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RESUMO

Existem várias doenças pulmonares que podem ser de perfil agudo ou crônico e que envolvem a ativação 
inflamatória. Contudo, os protocolos farmacológicos de tratamento podem muitas vezes conduzir a efeitos 
adversos que atuam por inviabilizar a terapia proposta. Sendo assim, surge a necessidade do desenvolvimento 
de novas alternativas terapêuticas e os produtos naturais estão em destaque neste campo de investigação. Com 
isso, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial anti-inflamatório in vitro do extrato hidroalcoólico 
de açaí em células pulmonares (IMR-90) ativadas com lipopolissacarídeo (LPS). Inicialmente, foi produzido 
e caracterizado um extrato hidroalcoólico de açaí. As células foram expostas a diferentes concentrações do 
extrato para avaliação do efeito per se. Em seguida, as células foram expostas ao LPS durante 24, 48 e 72h 
de incubação para determinação do protocolo de ativação celular. Então, células ativadas com o LPS foram 
tratadas com o extrato para avaliação do perfil e eficácia. Após os tratamentos, foram realizadas avaliações 
de viabilidade e proliferação celular, bem como de determinação dos níveis de óxido nítrico (ON). Foram 
encontradas 10 moléculas bioativas como parte da matriz química do extrato. A maioria das concentrações do 
extrato não causou ativação celular per se. A concentração de 10 µg/mL de LPS foi a concentração que levou a 
maior proliferação celular. Por outro lado, a maioria das concentrações do extrato mostrou-se capaz de reduzir 
os efeitos induzidos pelo LPS, demonstrando o potencial efeito anti-inflamatório do extrato, especialmente 
via modulação da produção de ON.
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ABSTRACT

There are several lung diseases that could present acute or chronic profile and that involves inflammatory 
activation. However, the pharmacological protocols of treatments could lead to side effects that perhaps can 
compromise the following therapy. In this regard, it is necessary to develop new alternatives of therapy and 
natural products are highlighted in this field of investigation. Then, the aim of this study was to evaluate the 
potential in vitro anti-inflammatory capacity of a hydroalcoholic açaí extract in LPS-activated lung cells 
(IMR-90). Initially, it was produced and characterized a hydroalcoholic açaí extract. The cells were exposed to 
different concentrations of the extract looking forward to evaluate its per se effect. Later, cells were exposed to 
LPS during 24, 48 and 72h of incubation to determine the protocol of cellular activation. Then, LPS-activated 
cells were treated with the extract to measure the efficacy profile. After the treatments, it was performed the 
assays to analyze cellular viability and proliferation, as well as the levels of nitric oxide (NO) production. 
It was found 10 molecules as part of the extract’s chemical matrix. Most of the açaí concentrations did not 
caused any per se effect. 10 µg/mL of LPS was the concentration that caused inflammatory activation in the 
cells. On the other hand, most of the tested açaí concentrations were capable to reduce the effects caused by 
LPS, showing the potential anti-inflammatory capacity of the extract, mainly via NO production modulation.

Keywords: Bioactive effect, natural product, lung inflammation.

INTRODUÇÃO

A inflamação é um mecanismo de defesa natural do organismo humano, contra agentes agres-

sores, como microorganismos, danos teciduais advindos de eventos traumáticos, processos alergênicos 

e doenças autoimunes, além de ser o mecanismo responsável por iniciar os processos de reparação teci-

dual (AHMED, 2011). Logo, já é sabido que a resposta inflamatória pode ser ativada via agentes DAMP 

(do inglês damage-associated molecular pattern molecules) e PAMP (do inglês pathogen-associated 

molecular pattern molecules). De modo geral, a inflamação pode ser classificada como aguda ou crô-

nica, envolvendo diferentes mecanismos de resposta celular e proteica (HAMIDZADEH et al., 2017). 

Existem diferentes doenças pulmonares que envolvem a ativação da resposta inflamatória. 

