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RESUMO

A neuroinflamacéo, associada a geracdo de substancias inflamatorias, desempenha
um papel crucial na evolugdo de doencgas neurodegenerativas. Da mesma forma, o
diabetes mellitus estd relacionado a neuroinflamacdo, neurodegeneracdo e
comprometimento cognitivo. Pesquisas destacam a cafeina e (+)-catequina como
potenciais agentes terapéuticos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi examinar
o impacto da cafeina e (+)-catequina em células BV-2 expostas a altos niveis de
glicose. Para isso, as células foram tratadas com diferentes concentracdes de glicose
para determinar a IC50. Em seguida, a IC50 foi combinada com diversas
concentracfes dos compostos por 72 horas. Apdés a incubacao, foram realizados
testes para avaliar a proliferacdo celular e a producao de o6xido nitrico (ON). Os
resultados sugerem que os compostos reduziram os niveis de ON em todas as
concentracbes testadas. Além disso, promoveram um aumento significativo na
proliferacdo celular. Os achados indicam que ambas podem atuar como agentes
neuroprotetores em situacdes de altos niveis de glicose.
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ABSTRACT

Neuroinflammation, associated with the generation of inflammatory substances, plays
a crucial role in the evolution of neurodegenerative diseases. Similarly, diabetes
mellitus is linked to neuroinflammation, neurodegeneration and cognitive impairment.
Research has highlighted caffeine and (+)-catechin as potential therapeutic agents. In
this context, the aim of this study was to examine the impact of caffeine and (+)-
catechin on BV-2 cells exposed to high levels of glucose. To do this, the cells were
treated with different concentrations of glucose to determine the IC50. The IC50 was
then combined with different concentrations of the compounds for 72 hours. After
incubation, tests were carried out to assess cell proliferation and nitric oxide (NO)
production. The results suggest that the compounds reduced NO levels at all the
concentrations tested. In addition, they promoted a significant increase in cell
proliferation. The findings indicate that both can act as neuroprotective agents in
situations of high glucose levels.

Keywords: In vitro study; Neuroinflammation; Natural products.
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Eixo Tematico: Atencao Integral e Promocédo a Saude (AIPS)

1. INTRODUCAO

A neuroinflamacdo é um dos principais fatores responsaveis pela
neurodegeneracao e esta fortemente associada a producéo de citocinas e quimiocinas
inflamatorias, 6xido nitrico (ON) e espécies reativas de oxigénio (EROs). A
neuroinflamacao ativa as células da micrdglia, que desempenham um papel crucial na
protecdo neural ao eliminar células danificadas. Estas células identificam e respondem
a agentes inflamatérios prejudiciais através de receptores na sua superficie. O
processo ocorre por meio da apoptose ou ativagcédo de receptores de quimiocinas e
interferons (IFNs), que sdo componentes fundamentais do processo neuroinflamatério
(TRAN et al., 2022; SPENCER et al., 2012).

Em contrapartida, o Diabetes Mellitus (DM) € uma enfermidade crénica
causada pelo aumento de glicose no sangue, conhecido como hiperglicemia. Esta
condi¢cdo geralmente resulta da deficiéncia de insulina circulante ou da resisténcia a
insulina em determinados tecidos. O DM tipo | esta associado a falta de producéo de
insulina, enquanto o DM tipo Il esté relacionado com a resisténcia dos tecidos a acao
da insulina. Observou-se que pacientes com Doenca de Alzheimer (DA) apresentam
disfuncao da insulina similar a encontrada em pacientes com DM2. Suspeita-se que a
reducdo do transporte de insulina para o cérebro e o mau funcionamento do receptor
de insulina (RIs) estejam diretamente relacionados com essa patologia (DOBRICA et
al., 2022; RAMTEKE et al., 2019; TAKEISHI et al., 2021).

O declinio cognitivo significativo ocorre ao longo de 12 anos, comparando
individuos diabéticos e né&o diabéticos. Alguns fatores associados incluem a
resisténcia dos tecidos a insulina. Esta resisténcia afeta a DA no metabolismo cerebral
da glicose, diminuindo a Akt (proteina quinase B), que € importante para o
metabolismo da glicose, e aumentando a ativagdo da GSK3[B (glicogénio sintase
quinase 3pB). Esta ultima fosforila a proteina tau, abundante nos neurénios do SNC
dos individuos com DA, levando a hiperfosforilacdo de tau e a neurodegeneragéo
(CUKIERMAN-YAFFE et al., 2009; PUGAZHENTHI et al., 2017).

