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RESUMO

O paracetamol ¢ um antipirético e analgésico de facil acesso, inclusive sem receita médica. O
consumo desse medicamento em doses acima do recomendado (4000 mg/dia) pode gerar
hepatotoxicidade, uma vez que sua metabolizagdo pelo figado leva a produg¢do de uma
substancia toxica para os hepatdcitos, NAPQI, que se acumula no o6rgao, gerando lesdo e
resultando em estresse oxidativo e subsequente necrose das células hepaticas. Com a necrose,
sao liberados Padrdoes Moleculares Associados ao Dano (DAMPs), que sdo reconhecidos por
células do sistema imune, estimulando a produgdo de citocinas pré-inflamatorias, que geram
uma resposta inflamatéria sistémica. Apesar de a inflamagdo constituir um mecanismo de
defesa do corpo, a inflamagao cronica ¢ danosa ao organismo, e no figado acaba por agravar a
lesao hepatica causada pela dose toxica de paracetamol, gerando um quadro de Insuficiéncia
Hepatica Aguda (IHA). Essa patologia ¢é caracterizada pela ocorréncia de ictericia,
encefalopatia hepatica, coagulopatia, podendo resultar em faléncia multipla de o6rgaos e
morte. Sabe-se que a nutricdo tem um grande papel na saude, sendo um deles a prevenc¢do de
doencas por meio da alimentacdo. O guarana (Paullinia cupana) ¢ um fruto nativo da regiao
amazonica descrito como importante fonte de polifenois, compostos bioativos estudados por
apresentarem, dentre outros fatores, importante atividade anti-inflamatoéria. Dessa maneira, o
objetivo desse estudo foi averiguar o efeito do tratamento preventivo com guarand em pd na
inflama¢ao em um modelo de IHA induzida por dose toxica de paracetamol, por meio da
dosagem da concentracdo hepatica de citocinas inflamatérias. Para realizagdo do trabalho,
foram utilizados 32 ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos experimentais, cada um
contendo 8 animais: grupo controle (C), grupo guarand (G), grupo paracetamol (P) e grupo
paracetamol + guarana (PG). Os animais dos grupos G e PG receberam 300 mg de guarana
em po/Kg de massa corporal durante 7 dias para andlise da capacidade hepatoprotetora. No
oitavo dia do experimento, os animais dos grupos P e PG receberam 3 g de paracetamol/Kg de
massa corporal, para inducdo da hepatotoxicidade. No nono dia, os 32 animais foram
eutanasiados e tiveram o sangue e o figado coletados. Para analise da atividade inflamatoria,
foi quantificada a concentracdo hepatica das citocinas pro-inflamatérias IL-1, IL-6, IL-18 e
TNF, e para andlise da lesdo hepatica foi quantificada a atividade sérica das enzimas hepaticas
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Além disso, também
foram observados os parametros murinométricos dos animais. Apos a realizacdo do
experimento, foi possivel observar que a ingestdo de dose toxica de paracetamol causou
inflamacgao hepatica, com observado aumento da concentragdo hepatica de todas as citocinas
analisadas, além de dano hepatico, comprovado pelo aumento da atividade sérica das enzimas
ALT e AST. Ja a suplementagdo com guarana em po agiu como hepatoprotetora e preveniu o
aumento da concentragao hepatica da IL-1 e TNF, além de prevenir o aumento da atividade
sérica das enzimas hepdticas, sem alterar os pardmetros murinométricos dos animais. Estes
resultados encontrados sdo possivelmente atribuidos ao teor de polifenois totais presentes no
guarana, assim como pela presenga de outros nutrientes e nao nutrientes presentes no fruto.

Palavras-chave: Paracetamol; Inflamacdo; Citocinas; Insuficiéncia Hepatica Aguda;
Guarand; Paullinia Cupana; Polifendis.



ABSTRACT

Paracetamol is an antipyretic and analgesic that is easily accessible, even without a medical
prescription. The consumption of this medication in doses above the recommended (4000
mg/day) can cause hepatotoxicity, since its metabolism by the liver leads to the production of
a substance toxic to hepatocytes, NAPQI, which accumulates in the organ, causing injury and
resulting in oxidative stress and subsequent necrosis of liver cells. With necrosis,
Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) are released, which are recognized by
immune system cells, stimulating the production of pro-inflammatory cytokines, generating a
systemic inflammatory response. Although inflammation constitutes a defense mechanism of
the body, chronic inflammation is harmful to the organism, and in the liver, it ends up
worsening the hepatic injury caused by the toxic dose of paracetamol, leading to a condition
of Acute Liver Failure (ALF). This pathology is characterized by the occurrence of jaundice,
hepatic encephalopathy, coagulopathy, and may result in multiple organ failure and death. It is
known that nutrition plays a major role in health, one of which is disease prevention through
diet. Guarana (Paullinia cupana) is a fruit native to the Amazon region described as an
important source of polyphenols, bioactive compounds studied for presenting, among other
factors, significant anti-inflammatory activity. Therefore, the objective of this study was to
investigate the effect of preventive treatment with guarana powder on inflammation in a
model of ALF induced by a toxic dose of paracetamol, through the measurement of hepatic
concentration of inflammatory cytokines. For the execution of the study, 32 male Wistar rats
were used, divided into 4 experimental groups, each containing 8 animals: control group (C),
guarana group (G), paracetamol group (P), and paracetamol + guarana group (PG). The
animals in groups G and PG received 300 mg of guarana powder/wt of body mass for 7 days
to analyze the hepatoprotective capacity. On the eighth day of the experiment, the animals in
groups P and PG received 3 g of paracetamol/wt of body mass to induce hepatotoxicity. On
the ninth day, the 32 animals were euthanized, and their blood and liver were collected. To
analyze inflammatory activity, the hepatic concentration of the pro-inflammatory cytokines
IL-1B, IL-6, IL-18, and TNF was quantified, and to analyze hepatic injury, the serum activity
of the liver enzymes alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
was quantified. Additionally, the murinometric parameters of the animals were also observed.
After conducting the experiment, it was observed that the ingestion of a toxic dose of
paracetamol induced hepatic inflammation, evidenced by an increase in the hepatic
concentration of all analyzed cytokines, as well as liver damage, confirmed by the elevated
serum activity of ALT and AST enzymes. In contrast, supplementation with guarana powder
exhibited a hepatoprotective effect, preventing the increase in hepatic concentrations of IL-13
and TNF, as well as the rise in serum activity of hepatic enzymes, without altering the
murinometric parameters of the animals. These results are possibly attributed to the total
polyphenol content present in the guarana, as well as the presence of other nutrients and
non-nutrients in the fruit.

