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“Yocé é o que repetidamente faz. Exceléncia

n&o é um evento, € um habito.” (Aristoteles)
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RESUMO

O estilo de vida da populacdo pode estar associado ao desenvolvimento de um
quadro de inflamacé&o sistémica cronica de baixo grau, sendo este um dos fatores
subjacentes associados ao desenvolvimento de muitas doengas metabdlicas. O
consumo de alimentos ricos em compostos bioativos pode contribuir positivamente
para o controle desse quadro inflamatério. Dentre os alimentos, os produtos de
origem vegetal apresentam destaque em sua composi¢ao nutricional em relacéo a
presenca desses compostos bioativos. Um exemplo € o guarana (Paullinia cupana),
uma espécie nativa da regido amazénica e de grande importancia econémica para
nosso pais. O presente estudo tem como objetivo realizar a avaliagdo da atividade
anti-inflamatéria in vitro do guarana em p6 de uso comercial (Paullinia cupana). As
amostras do guarana em pé foram obtidas em comeércio local da cidade de Ouro
Preto - MG. Em seguida foi realizado o extrato aquoso dessa amostra onde foi
avaliado a concentracdo de polifendis totais pelo método colorimétrico do reagente
de Folin-Ciocalteau. Realizado o ensaio de viabilidade celular, pelo método do MTT
(método de brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio) em células do
tipo RAW 264.7 e a quantificacdo da producdo de Oxido nitrico em células onde a
inflamacdo foi induzida pelo lipopolissacarideo e tratadas por diferentes
concentracfes do extrato aquoso do guarana em p6. Como resultados da analise da
concentracdo de polifendis totais, obtive o valor de 1766,67 + 126,87 mg EAG em
100 g guarana em po6. Em relacéo a viabilidade celular, em todas as concentracdes
2mg/mL, 1,5mg/mL, 1 mg/mL, 0,5mg/mL, e 0,1mg/mL do extrato aquosos do
guarana em po6 utilizadas os resultados obtidos foram igual ou maior que 80% de
viabilidade celular. Ao avaliar a producao de NO- foi possivel observar uma reducéo
significativa desse mediador inflamatério com a utlizagdo do extrato nas
concentracfes de 1,0 e 1,5mg/mL. Os resultados obtidos sugerem gue o extrato do
guarana em po6 de uso comercial pode possuir acao anti-inflamatéria. Entretanto, ha
a necessidade de novos estudos que quantifique e avalie outros mediadores
inflamatérios envolvidos na cascata de sinalizacdo da inflamacéao.

Palavras-chave: Atividade anti-inflamatéria; Compostos fendlicos; Guarang;
Paullinia cupana.



ABSTRACT

The population's lifestyle may be associated with the development of low-grade
chronic systemic inflammation, which is one of the underlying factors associated with
the development of many metabolic diseases. The consumption of food rich in
bioactive compounds can positively contribute to the control of this inflammatory
condition. Among foods, products of plant origin stand out in their nutritional
composition in relation to the presence of these bioactive compounds. One example
is the guarana (Paullinia cupana), a species native to the Amazon region and of great
economic importance for our country. This study aims to carry out an evaluation of
the in vitro anti-inflammatory activity of guarana powder for commercial use (Paullinia
cupana). The samples of powdered guarana were obtained from a local store in the
city of Ouro Preto - MG. Then, the aqueous extract of this sample was performed,
where the concentration of total polyphenols was evaluated by the colorimetric
method of the Folin-Ciocalteau reagent. The cell viability assay was performed by the
MTT method (3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide method)
in RAW 264.7 type cells and the quantification of the production of nitric oxide in cells
where inflammation was induced by lipopolysaccharide and treated by different
proceeds from the aqueous extract of powdered guarana. As a result of the analysis
of the concentration of total polyphenols, we obtained a value of 1766.67 + 126.87
mg EAG in 100 g guarana powder. Regarding cell viability, in all the aqueous extract
of guarana powder options used 2mg/mL, 1.5mg/mL, 1mg/mL, 0.5mg/mL, and
0.1mg/mL, the results obtained were equal to or greater than 80% of cell viability.
When evaluating the production of NO- it was possible to observe a decrease in this
inflammatory mediator with the use of the extract at 1.0 and 1.5mg/mL
concentrations. The results obtained suggest that the extract of Guarana powder for
commercial use may have an anti-inflammatory action. However, further studies are
needed to quantify and evaluate other inflammatory mediators involved in the
inflammation-signaling cascade.

Keywords: Anti-inflammatory activity; Phenolic compounds; Guarana; Paullinia
Cupana
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1. INTRODUCAO

Atualmente, as doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNTs) séo consideradas
uma das principais causas de morte no mundo todo, sendo um grande desafio para
a saude publica no século 21 (WHO, 2018b). No Brasil, essas doencas sé&o
responsaveis por mais da metade das causas de mortalidade, apresentando em
2019 um registro de 738.371 oObitos (BRASIL, 2021). A literatura tem demonstrado
cada vez mais uma estreita relacdo entre a presenca de um quadro de inflamacéo
cronica sistémica de baixo grau e o desenvolvimento de algumas DCNTs como, a
obesidade, doencas cardiovasculares e diabetes (VOLP et al., 2008).

Esse quadro de inflamacé&o cronica sistémica de baixo grau pode ser capaz de
ativar o sistema imune de forma persistente, e essa mudanca na resposta
inflamatéria pode causar danos teciduais em alguns 6rgdos no decorrer do tempo
(GERALDO; ALFENAS, 2008). Essa ativagdo do sistema imune inato de forma
constante faz com que aconteca a liberacdo de mediadores inflamatérios como a
interleucina (IL— 6) e fator de necrose tumoral (TNF) (VOLP et al.,, 2008), sendo
esse, em linhas gerais, o principal mecanismo descrito que envolve inflamacéao e o
desenvolvimento das DCNTs (FURMAN et al., 2019).

Um mediador inflamatério que também pode estar relacionado com o
desenvolvimento de DCNTs é o oxido nitrico (NO¢). O NO- é um radical livre que
estd envolvido em diversos processos fisiologicos, como na destruicdo de
microrganismos e células tumorais. Porém, esse mediador quimico é altamente
téxico, sendo que essa toxicidade acontece em eventos onde o quadro de estresse
oxidativo, ou seja, um desequilibrio do sistema redox, esta presente (DUSSE;
VIERIRA; CARVALHO, 2003). O NO- ¢ sintetizado pela agado da enzima oxido nitrico
sintase (NOS) e gerado a partir da arginina, em condic¢des fisiopatoldgicas, 0 NO- é
produzido por trés isoformas distintas da NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS
induzivel (iINOS) e NOS endotelial (eNOS) (POSADAS et al., 2004). A INOS é uma
das enzimas mais estudada, devido ao fato da sua expressao estar relacionada a
processos inflamatérios. Sua expressdo leva a uma producdo elevada de NO-, o
qual pode participar na formacdo de espécies reativas no decorrer do estresse
oxidativo (SERVATO, 2016).
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Uma forma de modular essa ativacao constante da via inflamatoria, seria através
da modificacdo dos habitos alimentares da populacdo. Neste sentido, a introducao
de alimentos ricos em compostos bioativos pode trazer beneficios a salde
(OLIVEIRA et al., 2020). Os alimentos de origem vegetal como por exemplo, frutas,
hortalicas e legumes, sdo considerados boas fontes de polifendis (LOBO; SILVA;
MENEZES, 2020). Dentre os compostos bioativos presentes nos alimentos, o
consumo de polifenéis e prevencdo da inflamacdo tem chamado atencdo da
literatura cientifica (YAHFOUFI et al., 2018; KOCH, 2019).

Dentre os diversos alimentos de origem vegetal nativos da regido amaz6nica, um
fruto que apresenta importante atividade econdémica é o guarana (Paullinia cupana).
Os estados que mais produzem guarand no Brasil sdo Amazonas e Bahia, a
producao referente ao periodo de mar¢o/2020 a mar¢o/2021 foi um total de 1.305
toneladas de guarana, sendo que o Amazonas teve uma producao de 605 toneladas
e a Bahia produziu 700 toneladas (CONAB, 2021).