Tais doenças podem ser crônicas ou não, afetando brônquios e/ou bronquíolos e mais especifica-

mente os pneumócitos. Dentre as doenças pulmonares que apresentam cronicidade, podem ser cita-

das a asma, a doença pulmonar obstrutiva crônica, fibrose pulmonar, dentre outras (AGHASAFARI; 

GEORGE; PIDAPARTI, 2019). Já quanto a problemáticas respiratórias agudas, podem ser citadas as 

infecções bacterianas e virais (MESKILL; O’BRYANT, 2020).

O tratamento para a infecção pulmonar é realizado baseado em medicamentos que atuem 

com o objetivo de eliminar o microorganismo infeccioso, como antibióticos, antivirais e antifúngi-

cos, ou baseado em anti-inflamatórios e antitérmicos quando se tem apenas um quadro de doença 

inflamatória (SIMÕES et al., 2018). Todavia, infelizmente existem muitos casos onde tais proto-

colos farmacológicos podem conduzir a efeitos adversos, os que por vezes podem inviabilizar o 

tratamento. Dentre os possíveis efeitos adversos podem ser citados os problemas gastrointestinais, 
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reações de hipersensibilidade, resistência farmacológica, dentre outros (LIN; NURUZZAMAN; 

SHAH, 2009; ZHANG; CHEN; CHEN, 2019). Neste sentido, atualmente, existe um crescente in-

teresse em desenvolver terapias alternativas, que atuem de forma eficaz e que apresentem efeitos 

adversos reduzidos ou nulos, tendo em destaque os produtos naturais, como, por exemplo, o Euterpe 

oleracea Mart. (açaí).

O açaí é um fruto nativo da região amazônica e que vem sendo muito explorado cientificamente.  

Já existem evidências de diversos efeitos biológicos de tal fruto, dentre os quais podem ser citados 

a atividade antioxidante (GARZÓN et al., 2017; KANG et al., 2011), antitumoral (FREITAS et al., 

2017; PERINI et al., 2018), neuroprotetora (MACHADO et al., 2016) e até mesmo anti-inflamatória 

(de SOUZA et al., 2020). Segundo Ford e colaboradores (2016), os polifenóis presentes no açaí são 

capazes de reduzir os níveis de mediadores pró-inflamatórios em linfócitos humanos, o que por vez 

sugere que o açaí pode ser uma potencial alternativa contra a ativação inflamatória crônica. Já Machado 

e colaboradores (2019) verificaram que macrófagos ativados com fitohemaglutinina e tratados com 

o extrato de açaí apresentaram níveis reduzidos de citocinas pró-inflamatórias. Adicionalmente, de 

Souza e colaboradores (2020) demonstraram o efeito anti-neuroinflamatório do extrato de açaí utili-

zando microglias ativadas com lipopolissacarídeo (LPS). Quanto ao mecanismo de ação anti-infla-

matória in vitro, Cadoná e colaboradores (2021) mostraram que tal efeito ocorre potencialmente via 

modulação do inflamassoma NLRP3 (do inglês Nod-like receptor family, pyrin domain-containing 3).

Todavia, o entendimento dos mecanismos de ação anti-inflamatória do extrato de açaí ainda 

podem ser mais exploradas, da mesma forma, ainda não existem evidências científicas de que o ex-

trato de açaí desempenha atividade anti-inflamatória em células pulmonares. 

A partir disso, o objetivo deste estudo foi verificar o potencial anti-inflamatório in vitro do 

extrato de açaí em células pulmonares ativadas com LPS.

METODOLOGIA

DESENHO EXPERIMENTAL

O presente estudo é uma pesquisa de caráter experimental in vitro que visa avaliar o potencial 

efeito anti-inflamatório do extrato hidroalcoólico de açaí utilizando uma linhagem celular pulmonar. 

Para isso, as células pulmonares foram inicialmente ativadas com LPS e em seguida tratadas com 

uma curva concentração-resposta de extrato de açaí durante diferentes períodos de incubação. Em 

seguida, foram realizados ensaios colorimétricos para avaliação dos índices de viabilidade e prolife-

ração celular e de produção de óxido nítrico. Todos os experimentos desenvolvidos foram realizados 

em quadruplicatas.