Keywords: Paracetamol; Inflammation; Cytokines; Acute Liver Failure; Guarana; Paullinia
Cupana; Polyphenols.
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1 INTRODUCAO

A insuficiéncia hepatica aguda (IHA) ¢ uma sindrome caracterizada pela ocorréncia
de um episddio agudo de disfuncdo hepatocelular grave em um paciente sem doenca hepatica
preexistente (IONITA-RADU et al, 2020). Tal patologia ocorre mais frequentemente em
individuos jovens, sendo marcada por quadros de ictericia, coagulopatia, encefalopatia
hepatica, e, em muitos casos, progressiva faléncia multissistémica e morte, apresentando
desafios inicos na pratica clinica (MONTRIEF, T., 2019; SHINGINA et al., 2023).

No que tange a etiologia, nos paises em desenvolvimento, a principal forma de
aparecimento da IHA ¢ viral, com as infec¢des por hepatite A, B e E identificadas como as
principais causas em diversos paises. Medidas de satide publica, a exemplo da vacinacao e da
melhoria da sanitizacdo, sdo alguns dos fatores que corroboraram para a redug¢do da incidéncia
dessas infec¢cdes nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa Ocidental. Em tais
localidades, a lesdo hepatica induzida por drogas, principalmente o paracetamol, ¢ a etiologia
mais comum de [HA (MONTRIEEF, T., 2019), e representa um percentual de 46% de todos os
casos de THA nos EUA. A ingestao de dose toxica de paracetamol pode ocorrer de maneira
intencional, geralmente em tentativas de suicidio, ou ndo intencional, também conhecida
como acidente terapéutico, sendo a maioria dos casos de IHA relacionados ao paracetamol
causados por erros terapéuticos (LEE et al., 2024). E importante destacar que apesar de a dose
toxica de paracetamol apresentar maiores proporcoes como causa de IHA na atualidade, nas
décadas anteriores essa etiologia j& alcancava altos valores. No final da década de 1990, um
relatério multicéntrico do Acute Liver Failure Study Group identificou a toxicidade por
paracetamol como a causa de IHA em 20% dos casos (CHUN et al., 2009).

O paracetamol ¢ um medicamento da classe dos anti-inflamatérios ndo esteroidais.
Devido seu efeito antipirético e analgésico, além do baixo custo e facil acesso, o paracetamol
¢ muito utilizado pela populagdo, mesmo sem prescrigdo médica. Em relacdo ao seu
metabolismo, este ¢ feito pelo figado, com o medicamento apresentando alta capacidade
hepatotéxica quando ingerido em quantidades acima do recomendado (CONCEICAO et al.,
2024).

A lesdo hepatica induzida por paracetamol ocorre por consequéncia do aumento da
producao de N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI), um metabdlito téxico do paracetamol
que se acumula no figado, resultando em estresse oxidativo e posterior necrose dos
hepatocitos (MONTRIEF, T., 2019). Durante esse processo ha liberacdo de Padrdes

Moleculares Associados a Danos (DAMPs) e seu reconhecimento desencadeia uma resposta
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inflamatoria por causas estéreis (NECA, C. S. M., 2022). De maneira subsequente, o
reconhecimento dos DAMPs por células do sistema imune leva a produgdo de citocinas
pro-inflamatorias, que, por sua vez, estimulam uma resposta inflamatoria sistémica (ZINDEL,
J., 2020). Embora a inflama¢do desempenhe um papel essencial na reparacdo e regeneragao
dos tecidos, a inflamagdo cronica ndo resolvida ¢ danosa ao hospedeiro e pode resultar no
agravamento da lesdo hepatica induzida por paracetamol por intensificar a necrose dos
hepatdcitos, resultando na instauracao da IHA (DONG et al., 2019; GONG, T., 2020).

Varios compostos naturais sao estudados por suas capacidades anti-inflamatérias e
antioxidantes, podendo ser benéficos na prevencao de patologias como a IHA. Um deles sdo
os polifendis, metabdlitos secundarios das plantas, incluindo ervas, chas, frutas e vegetais, e
presentes em quase toda dieta equilibrada, especialmente onde frutas e vegetais constituem a
base da alimentagao (GASMI et al., 2022). A caracteristica anti-inflamatoria dos polifenois
estd relacionada a sua atividade antioxidante, como a remocdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), além de sua capacidade de alterar a expressdo de vdarios genes
pro-inflamatorios, como as cicloxigenases, as sintases de oOxido nitrico (NOS), multiplas
citocinas e lipoxigenases (SOBHANI, M., 2020).

Um fruto muito conhecido pelo alto teor de cafeina e que também ¢ importante fonte
de compostos fendlicos é o guarana, originario do guaranazeiro (Paullinia cupana),
pertencente a familia Sapindaceae. O pd de guarana ¢ muito popular devido a sua
versatilidade e facilidade de utilizagdo em diversos produtos, como alimentos, bebidas,
suplementos dietéticos, cosméticos e produtos farmacéuticos. Apesar de muito estudado pelo
seu conteudo de cafeina e pelos efeitos observados no sistema nervoso central, as
bioatividades do guarand de forma sistémica foram pouco exploradas, principalmente em
modelos animais, deixando aberta uma lacuna de conhecimento no que tange a esse alimento
(TEIXEIRA, C. D., 2024).

Assim sendo, o objetivo desse estudo ¢ analisar o efeito preventivo do guarana em po
sobre a inflamacao em um modelo de IHA causada por dose toxica de paracetamol em ratos,

por meio da dosagem da concentragdo hepatica de citocinas inflamatorias.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamagao
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Inflamacao (do latim inflammare, sendo a agdo ou efeito de incendiar ou queimar)
(ORONSKY, B., 2022), em termos biolédgicos, ¢ a resposta dos tecidos vascularizados as
infeccdes e aos danos teciduais sofridos, que atraem componentes do sistema imune do
individuo da circulagdo para as regides infectadas ou lesadas, com o objetivo de neutralizar e
eliminar estimulos capazes de causar ou exacerbar uma lesdo (KUMAR, V., 2018).