O mercado brasileiro consome cerca de 90% da producdo do guarand, assim, a
exportacdo do guarana é referente a 10% da producéo, sendo ela realizada com o
guarana em sua forma comercial, como xaropes, sementes e po6. Por ano a
exportacao de guarana é estimada de 300 a 500 toneladas, o que gera um lucro de
US$ 15 milhBes (AGROSPICE, 2021). Grande parte do consumo do guarana é
devido a sua grande quantidade de cafeina (SILVA, et al., 2017) e os principais
estudos encontrados na literatura sobre os efeitos benéficos do seu consumo estédo
relacionados a cafeina e seu efeito estimulante, sendo que, 0s outros possiveis
efeitos bioldgicos do guarana ainda ndo sdo amplamente estudados (SCHIMPL et
al., 2013).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou a composi¢cao nutricional e a
guantidade de polifendis totais presentes no guarana em p6 de uso comercial, 0s
resultados encontrados mostram que esse fruto € uma boa fonte de fibra alimentar e
polifendis totais, 0s quais exercem uma importante atividade antioxidante in vitro
(OLIVEIRA, 2021). Diante dos resultados obtidos, nosso grupo de pesquisa resolveu
continuar a estudar as bioatividades do guarana em pé de uso comercial, assim o
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro desse
alimento, buscando conhecer melhor as propriedades funcionais de um alimento

nativo do Brasil.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 INFLAMACAO

Em linhas gerais, define-se inflamagcéo como uma resposta a lesdes teciduais
ou a infecgbes, com a finalidade de eliminar o agente agressor e iniciar 0 processo
de reparo tecidual (KUMAR et al., 2013). Quando ocorre alguma lesdo ou algum
dano a célula, o principal objetivo desse processo é a protecdo contra invasores
microbianos e a entrada de antigenos. Diante disso, o processo inflamatério é
caracterizado como a primeira resposta de protecdo ao organismo contra esses
invasores, envolvendo inimeros mediadores e células. Uma resposta inflamatéria
bem-sucedida é um processo essencial para que ocorra a eliminacdo de fatores
deletérios ao corpo, bem como para restaurar a fisiologia normal, sendo que
qualguer problema durante essa resposta inflamatdria pode ocasionar morbidades
ou até mesmo diminuir o tempo de vida do individuo (TASNEEM et al., 2019).

Em determinadas situacdes, como por exemplo em episédios de infecgao
intensa, ou quando o0 agente responsavel pela inflamacdo ndo € eliminado e
persiste, ou quando a reposta inflamatéria € voltada para os antigenos do préprio
organismo como nas doencas auto imunes, a resposta inflamatoria, que inicialmente
tinha o propdsito de proteger o organismo, pode gerar danos teciduais ao
hospedeiro. Nestes casos existe possibilidade de persisténcia do quadro
inflamatorio, podendo causar diversas consequéncias patolégicas devido
principalmente a uma producdo exacerbada e descontrolada de algumas
substancias, como mediadores inflamatérios, enzimas proteoliticas e metabdlitos do
oxigénio (KUMAR et al., 2013).

Para controle desse quadro inflamatério, 0 organismo conta com o sistema
imunologico, que pode ser dividido em imunidade inata e adaptativa. A imunidade
inata é caracterizada por uma resposta rapida, porém inespecifica, ja a resposta
imune adaptativa é caracterizada pela sua especificidade, variedade de
reconhecimento e memadria (CRUVINEL et al., 2010). Cabe ressaltar que, a resposta

inflamatoria pode ser dividida em dois quadros: agudo e crénico. A resposta aguda é
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rapida e de curta duracéo, ja o processo cronico € caracterizado por um intervalo de
tempo maior (BILATE, 2007).

No processo de inflamacao agudo observa-se alteragdes vasculares, edema e
infiltracdo de neutréfilos, enquanto o processo cronico é caracterizado pelo
predominio de infiltrado de células mononucleares, como o0s macrofagos,
fibroblastos, células plasmaticas e linfocitos, e uma destrui¢do tecidual que ocorre
pelo préprio agressor, seguida da tentativa de reparo que gera a fibrose tecidual. Em
relacdo as manifestacdes externas da inflamacao, elas sdo denominadas de sinais
cardinais e sdo classificadas em calor, rubor, edema, dor e perda de funcao
(KUMAR et al., 2013). A tabela 1 exemplifica as principais diferencas entre as fases

aguda e crdnica da inflamacéo e os agentes envolvidos nesses processos.

Tabela 1: Principais caracteristicas do quadro de inflamacdo aguda e inflamacéo

cronica.

Inflamagdo Aguda Inflamagéo Cronica

Agente causal Patogenos organicos, Permanéncia do estimulo

radiacao ionizante, inflamatério inicial,
agentes quimicos, autoimunidade

lesdo mecanica

Células envolvidas

Principalmente neutroéfilos

Macrofagos, mondcitos e

linfécitos

Mediadores primarios

Aminas vasoativas,

eicosanoides,

IFN-y, Citocinas, fatores

de crescimento, enzimas

guimiocinas, espécies hidroliticas
reativas de oxigénio
Inicio Rapido: minutos ou horas Lento: dias
Duracgéo Poucos dias Meses ou anos
Evolucéo Cicatrizagcdo com Destruicao tecidual e

restituicdo ou cronificacao

fibrose

Fonte: Adaptado de CRUVINEL et al., (2010).

No processo inflamatorio ha presenca de mediadores inflamatérios, que

podem ser divididos em citocinas pro-inflamatérias (interleucinas - IL-1, IL-6, IL-15,
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IL-17, IL-23, TNF), citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10), adipocinas
(adiponectina), quimiocinas, mediadores de inflamacdo derivados de hepatdcitos,
marcadores de consequéncia da inflamacdo, como a microalbumina urinéria e
enzimas (VOLP et al., 2008).

Dentre as citocinas pro-inflamatérias, o TNF é considerado o principal
mediador quimico da resposta inflamatéria aguda, pois ele possui uma atividade
biolégica pleiotrépica, ou seja, possui multiplas a¢cbBes, com acdo paracrina,
enddcrina e autocrina (VOLP et al., 2008). Os vérios estimulos inflamatérios gerados
levam a ativacdo dos macréfagos e células T, causando uma maior secrecao do
TNF, que age a partir do feedback positivo, assim, altas concentraces de TNF
levam a uma maior liberacdo de TNF e outras citocinas, como por exemplo a
interleucina, IL-8. Quando essa secrecdo de TNF ndo é controlada ou passa a ser
cronica, esse mediador pode intermediar algumas doencas, principalmente as
doencas inflamatérias crénicas, como por exemplo a doenca de crohn (TASNEEM et
al., 2019).

Em resumo, as principais funcfes exercidas pelo TNF na inflamacédo sdo o
recrutamento de células do sistema imune e a capacidade de estimular a sintese de
outras citocinas, ele também possui acdo na ativacdo da transcricdo de vias, que
levam ao desenvolvimento de um quadro de desequilibrio redox, responsavel por um
dano celular importante (AKASH; REHMAN; LIAQAT, 2018), como na ativacdo da
via de transducao de sinal do fator nuclear kappa b (NF-KB) (TASNEEM, 2019).

Outro mediador envolvido no processo inflamatério € o NO-. Trata-se de um
gas soluvel resultante do metabolismo da L-arginina pela acdo da enzima oOxido
nitrico sintase (NOS). Existem trés formas diferentes de NOS: a endotelial (eNOS), a
neuronal (NNOS), sendo essas formas constitutivas e localizadas no tecido
endotelial e no tecido nervoso respectivamente, e a induzida, (iNOS), que participa
de processos inflamatorios, pois € expressa em ceélulas envolvidas na inflamacéao,
como os macréfagos (HONG; SUN; CAl, 2009).

O NO- possui algumas fungdes biolégicas, em especial no que diz respeito
aos vasos sanguineos, ele pode atuar na regulacdo do tbnus vascular, na pressao
arterial, na prevencdo da agregacdo plaquetaria, na inibicio da adesédo de
monaocitos ao endotélio vascular, além do efeito antiproliferativo, também possui

funcdo no sistema nervoso central, atuando como neurotransmissor (TRIPATHI et
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al., 2007, DUSSE; VIERIRA; CARVALHO, 2003)). Em relacdo as suas propriedades
quimicas, o NOe< é considerado um radical livre, pois possui um elétron
desemparelhado e, devido a essa caracteristica, pode reagir facilmente com outras
moléculas, como o oxigénio, radical superéxido, com o ferro, manganés, cobre ou
cobalto que sdo metais de transicdo (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Nessa
perspectiva, devido a reagao quimica envolvida entre o0 NO+ com o superoéxido, ha a
producdo de peroxinitrito, &cido peroxinitroso e seus produtos, que sdo compostos
extremamente oxidantes, sendo assim, compostos capazes de causar danos
celulares importantes, podendo levar a um quadro de desequilibrio redox conhecido
como estresse oxidativo (BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005).

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre o sistema
de defesa antioxidante e os processos pro-oxidantes, como a geracao de espécies
reativas de nitrogénio (ERN) ou espécies reativas de oxigénio (ERO). Essa producao
exacerbada das espécies reativas em situacdes que o sistema de defesa ndo esta
preparado para combater, pode levar a ativacdo de vias de sinalizacdo redox e
inflamatéria como a ativacdo do fator de transcricdo NF-kp (YAHFOUFI et al., 2018;
POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

O fator de transcricdo NF-k3 é uma proteina que possui papel primordial na
producdo de citocinas, sobrevivéncia celular e transcricio do &cido
desoxirribonucleico (DNA), além de apresentar funcdo de controle das respostas
imunoldgicas, como no processo inflamatério, proliferacdo, apoptose celular e
estresse. Varios genes que fazem parte da inflamacdo s&o controlados e
expressados pelo fator de transcricdo NF-k[3, como as citocinas pro-inflamatorias (IL-
1, IL-2, IL-6 e TNF), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), moléculas de adeséo, quimiocinas, entre outros (YAHFOUFI et al.,
2018).

