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Resumo: A inflamagéao no sistema nervoso central constitui um fator determinante na progressao de diversas
doencgas neurolégicas, tendo a microglia como um de seus principais mediadores. Considerando o potencial
modulador do espilantol, alcaloide bioativo do jambu (Acmella oleracea), este estudo teve como objetivo
investigar, por meio de analises in silico, genes e vias associados a neuroinflamagéo. Foram utilizados dados
publicos de RNA-seq de células BV2 estimuladas com LPS (GSE79898), submetidos a andlises de expresséo
diferencial, enriquecimento funcional (GO e KEGG) e construgdo da rede de interagéo proteina-proteina (PPI).
Os resultados evidenciaram separagdo entre os grupos no PCA, inducdo acentuada de genes pré-
inflamatorios como IL1B, IL6, PTGS2 e NOS2, além da ativacdo de vias classicas de resposta imune, como
TNF, NF-kB e IL-17. A repressdo génica foi restrita e pouco coordenada. Esses achados sugerem um efeito
potencial de modulagao pelo espilantol em genes chaves do processo neuroinflamatério.

Palavras-chave: Inflamagao Neuronal; Compostos Naturais; Modelagem in Silico; Alvos Moleculares.

Abstract: Inflammation in the central nervous system is a determining factor in the progression of several
neurological diseases, with microglia as one of its main mediators. Considering the modulatory potential of
spilanthol, a bioactive alkaloid from jambu (Acmella oleracea), this study aimed to investigate, through in silico
analyses, genes and pathways associated with neuroinflammation. Public RNA-seq data from LPS-stimulated
BV2 cells (GSE79898) were used, subjected to differential expression analyses, functional enrichment (GO and
KEGG), and protein-protein interaction (PPI) network construction. The results showed separation between
groups in the PCA, marked induction of pro-inflammatory genes such as IL1B, IL6, PTGS2, and NOS2, in
addition to the activation of classic immune response pathways, such as TNF, NF-kB, and IL-17. Gene
repression was restricted and poorly coordinated. These findings suggest a potential modulating effect of
spilanthol on key genes of the neuroinflammatory process.

Keywords: Neuronal Inflammation; Natural Compounds; In Silico Modeling; Molecular Targets.
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INTRODUCAO

O sistema nervoso central (SNC) abriga um sistema imune intrinseco altamente
especializado, no qual células da glia, como microglias e astrécitos, desempenham
fungdes essenciais na regulagao da resposta inflamatéria, um processo denominado
neuroinflamacgéo (Piek; Tamussino, 2023). Embora fundamental para a manutencédo da
homeostase e para a defesa contra agressdes, essa resposta pode assumir carater
patoldgico quando exacerbada ou desregulada, contribuindo para a progressao de
doencas neuroldgicas (Woodburn; Bollinger; Wohleb, 2021).

A neuroinflamagao impacta a plasticidade neuronal e a fungao sinaptica, podendo
comprometer processos cognitivos e comportamentais (Andreazzi; Correa; Cibim, 2024).
Fatores como infecgdes, traumas, toxinas e doencas autoimunes podem desencadear
esse processo (Piek; Tamussino, 2023).

A resposta inflamatdria neural constitui um elemento-chave no avango de multiplas
doencgas neurodegenerativas, assumindo um papel duplo: enquanto mecanismo protetor
do sistema nervoso contra ameacgas externas, também pode agir como fator
desencadeador de efeitos nocivos em condi¢des neuroldgicas, envolvendo a ativagao das
células gliais, que, diante de estimulos patoldgicos, passam a secretar citocinas pro-
inflamatdrias e moléculas neurotdxicas. Essa mudanga de um estado de defesa para um
estado proé-inflamatério intensifica o dano neuronal, acelera a degeneracgao e contribui para
a piora do quadro clinico (Wang; Shi; Luo et al., 2022).

O papel das micrdglias e dos astrocitos nesse contexto é central, pois sua ativagao
desencadeia a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias como IL-1B e TNF-a, que
contribuem para a degeneragao neuronal. Além disso, esse processo pode comprometer a
barreira hematoencefalica, permitindo a entrada de células e moléculas inflamatoérias no
SNC e ampliando os danos. Pesquisas indicam ainda que a inflamagao periférica influencia
diretamente os processos neuroimunes, sugerindo que estratégias terapéuticas voltadas
a reducao da resposta inflamatdria sistémica podem trazer beneficios em doencgas
neurodegenerativas (Mayne; White; McMurran et al., 2020).

