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RESUMO

O acai (Euterpe Oleracea Mart.) ¢ uma palmeira tipica do norte do Brasil, rica em compostos
fenodlicos e antocianinas, substiancias com elevada atividade antioxidante, anti-inflamatoria e
de comprovados efeitos benéficos a saude. O estresse oxidativo e a inflamacdo estdo
envolvidos na geracdo e propagacdo de crises convulsivas, principal caracteristica clinica da
epilepsia, e na patogenia da depressdo. Neste trabalho investigamos o potencial efeito
neuroprotetor, anticonvulsivante e antidepressivo de amostras comerciais de acgai clarificado
(AC). Apenas 4 doses de AC foram suficientes para aumentar as laténcias para crises
convulsivas mioclonicas e tonico-clonicas e para diminuir a duragdo total das crises tonico-
clonicas induzidas pelo Pentilenotetrazol (PTZ). Alteragdes eletrocorticograficas induzidas
pelo PTZ foram prevenidas de forma significativa pelo AC. Ja no modelo de comportamento
tipo depressivo induzido pelo lipopolissacarideo (LPS), o AC reduziu o tempo de imobilidade
e aumentou significativamente o consumo de sacarose dos animais, indicando que o AC
possui atividade preventiva sobre o aparecimento de comportamentos que sdo caracteristicos
da depressao clinica. Tanto no modelo de PTZ quanto de LPS o AC exibiu potente atividade
preventiva em relacdo ao estresse oxidativo. O AC preveniu a peroxidacdo lipidica e a
elevacdo dos niveis de nitritos no cortex cerebral, hipocampo, estriado e cortex pré-frontal.
Estes resultados demonstram pela primeira vez que o agai ¢ uma fruta que exerce potente
atividade protetora frente ao desenvolvimento de crises convulsivas, do comportamento tipo
depressivo e do estresse oxidativo, o que representa uma protecdo adicional para individuos
que consomem essa fruta.

Palavras-chave: agai, Euterpe oleracea, convulsdes, PTZ, depressdo, LPS, estresse
oxidativo.
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ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea Mart.) Is a typical northern palm of Brazil, rich in phenolics and
anthocyanins, substances with high antioxidant activity, anti-inflammatory and proven
beneficial health effects. Oxidative stress and inflammation are involved in the generation and
propagation of seizures, main clinical feature of epilepsy, and in the pathogenesis of
depression. In this work we investigated the potential neuroprotective effect, anticonvulsant
and antidepressant commercial samples of clarified agai (CA). Only four doses of CA were
enough to increase latencies for myoclonic and tonic-clonic seizures and to reduce the total
duration of tonic-clonic seizures induced Pentylenetetrazole (PTZ). Eletrocorticografics
changes induced by PTZ were prevented significantly by CA. In the depressive-like behavior
model induced by lipopolysaccharide (LPS), CA decreased immobility time and increased
significantly the sucrose consumption of animals, indicating that the CA has preventive
activity on the appearance of behaviors which are characteristic of clinical depression. Both
the PTZ model as LPS CA exhibited potent preventive activity against the oxidative stress.
CA prevented lipid peroxidation and elevated nitrite levels in the cerebral cortex,
hippocampus, striatum and prefrontal cortex. These results demonstrate for the first time that
acai is a fruit that exerts potent protective activity against the development of seizures, the
depressive-like behavior and oxidative stress, which is an additional protection for individuals
who consume this fruit.

Keywords: acai berry, Euterpe oleracea, seizures, PTZ, depression, LPS, oxidative stress.
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1-INTRODUCAO

Crises convulsivas podem originar-se de eventos isolados resultantes de alteracdes na
homeostase do cérebro induzidas por anormalidades metabolicas (por exemplo, hiperglicemia
e hipocalcemia) e patologias agudas como o acidente vascular encefalico e o traumatismo
craniano, nestes casos estas convulsdes sdo ditas provocadas. Convulsdes também podem
ocorrer de forma espontanea (ndo provocada) e recorrente. Este tipo de crise convulsiva é a
principal caracteristica clinica da epilepsia, uma doenga caracterizada pela persistente
predisposi¢ao do cérebro para gerar crises epilépticas (Shneker e Fountain, 2003; Fisher ef al.,
2005; Newton e Garcia, 2012).

A epilepsia ¢ a desordem neurologica mais prevalente, acometendo mais de 50
milhdes de pessoas no mundo, sendo que aproximadamente 80% dessas pessoas vivem em
paises em desenvolvimento. Estima-se que 2,4 milhdes de pessoas no mundo sdo
diagnosticadas com epilepsia a cada ano (OMS, 2016; Newton e Garcia, 2012).

No Brasil cerca de 1 milhdo de pessoas sdo afetadas pela epilepsia, destas
aproximadamente 380 mil ndo recebem tratamento adequado. A prevaléncia da epilepsia no
Brasil ¢ semelhante a de outros paises com poucos recursos, sendo maior em pessoas menos
favorecidas financeiramente e mais velhas (Noronha et al., 2007).

A epilepsia ndo ¢ uma patologia singular, na verdade ela caracteriza-se por ser uma
grande variedade de transtornos que se refletem em uma disfungdo cerebral originada através
da hiperexcitabilidade dos neuronios. Essa hiperexcitabilidade conduz ao surgimento de
descargas elétricas anormais que podem ser originadas por diferentes causas, e que se
traduzem em diferentes sintomas, prognosticos e tratamentos (Fisher ef al., 2005).

A etiologia da doenga varia desde anormalidades genéticas e do desenvolvimento, até
lesdes cerebrais induzidas pelo Acidente Vascular Encefalico (AVE) isquémico, hemorragia
intracerebral, neurotrauma, convulsdes febris e infecgdes (Loscher e Brandt, 2010; Ravizza et
al., 2011; Vezzani, Aronica, et al., 2011).

Estes insultos sdo capazes de causar a epilepsia por que induzem a reorganizagdo de
circuitos cerebrais estabelecendo assim interconexdes criticas, que com o tempo,
transformam-se em um foco gerador de descargas epilépticas espontaneas e recorrentes. Esse
processo dindmico através do qual um cérebro previamente assintomatico torna-se capaz de
gerar crises epilépticas espontdneas chama-se epileptogénese (Pitkanen e Lukasiuk, 2009;

Pitkanen, 2010; Vezzani et al., 2012).



As crises convulsivas (principalmente as do tipo clonicas e tonico-clonicas)
apresentam efeitos devastadores para o paciente com epilepsia, pois interferem diretamente na
qualidade de vida e aumentam o risco de mortalidade (Shneker e Fountain, 2003).

Além de suas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, fisiologicas e sociais, a
epilepsia eleva o risco para o desenvolvimento de desordens psiquiatricas. De maneira geral a
prevaléncia da qualquer doenga psiquiatrica entre pacientes epilépticos varia de 19 a 48%,
sendo que existem diferencas de prevaléncia de acordo com o tipo de epilepsia (Gaitatzis et
al., 2004; Kanner, 2014).

A depressdao ¢ a comorbidade psiquidtrica mais comum em pessoas com epilepsia,
afetando um em cada trés pacientes. E importante destacar que pessoas com desordem
depressiva também apresentam alto risco para desenvolver epilepsia, fato que demonstra o
quanto essas patologias estdo interligadas (Forsgren e Nystrom, 1990; Kanner, 2012; 2014).

A depressdo ¢ uma desordem mental, por muitas vezes cronica, que representa um
importante e crescente problema para a saude publica. Estima-se que 350 milhdes de pessoas
de todas as idades em todo mundo sejam acometidas por esta doenca (OMS, 2016).

A depressdo ¢ caracterizada por sintomas como humor deprimido, perda de interesse
ou prazer, sentimento de culpa ou baixa autoestima e distiirbios do sono ou do apetite, criando
um importante impacto na qualidade de vida dos pacientes e dos cuidadores. Recentemente, a
depressdo foi reconhecida pela Organizacdo Mundial da saide (OMS) como a doenca que
mais causa incapacidade funcional em todo mundo, sendo responsavel por aproximadamente
um milhdo de mortes por suicidio ao ano (OMS, 2016).

No Brasil, 11,2 milhdes de pessoas sdo afetadas por esta patologia (Ministério da
Satde, 2013). E provavel ainda que este dado esteja subestimado, especialmente na regido
Norte, em virtude do isolamento caracteristico de muitas comunidades dessa regido (o que
conduz as subnotifica¢des de casos).

A depressdo ndo ¢ a principal comorbidade psiquiatrica de pacientes com epilepsia por
acaso, esta relagdo baseia-se em mecanismos patogénicos compartilhados pelas duas
patologias. Assim como nas crises convulsivas, a depressdo esta associada a distirbios que
envolvem neurotransmissores, estresse oxidativo e neuroinflamagdo, ou seja, 0s mecanismos
patogénicos da depressdao podem facilitar o processo de epileptogénese e de geragdo de crises
convulsivas (Kanner, 2012; 2014).

Os mecanismos moleculares que promovem a hiperexcitabilidade neuronal
caracteristica das convulsdes epilépticas ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Porém, as

alteracdes na neurotransmissdo inibitoria e excitatoria (redugdo da inibigdo GABAérgica e



aumento da transmiss@o glutamatérgica), assim como canalopatias envolvendo os ions sodio,
potassio, calcio e cloreto possuem um papel primordial na etiologia das epilepsias (Badawy
et al., 2009b; a; Riazi et al., 2010; Ghasemi e Schachter, 2011).

As mudangas moleculares, celulares e estruturais envolvidas na epileptogénese
incluem a gliose, neurodegeneragdo, inflamacdo ¢ o estresse oxidativo (Loscher e Brandt,
2010; Dudek e Staley, 2011; Pitkanen e Lukasiuk, 2011; Filibian et al., 2012).

A participacdo do estresse oxidativo na patogénese da epilepsia tem sido evidenciada
tanto em pacientes com epilepsia quanto em modelos experimentais de epilepsia e convulsao
(Menon et al., 2012; Aguiar et al., 2013; Souza et al., 2013).

Como mencionado anteriormente as crises convulsivas que acontecem mediante a
inducdo por agentes quimicos (pilocarpina e pentilenotetrazol - PTZ) e fisicos (hipertermia e
estimulacdo auditiva) e as observadas em pacientes com epilepsia caracterizam-se pela
geragdo exacerbada de radicais livres e consequentemente do estresse oxidativo (Aguiar et al.,
2012; Aguiar et al., 2013).

Os elevados niveis de radicais livres associados a particular sensibilidade do sistema
nervoso central ao dano oxidativo fazem do cérebro o orgdo-alvo das lesdes oxidativas e
representa um dos principais mecanismos associados ao inicio e progressdo da epilepsia
(Waldbaum e Patel, 2010; Shin et al., 2011; Aguiar et al., 2012).

A alta sensibilidade do cérebro ao estresse oxidativo acontece em virtude das seguintes
situacdes: 1) utiliza uma grande quantidade de oxigénio quando comparado a outros 6rgaos;
2) possui elevado conteudo de 4cidos graxo poli-insaturados, que s@o os alvos da peroxidagdo
lipidica; 3) € rico em ferro que ¢ um elemento fundamental para catalisar a formagdo do
radical hidroxil; 4) a catalase tem baixa atividade (Shin et al., 2011).

Os mecanismos implicados na geragdo de radicais livres pelas convulsdes ainda ndo
estdo completamente compreendidos, porém acredita-se que a excitotoxicidade causada pela
excessiva liberacdo de glutamato contribua para a formagdo de radicais livres e o dano
oxidativo as estruturas celulares, o que pode conduzir a morte celular (Militao et al., 2010;
Aguiar et al., 2012; Aguiar et al., 2013).

A excitotoxicidade ¢ o mecanismo pelo qual o glutamato e outros neurotransmissores
excitatorios causam disfun¢do neuronal e neurodegeneracdo. Um dos mecanismos associados
a patogénese da epilepsia e das crises convulsivas ¢ o desequilibrio entre a neurotransmissao
excitatoria (glutamatérgica) e inibitéria (GABAérgica), onde ha excessiva liberacdo de
glutamato na fenda sinaptica (Badawy et al, 2009a; Bialer e White, 2010; Matute, 2011;
Mehta et al., 2013; Walls et al., 2016).



A grande quantidade de glutamato na fenda sinaptica promove estimulacdo excessiva
dos receptores ionotropicos (AMPA e NMDA) e metabotrobicos de glutamato, o que favorece
o aumento do calcio livre no citoplasma e ativagdo de numerosos processos calcio-
dependentes. Um destes processos ¢ a formacdo excessiva de ERO por meio da ativagdo de
enzimas como a xantina oxidase, bem como proteases, lipases e nucleases (Mehta et al.,
2013).

Assim como na depressdo, acredita-se que a inflamag¢do ¢ um importante fator na
etiopatogénese das convulsoes (Riazi et al., 2010; Vezzani, French, ef al., 2011; Vezzani e
Ruegg, 2011).