Em relacdo as suas caracteristicas, o fator de transcricdo NF-k(, possui
essencialmente duas subunidades, denominadas de p50 e p65, chamadas de
complexo NF-Kb, em condi¢cdes fisioldgicas normais o NF-kB permanece no
citoplasma das células junto com uma proteina inibidora chamada IkB, quando
acontece estimulos inflamatérios e oxidativos, como a acao de lipopolissacarideo
(LPS), citocinas ou virus, ocorre a ativacdo do complexo IKK (complexo [kB
quinase), que leva a fosforilagdo da proteina IkB, resultando na translocacéo e
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ligacdo do NF-kB para o nucleo da célula onde se liga a sua regido promotora,
induzindo assim a transcricdo de mediadores pro-inflamatérios, como citocinas,
COX-2 e a INOS (TASNEEM, 2019). Na figura 1, esté representado como o TNF e 0
estresse oxidativo possui relacdo com a ativacdo da via inflamatéria do NF-kf,
sendo que, esse estresse oxidativo pode ser causado pelo aumento do radical livre

NO- e suas interagbes quimicas com outros compostos.

Figura 1: O estresse oxidativo e o TNF na ativacao da via inflamatéria do NF- k3.
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Kappa B; IKKy: subunidade reguladora denominada modulador essencial NF-kf (NEMO); P:
fosforilagcao; Ub: ubiquitinacdo; p65 e p50: Subunidades do NF-kB.

2.2 INFLAMACAO E DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS

No Brasil e no mundo as DCNTs caracterizam um dos maiores problemas em
saude publica. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as DCNTs

sao responsaveis por 71% das 57 milhdes de mortes que ocorreram no mundo em
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2016 (WHO, 2018b). No cenéario brasileiro, essas doencas foram responsaveis no
ano de 2016 por 74% do total de mortes, destacando as cardiovasculares (28%),
doencas respiratorias (6%), neoplasias (18%) e diabetes (5%) (WHO, 2018a). Sendo
importante ressaltar, um aumento crescente de outras DCNTs na populacdo adulta
brasileira, como a hipertenséo arterial e diabetes (BRASIL, 2019).

Segundo a pesquisa do Vigitel (2019), entre os periodos de 2006 e 2019
houve aumento da prevaléncia de alguns importantes fatores de risco para o
aparecimento dessas doencas no Brasil, como a obesidade (IMC = 30kg/m?), que no
ano de 2006 apresentava 11,8% e passou para 20,3% em 2019 e o0 excesso de
peso (IMC = 25 kg/m?), que em 2006 era de 42,6% passando a ser de 55,4% em
2019 (BRASIL, 2020). A obesidade esta presente em 16,8% dos homens e 24,4%
das mulheres da populacdo adulta brasileira (FERREIRA; SZWARCWALD;
DAMACENA, 2019). Vale ressaltar que além do excesso de peso, existe um
conjunto de fatores de risco em comum para a maioria das DCNTs, sendo eles
classificados como fatores de risco modificaveis, como o tabagismo, a inatividade
fisica, alimentacdo inadequada e o consumo frequente e excessivo de bebidas
alcoolicas (WHO, 2018a).

A patogénese das DCNTs esta diretamente relacionada com a presencga de
um quadro inflamatdrio sistémico crénico e de baixo grau (FURMAN et al., 2019;
VOLP et al.,, 2008), que gera no organismo um aumento das citocinas pro-
inflamatdrias em relagdo as anti-inflamatérias por um longo periodo (MAHAN;
RAYMOND, 2018). A inflamacéo sistémica cronica e de baixo grau pode ser definida

como:

Uma elevagdo de 2 a 3 vezes da concentracdo de mediadores inflamatorios
circulantes, geralmente associados ao braco inato do sistema imune. E um
estado que se desenvolve de forma lenta e sua origem ndo pode ser
identificada com facilidade. Isso dificulta o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas adequadas direcionadas a causa e ao sintoma de forma
coordenada (CALCADA et al., 2014).
Dessa maneira, quando ha um estado de inflamacéo sistémico cronico e de
baixo grau, ha a liberacdo dos mediadores inflamatorios por meio da ativacdo a
longo prazo do sistema imune, podendo assim, causar lesbes ao organismo, e
posteriormente levar ao surgimento das DCNTs, estando relacionado e associado

também a presenca do estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, mobilizacdo de
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gorduras e resisténcia insulinica (GERALDO; ALFENAS, 2008). Cabe ressaltar que,
essa ativacao do sistema imune a longo prazo leva a uma desregulacéo da resposta
inflamatéria e as células imunologicas deixam de assumir caracteristicas
autolimitada (ZHONG; SHI, 2019). A figura 2 mostra as principais causas e
consequéncias do estado inflamatorio cronico e de baixo grau e o aparecimento das
DCNTs.

Figura 2:Causas e consequéncias da inflamacéo sistémica cronica de baixo grau.
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Apesar da existéncia de uma relacdo entre as doencas crbnicas e a
inflamacéo sistémica crbnica de baixo grau, ainda é pouco elucidado questdes
associadas a sua causalidade e ao grau no qual a inflamacéao pode atuar e favorecer
como um fator de risco para o surgimento e desenvolvimento das DCNTs
(MINIHANE et al., 2015). De modo geral, sabe-se que o mecanismo envolvido esta
relacionado com a liberacdo dos genes pro-inflamatorios de forma constante e por
muito tempo. Estudos mostram que niveis elevados de IL-6, TNF e IL-1p3, citocinas
pré inflamatdrias, foram encontrados em érgdos como musculo, cérebro, tecido

adiposo, coracdo e figado em modelos humanos e animais que apresentavam
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DCNTs, e que o0s niveis elevados desses mediadores inflamatérios estariam
relacionados de forma positiva para a gravidade dessas doencas (PENA-OYARZUN,
et al., 2018; WANG; NAKAYAMA, 2010).

Nesse sentido, na literatura € possivel encontrar os mecanismos envolvidos
entre o estado inflamatorio de baixo grau em relacdo a algumas doencas crénicas.
Um exemplo € o cancer, que é considerado uma das patologias que mais se
relaciona ao estado inflamatorio cronico, cerca de 15% dos casos sdo ocasionados
pela inflamacao e infeccdo crénica. Ja é bem estabelecido que o NF- k3 esta ativado
em diversos tipos de canceres, como o cancer de pancreas, mama, figado e pulmao.
Sabendo que o NF-kB é um importante fator de transcricdo de genes pro-
inflamatorios, a sua ativacdo leva a uma liberacdo de TNF, IL-1, IL-6, quimiocinas,
VEGF e COX-2, que atuam na proliferacdo de células cancerosas devido a
inflamacdo gerada, angiogénese, metastase e cessacdo da apoptose
(KUNNUMAKKARA, et al., 2018).

Vale destacar também a relacdo entre a inflamacdo e obesidade, que ja é
bem elucidada na literatura. A obesidade é uma definicdo do estado inflamatério de
baixo grau, condicdo ocasionada pela associacdo das adipocinas com a quantidade
de tecido adiposo produzido pelo organismo, 0 que provoca o aumento dos niveis de
citocinas que circulam no organismo desses individuos obesos (ZAGO et al., 2013).

Ao comparar um tecido adiposo de um individuo obeso com a de um individuo
magro, é possivel observar que em individuos obesos ha uma maior expressao de
genes como o0 TNF e IL-6 (WANG; NAKAYAMA, 2010). O mecanismo envolvido
entre a obesidade e inflamacdo pode ser resumido de forma que, inicialmente,
conforme o individuo torna-se obeso, acontece um acumulo de macréfagos no
tecido adiposo, que gera uma inflamacdo local, com acumulo de macréfagos e
genes pro-inflamatorios, que pode ser a causa inicial de inumeras disfuncdes
metabdlicas que cursam junto com a obesidade (WANG; NAKAYAMA, 2010).

Ante o exposto, € de suma importancia estudos que buscam avaliar e
identificar a influéncia da inflamacdo sistémica crbnica e de baixo grau e
consequentemente a liberacdo dos mediadores inflamatorios como possiveis
responsaveis para o surgimento das DCNTs, a fim de compreender a dimensao

desta influéncia, as causas e propor medidas de prevencao e/ou tratamento.



13

2.3 POLIFENOIS E SUA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Os compostos fendlicos, também denominados polifendis, fazem parte de um
grupo de metabdlitos secundéarios das plantas que proporcionam defesa contra os
fatores agressores. Os polifendis presentes nas plantas possuem origem comum,
sendo derivados do acido chiquimico, precursor da fenilalanina, como também da
prépria fenilalanina. A classificacdo desses polifendis segue alguns critérios, como o
namero de anéis fenol existentes em sua estrutura e quais elementos estéo ligados
a esses anéis. Segundo a literatura, as principais classes de polifendis sdo: os
flavonoides, os acidos fendlicos, as ligninas e os estilbenos (MANACH et al., 2004).