A inflamacdo pode ser classificada em dois tipos: aguda e cronica. A inflamagdo
aguda ¢ aquela resposta inicial e rdpida contra os danos causados aos tecidos. Ela se
desenvolve em questdo de minutos e horas e tem uma duragdo curta de, no maximo, dias.
Suas principais caracteristicas sdo a saida de liquidos e proteinas plasmaticas do interior dos
vasos para os tecidos circundantes e emigracao de leucdcitos, especialmente neutrofilos. Apds
a resolugdo do proposito de eliminar os agentes agressivos, a reacao inflamatoria diminui e a
reparacdo tecidual ¢ iniciada. Contudo, caso a resposta inicial de defesa do organismo nao
seja capaz de eliminar o estimulo originario da inflamagdo, a reagdo evolui para um tipo de
inflamacdo mais duradoura denominada inflamacdo cronica, que pode seguir de uma
inflamagdo aguda preexistente ou surgir de uma nova lesdo ou infecgdo. E uma reagdo de
maior durabilidade e est4 relacionada a maior presenca de macrofagos e linfocitos, destruigao

de tecidos, angiogénese e fibrose (Figura 1) (KUMAR, V., 2018).

Figura 1: Desenvolvimento da resposta inflamatoria e posterior reparacao tecidual.



16

g - ) Microrganismos  Tecido necrético
=
I—
w
w

L]
w ; @ < 575 7" gaa Reconhecimento
ok -c< . ., por macrdfagos,
.4:8 g *  outras células
g0 % “#*"  sentinelas dos
25 | Macréfago Célula dendritica Mastécito Itaddos
2y
o

° 001 @ @ Mediadores (aminas, citocinas)

| Recrutamento|
de leucdcitos

Vasodilatacédo,
aumento da

permeabilidade | ; —
vascular . — T

| % | 0 J
Y W
Macréfago |Microrganismos,

Citocinas,
fatores de
crescimento

Fibroblastos - <> < )
B m

Proteinas da matriz extracelular e células

Fonte: KUMAR, V., 2018.

INFLUXO DE LEUCOCITOS,
PROTEINAS PLASMATICAS
|
|
|

Apesar de a resposta inflamatoria ser uma das mais importantes maneiras de execugao
da resposta imune e constituir um mecanismo de defesa crucial contra inlmeras agressdes, em
varias situagdes ela também pode danificar o organismo, como no caso da inflamacao estéril
(FILHO, G. B., 2021). Inflamacao estéril ¢ aquela que acomete 6rgaos solidos, como o figado,
na auséncia de patogenos, e estd comumente correlacionada ao reconhecimento de contetudos
intracelulares, também conhecidos como Padroes Moleculares Associados a Danos (DAMPs).
Os DAMPs sdo fatores endogenos normalmente isolados no interior das células e, desse
modo, impedidos de serem reconhecidos pelo sistema imune em condigdes fisioldgicas
normais. Entretanto, sob condi¢des de lesdo celular, essas moléculas podem ser liberadas no
meio extracelular por células danificadas e estimular inflamacdo em condigdes estéreis

(MURAO, A., 2021).
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Como uma maneira de alertar o sistema imune sobre as lesdes teciduais e dar inicio a
uma resposta de regeneragdo tecidual, sdo liberadas citocinas durante a necrose celular
relacionada a lesoes estéreis (WOOLBRIGHT, B. L., 2017). Produzidas por células no foco
da inflamagdo ou formadas por meio de precursores circulantes inativos, as citocinas sao
moléculas que mediam os processos inflamatorios, estando envolvidas no seu inicio, evolucdo
e término. Determinadas citocinas atuam para promogao da resolugdo e inibi¢cdo da resposta
inflamatéria, sendo as citocinas anti-inflamatorias, como interleucina (IL) -10, fator de
crescimento transformador (TGF) - e IL-4. Outras citocinas favorecem a inflamagao, sendo
nomeadas citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1p, fator de necrose tumoral (TNF), IL-6 e
IL-18 (FILHO, G. B., 2021).

Em relacdo aos meios de agdo das referidas citocinas pro-inflamatorias, muitas das
caracteristicas classicas da inflamag¢ao podem ser produzidas pelos efeitos locais do TNF nas
células endoteliais, como trés dos cinco sinais cardinais: calor, rubor € edema. O TNF também
estimula a expressdo de moléculas de adesdo celular (CAMs) e selectinas, que, juntamente
com a vasodilata¢do, permitem o recrutamento de diferentes populagdes de leucdcitos para
atuarem na inflamacio (BRADLEY, J. R, 2007; ZELOVA, 2013). Ja a IL-1p é responsavel
pela inducdo da febre, facilitando as fungdes dos linfocitos, que em mamiferos sdo mais
pronunciados em temperaturas superiores a 37°C, amplificar a proliferagdo de linfocitos Be T
a antigenos/mitdgenos, estimular a neutrofilia e proteinas de fase aguda, induzir a producao de
enzimas proteoliticas e prostaglandinas por fibroblastos, condrocitos e outras células,
aumentar a expressdo e producdo de quimiocinas (IL-8, Proteina quimioatraente de
monocitos-1) e citocinas inflamatorias (TNF, IL-6, a propria IL-1), e induzir a producao de
EROs e oxido nitrico (NO) (BORASCHI, D., 2022). A IL-6 atua sobre células endoteliais
induzindo a ativagdo do Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricao (STAT) 3, a expressao
de quimiocinas ¢ o aumento da Molécula de Adesdo Intercelular-1 (ICAM-1), contribuindo
para a inflamagao local ao também ativar o recrutamento de leucdcitos (HIRANO, T., 2021).
Por fim, a IL-18 promove respostas de Interferon (IFN) y, além de aumentar a expressao da
Molécula 1 de Adesdo Vascular Celular (VCAM-1), uma CAM que também permite o
extravasamento de células imunolédgicas (KEVEL, P. A. 2014; SOMM, E., 2022).

2.2 O papel da inflamac¢ao na insuficiéncia hepatica aguda

Situado no hipocondrio direito, o figado ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, atuando no

armazenamento e degradacdo de substancias, produ¢do de hormonios, sintese e secrecdo de
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sais biliares, regulacdo do metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, além de se
envolver nas respostas imunes (RUSSO, A. J. F., 2018).

O termo insuficiéncia hepatica aguda se refere a uma sindrome observada de lesdo aos
hepatocitos, células efetoras do figado. A THA ¢ impremeditada e possui um inicio rapido, se
diferenciando da cirrose descompensada ou da insuficiéncia hepatica cronica por nao haver
uma doenga preexistente no figado, afetando individuos inicialmente saudaveis, com um
desfecho muitas das vezes fatal (STRAVITZ, R. T., 2019).