Nesse contexto, os compostos naturais vém despertando crescente interesse como
potenciais moduladores da inflamagdo no SNC. A ampla diversidade quimica dessas
substancias, aliada ao baixo perfil de toxicidade, representa uma vantagem significativa na
busca por agentes capazes de atenuar a ativagdo glial exacerbada e a liberagdao de
mediadores pro-inflamatérios, atuando de forma complementar as abordagens
farmacoldgicas ja consolidadas (Pires; Porfirio; Kato; Oliveira, 2023).

Dentre esses compostos, destaca-se o espilantol, um alcaloide obtido a partir do
jambu (Acmella oleracea). Essa planta medicinal é amplamente difundida na América do
Sul, com forte presenga na regido norte do Brasil, onde é tradicionalmente cultivada e
utilizada pelos povos amazénicos. Além de seu uso tradicional, o jambu integra a culinaria
tipica, estando presente em pratos como pato-no-tucupi e tacaca, bem como em saladas
frescas e xaropes naturais (Feito Brasil, 2024).
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Uma das caracteristicas mais notaveis do jambu é a sensag¢ao de formigamento e
dorméncia nos labios, atribuida justamente ao espilantol (Lima, 2021). Esse alcaloide esta
presente em toda a planta do género Acmella, concentrando-se especialmente nas
inflorescéncias, e apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo efeitos
analgésicos, antinociceptivos, ansioliticos, anti-inflamatorios, antimutagénicos, entre
outros (Barbosa; Carvalho et al., 2016). Demonstra ampla biodisponibilidade, podendo
atravessar diferentes barreiras fisioldgicas, incluindo a hematoencefélica (Boonen; Baert
et al., 2010a; Boonen; Baert et al., 2010b; Veryser; Wynendaele et al., 2014).

No entanto, embora o espilantol apresente propriedades biolégicas promissoras, os
mecanismos moleculares que fundamentam sua atuagao nos processos inflamatérios do
sistema nervoso permanecem pouco esclarecidos. Nesse cenario, as analises in silico
surgem como ferramentas estratégicas capazes de fornecer previsdes detalhadas sobre a
interacdo de moléculas com alvos bioldgicos, permitindo ndo apenas identificar potenciais
sitios de ligagcao, mas também inferir mecanismos moleculares subjacentes a sua atividade
farmacologica. Diante dessa perspectiva, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil transcriptdmico da ativagao microglial induzida por lipopolissacarideo
(LPS) em células BV2, por meio da andlise de dados publicos de RNA-seq, identificando
genes diferencialmente expressos e suas principais vias de sinalizagdo associadas a
neuroinflamacgao. Além disso, buscou-se estabelecer uma base para a integracao desses
genes e vias com potenciais alvos moleculares do espilantol, visando fornecer subsidios
para futuras investigagdes sobre o papel desse composto bioativo na modulagdo da
resposta inflamatéria em microglia.

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Para alcancar tal propdsito, foram conduzidas analises computacionais
organizadas em etapas sequenciais que abrangeram desde a aquisicdo e pré-
processamento de dados transcriptomicos publicos até a analise de expressao diferencial,
enriquecimento funcional e construcdo da rede de interacdo proteina-proteina (PPI). Para
simular um modelo de inflamagdo microglial relevante ao contexto da atuagdo do
espilantol, utilizou-se um conjunto de dados publicos de RNA-seq disponiveis no GEO, cujas
etapas metodoldgicas sao descritas a seguir.

AQUISICAO DOS DADOS PUBLICOS

A aquisicao dos dados publicos de RNA-seq foi realizada por meio do repositério
Gene Expression Omnibus (GEO), mantido pelo NCBI, sob o nimero de acesso GSE79898.
Esse conjunto contém perfis transcriptomicos de células microgliais murinas da linhagem
BV2, estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) ou mantidas em condi¢des controle por 4
h (Das et al., 2015). Os arquivos de contagem de transcritos por gene foram obtidos como
arquivos suplementares no formato.count.txt.
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PRE-PROCESSAMENTO E CONTROLE DE QUALIDADE

Os dados foram processados no ambiente R (versdo 4.x). A leitura das tabelas de
contagem foi realizada com o pacote data.table (Dowle; Srinivasan, 2021). Para reduzir
ruidos de baixa expressao, foram mantidos apenas genes com no minimo 10 leituras em
trés ou mais amostras (Love; Huber; Anders, 2014).

ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

A andlise de expressao diferencial foi conduzida com o pacote DESeq2 (Love; Huber;
Anders, 2014). As contagens foram normalizadas pela estimativa de fatores de tamanho, e
atransformacao estabilizadora de variancia (VST) foi aplicada para visualizagdo. O modelo
de regressao binomial negativa foi ajustado considerando a condi¢do experimental (LPS
vs. controle). Genes diferencialmente expressos (DEGs) foram definidos como aqueles
com valores ajustados de padj < 0,05 (correcdo de Benjamini-Hochberg) e |log2FC| = 1. A
redugdo do viés nos valores de fold change foi obtida com a fungao IfcShrink (type = "ashr")
(Stephens, 2017).

ANOTAGAO GENICA

A anotagao génica foi conduzida utilizando o pacote org.Mm.eg.db (Carlson, 2019),
sendo os identificadores RefSeq (NM_...) convertidos para simbolos oficiais (SYMBOL) e
identificadores Entrez. Para isso, utilizou-se a fungdo bitr do pacote clusterProfiler (Yu;
Wang; Han; He et al., 2012).

ANALISE DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

A andlise de enriquecimento funcional foi realizada com o clusterProfiler (Yu; Wang;
Han; He et al., 2012), utilizando termos do Gene Ontology (GO, categoria Biological Process)
e vias do Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Os DEGs foram submetidos
a analise de sobrerrepresentacao utilizando identificadores Entrez como entrada. Para
reduzir redundéncia de termos funcionais em GO, aplicou-se a fungao simplify com limiar
de similaridade semantica de 0,6. Termos e vias foram considerados significativos quando
p.adjust < 0,05.

CONSTRUGAO DA REDE DE INTERAGAO PROTEINA-PROTEINA (PPI)

Os genes diferencialmente expressos (DEGs) obtidos na comparagao entre células
BV2 tratadas com LPS e controle foram convertidos para ortélogos humanos utilizando o
pacote biomaRt (Durinck et al., 2009). A lista de DEGs humanos foi submetida ao banco
STRING v11.5 (Szklarczyk et al., 2021), com a espécie definida como Homo sapiens. Foram
consideradas apenas interacdes de alta confianca (score = 0,7), abrangendo evidéncias
experimentais, de banco de dados e coexpressado. A rede resultante foi exportada e
analisada no Cytoscape v3.9.1 (Shannon et al., 2003).
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PREDICAO DOS ALVOS DO ESPILANTOL

A predicao dos potenciais alvos moleculares do espilantol foi realizada por meio de
diferentes ferramentas de farmacologia de sistemas com abordagens complementares, de
forma a aumentar a confiabilidade dos resultados. Foram utilizadas as plataformas
SwissTargetPrediction (Gfeller et al., 2014), SuperPred (Nickel et al., 2014), PASS Protein
Target Prediction (Lagunin et al., 2010) e o Comparative Toxicogenomics Database (CTD)
(Davis et al., 2021). As listas de proteinas obtidas em cada base foram posteriormente
padronizadas em simbolos oficiais humanos, garantindo consisténcia na nomenclatura e
permitindo a integracao direta com os genes diferencialmente expressos identificados na
analise de RNA-seq.

INTEGRACAO DAS REDES E ANALISE COMPARATIVA

As listas de DEGs humanos e de alvos preditos do espilantol foram comparadas por
meio de um diagrama de Venn, construido no R com o pacote VennDiagram, para identificar
genes comuns entre os dois conjuntos. Os genes de interse¢ao foram destacados na rede
integrada no Cytoscape, permitindo avaliar visualmente a sobreposi¢cao entre os genes
modulados pela ativacdo microglial e os potenciais pontos de acdo farmacoldgica do
espilantol.

RESULTADOS E DISCUSSAO
ANALISE GLOBAL DO TRANSCRIPTOMA POR PCA

A analise global da expressao génica foi inicialmente explorada por meio da Andlise de
Componentes Principais (PCA), utilizando os dados transformados pela fungdo VST do pacote
DESeq2. Essa abordagem permitiu reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados
transcriptdmicos, de modo a visualizar a distribuicdo das amostras de acordo com a variabilidade
global de expresséo. O primeiro componente principal (PC1) explicou aproximadamente 80% da
variancia total, enquanto o segundo componente principal (PC2) contribuiu com cerca de 10% da
variancia. Observou-se que as amostras pertencentes ao grupo controle se agruparam de forma
consistente em um quadrante do grafico, enquanto as amostras estimuladas com LPS
apresentaram clara separagao ao longo do eixo PC1, indicando que o tratamento foi o principal
fator responsavel pela variabilidade global do transcriptoma. A auséncia de sobreposi¢ao entre os
grupos e a proximidade entre as réplicas bioldgicas reforcam a reprodutibilidade do experimento e
demonstram que o estimulo inflamatério foi capaz de induzir mudangas transcriptobmicas amplas
e consistentes nas células BV2. Esse resultado confirma que a ativagao por LPS exerce um efeito
dominante no perfil global de expressdo génica, estabelecendo as bases para a identificagcao de
genes diferencialmente expressos, andlises funcionais subsequentes e a investigacao de
compostos bioativos, como o espilantol (Melo, 2008).
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Figura 1 — Andlise de Componentes Principais (PCA) das células BV2 apés 4 h de
tratamento.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