O grupo mais estudado dos polifendis sdo os flavonoides, sendo esses
subdivididos em flavan-3-ols, flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas e
antocianinas (FRAGA et al., 2019). Os flavondides possuem estrutura quimica
composta por quinze atomos de carbono em seus nucleos basicos e dois anéis de
seis membros ligados a uma unidade com trés carbonos (TAPAS; SAKARKAR,;
KAKDE, 2008). Na figura 3 esta representado as principais classes dos compostos

fenolicos, incluindo os flavonoides.

Figura 3: Principais classes dos compostos fendlicos.
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As frutas e vegetais possuem além de minerais, vitaminas e fibras,
apresentam compostos como os carotenoides, polifendis e os fitosterois, que estdo
relacionados com a promocdo da saude devido aos seus efeitos benéficos ao
organismo. A classe de fitoquimicos que merece um destaque especial sdo os
polifendis, pois, no que se refere as DCNTSs, eles apresentam importantes efeitos
benéficos (FRAGA et al., 2019).

No que se refere ao efeito anti-inflamatério, os polifendis podem ser capazes
de reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatorias, como também atuar favorecendo
a um quadro de equilibrio da producdo das citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatorias. A quercetina e catequinas podem aumentar estimular a producédo de
IL-10 que é uma citocina anti-inflamatéria, ao passo que inibe a producdo de TNF e
IL-188, que séo citocinas pro-inflamatérias (YAHFOUFI, 2018).

Os compostos fendlicos podem atuar em vias de sinalizacdo inflamatérias
como a via do NF-kB. Alguns polifendis, como por exemplo a quercetina, podem
apresentar efeito de inibicdo do complexo IKK (complexo IkB quinase), assim, néo
permitindo a translocacdo do fator para o nudcleo, devido ao bloqueio das
subunidades p50 e p65, dessa forma, evitando que o NF- kB ligue-se ao DNA no
ndcleo celular e ative a expressao de genes do processo inflamatoério (YAHFOUFI et
al., 2018). Os polifendis também podem exercer seu efeito no controle da inflamacéo
ao exercer sua agédo antioxidante (ZHANG et al., 2016).

Como exemplo de frutas ricas em compostos fendlicos, destacam-se o
guarana e a jaboticaba (Plinia jaboticaba (Vell.) Berg), que sao frutas nativas do
Brasil. Em estudos recentes realizados por Rodrigues et al. (2021) a fim de analisar
o efeito modulatério do extrato rico em compostos fendlicos da jaboticaba no
processo inflamatério intestinal, foram realizados experimentos com 30
camundongos machos que foram induzidos a obesidade a partir de uma dieta rica
em gorduras e acucares, em seguida receberam o0 extrato rico em compostos
fendlicos da jaboticaba em duas doses, 50mg equivalente de acido gélico (EAG) / kg
de peso corporal (grupo 1, n=10), 100 mg de EAG / kg de peso corporal (grupo 2,
n=10) ou agua (grupo HFS, n=10), eles receberam os extratos ou agua por gavagem
oral durante 14 semanas. Como resultados, obtiveram que 0s grupos que receberam
0 extrato de jaboticaba apresentaram uma reducao do peso corporal e adiposidade,
como também foi identificado uma protecdo contra a dislipidemia e resisténcia a
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insulina, ademais, foi possivel observar uma prevencao de endotoxemia metabdlica,
relacionada a diminuicdo da inflamacao intestinal através da regulacdo negativa de
mediadores proé-inflamatérios, como por exemplo o TNF (RODRIGUES et al., 2021).

Outra fruta nativa do Brasil, € o caju (Anacardium ocidentale L.), também rica
em polifendis. Em estudo realizado por Vasconcelos (2011), com o propésito de
avaliar a atividade anti-inflamatéria de sucos de caju, sendo esses sucos realizados
com o fruto maduro e com o fruto verde. Foi utilizado um modelo experimental de
edema de orelha por xileno em camundongos, e 0s tratamentos com 0s sucos do
caju foram realizados durante trinta dias consecutivos, além dos grupos tratados
com os sucos do caju, foram adicionados mais dois grupos, um tratado com agua e
outro com Dexametasona (DEXA). Como resultados obtiveram que o grupo tratado
com o suco verde de caju e o0 grupo tratado com DEXA apresentaram menores
medidas do edema, com 19,0 £ 7,15 mm e 14,4 £ 6,9 mm respectivamente, assim
evidenciando uma possivel atividade anti-inflamatéria do suco de caju verde
(VASCONCELOQOS, 2011). Em outro estudo com o caju mais recente, foi observado
gue o extrato da folha de caju é capaz de inibir a liberac&o de citocinas inflamatérias,
como o TNF e IL-18 em macrofagos que estimulados com LPS (SOUZA et al.,
2017).

2.4 GUARANA (paullinia cupana VAR. sorbilis (MART.) DUCKE)

7

O guaranazeiro é uma planta nativa da Amazénia pertencente a familia das
sapindaceas e sdao comumente encontradas nas regides entre os rios Amazonas,
Maués, Parand do Ramos e Negro (situado no estado do Amazonas), encontra-se
também na bacia do Rio Orinoco, na Venezuela. Seu nome cientifico € Paullina
cupana e no Brasil se encontra a variedade sorbilis (Martius) Duke, enquanto na
Amazbnia venezuelana e colombiana encontram-se poucas quantidades da
variedade cupana (SUFRAMA, 2003).

No que se refere as suas caracteristicas botanicas, o guaranazeiro é um arbusto
semiereto e lenhoso. Nas florestas em que é nativo, 0 guaranazeiro cresce se
apoiando em outras arvores e sua altura pode chegar a até 10 metros. Em relagéo

ao fruto, ele possui caracteristica de capsula, na qual cada céapsula possui uma
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semente, e quando o fruto se encontra maduro sua coloragcdo se transforma em
vermelho ou amarelo. Apds o rompimento da casca a semente aparece e junto a ela
surge o arilo, uma substancia de coloracdo branca que envolve a semente, que
possui forma arredondada de cor preta e brilhante, sendo essa a principal parte da
planta comercializada (SEBRAE, 2012; SUFRAMA, 2003). O nome do fruto é de
origem indigena que vem do termo uarand, cujo significado é olho de gente, devido
a semelhanca do fruto maduro com um olho humano. A caracteristica do fruto com
uma semente escura e revestimento vermelho é uma identificacdo marcante do
guarana (ERICKSON; CORREA; ESCOBAR, 1984). A figura 3 representa o fruto do

guaranazeiro maduro.

Figura 4: Fruto do guaranazeiro maduro.

Fonte: Embrapa, 2015.

Esse fruto também €& conhecido por guarana-da-Amazonia, guaranaina, guarana,
uarana ou narana, possui notério potencial estimulante e propriedades medicinais. E
utilizado h& séculos pela comunidade indigena da Amazbnia, o primeiro relato da
utilizacdo do guarana foi na época das expedicdes missionarias jesuitas, onde o
missionario Jodo Felipe Bettendorf ao observar os indios Sateré-Mawé, pode notar
gue eles consumiam uma bebida que possuia efeitos benéficos contra as dores de
cabeca, febre e caimbras, como também possuia efeitos diuréticos (SHIMPL et al.,
2013; HENMAN, 1982).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) (2019), o Brasil €
praticamente o uUnico produtor de guarana (Paullinia cupana) do mundo, sendo a
Bahia, Amazonas e Mato Grosso os estados com maior producdo. Em uma escala

menor de producdo encontra-se os estados de Rondonia, Para e Acre. Em 2014, a
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producdo no Brasil correspondeu a 3588 toneladas, sendo 2691 toneladas
produzidas no estado da Bahia e 624 no Amazonas, correspondendo a 95% da area
plantada no pais (CONAB, 2019).

No ano de 2018, estima-se que a producao nacional de guarana foi de 2,6 mil
toneladas, evidenciando uma diminuicéo da producdo em comparacdo com o ano de
2014. Essa reducédo se deu pelo fato de que a area reservada para a producédo do
guarana foi reduzida (CONAB, 2019). No entanto, a fim de expandir a producdo de
guarana no Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA),
juntamente com o Ministério da Agricultura, tem realizado acfes decisivas para a
expansdo da producdo do guarand, por meio da realizacdo de pesquisas e do
lancamento de cultivares que, além do aumento da produtividade, favorece também
cultivares resistentes a doencas (FIGUEROA, 2016).

De acordo com o Censo Agropecuario realizado pelo IBGE em 2017, existia no
Brasil 6.644 estabelecimentos produtores de guarand que continham cinquenta ou
mais pés de guaranazeiros, sendo que na Bahia haviam 70,3% do total desses
estabelecimentos, seguido do Amazonas com 25,6% do total dos estabelecimentos,
Mato Grosso com 0,2% e 3,2% do total de estabelecimentos presentes em outros
estados. Ainda de acordo com Censo Agropecuéario realizado pelo IBGE em 2017,
em relacdo ao total de produtores de guarana, apenas 11,3% eram produtores nao
familiares, sendo que mais da metade (88,7%) dos produtores de guarana eram
pertencentes a agricultura familiar (IBGE, 2017). Ha 40 anos, a obtencdo das
sementes eram realizadas principalmente de forma extrativista, sendo que o0s
primeiros cultivos comerciais € uma pratica recente (SEBRAE, 2012).