Disciplinarum Scientia. Série: Ciências da Saúde, Santa Maria, v. 23, n. 2, p. 1-12, 2022.4

PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO DE AÇAÍ

Para a obtenção do extrato foram adquiridos frutos frescos de um local de colheita da região 

amazônica. Os frutos foram transportados até um laboratório de cultivo celular do município de Santa 

Maria, RS, sob refrigeração. No laboratório, os frutos foram macerados e armazenados em frasco 

âmbar, de acordo com Bittencourt e colaboradores (2013), e o solvente utilizado foi o etanol 70% 

(v/v). Ao final do processo total de 21 dias de extração, os produtos filtrados foram rotaevaporados e 

liofilizados, para obtenção do extrato em pó. Em seguida, foi realizada a cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) para detectar os componentes da matriz química do extrato produzido, seguindo 

as instruções de Boligon e colaboradores (2014).

 
CULTIVO CELULAR E TRATAMENTOS

A linhagem celular IMR-90 (ATCC® CCL-186™) de fibroblasto pulmonar, foi obtida comer-

cialmente do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil). As células foram 

cultivadas utilizando meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino e 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina, e mantidas em incubadora de 

CO2, configurada para 5% de CO2 a 37°C. Após a obtenção de um número necessário de células, as 

mesmas foram dispostas em placas de 96 poços. Inicialmente, as células foram expostas a uma curva 

concentração-efeito de extrato de açaí em concentrações de 0,001 a 1000 µg/mL durante 24, 48 e 72 

horas para verificação do efeito do extrato livre em ativar a resposta inflamatória celular. Em sequência, 

as células foram expostas a diferentes concentrações de LPS (0.1, 1 e 10 µg/mL) a fim de optar pela 

melhor concentração capaz de ativar a inflamação celular e desta forma desenvolver um protocolo de 

ativação inflamatória de células pulmonares. Vale ressaltar que a ativação celular, induzida pelo LPS, 

foi considerada via aumento do índice de proliferação celular e via aumento da produção de óxido 

nítrico. Em sequência, foi induzida a ativação inflamatória celular com LPS e as células foram trata-

das concomitantemente com diferentes concentrações do extrato de açaí (0,001-1000 µg/mL), seguido 

da determinação da viabilidade e proliferação celular através do ensaio colorimétrico do brometo de 

3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) e mensuração da taxa de produção de óxido 

nítrico via protocolo indireto. Vale ressaltar que a ativação celular foi considerada com o aumento dos 

índices de proliferação celular e de produção de 

AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE E PROLIFERAÇÃO CELULAR

A fim de avaliar a viabilidade (24 e 48h de incubação) e proliferação (72h de incubação) celu-

lar, foi realizado o ensaio do MTT, de acordo com Kang e colaboradores (2010). Este teste é um ensaio 
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colorimétrico em que o reagente MTT, um sal de tetrazolium de coloração amarelada, penetra nas 

células, sendo metabolizado por enzimas succinato-desidrogenases de células viáveis formando cris-

tais de formazan, de coloração violácea. Os cristais de formazan, armazenados no citoplasma celular, 

foram solubilizados posteriormente pela adição de dimetilsulfóxido (DMSO). Como a metabolização 

do MTT ocorre somente em células viáveis, a diminuição da absorbância dos grupos teste, em relação 

ao controle negativo (apenas células e meio de cultura), indicam morte celular. As placas permane-

ceram em estufa à 37 ºC com 5% de CO2, durante 2 horas e a leitura da absorbância foi realizada em 

um equipamento leitor de placas SpectraMax i3 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA) a 570 nm.

DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS INDIRETOS DE ÓXIDO NÍTRICO

O ensaio de determinação indireta dos níveis de óxido nítrico (ON) foi conduzido de acordo 

com Choi e colaboradores (2012). Este ensaio é baseado no uso do reagente de Griess e tem por 

finalidade detectar a presença de nitrito (NO2-) e nitrato metabólico na amostra, sendo um importante 

parâmetro na avaliação da atividade anti-inflamatória. Os valores de absorbância foram determinados 

em um leitor de placas SpectraMax i3 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA) a 540 nm.

ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados obtidos inicialmente foram dispostos em uma tabela e convertidos para 

porcentagem ± desvio padrão em relação ao grupo de células não tratadas (controle negativo). Em seguida, 

a análise estatística foi realizada através do software GraphPad Prism® utilizando ANOVA de uma 

via, seguido de post hoc de Tukey. Foram considerados estatisticamente significativos os resultados 

com p<0.05.

RESULTADOS

Inicialmente as células IMR-90 foram expostas a diferentes concentrações do extrato 

hidroalcoólico de açaí. Nos resultados do teste de viabilidade celular, em 24 e 48h de tratamento 

com o extrato, não foram observados diferenças estatisticamente significativas em relação ao 

grupo controle para nenhuma das concentrações utilizadas (Figura 1A e 1B). Entretanto, houve 

aumento do índice de proliferação celular após 72h de exposição, especialmente quando as células 

foram expostas às concentrações de 0.1-100 µg/mL do extrato de açaí (Figura 1C).

Em relação a determinação indireta de ON, as concentrações mais elevadas do extrato (100, 

500 e 1000 µg/mL) foram capazes de ativar as células, indicando geração de espécies reativas de nitro-

gênio após 24h de exposição (Figura 1D). As células expostas às concentrações de 500 e 1000 µg/mL  
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durante 48h também apresentaram este mesmo perfi l de produção de ON (Figura 1E). Adicional-

mente, as células pulmonares tratadas com 1000 µg/mL durante 72h mostraram-se com produção 

signifi cativamente aumentada de ON (Figura 1F).

Figura 1 - Análise do perfi l de segurança in vitro do extrato hidroalcoólico de açaí. (A) avaliação da viabilidade 
celular após 24h de exposição; (B) avaliação da viabilidade celular após 48h de exposição; (C) avaliação da proliferação 

celular após 72h de exposição; (D) determinação dos níveis indiretos de óxido nítrico após 24h de exposição; 
(E) determinação dos níveis indiretos de óxido nítrico após 48h de exposição; (F) determinação dos níveis 

indiretos de óxido nítrico após 72h de exposição. A análise estatística foi realizada via ANOVA de uma 
via seguido de post hoc de Tukey. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Fonte: Construção dos autores.

Células pulmonares expostas às diferentes concentrações de LPS apresentaram índice signi-

fi cativamente aumentado de proliferação celular na concentração de 1 µg/mL após 72h de incubação 

(Figura 2C). Esta mesma concentração foi capaz de aumentar os níveis de ON também após 72h de 

exposição. Contudo, a concentração de 10 µg/mL mostrou-se efi caz no aumento da produção de ON 

a partir de 48h de exposição ao LPS. Adicionalmente, este mesmo efeito foi observado após 72h de 

incubação (Figuras 1E e 1F, respectivamente). 



Disciplinarum Scientia. Série: Ciências da Saúde, Santa Maria, v. 23, n. 2, p. 1-12, 2022. 7

Figura 2 - Análises da curva de LPS e análise do perfi l de efi cácia anti-infl amatória do extrato hidroalcoólico de açaí. 
(A) avaliação da viabilidade celular após 24h de exposição ao LPS; (B) avaliação da viabilidade celular após 48h de 
exposição ao LPS; (C) avaliação da proliferação celular após 72h de exposição ao LPS; (D) determinação dos níveis 
indiretos de óxido nítrico após 24h de exposição ao LPS; (E) determinação dos níveis indiretos de óxido nítrico após 

48h de exposição ao LPS; (F) determinação dos níveis indiretos de óxido nítrico após 72h de exposição ao LPS; 
(G) análise da proliferação celular em células ativadas com LPS (10 µg/mL) e tratadas com o extrato de açaí; 

(H) análise dos níveis de óxido nítrico em células ativadas com LPS (10 µg/mL) e tratadas com o extrato de açaí. 
A análise estatística foi realizada via ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey. * representa comparação 

com o controle negativo, sendo: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; # representa comparação com o controle 
positivo de LPS, sendo # p<0,05.