Assim, as vias inflamatdrias ativadas podem contribuir para a epileptogénese e
consequentemente para a precipitacao de crises espontaneas (Ravizza et al., 2008; Maroso et
al., 2010; Riazi et al., 2010; Ravizza et al., 2011; Vezzani, French, et al., 2011; Vezzani e
Ruegg, 2011).

Os mediadores inflamatoérios podem promover a redu¢do do limiar convulsivo por
meio da expressdo de genes envolvidos na neurogénese, morte celular e plasticidade sinaptica
¢ molecular (Buckmaster ¢ Dudek, 1997; Oneill e Kaltschmidt, 1997; Pitkanen ¢ Lukasiuk,
2009).

As convulsdes por si s6 podem induzir a inflamag@o no cérebro e crises recorrentes
podem perpetuar a inflamacao cronica, via mecanismos que poderiam envolver a transcri¢do
de genes inflamatorios (Vezzani, French, et al., 2011; Vezzani e Ruegg, 2011).

Além disso, modelos de infec¢des sistémicas ou do sistema nervoso central (SNC)
sugerem que a inflamagdo pré-existente no cérebro aumenta a predisposicao para convulsdes,
dessa forma eventos envolvidos na inflamag¢ao alteram a excitabilidade neuronal através de
modificagdes pos-traducionais em receptores, canais iOnicos voltagem-dependentes ¢ da
cascata de fosforilagdo de proteinas (Auvin ef al., 2007; Auvin et al., 2010; Vezzani e Ruegg,
2011; Vezzani et al., 2012).

Alguns dos mecanismos geradores de crises convulsivas (neuroinflamatorio e
oxidativo) também sdo evidentes na patogénese da depressdo. A patogenia da depressdo ainda
ndo ¢ bem compreendida, porém sabe-se que ele ¢ complexa, multifatorial e resultante de
interagdes entre fatores genéticos e ambientais (Zunszain et al., 2011; Ji et al., 2014).

A base da terapé€utica atual do transtorno depressivo baseia-se principalmente na
hipotese monoaminérgica. Segundo essa teoria a depressdo ¢ consequéncia de uma menor
disponibilidade de aminas biogénicas cerebrais, em particular de serotonina, noradrenalina

e/ou dopamina (Miller et al., 2009).



Tal proposicdo ¢ reforcada pelo conhecimento do mecanismo de agdo dos
antidepressivos usados atualmente na clinica, uma vez que a grande maioria dos
medicamentos antidepressivos disponiveis aumentam ou modulam a neurotransmissdo
monoaminérgica (Mello et al., 2013; Ji et al., 2014).

Apesar da importancia dessa hipdtese para a terapia atual, alguns questionamentos
ainda permanecem, por exemplo: “existem mecanismos patogénicos adicionais que poderiam
contribuir para a elevada taxa de refratariedade (até 30%) ao tratamento com antidepressivos
que atuam na via monoaminérgica?” (Miller, Maletic e Raison, 2009). Assim, outras teorias
tém sido propostas para explicar a patogénese da depressdo (exposi¢do ao estresse, disfungdo
do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal e alteragdes na neurogénese, entre outras) (Miller et
al., 2009; Zunszain et al., 2011; Eyre e Baune, 2012a; Hannestad et al., 2013).

Entretanto, estudos recentes em humanos ¢ com modelos animais de depressdo
coincidem em destacar a inflamacao e o estresse oxidativo como vias moleculares importantes
para o desenvolvimento da depressdo (Maes, 2008; Miller, Maletic e Maison 2009; Black et
al., 2015; Eyre, 2013). Ainda, alguns trabalhos in vitro e in vivo t€m demostrado recentemente
que drogas antidepressivas sdo capazes exercer atividade anti-inflamatéria modulando a
ativacao microglial, a producdo de TNF-a e de 6xido nitrico (NO) (Tynan et al., 2012; Zhang
etal.,2012; Ohgi et al., 2013).

A neuroinflamacdo ¢ reconhecidamente uma via comum na patogénese de uma série
de doencas neurologicas (epilepsia e esclerose, entre outras) e desordens neuropsiquiatricas,
como ¢ o caso da depressao (Monif et al., 2010).

O recente interesse da relagdo entre o sistema imunologico e a depressdo deve-se ao
aumento dos biomarcadores inflamatérios associados a depressdo (Capuron e Miller, 2011).

A relagdo inflamagdo/depressdo tem sido evidenciada por meio de elevados niveis de
citocinas pro-inflamatdrias no sangue, fluido cérebro espinal e em cérebros post-mortem de
pacientes com depressdo e em modelos animais da doenga. Entre os mediadores imunologicos
frequentemente aumentados cabe destacar o TNF-a (fator de necrose tumoral), a IL-6, a IL-1f3
e a proteina C reativa (Dowlati et al., 2010).

As citocinas pro-inflamatorias podem influenciar varios aspectos da funcdo cerebral
que incluem: metabolismo de neurotransmissores (por exemplo, serotonina e noradrenalina -
o que resulta na disfuncdo destes neurotransmissores), fungdo neuroendocrina, plasticidade
sinaptica, neurocircuitos que participam da regulacdo do humor, atividade motora, motivacao

e ansiedade. Em virtude da sua ampla capacidade de influéncia, a inflamag@o é considerada



uma importante via na fisiopatologia da depressdo (Miller et al., 2009; Capuron e Miller,
2011; Eyre e Baune, 2012b; Eyre et al., 2013; Ji et al., 2014).

Assim, um modelo ja bem estabelecido para o estudo do comportamento depressivo €
aquele induzido pelo lipopolissacarideo (LPS), endotoxina bacteriana que ativa o sistema
imune inato (Capuron e Miller, 2011; Ji et al., 2014; Tomaz et al., 2014).

Nesse modelo, os animais expressam padrdes comportamentais depressivos em virtude
da elevacdo de citocinas pro-inflamatorias (Dantzer et al., 2008; Capuron e Miller, 2011; Ji et
al.,2014; Tomaz et al., 2014).

Os mediadores pro-inflamatdrios (citocinas) produzem uma série de alteragdes
bioquimicas e comportamentais em roedores. Neste modelo animal para o estudo da
depressdo ¢ observado inicialmente um comportamento denominado “sickness behavior”
(comportamento de doente — que ocorre de 2-6 horas apos a administracdo do LPS) e que
apos 24 horas a administracdo do LPS evolui para o comportamento tipo depressivo,
caracterizado por anedonia, redugdo na locomocdo, alimentacdo e interacdo social. Estes
comportamentos sdo semelhantes aos observados em pacientes com depressdao maior (Dantzer
et al.,2008; Tomaz et al., 2014).

Além de sua contribui¢o direta no comportamento, a neuroinflamac¢io também exerce
influéncia negativa sobre o tratamento da depressdo uma vez que a IL-1p é capaz de
promover resisténcia ao tratamento com fluoxetina em modelo animal de epilepsia associada
a depressdo (Pineda et al., 2012).

A neuroinflamacdo também ¢ capaz de reduzir a neuroplasticidade hipocampal
(neurogénese, plasticidade sinaptica e a potenciacdo de longa duracdo) e a perda de elementos
gliais, e ainda permite que o glutamato e os metabolitos do triptofano alcancem niveis
neurotdxicos gerando estresse oxidativo (Miller et al., 2009; Eyre et al., 2013).

Assim como na inflamacdo, o estresse oxidativo também estd envolvido na
fisiopatologia de muitas desordens neuropsiquiatricas como esquizofrenia, desordem bipolar,
epilepsia, crises convulsivas e depressao maior. Estudos em humanos com depressdo e em
modelos animais desta doenga mostram que os marcadores do estresse oxidativo (substancia
reativa do acido tiobarbiturico (TBARS), malonaldeido (MDA), 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina
(8-OHdG) e F2-isoprostano) estdo aumentados enquanto que as defesas antioxidantes
(vitamina E, zinco, coenzima Q10, glutationa peroxidase) estdo reduzidas (Maes et al., 2011;
Lee et al., 2013; Mello et al., 2013; Pandya ef al., 2013; Zhang e Yao, 2013; Palta et al.,
2014; Black et al., 2015).



O estresse oxidativo ¢ definido como o desequilibrio produzido por uma produgdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e/ou uma capacidade
diminuida da defesa antioxidante (Cardenas-Rodriguez et al., 2013; Folbergrova, 2013).

Entre os componentes que fazem parte dos sistemas de defesa contra a agressdo
oxidativa destaca-se a enzima catalase que ¢ considerada o maior componente da defesa
antioxidante primaria, uma vez que sua fun¢do ¢ catalisar a decomposicdo H>O, em agua. A
catalase divide esta funcdo com a glutationa peroxidase e a agdo conjunta dessas enzimas ¢
fundamental para o balango redox (Lopez et al., 2007; Cardenas-Rodriguez et al., 2013).

E relevante destacar que a geragdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um
processo continuo e fisioloégico, que cumpre importantes fungdes bioldgicas (sinalizagdo
celular e defesa contra microrganismos), porém passam a representar perigo para os diversos
6rgdos quando eles alcangam niveis elevados.

Em situagdes em que os sistemas de defesa antioxidante tornam-se ineficazes os EROs
e ERNs sdo capazes de promover a oxidacdo de biomoléculas (proteinas, carboidratos,
lipidios, acido nucléicos) o que acarreta a perda de suas fungdes biologicas e/ou desequilibrio
homeostatico (Folbergrova, 2013; Zhen et al., 2014).

Os elevados niveis de radicais livres associados a particular sensibilidade do sistema
nervoso central ao dano oxidativo faz do cérebro o 6rgdo-alvo das lesdes oxidativas (Lee et
al., 2013).

Os mecanismos patogénicos operantes na depressdo podem contribuir para facilitar o
processo de epileptogénese e de hiperexcitabilidade cortical em humanos e em modelos
animais de depressdo. Teoricamente estes fatos podem justificar a elevada incidéncia de
convulsdes epilépticas em pacientes depressivos (incidéncia € 19 vezes mais elevada quando
comparada a populagdo em geral) (Alper ef al., 2007; Kanner, 2011; 2014).

Outro fator preocupante na comorbidade entre epilepsia e depressdo ¢ a taxa de
suicidio (9 a 25 vezes maior em pacientes com epilepsia) e o impacto negativo da depressdo
sobre o tratamento farmacologico e cirtrgico da epilepsia (Kanner, 2001; 2011; 2014).

Estes dados sdo preocupantes, pois um dos maiores problemas em relacdo a epilepsia é
o tratamento. Cerca de 75% pacientes epilépticos que vivem nos paises em desenvolvimento
nao recebem tratamento adequado e aproximadamente 30% dos pacientes sdo refratarios a
terapia atual, ou seja, continuam tendo crises convulsivas (Bialer e White, 2010; OMS, 2016).

Pacientes epilépticos com crises recorrentes (refratarios ou que ndo recebem o

tratamento adequado) apresentam prevaléncia de depressdo que varia de 20 a 55%, j& nos



pacientes com crises controladas por medicamentos a prevaléncia cai para 3 a 9% (Gilliam et
al., 2004).

A refratariedade terapéutica ndo ¢ uma exclusividade da epilepsia uma vez que 30-
50% dos pacientes com depressao nao respondem ao tratamento antidepressivo (Hodes ef al.,
2015). Apesar do tratamento atual da depressdo (baseado essencialmente na hipdtese
monoaminérgica, como vimos acima) ser eficaz em muitos casos de depressdo, a OMS
calcula que menos da metade das pessoas afetadas no mundo (em alguns paises, menos de
10%) recebem o tratamento adequado (OMS, 2016). Entre as causas apontadas cabe destacar
a falta de recursos ¢ o dificil acesso das populagdes a um tratamento.

Por meio dos fatos é possivel observar que a comorbidade epilepsia/depressdo
interfere de maneira negativa na qualidade de vida do paciente, o que exige da ciéncia a
pesquisa e descobertas de novas terapias.

O ponto de partida para descobrir novas abordagens terapéuticas para as convulsdes e
a depressdo ¢ compreender a patogénese dessas condi¢des. Considerando o importante papel
do estresse oxidativo e da inflamacao no quadro depressivo e na geragdo de crises convulsivas
¢ necessario avaliar como compostos com elevada capacidade anti-inflamatoria e/ou
antioxidante funcionam em modelos de crises convulsivas e de depressdo (Muszynska et al.,
2015; Silva et al., 2015).

Esse quadro ¢ especialmente importante para a regido Norte do Brasil, onde o
isolamento geografico das populagdes unido a riqueza biologica da Amazdnia torna essencial
o estudo dos produtos naturais de facil acesso e consumidos por essas populacdes,
especialmente no marco das doengas cronicas neurologicas. A Amazonia nos permite criar
propostas a base de compostos bioativos na dieta ou de produtos naturais para prevenir e/ou
melhorar os eventos deletérios existentes no quadro depressivo e convulsivo (Muszynska et
al., 2015).