Nesse sentido, a cultura do guarana é uma significativa fonte de emprego e de
renda, sendo esse cultivo considerado de grande importancia socieconémica para a
regido, justamente por se tratar de uma atividade tipicamente familiar (GOUVEIA, et
al., 2012; IDAM, 2020). Juntamente a issO, nos municipios produtores, 0sS
agricultores familiares sao beneficiados pela presenca de cooperativas que fazem o
intermédio da comercializacdo do guarana, além de empresas integradoras que
fornecem o guarana para diversos compradores, como as industrias farmaceéuticas
(CONAB, 2019).

Os produtos obtidos exclusivamente de sementes do guarana, séo

comercializados predominantemente em forma de xarope, semente, bastdo ou p6. O
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xarope (concentrado) € utilizado para preparacdes de bebidas gaseificadas na
industria, como também no consumo direto misturado na dgua, como uma bebida
energética. O bastdo ou barra é ralado e assim também se obtém o pd, que pode
ser acondicionado em capsulas gelatinosas ou em sachés (SEBRAE, 2012;
SUFRAMA, 2003). Os refrigerantes a base de guarana possuem uma expressiva
aceitacdo pelo mercado internacional e nacional, contudo, a mudancga industrial do
guarana e a difusdo de produtos como o guarand em poé, xarope, bastdo e o
artesanato estdo demostrando um aumento do interesse mercadoldgico
internacional e nacional (SEBRAE, 2012).

A parte do guarana que é mais comercializada, sdo as sementes secas devido
ao seu significativo teor de cafeina, que é um composto bioativo do guarana
amplamente responsavel por sua caracteristica estimulante (MACHADO et al.,
2018). A partir das sementes secas € produzido o guarana em po, sendo essa a
forma comercial mais consumida (SILVA et al., 2017). De acordo com a Portaria n.
70, de 16 de margo de 1982, o guarana em po é classificado como “o produto obtido
da améndoa finamente triturada, moida ou pilada”. Nessa portaria também é
estabelecida as caracteristicas relacionadas a qualidade do guarana, como também
sua apresentacdo, embalagem, armazenamento e seu transporte para intuito de
comercializagao (BRASIL, 1982).

Para que o guarana chegue a sua forma final, seja xarope, semente, bastédo
ou poO, ap6s a colheita acontece o seu beneficiamento, sendo essa uma etapa
importante. Primeiramente, os cachos de guarana séo colhidos e armazenados em
galpdes por dois ou trés dias, nessa fase acontece a fermentacéo, fazendo com que
a casca do fruto figue amolecida, facilitando o seu posterior despolpamento. Em
seguida acontece o despolpamento do fruto, no qual acontece a separacao das
sementes da casca e do arilo. Apos essa fase é realizado a peneiragem e lavagem
para que, caso reste alguma casca ou arilo, eles sejam retirados. Segue-se entao
secagem das sementes por 10 a 12 horas ao sol, para que, por fim, aconteca a
torrefacdo das sementes em fornos de chapa e em seguida sua classificacdo e
selecdo, a separacdo € realizada de acordo com o0 seu tamanho e coloracao
(SUFRAMA, 2003).

Em relagdo a composicao centesimal do guarand em po6 de uso comercial, em

analises recentes realizadas por Oliveira (2021), foi identificado que em 100g de
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guarana em po foram encontradas 7,66 = 0,02% de umidade, 12,67+ 0,41 g de
proteinas, 2,83+ 0,03 g de lipideos, 31,25 g de carboidratos, 43,10 g de fibras totais
e 2,48 + 0,05 g de cinzas totais. Assim, a partir desses dados, € possivel chegar a
conclusdo que o guarana em po de uso comercial € um produto considerado uma
boa fonte de fibras, e que o seu baixo teor de umidade juntamente com o seu pH
tendendo a acidez sdo caracteristicas importantes para o armazenamento e sua vida
de prateleira (OLIVEIRA, 2021).

Quanto a sua composicdo quimica, o guarana apresenta compostos de
cafeina, teofilina e a teobromina. A teofilina e teobromina sédo encontradas nas
cascas, flores e folhas da Paullinia cupana e estdo ausentes na semente. Os
polifendis também estdo presentes, como 0s taninos e flavonoides, que sé&o
substancias que possuem efeito antioxidante (LEITE et al., 2011). Ha também
presentes no guarana derivados de metilxantinas como a cafeina, conhecida por
proporcionar estimulos ao sistema nervoso central, os polifendis constituem a classe
mais numerosa de fitoquimicos nas sementes de guarana entre 0s quais
predominam as catequinas, epicatequinas e proantocianidinas, sendo elas os
compostos mais abundantes (MACHADO et al., 2018; SILVA et al., 2017,
YONEKURA et al., 2016).

Muitas sdo as propriedades benéficas do guarana ao organismo, ele possui
altas quantidades de cafeina, que estimula o metabolismo, agindo assim como um
agente ergogénico, podendo influenciar na termogénese, na degradacao de lipideos,
e na prevencao da aterosclerose. Esses efeitos positivos podem contribuir para que
haja uma diminuicdo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares (RUCHEL
et al., 2016). Haskell et al. (2007) avaliaram os efeitos de baixas doses de guarana
em humanos, que resultaram em melhora no desempenho da memdria e efeitos
cognitivos.

Em relacdo aos seus possiveis efeitos téxicos, na literatura ha pouca
informagéo sobre quais efeitos seriam observados. Sabe-se que, de uma maneira
geral, a toxicidade do fruto relaciona-se a insonia e agitacdo e que esses efeitos se
dao geralmente devido a ingestdo de altas doses do guarana (CANICEIRO, 2012;
ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2010). Cabe ressaltar que ao realizar uma extensa
busca de artigos na literatura cientifica pode-se observar que os efeitos bioldgicos
do guarana, com excecédo da atividade estimulante, sdo pouco explorados.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro do guarand em p6 de uso

comercial (Paullinia cupana).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar o teor de polifendis totais no extrato aquoso do guarana em
po;

v' Realizar a ensaio de viabilidade celular em células do tipo RAW 264.7
tratadas com o extrato aguoso do guarana em pé em diferentes
concentracoes;

v' Determinar a producdo de mediadores inflamatérios no sobrenadante
de células do tipo RAW 264.7 apés inducao da inflamacdo com LPS e
submetidas ao tratamento com extrato aquoso do guarana em pé em

diferentes concentragoes.
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4. METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

O guarana em po (Paullinia cupana) foi adquirido em lojas especializadas em
vendas de produtos naturais da cidade de Ouro Preto, Minas Gerais. A quantidade
necessaria para o experimento foi adquirida em uma Unica remessa a fim de garantir
a homogeneidade da amostra em todos os experimentos. Para realizar este estudo,
0 guarand em po6 utilizado foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SISGEN de
namero A933339 (Anexo 1).

4.2 MATERIAL E REAGENTES UTILIZADOS

As células de macréfagos RAW 264.7 foram cedidas pela professora Juliana
Alves Macedo, da Universidade Estadual de Campinas. Os reagentes Folin-
Ciocalteau, acido galico, meio de cultura RPMI1640 1 e (4,5- dimetiltiazol- 2- il) - 3,5-
difenilformazan (MTT) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®. O
Lipopolissacarideo (LPS) e o soro fetal bovino da Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Ma).

4.3 PREPARO DO EXTRATO AQUOSO

O extrato aquoso do guarana foi preparado para ser utilizado nas analises do
teor de polifendis totais, para o ensaio de viabilidade celular e para producdo dos
mediadores inflamatoérios, NO+« e TNF. Para o preparo do extrato aquoso do guarana

em po foi utilizando a metodologia proposta pela Embrapa (2007).
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Foi pesado 100 mg de guarana em po dentro de um béquer em uma balanca
analitica calibrada, em seguida foram adicionados 10 mL de agua destilada. A
mistura foi levada ao agitador magnético por 30 min. Logo apds, a mistura foi
transferida para tubos do tipo falcon e posteriormente centrifugadas por 15 min a
10.000 x g. Apos a centrifugacao, os sobrenadantes foram removidos com auxilio de
uma micropipeta automatica e transferidos para um baldo volumétrico de 10mL, em
seguido foi adicionado &gua destilada para completar o volume do balédo
volumétrico. Em seguida, o extrato obtido foi aliquotado em microtubos de
polipropileno de cor ambar, identificado e levado para armazenamento em freezer—
20° C até sua utilizacdo (EMBRAPA, 2007).