 Fonte: Construção dos autores.

Na análise de efi cácia anti-infl amatória do extrato de açaí, foi observado que células pulmo-

nares ativadas com 10 µg/mL de LPS apresentaram aumento no índice de proliferação celular e de 

produção de óxido nítrico comparado ao controle negativo. Por outro lado, quando células ativadas 

foram tratadas com as diferentes concentrações de extrato hidroalcoólico de açaí, houve um perfi l 

de resposta diferenciado do controle positivo de LPS. A maioria das concentrações testadas do ex-

trato induziram uma redução da proliferação celular a níveis semelhantes ao controle negativo, com 

exceção das concentrações de 0,1 e 100 µg/mL. Adicionalmente, todas as concentrações de extrato 

aqui testadas foram capazes de reduzir os níveis de óxido nítrico quando comparado ao controle 

positivo de LPS. 
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DISCUSSÃO

Este estudo experimental in vitro foi desenvolvido para investigar o potencial anti-inflama-

tório do extrato hidroalcoólico de açaí em células pulmonares. Para isso, foi inicialmente produzi-

do um extrato de açaí, o qual possuiu coloração púrpura homogênea. Em um estudo previamente 

publicado por Souza e colaboradores (2020) também desenvolvido com extrato hidroalcoólico de 

açaí, foram encontradas 10 diferentes moléculas bioativas na matriz química do extrato, dentre as 

quais, a orientina, o ácido p-cumárico e a luteolina foram as mais abundantes. A orientina é uma 

molécula flavonóide que possui diversas propriedades biológicas conhecidas, como, por exemplo, 

antioxidante, antitumoral e anti-inflamatória (AN et al., 2015; LAM et al., 2016; PRAVEENA et al., 

2014; THANGARAJ et al., 2019). Já a luteolina, também uma molécula flavonóide, possui proprie-

dades cardioprotetoras, hipoglicemiantes, antitumorais, anti-neuroinflamatórias e anti-inflamató-

rias (CORDARO; CUZZOCREA; CRUPI, 2020; LUO; SHANG; LI, 2017; XIA et al., 2016; ZANG; 

IGARASHI; LI, 2016). O ácido p-cumárico, por sua vez, é uma substância fenólica não flavonóide 

e apresenta atividade antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora, anti-inflamatória, entre ou-

tros efeitos biológicos (BOZ, 2015; PRAGASAM; VENKATESAN; RASOOL, 2013).  

Em seguida, os experimentos in vitro iniciais que fazem parte desta investigação, incluíram 

a exposição das células IMR-90 a uma curva concentração-efeito de extrato hidroalcoólico de açaí 

durante 24, 48 e 72h de incubação. Tal etapa foi desenvolvida com o intuito de verificar se o próprio 

extrato poderia ativar as células de maneira independente. Felizmente, a maioria das concentrações 

utilizadas não causaram aumento dos índices de proliferação celular comparado ao controle negativo, 

bem como não houve aumento nos níveis de ON. Esses resultados estão em concordância com os 

dados obtidos por Machado e colaboradores (2019), onde foi realizada exposição de macrófagos da 

linhagem RAW 264.7 a uma curva concentração-resposta de extrato de açaí e não foram observadas 

mudanças expressivas no perfil biológico das células utilizadas. O mesmo também foi encontrado no 

estudo desenvolvido por de Souza e colaboradores (2020). Em tal pesquisa, os autores inicialmente 

expuseram micróglias da linhagem BV-2 a diferentes concentrações de extrato de açaí e apenas as 

concentrações mais elevadas mostraram-se capazes de aumentar os níveis de proliferação e de produ-

ção de ON comparado ao controle negativo.