O agai ¢ o fruto proveniente do acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), que € a palmeira
mais produtiva em ecossistema de varzea, tipica do Norte do Brasil. O agai ¢ nativo da
Amazobnia, sendo o estado do Pard o principal centro de dispersdo natural dessa palmacea
(Rogez, 2000; Nogueira et al., 2005).

Atualmente o agai também vem ganhando espago no mercado internacional, com
grande apelo funcional, por ser um alimento exotico e rico em compostos fenolicos e
antocianinas, substincias com elevada capacidade antioxidante e de comprovados efeitos
benéficos a saude, quando presentes na dieta humana (Kang et al., 2011; Gordon et al., 2012;

Yamaguchi et al., 2015).



O agai clarificado ¢ um produto aquoso, caracterizado pela reducdo de solidos
insoluveis e lipidios, mas mantendo um alto contetdo em compostos fenolicos (como
antocianinas, flavonas, proantocianidinas e outros flavonoides) e que estd amplamente
disponivel no mercado internacional para consumo humano (Bichara e Rogez, 2011). Todos
esses compostos outorgam uma elevada capacidade antioxidante ao agai.

Além da sua notavel capacidade antioxidante, estudos recentes estdo demonstrando
que o agai também apresenta atividade anti-inflamatoria.

Apesar dos efeitos antioxidante e anti-inflamatério serem bem relatados em estudos in
vitro (Kang et al., 2011; Xie et al., 2011; Moura et al., 2012), em estudos in vivo com o agai
ainda s0 escassos, especialmente aqueles relacionados a doengas neurolégicas.

Considerando as evidéncias que apontam para a participagdo do estresse oxidativo na
patogénese da depressao e na geracdo de crises convulsivas e a elevada atividade antioxidante
do agai, este trabalho tem por objetivo investigar o possivel efeito neuroprotetor,

anticonvulsivante e antidepressivo do acai em modelos animais.
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2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo Geral

e Avaliar se o agai clarificado ¢ capaz de exercer atividade anticonvulsivante ou
antidepressiva nos modelos de convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol e de

comportamento tipo depressivo induzido pelo lipopolissacarideo (LPS).

2.2 - Objetivos Especificos

e Determinar a atividade antioxidante do agai clarificado por meio de ensaio in vitro;

e Determinar possivel agdo ansiolitica do acai clarificado através do teste de Campo
Aberto

e Investigar a influéncia do tratamento com acai clarificado no modelo de convulsdes
induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ) através de parametros:

o Comportamentais:
= Laténcia para o aparecimento do primeiro espasmo mioclonico
= Laténcia para o aparecimento da primeira convulsio tonico-clonica
= Tempo total em convulsao

o Eletrocorticograficos

o De estresse oxidativo no cortex (niveis de peroxidacao lipidica)

e Estudar o possivel efeito neuroprotetor do tratamento com agai clarificado no modelo
de comportamento tipo depressivo induzido por lipopolissacarideo (LPS) através de
parametros:

o Comportamentais
= Teste de Nado For¢ado
= Teste de preferéncia pela sacarose (anedonia)
o Electromiograficos
o De estresse oxidativo no cortex fronto-parietal, hipocampo e corpo estriado:
= Niveis de peroxidacao lipidica
= Niveis de nitritos

e Verificar o uso do acai clarificado como adjuvante na terapia contra depressdo através

da possivel potencializagdo do efeito antidepressivo da imipramina no modelo de

comportamento tipo depressivo;
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Acai clarificado (AC)

As plantas foram identificadas como E. oleracea Martius (Arecaceae), por meio de
comparacdo com amostras de referéncia (#268513) depositadas no Herbario do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA, Brasil). As amostras de AC foram gentilmente
cedidas pela Amazon Dreams (Belém, Pard, Brasil). O AC foi produzido por um processo
patenteado, licenciado pela Amazon Dreams ¢ UFPA (PI 1003060-3) e que consiste na
microfiltracdo e centrifugacdo da polpa de acai, preparada com frutas frescas.
Consequentemente, o produto final ndo possui mais lipidios, proteinas e fibras (os solidos
totais sd3o menos de 1% da matéria seca) e constitui um modelo ideal para avaliar o impacto

de compostos fendlicos (>1400 equivalentes de Acido Galico/L).

3.2 - Ensaio de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH®)

Para avaliar a atividade antioxidante do AC, foi utilizado o método de sequestro do
radical estavel DPPHe conforme o protocolo descrito por (Gulcin et al, 2004).
Resumidamente, diluigoes de AC (1:10, 1:100, 1:1000) foram adicionadas a solu¢do de 40
pg/ml de 1,1diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPHe) em etanol. Depois de 30 minutos de
incubagdo ao abrigo da luz em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 517 nm e a
percentagem de moléculas de DPPH sequestradas foi calculado de acordo com a seguinte
formula: % scavenged DPPH=[(Ao — Ai1)/Ao] x 100, onde Ao ¢ a absorbancia do grupo

controle e A1 ¢ a absorbancia na presenca de AC.

3.3 - Animais e aspectos éticos

Os animais utilizados foram camundongos Swiss machos (20-30 g) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Para. Os animais foram mantidos sob condi¢des
controladas de temperatura (21+ 2°C) e de iluminagao (ciclo claro/escuro de 12 horas), e com
livre acesso a agua e ragao.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais de Experimentagdo (CEPAE) da Universidade Federal do Para
(mimeros de licenga BIO197-14 e BIO089-15) e seguiu as orientagdes sugeridas pelo Guia
NIH para Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio.

Os animais destinados ao registro eletrocorticografico foram submetidos a
procedimentos cirargicos antes de qualquer tratamento. Nenhum animal morreu naturalmente

(sem a eutanasia) por meio dos tratamentos realizados. Todos os procedimentos
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metodologicos relacionados aos animais tiveram o objetivo de reduzir a quantidade e o

sofrimento dos mesmos no presente estudo.

3.4 - Tratamento dos animais com AC

Os animais foram tratados com AC ou salina (10 ul/g de peso corporal) por gavagem
diariamente durante quatro dias. Uma hora depois da ultima dose de AC ou salina, cada
modelo experimental (convulsdo ou depressdo) foi induzido com inje¢do intraperitonealmente

de PTZ (60mg/kg) ou LPS (0,5 mg/Kg) (Fig.1 e Fig. 2).

3.5 - Avaliacio comportamental pelo teste de Campo Aberto

Um conjunto de 20 animais (grupos AC e controle) foi avaliado pelo teste de campo
aberto para analisar possiveis alteragdes na atividade locomotora espontanea provocadas pelo
tratamento com agai. A analise da atividade locomotora espontanea pelo teste de campo
aberto foi realizada entre as 8:00-12:00h. Os animais foram alojados em uma caixa de
madeira (com o piso demarcado por linhas escuras em 12 quadrantes de areas iguais) e
observados por 5 minutos. Os pardmetros observados durante a analise foram: numero de
quadrantes cruzados com as quatro patas (locomocdo espontinea), namero de
comportamentos de autolimpeza (grooming), niimero de levantamentos (rearing), defecacao.
Estes parametros foram registrados durante um tempo de 5 minutos, apés 1 minuto de

habituacdo (Rodrigues ef al., 2012; Mello et al., 2013).

3.6 - Modelo de convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ)

Os outros animais foram tratados intraperitonealmente (i.p.) com uma unica dose de
PTZ (60 mg/kg) (Souza et al., 2013) ou solugdo salina. As analises comportamentais das
convulsdes e as gravagdes eletrocorticograficas foram realizadas com monitoramento
continuo de 20 e 30 minutos, respectivamente (Fig. 1).

Os animais submetidos as andlises de estresse oxidativo foram posteriormente
sacrificados por deslocamento cervical e o cortex total foi congelado em nitrogénio liquido e

imediatamente acondicionado a -80 °C.
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Fig. 1. Desenho experimental — modelo de crises convulsivas induzidas pelo PTZ

3.7 - Analise comportamental das convulsoes

Depois da injecdo de PTZ (60mgkg, i.p.), os animais foram continuamente
monitorados por vinte minutos (Fig. 1). Durante este periodo as laténcias para o primeiro
espasmo mioclonico, para a primeira convulsdo tonico-clonica generalizada, bem como a

duragdo total das crises tonico-clonicas foram mensuradas (Souza et al., 2013).

3.8 - Avaliacao eletrocorticografica

Um grupo diferente de animais (n=16) foi anestesiado com Xilazina (5 mg/kg i.p.) e
quetamina (80mg/kg i.p.). Apos apresentar perda de reflexo interdigital o animal foi fixado no
aparelho esteriotaxico, para a implantagdo dos eletrodos. Apos a aplicacdo subcutdnea de
lidocaina a 2% no local da incisdo cirrgica, os eletrodos (1 mm de didmetro) foram
implantados obedecendo as coordenadas 1 mm posterior para bregma, £ 1 mm latero-lateral
(de ambos os hemisférios), acomodados na duramater, fixados e isolados com acrilico
autopolimerizante. Os animais foram entdo monitorados a cada 6 horas e permaneceram em
recuperac¢do por um periodo de 2 dias. Passada a recuperagdo os animais foram submetidos
aos tratamentos descritos acima com AC ou salina. No ultimo dia de tratamento, os eletrodos
de cada animal foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados (amplificador de alta
impedancia - Grass Technologies, P511; acoplado a um osciloscopio - Protek, 6510). O
eletrodo de registro estava localizado no lado direito do hemisfério, e do lado esquerdo o

eletrodo de referéncia. Todo o experimento foi executado dentro da gaiola de Faraday. Os
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dados foram continuamente digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador
equipado com uma placa de aquisicio de dados (National Instruments, Austin, TX) e
processados através do software LabVIEW express.

Ap6s 10 minutos de acomodacao, foi feito o registro de cada animal em estado basal
durante 30 min e, em seguida foi administrado PTZ e/ou salina como descrito acima. O tempo
total de registro para cada animal foi de 30 minutos (Fig. 1).

Os dados foram graficamente expressos mostrando a diferenca de potencial entre os
eletrodos de referéncia e registro. Os espectrogramas foram calculados usando uma janela de
Hamming com 256 pontos (256/1000 segundos), cada quadro foi gerado com uma
sobreposi¢do de 128 pontos por janela. Para cada quadro a densidade de poténcia espectral
(PSD) foi calculada pelo método periodograma média de Welch. O histograma de frequéncia
foi gerado pelo primeiro calculo do PSD do sinal usando a janela de Hamming com 256
pontos, sem sobreposi¢do, com o PSD, resultando um histograma construido com caixas de 1

Hz.

3.9 - Determinacio do nivel de peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica das amostras de cortex total foi determinada de acordo com
(Esterbauer e Cheeseman, 1990). Resumidamente, ap6s a centrifugacdo das amostras (2500 g
por 10 minutos a 4°C), uma solug@o contendo acido metanosulfonico e N-metil-2-fenilindol
(NMFI) (em 10.3 mM acetonitrila) diluida em metanol (1:3) foram adicionados ao
sobrenadante e incubadas por 40 min a 45°C. A absorbancia foi mensurada a 570 nm e
comparadas com as concentragdes padrdes de malonaldeido (MDA). Os valores foram
corrigidos pelo contetido de proteinas totais em cada amostra e expressos em nanomoles de

MDA/mg de proteinas.

3.10 - Contetido de proteina total

O conteudo total de proteinas foi determinado em todas as amostras como descrito por
(Bradford, 1976). Aliquotas dos homogeneizados foram incubados com o reagente de
Bradford (5% de etanol, 8,5% acido fosforico, 0,25% de Azul Brilhante de Coomassie G-250)
durante 2 minutos em temperatura ambiente. A absorbancia de cada amostra foi medida a 595

nm e comparada com solugdes padrao de albumina sérica bovina (BSA).
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3.11 - Modelo de comportamento tipo depressivo induzido pelo LPS

Ap6s o tratamento com AC, imipramina ou salina uma tinica dose de LPS (0,5 mg/Kg)
foi injetada nos animais por via intraperitoneal para indu¢do do modelo de comportamento
tipo depressivo. Os animais foram submetidos a avaliagdes comportamentais (campo aberto,
nado for¢ado, teste de preferéncia pela sacarose e eletromiografia) 24 horas apos da
administracdo do LPS, periodo no qual o comportamento tipo depressivo ¢ observado (Mello
etal.,2013; Tomaz et al., 2014) (Fig. 2).

Os animais submetidos as andlises de estresse oxidativo foram sacrificados por
deslocamento cervical e as areas de cérebro dissecadas (cortex total, cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado) foram congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente

acondicionados a -80 °C.

/, LPS
"’-{fﬂ 0.5 mg/Kg i.p.

