Inflammation Research (fator de impacto = 2,557). 

 

Situação: em fase de submissão. 

 

Desenho experimental referente ao manuscrito 3: 

 

Figura 10 - Ilustração esquemática dos procedimentos experimentais desenvolvidos para avaliação da 

capacidade anti-inflamatória do extrato hidroalcoólico de açaí frente à macráfagos RAW 264,7 ativados com 

PHA. 

 

Fonte: o próprio autor. 
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Abstract 36 

 37 

Inflammatory response in an important process responsible for ensure the 38 

organism integrity and homeostasis. Several diseases are associated with 39 

uncontrolled inflammation and oxidative stress. Previous studies reported that 40 

cellular oxidative stress could be associated with inflammatory system 41 

activation acting as a pro-inflammatory mediator through nod-like receptor pyrin 42 

containing 3 (NLRP3)-inflammasome overexpression. However, currently 43 

treatments for these conditions conduct to side effects and difficult disease 44 

control. For this reason, new therapies development using natural products 45 

have been study. In this sense, açaí (Euterpe oleracea Mart.), a native fruit from  46 

Amazon, is an potential candidate this field, since there are several studies 47 

reporting its antioxidant and anti-inflammatory proprieties, however, açaí 48 

mechanism of action in inflammation process in unclear yet. In this context, we 49 

evaluated the in vitro anti-inflammatory activity and causal mechanism of 50 

freeze-dried açaí hydroalcoholic extract on murine RAW 264.7 macrophages 51 

phytohemagglutin (PHA)-induced. RAW 264.7 cells inflammation activated by 52 

PHA (1µL/50µL; v:v) were exposed to different concentrations of açaí extract 53 

(0.001-1000 μg/mL) during 72 hours. Oxidative-inflammatory parameters were 54 

evaluated by colorimetric, fluorometric and molecular assays. Our findings 55 

revelated that açaí extract presented anti-inflammatory effect under PHA-56 

induced RAW 264.7 macrophages. Also, the results suggested that açaí acts 57 

reducing macrophages proliferation through cell cycle arresting due to reduced 58 

NLRP3-inflammasome activation in response to oxidative metabolism 59 

recovering. According to these findings, açaí could be used to develop new 60 

studies for drug development, since this fruit has a chemical matrix composed 61 

by several functional bioactive molecules.  62 

 63 

Keywords: açaí (Euterpe oleracea Mart.), inflammation, oxidative stress, 64 

(NLRP3)-inflammasome, RAW 264.7 macrophage. 65 

 66 

 67 

 68 

 69 

 70 

 71 

 72 

 73 
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Introduction 74 

  75 

Inflammatory response is an important way of protection against 76 

pathogenic agents or situations that can change cellular physiology and this 77 

process might be controlled [1,2]. In some cases, chronic inflammatory patterns 78 

are established in the body, being associated with, for example, 79 

neuropsychiatric illness, as schizophrenia and bipolar disorder (BD) [1,3–6].  It 80 

is already known that mitochondrial complex I dysfunction has been associated 81 

with BD progression, causing cellular oxidative imbalance due to reduction of 82 

ATP synthesis and increased production of superoxide anion, and subsequent 83 

others reactive oxygen species (ROS). Under this oxidative stress condition, 84 

cells can present several alterations, including lipid peroxidation, protein 85 

oxidation, and DNA damage [6,7], as well as ROS produced by mitochondrial 86 

dysfunction can be considered as a damage-associated molecular pattern 87 

(DAMPs) agent establishing chronic inflammation at central nervous system 88 

(CNS) and peripheral immune cells of subjects with BD, since elevated ROS 89 

levels could trigger inflammasome complex [8–10]. 90 

Nod-like receptor pyrin containing 3 (NLRP3) is an molecular protein 91 

complex inflammasome that has been described as a redox sensor and 92 

possible link between cellular oxidative imbalance and inflammatory chronic 93 

response at subjects with BD, for example [9–11]. This molecular protein 94 

complex is produced at high ROS levels, which leads to overexpression of 95 

NLRP3 and migration from cytoplasm to damaged mitochondria [9,12,13]. 96 

Subsequently, NLRP3-inflammasome trigger interleukin 1 (IL-1B) production 97 

from an inactive precursor (pro-IL-1), that is cleaved by caspase 1. IL-1 is 98 



94 

 

considered an master mediator which increases lymphocytes and macrophages 99 

proliferation, and induces higher levels of other pro-inflammatory cytokines, 100 

such as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-) and interferon-101 

gamma (INF-) [14]. Therefore, inflammasome induces an inflammatory 102 

response specially by M1 macrophages, and this process is concluded by M2 103 

macrophages anti-inflammatory cytokines production allowing tissue 104 

regeneration and cellular homeostasis recovering [15,16]. 105 

In this sense, Sorbara & Girardin [17] described that mitochondrial 106 

dysfunction may fuel to inflammasome activation. Some investigations as 107 

performed by Kim et al [10] suggested NLRP3-inflammasome as possible link 108 

between these two most commonly reported modifications in this 109 

neuropsychiatric illness. This suggestion was based in results obtained from 110 

analysis of post-mortem frontal cortex samples from patients with BD. As the 111 

oxidative stress is caused by mitochondrial complex I dysfunction is subjects 112 

with BD, it is not possible to reduce basal ROS production. Unfortunately, the 113 

administration of anti-inflammatory drugs could not be efficient to eliminate 114 

chronic-inflammation observed in these patients. In this case, the use of 115 

supplements with concomitant antioxidant and anti-inflammatory activities could 116 

be useful. 117 

Evidences showed that several fruits present many potential anti-118 

inflammatory molecules, which could act in interaction with other bioactive 119 

compounds with antioxidant properties [18]. This is the case of açaí (Euterpe 120 

oleracea Mart.), an Amazonian fruit considered a functional food widely used in 121 

the world, which presents several bioactive molecules at its chemical matrix, 122 

such as orientin, isoorientin, apigenin, vanillic acid, anthocyanins, cyanidin-3-123 
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glucoside and cyanidin-3-rutinoside [19,20]. Ford et al [21] suggested that 124 

(poly)phenols from natural products, as açaí berry, are able to reduce pro-125 

inflammatory mediators from human lymphocytes, being a potential alternative 126 

for patients under chronic-inflammation risk. 127 

In a previous study, Machado et al [20] showed that açaí hydroalcoholic 128 

extract could potentially protect neural-like cells (SH-SY5Y) against 129 

mitochondrial complex I dysfunctions caused by rotenone exposure, which is 130 

used to produce an in vitro experimental model for neuropsychiatric diseases. 131 