4.4 QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

Para a determinacdo do conteudo de polifendis totais presente no extrato
aguoso do guarana em po6 foi utilizado método colorimétrico empregando o reagente
Folin-Ciocalteau (OBANDA; OWUOR, 1997). O reagente de Folin-Ciocalteau € uma
mistura dos &cidos fosfotingstico (HsPW12040) e fosfomolibdico (Hs PM012040), que
em um meio alcalino é capaz de oxidar compostos fenélicos. Esses acidos reduzidos
levando a producéo de oxidos azuis de tungsteno (W s O 23) e molibdénio (Mo s O 23)
que absorvem a cor no comprimento de onda de 760 nm. O resultado do teor de
polifendis totais foi expresso como mg de equivalente de acido galico (EAG)
(GEORGE et al, 2005).

Preparo das solucdes

Inicialmente, foi realizado o preparo das solu¢des necessérias para a analise.
Primeiramente foi preparado uma solugédo de carbonato de sédio (Na2COs3) a 7,5%
m/v. Para isso, em uma balanca analitica calibrada foi realizado a pesagem de 7,5
gramas de carbonato de sodio, que foi diluido em agua destilada e transferido para
um baldo volumétrico de 100 mL aferindo-se o0 menisco. Essa solucdo foi

homogeneizada e armazenada em temperatura ambiente.
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Em seguida, foi preparado uma solucdo de acido gélico (200mg/L), chamada
de solucdo mée ou solugcdo estoque, essa Ultima denominacdo € devido ao seu
prazo de validade de um més desde que seja armazenada corretamente na
geladeira. Para a preparacdao dessa solucdo foi pesado em uma balanca analitica
calibrada, 0,02 g de &cido gélico e dissolvido em 20 mL de agua destilada. Feito
isso, essa solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e
completado o seu volume com A&agua destilada até o menisco. A solucdo foi
homogeneizada e armazenada em um frasco ambar. A partir da diluicdo em agua
destilada dessa solucéo, ela foi destinada para a construcdo da curva padréo, a fim
de obter as concentra¢des de 5,0 mg/L, 15,0 mg/L, 25,0 mg/L, 50,0 mg/L, 75,0 mg/L
e 100,0 mgl/L.

A ultima solucdo a ser preparada foi a solugdo de Folin-Ciocalteau (1:10 v/v),
o preparo desta solucdo foi realizado apenas no momento da analise apds a
construcédo da curva padrao. Para o preparo dessa solucéo, foi pipetado 5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau em um baldo volumétrico de 50 mL e o volume total foi
completado com &gua destilada. A solucdo foi homogeneizada, identificada e

envolvida por papel aluminio e armazenada em local com auséncia de luz.

Procedimento de dosagem

Foram utilizados 7 balGes volumétricos de 10 mL e foi adicionado os volumes
da solucéao padréo de acido galico e de agua destilada de acordo com os valores da
tabela 2. Em seguida, foi pipetado 0,5mL de cada uma das soluc¢des preparadas em
tubos do tipo falcon, e adicionado a cada um deles 3 mL da solugéo do reagente
Folin-Ciocalteau a 10%, foi homogeneizada e mantida em repouso por 3 minutos.
Feito isso, foi adicionado 2,5mL da solugéo de Na2COs a 7,5%, foi homogeneizada e
os tubos ficaram em repouso por uma hora na auséncia de luz. Ao passar esse
tempo foi realizada a leitura em um espectrofotbmetro UV- Vis no comprimento de

onda de 750 nm para a obtencéo dos valores de absorbancia.
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Tabela 2: Concentracdes das soluces de acido galico para a construcdo da curva

padréo.

Volume de solucao

padréo de acido galico Volume de agua destilada Concentragao (mg/L)
200mg/L (mL) (mL)
0 10 0
0,25 9,75 5
0,75 9,25 15
1,25 8,75 25
2,5 7,5 50
2,75 6,25 75
5,0 5,0 100

Fonte: Obanda e Owuor (1997).

O extrato aquoso do guaranad em po6 foi diluido na propor¢céo de 5,10 e 12
vezes, em triplicata. Em seguida, foi pipetado 0,5mL referente a cada uma das
diluicbes do extrato do guarana em p6 em tubos do tipo falcon e adicionado 2,5 mL
da solucdo Folin-Ciocalteau a 10%, em seguida, foi homogeneizado e deixado em
repouso por 3 minutos. Apos esse tempo, foi adicionado 2 mL da solucdo Na2COs a
7,5% em cada tubo, em seguida, foi homogeneizado e as amostras foram mantidas
em repouso por uma hora. Para o preparo do branco, no lugar da amostra foi
utilizado a agua destilada (0,5mL). Apés uma hora foi realizada a leitura das
amostras no espectrofotdbmetro de placa UV- Vis, no comprimento de onda de 760

nm para se obter os valores de absorbancia.

Célculo dos resultados

Foi construido um grafico com os valores de absorbancia e concentracdo da
curva padrdo e apés uma analise de regresséo linear foi obtido a equacdo da reta
(Figura 5) que possibilitou o calculo da concentracdo de polifendis totais ha amostra
analisada. Os resultados da concentracdo de polifendis totais foram expressos em

mg de equivalente de acido galico por 100 g de guarana em p6 (mg EAG/100g).
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Figura 5: Curva padrao de acido galico.
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4.5 CULTURA DE CELULAS E ENSAIO DA PRODUCAO DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS

4.5.1 Cultivo das células

Para o ensaio de viabilidade celular e producdo de mediadores inflamatérios
foi utilizado um modelo de cultura de células da linhagem de macréfagos de murinos
do tipo RAW 264.7. As células RAW 264.7 foram cultivadas em meio RPMI-1640
completo, suplementado com penicilina e 10% de soro fetal bovino a 37 °C em 5%
de CO2/95% de ar.

45.2 Ensaio de viabilidade celular

Para analise da viabilidade celular, foi utilizado o método de brometo de 3-
(4,5-dimetil-tiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) (MOSMANN, 1983). O MTT

consiste em um sal de tetrazolio amarelo, solivel em agua. Nas mitocéndrias o anel
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é reduzido, formando cristais de formazan de coloracédo roxa que séo insolaveis em
agua.

Em placa de 96 pocos, as células foram adicionadas na concentracao 1,0 x
10° por pogo. Apés incubacdo de 24 h a 37 °C em 5% de CO2 95% de ar, o
sobrenadante foi retirado e em seguida foi adicionado 100 pL de amostra
previamente diluida em meio RPMI-1640 completo em concentra¢des variando de
0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/mL do extrato aquoso do guaranid em p6 e adicionado 10
puL de MTT por poco. A placa foi novamente incubada por 4 h a 37 °C. ApGs a
remocao do sobrenadante foi adicionado 100 pL de dimetilsulféxido em cada poco. A
leitura de absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 540 nm em leitor de
placas SpectraMax 340PC (Marshall Scientific, Hampton, NH) (SILVA, 2016). O
resultado foi expresso em porcentagem de células viaveis em comparacdo ao
controle (células cultivadas em meio completo sem amostra), adotando 80% de

viabilidade como ponto de corte.

4.5.3 Producado de mediadores inflamatérios

Os macréfagos foram semeados na concentragéo de 4 x 10° células por poco
em placas de cultura celular de 24 poc¢os. Ap6s 24h de incubacgéo a 37 °C em 5% de
CO2/95% de ar, os sobrenadantes foram removidos e as células receberam meio
adicionado de amostra do extrato aquoso de guarana nas concentracoes de 0,5; 1,0;
1,5 mg /mL, e apos 1 hora, o estimulo inflamatorio foi realizado com a adigéo do LPS
na concentragdo de 1 ug/mL e a placa permaneceu incubada por 24 horas (SILVA,
2016). Para controle, as células foram cultivadas em meio de cultura, sem adi¢éo de
extrato ou estimulo inflamatorio; em meio de cultura com adicdo dos extratos
aquosos (0,5, 1,0 e 1,5 mg/mL) e sem estimulo inflamatorio; e em meio de cultura
sem adicdo de extrato e com adicdo do estimulo inflamatorio. O experimento foi
realizado em quadriplicata. Os sobrenadantes foram removidos e armazenados a -

80°C para posterior determinacédo de marcadores inflamatorios.
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4.5.4 Determinacao da producédo de oxido nitrico

Para avaliar um possivel efeito do extrato aquoso do guarana em po6 de uso
comercial na producao de NO- por células em cultura, foi utilizado as concentracdes
0,5; 1; e 1,5 mg/mL do extrato aquoso.

A medida da liberacdo de NO- foi realizada pela determinacdo da
concentracdo de nitrito no sobrenadante por meio da reagdo de Griess
(sulfanilamida 1%, acido fosférico 2,5% e nafiletilienodiamina 0,1%). Em placa de 96
pocos foram adicionados 50 pl de amostra e 50 pl de reagente de Griess (1% de
sulfanilamida em 5% de H 3 PO 4 e 0,1% de N-1-(naftil) etilenodiamina em &cido
fosférico. Em seguida, a leitura de absorbancia foi realizada no comprimento de
onda de 540 nm em leitor de microplacas SpectraMax 340PC (Marshall Scientific,
Hampton, NH) (SILVA, 2016). Foi realizado uma curva padrao de nitrito de sodio nas
concentracdes de 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5 uM. Os resultados foram expressos em

concentracdo de UM de nitrito/1,5 x 106 células.