Dia 4 Dia s
Dial Dia2 Dia3 Diad (g.30n DD T
1 1 1 -
Y 09:00 h 24 h apos dose de LPS:
Pré-tratamento ACAI as 08:00 h - Andalise comportamental:
(10 ul/g, gavagem) % Campo aberto;
Imipramina Avaliacio 1 ** Nado forgado;
5 e 10 mg/kg i.p. ’ ¢+ Preferéncia pela sacarose;
< Eletromiografia;
- Dissecacdo e analise
| bioquimica.

Fig. 2. Desenho experimental — modelo de comportamento tipo depressivo induzido pelo LPS

3.12 - Avaliacao comportamental pelo teste do Nado Forcado

Os camundongos foram individualmente colocados em um cilindro acrilico (25 cm de
altura e 10 cm de diametro) contendo dgua a uma temperatura entre 22 a 24°C. Apo6s um
minuto de habituagdo, os animais foram avaliados quanto ao tempo de imobilidade (em
segundos) por um periodo de 5 minutos. A imobilidade ¢ definida como auséncia de
comportamentos ativos como natagdo, saltos, rearing ou mergulho (Mello et al., 2013). Os
animais que apresentarem dificuldade em manter a cabega acima da agua foram retirados do

cilindro e excluidos do estudo.
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3.13 - Avaliacio comportamental pelo teste de preferéncia pela sacarose

A verificacdo da anedonia ocorreu 24 horas depois da administracdo do LPS,
conforme descrito por (Tomaz et al., 2014). Para a realizacao deste procedimento os animais
foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 72 horas antes da realizagdo do teste. Este
periodo consiste na adaptagdo dos animais a solugdo de sacarose 1% colocada em duas
garrafas para cada gaiola. Vinte e quatro horas depois uma das garrafas de sacarose 1% foi
substituida por uma garrafa contendo apenas agua (mantida por 24 horas), assim cada gaiola
ficou com uma garrafa com sacarose 1% e outra garrafa contendo apenas agua. Passada a
adaptagdo os animais ficaram sem agua e alimento por 24 horas. Apos adaptacdo o teste foi
realizado e os animais foram alojados em gaiolas individuais com livre acesso a duas garrafas,
uma contendo sacarose 1% e outra apenas agua (cada garrafa com volume de 100 ml). Depois
de 1 hora do inicio do teste os volumes consumidos foram registrados e a preferéncia pela

sacarose calculada da seguinte forma:

. ~ Consumo de Sacarose
% de ingestdo de sacarose = - x 100
(Consumo de agua + Consumo de Sacarose)

3.14 — Avaliacio eletromiografica

Vinte animais (machos adultos), divididos em 5 por grupo, foram mantidos no
Biotério de Experimentacdo do Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais em ambiente com temperatura regulada (25-28°C) e ciclo claro — escuro de 12 horas.
Os animais receberam agua e alimentacdo ad libitum.

Apds o tratamento como descrito no item 3.11, foram implantados eletrodos
conjugados em ago inox no musculo semitendinoso no lado direito dos membros dos animais
para a aquisi¢do dos registros eletromiograficos. Apds o procedimento de implante de
eletrodo, os eletrodos foram conectados a um amplificador de alta impedancia (Grass
Technologies, P511), monitorado por um osciloscopio (Protek, 6510) e os dados foram
continuamente digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador equipado com uma
placa de aquisi¢@o de dados (National Instruments, Austin, TX).

Os dados foram armazenados em disco rigido e processados através de um software
especializado (LabVIEW express). Todo o experimento foi executado dentro da gaiola de
Faraday. A duracao dos registros foi de 5 minutos para cada animal.

Para as andlises dos sinais adquiridos, uma ferramenta foi construida usando a
linguagem de programagdo Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas

para o processamento matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A interface



17

grafica foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4. Os graficos de amplitude demonstram
a diferenca de potencial entre os eletrodos de referéncia e de registro. Nos sinais foram
observadas 1000 amostras por segundo.

Os espectrogramas foram calculados usando uma janela de Hamming com 256 pontos
(256/1000 segundos), cada quadro foi gerado com uma sobreposi¢cdo de 128 pontos por
janela. Para cada quadro a densidade de poténcia espectral (PSD) foi calculada pelo método
periodograma média de Welch.

O histograma de frequéncia foi gerado pelo primeiro calculo do PSD do sinal usando a
janela de Hamming com 256 pontos, sem sobreposicdo, com o PSD, resultando um
histograma construido com caixas de 1 Hz. Para analisar a diferenca entre os experimentos,
um grafico com a média e desvio padrao de PSD de varios experimentos foi construido, cada
onda do grafico foi gerada a partir de um conjunto de testes, onde o PSD foi gerado e
calculado a média e o desvio padrdo de cada grupo, para o céalculo da janela PSD Hamming

foi usado 256 pontos sem sobreposi¢ao.

3.15 - Determinacio da peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi avaliada por determinacdo de substincias que reagem ao
acido tiobarbitarico (TBARS) em homogenatos das areas cerebrais estudadas (Mello et al.,
2013). As amostras foram misturadas com 1 ml de acido tricloroacético a 10% (TCA) e 1 ml
de acido tiobarbiturico a 0,67% (TBA), em seguida, as amostras foram incubadas por 45 min
a 90°C e dado este tempo foram mantidas em banho de gelo. A peroxidacdo lipidica foi
avaliada pela absorbancia em 532 nm e expressa em micromoles de malonaldeido (MDA)/g

de tecido.

3.16 - Avaliacao dos niveis de nitritos

A determinag@o dos niveis de nitritos foi baseada no método descrito por (Green et al.,
1982). Resumidamente, 100 pl de sobrenadante foi incubado com 100 pl do reagente de
Griess, que consiste em partes iguais (1:1:1:1) de 1% de sulfonamida dissolvida em 1% de
H3PO4, 0.1% N-naftil-etilenodiamina (NED) e 4gua destilada em temperatura ambiente por
10 minutos. A absorbancia foi mensurada em 560 nm no leitor de microplacas. O contetdo de
nitrito foi determinado a partir de uma curva padrdo de nitrito gerada utilizando NaNO2 (com

intervalo de 0.75-100 mM) como padrao e expressa como micromoles de nitrito/mg de tecido.
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3.17 - Analise Estatistica

A analise estatistica foi  realizada  por  meio do GraphPad
Prism (versdo 5.0). Inicialmente a normalidade (i.e. distribui¢do gaussiana) de cada grupo de
dados foi testada pelo método de Kolmogorov-Smirmov. Dados ndo-paramétricos foram
expressos como medianas + intervalos interquartis e analisados usando o teste de Mann-
Whitney (para dos grupos) ou Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc Dunn, se adequado
(para 3 ou mais grupos). Os dados paramétricos foram expressos como média + erro padrdo e
analisados pelo teste t de Student (para dois grupos) ou ANOVA seguido pelo teste post hoc
Tukey ou Student-Newman-Keuls, quando apropriado (para 3 ou mais grupos). Foi

considerado significativo um P<0,05 para todas as analises.
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4 - RESULTADOS

4.1 - O acai clarificado (AC) apresenta potente atividade antioxidante in vitro

A elevada capacidade antioxidante do AC foi detectada pelo método de DPPHe (Fig.
3). A capacidade AC em sequestrar o radical estdvel DPPHe foi potente, uma vez que a

dilui¢do de 1:10 de agai foi suficiente para mostrar um efeito similar como o acido ascérbico

(1 mg/ml).

120+
100+

80+
60

*k%

40-

Efeito de captura
do radical livre DPPH (%)

204

N N N N
O \g
K v NY

Fig. 3. Atividade de sequestro do radical livre DPPH pelo 4cido ascorbico (ASC) e por dilui¢des crescentes de
acai clarificado (AC) contra os radicais livres. ASC e AC foram incubadas com a solugdo de 1,1diphenyl-2-
picrilhidrazil (DPPH). Os dados sdo representados por média + desvio padrdo (n = 4). *** P <0,001 vs todos os

grupos. * P <0,05 vs AC 1:10 e ASC de 1 mg/ ml.

4.2 - O tratamento com AC nio afeta a atividade locomotora espontinea dos animais

tratados

Nao houve diferenca estatistica entre os animais tratados com solu¢do salina ou AC

nos parametros analisados no teste de campo aberto (Fig. 4).
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Fig. 4. O tratamento com agcai clarificado (AC) ndo altera a atividade locomotora espontanea. AC ou solu¢do
salina (SAL) foi administrado por gavagem (10 pl/g por dia) durante 4 dias. Dados do nimero de levantamentos
verticais (A), nimero de quadrantes cruzados (B), nimero de atos de autolimpeza (C) e nimero de bolos fecais
(D). Os dados estdo representados como média £+ erro padrio (n=10). Nao foram detectadas diferencas

estatisticas.

4.3 O tratamento com AC apresenta importante atividade anticonvulsivante

4.3.1 - O AC protege os animais contra mudancas comportamentais causadas pelas

crises convulsivas

Apenas quatro doses de AC foram suficientes para aumentar significativamente as
laténcias para primeiro espasmo mioclonico e para a primeira convulsido generalizada tonico-
clonica induzida pelo PTZ (Fig. SA e B). O tratamento com AC também diminuiu em 61% a

duracdo total das crises generalizadas tonico-clonicas (Fig. 5C).
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Fig. 5. Efeito de agai clarificado (AC) nas alteragcdes comportamentais induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ):
laténcia para o primeiro espasmo mioclonico (A), a laténcia para primeira crise tonico-clonica generalizada (B) e
o tempo total em crises tonico-clonicas generalizadas (C). O AC foi administrado por gavagem (10 pl/g por dia)
durante 4 dias. A dose de PTZ foi de 60 mg/kg i.p. Os dados estdo expressos como mediana e intervalo

interquartil (n=10). *** P <0,001 e ** P <0,01 vs PTZ.
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4.3.2 - O tratamento com AC reduz de maneira significativa as alteracées elétricas

causadas pelas crises convulsivas

O registro eletrocorticografico (ECoG) dos animais tratados com solucdo salina indica
atividade cerebral referente a exploragdo do ambiente de registro, onde a amplificagdo do
registro revelou um tracado irregular caracterizado por apresentar atividade cerebral de baixa
amplitude, com atividade cerebral mais intensa nas frequéncias abaixo de 10 Hz. O ECoG de
animais tratados com AC foi muito semelhante aquele dos animais controle (Fig. 6), com

baixas amplitudes e frequéncias abaixo de 10 Hz.

A administragdo do PTZ provocou um padrdo variavel de amplitudes e a presenga de
salva de potenciais indicando maior variacdo na atividade cerebral, compativel com a
excitabilidade provocada pelo quadro convulsivo (Fig. 6). O espectrograma para estes animais
demonstra maior distribuicao de forca nas frequéncias até 50 Hz. O registro dos animais do
grupo ACHPTZ demonstrou potenciais de campo de baixa amplitude, que sdo
significativamente menores do que os provocados pelo PTZ, o que representa a inibi¢ao
parcial do efeito do PTZ (Fig. 6). Os espectrogramas destes animais apresentaram

distribui¢des de energia com poucas frequéncias acima de 10 Hz.

No que diz respeito as distribuicdes de amplitude (Fig. 7), ndo foram encontradas
diferencas significativas nas distribuicdes de frequéncias de 1 a 50 Hz entre animais tratados
com solugdo salina ou AC (Fig. 7). No entanto, o PTZ causou um aumento significativo nas
amplitudes com um padrao de distribuicdo alterado claramente. O tratamento com AC
diminuiu a amplitude de disparo principalmente nas frequéncias mais baixas (especialmente
nas frequéncias de 1 a 25 Hz), o que indica a diminui¢ao da capacidade do PTZ em deflagrar
as convulsdes (Fig. 6). Além disso, a quantificagdo das amplitudes para cada grupo revelou
um aumento significativo apos o tratamento com PTZ, que diminuiu aproximadamente 50%

quando foi realizado o tratamento com quatro doses de AC (Fig. 7).