PADROES DE EXPRESSAO GENICA (HEATMAP)

A andlise de mapa de calor dos 50 genes com maior variabilidade (Figura 2)
reforcou a separagdo observada no PCA, evidenciando perfis transcriptobmicos
distintos entre controle e LPS. O agrupamento hierarquico demonstrou alta
consisténcia entre as réplicas de cada grupo, confirmando a robustez do experimento.
Nas células estimuladas com LPS, observaram-se niveis elevados de expressao de
genes pro-inflamatorios e de resposta imune, como IL1B, ILTA, CXCL10, IL6, PTGS2 e
NOS2, além de genes associados a resposta ao interferon (IFIT1, IFIT3, ISG15) e
quimiocinas como CCL5. Em contrapartida, esses mesmos genes apresentaram baixa
expressdo nas amostras controle, destacando um padrdo contrastante e consistente
de ativagao inflamatdria e antiviral induzido pelo LPS. Esses achados revelam um eixo
molecular inflamatério bem definido, que pode servir como referéncia para explorar
como o espilantol interage com alvos relacionados a resposta imune (Stein, 2020).
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Figura 2 — Mapa de calor dos 50 genes com maior variabilidade de expressao
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Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

IDENTIFICACAO DOS PRINCIPAIS ALVOS MOLECULARES

A andlise de expressao diferencial foi representada pelo Volcano Plot (Figura 3), que
evidencia os genes com alteragdes mais significativas em termos de significancia
estatistica e magnitude de expressao. Observou-se que a estimulagao das células BV2 com
LPS desencadeou uma resposta transcriptdbmica ampla, com numerosos genes
apresentando forte aumento de expressdo. Entre os mais destacados, encontram-se
citocinas e quimiocinas centrais para a resposta inflamatéria, como IL1B, IL1A, IL6,
CXCL10, CCL2 e CCL5, além de genes reguladores como PTGS2 (COX-2) e NOS2. A andlise
também revelou a inducao de genes relacionados a resposta ao interferon, incluindo IFITT,
IFIT3, ISG15 e OASL, que reforcam a ativagao de eixos imunes classicos mediados por
TLR/NF-kB e vias de sinalizagao de interferon. Esses achados destacam um conjunto de
genes centrais para a ativacdo microglial, confirmando a natureza robusta da resposta
inflamatoéria desencadeada pelo LPS (Lazear; Schoggins; Diamond, 2019).
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Figura 3 — Volcano plot da anadlise de expressao diferencial entre células BV2 controle e
estimuladas com LPS.
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ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL: PROCESSOS BIOLOGICOS (GO)

Figura 4 — Termos do Gene Ontology (GO: Biological Process) enriquecidos para genes
com aumento de expressao em células BV2 tratadas com LPS
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Fonte: Elaborado pelos autores (2025).
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A andlise de enriquecimento funcional (Figura 4) demonstrou que o tratamento com
LPS induziu uma forte ativagdo de processos relacionados a resposta imune inata e
inflamatdria. Esses achados reforcam o papel do LPS como potente estimulador de vias
pré-inflamatorias e confirmam a ativagao coordenada de mecanismos centrais de defesa
imune nas células BV2 (Saade, 2021).

ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL: VIAS DE SINALIZAGAO (KEGG - GENES UP E
DOWNREGULATED)

A andlise de enriquecimento funcional pelo KEGG revelou que os genes up-regulated
estdo fortemente associados a vias classicas de inflamacgao e imunidade inata, como as de
sinalizacdo por TNF, NF-kB, NOD-like e Toll-like receptors, além de interagbes citocina—
receptor e vias mediadas por IL-17 (Figura 5). Essas associagdes confirmam a ativagao
coordenada da microglia pelo LPS e a indugao de um perfil pré-inflamatério robusto.

Por outro lado, os genes down-regulated apresentaram enriquecimento restrito
(Figura 6), envolvendo apenas algumas vias, como lUpus sistémico eritematoso e formagao
de armadilhas extracelulares de neutréfilos, refletindo essencialmente assinaturas
relacionadas a genes nucleossomais e respostas de estresse celular.