Etiologias de IHA englobam hepatite viral, lesdo hepatica induzida por drogas,
faléncia hepatica induzida pela gravidez e hepatite autoimune, mas hd também um grande
nimero de casos por causas indeterminadas (ARSHAD, M. A., 2020).

Apesar de possuir varias causas, a IHA se caracteriza por quadros clinicos
consideravelmente semelhantes, que envolvem o prolongamento do tempo de protrombina,
encefalopatia hepdatica, ictericia, instabilidade cardiovascular, susceptibilidade a infecgdo,
lesdo renal aguda e presenca de edema cerebral (STRAVITZ, R. T., 2019).

Dentre os marcadores de lesdo no figado, a atividade sérica das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sdo os mais comumente usados
na pratica clinica. Essas enzimas sdo encontradas nas células hepdticas e liberadas no sangue
em consequéncia de lesdo e subsequente rompimento da membrana plasmatica do hepatocito.
Além do figado, a AST esta presente em outros 6rgaos, como rins e pancreas; ja a ALT esta
presente em grandes concentragdes nos hepatdcitos € muito baixa em outros Orgaos,
ofertando, desta maneira, uma maior especificidade para sinalizar injuria hepatica,
especialmente quando se eleva conjuntamente a AST (MCGILL, M. R., 2016).

A causa mais frequentemente observada de IHA ¢ a toxicidade induzida por excesso
de paracetamol (STRAVITZ, R. T., 2019). O paracetamol (N-acetil-para-aminofenol) ¢ um
medicamento utilizado para aliviar a dor e combater a febre, sendo amplamente utilizado pela
populacdo e vendido sem receita médica. Tal analgésico € considerado seguro e eficiente em
sua dose terapéutica padrao, que para adultos corresponde a uma ingestao de 1000 mg a cada
4 horas, conforme necessario, até¢ uma dose diaria maxima de 4 g, mas quando consumido em
quantidades além das recomendadas, pode ocasionar hepatotoxicidade com evolugdo para a
[HA (OHASHI, N. 2020). Na intoxicagdo por paracetamol, ¢ formado um metabolito
intensamente reativo, 0 NAPQI, que se acumula no figado. Esse subproduto ¢ especialmente
toxico para as mitocondrias, desacoplando as reacdes oxidativas que ocorrem na cadeia
respiratdria, resultando em estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial. O distirbio dessas

organelas, acompanhado da fragmentacdo nuclear relacionada, resulta em um processo de
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necrose dos hepatocitos. Apds a necrose, ha liberacdo de DAMPs, e o reconhecimento dessas
moléculas estimula a resposta inflamatoria por causas estéreis (NECA, C. S. M, 2022).

As primeiras células que operam no processo inflamatorio hepatico induzido pelo
consumo toxico de paracetamol sdo as células de Kupffer (KCs), que compdem uma
populacdo de macréfagos residentes no figado. A liberagdo de DAMPs ativa as KCs, que
expressam receptores do tipo Toll-like (TLRs), que sdo moléculas de reconhecimento de
padrdes, em suas membranas. A ativacdo das KCs resulta na producdo de citocinas e
quimiocinas, além ativacdo da via do fator nuclear kappa B (NF-kB), que promove a
regulagdo positiva de diversos mediadores pro-inflamatorios. As altas concentragdes de
citocinas e quimiocinas liberadas por KCs no sangue promovem o recrutamento de varias
células imunes inatas para o figado, como neutréfilos e monocitos, além de estimular outros
macrofagos residentes (WOOLBRIGHT, B. L., 2017).

Além de produzirem citocinas e quimiocinas, as KCs produzem EROs por meio da
enzima NADPH oxidase (NOX) 2. Apds estimulo, as KCs induzem um desequilibrio
oxidativo vascular, resultando em morte celular dos hepatodcitos através da ativacao do
sistema do complemento. Desse modo, as KCs inicialmente ativadas pela necrose dos
hepatocitos, aumentam o processo de necrose nas demais células hepaticas (WOOLBRIGHT,
B. L., 2017).

No que tange aos neutréfilos recrutados, sua chegada no figado ocorre no intervalo de
3 a 9 horas seguintes do inicio da toxicidade, e seu recrutamento em grandes quantidades
também pode ocasionar estresse oxidativo suficiente para lesionar os hepatdcitos, mediante
liberagdo de produtos secretdrios e de varias espécies citotéxicas (WOOLBRIGHT, B. L.,
2017).

Os macrofagos derivados de monocitos (MoMF) sdo uma populagdo celular também
atuante na resposta inflamatoria no figado. No momento da lesdo hepatica, monocitos
presentes na corrente sanguinea sdo recrutados para o figado, onde se convertem em
macrofagos. Os macrofagos M1 geralmente intensificam a inflamagdo, liberam citocinas
pro-inflamatorias, e, em algumas situagdes, contribuem para a morte celular. De maneira
alternativa, os macrofagos M2 contribuem para a resolucdo da inflamagao, secretando grandes
quantidades de citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10 (WOOLBRIGHT, B. L., 2017).

Sendo assim, a toxicidade inicial causada pelo consumo excessivo de paracetamol leva
a necrose dos hepatdcitos, havendo liberagdo de DAMPs, que sao reconhecidos por células do

sistema imune, resultando numa resposta inflamatéria estéril, e havendo produgao de citocinas
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inflamatorias que agravam a lesdo hepatica induzida por paracetamol por intensificar a

necrose dos hepatdcitos, e resultando na instauracao da IHA (STRAVITZ, R. T., 2019).

2.3 O efeito anti-inflamatorio dos polifendis

Os compostos fenolicos, também conhecidos como polifendis, compdem um dos
grupos de metabolitos secundarios mais amplos e onipresentes no reino vegetal. Possuem
capacidades bioativas, como a competéncia para modular o estresse oxidativo e inflamatorio,
alterar a digestdo de macronutrientes e realizar efeitos semelhantes aos prebidticos na
microbiota intestinal (BERTELLI. A., 2021). Além de estarem presentes em uma ampla gama
de produtos vegetais, possuem baixa toxicidade e uma especificidade de resposta. No entanto,
sdo metabolizados rapidamente e apresentam, consequentemente, uma baixa
biodisponibilidade (RASOULI, H., 2017). Tais compostos sdo absorvidos no trato
gastrointestinal e metabolizados apds a absorcao intestinal antes de serem distribuidos pela
circulacdo sanguinea para diferentes 6rgaos e tecidos para efetuarem suas multiplas agdes
(ZHANG. H., 2016).