0,15
3 i
3
H 1]
~0.10)
~Ay ot e g o 1ot 1268
e (5
.08
oo
3 3
: i
§ i §

&
2

20

B TG L

w0
Time {s)

Aenpliuce {ml]

o A (] 10T

&l
Time (s}

SALINA

s
oo A W

e W ” \
"'Lw.l".' Wiy o -n;\,\,f"";{-. . ‘\n"“ \

!..W*“"r’"-.r\

LE} i3 L)

Time 5

ACAI CLARIFICADO (AC)

206182

006
004

002,

oanHk\;-.w-.rM‘m‘wWr.»‘mwww,-rf.vﬂm

—ou0y

-0u04

~00h

s w57 054 0% ELLE ) 2000

3
Time (4)

PENTILENOTETRAZOL (PTZ)

0.2

-0

St T N WE EE g i
P

23

Frequnncy {He)

Tirme {asgundas)

Frequency (Hz)

ACAI CLARIFICADO E PENTILENOTETRAZOL (PTZ)

Amplitede (nl)
Amplitude (ml)

FI)

400 BOD 1060 12

Bl
Tiere (5]

@4

0.2

| Ay N |
Y P

ss10 B51F 5514 5516 5518 552
Tieme (51

Frequency (Mz)

Fig. 6. Electrocorticogramas (ECoGs). Os animais foram tratados com solug@o salina (primeira linha) ou AC (10

ul/g por dia via gavagem) (segunda linha) durante 4 dias e em seguida tratada com pentilenotetrazol (60 mg / kg)

(terceira e quarta linhas, respectivamente). ECoG realizado no tempo de 20 minutos por animal (esquerda),

amplifica¢@o de um fragmento representativo de ECoGs (centro) e espectrogramas de frequéncias (direita).
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Fig. 7. Amplitudes eletrocorticograficas. A distribuicdo de amplitudes (A e B) e amplitudes médias (C) foram
registados eletrocortigraficamente em animais tratados com solugdo salina (SAL) ou agai clarificado (AC) (10
mL/g por dia via gavagem, durante 4 dias) e depois tratou-se com pentilenotetrazol (60 mg/kg; PTZ e EO + PTZ,

respectivamente). Os dados sdo apresentados como média + SEM (n=8). * P <0,001 vs basal e grupos de agai.
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4.3.3 - O tratamento com AC de previne os efeitos deletérios do estresse oxidativo

causados por convulsdes no cértex cerebral

A administracdo de PTZ provocou um aumento significativo na peroxidacdo lipidica

no cortex cerebral (Fig. 8), e este efeito foi completamente prevenido pelo tratamento com
AC.

= Fig. 8. Efeito do agai clarificado (AC) sobre a

50 | wan peroxidagao lipidica no cortex cerebral induzida
g 1 pelo pentilenotetrazol (PTZ). OE: via gavagem
E 40 (10 pl/g por dia) durante 4 dias. PTZ: 60 mg/kg
= 1 i.p. Os dados estdo expressos como média + erro
£x - X padrio (n = 10). *** P <0,001 ¢ * P <0,05 vs.
S 1 todos os grupos. MDA=malonaldeido.
2"
=

10 1

] . .

Contral AC PTZ AC+PTZ

4.4 - O tratamento com AC apresenta potente atividade antidepressiva

4.4.1 - O tratamento com AC nao interfere na atividade locomotora espontinea no

modelo de comportamento tipo depressivo

A atividade locomotora espontanea dos animais tratados com salina, AC e/ou LPS

permaneceu inalterada (Fig. 9).
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Fig. 9. Os tratamentos com agai clarificado (AC) (10 pl/g por dia - durante 4 dias, v.0.) ¢ LPS (0.5 mg/kg, i.p.)

ndo interferem na atividade locomotora espontanea dos animais. Os dados estdo representados como média +

erro padrdo (n=10). * P<0,05 vs Salina ¢ EO.
4.4.2 - O AC previne as alteracdes comportamentais induzidas pelo LPS

Como esperado, a inoculagdo de LPS aumentou o tempo de imobilidade no teste do
nado forcado quando comparado aos animais controle, indicando o estabelecimento do
comportamento tipo depressivo (Fig. 10). O tratamento com AC reduziu significativamente o

tempo de imobilidade quando comparado ao grupo de animais tratados apenas com LPS.
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Fig. 10. Efeito dos tratamentos com agai clarificado (AC) (10 pl/g por dia durante 4 dias, v.0.) e/ou
lipopolissacarideo (LPS, 0,5 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de imobilidade no teste do nado forgado. Os dados estio

representados como média + erro padrao (n=10). ## P<0,001 vs todos os grupos.

Vinte e quatro horas ap6s a administragdo da endotoxina, os animais apresentaram
significativa diminui¢@o da preferéncia pela sacarose quando comparado aos animais controle
(Fig. 11), caracterizando também o comportamento tipo depressivo. O tratamento com AC
preveniu a redugdo do consumo de sacarose quando comparado aos animais tratados com

LPS.
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Fig. 11. Efeito do agai clarificado (AC) (10 pl/g por dia durante 4 dias, v.0.) e/ou lipopolissacarideo (LPS, 0,5
mg/kg, i.p.) sobre o consumo de sacarose no teste de preferéncia por sacarose. Os dados estdo apresentados

como média + erro padrdo (n=13). ** P<0,001 vs. todos os grupos.
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443 - O tratamento com AC reduz de maneira significativa as alteracoes

eletromiograficas causadas pelo comportamento tipo depressivo

Os espectrogramas obtidos através dos registros eletromiograficos (Fig.12),
demonstraram que a contracdo muscular dos animais do grupo controle (Fig. 12A) e AC (Fig.
12B) apresentaram nivel de energia at¢ 50 Hz, o que corresponde a atividade muscular
normal. J4 os animais tratados apenas com LPS apresentaram menor atividade muscular,
caracterizando assim imobilidade (Fig. 12C). Os animais do grupo AC+LPS (Fig. 12D)
demonstraram maior atividade muscular quando comparados aos animais que receberam
apenas LPS, o que significa que o tratamento com AC preveniu a imobilidade do animal, o

que resultou em uma atividade muscular semelhante a dos animais do grupo controle.
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Fig.12. Registros eletromiograficos com suas respectivas distribui¢des de energia nas frequéncias até 50 Hz. (A)
Eletromiograma controle, (B) Eletromiograma dos animais que utilizaram o agai, (C) eletromiograma dos
animais que usaram o LPS, (D ) eletromiograma dos animais que receberam aplicacdo de LPS e foram

tratados com agai clarificado (AC) (n=5).

O grafico de distribuicdo de frequéncia observado na figura 13A demonstra que
durante o registro de 5 minutos ndo houve diferenca estatistica entre as médias de amplitude
da atividade muscular entre os animais do grupo controle (9,683 + 5,181 mV?/ Hz X 103) e
acai (8,866 + 4,301 mV?/ Hz X 10?). A atividade muscular registrada pelos animais que
receberam apenas LPS (0,787 + 0,3209 mV?/ Hz X 10-) foi significativamente menor quando
comparada a atividade muscular dos animais do grupo AC+LPS (7,516 + 2,261 mV?/ Hz X
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107%). Isso significa que o AC previne alteragdes de atividade muscular (imobilidade dos

animais) induzidas pelo LPS.

Na figura 13B ¢ demonstrado o nivel de energia da maior contragdo muscular
identificada durante o tempo de 5 minutos de registro, com distribuicdo de frequéncia até 50
Hz. A atividade muscular maxima registrada ndo foi diferente nos grupos controle (50,39 +
21,77 mV? Hz X 103) e AC (50,90 + 16,05 mV?/ Hz X 107), porém a atividade muscular
maxima nos animais do grupo LPS (7,460 + 5,514 mV?/ Hz X 107) foi muito menor quando
comparado aos animais do grupo controle. Os animais do grupo AC+LPS (41,22 + 16,55
mV?/ Hz X 1073) apresentaram atividade muscular maxima maior quando comparados aos
animais do grupo LPS e semelhante aos animais do grupo controle. Esses dados demonstram
que o AC previne o estabelecimento do comportamento tipo depressivo, uma vez que a

imobilidade ¢ um pardmetro comportamental caracteristico desse modelo.

Nossos dados referentes ao teste de nado for¢ado ¢ a eletromiografia comprovam que
o AC previne a imobilidade dos animais, o que caracteriza a prevengdo do comportamento

tipo depressivo induzido pelo LPS.
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Fig. 13. Grafico de distribuicdo de amplitude entre as frequéncias até 50 Hz em registros de 5 minutos da
atividade muscular dos animais (A); Grafico comparando as amplitudes da maior atividade muscular registrada

durante o registro de 5 minutos com distribui¢@o de frequéncia até 50 Hz (B).
4.4.4 - O AC previne o estresse oxidativo no cérebro dos animais tratados com LPS

Quando comparado ao grupo controle, o tratamento com LPS elevou
significativamente os niveis de TBARS no hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal
(Fig. 14). O tratamento com AC preveniu a elevagdo de TBARS nestas areas (Fig. 14A, B e
O).



31

400-
*
°
=)
S 5 300-
£ 2
4o |
" < 200- C
0 2 |
€= L
@ 2 1004
FZE
0 L) T
2 (] ] ]
S v Q Q
94}‘ v oxv
v.
800-
° -
Q. (o]
e
E 5 600-
O =
82
:|I: - 400+
» =
S 2 200{ =
P
-2
0 T
2
&
%Q\\
C
400-
5%
c .
5§
(=]
N -I
Eg 200 B
& =
< 2 100-
o
-2
0 r
2
RN
&

Fig. 14. Efeito do tratamento com acai clarificado (AC) (10 pl/g por dia durante 4 dias, v.0.) e/ou
lipopolissacarideo (LPS, 0,5 mg/kg, i.p.) sobre a peroxidagdo lipidica medida pelos niveis das substincias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), no corpo estriado (A), hipocampo (B) e cortex pré-frontal (C). Os
dados estdo apresentados como média + erro padrdo (n=10). Estriado - * P<0,05 e *** P<0,001 vs todos os

grupos.
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Os niveis de nitritos também foram mensurados como marcadores indiretos da

producdo de um dos principais radicais livres, o 6xido nitrico (Fig. 15). Os elevados niveis de

nitritos no cortex pré-frontal e no hipocampo foram reduzidos pelo tratamento com o AC (Fig.

15A e 15B).

A
w
o

b=
=
4
o
©
o
°
3
2
c
o
o

B
0
[e]

=
=
4
o
©
[e]
°
]
2
c
[e]
(&
Fig. 15.

Hipocampo
umol/mg tecido

Pré-frontal
umol/mg tecido

400-
*%
300+
2004 —
100
0 .
2 O ) )
N v 3 N
©
200+ sk
150
1
1004 [ L
-
L=
50-
0 . .
2 () ]
N v N ™
©

Efeito do tratamento com agai clarificado (AC) (10 pl/g por dia durante 4 dias, v.0.) e/ou

lipopolissacarideo (LPS, 0,5 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de nitritos no hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B).

Os dados estdo apresentados em média = erro padrdo (n=10). ** P <0.01 e *** P<0,001 vs. todos os grupos.
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4.4.5 - O tratamento com AC potencializa o efeito da imipramina na reducio do

comportamento tipo depressivo

Como esperado a imipramina, nas doses de 5 e 10 mg/kg, foi eficaz para o tratamento
do comportamento tipo depressivo reduzindo significativamente o tempo de imobilidade
provocado pelo LPS (Fig. 16, A ¢ B). O tratamento com AC potencializou o efeito da

imipramina na reduc¢do do tempo de imobilidade no teste de nado forcado (Fig. 16C).
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Fig. 16. O tratamento com acai clarificado (AC) (10 ul/g por dia durante 4 dias, v.0.) potencializa o efeito
imipramina nas doses de 5 e 10 mg/kg, no tempo de imobilidade no teste de nado for¢ado. ***P<0,001 vs todos

grupos, ¥*P< 0,05 vs IMIS+LPS+AC e ## P<0,01 vs IMI10+LPS+AC.



34

5 - DISCUSSAO

O agai ¢ uma das frutas mais estudadas no mundo. Sua “popularidade” cientifica ndo
estd associada somente as suas propriedades nutricionais, mas principalmente a uma
variedade de atividades bioldgicas. As propriedades bioldgicas mais pronunciadas do acai
descritas na literatura até agora sdo as atividades antioxidante e anti-inflamatoria. Esses dois
processos patologicos nos quais o agai tem efeito protetor, o estresse oxidativo e a inflamacao,
sdo compartilhados por diversas patologias cronicas que acometem o sistema nervoso central.
O estresse oxidativo e o processo inflamatdrio, como mecanismos patogénicos, contribuem
para o inicio e progressdo de doengas cronicas como: doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, epilepsia (crises convulsivas) e depressdo. Essas doengas também partilham entre
clas outras caracteristicas, como o fato de serem cronicas, com altos indices de refratariedade
ao arsenal farmacoldgico atualmente disponivel e tratamentos de dificil acesso para
populacdes isoladas como as que existem na Amazonia. Assim, por ser uma “superfruta”
tipicamente Amazonica e com efeitos protetores sobre mecanismos comuns a patologias do
sistema do sistema nervoso, o acai possui o potencial de criar um grande impacto na terapia

convencional de quadros clinicos como as crises convulsivas e os episodios depressivos.

5.1 - Atividade anticonvulsivante do acgai

Este trabalho demonstra, pela primeira vez, que o agai clarificado exerce atividade
protetora significativa contra convulsdes e o estresse oxidativo relacionado as crises
convulsivas.