Moreover, this study showed that açaí was able to modulate mitochondrial 132 

complex I subunits gene expression and decrease ROS levels of neural-like 133 

cells.  Therefore, we developed a cellular in vitro study using freeze-dried 134 

hydroalcoholic açaí extract on activated murine RAW 264.7 macrophages 135 

evaluating its effect on initial inflammatory cascade via NLRP3 inflammasome 136 

modulation and in the pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines 137 

production. 138 

 139 

Materials and Methods 140 

 141 

Freeze-dried hydroalcoholic Euterpe oleracea (Açaí) extract preparation 142 

and chemical characterization 143 

 144 

The freeze-dried hydroalcoholic açaí extract (açaí extract) used in this 145 

study was previously obtained and characterized by Machado et al [20]. Briefly, 146 

açaí fresh fruits were obtained from a harvesting area of Manaus city, 147 

Amazonas state, Brazil. Fruits were transported to the Biogenomics Laboratory 148 
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at the Federal University of Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brazil, 149 

under -20ºC in a dry environment to keep all fruit’s quality and properties. First 150 

of all, fruits were confirmed to be Euterpe oleracea Mart. by a specialist in plant 151 

ecology and botany. Then, açaí fruits were macerated manually and the pulp 152 

and peel were used to prepare the hydroalcoholic extract. A freeze-dried 153 

hydroalcoholic extract was made following the instructions described by 154 

Machado et al [20].  155 

 After açaí extract preparation, the chemical matrix was determined by 156 

high performance liquid chromatography (HPLC-DAD), where the following 157 

chemical molecules were detected: orientin (8.05  0.03 mg/g), p-coumaric acid 158 

(3.52  0.01 mg/g), apigenin (3.49  0.01 mg/g), cyanidyn (2.62  0.01 mg/g), 159 

luteolin (2.57  0.02 mg/g), epicatechin (2.37  0.02 mg/g), vitexin (2.19  0.01 160 

mg/g), chrysin (1.83  0.01 mg/g), caffeic acid (0.76  0.01 mg/g), catechin 161 

(0.75  0.03 mg/g), gallic acid (0.73  0.01 mg/g), chlorogenic acid (0.41  0.01 162 

mg/g).  163 

 164 

Cell culture and treatments 165 

 166 

 Macrophages cell line RAW 264.7 purchased from the American Type 167 

Culture Collection (ATCC® TIB-71TM, Manassas, VA, USA) were cultured in 168 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco® Thermo Fisher - 11965-169 

092; Waltham, MA, USA) with 10% of fetal bovine serum (FBS) (Gibco® 170 

Thermo Fisher – 12484028; Waltham, MA, USA) and supplemented with 1% of 171 

antibiotic (100U/mL penicillin; 100mg/mL streptomycin) (Gibco® Thermo Fisher 172 

– 15140122; Waltham, MA, USA). Cells were cultured at 37ºC in a humid 173 
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environment with 5% CO2 until ideal cell number and confluence of 90% to 174 

perform all the experiments.  175 

 All the treatments performed in this study were conducted to evaluate the 176 

anti-inflammatory effect and the action mechanism of açaí extract at the 177 

macrophage cell concentration of 2X105 cells/mL. Initially cells between 178 

passage number 5 to 10 were plated at 96-well plate and after 24h of 179 

stabilization, cell were treated with phytohemagglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich – 180 

L9132; St. Louis, MO, USA) (1μL/50μL; v:v). PHA is a lectin found in plants, 181 

especially legumes which trigger mitosis and affects the cell membrane in 182 

regard to transport and permeability of proteins, activating at mononuclear cells, 183 

including macrophages, as a DAMP agent. Therefore, this antigen can be used 184 

to simulate sterile inflammatory response [22]. After PHA exposition, cells were 185 

treated with different concentrations of açaí extract (0.001-1000 μg/mL) during 186 

72 hours at optimal cell culture conditions. The dose-response curve was used 187 

to determine the most effective concentration of açaí extract with anti-188 

inflammatory activity by different colorimetric, fluorescent, and enzymatic 189 

experimental assays.  190 

 191 

Experimental assays 192 

 193 

Cell proliferation analysis 194 

 195 

 We measured cellular proliferation through MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-196 

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich – M2128; St. 197 

Louis, MO, USA) assay. After all the treatments and periods of incubation, RAW 198 
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264.7 cells were washed and resuspended in phosphate buffer (PBS 0.01M; pH 199 

7.4) to completely remove the treatments and avoid (poly)phenols interference. 200 

Samples were exposed during 1 hour to MTT reagent and then fomazan 201 

crystals were solubilized in dimethylsulphoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich – 202 

472301; St. Louis, MO, USA). Absorbance was determined by 560nm as 203 

previously described by Fukui et al [23]. 204 

 205 

Total levels of ROS measurement 206 

 207 

 Oxidative metabolism is highly associated with inflammatory processes. 208 

In this sense, the concentration-effect curve of açaí extract was tested through 209 

2,7 dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich - D6883; 210 

St. Louis, MO, USA) probe assay following instructions described by Costa et al 211 

[24]. Emitted fluorescence was measured at 488nm of excitation and 525nm of 212 

emission wavelength. 213 

 214 

Nitric oxide measurement 215 

 216 

 Nitric oxide (NO) is an important inflammatory mediator signal and highly 217 

produced by macrophage cells. We measured NO levels on concentration-218 

effect açaí extract treated cells through an indirect colorimetric method based 219 

on organic nitrate detection following instructions published by Choi et al [25]. 220 

 221 

Cell cycle analysis by flow cytometry 222 

 223 
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 Cell cycle phases of mitotic process were analyzed through flow 224 

cytometry method (BD FACsVerseTM Flow Cytometer - BD Biosciences; San 225 

Jose, CA, USA). RAW 264.7 cells were synchronized with incomplete media 226 

(without FBS) and treated with the most effective concentration of açaí extract 227 

by itself and against PHA exposition. After the time of incubation cells were 228 

stained with propidium iodide (Sigma-Aldrich – P4170; St. Louis, MO, USA) 229 

following instructions described by William-Faltaos et al [26]. 230 

 231 

Caspases, cytokines, and NLRP3 inflammasome protein determination 232 

 233 

 The apoptosis cascade (Quantikine Caspase Immunoassay® R&D 234 

Systems - KM300; Minneapolis, MN, USA), inflammatory (pro-inflammatory and 235 

anti-inflammatory) cytokines (Quantikine Cytokines Immunoassay® R&D 236 

Systems - D2050; Minneapolis, MN, USA), and the NLRP3-inflammasome 237 

(Cusabio-Cusab – CSBE15885h; College Park, MD, USA) were analyzed in 238 

activated RAW 264.7 cells exposed to the most effective concentration of 239 

freeze-dried hydroalcoholic açaí extract through different enzyme-linked 240 

immunosorbent assays (ELISA) following the manufacture instructions. 241 

Apoptosis proteins measurement included caspase 1 (casp1). Pro-inflammatory 242 

cytokines comprised IL-1β, IL-6, TNF-α, and INF-γ. Anti-inflammatory cytokine 243 

included IL-10. Also, NLRP3-inflammasome was determined as a possible 244 

redox sensor link between oxidative imbalance and inflammatory activation. 245 

 246 

Statistical analysis 247 

 248 
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 All the obtained results were converted to percentage of negative control 249 

