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RESUMO
Transtornos neuropsiquiatricos, incluindo depresséo, sao desafios globais de saude
publica com causas complexas e terapias limitadas. A administracdo cronica de
corticosterona induz comportamento depressivo em animais. Esta pesquisa visou
avaliar se o extrato de acai livre e nanoestruturado possui efeito do tipo antidepressivo
em camundongos expostos a corticosterona. Camundongos Swiss machos
receberam corticosterona por 21 dias e nos ultimos 7 dias foram tratados com extrato
de acai e como um controle positivo do efeito antidepressivo, foi utilizada a
fluoxetina.Apds os tratamentos, foram realizados testes comportamentais. O agai,
especialmente em forma nanoestruturada, apresentou potencial de reverter o efeito
do tipo depressivo nos animais.

Palavras-chave: Depresséo, produto natural, nanotecnologia.

ABSTRACT

Neuropsychiatric disorders, including depression, are global public health challenges
with complex causes and limited therapies. Chronic administration of corticosterone
induces depressive behavior in animals. This research aimed to assess whether free
and nanostructured acai extract has an antidepressant effect on mice exposed to
corticosterone. Male Swiss mice will received corticosterone for 21 days, and in the
last 7 days, they were treated with agai extract. Fluoxetine was used as a positive
control for the antidepressant effect. After the treatments, behavioral tests were
conducted. Acai, especially in the nanostructured form, presented the capacity of
reversing the depressive effect in animals.
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1. INTRODUGAO

Estima-se que cerca de 450 milhdes de pessoas em todo o mundo enfrentem
transtornos mentais, resultando em custos substanciais para os acometidos, a
sociedade e os sistemas de saude publica. Cerca de 20% dos disturbios mentais sao
atribuidos a transtornos neuropsiquiatricos, em grande parte devido a natureza
crbnica e incapacitante da depressido e de outros transtornos psiquiatricos comuns
(OMS, 2017). O Brasil se destaca nesse cenario, liderando em doencgas
neuropsiquiatricas, especialmente em regides de baixa e média renda. Além de
fatores individuais, fatores sociais, econdmicos, culturais, ambientais e politicos que
desempenham um papel importante no desenvolvimento dessas condigdes (OMS,
2017).

A depressdo maior é uma doenga séria e prevalente que afeta negativamente a
populagao. A prevaléncia ao longo da vida no Brasil € aproximadamente 15,5% (OMS,
2017). Caracterizada por tristeza e perda de interesse, a depressao pode levar a uma
ampla gama de desafios emocionais e fisicos, resultando em incapacidade geral
(Nishida et al., 2002). A depressao e tipicamente crbnica e debilitante, com impactos
adversos a longo prazo se n&o tratada (Smith, 2014). Embora a hipotese
monoaminérgica da depressdo tenha sido dominante nas ultimas décadas,
explicando-a em termos de deficiéncia de neurotransmissores como serotonina e
noradrenalina, a origem da doenga permanece incerta. Além disso, estdo sendo
consideradas hipoteses alternativas, como a participacdo dos sistemas enddcrino,
oxidativo e imune (Calil et al., 2004). A depress&o maior esta associada a ativagéo de
respostas imunoinflamatorias e disfungédo mitocondrial, contribuindo para o estresse
oxidativo (Czarny et al., 2017). A elevagao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e
IL-2, e desequilibrio na resposta Th1/Th2 sao sugestivos da fisiopatologia da
depressao (Nishida et al., 2002). Aléem disso, redug¢ao do fator neurotrofico BDNF,
importante para protegao neural, também € observada em individuos com depressao
(Zhang et al., 2016; Hu et al., 2008).

A exposicao crénica a corticosterona pode induzir efeitos depressivos e reduzir a
expressao do BDNF (Pereira et al., 2020). Nesse contexto, o agai, conhecido por suas

propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, surge como uma possivel alternativa
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terapéutica. No entanto, ainda ndo ha evidéncias suficientes de seus efeitos
antidepressivos in vivo (Yoo et al., 2014; de Souza et al., 2019).