Existem diversas maneiras de classificar os polifendis, sendo uma delas a subdivisao
entre as classes flavonoides e ndo flavonoides (Figura 2). Os flavonoides constituem o maior
grupo de polifenois, e a diversidade estrutural de suas moléculas ¢ resultado de variagdes no
padrdo de hidroxilagdo e no estado de oxidacdo do anel piranico central, sucedendo em uma
diversidade de compostos: antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavanois, flavonois,

flavanonas e isoflavonas (BERTELLI. A., 2021).

Figura 2: Classificag¢do dos polifenois.
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No que tange a organizagdo quimica, os compostos fendlicos possuem um anel
aromatico com um grupo hidroxila, enquanto os polifen6is podem ter um ou mais anéis
aromaticos ligados a um ou mais grupo hidroxila (Figura 3). As capacidades antioxidantes e
anti-inflamatorias, além de outras fungdes bioldgicas dos polifenois, foram profusamente
atribuidas as estruturas quimicas particulares. A presenca de anéis aromaticos com multiplos
grupos hidroxila fazem desses compostos bons doadores de elétrons ou a&tomos de hidrogénio,

com capacidade de neutralizar espécies reativas (ZHANG. H., 2016).

Figura 3: Estrutura quimica dos flavonoéides.
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Na dieta, os polifendis estdo presentes em alimentos de origem vegetal como frutas,
sementes, nozes ¢ hortalicas, e em bebidas como cha, vinho e cerveja. Eles sdo relativamente
responsaveis pelas qualidades sensoriais e nutricionais dos alimentos vegetais, como odor, cor
e adstringéncia, dependendo das concentragdes (BERTELLI. A., 2021). Na maioria das vezes
esses alimentos possuem uma mistura de polifendis, e diversos aspectos podem afetar as
concentragdes desses compostos, englobando fatores ambientais, como exposi¢ao ao sol e a
chuva, e fatores bioquimicos, como o tipo de armazenamento, o método de preparo € o grau
de maturagcdo (RASOULI, H., 2017).

Como supracitado, a literatura cientifica mostra que os polifendis apresentam
importante capacidade anti-inflamatéria, que ocorre por diferentes mecanismos. Um deles € a
atividade antioxidante. A maior produgdao de EROs esta correlacionada ao estresse oxidativo,
podendo ocasionar lesdao tecidual, que pode dar inicio a resposta inflamatéria. Os polifendis
atuam como antioxidantes e, consequentemente, como anti-inflamatorios, pois sdo capazes de
eliminar EROs, inibir a atividade de enzimas responsaveis pela geracdo dessas espécies e
quelar ions metalicos, resultando na diminuicdo de substancias extremamente oxidantes
(YAHFOUFI, N., 2018).

Alguns polifendis também sdo capazes de inibir as enzimas geradoras de eicosanoides,
englobando a ciclo-oxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX). Tal inibicao resulta na queda
das concentragdes de acido araquidonico, leucotrienos e prostanoides, indutores de resposta
inflamatéria por promogdao de vasodilatagdo e aumento da permeabilidade tecidual
(MAGRONE. T., 2020).

Os polifendis também sdo capazes de reduzir a resposta inflamatdria por meio da
inibicdo da via do fator de transcricdo NFxB, um complexo proteico que desempenha um
papel central nas respostas inflamatodrias por meio da indugdo da transcrigao de diversos genes
que codificam citocinas pro-inflamatorias, como por exemplo, o TNF (YAHFOUFI, N.,
2018).

Apesar do papel central do NF-kB na expressao de genes relacionados a inflamagao,
esse fator de transcrigdo necessita da assisténcia de outros fatores proteicos especificos, dentre
0s quais, as quinases de proteinas ativadas por mitdogeno (MAPK). As MAPKs sdo uma
familia de quinases que regulam importantes processos celulares, incluindo a sintese de
mediadores inflamatoérios, e suas atividades podem ser moduladas pelos compostos fendlicos,

que interferem, dessa maneira, na resposta inflamatéria (MAGRONE. T., 2020).
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Desse modo, os polifendis sdo de suma importdncia para o organismo, realizando
diversas agdes metabolicas, a exemplo das anti-inflamatdrias e atuando na prevengao e/ou

tratamento das doengas cronicas nao transmissiveis.

2.4 Guarana

Paullinia  cupana, da familia Sapindaceae, popularmente conhecida como
guaranazeiro, ¢ uma espécie nativa da regido amazonica utilizada por séculos pelas
comunidades indigenas da regido por suas propriedades estimulantes ¢ medicinais (TORRES,
E. A.F. S, 2022).

O guaranazeiro ¢ um arbusto trepador, lenhoso, tropical de baixa altitude, adaptado a
um clima quente e iimido. Seu caule principal possui sulcos profundos, com casca muito
escura e corpo lenhoso simples. Apresenta folhas compridas e largas e flores pequenas. Os
frutos sdo capsulas elipsoidais ou esféricas, que sdo vermelhas quando maduras e possuem
uma ou duas sementes ovais brilhantes, marrom-pirpura ou marrom-preta (Figura 4)

(MARQUES, L. L. M., 2019).

Figura 4: Arbustos de Paullinia cupana com frutos maduros.

Fonte: EMBRAPA, 2016.

O guarand ¢ cultivado em pequenas e grandes fazendas, e sua colheita se da
manualmente na estacdo seca. Depois de colhidos, os frutos sdo embalados em sacos e

armazenados em local ventilado por um periodo de dois a trés dias, para o processo de
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fermentagdo leve. A fermentagdo dos frutos facilita o despolpamento, que pode ser praticado
manualmente ou por despolpadores. Apds essa etapa, as sementes sdo lavadas e secas em
tachos ou ao sol. Depois de secos e torrados, os graos sdo guardados em sacas de fibra de juta
e passam cerca de 2 a 4 meses defumando para conceder um sabor singular (AMAZONAS,
2021). O guarana pode ser comercializado de diferentes formas: torrado, em bastdo, em p6 ou

transformado em xaropes e esséncias (Figura 5) (CAMPOS, A. F., 2018).

Figura 5: Formas comerciais do guarana.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Quimicamente, as sementes de guarand contém mais cafeina do que qualquer outra
planta no mundo, com niveis proximos a 5%. Além disso, sdo ricas em outros compostos,
como polifendis (catequina, epicatequina, taninos), metilxantinas (teobromina, teofilina, além
da cafeina), saponinas, amido, proteinas, polissacarideos, pigmentos, dcidos graxos, vitaminas
(tiamina, colina, vitamina A) e minerais (fésforo, potassio, ferro, magnésio, calcio) (HACK,
B.,2023; TORRES, E. A. F. S., 2022).