Utilizamos o modelo experimental de crises convulsivas induzidas pelo PTZ, um
bloqueador seletivo do canal de cloreto acoplado ao receptor GABAa. O PTZ ¢ um
importante modelo de convulsdes mioclonicas e convulsdes generalizadas tonico-clonicas e
atualmente é considerado o modelo experimental padrdo-ouro para a triagem de compostos
com potencial atividade anticonvulsivante (Loscher, 2011; Pahuja et al., 2012; Souza et al.,
2013; Yuen e Troconiz, 2015). Além disso, este modelo pode predizer com mais precisdo as
consequéncias fisiologicas de convulsdes em seres humanos e as suas respostas aos
tratamentos, quando comparados com outros modelos de crises convulsivas (Yuen e Troconiz,
2015).

Em nosso modelo, foram usadas amostras de agai clarificado (AC) destinadas ao
consumo humano. Além disso, o AC foi escolhido porque o processo de clarificacdo reduz a

quantidade de macronutrientes (lipideos, fibras e proteinas), evitando a possivel interferéncia
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destes compostos nos resultados. Assim, o AC ¢ constituido basicamente de compostos
fenolicos, como as antocianinas, que representam os componentes bioativos mais abundantes
do AC. A analise das amostras utilizadas no presente estudo revelou um contetido de 1662,15
mg equivalentes de acido galico/L de compostos fenolicos, incluindo 529 mg equivalentes de
cianidina/L de antocianinas.

Apenas quatro doses de AC foram suficientes para aumentar de maneira significativa a
laténcia das crises convulsivas e de reduzir fortemente a duracdo das convulsdes mais graves
(Fig. 5). Além dos dados comportamentais, os registros eletrocorticograficos mostraram que o
PTZ induz alteragdes elétricas caracterizadas pelo aumento da amplitude de onda e que a
ingestao prévia de AC impediu a elevagdo das amplitudes em aproximadamente 50% (Figs. 6
e7).

Os registros elétricos, além da avaliagdo comportamental, tém sido uma ferramenta
util e objetiva para verificar alteracdes causadas por excitabilidade neuronal em pacientes com
epilepsia e em modelos experimentais. Um trabalho recente demonstrou a sensibilidade desse
método para detecgdo e caracterizacdo das crises convulsivas no modelo PTZ (Niknazar et al.,
2013). Este método tem algumas vantagens, pois caracteriza-se por promover danos minimos
ao encéfalo e ¢ sensivel o suficiente para indicar mudancas na gravidade das crises
(caracterizada pelo aumento da frequéncia e/ou amplitude das ondas) que ndo podem ser
quantificadas unicamente com a observagdo do comportamento. Em nosso trabalho por meio
do registro eletrocorticografico foi possivel observar que o AC impediu de forma parcial as
alteracdes causadas pelo PTZ, diminuindo a frequéncia das descargas e a amplitude média de
onda (Figs. 6 ¢ 7).

Estes resultados sdo ainda mais notaveis quando se considera que oS novos
instrumentos terapéuticos sdo por muitas vezes propostos como co-adjuvantes a politerapia
para melhorar o efeito de farmacos classicos. Isso acontece porque dificilmente extratos de
plantas ou produtos naturais apresentam poténcia terapéutica suficiente quando usados
isoladamente. Porém este ndo foi o caso do AC, porque o tratamento com o fruto ja mostrou
um efeito anticonvulsivo potente.

Além disso, aproximadamente 30% dos pacientes com epilepsia sdo afetados por
convulsdes resistentes a farmacoterapia anticonvulsivante atual (OMS, 2016), o que justifica a
necessidade para encontrar novas alternativas, especialmente aquelas que sdo mais acessiveis
para populagdes isoladas e com dificuldade de acesso aos medicamentos convencionais.

A dose de AC utilizado neste estudo (10 pl/g de peso corporal, equivalente a cerca de

700 ml para uma pessoa de 70 kg) foi s6 ligeiramente superior ao consumo humano médio
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diario em varias regides Brasil. Por exemplo, na Regido Norte, ndo ¢ raro encontrar pessoas
que consomem 1 L/dia de agai. Ainda, a concentracdo total de compostos fenodlicos e
antocianinas ¢ em grande parte representativa do que normalmente é encontrado no agai
consumido no dia-a-dia pela populacao.

Cabe destacar que ndo ocorreram alteragcdes no peso corporal (dados ndo mostrados)
ou na atividade locomotora espontinea (Fig. 4) nos animais tratados com AC. Além disso, o
consumo de quantidades similares de acai aparentemente ndo ¢ toxica para os seres humanos
(Mertens-Talcott et al., 2008), e tratamentos agudos e sub-cronicos com doses maiores de
polpa de acai ndo provocam efeitos genotdxicos em roedores (Ribeiro et al., 2010). Portanto,
nossos resultados sugerem que a suplementacdo da dieta com agai poderia ter valor adicional
em pacientes, proporcionando um efeito anticonvulsivante extra e provavelmente permitindo
a utilizacdo de doses mais baixas de drogas anticonvulsivantes classicas, evitando-se
numerosos efeitos secundarios desses farmacos. Estudos adicionais sdo necessarios para
confirmar esta hipdtese sobre um possivel efeito sinérgico.

O efeito anticonvulsivante do acgai € particularmente importante para regides isoladas,
como a Amazonia, onde a adesdo ao tratamento farmacoldgico cronico, baseado no uso de
anticonvulsivantes, ¢ reduzida devido a fatores socioecondémicos (como a pobreza e o
isolamento) que tornam dificil ter acesso aos servicos de saude. Assim, uma palmeira como a
Euterpe oleracea que ¢ comum e amplamente distribuida na Amazonia (Bichara e Rogez,
2011) pode ser uma ferramenta extremamente util no tratamento de convulsdes,
especialmente nessas populagdes.

Qual o mecanismo molecular subjacente ao potente efeito anticonvulsivante do agai?
Embora um estudo mais aprofundado seja necessario para responder completamente esta
questdo, a capacidade antioxidante do agai parece ser a primeira explicagdo da acdo
anticonvulsivante, ja que o AC possui alto teor de compostos fenodlicos, tais como flavonas
(Kang et al., 2010; Kang et al., 2011; Dias et al., 2013; Bonomo Lde et al., 2014). O método
de captura de radical livre DPPH, um composto considerado padrio ouro nos ensaios de
avaliagdo de propriedades antioxidantes, revelou que o efeito antioxidante do AC ¢ pelo
menos 10 vezes mais potente que o de uma solu¢do de 1 mg/ml de acido ascorbico (Fig. 3).
Ainda no ensaio de DPPH o AC apresentou 91,4% de porcentagem de redugdo do radical
livie DPPH. Assim, quando comparado ao Trolox (800 uM de Trolox reduz o DPPH em
aproximadamente 81%, como descrito por Bonomo L et al. (2014), a diluigao de 1:100 do AC

demonstra maior capacidade antioxidante. Nossos resultados confirmam os resultados de
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estudos anteriores que demonstram capacidade antioxidante excepcional do acai (Kang et al.,
2010; Kang et al., 2011; Xie et al., 2011; Gordon et al., 2012; Bonomo Lde et al., 2014).

Estudos recentes demonstram um importante papel do estresse oxidativo no
desenvolvimento da epilepsia e da refratariedade ao tratamento farmacoldgico da doenga
(Shin et al., 2011; Aguiar et al., 2012; Cardenas-Rodriguez et al., 2013; Puttachary et al.,
2015). Além disso, modelos experimentais classicos de convulsdes (PTZ, estricnina, e
picrotoxina) e epilepsia (pilocarpina e acido cainico) induzem convulsdes através de
diferentes mecanismos, mas compartilham uma via comum que é o estresse oxidativo
(Loscher, 2011; Aguiar ef al., 2012).

O papel do estresse oxidativo sobre as crises convulsivas em humanos ainda ndo ¢
totalmente elucidado e permanece controverso (Shin et al., 2011; Aguiar et al, 2012;
Puttachary et al., 2015). O cérebro ¢ extremamente vulnerdvel ao dano oxidativo, porque
apresenta uma fraca defesa antioxidante, elevado consumo de oxigénio e quantidade de
compostos oxidaveis em comparagdo com outros 6rgaos (Shin et al., 2011; Puttachary et al.,
2015). A peroxidacao lipidica, uma das consequéncias mais prejudiciais do estresse oxidativo,
¢ uma cascata de eventos bioquimicos que promovem a oxidagdo ndo especifica dos acidos
graxos poli-insaturados, mediada por radicais livres. Um aumento significativo na
peroxidacdo lipidica j& foi demonstrado em pacientes com epilepsia e em modelos
experimentais de convulsdes e epilepsia (Shin et al., 2011; Aguiar ef al., 2012; Puttachary et
al., 2015).

Em nosso trabalho, a administracdo de 60 mg/kg de PTZ aumentou significativamente
a peroxidacdo lipidica no cortex cerebral (Fig. 8). Estes resultados estdo de acordo com
estudos recentes, que utilizam a mesma dose de PTZ e mostram um aumento de 44 e 98% na
peroxidagdo lipidica em comparag@o ao grupo controle (Chowdhury et al., 2013; Naziroglu et
al., 2013). Convulsdes induzidas pelo PTZ exacerbam o estresse oxidativo através do
aumento da producdo de ROS e diminuiu a atividade de enzimas antioxidantes, como a
catalase ou superdxido dismutase (Rodrigues et al, 2012; Branco Cdos et al, 2013;
Chowdhury et al., 2013; Kumar et al., 2013).

Curiosamente, o AC foi capaz de prevenir completamente a peroxidagdo lipidica no
cortex cerebral de animais que receberam PTZ (Fig. 8). Apesar do tratamento com AC ndo ter
eliminado (prevenido) completamente as crises convulsivas, a prevengdo da peroxidacdo
lipidica no coértex cerebral, pode levar a uma reducdo significativa de convulsdes
subsequentes e de suas consequéncias deletérias, uma preocupagdo importante em pacientes

com epilepsia.
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Embora nossos resultados com o método de DPPH e peroxidagdo lipidica sinalizem
que a potente atividade antioxidante do AC deve ser um dos mecanismos responsaveis por
esta atividade protetora (Figs. 3 e 8), outros possiveis mecanismos moleculares de acdo ndo
podem ser descartados. Recentemente, o tratamento com acai demonstrou modular a
expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo, tais como gsc-1 (a enzima limitante na
sintese glutationa) e fatores de transcricdo (especialmente aqueles regulados pela a via de
sinalizacdo de insulina/IGF-1) que afeta a resisténcia ao estresse (Bonomo Lde et al., 2014).
A possivel ocorréncia destes mecanismos genéticos mais a aparente auséncia de efeitos
genotoxicos dos tratamentos sub-cronicos com agai (Ribeiro ef al., 2010) podem ser um apoio
adicional para a utilizagdo do tratamento cronico com agai em pacientes com epilepsia.

Quais componentes do agai sdo responsaveis por provocar estes possiveis mecanismos
de protecdo? A relagdo entre atividade anticonvulsivante e antioxidante foi mostrada pela
inducdo de efeitos anticonvulsivantes através das acdes antioxidantes de extratos vegetais
(Pahuja et al., 2012; Rodrigues et al., 2012; Naziroglu et al., 2013; Naziroglu e Yurekli,
2013). Os efeitos anticonvulsivantes de plantas medicinais ja foram explicados com base nas
propriedades ansioliticas ou sedativas, na influéncia sobre os receptores de (GABAA,
glutamato, etc.), e na modulagdo de fatores neurotroficos (Zhu et al., 2014). Embora sejam
necessarios estudos comportamentais adicionais, o tratamento com AC parece ndo ter efeitos
sedativos importantes, uma vez que ndo foram detectadas diferencas no teste de campo aberto
(Fig. 4).

O acai usado em nosso trabalho ¢ um produto aquoso caracterizado pela reducdo de
solidos insoluveis e lipideos, mantendo uma elevada capacidade antioxidante devido a
presenga de compostos fenolicos, tais como antocianinas, flavonas, proantocianidinas, e
outros flavonoides. Cianidina-3-rutinosideo, cianidina-3-glicosideo, orientina, homoorientin e
ataxifolina deoxyhexose sdo os principais flavonoides presentes no agai (Dias et al., 2012;
Gordon et al., 2012; Dias et al, 2013). E interessante que os estudos recentes tém
demonstrado que a maior absor¢do de antocianinas ocorre no estdmago apenas 30 minutos
apos o consumo (Fernandes et al., 2014). A eficacia de flavonoides, tais como wogonina,
fisetina, vitexina e rutina (um dos flavondides mais comuns em plantas e frutos), ja foi
mostrada em modelos experimentais com PTZ (Zhu et al., 2014).