Na sequência, as células IMR-90 foram expostas a três diferentes concentrações de LPS, as 

quais: 0,1;1; e 10 µg/mL durante 24, 48 e 72h de incubação. Esta etapa foi realizada para a padronização 

de um modelo de indução inflamatória em células pulmonares. A concentração de 0,1 µg/mL não indu-

ziu nenhuma mudança significativa nas células expostas após todos os períodos de incubação. Por outro 

lado, as concentrações de 1 e 10 µg/mL causaram aumento da proliferação celular e/ou aumento dos 

índices de produção de óxido nítrico. Com isso, a concentração de 10 µg/mL foi selecionada para a con-

tinuidade das análises experimentais, pois a mesma foi capaz de causar significativo aumento de ON já  
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a partir do período de incubação de 48h. Sabe-se que o ON é uma molécula gasosa que está en-

volvida em diferentes processos de sinalização celular, dentre os quais está incluída a ativação 

inflamatória (PAPI; AHMADIZAR; HASANVAND, 2019). Células de perfil inflamatório quando 

ativadas podem apresentar aumento de ON via mecanismo que inclui a produção de citocinas 

pró-inflamatórias. O aumento de citocinas, como o interferon (IFN)-γ, o fator de necrose tumoral 

(TNF)-α e a interleucina (IL)-1, atua por aumentar os níveis do indutor de síntese de óxido nítrico 

(iNOS) e isso por sua vez conduz a elevados índices de ON (HEBA et al., 2001). Logo, o ON acaba 

sendo um excelente marcador de ativação de células inflamatórias, especialmente por o LPS ser um 

dos principais indutores de resposta inflamatória.

Após a determinação do modelo de ativação inflamatória em células pulmonares, as células 

IMR-90 foram ativadas com 10 µg/mL por 72h e também tratadas com a curva concentração-resposta 

de extrato de açaí. Foi observado que a maioria das concentrações do extrato utilizadas causaram 

uma redução significativa no índice de proliferação celular comparado ao controle positivo de LPS, 

sendo tais índices mantidos a níveis semelhantes ao grupo de células não tratadas. Contudo, as con-

centrações de 0,1 e 100 µg/mL não mostraram-se capazes de reverter os efeitos do LPS. Adicional-

mente, todas as concentrações do extrato foram capazes de reduzir o aumento de ON causado pelo 

LPS, especialmente na faixa de concentrações entre 0,001-10 µg/mL, sugerindo que o extrato possui 

potencial eficácia via tal mecanismo de sinalização celular. Na pesquisa desenvolvida por Cadoná 

e colaboradores (2021) foi investigada a capacidade do extrato hidroalcoólico de açaí em reverter a 

ativação inflamatória induzida por LPS, nigericina e LPS+nigericina em células microgliais. Em tal 

investigação in vitro, os autores demonstraram que o extrato de açaí atua por normalizar os níveis de 

ON em células com indução inflamatória. Além disso, os autores também demonstraram o potencial 

mecanismo pelo qual o extrato atua, sendo este relacionado ao inflamassoma NLRP3. Os resultados 

aqui descritos atuam por corroborar com a pesquisa mencionada. 

Vale ressaltar que este estudo foi desenvolvido inteiramente via métodos in vitro. Logo, análi-

ses complementares que visem elucidar o mecanismo de ação anti-inflamatória pulmonar do extrato, 

bem como os efeitos in vivo, podem ser conduzidas. 

CONCLUSÃO

Após uma revisão na bibliografia, constatou-se que essa pesquisa é a primeira que avalia 

o potencial anti-inflamatório do extrato hidroalcoólico de açaí em células pulmonares com infla-

mação induzida por LPS. Via análises experimentais, foi observado que o extrato de açaí não é 

capaz de induzir ativação celular per se, logo apresentando considerável perfil de segurança in 

vitro. Adicionalmente, foi possível estabelecer um modelo de ativação inflamatória in vitro em 

células IMR-90, o que por vez pode servir como referência para pesquisas futuras neste campo 
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de investigação. Por fim, foi possível observar que o extrato de açaí possui potencial efeito anti-

-inflamatório em células pulmonares e tal eficácia mostra-se relacionada à modulação da produção 

de óxido nítrico.
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