Ademais, a nanotecnologia pode solucionar desafios de biodisponibilidade e
atravessar a barreira hematoencefalica associados ao uso do acgai. O estudo avalia o
potencial antidepressivo do extrato hidroalcodlico de agai livre e nanoestruturado, por
meio de um modelo in vivo de depressao induzida por corticosterona. O objetivo deste
estudo foi compreender melhor os efeitos do tipo antidepressivo do acai e explorar a

nanotecnologia como uma abordagem para otimizar seu uso terapéutico.

2. METODOLOGIA

Este estudo caracteriza-se como uma investigagao experimental in vivo, onde
sera utilizado um modelo de indugcdo de comportamento do tipo depressivo com base
na administrag&do cronica corticosterona (ACC). Apods esta indugao, serdo conduzidos
tratamentos utilizando o extrato de acai livre e nanoestruturado em diferentes
concentragbes. Transcorridos os tratamentos, serdo realizadas avaliagdes fisicas e
comportamentais dos animais. O estudo foi realizado nas dependéncias da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e da Universidade Franciscana (UFN).

2.1 Producao e caracterizagao do extrato de agai

Inicialmente, foi produzido o extrato hidroalcodlico de acai a partir de frutos
provenientes de uma regiao de colheita do municipio de Manaus, estado do Amazonas
(protocolo SisGen: AF1630A). Este extrato tem sido utilizado em nosso grupo de
pesquisa ja em outros estudos. Sua matriz quimica, caracterizada via cromatografia

liquida de alta eficiéncia foi incluida na dissertacédo de mestrado de Souza (2020).

2.2 Producao e caracterizagao de uma nanoemulsao contendo o extrato de agai
A producdo e caracterizacdo da nanoemulsdo contendo o extrato de acai foi
desenvolvida durante um doutorado vinculado ao nosso grupo de pesquisa e esta
presente na tese de Godoi et al (2022).
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2.3 Animais e condigdes de alojamento

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss machos, com 6 a 8 semanas
deidade, pesando entre 20 a 30 g, provenientes do Biotério Central da UFSM. Os
animais foram mantidos em condi¢cdes padrao de biotério, com temperatura controlada
(20 a 25°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso a agua filtrada e alimento
(racao industrial). Como o presente projeto visa a indugdo de comportamento-tipo
depressivo, nao foi utilizado enriquecimento ambiental. Essa decisao é baseada na
literatura, onde estudos ja demostraram que a presencga de enriquecimento ambiental
pode exercer efeitos tipo-antidepressivo e tipo-ansiolitico, protegendo os animais das
alteragdes comportamentais induzidas pelo estresse (Singhal et al., 2020; Huang et
al., 2021; Rojas — carvajal, sequeira-cordero e brenes, 2021).

Os procedimentos utilizados neste estudo estdo de acordo com os principios
éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA) e
todosos esforcos foram feitos para minimizar o numero de animais utilizados e o
sofrimento dos mesmos. Todo o manejo experimental foi executado entre 7:00 e 17:00
horas e contou com a supervisdo de um meédico veterinario, responsavel técnico do
biotério do Prédio 21 da UFSM (CRMV-RS 10.675). Além disso, os animais foram
previamente ambientados ao local de experimentagao antes da realizagcido dos testes
comportamentais. Nimero da aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA): 2650021221.

2.4 Indugao do comportamento do tipo depressivo e tratamentos

Esse protocolo foi realizado para avaliar o potencial efeito antidepressivo do
extrato hidroalcodlico de acai livre e nanoestruturado, via modelo in vivo de depresséo
induzida por ACC (Pereira et al 2020). Para isso, foram utilizados 140 animais, os
animais foram segregados aleatoriamente nos grupos e submetidos a administracéo
subcuténea (s.c.) de corticosterona (20 mg/kg/10 mL), dissolvida em salinacom 0,2%
de Tween 80 e 0,2% de DMSO) por 21 dias (Bai et al., 2018; Lopes et al., 2018; Pereira
et al., 2020). Os animais dos grupos veiculo, receberam salina contendo0,2% de
Tween 80 e 0,2% de DMSO pela mesma via de administragdo e periodo. A fim de