Considerando o elevado consumo humano dessa fruta, aliado a sua potente atividade
anticonvulsivante, esfor¢cos adicionais devem ser dedicados a analisar os compostos bioativos

responsaveis por esses efeitos in vivo. Embora os estudos in vitro com acai relatem os efeitos
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antiproliferativo, anti-inflamatério e cardioprotetor do acai (Kang et al., 2011; Xie et al.,

2011; Moura et al., 2012), os estudos in vivo ainda sdo escassos.

5.2 - Atividade antidepressiva do acai

Este estudo € o primeiro a demonstrar que o agai € capaz de prevenir o comportamento
tipo depressivo e de reduzir o estresse oxidativo induzidos pela administragdo periférica do
LPS, reconhecido como um modelo animal de comportamento tipo depressivo.

Estudos em humanos e animais demonstram que a ativa¢do do sistema imune € o
estresse oxidativo estdo intimamente envolvidos na patogenia da depressdo (Maes et al.,
2009; Maes et al., 2011; Eyre e Baune, 2012b). Mas qual a relevancia desses mecanismos
para o estudo da depressdo? O conhecimento desses mecanismos (alternativos a hipotese
monoaminérgica usada para o desenvolvimento dos farmacos atualmente disponiveis) criam
possibilidades de estudar a depressao por dngulos diferentes dos convencionais e de descobrir
novas alternativas terapéuticas por meio de bioensaios farmacoldgicos mais sensiveis
(Dantzer et al., 2011; Li et al., 2011; Lee et al., 2013). Por isso utilizamos o modelo do
lipopolissacarideo  bacteriano (LPS), que ¢é caracterizado por induzir mudancas
comportamentais em roedores que mimetizam algumas caracteristicas da depressdo clinica em
humanos (Dantzer et al., 2008; Tomaz et al., 2014). Por meio desse modelo ¢ possivel
selecionar potenciais drogas antidepressivas com boa especificidade e sensibilidade (Dantzer
etal,2011).

O mecanismo molecular envolvido na ocorréncia do comportamento tipo depressivo
induzido pela endotoxina ainda ndo estd completamente elucidado, porém sabe-se que a
elevagdo de citocinas pro-inflamatorias e do estresse oxidativo no cérebro, 24 horas apds o
tratamento com o LPS, estdo envolvidos no aparecimento desse comportamento (Dantzer et
al., 2008; Ohgi et al., 2013; Li et al., 2015).

O modelo animal que escolhemos para nosso estudo contempla todos os critérios
estabelecidos para a validade de um modelo animal, que ¢ determinada por trés diferentes
critérios: validade aparente, de construto e preditiva. O modelo do comportamento tipo
depressivo induzido pelo LPS apresenta sintomatologia e manifestacdes da doenga
semelhantes ao que ocorre em humanos (validade aparente); o comportamento tipo depressivo
induzido no animal ¢ revertido ou prevenido por tratamentos que sdo efetivos na depressao
clinica (validade preditiva); e finalmente esse modelo experimental compartilha mecanismos

neurobiologicos da depressdo (validade de constructo). Diante do apresentado nosso modelo ¢é
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considerado valido para se estudar comportamento depressivo, logo os resultados obtidos
sugerem atividade protetora frente a depressao (Fries e Magalhaes, 2010).

No presente trabalho, foi seguido um protocolo de pré-tratamento com doses repetidas
de AC, seguindo a linha dos trabalhos anteriores onde as drogas testadas nesse modelo para
avaliar atividade antidepressiva sdo ministradas antes do LPS (Li et al., 2013; 2013; Mello et
al., 2013). Uma possivel critica que podemos fazer a esse desenho experimental ¢ o fato do
pré-tratamento se revelar eficaz devido realmente a um efeito unicamente antidepressivo ou
simplesmente evitou a neuroinflamagdo impedindo o estabelecimento do comportamento
depressivo. Embora anti-inflamatdérios comuns como a dexametasona ja demonstraram sua
eficacia na eliminagdo dos sintomas depressivos nas 9 horas seguintes a administragdo do
LPS (Plessers et al., 2016), pouco se sabe sobre o que acontece 24h ap6s a inoculagdo do LPS
junto com um antidepressivo, momento no qual o modelo ¢ realmente caracterizado como de
comportamento tipo depressivo. Entretanto, a neuroinflamacao esta intimamente ligada a
génese e propagacao do quadro clinico depressivo. Por isso, o fato de evitar o estabelecimento
dos comportamentos da depressdo (prevenindo o estresse oxidativo e/ou a inflamagdo) ¢
considerado como efeito antidepressivo (ao impedir o estabelecimento da resposta
inflamatoria e consequentemente do estresse oxidativo isso impediria um paciente de
desenvolver a depressao).

O comportamento tipo depressivo em roedores ¢ avaliado através do tempo de
imobilidade e pela preferéncia por substancias doces que podem ser mensurados pelos testes
de nado forcado e de preferéncia pela sacarose, métodos padrao-ouro para avaliar o fendtipo
depressivo em roedores, especialmente o teste de preferéncia pela sacarose que determina
déficits motivacionais caracteristicos da depressdo (Dantzer et al., 2008; O'connor et al.,
2009).

Antes do desenvolvimento do comportamento semelhante a depressdo, o animal
tratado com LPS desenvolve o comportamento doentio (caracterizado pela diminuigdo da
preferéncia por solugdes doces e redugdo da exploragdo social). Este comportamento inicial
esta associado a elevacdo das citocinas IL-1B e TNF-a no cérebro dos animais, que ocorre
entre 2 e 6 horas apds a administragdo do LPS. E importante destacar que a dose de LPS que
induz as alteragdes comportamentais caracteristicas desse modelo ndo causa sepse. O
comportamento tipo depressivo ocorre 24 horas apos a administragdo do LPS, nesse estagio
os animais apresentam atividade locomotora normal, porém desenvolvem comportamentos

caracteristicos da depressao clinica (Dantzer, 2008; Dantzer et al., 2011).
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As avaliagdes do tempo de imobilidade, mensurado pelo teste do nado forgado,
anedonia, avaliada pelo consumo de sacarose, e da atividade locomotora (analisada pelo teste
de campo aberto) dos animais foram realizados 24 horas apés administragdo do LPS. A
elevagdo do tempo de imobilidade e a reducdo do consumo de sacarose caracterizam o
comportamento tipo depressivo (Dantzer et al., 2008; O'connor et al., 2009; Sulakhiya et al.,
2014; Tomaz et al., 2014).

Apds avaliagdo desses pardmetros comportamentais concluimos que os animais
utilizados em nosso estudo desenvolveram o comportamento tipo depressivo, uma vez que
nossos dados sdo semelhantes aos achados da literatura em relagdo ao desenvolvimento desse
comportamento (Dantzer et al., 2008; Mello et al., 2013; Tomaz et al., 2014).

O acai ¢ considerado uma “superfruta” em decorréncia de sua elevada capacidade
antioxidante e potente atividade anti-inflamatdria. Seu uso nesse estudo esta relacionado a sua
ampla disponibilidade na regido AmazoOnica, na regido Norte e as suas propriedades
farmacolodgicas, que fazem do acai uma das frutas mais estudadas no mundo (Kang et al.,
2010; Gordon ef al., 2012; Yamaguchi et al., 2015).

O tratamento de 4 dias com AC preveniu o aumento do tempo de imobilidade no teste
do nado forcado e a diminui¢do do consumo de sacarose (Fig. 10 e 11), ou seja, o tratamento
com AC resultou em normalizagdo das alteracdes comportamentais induzidas pelo LPS, o que
demonstra a notavel capacidade do AC em prevenir o desenvolvimento de comportamentos
que caracterizam a depressdo, nesse sentido ¢ importante destacar que as alteragdes
comportamentais desse modelo estdo atreladas aos mecanismos patogénicos da depressdo
clinica (inflamacdo e estresse oxidativo) (Maes et al., 2009; Eyre et al., 2012), sendo assim ¢
prudente considerar que o acai esteja interferindo nesses mecanismos.

O mais interessante ¢ que o efeito protetor do AC em relagdo ao comportamento tipo
depressivo ¢ semelhante ou até mesmo mais pronunciado quando comparado ao efeito
apresentado por algumas drogas antidepressivas classicas como fluoxetina ou imipramina, que
se mostram capazes de prevenir o comportamento tipo depressivo ao reduzir o tempo de
imobilidade e de aumentar o consumo de sacarose em animais tratados com LPS (Ji ef al.,
2014; Tomaz et al., 2014; Li et al., 2015; Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2016).

Produtos bioativos de algumas plantas medicinais sdo capazes de atenuar o
comportamento tipo depressivo induzido pelo LPS. Alguns dos compostos que exercem esse
efeito sdo: o Honokiol proveniente da Magnolia officinalis (Sulakhiya et al., 2014), o
Curcumin maior componente ativo da Curcuma longa (Wang et al., 2014) e o Perillaldehyde

o maior componente do 6leo essencial da Perilla Frutescens (Ji et al., 2014).
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Quimicamente, o acai ¢ constituido por uma grande diversidade de substancias
bioativas, porém os compostos quimicos mais notaveis e conhecidos do acai sdo as
antocianinas e flavonoides, mas além deles existe uma quantidade consideravel de compostos
fenolicos e liganinas. Das aproximadamente 90 substancias quimicas descritas no acai, os
compostos fendlicos e as antocianinas sdo os compostos que mais frequentemente estdo
associados a elevada atividade bioldgica dessa fruta (Menezes et al., 2008; Heinrich et al.,
2011; Gordon et al., 2012; Yamaguchi et al., 2015).

Considerando a grande eficacia do efeito antidepressivo do agai, parece pouco
provavel que o efeito protetor detectado no nosso modelo experimental esteja relacionado
unicamente a um composto isolado, sendo mais provavel que seja a associagdo de varios
produtos bioativos do agai que contribuem para esse efeito.

Estudos recentes demonstram que alguns dos compostos presentes no agai exercem
atividade antidepressiva em modelos experimentais de depressdao (Bahramsoltani ez al., 2015),
entre eles os acidos fendlicos (&cido elagico, acido clorogénico, acido ferrulico, resveratrol e
acido galico) e os flavonoides (apigenina, luteolina, quercetina e rutina) (Nakazawa et al.,
2003; Tao et al., 2005; Machado et al., 2008; Yi et al., 2008; Park et al., 2010; Ishisaka et al.,
2011; Dhingra e Chhillar, 2012; Girish et al., 2012; Gordon et al., 2012; Zeni et al., 2012b; a;
Chhillar e Dhingra, 2013; Rinwa e Kumar, 2013; Yu ef al., 2013; De La Pena et al., 2014;
Yamaguchi et al., 2015).

Os resultados obtidos a partir dos compostos isolados encontrados no agai sdo
semelhantes aos resultados de nosso estudo. Resumidamente, os acidos fendlicos e
flavonoides, testados isoladamente, reduzem o tempo de imobilidade nos testes de nado
forcado e suspensdo de cauda e/ou aumentam o consumo de sacarose no teste de preferéncia
pela sacarose em modelos experimentais de depressdo (Nakazawa et al., 2003; Tao et al.,
2005; Machado et al., 2008; Yi et al., 2008; Park et al., 2010; Ishisaka et al., 2011; Dhingra e
Chhillar, 2012; Girish et al., 2012; Zeni et al., 2012a; b; Chhillar ¢ Dhingra, 2013; Rinwa e
Kumar, 2013; Yu et al., 2013; De La Pena ef al., 2014).

Curiosamente, as propriedades farmacologicas do agai de maior notoriedade sdo a
anti-inflamatoria e antioxidante. A atividade antioxidante do agai é exercida em grande parte
pelas antocianinas, proantocianidinas, os flavonoides e as liganinas (Kang et al., 2010; Kang
et al., 2011). Assim, o efeito antidepressivo do AC pode estar relacionado também a sua
propriedade antioxidante. Em resposta a administragdo sist€émica do LPS, células do sistema
imunoldgico produzem quantidades exageradas de citocinas pro-inflamatorias e radicais livres

tanto a nivel periférico quanto central. E sdo essas mudancas que contribuem para o
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comportamento tipo depressivo (Dantzer et al., 2008; Dantzer et al., 2011; Tomaz et al.,
2014).

Nossos dados demonstram claramente que a administracdo sistémica do LPS
estimulou o aumento da peroxidagéo lipidica e de nitritos no estriado, hipocampo e no cortex
pré-frontal (Fig. 14 e 15). Essas areas cerebrais participam da regulacdo do humor,
recompensa, modulacdo de respostas emocionais, memoria de trabalho e resposta ao estresse.
Alteragdes estruturais e funcionais dessas areas contribuem para a lentificagdo psicomotora,
alteragdes da memoria de trabalho, de atencdo e falta de hedonismo. E comum pacientes com
depressdo apresentarem alteragcdes funcionais dessas arecas em comparagdo a pacientes
saudaveis, o que sugere o envolvimento neurobiologico dessas areas com a depressdo
(Maletic et al., 2007; Admon et al., 2015; Jin e Maren, 2015; Reinhart et al., 2015).