Em relacdao a composi¢ao nutricional do guarana, de acordo com a Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (TBCA), 100 g do alimento ofertam 377 calorias, 71,6 gramas de
carboidrato, 16,5 gramas de proteina, 2,76 gramas de lipidios, 1,03 gramas de cinzas e 8,17
gramas de umidade (TBCA, 2024). No que tange a sua composi¢ao de polifendis, em andlise
realizada por nosso grupo de pesquisa, o guarand apresenta uma concentracdo de polifendis
totais de 4459,41 + 88,23 mg de equivalente de acido galico (EAG) por 100 gramas de
amostra (Dados ndo publicados).

Dentre os efeitos colaterais decorrentes da ingestdo do guarand, especialmente em
virtude da alta concentracdo de cafeina, encontram-se: insOnia, nervosismo, ansiedade,

palpitagdo, naduseas, vomitos, cefaléia e espasmos abdominais (MIRANDA, M. V., 2010).



25

Relativamente a sua funcionalidade, além de ser amplamente utilizado na industria
alimenticia para a producdo de refrigerantes e bebidas alcodlicas e pela indastria de
cosméticos em produtos para pele e cabelos, o guarand vem sendo cada vez mais utilizado

pela industria farmacéutica (MARQUES, L. L. M., 2019).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Averiguar o efeito do tratamento preventivo com guarand (Paullinia cupana) em po na

inflamacao hepatica causada pelo consumo de dose toxica de paracetamol por ratos.

3.2 Objetivos especificos

- Efetuar a quantificacao de polifenois totais do guarana em p¢ utilizado;
- Em ratos que receberam uma dose toxica de paracetamol, analisar:

1. Pardmetros murinométricos;

2. Fungao hepatica,;

3. Perfil de citocinas inflamatdrias no figado.

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do guarana em po

Para realizagdo deste trabalho foi utilizado o guarana em p¢ originario da Associagao
de Agricultores Familiares da Comunidade Ribeirinha e Tradicional de Jatuarana, localizada
em Manaus, no estado do Amazonas, vinculada a Embrapa Amazonia Ocidental, uma das
unidades descentralizadas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).
ApoOs aquisi¢do, foram feitas aliquotas do guarana, que foram armazenadas em embalagens
escuras e acondicionadas sob refrigeracdo. Visando acatar a Lei n® 13.123/2015, o guarand em
p6 manipulado foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), com cadastro de n® AB4ACC4 (Anexo 1).
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4.2 Quantificacdo de polifendis totais

4.2.1 Preparo do extrato aquoso

Inicialmente, foi realizada a pesagem de 100 mg de guarand em po, no qual foram
adicionadas 10 ml de 4gua deionizada. Para uma melhor homogeneizacdo, essa mistura foi
submetida a agitacdo magnética durante 30 minutos. Logo ap0s, a solugao foi centrifugada em
rotagdo de 10.015 g no decorrer de 15 minutos. Em seguida, a preparagao teve o sobrenadante
coletado e vertido em um baldo volumétrico de 10 mL, com utilizagdo de uma pipeta. Apds
esse processo, o volume do baldao foi completado em 10 ml, resultando em um extrato aquoso
com concentra¢do de 10 mg/mL, que foi, por fim, homogeneizado e aliquotado em frascos de

cor ambar, conservados a -20 °C (Figura 6) (EMBRAPA, 2007).

Figura 6: Fluxograma representando as etapas para obten¢do do extrato aquoso.
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Fonte: PEDRO, C. C., 2024.

4.2.2 Quantificagdo de polifenois totais no extrato aquoso de guarana

A quantificagdo de polifendis totais presentes no extrato aquoso do guarand em po6 foi
realizada empregando o método colorimétrico de Folin Ciocalteau, sendo este um reagente

originario da combinagdo entre os acidos fosfotungstico e fosfomolibdico, e cuja coloragdo ¢é
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esverdeada (OBANDA; OWUOR, 1997). O método se baseia na premissa de que, em um
meio basico, haverd transferéncia de elétrons dos compostos fendlicos para os acidos
presentes, sendo essa uma reagdo de oxidacdo, resultando em o6xidos de cor azul, que
absorvem cor no comprimento de onda de 750 nm.

Para a quantificagdo de polifendis totais no extrato aquoso de guarand obtido, as
analises foram realizadas em triplicatas. Inicialmente, foi adicionado 450 pL de agua
destilada, 50 puL do extrato aquoso de guarana em p6 de concentragdao de 10 mg/mL e 50 pL
do reagente Folin Ciocalteau (SigmaAldrich, Darmstadt, Alemanha) em tubos tipo eppendorf.
O preparo da curva padrao foi feito utilizando o acido galico (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemanha) em concentragdes distintas: 50 pg/mL, 100 ug/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400
pg/mL, 500 pg/mL e 600 pg/mL. As solucdes foram agitadas em vortex e mantidas em
repouso nos 5 minutos subsequentes em ambiente escuro. Posteriormente, foram incorporados
500 pL de carbonato de sédio 7% (Na,COs) e 200 puL de agua destilada, e as solugdes foram
mantidas em repouso durante 90 minutos em local escuro. Em seguida, pipetou-se 200 uL de
cada eppendorf para uma microplaca e a leitura foi realizada a 765 nm no leitor de placas
EpochTM Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT). A equagdo da reta
resultante foi y = 0,0023x + 0,011, como o R? = 0,998, e o teor de polifendis totais foi

expresso em mg de EAG/g de amostra (Figura 7).

Figura 7: Curva padrdao empregando 4cido galico realizada para a quantificacdo de polifenois

totais no extrato aquoso do guarand em po.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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4.3 Animais e condi¢des experimentais

O conjunto de todos os experimentos deste trabalho passou pela aprovacdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP), com o protocolo de numero 3488300122.

Para realizacdo dos procedimentos foram utilizados 32 ratos albinos machos, da
espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar e pesos variando entre 180 e 200 g. Durante todo
o estudo, aos ratos foram ofertadas ragdo para roedores Nuvilab® (Quimtia, Colombo, Brasil)
e agua ad libitum. Antes de dar inicio aos procedimentos, os 32 ratos foram igualmente
divididos em 4 grupos compostos por 8 animais, sendo os quais: grupo controle (C), grupo

guarand (G), grupo paracetamol (P) e grupo paracetamol + guarané (PG) (Figura 8).