De forma integrada, os resultados indicam que o efeito do LPS sobre as células BV2
é predominantemente indutivo e pré-inflamatério, com forte ativacao de eixos de defesa
imune inata e apenas repressao génica limitada e pouco organizada.

Figura 5 — Vias de sinalizagdo KEGG enriquecidas para genes up-regulated em
células BV2 tratadas com LPS
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Fonte: Elaborado pelos autores (2025).
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Figura 6 — Vias de sinalizagdo KEGG enriquecidas para genes down-regulated em células
BV2 tratadas com LPS

KEGLEG — DODWHN (LIPS <= Ctrl)

= bogo{adj. p)

Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

IDENTIFICACAO DE GENES EM COMUM ENTRE O ESPILANTOL E O MODELO DE
INFLAMAQAO MICROGLIAL

A analise comparativa entre os alvos moleculares preditos do espilantol e os genes
diferencialmente expressos no modelo de inflamagdo microglial (GSE79898) evidenciou
uma sobreposicao restrita, composta por apenas quatro genes em comum (Figura 7). Entre
eles, destacaram-se TLR2, NFKB1, MMP2 e KCNA3, os quais estao diretamente associados
a processos centrais da resposta inflamatéria. O TLR2 é um receptor fundamental no
reconhecimento de padrdes moleculares microbianos e na ativacao inicial da micréglia,
enquanto o NFKB1 representa um regulador mestre da transcricdo de citocinas pro-
inflamatérias. A MMP2 estd relacionada a degradacdo da matriz extracelular e a
progressao da inflamagdo, e o KCNA3, um canal de potdssio voltagem-dependente,
participa da regulagao do potencial de membrana e da ativacao de células imunes. Essa
intersecao limitada, porém biologicamente relevante, reforca a hipotese de que o espilantol
pode atuar de forma seletiva sobre proteinas estratégicas da rede inflamatéria, modulando
alvos criticos envolvidos na neuroinflamacgao microglial (Brancaglion, 2022).
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Figura 7 — Intersegao entre alvos preditos do espilantol e genes diferencialmente
expressos no modelo de inflamagao microglial
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(a) Diagrama de Venn mostrando a sobreposi¢ao de quatro genes em comum entre os 102 alvos do espilantol
e 0s 384 DEGs obtidos a partir do GSE79898.
(b) Rede de interagdo representando os alvos moleculares preditos do espilantol.
(c) Rede de coexpressdo dos genes diferencialmente expressos identificados no modelo experimental.
(d) Genes em comum entre espilantol e DEGs (TLR2, NFKB1, KCNA3 e MMP2), evidenciando sua relevancia
na regulagao da resposta inflamatdria microglial.

Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

As analises de enriquecimento funcional confirmaram a ativagdo coordenada de
processos ligados a imunidade inata e a ativagao de vias de sinalizacao centrais, como
TNF, NF-kB, IL-1/IL-6 e IL-17, enquanto a repressao génica mostrou-se limitada e pouco
organizada. A integracdo desses achados com a analise in silico dos alvos do espilantol
evidenciou quatro genes em comum (TLR2, NFKB1, MMP2 e KCNA3), que representam
pontos estratégicos de convergéncia entre a resposta inflamatéria e a agao potencial do
composto. Esses genes, diretamente associados a ativacdo microglial, a regulacao
transcricional e a remodelagao tecidual, sugerem mecanismos plausiveis pelos quais o
espilantol pode modular a neuroinflamagao. Em conjunto, os dados obtidos ndao apenas
validam o modelo experimental utilizado, mas também destacam o espilantol como um
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candidato promissor a intervengao em vias criticas da resposta inflamatéria no sistema
nervoso central (Babkina; Sergeeva; Gorbacheva, 2021).

CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo evidenciou que a estimulagéo de células BV2 com LPS desencadeia uma
resposta inflamatdria ampla e consistente, caracterizada pela ativagao de genes e vias
classicas da imunidade inata. Esses resultados confirmam a adequagdo do modelo de
inflamag@o microglial utilizado e fornecem um repertério de alvos moleculares de
relevancia para futuras investigagoes. Diante desse cenario, o espilantol desponta como
um candidato promissor a modulagao da neuroinflamagao, reforcando o potencial de
compostos naturais como alternativas inovadoras no estudo de mecanismos associados
as doencas do sistema nervoso central. Além disso, pesquisas complementares, sobretudo
experimentais, poderdo aprofundar a compreensao de seus mecanismos e validar sua
aplicagao terapéutica.
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