13

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism 6 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
D'Agostino-Pearson. A diferenca estatistica foi avaliada por oneway ANOVA seguida
de teste de Bonferroni. O valor de p foi fixado em 5% (p < 0,05), com o intuito de
obter uma confiabilidade de 95% entre as comparacdes. Os dados paramétricos
foram apresentados em média + desvio padrdo e os ndo paramétricos e mediana e

intervalo interquartil.
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6. RESULTADOS

6.1 CONCENTRACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

Na tabela 3 encontra-se o resultado na analise da concentracéo de polifenois
totais do guarand em po de uso comercial, o resultado obtido foi de 1766,67 +
126,87 mg EAG**/ 100 g guarana em po.

Tabela 3: Quantidade de polifendis totais presentes no guarand em po6 de uso
comercial*.

Polifend6is Totais

Guarana em pé 1766,67 £ 126,87 mg EAG**/ 100 g guarana em po

*Dados expressos em média = desvio padrao

** Equivalentes de Acido Galico

6.2 VIABILIDADE CELULAR

Foi utilizado as concentracfes de 2mg/mL, 1,5mg/mL, 1 mg/mL, 0,5mg/mL, e
0,1mg/mL do extrato aquoso do guarana para a realizacdo do ensaio de viabilidade
celular. Segundo a literatura, quando se utiliza o ensaio de MTT os resultados
considerados viaveis, ou seja, as células permaneceram vivas, sSdo 0S que
apresentaram valores acima de 80% e até 140%. Na figura 6 é possivel observar
gue em todas as concentracfes do extrato aquoso de guarana utilizadas obtiveram
resultados igual ou maior que 80% de viabilidade. A partir desse resultado foi

escolhido as concentracdes de 0,5; 1,0; e 1,5 mg/mL para as préximas analises.
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Figura 6: Analise da viabilidade celular em células do tipo RAW 264.7, submetidas

ao tratamento com diferentes concentra¢des do extrato aquoso do guarani em po.
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Os resultados séo representados pela média + desvio padrao.

6.3 PRODUCAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS

6.3.1 Determinacdo da producédo de oxido nitrico

A medida da produgdo de NO- foi realizada pela determinagcdo da
concentragéo de nitrito no sobrenadante celular, apds o estimulo com LPS, por meio
da reagdo de Griess (sulfanilamida 1%, &cido fosforico 2,5% e nafiletilenodiamina
0,1%). Os resultados obtidos estdo demonstrados na figura 7.

As células que foram estimuladas com LPS e em seguida tratadas com o
extrato aquoso de guarana. No extrato aquoso de guarana em p6 na concentragao
de 0,5 mg/mL néo foi encontrado diferenca estatistica para a producado do mediador
oxido nitrico em relacé@o a célula controles. Na concentracdo 1,0 mg/mL apresentou
uma producdo desse mediador inflamatorio NOe« estatisticamente menor (p<0,0001)
em relacdo a producéo pelas células controles (apenas estimuladas com LPS), essa
reducao foi de 20%, em relacdo a concentracao de 1,5mg/mL do extrato aquoso de
guarana também foi observado uma producdo estatisticamente menor (p<0,0001)
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desse mediador inflamatério em relacdo a producdo pelas células controles
(inflamadas), essa reducéao foi de 25%.

Figura 7: Producdo de o6xido nitrico nos sobrenadantes de células do tipo RAW
264.7 apos a inducédo da inflamacdo com lipolissacarideo (LPS) e em seguidas

tratadas ou ndo com diferentes concentracfes do extrato aquoso do guarana em po.
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Os resultados sdo expressos pela média + desvio padrdo de dois experimentos distintos. Os

resultados foram analisados por one-way ANOVA, acompanhadas pelo pos-teste de Bonferroni. A
barra LPS, séo as células inflamadas (controle).
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7. DISCUSSAO

No presente estudo foi encontrado uma concentracdo de polifendis totais no
extrato aquoso do guarana em po6 de 1766,67 £ 126,87 mg EAG**/ 100 g, de acordo
com a literatura é possivel realizar a classificacdo de frutas em base seca para o
contetdo de polifendis totais. Vasco, Ruales e Kamal-eldin (2008), em seu estudo
avaliando o teor de polifendis de 17 frutas do Equador utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau, categorizou o conteudo de polifendis totais em trés categorias, <1000 mg
GAE / 100 g sendo classificado em baixo conteudo, 1000-5000 mg EAG / 100 g em
médio e > 5000 mg EAG / 100 g como contendo alto conteddo de polifendis totais,
sendo assim, o guarana em po6 estudado pode ser classificado como um fruto que
apresenta médio contetdo de polifendis totais.

Majhenic, Skerget e Knez (2007), avaliaram o extrato do guarana em po
utilizando diversos tipos de solventes, como a agua destilada, o metanol, acetona a
35% e etanol a 60%. A andlise da concentracdo de polifendis totais no extrato
aguoso do guarana revelou um valor de 18.100 mg EAG/ 100 g de polifendis totais,
de acordo com a classificacdo proposta por Vasco, Ruales e Kamal-eldin (2008),
esse resultado é considerado como alto conteido de polifenéis totais, o que
podemos observar ser um resultado superior ao encontrado no presente estudo.

Antunes (2011) avaliou os teores de polifendis totais extraiveis e nao-
extraiveis do guarana, em suas fracbes em base seca, avaliando a casca, polpa,
semente e o po comercial, os resultados encontrados foram 9.785 + 7,58 mg EAG /
100g, 1.381 + 1,16 mg EAG / 100g, 9.268 + 8,12 mg EAG / 100g e 13.736 + 8,28 mg
EAG / 100g respectivamente. Ao relacionar esse resultado com o obtido para o
guarana em po6 analisado, é possivel notar que o dado obtido por Antunes (2011)
também € superior, ainda, utilizando a classificacdo de Vasco, Ruales e Kamal-eldin
(2008), esse resultado € considerado como alto contetdo de polifendis totais.

Ainda em relacdo a estudos que avaliaram os teores de polifendis totais,
Martins (2010) avaliou o guarana em po utilizando quatros tipos de solventes para a
producdo do extrato, dentre eles a agua destilada, acetona 35%, metanol e etanol
60% e foram utilizados dois métodos distintos, um proposto por Majhenic, Skerget e
Knez (2007), que foram utilizados 3 gramas de guaranad em p6 e 50mL de solvente,

em seguida esse conteudo permanecia por 2 horas em agitador magnético, em
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seguida, era filtrado em papel filtro com auxilio de uma bomba a vacuo, e o volume
final ajustado para 50mL. O método proposto por Nuutila et al. (2003) foi utilizado a
mesma quantidade de amostra, mas foi utilizado 20mL de solvente, esse conteudo
foi agitado por 1 hora em agitador magnético e ultrassonificada por 20 minutos e em
seguida foi filtrado em papel filtro, com o contetdo que ficou retido no papel filtro foi
realizado uma nova extracdo e 0s sobrenadantes das duas fases foram
acondicionados em um mesmo baldo volumétrico de 50mL. Em relacdo aos
resultados obtidos pela autora utilizando a agua destilada como solvente, no método
1 obteve-se 4.674 = 2,16 mg EAG/ 100g de guarana, e no método 2, 3.282 + 0,90
mg EAG/ 100g de guarana, é possivel perceber que tanto no método 1 quanto no 2
0os resultados foram superiores ao encontrado no presente estudo, porém, ao
classificar o teor de polifendis encontrado pela autora segundo a classificacdo
proposta por Vasco, Ruales e Kamal-eldin (2008), esse resultado também é
considerado como médio conteddo de polifendis totais.

Para a realizacdo da analise da concentracdo de polifendis totais
naturalmente presentes em um alimento inicialmente é necessario a realizacao do
extrato, para isso pode-se utilizar diversos solventes como também diferentes
métodos, a escolha do solvente e do método a ser utilizado podem diferir de acordo
com o objetivo pretendido (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008). Optou-se pela utilizagéo
da agua destilada como solvente, para nao interferir nos experimentos posteriores,
pois um extrato utilizando solventes a base de algum alcool poderia inviabilizar um
futuro estudo in vivo.