Figura 8: Divisao dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

No delineamento dos experimentos, durante 7 dias, os animais dos grupos G e PG
receberam uma dose de 300 mg de guarana/Kg de peso, diluida em dgua filtrada, com volume
final de 1 mL (KOBER et al., 2016) e administrada via gavagem orogastrica (Figura 9). A
solucdo ofertada foi preparada diariamente e levada a um agitador magnético (Mod. 257;
FANEM®, Sao Paulo, Brasil) para melhor homogeneiza¢ao. Visando submeter os animais as
mesmas condi¢des, os animais dos grupos C e P também receberam 1 mL de agua filtrada via

gavagem orogastrica, contudo, sem adi¢do do guarana.
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Na segunda semana do experimento, realizada no 8° dia, os grupos P e PG ingeriram
uma dose de 3 g de paracetamol/Kg de peso diluida em d4gua para indugdo da
hepatotoxicidade (BARROS et al., 2017; SINAGA et al., 2021; KAUR et al., 2021), e os
grupos C e G receberam 1 mL de agua filtrada, todos via gavagem orogéastrica. No decorrer
do experimento, todos os procedimentos de gavagem foram realizados no mesmo horario e os
animais foram submetidos a 1 hora de jejum antes e depois do procedimento, visando uma
melhor absor¢ao do medicamento. Os animais foram mantidos em temperaturas de 24+2 °C e

controle do ciclo claro/escuro de 12 horas cada.

Figura 9: Delineamento experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Depois de transcorridas 24 horas da ingestdo de paracetamol ou agua filtrada, os 32
animais foram eutanasiados por meio de inalacdo ao vapor do anestésico isoflurano a 6%
(BioChimico®, Rio de Janeiro, Brasil), seguida de decapitacdo com utilizagdo de guilhotina
(Mod: EB 271; Insight, Sao Paulo, Brasil) (BARROS et al., 2017; SINAGA et al., 2021;
KAUR et al., 2021). No momento da eutanasia, o sangue dos ratos foi coletado para posterior
obten¢do do soro por meio de centrifugagao a 2000 g por 15 minutos. Os animais também
tiveram o figado coletado, e foram feitas aliquotas de todas as amostras, que foram

identificadas e armazenadas em temperatura de -80°C para subsequentes estudos.
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4.4 Parametros murinométricos

4.4.1 Avaliacdo do consumo alimentar

Para avaliagdo do consumo alimentar dos ratos foi analisada a ingestdao alimentar
diaria, o Coeficiente de Ganho de Peso por Consumo Calorico (CGPCC) e o coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA). Durante todo o processo, para mensurar a ingestdo alimentar
diaria dos animais, foi realizada a pesagem da dieta ofertada, além da sobra da mesma no dia
posterior, com subsequente subtragdo entre os dois valores. O CEA foi calculado por meio da
razado entre o ganho de peso e a quantidade de alimento ingerido, utilizando a seguinte
formula: CEA = (Peso final (g) - Peso inicial (g)) / Quantidade total de racdo ingerida no
periodo experimental. J4 o CGPCC foi obtido relacionando-se o ganho de peso dos animais

pela quantidade de calorias ingeridas (NERY ez al., 2011).

4.4.2 Analise da composicao corporal

A massa corporal dos animais foi aferida diariamente durante todo o experimento,
assim como o comprimento naso-anal (CNA) para posterior calculo do Indice de Lee, obtido
através da razdo entre a raiz ctbica do peso corporal e 0 CNA (¥Peso (g) / CNA (cm)) (NERY
etal.,2011; LEE, 1929).

4.5 Avaliacdo da funcdo hepatica

A determinagao da atividade sérica das enzimas AST e ALT foi realizada no intuito de
avaliar a funcdo do figado dos animais. A atividade sérica da enzima AST foi avaliada
utilizando-se o kit comercial AST/GOT Liquiform (Labtest Diagnostica S.A.®, Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil). Ja a atividade sérica da enzima ALT foi avaliada a partir do kit
comercial ALT/GPT Liquiform (Labtest Diagnostica S.A.®, Lagoa Santa, Minas Gerais,

Brasil), sendo todas as analises realizadas seguindo as instrugdes técnicas do fabricante.

4.6 Concentragdo hepatica de citocinas inflamatorias

Para mensurar a concentragdo de citocinas inflamatorias no tecido hepatico foi

efetuada a quantificagdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-18 ¢ TNF.
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4.6.1 Preparo do tecido hepéatico

Objetivando averiguar a concentragdo de mediadores inflamatorios, a preparagdo do
tecido hepatico ocorreu utilizando Phosphate-buffered saline (PBS) a 1 mM com inibidor de
protease 1x (Termo Fischer Scientific, Carlsbad, CA) (CHAZOTTE, 2012). Para preparacao
do PBS, foram adicionados em um béquer vazio, que se encontrava sobre o agitador
magnético, 8 g de cloreto de sddio (NaCl) (Alphatec ®, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil), 0,2 g de cloreto de potassio (KCI) (Cinética Quimica, Monterrey, Nuevo Leon,
Meéxico), 1,44 g de fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) (AMRESCO ®, Radnor, Pensilvania,
EUA), 0,24 g de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque
de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) ¢ 800 mL de agua destilada. Em seguida, o agitador
magnético foi ligado e se aguardou até que todos os sais se solubilizassem. Para ajuste do pH
da solugdo, foi inserido, com o agitador magnético ainda em funcionamento, o eletrodo do
pHmetro e, com auxilio do conta gotas, o pH foi ajustado a 7,4 por meio da adigdo de acido
cloridrico (HCI). Logo apo6s, visando acertar o volume da solugdo até completar 1 L,
transferiu-se a solu¢do para uma proveta, com posterior adicdo de adgua destilada. Por fim, a
solugdo foi dispensada em aliquotas, que foram esterilizadas em autoclave durante 20 minutos
a 15 psi (1,05 Kg/cm?) e armazenadas em temperatura ambiente (ARAUJO, L. A., 2015).

Para homogeneizagao do tecido propriamente dita, foram utilizados 990 uL de PBS +
10 uL de inibidor de protease a cada 0,1 g de tecido hepatico. Nesse processo, foi utilizado o
equipamento Polytron, e, para evitar desnaturag¢do proteica, o tecido hepatico foi submetido a
sua acdo por 3 vezes com duracdao de 30 segundos, permanecendo no gelo durante intervalos
de 1 minuto entre cada sessdo. Apos a homogeneizagao, o material foi levado a centrifuga a 4
°C por 10 minutos a 2000 g, e seu sobrenadante, coletado e congelado em freezer a -80 °C

(ARAUJO, L. A., 2015).