± standard deviation. Results were statistically analyzed by two-way ANOVA 250 

followed by Tukey post hoc using Graphpad prism software, version 5.0 251 

(Graphpad Prism software, 2015; San Diego, CA, USA). Data with p<0.05 was 252 

considered significant. 253 

 254 

Results 255 

  256 

The effect of açaí extract at different concentrations on proliferation of 257 

macrophage PHA-induced was initially evaluated. As expected, PHA exposition 258 

cells presented increased cellular activation and proliferation about 54% 259 

compared to negative control. However, when cells were concomitantly treated 260 

with açaí extract and PHA, cellular proliferative rate was similar to negative 261 

control group at all açaí extract concentrations investigated (figure 1A). This 262 

result was also similarly found through double-stand (ds) DNA quantification 263 

using Quant-ITTM PicoGreen kit (Thermo Fisher – P7589; Sao Paulo, SP, 264 

Brazil) staining at treatment’s supernatant as a cellular mortality and 265 

proliferation marker (data non-shown). 266 

Levels of oxidative molecules were also evaluated in this protocol. Cells 267 

PHA-exposed presented higher NO production (figure 1B) and total ROS levels 268 

(figure 1C) compared to negative control cells. When cells were concomitantly 269 

exposed to PHA and different concentrations of açaí extract, NO levels 270 

remained similar to untreated cells, however, higher açaí concentrations 271 

increased NO production, despite these levels were lower than cells treated 272 

only with PHA. Additionally, this same profile was observed for total ROS levels 273 
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quantification, with significant reduction of ROS production under açaí extract 274 

treatments. 275 

 276 

FIGURE 1 HERE 277 

 278 

From different açaí concentrations tested here was possible to calculate 279 

the effective concentration to inhibit 50% macrophage cellular proliferation. The 280 

estimated concentration was 1 g/mL of açaí extract. As the results did not 281 

present an açaí dose-response on macrophage mitosis, the complementary 282 

protocols were performed using just açai extractat this specific concentration. 283 

Potential effect of açaí extract on macrophage cell cycle was determined 284 

as showed at figure 2. As expected, cells exposed to PHA increased the 285 

frequency of S and G2 phases when compared to untreated control group. Cells 286 

PHA-exposed reduced the frequency of G1 phase in 6.0 ± 0.8% in relation to 287 

untreated cells (p<0.02).  Açaí supplementation did not change G1 phase 288 

frequency than RAW 264.7 control cells (1.8 ± 0.3%). Cells treated with PHA 289 

plus açaÍ presented a slight increase in the frequency of G1 phase (102.1 ± 290 

1.2%), but this difference was not significant when compared to control group.  291 

 Additionally, PHA increased the frequency of S+G2 phase (124.3 ± 292 

3.2%) when compared to untreated control group (p <0.001). Cells exposed just 293 

to açaí extract also showed significant increase in the S+G2 phases than 294 

negative control group (113.4 ± 2.2%).  However, this increment was not similar 295 

to RAW 264.7 cells PHA-induced. On the other hand, PHA plus açaí treatment 296 

presented a reduction of S+G2 phase frequency (97.1 ± 0.8 %) in comparison 297 

to control group (p<0.05). 298 
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FIGURE 2 HERE 299 

 300 

Pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines were determined in 301 

treated macrophages to strongly prove açaí extract anti-inflammatory capacity. 302 

Macrophages only exposed to PHA presented increased levels of all pro-303 

inflammatory cytokines, including IL-1 beta (figure 3A), IL-6 (figure 3B), TNF-304 

alpha (figure 3C), and IFN-gamma (figure 3D), and decrease production of anti-305 

inflammatory cytokine IL-10 (figure 3E). On the other hand, açaí extract 306 

maintained cytokines levels similarly to negative control. Under PHA-induction, 307 

açaí extract treatment was able to decrease all pro-inflammatory cytokines and 308 

increased IL-10 levels. 309 

 310 

FIGURE 3 HERE 311 

 312 

 Finally, caspase 1 and NLRP3 inflammasome were also measured at 313 

treated and untreated cells (figure 4). Raw 264.7 cells treated with PHA 314 

presented a strong increment of caspase 1 (figure 4A) protein levels, while açaí 315 

freeze-dried hydroalcoholic extract significantly decreased these levels 316 

recovering cellular apoptotic homeostasis. Additionally, NLRP3 inflammasome 317 

(figure 4B) levels were increased under macrophages PHA exposition, 318 

however, surprisingly açaí hydroalcoholic extract was capable to significantly 319 

decrease NLRP3 inflammasome protein levels compared to PHA positive 320 

control. 321 

 322 

 323 
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FIGURE 4 HERE 324 

 325 

Discussion 326 

 327 

This cellular in vitro study reported the significant anti-inflammatory 328 

capacity of açaí and its possible mechanism of action in murine RAW 264.7 329 

cells exposed to PHA, which is able to activate inflammatory response. Our 330 

finds suggest that açaí extract promotes anti-inflammatory response through 331 

antioxidant pathway and NLRP3 inflammasome modulation (figure 5). 332 

 333 

FIGURE 5 HERE 334 

 335 

Since there are many different diseases that are associated with chronic 336 

immune activation, as obesity [4], diabetes [3], hypercholesterolemia, heart 337 

problems [5], and neuropsychiatric illness, as schizophrenia and BD [6,27], and 338 

also considering the current available anti-inflammatory drugs side effects, it is 339 

very interesting to develop studies searching for new inflammatory targets and 340 

new therapy alternatives. Several studies are being performed using natural 341 

products due to their biological properties. Açaí fruit is a functional food with 342 

numerous bioactive effects, such as antioxidant [28–30], antitumor [31], 343 

antinociceptive [32], anti-obesity [33], neuroprotective [20,34], and anti-344 

inflammatory [30,34,35].  345 

Cellular proliferation evaluated in RAW 264.7 macrophages previously 346 

exposed to PHA and treated with freeze-dried hydroalcoholic açaí extract 347 

demonstrated the anti-inflammatory potential of açaí extract. Through MTT 348 
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assay was showed açaí extract effect on inflamed macrophages, reducing cell 349 

proliferation index compared to negative control and PHA-positive control. 350 

These finds corroborate with Kang et al [29] that proved in vitro anti-351 

inflammatory effect of açaí in LPS-induced cells. Additionally, Poulose et al [34] 352 

showed that açaí-enriched diet can modulate inflammation at neuronal cells in 353 

rats, while Carey et al [36] demonstrated inflammatory attenuation in BV-2 354 

microglial cells of rats with açaí pulp supplementation. Also, Schauss et al [37], 355 

Honzel et al [38], and Heinrich et al [39] have already reported açaí anti-356 

inflammatory cells. However, this açaí effect pathway was not completely 357 

elucidated yet.  358 

Oxidative stress also has been associated with several diseases, 359 

including metabolic diseases and neuropsychiatric illness, and most of them 360 

develop chronic immune activation [6,7,40]. In this sense, total levels of ROS 361 

were measured in açaí extract treated macrophages PHA-induced. As 362 

expected, açaí extract was capable to significantly reduce ROS production 363 

compared to PHA positive control, until similar levels than negative control for 364 

all concentrations. Previous study developed by our research group showed 365 

antioxidant açaí extract effect on SH-SY5Y cells with mitochondrial impairment 366 

induced by rotenone exposure [20] where açaí hydroalcoholic extract recovered 367 

mitochondrial function, normalizing cell oxidative metabolism that also justify our 368 

finds. Poulose et al [34] also described açaí antioxidant activity via nuclear 369 

factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NRF2) modulation, which is an antioxidant 370 

expression regulator. Moreover, NO quantification showed a similar profile 371 

observed for ROS measurement. While PHA-induced macrophages presented 372 

increased NO levels, açaí extract was able to significantly decrease NO 373 
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production at all concentrations. NO is a physiological soluble gas which also 374 

acts at pathological situations [41,42]. NO overproduction happens under 375 

inflammatory induction or in response to pro-inflammatory cytokines, as IL-1, 376 