Nesse contexto, o desenvolvimento de novas terapias que abordem a
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intersecao entre hiperglicemia e neuroinflamacao é essencial. As plantas tém sido
usadas como tratamentos alternativos para diversas doencas, o cacau por exemplo,
é rico em moléculas bioativas como a (+)-catequina e cafeina. A (+)-catequina atua
como um antioxidante e pode modificar a resposta imunoldgica de citocinas e da
inflamacdo (BAHARUM et al., 2016; MASKARINEC, 2009). Também age como
relaxante muscular do sistema respiratério, vasodilatador e diurético, inibe a
fosfodiesterase, estimula o SNC e bloqueia receptores de adenosina. Enquanto a
cafeina aumenta a capacidade de captacéo de glicose pelo figado (CADONA et al.,
2022). A cafeina também possui efeito protetor contra a neuroinflamacao e lesao
neuronal (KATZ; DOUGHTY; ALI, 2011). Estudos in vitro sdo necessarios para
elucidar o papel da cafeina e da (+)-catequina na protecdo contra o diabetes e a
neuroinflamacéo. Portanto, esta pesquisa visa investigar o efeito desses compostos

em células da micrdoglia expostas a altas concentracdes de glicose.

2. METODOLOGIA
2.1 PREPARO DAS MOLECULAS

Um estudo anterior conduzido pelo mesmo grupo de pesquisa determinou as
concentracbes das moléculas bioativas utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC). De acordo com Roggia et al. (2020), foi detectada uma
presenca significativa de cafeina e (+)-catequina na solucao de cacau. As substancias
cafeina e (+)-catequina foram adquiridas da Merck (Sigma-Aldrich), garantindo a
maxima qualidade. Foram pesadas 0,0001 g de cada uma e diluidas separadamente
em 1 mL de PBS, assegurando a adequada homogeneidade das solugbes. Em
seguida, as diluicbes foram preparadas a partir das solucdes estoque descritas

previamente.

2.2 CULTURA CELULAR

As células da microglia da linhagem BV-2 foram adquiridas comercialmente do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Essas células foram cultivadas em meio
de cultura apropriado, Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, enriquecido com

1% de Hepes. As células foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera com 5% de
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CO2 e continuaram a ser cultivadas até atingirem a confluéncia desejada para a

realizacdo dos ensaios.

2.3 TRATAMENTO

As células BV-2, a uma densidade de 2x10"4 células/poco, foram expostas a
diferentes concentracdes de glicose (35, 60, 80, 100 e 200 mM) por um periodo de 72
horas, com o objetivo de determinar a IC50 (concentragdo inibitéria média). A IC50
obtida foi entdo associada a diversas concentracdes de (+)-catequina e cafeina (0,53;
1,58; 5,3; 15,8 e 53 pg/mL), também durante 72 horas. As concentracfes das
moléculas foram ajustadas proporcionalmente ao que foi encontrado na solucéo de
cacau, conforme a analise por HPLC. As concentragbes de glicose foram
estabelecidas com base nos estudos de Machado (2019) e Lodi (2023).

2.4 ENSAIOS
2.4.1 Ensaio de proliferagéo e viabilidade celular - MTT

Para avaliar a viabilidade celular, utilizou-se o ensaio colorimétrico com o
reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Este sal
tetrazolico, que tem uma coloracdo amarelada, é incorporado pelas células viaveis e
reduzido nas mitocéndrias pela enzima desidrogenase (KANG et al., 2010). Apés a
remogao do sobrenadante, a placa foi lavada duas vezes com tampao PBS para
eliminar possiveis interferentes. Em seguida, PBS e MTT foram adicionados a placa
para permitir a rea¢do. A incubacdo ocorreu por 1 hora a 37 °C, e posteriormente,
DMSO foi adicionado a placa. A leitura colorimétrica foi realizada a uma absorbancia
de 560 nm.