Considerando que a origem do comportamento tipo depressivo tem relagdo com a
resposta inflamatdria e que esta resposta ¢ acompanhada pela indugdo do estresse oxidativo, é
plausivel relacionar que um dos mecanismos envolvidos na geragdo do comportamento tipo
depressivo € o estresse oxidativo, tanto que Maes et al., (2009) criaram uma nova teoria para a
origem da depressdo chamada de “hipdtese inflamatoria e neurodegenerativa da depressdo”,
em afirmacao a esta teoria muitas evidéncias indicam que o aumento das espécies reativas do
oxigénio, nitrogénio e a diminuicdo das defesas antioxidantes estdo implicadas na patogénese
da depressao (Maes et al., 2011; Palta et al., 2014; Black et al., 2015).

Particularmente, a peroxidag@o lipidica e elevados niveis de nitritos sdo fatores
envolvidos na progressdo da depressdo (Maes et al., 2009; Maes et al., 2011). O ensaio de
TBARS ¢ uma técnica comumente utilizada para quantificar niveis de MDA. Os niveis de
TBARS encontram-se comumente aumentados em pacientes com depressio quando
comparados a voluntarios saudaveis (Galecki et al., 2007) e também em areas cerebrais de
animais tratados com LPS (Tomaz et al., 2014).

Além de TBARS, nossos dados estdo em concordancia com estudos prévios que
sugerem o papel proeminente do NO e da via nitrérgica na fisiopatologia da depressdo e
modulagdo das alteracdes comportamentais e neuroquimicas observadas no comportamento
tipo depressivo induzido pelo LPS (Dhir e Kulkarni, 2007; Tomaz et al., 2014).

Os mecanismos que explicam com precisdo a relacdo entre o estresse oxidativo e a
depressdo ainda ndo sdo totalmente elucidados, mas é provavel que a reducdo das defesas
antioxidantes e os subsequentes eventos: o dano a biomoléculas, a neurodegeneracdo e a

reducdo da neurogénese, conhecidamente induzidas pelo estresse oxidativo (e que acontecem
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na depressdo e em modelos animais da depressdo) estejam relacionadas a patogénese dessa
patologia (Maes et al., 2011; Black et al., 2015).

Assim, nossos resultados apoiam a hipotese de que um dos mecanismos que o AC
utilizaria para prevenir o comportamento tipo depressivo seria sua potente atividade
antioxidante, a mesma propriedade do AC que contribui para sua atividade anticonvulsivante
(Souza-Monteiro et al., 2015).

Evidéncias apontam que alguns antidepressivos podem corrigir o desequilibrio entre a
geragdo de radicais livres e as defesas antioxidantes, ou seja, sdo drogas que podem agir sobre
o estresse oxidativo. Por exemplo, a imipramina, um antidepressivo triciclico, exerce sua
atividade antidepressiva ndo apenas através da modulagdo do sistema monoaminérgico, mas
também por meio de sua atividade antioxidante (Mello et al., 2013). Dessa forma, o estresse
oxidativo representa um alvo terapéutico promissor para o tratamento da depressao.

Além de sua efetividade em atenuar comportamentos caracteristicos da depressao, o
AC também foi capaz de potencializar a atividade antidepressiva da imipramina, um
antidepressivo comumente utilizado na clinica e efetivo no modelo de comportamento tipo
depressivo induzido pelo LPS (Tomaz et al., 2014; Muller et al., 2015). A imipramina ¢ um
antidepressivo triciclico cujo principal mecanismo de agdo descrito ¢ o bloqueio de
transportadores de monoaminas que eleva as concentragdes de serotonina e noradrenalina na
fenda sinaptica. Assim, além da atividade antioxidante e considerando o efeito resultante
dessa associagdo, a hipotese de que o acai poderia ter alguma influéncia adicional sobre o
sistema monoaminérgico nao pode ser descartada.

Essa hipotese ¢ reforcada pelos efeitos modulatorios que alguns compostos do acai,
como o acido elagico, o acido ferrtlico, o acido galico, a apigenina, a rutina e o resveratrol,
sdo capazes de exercer sobre o sistema monoaminérgico (Girish et al., 2012; Tao et al., 2005;
Zeni et al., 2012a; Nakazawa et al., 2003; Yi et al., 2008; Machado et al., 2008; Yu et al.,
2013; Dhingra e Chhillar, 2012). Os mecanismos pelos quais esses compostos exercem
atividade antidepressiva variam desde redu¢do da atividade da monoaminoxidase (MAQO) até
interagdo com receptores a e 3 adrenérgicos.

Um outro mecanismo relacionado a patogenia da depressdo e que ¢ provavelmente
influenciado pelo acai ¢ a neuroinflamacao (Miller et al., 2009). Além de seu envolvimento na
patogenia da doenca, a inflamag@o também contribui para a refratariedade nesses pacientes
(Maes et al., 2009; Miller et al., 2009). A neuroinflamacdo ainda permite que o glutamato e
que os metabolitos do triptofano alcancem niveis neurotoxicos, reduz a neuroplasticidade

hipocampal (neurogénese, plasticidade sinaptica e a potenciagao de longa duragdo) e promove
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estresse oxidativo (Miller et al., 2009; Eyre e Baune, 2012b). Assim, a¢do protetora do acai
nesse modelo provavelmente ¢ exercida, pelo menos em parte, devido a potente atividade
anti-inflamatoria do agai, j4 conhecida na literatura (Kang et al, 2011; Xie et al., 2011;
Yamaguchi et al., 2015).

Esta atividade ¢ demonstrada através da capacidade que o acai tem de reduzir os
niveis séricos e a expressdo de IL-6 e TNF-a em macrofagos residentes em modelo
experimental de aterosclerose em camundongos (Xie et al., 2011; Xie et al., 2012). Ja no
modelo de inflamacdo aguda no pulmio induzido por cigarro, foi observado que o agai é
reduz a migragdo de macrofagos alveolares, neutrofilos, a atividade da mieloperoxidase e a
expressdo de TNF-o (Moura ef al., 2012).

Em cultura de macrofagos tratada com LPS o velutin, flavonoide proveniente do
acai, inibe a via MAPK, a ativagdo do NF-xB e a expressdo da IL-6 ¢ TNF-a (Xie et al,
2012).

O acai também impede a ativagdo de mastocitos mediada por IgE, inibe a expressao
génica de moléculas de adesdo endotelial, diminui a expressdo de iNOS e COX-2 e inibe da
atividade da COX-1 e COX-2 (Schauss et al., 2006; Horiguchi et al., 2011; Noratto ef al.,
2011; Kim et al., 2012; Poulose et al., 2012).

Estes estudos demonstram que o acai pode reduzir a inflamacdo por diversas vias
inflamatorias e o mais interessante ¢ que estas vias sdo ativadas na depressdo e também no
modelo de comportamento tipo depressivo utilizado em nosso trabalho.

Em estudo recente a apigenina, um dos compostos bioativos do agai, demonstrou
efeito antidepressivo ao inibir citocinas pro-inflamatorias e a expressao de iNOS e COX-2 via
modulagdo do fator de transcricdo NF-xB no modelo de comportamento tipo depressivo
induzido pelo LPS (Li et al., 2015), ou seja, esses dados reforcam nossa hipotese de que a
atividade protetora do agai frente a0 comportamento tipo depressivo relaciona-se também a
sua potente atividade anti-inflamatoria.

A atividade anti-inflamatoria e antioxidante do agai nos leva a formular uma outra
hipotese que possa explicar o efeito antidepressivo do AC. Evidéncias recentes demonstram
que a inflamacgdo e o estresse oxidativo reduzem a neurogénese, através da reducdo dos niveis
de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (Maes et al., 2011; Maes et al., 2009). Esta
neurotrofina, estd envolvida em eventos da neurogénese e encontra-se em baixos niveis no
cérebro de pacientes com depressdo € em modelos animais da doenga, como ¢ o caso do
modelo de comportamento tipo depressivo induzido pelo LPS (Mcnally et al., 2008; Maes et
al., 2009; Eyre e Baune, 2012b; Tomaz et al., 2014).
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Ainda ndo existe nenhum estudo relacionando o agai ou compostos do acai a
neurogénese, mas como o acai ¢ capaz de inibir eventos da via inflamatdria quanto do estresse
oxidativo, acreditamos na hipotese de que o AC exerce efeito protetor contra o
comportamento tipo depressivo por meio da manutencdo dos niveis normais de BDNF no
cérebro, ou seja, a inibigdo da inflamacdo e do estresse oxidativo exerceria efeito preventivo
contra a redugdo de BDNF. Estudos adicionais poderdo contribuir no futuro para elucidar se
essa hipotese € acertada.

Independentemente do mecanismo molecular exato, o possivel sinergismo
farmacologico entre os diversos compostos presentes no acgai ¢ particularmente importante
devido aos problemas relacionados com a terapia atualmente disponivel para a depressdo que
variam desde reagdes adversas indesejadas até problemas com a eficacia. E evidente que esses
problemas precisam ser amenizados ou até mesmo evitados para proporcionar aos pacientes
uma melhor qualidade de vida, e por isso as pesquisas atuais estdo buscando alternativas aos
antidepressivos convencionais e os compostos de origem natural representam uma ampla area
de pesquisa na busca por novas terapias antidepressivas (Bahramsoltani et al., 2015).

Por exemplo, a imipramina apresenta efeitos adversos como: distirbios do sono,
agressividade, disfun¢@o sexual, erupgdes na pele, perda de cabelo e cansaco. Esses eventos
indesejaveis afetam definitivamente a qualidade de vida dos pacientes. Nossos dados sugerem
que a administracdo do acai como adjuvante poderia ajudar a reduzir a dose do farmaco,
reduzindo assim a quantidade e gravidade desses efeitos colaterais adversos e mantendo a
eficacia antidepressiva.

O tratamento da depressdo ¢ ainda um desafio, uma vez que a adesdo ao tratamento ¢
prejudicada pelos efeitos adversos dos antidepressivos disponiveis. O agai pode ajudar de
maneira significativa no estabelecimento de novas alternativas terap€uticas para a depressdo,
que atualmente conta com estatisticas pessimistas em relacdo ao tratamento.
Aproximadamente 30-50% dos pacientes ndo respondem as drogas antidepressivas
disponiveis e cerca de 70% dos pacientes ndo ficam completamente livres dos sintomas
depressivos (Hodes et al., 2015).

Todas essas dificuldades demonstram a necessidade de se estudar terapias alternativas
as ja estabelecidas e de se descobrir novas substancias (incluindo compostos de origem
natural) com a acdo antidepressiva. Considerando que a maioria dos farmacos atuais baseiam
o efeito terap€utico na hipoétese monoaminérgica da depressdo, a solugdo para a refratariedade
pode passar por novos farmacos que possuam mecanismos de acao diferentes ou adicionais a

esse. Assim, ¢ importante que estes novos compostos atuem sobre mecanismos patogénicos
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alternativos a alteracdo da neurotransmissdo monoaminérgica, o principal alvo farmacolédgico
para o tratamento da depressao atualmente (Miller et al., 2009; Maes ef al., 2011; Black et al.,
2015). Farmacos ou compostos bioativos de plantas que exercem acdo protetora contra a
depressdo possuem o grande potencial de fornecer varios mecanismos de agdo representando

uma inovagao terapéutica real.

CONCLUSOES

No modelo de crises convulsivas, o AC exerce protegdo frente as alteragdes
eletrocorticograficas e comportamentais induzidas pelo PTZ, o que demonstra sua potente
atividade anticonvulsivante. Acreditamos que a atividade protetora do AC frente as crises
convulsivas estd associada a potente atividade antioxidante do AC, uma vez que o AC
preveniu a peroxidagéo lipidica no cortex cerebral.

No modelo de comportamento tipo depressivo, o AC reduziu alteracoes
eletromiograficas e comportamentais caracteristicas da depressdo (imobilidade e anedonia), o
que significa que o AC previne o estabelecimento do comportamento tipo depressivo. A
atividade antidepressiva do AC esta relacionada a sua propriedade antioxidante, uma vez que
o AC protegeu areas cerebrais relacionadas ao estabelecimento da depressdo (hipocampo,
estriado e cortex pré-frontal) contra o estresse oxidativo. O AC ainda se mostrou eficiente ao
potencializar a atividade antidepressiva da imipramina, um farmaco cléssico para o tratamento
da depressao.

Os beneficios do consumo do acai ndo se limitam apenas a questdes nutricionais, nesse
trabalho demonstramos pela primeira vez que o agai possui propriedades anticonvulsivantes ¢
antidepressivas em modelos animais, o que sugere que a ingestdo da polpa de acai ou do AC

pode ser um fator de prote¢do adicional contra a epilepsia e a depressdo em humanos.
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