TNF-, and IFN- [43]. Matheus et al [44] in an in vitro study with RAW 264.7 377 

macrophages stimulated with LPS and IFN-, showed that açaí berry could 378 

reduce NO production of inflamed cells. Based on all açaí extract concentration-379 

response assays the concentration able to reduce 50% of cellular proliferation 380 

was determined. Açaí hydroalcoholic extract EC50 was 1g/mL, and all another 381 

experimental assays were performed using this specific concentration.  382 

Cell cycle modulation was determined in treated and untreated 383 

macrophages. Our results revealed that PHA exposition significantly increase 384 

S+G2 phases compared to untreated RAW 264.7 macrophages. On the other 385 

hand, concomitant PHA and açaí extract treatment decreased S+G2 phases 386 

compared to PHA-positive control, causing cellular cycle arresting at these 387 

phases. This finding corroborates with a previous study performed by Ramana 388 

et al [45], which reported that induced inflammation with LPS increase cell cycle 389 

S and G2 phases and aldose reductase (AR), a ubiquitously protein, presented 390 

anti-inflammatory action by arresting G2/M phase in murine RAW 264.7 391 

macrophages LPS-induced.  392 

It is already known that pro-inflammatory agents can increase pro-393 

inflammatory and reduce anti-inflammatory cytokines production [46,47]. We 394 

have measured macrophages cytokines through enzyme-linked immunosorbent 395 

and the obtained results showed increased levels of all pro-inflammatory 396 

cytokines (IL-1, IL-6, TNF-, and IFN-) tested and decrease levels of IL-10, 397 

under PHA inflammatory induction. On the other hand, 1 g/mL of açaí extract 398 
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treatment alone did not change cytokines production compared to negative 399 

control. Additionally, açaí treatment under PHA concomitant exposition was 400 

able to significantly decrease all pro-inflammatory cytokines and increase the 401 

anti-inflammatory cytokine IL-10 compared to PHA positive control. It was 402 

already reported in an in vivo study that açaí supplemented rats presented 403 

reduced levels of NO and TNF- production, protecting them against 404 

inflammatory signaling [36]. Our results are also in agreement with de Souza et 405 

al [48] that described an anti-inflammatory açaí protection effect under CCI4 406 

exposition in different brain areas of rats through IL-1, IL-18 and TNF- 407 

modulation.  408 

Since there are no studies showing the potential effect of açaí on 409 

NLRP3-inflammasome response, we have analyzed this field. NLRP3-410 

inflammasome is an inflammatory system recognition enzyme-complex and it is 411 

one of the most studied inflammasome worldwide [9,10,49,50]. This 412 

inflammasome is involved on inflammatory activation response via caspase 1 413 

activation, followed by IL-1 release and the subsequent pro-inflammatory 414 

cytokines cascade [10]. NLRP3 overexpression can activate hyperinflammation 415 

conducting to several tissue and cellular damages [49,50]. Moreover, some 416 

studies reported a close association between oxidative metabolism and NLRP3-417 

inflammasome [10,17,51]. Some diseases, as BD, for example, present 418 

mitochondrial dysfunction, specifically at electron transport chain complex I, 419 

which consequently increase mitochondrial ROS production, conducting cells to 420 

oxidative stress [6,20,40]. This cellular imbalance is able to cause different cell 421 

damages. Also, currently has been reported that mitochondrial impairment is 422 

associated with NLRP3 activation [10]. Our results showed that PHA-induced 423 
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RAW 264.7 cells present high levels of NLRP3-inflammasome, while açaí 424 

extract was not able to change this inflammasome production compared to 425 

negative control. Macrophages treated with 1g/mL of açaí extract under PHA 426 

stimulation showed reduced levels of NLRP3 compared to PHA positive control. 427 

Although this effect did not reach negative control cells NLRP3 levels perhaps 428 

under repeated treatment it could be observed. Açaí hydroalcoholic extract was 429 

also capable to normalize caspases 1 protein expression since PHA exposition 430 

increased its levels, what is justified by NLRP3-inflammasome reduction [9].  431 

All the results obtained in this study are from in vitro experiments. In this 432 

sense, complementary studies using, for example, in vivo methods must be 433 

performed to confirm the evidences here reported, due to in vitro 434 

methodological limits. 435 

 436 

Concluding Remarks 437 

 438 

 Several studies have been describing the relationship between different 439 

diseases, cellular oxidative metabolism and chronic immune activation, perhaps 440 

linked by NLRP3-inflammasome redox sensor. In this sense, efforts have been 441 

made to discover new inflammatory targets as well as new anti-inflammatory 442 

alternative therapies. Açaí seems to be a fruit with antioxidant and anti-443 

inflammatory properties effective in cells exposed to DAMP agents as PHA, for 444 

example. Açaí extract acts at all inflammatory cascade pathways, since ROS 445 

levels modulation, NLRP3-inflammasome inhibition, and pro-inflammatory 446 

cytokines response via caspase 1 and IL-1. Due to its antioxidant-anti-447 

inflammatory capacities, açaí long-term supplementation for patients with 448 
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neuropsychiatric illness under mitochondrial complex I dysfunction could 449 

present clinical relevance.  450 
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 694 

 695 

Figure legends 696 

 697 

Figure 1: Cellular proliferation and oxidative metabolism. A) Cell proliferation of 698 

RAW 264.7 PHA-activated and exposed to freeze-dried hydroalcoholic açaí 699 

extract during 72h measured by MTT assay; B) Total levels of ROS 700 

measurement through DCFH-DA fluorimetric assay of macrophages PHA-701 

induced and exposed to different concentrations of freeze-dried hydroalcoholic 702 

açaí extract during 72h; C) NO levels quantification of RAW 264.7 cells PHA-703 

activated and exposed to açaí extract during 72h. Showing the anti-proliferative 704 

and antioxidant activities of açaí extract. Statistical differences are shown by 705 

different letters. 706 

 707 

Figure 2: Macrophage cell cycle modulation under PHA exposition followed by 708 

1 g/mL açaí extract treatment showing G2/M phases cell cycle arresting effect 709 

of açaí extract under PHA inflammatory activation. A) Untreated cells; B) PHA-710 

induced macrophages; C) 1 µg/mL açaí extract exposition; D) Concomitant PHA 711 

and açaí extract treatment. 712 

 713 

Figure 3: Inflammatory system cytokines production of RAW 264.7 714 

macrophages PHA-induced. A) IL-1 protein quantification; B) IL-6 protein 715 

quantification; C) TNF- protein quantification; D) IFN- protein quantification; 716 

E) IL-10 protein quantification. Results show inflammatory cytokines recovering 717 

under açaí extract exposition of activated macrophages. Statistical differences 718 

are shown by different letters. 719 

 720 
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Figure 4: Caspase 1 and NLRP3 inflammasome activation of RAW 264.7 721 

macrophages PHA-induced. A) Caspase 1 (casp1) measurement; B) NLRP3 722 

inflammasome measurement. Results demonstrate caspase 1 and NLRP3 723 

inflammasome modulated by açaí freeze-dried hydroalcoholic extract in 724 

activated macrophages. Statistical differences are shown by different letters. 725 