2.4.2 Determinacgéo da producdo de 6xido nitrico

O ensaio de 6xido nitrico (NO) baseia-se na deteccdo de nitrito organico na
amostra analisada. Quando a amostra contém ( NO?), a adicdo do reagente de Griess
resulta na formacdo de uma coloracdo rosada, indicando a presenca de nitrito, que é
entdo medida por meio de absorbancia (NOH et al., 2015). O sobrenadante da
amostra foi adicionado, seguido do reagente de Griess. A incubagéo foi realizada por

15 minutos, e a leitura foi efetuada a uma absorbancia de 540 nm.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi conduzida utilizando o teste ANOVA de uma via,
seguido pelo teste post hoc de Dunnett, empregando o software GraphPad Prism 5.0
para a criacdo dos graficos estatisticos. Foram considerados estatisticamente

significativos os resultados com valor de p < 0,05.

3. RESULTADOS
3.1 EFEITO CITOTOXICO DA GLICOSE NAS BV-2 VIA AUMENTO DE ESTRESSE
OXIDATIVO

Apés o tratamento com diferentes concentrac¢des de glicose (35, 60, 80, 100 e
200 mM/mL) por 72 horas, foi possivel determinar a IC50. As concentragdes de glicose
de 100 e 200 mM/mL mostraram uma reducao na proliferacédo celular em comparacao
com o controle negativo (*** p < 0,0001) (Figura 1B). A confirmacédo desses resultados
foi feita por meio de microscopia com objetiva de 10X (Figura 1A). A avaliacédo do
metabolismo oxidativo foi realizada medindo o 6xido nitrico (Figura 1C), que revelou
taxas elevadas na producédo de nitritos organicos a partir da concentracdo de 60

mM/mL (*** p < 0,0001). Assim, a IC50 foi determinada na concentracdo de 100
mM/mL.
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Figura 1. Células BV-2 expostas a diferentes concentragdes de glicose (35, 60, 80, 100 e 200 mM/mL) durante
72h. Imagens obtidas por microscopia através do ensaio de MTT, com aumento de 10X (A). A proliferagdo celular
foi determinada pelo ensaio de MTT (B). Os niveis de estresse oxidativo foram determinados pelo ON (C). As
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comparag6es foram feitas através do controle negativo (0), o qual s6 continha meio e células sem adi¢éo de glicose.
N =3, ** p < 0,0001.

3.2 AC;AO DA (+)-CATEQUINA E CAFEINA NAS BV-2 EXPOSTAS A GLICOSE VIA
AUMENTO DOS NIVEIS DE PROLIFERAQAO CELULAR

A (+)-catequina (Figura 2B) e a cafeina (Figura 2C) foram testadas em
concentracfes de 0,53, 1,58, 5,3, 15,8 e 53 ug/mL em combinacdo com a IC50 da
glicose. O efeito citotoxico da glicose a 100 mM/mL foi confirmado, com uma reducéo
significativa na proliferacdo celular em comparacao com o controle negativo (*** p <
0,0001) (Figura 2A). A (+)-catequina provocou um aumento na proliferacéo celular nas
concentracfes de 15,8 pg/mL (** p < 0,001) e 53 pg/mL (*** p < 0,0001). Por outro
lado, a cafeina causou um aumento significativo na proliferacdo celular nas
concentracbes de 15,8 pg/mL e 53 pg/mL (* p < 0,005). As imagens obtidas por

microscopia com objetiva de 40x corroboraram esses resultados (Figuras 2D - 2I).
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Figura 2. Células BV-2 expostas a diferentes concentra¢des de (+)-catequina e cafeina (0,53; 1,58; 5,3; 15.8 e 53
png/mL), juntamente a IC50 da glicose (100 mM/mL), durante 72h. A proliferagéo celular foi determinada através do
ensaio de MTT, para a (+)-catequina (B) e cafeina (C), e comparada ao controle contendo somente meio com
glicose e células (controle positivo). Um controle com células expostas apenas a glicose foi conduzido (A). Imagens
obtidas por microscopia através do ensaio de MTT, com aumento de 40X, controle negativo (D), controle positivo
(E), (+)-catequina concentracdo de 15,8 pg/mL (F), (+)-catequina concentracdo de 53 pg/mL (G), cafeina
concentragdo de 15,8 pg/mL (H) e cafeina na concentragdo de 53 pg/mL (I). N3 =, * p < 0,005, ** p < 0,001, ***p
< 0,0001.