Os trés estudos citados anteriormente apresentaram quantidades superiores
de polifendis totais presentes no extrato do guarana em p6 avaliado. De acordo com
Naczk e Shahidi (2004), os resultados da extracdo de polifendis de produtos
vegetais podem sofrer influéncia do método escolhido para a extracdo, como 0s
diferentes extratos que podem ser utilizados, ha também a influéncia da natureza
quimica do material, como também o tamanho da amostra, condi¢cbes de
armazenamento e tempo, cabe ressaltar também a possivel presenca de
substancias que possam interferir no resultado. Vale destacar também que pode
ocorrer uma superestimacdo da concentracdo de polifendis totais, uma vez que o
método colorimétrico que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu, pode sofrer

interferéncia de compostos ndo fendlicos com capacidade de reducdo, como por
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exemplo acucares e vitamina C (OLIVEIRA, 2009). Porém, esse método ainda é
considerado o mais tradicional quando se trata em quantificar teor de polifenois
totais, ele é formado pelos &cidos fosfotungstico (H3PW12040) e fosfomolibdico
(Hs PM012040), que apresentam coloragdo amarela, mas em contato com o0s
polifendis em um meio alcalino ocorre a reducdo desses acidos e a formacgédo do
molibdénio azul e tungsténio azul, assim, devido a mudanca de coloracdo € possivel
estabelecer a concentracdo desses compostos redutores, 0s polifendis
(LAZZAROTTO et al., 2020).

No presente estudo foi realizado o ensaio de viabilidade celular utilizando o
método MTT a fim de saber se o0 extrato aquoso do guarana em p6 de uso comercial
provocaria algum tipo de citotoxicidade as células, para assim prosseguir com 0s
futuros experimentos. Na analise foram utilizadas células da linhagem de
macrofagos de murinos RAW 264.7 devido ao fato de possuirem sensibilidade a
acdo do LPS e por serem capazes de exibir uma ativacdo do receptor Toll-like
(TLR4), sendo esse um receptor que nos humanos é capaz de interagir com o LPS e
promover sinais inflamatorios. Segundo a literatura, ao estimular as células RAW
264.7 com LPS é possivel observar e analisar os efeitos anti-inflamatoérios de
produtos naturais (ZHAN et al., 2018).

O método MTT é considerado um meio rapido, facil e com ampla utilizacao
para a determinacdo da viabilidade celular in vitro, ele consiste na determinacao da
quantidade de células vivas apdés um tratamento escolhido, a partir da reducgéo
mitocondrial do sal de MTT em cristais de formazan, sendo este resultante da acao
da enzima succinato-desidrogenase, a quantidade desses cristais € medida pelo
espectrofotometro e é proporcional ao niamero de células vivas, ou seja células
viaveis (MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011).

Em uma busca na literatura atual, foi possivel encontrar alguns estudos que
avaliaram a viabilidade celular de extratos aquosos do guarana em po. Um estudo
realizado por Lenz (2015) que avaliou a viabilidade celular de extratos aquosos de
alimentos ricos em cafeina como o café, cha verde/preto, erva-mate e guarana
utilizando o método MTT, verificou-se que nao houve diferenca significativa entre as
células ndo tratadas e as tratadas com o extrato, assim, podendo chegar a
conclusdo de que nao houve a inducdo de citotoxicidade pelos extratos utilizados.
Resultado semelhante ao encontrado nesse estudo, pois todas as concentragdes do
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extrato utilizadas obtiveram valores = 80% de viabilidade do MTT, o que é
considerado um valor adequado de viabilidade celular.

Outro estudo que avaliou a viabilidade celular de extrato aquoso de guarana
utilizando o mesmo método empregado no presente estudo foi o de Veloso (2014),
em sua analise utilizou-se células de cérebro e cerebelo de seis camundongos do
sexo masculino e saudaveis, o extrato do guarana em po foi preparado utilizando a
adgua destilada e o &lcool como solventes, com isso, a fim de buscar conhecer o
efeito do tratamento com o extrato hidroalcoolico do guarand sob a viabilidade
celular das células do cérebro e cerebelo, foi realizado o ensaio do MTT. Como
resultado, Veloso (2014) obteve que nos tratamentos realizados com as maiores
concentracdes do extrato do guarana (100 e 300ug/mL), foi encontrado os maiores
valores de viabilidade celular, em comparacdo com 0S nossos resultados obtidos,
pode-se observar que essa relacdo foi a mesma, pois 0s maiores valores de
viabilidade celular foram encontrados na concentragao de 1,5 e 1mg/mL do extrato
aquoso do guarana.

A fim de buscar saber sobre os efeitos anti-inflamatoérios do guarana em pé, foi
realizado a quantificacdo do NO-. O NO- é considerado um importante mediador
inflamatorio cuja producéo € resultante da ativacdo dos macréfagos em decorréncia
de um estimulo pela endotoxina LPS, dessa forma, uma reducdo na producdo de
NOe, ou seja, uma diminuicdo dos sinais de ativacdo em macrofagos, tém sido foco
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas a fim de buscar novos
tratamentos para doencas cuja inflamacdo esta descrita como causa subjacente
(SHIN et al., 2015).

A producéo de NO- é decorrente da expressao da iINOS em respostas a agentes
como o TNF, LPS, IFN-y- dentre outros, em diversas células, incluindo os
macrofagos (MONCADA; HIGGS, 1993). A avaliacdo da producdo do NO- nesse
estudo, foi realizada utilizando o reagente de Griess, o NOe« produzido na célula é
convertido a nitrito e nitrato, com isso, a producdo de NO- é medida pela
guantificacdo do nitrito no sobrenadante das células (GREEN et al., 1982).

Até o momento, ndo ha disponivel na literatura estudos que avaliaram a
producdo de NO- apds estimulo das células pelo LPS e posteriormente o tratamento
com o extrato aquoso do guarana. Um estudo realizado por Bittencourt et al. (2013)

a fim de saber os efeitos do extrato hidroalcodlico do guarana (Paullinia cupana var.
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sorbilis Mart) sobre o Oxido nitrico e outros compostos gerados a partir da
degradacdo do nitroprussiato de s6dio em uma cultura de fibroblastos embrionarios
(células NIH-3T3), foi possivel observar que o guarana teve capacidade de exercer
importante efeito sobre o metabolismo do NOe, em especial quando as
concentracfes do extrato do guarand eram elevadas, o que corrobora com os
resultados encontrados neste estudo, onde a utilizacdo das concentragées mais
elevadas do extrato foram capazes de promover uma redugdo significativa na
producdo do NO-.

Como exemplo de fruta rica em polifendis e nativa do Brasil, como o guarana,
temos o acai (Euterpe oleracea Mart.). Em estudos realizados por Matheus et al.
(2006) onde avaliou a producéo de NO- e expressao da iINOS em macrofagos RAW
264.7 tratados com extratos de fracdes do acai, os autores obtiveram como
resultado que os extratos foram capazes de promover efeitos inibitérios da
expressao de iNOS e producao de NO-, esse efeito de reducao dos niveis de iINOS
parece estar relacionado diretamente com a agcao dos extratos na via de producao
de NO+ (MATHEUS et al., 2006).

Assim, confirmamos a importancia em avaliar a producdo do NOe< pois ja
existem evidéncias que demonstram a reducdo da producdo desse mediador
inflamato6rio em células in vitro quando adicionado o extrato de frutas ricas em
polifendis, sendo interessante avaliar a producdo de NOe- em tecidos biolégicos
devido ao fato dele estar relacionado a diversas fun¢gbes no organismo, envolvido
também em algumas patologias, assim, sua avaliacdo poderia esclarecer o sua
participac&o no estresse oxidativo e processos inflamatorios.

Uma importante limitagdo do presente estudo, que impossibilitou a
confirmacéo do efeito anti-inflamatoério do extrato aquoso do guarand, foi a auséncia
da quantificagdo de outros mediadores inflamatorios, como por exemplo o TNF.
Essa dosagem néo foi realizada devido ao fato da ocorréncia de problemas técnicos
que inviabilizaram a realizacdo do experimento, além disso, a pandemia do novo
coronavirus e a recomendac¢do do distanciamento social, atrasou o andamento dos
experimentos. Diante disso, ndo é possivel afirmar que o guarana apresenta efeito
anti-inflamatorio, pois foi avaliado apenas um unico marcador, sendo de grande
importancia a continuacdo desse estudo para o direcionamento de pesquisas

futuras.
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8. CONCLUSAO

O extrato aquoso do guarand em pé de uso comercial apresenta um contetdo
classificado como médio de polifendis totais. Células tratadas com o extrato nas
faixas de concentragbes de 0,1 a 2,0 mg/mL n&o apresentaram interferéncia no
crescimento celular, ou seja ndo apresentaram toxicidade. Ao avaliar a producéo de
NO+ em células estimuladas a inflamacédo, foi possivel observar uma reducéo
significativa desse mediador inflamatério com a utlizagdo do extrato nas
concentracbes de 1,0 e 1,5mg/mL, o que pode sugerir uma possivel resposta anti-
inflamatéria in vitro do extrato do guarana em po.

E indispensavel novas investigacdes que avaliem o efeito anti-inflamatério do
extrato do guarana em po6 de uso comercial, como a quantificacdo de outros
mediadores inflamatérios que serdo importantes para uma confirmagdo mais precisa
dessa bioatividade, para assim, incentivar o consumo do guarana, que € um
alimento nativo do Brasil e com grande importancia econdémica, em casos de

doencas metabdlicas cuja inflamacao é a causa subjacente.
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