 726 

Figure 5: M1 macrophages ROS levels can be increased by DAMP factors 727 

such as mitochondrial dysfunction inductor or PHA antigen exposure (1). PHA 728 

plus açaí extract (1 µg/mL) decreased ROS levels. ROS induces 729 

overexpression and oligomerization (2) of NLRP3 inflammasome with ASC and 730 

caspase 1. PHA plus açaí extract presented a stronger lowering effect on 731 

NLRP3 levels and also reducted caspase 1 activation (3). Caspase 1 normally 732 

cleaves pro-IL-1β to IL-1 β, and this molecule trigger overexpression of pro-733 

inflammatory cytokines (IL-6, TNFa, INFy), increasing NO levels and 734 

macrophage proliferation. Açaí plus PHA reduced partially all levels of these 735 

pro-inflammatory molecules in comparison to untreated control cells (4). This 736 

treatment also decreased macrophage proliferation (5). During an inflammatory 737 

response latter M1 cells are polarized in M2 macrophages producing anti-738 

inflammatory cytokines, such as IL-10, which has inhibitory effect on IL-1β and 739 

other pro-inflammatory cytokines stopping the inflammatory progression.  Açaí 740 

plus PHA increased partially IL-10 levels when compared to cells just PHA 741 

treated (6). 742 

 743 

 744 

 745 

 746 

 747 

 748 
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4 DISCUSSÃO 

 

O conjunto dos resultados contribuiu para a consolidação da relevância das disfunções 

mitocondriais em doenças neuropsiquiátricas e também sugeriram fortemente que o açaí, fruto 

amazônico rico em diversas substâncias bioativas, poderia reverter disfunções mitocondriais, 

especialmente as que ocorrem no complexo mitocondrial I e possuir ação anti-inflamatória. A 

seguir estes resultados são discutidos em maior profundidade.  

 A partir da revisão de literatura feita, foram compilados resultados de uma série de 

estudos que destacam a relevância das disfunções mitocondriais como mecanismo causal de 

doenças neuropsiquiátricas, em especial no transtorno bipolar e na esquizofrenia. O 

entendimento da etiologia e fisiopatologia de doenças neuropsiquiátricas são de grande 

necessidade para a descoberta de novos biomarcadores específicos e o desenvolvimento de 

novas alternativas terapêuticas. Alguns estudos vêm sugerindo que existe um relevante papel 

da disfunção mitocondrial e a psicose maior (CLAY et al., 2011; LIN e BEAL, 2006; MANJI 

et al., 2012; SCOLA et al., 2013). 

 Tanto o transtorno bipolar quanto a esquizofrenia são doenças heterogêneas e 

extremamente complexas (ANDREAZZA et al., 2007; ANDREAZZA et al., 2010). Todavia, 

as vias celulares, descritas no primeiro artigo que compõe esta tese, encontradas na 

esquizofrenia e transtorno bipolar, podem ser sumarizadas como: mutações no DNA 

mitocondrial e nuclear, desbalanço da homeoastase intracelular do cálcio e alterações na 

dinâmica mitocondrial. Além disso, aparentemente a disfunção mitocondrial observada em 

indivíduos com transtorno bipolar é diferenciada da que ocorre em pacientes com 

esquizofrenia. Apesar de ambas as patologias apresentarem modulação redox e 

consequentemente, danos celulares devido ao desbalanço do metabolismo oxidativo, 

indivíduos com transtorno bipolar possuem maior associação com disfunção no complexo 

mitocondrial I com significativa redução na expressão de genes nucleares vinculados a 

produção de importantes subunidades que fazem parte desse complexo, principalmente dos 

genes NDUFS7 e NDUFS8. 

 Ademais, os fármacos disponíveis para o tratamento de doenças neuropsiquiátricas são 

bastante limitados em termos de eficácia e segurança, devido a pacientes tratados 

cronicamente que se tornam refratários a ação dos medicamentos e passam a apresentar 

efeitos colaterais indesejáveis (CORRELL et al., 2010; KOUKOPOULOS et al., 1995; POST 

e LEVERICH, 2008). O tratamento farmacológico para o transtorno bipolar, por exemplo, é 

baseado no uso de estabilizadores do humor (CURRAN e RAVINDRAN, 2014; GOODWIN, 
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2009; GRUNZE et al., 2010). Todavia, os efeitos colaterais decorrentes do tratamento de 

longo prazo são importantes fatores que podem conduzir o paciente a desistência do 

tratamento medicamentoso e, consequentemente, ao comprometimento da medida terapêutica 

e recidiva sintomatológica (GRUNZE et al, 2010; KLEINER et al., 1999; LLERENA et al., 

2013; MARKOWITZ et al., 2000; RIEDEL et al., 2005; YOUNG e NEWHAM, 2006). Desse 

modo, a investigação de novas alternativas farmacológicas na busca pelo desenvolvimento de 

novos fármacos se faz de grande importância e validade. Muitos são os trabalhos que vêm 

demonstrando os potenciais efeitos bioativos e farmacológicos de produtos naturais, 

principalmente provenientes da Amazônia brasileira, em virtude da grande biodiversidade 

local (JOBIM et al., 2014; MACHADO et al., 2015; MOSTARDEIRO et al., 2014; 

SAGRILLO et al., 2015; SOUZA-FILHO et al., 2013). Nesse sentido, um fruto amazônico 

que está ganhando destaque é o Euterpe oleracea Mart., conhecido popularmente como açaí 

(KANG et al., 2012). O açaí possui diversas moléculas bioativas que garantem a este fruto 

potenciais atividades antioxidante, anti-inflamatória e analgésica (JENSEN et al., 2008; 

POULOSE et al., 2016; SUN et al., 2010). No segundo artigo, apresentado nesta tese, foi 

avaliado o potencial efeito do extrato hidroalcoólico de açaí na prevenção e reversão da 

disfunção do complexo mitocondrial I induzida pela exposição de células neuronais-like à 

rotenona em diferentes concentrações.  

No segundo trabalho aqui descrito, um extrato hidroalcoólico de açaí foi produzido, 

quimicamente caracterizado e o seu efeito in vitro na disfunção mitocondrial de células 

neurais-like foi determinado.  Através da determinação dos constituintes químicos presentes 

no extrato hidroalcoólico de açaí, utilizando nesse estudo, via CLAE, foram detectados 

substâncias com importantes capacidades bioativas, destacando-se principalmente a orientina, 

o ácido p-cumárico e a apigenina. A orientina é uma importante substância fenólica que 

possui comprovada atividade antioxidante, anti-inflamatória e também neuroprotetora 

(BRAZIER-HICKS et al., 2009; LAW et al., 2014; SIMIRGIOTIS et al., 2013; YOO et al., 

2014). An e colaboradores (2012) demonstraram que a orientina é capaz de desempenhar 

atividade antioxidante em ultraestruturas neurais sob condições de estresse oxidativo. Já o 

ácido p-cumárico, também uma molécula fenólica, é conhecido principalmente pela 

capacidade de neutralização de radicais livres (MATHEW et al., 2015), assim como a 

apigenina. Além disso, a apigenina possui também considerável efeito neuroprotetor, 

cruzando facilmente a barreira sangue-cérebro (POPOVIC et al., 2014) e não causa efeito de 

toxicidade até mesmo sob altas dosagens (HOLLMAN e KATAN, 1999). Também foram 

identificados algumas outras moléculas como membros do extrato de açaí em teste, como a 
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cianidina-3-0-glicosídeo e a epicatequina, por exemplo, porém em menores concentrações 

quando comparados às substâncias citadas acima. Nesse sentido, estes resultados provam que 

o extrato hidroalcoólico de açaí apresenta diferentes substâncias biofuncionais, sugerindo que 

este fruto pode possuir potencial efeito protetor contra doenças neuropsiquiátricas, seja por 

via mitocondrial ou inflamatória. 