3.3 EFEITO DA (+)-CATEQUINA E CAFEINA NAS BV-2 ASSOCIADA A ALTOS
NIVEIS DE GLICOSE EXTRACELULAR VIA REDUGCAO DO OXIDO NITRICO

A cafeina (Figura 3C) e a (+)-catequina (Figura 3B) reduziram a produgéo de
NO em todas as concentracdes testadas (*** p < 0,0001). Aléem disso, a reducéo

citotoxica causada pela glicose a 100 mM/mL foi confirmada, uma vez que houve um
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aumento significativo na producdo de NO em comparagdo com o controle negativo
(*** p < 0,0001) (Figura 3A).
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Figura 3. Células BV-2 expostas a diferentes concentragdes de (+)-catequina e cafeina (0,53; 1,58; 5,3; 15,8 ¢ 53
pg/mL), juntamente a IC50 da glicose (100 mM/mL), durante 72h. A proliferacéo celular foi determinada através
da mensuracdo de ON, para (+)-catequina (B), cafeina (C) e comparada ao controle contendo somente meio com
glicose (controle positivo). Um controle com células expostas apenas a glicose foi conduzido (A). N3 =, * p <
0,005, *** p < 0,0001.

4 DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo sugerem que altos niveis de glicose provocam
danos celulares, resultando em reducé&o da proliferacéo celular e aumento do estresse
oxidativo por meio da producdo de éxido nitrico (ON). A (+)-catequina e a cafeina
demonstraram um efeito protetor em concentragdes elevadas de 15,8 e 53 pg/mL,
promovendo o aumento da proliferacdo celular. No que diz respeito ao metabolismo
oxidativo, tanto a (+)-catequina quanto a cafeina mostraram uma reducao significativa
na producdo de ON em todas as concentracdes testadas.

De acordo com Ehtewish e colaboradores, a hiperglicemia e o estresse
oxidativo estdo relacionados com a apoptose neuronal, neurodegeneracdo e
neuroinflamacéo. O estresse oxidativo e a hiperglicemia ativam o NF-kB (fator nuclear
kappa B), que regula a apoptose e a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), alem de moduladores da cascata inflamatéria. (EHTEWISH et al., 2022;
ZHOU et al., 2024).

A cafeina, em altas doses, influencia mecanismos inflamatérios reduzindo
biomarcadores associados a inibicdo da fosfodiesterase, conforme indicado por
Barcelos et al. (2020). Outros estudos apontam que a cafeina pode diminuir a
reatividade das células da micrdglia ao favorecer mediadores pré-inflamatérios como

TNF e ON, e seus genes reguladores estimulados por lipopolissacarideos, além de
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modular a ERK (proteina quinase) e ativar o receptor A2A (A2AR) (BARCELOS et al.,
2020; MADEIRA et al., 2017).

A (+)-catequina sugere um efeito anti-inflamatorio no sistema nervoso central
(SNC), inibindo o NF-kB e o p53, além de ativar a ERK. Em baixas concentragdes, a
(+)-catequina atua como pré-apoptética e pré-antioxidante, funcionando como um
bom neuroprotetor. Estudos indicam que ela possui a capacidade de ativar
seletivamente a PKC (proteina quinase C) nos neurdnios, uma via considerada crucial
para neuroprotecao (IHM et al., 2009; SPENCER et al., 2012).

Portanto, devido ao potencial anti-inflamatorio das moléculas presentes no
cacau, cafeina e (+)-catequina, sugere-se que desempenhem um papel protetor e
antioxidante significativo em células microgliais sob condi¢bes de alta concentracédo
de glicose. Assim, esses compostos se destacam como promissores para o

desenvolvimento de novas terapias alternativas para disturbios neuroinflamatorios.

4. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que altos niveis de glicose causam danos celulares por
meio do aumento do estresse oxidativo e da reducdo da viabilidade das células da
micréglia. Por outro lado, as moléculas analisadas desempenham um papel
neuroprotetor contra os efeitos adversos da hiperglicemia, pois promoveram o
aumento da proliferagdo celular e reduziram o estresse oxidativo, diminuindo a

producao de o6xido nitrico (ON).
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