investigar o efeito antidepressivo do extrato de acai livre ou nanoestruturado, os
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tratamentos com cada um deles foram realizados nas doses de 0,5, 1,0 e 1,5 mg/kg/10
mL,por via oral (v.0.), uma vez ao dia, durante os ultimos 7 dias do protocolo ACC.
Como controle positivo do efeito antidepressivo, foi utilizada a fluoxetina, administrada
na dose de 10 mg/kg/10 mL, uma vez ao dia, por via oral, durante os ultimos 7 dias do
protocolo. Os animais que néo receberem nenhum tratamento receberam salina por
via oral. Além disso, os animais foram pesados diariamente durante todo o protocolo
experimental.

Apods os devidos tratamentos, os animais foram avaliados quanto ao peso e via
teste splash, conforme descri¢cdes a seguir.

2.5 Peso corporal

A cada intervalo de 7 dias, os animais foram submetidos a pesagens, e os
valores correspondentes eram registrados, visto que o protocolo ACC pode induzir
modificagdes significativas quanto ao peso corporal, conforme descrito em estudos
previos (Auvinen et al., 2013; Cassano et al., 2012).

2.6 Teste splash

Este teste € utilizado para avaliar o comportamento de auto-limpeza (grooming)
dos animais. Os animais foram expostos a sacarose a 10%, esta solugao foi borrifada
no dorso do animal ( Ducottet & Belzung, 2004). Quando animal apresenta a reagéo
de grooming é indicativo de auto-limpeza. Neste teste, cada animal sera colocado em
um aparato (30 cm de didmetro) cercado por paredes de 30 cm dealtura. Durante 5
minutos, serdo observados: i) a laténcia para o inicio da autolimpeza (grooming) e a
autolimpeza; e ii) o tempo que o animal ficou se limpando (Isingrini et a/,2010). Apos a
observagao de cada animal, o aparato foi higienizado com uma solug&o de alcool a
10%.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Producao caracterizagao do extrato de agai

Como mencionado no item da metodologia, a caracterizagdo do extrato
utilizado nesta pesquisa faz parte das descricbes presentes na dissertacdo de
mestrado de Souza et al(2020). Tal extrato em pd apresentou aspecto homogéneo e
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de coloracédo purpura. Via HPLC foram identificadas treze moléculas bioativas na
composicao da matriz quimica de tal extrato, sendo as mais abundantes:
epicatequina, luteolina, apigenina e cianidina-3-O-rutinosideo, respectivamente. A
epicatequina € um flavondide conhecido por suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, sendo associada a beneficios para a saude cardiovascular (Granja A et
al., 2017). A luteolina, também um flavonoide, possui atividades antioxidantes e anti-
inflamataorias, além de demonstrar potencial anticancerigeno (Moraes GV et al.,2022).
A apigenina, outro flavonoide presente no extrato, € reconhecida por suas
propriedades antioxidantes e potencial efeito neuroprotetor (Moraes GV et al.,2022).
Por fim, o cianidina-3-O-rutinosideo € um composto fendlico que pertence a classe
das antocianinas, responsaveis pela coloragao arroxeada caracteristica do acai. Essa
substancia apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, e estudos
indicam seu potencial na prevencdo de doengas cardiovasculares e

neurodegenerativas (Moraes GV et al., 2022).

3.2 Producao e caracterizagao da nanoemulsao contendo o extrato de acgai

A técnica de produgédo e caracterizagdo de longo prazo da nanoemuls&o
contendo o extrato de agai fazem parte da tese de doutorado de Godoi et al (2022). A
nanoemulsao utilizada para o desenvolvimento dos tratamentos dos animais
apresentaram tamanho médio de particula de 160 + 0,9 nm PDI de 0,146 0,01,
potencial zeta de -12,0 £ 0,7 mV e pH de 8,6 £ 0,08 . Logo, os resultados obtidos
demonstram que a nanoemulsdo se apresentou condizente com materiais em

nanoescala.