 A exposição das células SH-SY5Y a diferentes concentrações de rotenona (5, 15 e 30 

nM), diminuiu a viabilidade celular de forma concentração-dependente, corroborando com os 

achados de Kim e colaboradores (2015). Por outro lado, a curva concentração-efeito do 

extrato de açaí, demonstrou que o extrato é capaz de aumentar a viabilidade celular através de 

uma resposta hormética. Este aumento na viabilidade celular foi principalmente observado 

após 48h de exposição ao extrato e o valor de EC50 neste tempo de incubação foi de 5 μg/mL. 

Logo, todos os demais experimentos realizados a fim de contemplar os objetivos propostos na 

pesquisa referente ao segundo manuscrito foram conduzidos considerando esta concentração 

específica de extrato de açaí e tempo de exposição. Esses resultados estão em concordância 

com Wong e colaboradores (2013), os quais sugeriram o potencial efeito neuroprotetor do 

extrato de açaí nas concentrações de 5 e 50 μg/mL contra a exposição ao peptídeo β-amiloide. 

Adicionalmente, as imagens obtidas através da análise microscópica, suportam o observado 

via ensaio XTT, de forma que a exposição à rotenona, apesar de não ter causado alterações 

cito-morfológicas, reduziu consideravelmente o número de células de forma concentração-

dependente. Todavia, o tratamento com 5 μg/mL de extrato de açaí, tanto antes quanto após a 

exposição à rotenona, aumentou o número de células viáveis de forma similar ao observado 

para o controle negativo.  

 A exposição à rotenona também acarretou a diminuição dos níveis proteicos do 

complexo mitocondrial I, determinado a partir do ensaio de enzimaimunoensaio OXPHOS. 

Todavia, o extrato de açaí mostrou-se capaz de prevenir e reverter tal condição induzida pela 

rotenona, porém esta resposta foi concentração-independente. Por outro lado, a exposição à 

rotenona desencadeou um aumento nos níveis relativos aos complexos mitocondriais II e III e 

o açaí atuou de forma a reduzir significativamente tais níveis tanto para a análise preventiva 

quanto reversiva. A rotenona é um produto químico conhecido por inibir a atividade do 

complexo mitocondrial I (HALLIWELL, 2001) e esta alteração faz com que a cadeia de 

transporte de elétrons passe a tentar compensar esta disfunção através dos complexos II e III, 

a fim de manter a produção energética. Corroborando com os achados obtidos para avaliação 

dos níveis proteicos de cada complexo mitocondrial, a análise da atividade enzimática do 

complexo I, comprovou a afinidade do extrato de açaí para tal complexo. Enquanto as células 
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SH-SY5Y apresentaram redução na atividade do complexo mitocondrial I sob exposição à 

rotenona, o extrato aumentou significativamente esta atividade em ambos os modelos 

experimentais, prevenção e reversão. Estes resultados sugerem uma potencial atividade do 

extrato de açaí no complexo mitocondrial I. Em um estudo desenvolvido por Scola e 

colaboradores (2014) com neurônios corticais E18 de ratos foi demonstrado que o lítio na 

concentração de 0,75 mM aumenta a atividade do complexo mitocondrial I de células 

previamente expostas à rotenona. Entretanto, este aumento, apesar de significativo, não 

chegou aos níveis normais de atividade comparados ao controle negativo. Os resultados 

observados para o extrato de açaí comprovam a eficácia do extrato na concentração de 5 

μg/mL na normalização da atividade do complexo I de forma ainda mais eficiente do que o 

observado para o lítio, o qual atualmente, é o estabilizador de humor mais recomendado no 

tratamento do transtorno bipolar. 

 Para averiguar a via pela qual o extrato de açaí atua sob o complexo mitocondrial I 

foram analisadas as expressões proteicas e gênicas de algumas das principais subunidades 

formadoras deste complexo, as quais NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1 e NDUFV2. Enquanto a 

rotenona reduziu as expressões, proteica e gênica, das subunidades testadas, o açaí aumentou 

estas expressões em alguns dos modelos experimentais propostos. Ademais, a principal 

subunidade na qual o extrato de açaí apresentou resultados significativos tanto de prevenção 

quanto reversão, foi a subunidade NDUFS7, tanto na avaliação por western blot quanto por 

qRT-PCR. A rotenona ocasiona a disfunção mitocondrial principalmente através da inativação 

da transferência dos elétrons para a ubiquinona. Dessa forma, pode-se dizer que este agente 

químico atua inativando o módulo Q do complexo I, como também a rotenona é capaz de 

comprometer importantes fatores de transcrição gênica (GUERRA et al., 2011; SCOLA et al., 

2014). Em contrapartida, já se sabe que o extrato de açaí apresenta influência na expressão de 

genes relacionados ao metabolismo oxidativo celular, principalmente de enzimas 

antioxidantes, incluindo a SOD, CAT e GPx (GUERRA et al., 2011). Entretanto, a via pela 

qual o açaí modula a expressão de tais genes ainda não está elucidada, porém, uma potencial 

teoria é de que o açaí poderia aumentar a produção de fatores de transcrição, como o NRF2 

através da atuação de substâncias flavonoides (MASELLA et al., 2005). Nesta perspectiva, 

acredita-se que o extrato de açaí atua consideravelmente no módulo Q do complexo 

mitocondrial I, principalmente na subunidade NDUFS7, através do aumento na expressão do 

gene desta proteína. 

 O efeito da rotenona na produção total de EROs e lipoperoxidação, assim como a 

capacidade de prevenção e/ou reversão exercida pelo extrato de açaí nas células neuronais-
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like foi também analisado.  Como esperado, a rotenona aumentou os níveis totais de produção 

de EROs de maneira concentração-dependente, consequentemente, tais células apresentaram o 

mesmo perfil de aumento quanto a lipoperoxidação. Por outro lado, para ambos os 

experimentos realizados, a exposição ao extrato de açaí na concentração de 5 μg/mL mostrou-

se capaz de reduzir significativamente os níveis totais de EROs assim como conter a 

lipoperoxidação, demonstrando o efeito citoprotetor exercido pelo extrato sob células SH-

SY5Y. A associação entre doenças neuropsiquiátricas e a disfunção mitocondrial é bastante 

evidente, como no transtorno bipolar, com consequentes danos celulares em decorrência da 

perda da homeostase oxidativa celular (ANDREAZZA et al., 2007; ANDREAZZA et al., 

2010; MOYLAN et al., 2014). Além disso, existem muitas evidências de que diversas 

doenças possuem associação com a ativação inflamatória crônica, incluindo problemas 

metabólicos, como obesidade (BYUNG-CHEOL e JONGSOON, 2014), diabetes 

(VOZAROVA et al., 2001), cardiopatias, hipercolesterolemia (KRALISCH e FASSHAUER, 

2013) e até mesmo doenças neuropsiquiátricas, incluindo esquizofrenia e transtorno bipolar 

(ANDREAZZA et al., 2010; ANDREAZZA et al., 2013), o que torna de grande interesse 

científico a realização de pesquisas que busquem por métodos anti-inflamatórios específicos 

que possam minimizar ou eliminar a resposta inflamatória exacerbada. Nesse sentido, muitos 

estudos têm sido realizados também utilizando produtos naturais. Como já mencionado, 

dentre uma variedade de aspectos positivos, o açaí também possui atividade anti-inflamatória 

cientificamente comprovada (XIE et al., 2012; JENSEN et al., 2008; POULOSE et al., 2016). 