3.3 Determinacao Peso corporal

A figura 1 traz os resultados obtidos para cada grupo de tratamento em relagéo
ao peso corporal dos animais. Foi observado que a corticosterona causou uma
reducao significativa do peso corporal dos animais em relagdo ao controle negativo
(figura 1A). A fluoxetina, um antidepressivo conhecido, ndo foi capaz de reverter/evitar
essa condi¢ao. Adicionalmente, nenhuma das concentragdes do extrato livre foi capaz

de evitar a diminuigdo do peso dos animais (figura 1B). Por outro lado, especialmente
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na exposi¢cao a concentragao de 1,5 mg/kg de nanoemulsdo contendo o extrato foi
observado um mantimento do peso dos roedores a niveis semelhantes ao controle
negativo, porém este dado n&o se mostrou significativo em relagao ao controle positivo
de corticosterona (figura 1C), como também a corticosterona causou redugéo do peso
dos animais, porém este dado n&o se mostrou significativo em relagdo ao controle

negativo (figura 1 B e C).

Figura 8: Analises do peso corporal
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Figura 1: A) grupo controle (CTR), animais expostos corticostetona (20 mg/kg/10 mL) (CORT),
fluoxetina (10 mg/kg/10 mL)(Flu), corticosterona e fluoxetina (cort+flu). B) animais expostos a
corticosterona e tratados com as concentragdes de 0,5 mg/Kg, 1,0 mg/Kg , 1,5mg/Kg do extrato de
acai. C) animais expostos a corticosterona e tratados com as concentragdes de 0,5 mg/Kg, 1,0 mg/Kg

, 1,5mg/Kg da nanoemulséo do extrato de agai
3.4 Teste Splash

Os resultados apresentados na Figura 2 mostram que a administracdo de
corticosterona apresenta resultados significativos na diminuicdo do tempo de auto-
limpeza no teste de splash apos 21 dias de tratamento cronico por via oral de doses
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diarias de 20 mg/kg.Os tratamentos com a fluoxetina per se (figura 2A) aumentou o
tempo de autolimpeza, porém quando foi submetido ao grupo CORT+ FLU este
farmaco nao conseguiu reverter o efeito do tipo depressivo. Ja os tratamentos com a
nanoestrutura do agai nas concentragdes de 1,0mg/kg e 1,5mg/kg foram capazes de
reverter o comportamento do tipo depressivo (figura 2B), enquanto que o extrato livre
ndo apresentou esta mesma eficacia (figura 2C).

Figura 2: Resultados do teste splash
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Figura 2: A) grupo controle (CTR), animais expostos corticostetona (20 mg/kg/10 mL) (CORT),
fluoxetina (10 mg/kg/10 mL)((Flu), corticosterona e fluoxetina (cort+flu). B) animais expostos a
corticosterona e tratados com as concentragdes de 0,5 mg/Kg, 1,0 mg/Kg , 1,5mg/Kg do extrato de
acai. C) animais expostos a corticosterona e tratados com as concentragdes de 0,5 mg/Kg, 1,0 mg/Kg
, 1,5mg/Kg da nanoemulséo do extrato de agai

4. CONCLUSAO

Foi possivel produzir e caracterizar um extrato hidroalcéolico de acgai. Tal
extrato apresentou variadas moléculas bioativas em sua composigcdo quimica.
Adicionalmente, a nanoemulséo contendo o extrato apresentou caracteristicas fisico-
quimicas condizentes com materiais em nanoescala. O uso da corticosterona para

inducéo do efeito do tipo depressivo foi eficaz, visto que os animais apresentaram
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perfil comportamental coerente com a manifestacdo dos sintomas depressivos,
enquanto especialmente na versao nanoemulsionada, o extrato de agai se apresentou
como um potencial agente capaz de reverter tais sintomas, parcial ou totalmente. Vale
reforcar que estes sdo achados preliminares. O estudo ainda esta em andamento e
pretende realizar novas analises comportamentais que comprovem e reforcem os

achados aqui descritos.
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