Contudo, os mecanismos pelos quais tal efeito ocorre ainda não estão completamente 

elucidados.  

 No terceiro manuscrito, desenvolvido como parte desta tese de doutorado, foi avaliada 

a capacidade anti-inflamatória do extrato hidroalcoólico de açaí frente a macrófagos RAW 

264.7 ativados com PHA, avaliando se tal efeito ocorreria via modulação do inflamassoma 

NLRP3. Macrófagos expostos durante 72h à PHA apresentaram um aumento significativo da 

proliferação celular comparado ao controle negativo. Por outro lado, todas as concentrações 

de extrato hidroalcoólico de açaí, testadas na curva concentração-efeito nos macrófagos 

ativados, induziram redução da proliferação celular quando comparado às células tratadas 

somente com PHA. Esses resultados estão em concordância com as descrições de Schauss e 

colaboradores (2006), Heinrich e colaboradores (2011) e Kang e colaboradores (2012) que 

relataram o potencial efeito anti-inflamatório do açaí frente a diferentes modelos 

experimentais de inflamação, de forma a reduzir a ativação e proliferação celular de células 

inflamatórias.  
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 Considerando a forte associação entre o sistema inflamatório ativado e o estresse 

oxidativo em indivíduos com doenças neuropsiquiátricas, incluindo o transtorno bipolar 

(SCOLA et al., 2013; ANDREAZZA et al., 2010; BERK et al., 2011), foi avaliada a 

modulação de parâmetros do metabolismo oxidativo celular através do tratamento de 

macrófagos ativados com diferentes concentrações de extrato de açaí. Enquanto o tratamento 

com somente PHA causou aumento na produção total de EROs, a exposição ao extrato de 

açaí, em todas as concentrações testadas, levou a uma redução na quantidade total de EROs, a 

níveis similares ao controle negativo. O estudo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa 

que compõe o segundo artigo descrito nesta tese (MACHADO et al., 2016) corrobora com 

esses achados, já que a exposição ao extrato de açaí reduziu o estresse oxidativo ocasionad em 

células neuronais-like pela disfunção mitocondrial no complexo I, de forma a reduzir os níveis 

totais de EROs via recuperação do funcionamento mitocondrial. Poulose e colaboradores 

(2016) também já havia previamente descrito o potencial antioxidante do açaí através da 

modulação do regulador de expressão antioxidante denominado fator nuclear (derivado de 

eritróide)-like 2 (NRF2, do inglês nuclear factor (erythroid-derived 2)-like). Um mediador de 

grande importância na sinalização e mediação da ativação inflamatória é o gás solúvel NO, o 

qual também atua em situações patológicas (ZHAO et al., 2000; MONTEIRO et al., 2004). 

Sendo assim, os níveis de NO também foram mensurados nesse estudo de forma indireta. 

Macrófagos expostos somente a PHA apresentaram aumento na produção de NO, enquanto 

que todas as concentrações testadas do extrato hidroalcoólico de açaí apresentaram 

capacidade de reduzir tal aumento. Já se sabe que os níveis de NO aumentam 

consideravelmente durante a indução inflamatória por agentes DAMP ou PAMP, bem como 

em resposta às citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IFN-γ (MONCADA et al., 1993). 

Os resultados aqui descritos corroboram com o estudo de Matheus e colaboradores (2006), 

onde macrófagos ativados com LPS e IFN- γ quanto tratados com açaí apresentaram 

diminuição na produção de NO, comparado aos controles positivos. Possuindo por base os 

ensaios nos quais foi testada a curva concentração-efeito de extrato de açaí frente à ativação 

inflamatória com PHA, principalmente considerando a avaliação da proliferação celular, foi 

determinada a concentração efetiva capaz de reduzir 50% da proliferação celular (EC50, do 

inglês effective concentration 50%). O valor de EC50, determinado via cálculo de log da 

curva de concentrações realizada, obtido foi de 1 µg/mL e todos os demais ensaios realizados 

nesse terceiro estudo foram conduzidos utilizando esta concentração específica de extrato de 

açaí. 
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 A modulação do ciclo celular foi determinada nas células expostas aos diferentes 

tratamentos propostos. Os resultados revelaram que a exposição a PHA aumentou 

significativamente as fases de síntese e G2 (S+G2) quando comparado a células não tratadas. 

Por outro lado, o tratamento concomitante de PHA e 1 µg/mL de extrato de açaí reduziu as 

fases S+G2 comparado as células tratadas somente com PHA, causando um bloqueio na 

passagem das células para essas fases do ciclo mitótico. Essa modulação do ciclo celular vão 

de encontro aos resultados obtidos por Ramana e colaboradores (2007). Nesse estudo, os 

autores demonstraram que células expostas ao LPS apresentaram aumento significativo no 

número de células nas fases S e G2, enquanto que o tratamento com aldose redutase (AR), 

uma enzima oxidoredutase dependente de NADPH, apresentou atividade anti-inflamatória por 

impedir que macrófagos 264.7 ativados passassem para as fases S e G2 do ciclo celular.  

 Já se tem conhecimento de que agentes pró-inflamatórios, incluindo DAMPs e 

PAMPs, são capazes de aumentar a produção de citocinas pró-inflamatórias e reduzir os 

níveis de citocinas anti-inflamatórias (ZHAO et al., 2016; LI et al., 2015). Logo, foi verificada 

a produção de citocinas inflamatórias (pró e anti-inflamatórias) de macrófagos ativados com 

PHA e/ ou tratados com extrato de açaí através de método de imunoabsorção enzimática 

(ELISA). As células fagocíticas tratadas somente com extrato de açaí não apresentaram 

modificação quanto à produção de todas as citocinas avaliadas, mantendo-se a níveis similares 

ao controle negativo. Assim como esperado, macrófagos tratados com somente PHA 

apresentaram aumento significativo da produção de todas as citocinas pró-inflamatórias 

avaliadas, IL-1β, IL-6, TNF-α e IFN-γ, e diminuição da citocina anti-inflamatória IL-10, 

comparado a células não tratadas. Em contrapartida, quanto concomitantemente expostos a 1 

µg/mL de extrato de açaí e PHA, os macrófagos apresentaram significativa redução na 

produção das citocinas pró-inflamatórias e aumento na produção de IL-10, comparado ao 

controle positivo de PHA. Em um modelo experimental in vivo, foi demonstrado que a 

suplementação alimentar de ratos com açaí causou a redução dos níveis de ON e da produção 

de TNF-α, protegendo esses animais contra a sinalização e ativação da cascata inflamatória 

(CAREY et al., 2015). Os resultados obtidos nesta pesquisa estão em concordância com a 

investigação realizada por Souza e colaboradores (2015), os quais relataram o potencial efeito 

anti-inflamatório do açaí em diferentes áreas cerebrais de animais expostos à CCL4, 

principalmente através da modulação de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-18 e TNF-α. 

 Uma vez que não existem evidências científicas sobre o efeito do açaí sobre o 

inflamassoma NLRP3, a expressão proteica foi avaliada via ensaio de ELISA. O 

inflamassoma NLRP3 é um importante complexo proteico que atua como sistema de 
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reconhecimento inflamatório e que vem sendo bastante estudado por diferentes grupos de 

pesquisa (ZHOU et al., 2011; LAMKANFI e DIXIT, 2012; STROWIG et al., 2012; KIM et 

al., 2016). Esse inflamassoma está envolvido na ativação inflamatória via acionamento da 

caspase 1, que por sua vez atua na liberação de IL-1β ativada e, em seguida, na produção de 

citocinas pró-inflamatórias (KIM et al., 2016). A superexpressão e formação do complexo 

NLRP3 ativa uma resposta inflamatória exacerbada, que, por vez, conduz a variados danos 

celulares e perda da homeostase (LAMKANFI e DIXIT, 2012; STROWIG et al., 2012). Além 

disso, alguns estudos vêm sugerindo uma grande associação entre o metabolismo oxidativo 

celular e o inflamassoma NLRP3, de forma que este complexo proteico age como sensor 

redox (SORBARA e GIRARDIN, 2011; SHIMADA et al., 2012; KIM et al., 2016). Assim 

como já mencionado anteriormente, algumas doenças apresentam disfunção mitocondrial, 

sendo que no transtorno bipolar essa disfunção parece ser específica no complexo 

mitocondrial I, o que, consequentemente, aumenta a produção mitocondrial de EROs, 

causando estresse oxidativo (ANDREAZZA et al., 2010; ANDREAZZA et al., 2013; 

MACHADO et al., 2016). Ainda, esse desbalanço oxidativo poderia ativar a produção e 

formação do inflamassoma NLRP3, ativando toda a cascata inflamatória (KIM et al., 2016). 

Os resultados obtidos com o modelo inflamatório utilizado demonstraram que macrófagos 

tratados somente com PHA apresentaram aumento da produção de NLRP3, comparado ao 

controle negativo e à células expostas somente ao extrato de açaí. Já macrófagos 

concomitantemente tratados com PHA e 1 µg/mL de extrato de açaí apresentaram redução 

significativa dos níveis de NLRP3 comparado ao controle positivo de PHA. Apesar de a 

exposição ao extrato não ter diminuído o inflamassoma ao mesmo nível encontrado para o 

controle negativo, acredita-se que talvez o tratamento repetido ou de maior período de tempo, 

possa apresentar tal efeito. Além disso, o extrato hidroalcoólico de açaí a 1 µg/mL mostrou-se 

também atuar como modulador capaz de renormalizar a expressão proteica da caspase 1, o 

que pode ser justificado pela ação do extrato sob o inflamassoma NLRP3.  

 Dessa forma, considerando todos os estudos apresentados no presente trabalho, pode-

se dizer que as doenças neuropsiquiátricas apresentam fisiopatologia bastante complexa e 

merecedora de especial atenção. A forte associação entre o transtorno bipolar e a disfunção 

mitocondrial no complexo I, assim como com a ativação inflamatória crônica, permite que 

sejam investigadas e desenvolvidas novas alternativas de tratamento para tais indivíduos. 

Nesse sentido, através desse estudo, foi demonstrado que o extrato hidroalcoólico de açaí é 

capaz de recuperar o funcionamento do complexo mitocondrial I, renormalizando a cadeia de 

transporte de elétrons e reduzindo o estresse oxidativo via atuação gênica e proteica. Além 
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disso, o extrato de açaí mostrou-se potencialmente capaz de neutralizar a ativação 

inflamatória induzida por PHA via modulação positiva do inflamassoma NLRP3. Sendo 

assim, acredita-se que o extrato de açaí seja um forte candidato a efetivação de pesquisas 

científicas mais aprofundadas e que visem o desenvolvimento farmacológico direcionado ao 

transtorno bipolar, principalmente considerando a matriz química que compõe tal fruto, pois 

inclui uma grande variedade de substâncias com capacidades bioativas. 

 Todos os resultados obtidos nessa pesquisa foram atingidos a partir de ensaios in vitro. 

Logo, devido a limitações metodológicas, estudos complementares utilizando outros modelos 

experimentais, como in vivo, por exemplo, se fazem de grande validade para a confirmação 

das evidências encontradas. 
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5 CONCLUSÃO (CONSIDERAÇÕES GERAIS) 

 

Revisão de literatura sugere importante associação entre transtorno bipolar e disfunção 

mitocondrial. 

Os resultados in vitro obtidos e descritos no segundo artigo mostraram que: 

- o extrato hidroalcoólico do açaí possui diversas moléculas bioativas sendo que a 

orientina, o ácido p-cumárico e a apegenina apresentam-se em maiores concentrações; 

- o açaí per se foi capaz de aumentar a viabilidade celular na concentração de 5 

μg/mL; 

- o açaí aumentou a viabilidade das células expostas a diferentes concentrações de 

rotenona, que causa disfunção mitocondrial no complexo I; 

- o açaí foi capaz de reverter ou prevenir a disfunção do complexo mitocondrial I; 

- o açaí foi capaz de reverter ou prevenir o estresse oxidativo decorrente da exposição 

à rotenona; 

- o efeito do açaí no complexo mitocondrial envolveu a modulação da expressão de 

proteínas e genes formadores com módulo Q do complexo mitocondrial I. 

Os resultados in vitro obtidos e descritos no terceiro manuscrito demonstraram que: 

- o extrato hidroalcoólico de açaí é capaz de reduzir a proliferação celular de 

macrófagos ativados com PHA; 

- o extrato de açaí reduz o estresse oxidativo, diminuindo a produção de EROs e de 

ON; 

- o extrato de açaí modula o ciclo celular, impedindo que as células fagocíticas 

inflamadas passem para as fases S e G2; 

- 1 µg/mL de extrato de açaí é capaz de reduzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias e aumentar a IL-10 de macrófagos ativados com PHA; 

- 1 µg/mL de extrato de açaí reduz a produção do inflamassoma NLRP3 e da caspase 

1, o que supostamente inibe a ativação da cascata inflamatória. 

O conjunto dos resultados sugere que o açaí possui a capacidade de prevenir ou 

reverter a disfunção mitocondrial no complexo I e o estresse oxidativo de células neuronais-

like, bem como apresenta efeito anti-inflamatório via modulação do inflamassoma NLRP3 em 

macrófagos. Estes resultados sugerem que a matriz desta planta poderia ser utilizada para o 

desenvolvimento de fármacos voltados ao tratamento de pacientes com transtorno bipolar, 

uma vez que doenças neurospsiquiátricas, destacando-se o transtorno bipolar estão 

relacionadas à disfunção mitocondrial no complexo I da cadeia de transporte de elétron e à 

inflamação crônica.  
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