4.6.2 Interleucina-1§

Para mensuracdo da concentrag¢do da IL-1fB no figado dos animais foi operado o kit de
Elisa para IL-1p de ratos (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) (#RABO277-1KT), de

acordo com as instrucoes técnicas do fabricante.

4.6.3 Interleucina-6
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Para determinacdo da concentracdo da IL-6 no figado dos animais foi operado o kit de
Elisa para IL-6 de ratos (Termo Fischer Scientific, Carlsbad, CA) (#ERA32RB), de acordo

com as instrucdes técnicas do fabricante.

4.6.4 Interleucina-18

Para afericdo da concentracdo da IL-18 no tecido hepatico, foi utilizado o kit de
ELISA para IL-18 de roedores (Thermo Fischer Scientific, Carlsbad, CA) (#KRC2341),

conforme as orientacdes técnicas do fabricante.

4.6.5 Fator de necrose tumoral

Para mensuracdo da concentracdo do TNF foi empregado o kit de Elisa para TNF de
ratos (Termo Fischer Scientific, Carlsbad, CA) (#ERAS57RB), sendo todos os procedimentos

efetuados seguindo as instrugdes técnicas do fabricante.

4.7 Anaélise estatistica

A avaliacdao dos resultados encontrados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism® versao 8.0 para Windows. Em um primeiro momento, os dados foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste ANOVA two-way e, por fim, pelo
pos-teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas para p<0,05 foram consideradas

significantes, e os valores foram expressos como média &+ desvio padrao.

5 RESULTADOS

5.1 Quantificagdo de polifenois totais

Na Tabela 1 estd exposto o resultado encontrado na analise da quantidade de polifendis
totais do guarana em pd, sendo esse resultado igual a 4134,74 + 50,62 mg EAG em 100 g de

guarana em po.
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Tabela 1: Quantidade de polifendis totais presente no guarand em pé analisado.

Componente Polifenois totais

Guarana em po 4134,74 + 50,62 mg EAG/100 g de guarana

Legenda: EAG, Equivalentes de Acido Galico. Dados expressos em média + desvio padrdo. Fonte: Elaborado

pela autora, 2024.

5.2 Parametros murinométricos

5.2.1 Avalia¢do do consumo alimentar

Na figura 10 estdo representados os resultados encontrados na anélise do consumo
alimentar dos animais. Apos calculo da ingestdo alimentar média ao longo de todo o periodo
experimental, foi possivel observar que houve efeito do tratamento preventivo (p=0.02) e da
intoxicacdo (p=0.03), contudo, o pos-teste de Bonferroni ndo demonstrou a diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 10A). Para os parametros de CGPCC
(Figura 10B) e CEA (Figura 10C) ndo foram observadas diferencas significativas entre os

grupos experimentais.

Figura 10: Efeito do tratamento preventivo com guarana em pod ofertado durante 7 dias na
hepatotoxicidade induzida por paracetamol sobre os parametros do consumo alimentar de

ratos Wistar.
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5.2.2 Anélise da composi¢ao corporal

Na figura 11 estdo representados os resultados encontrados na analise dos pardmetros
biométricos dos animais. Como indicado na figura 11A, o peso inicial dos animais de todos os
grupos experimentais foi semelhante. O ganho de massa corporal (Figura 11B) apresentou
diferengas significativas na intoxicacdo (p= 0,04), mas ndo significativas nos outros
parametros, assim como o Indice de Lee (Figura 11C), que também néo apresentou diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos experimentais.

Figura 11: Efeito do tratamento preventivo com guarand em p6 ofertado durante 7 dias na

hepatotoxicidade induzida por paracetamol sobre os pardmetros biométricos de ratos Wistar.
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5.3 Fungao hepatica

Na figura 12 estdo representados os resultados encontrados na andlise da fungao
hepatica dos ratos. A atividade sérica da enzima hepatica ALT (Figura 12A) apresentou
resultados estatisticamente significativos no tratamento preventivo (p< 0,0001), na
intoxicacdo (p< 0,0001) e na interacdo entre eles (p< 0,0001). No que se refere a intoxicacao
por paracetamol, foi encontrado um aumento de ~2,59 vezes na atividade sérica da enzima
nos animais do grupo P em relacdo aos animais dos grupos C (p< 0,0001). Ja o tratamento
preventivo com o guarand em po foi capaz de prevenir esse aumento em ~2,04 vezes nos
animais do grupo PG, quando comparado ao grupo P (p< 0,001) (Figura 11A).

Para a atividade sérica da enzima hepatica AST (Figura 12B) também foram
encontrados resultados estatisticamente significativos no tratamento preventivo (p= 0,0012),
na intoxicacdo (p< 0,0001) e na interagdo entre eles (p= 0,0019). Em relagdo a intoxicagao,
foi encontrado um aumento de ~2,09 vezes nos animais do grupo P em relagdo aos animais
dos grupos C (p< 0,0001). J& o tratamento preventivo com guarana em po foi capaz de
prevenir o aumento da atividade sérica da enzima AST em ~1,69 vezes nos animais do grupo

PG quando comparado ao grupo P (p< 0,0012).

Figura 12: Efeito do tratamento preventivo com guarana em poé ofertado durante 7 dias na
hepatotoxicidade induzida por paracetamol sobre a atividade sérica das enzimas alanina

aminotransferase e aspartato aminotransferase.
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5.4 Concentragao hepatica de citocinas inflamatoérias

Na figura 13 estdo representados os resultados encontrados na analise da concentragao
hepatica de citocinas inflamatorias nos ratos estudados. A concentracdo hepatica da IL-1f
(Figura 13A) apresentou resultados estatisticamente significativos na intoxicacao (p<0,0001),
no tratamento preventivo (p<0,0001) e na interagdo (p<0,0001). Em relacao a intoxicacao, foi
encontrado um aumento de ~2,6 vezes da concentracdo desse mediador no figado dos animais
do grupo P quando comparados aos animais do grupo C e de ~1,49 vezes dos animais do
grupo PG quando comparados aos animais do grupo G (p<0,0001). No que diz respeito ao
tratamento preventivo, a ingestdo de guarand em po preveniu o aumento da IL-1p em ~1,7
vezes no grupo PG quando comparado ao grupo P (p<0,0001).

A concentragdo hepatica da IL-6 (Figura 13B) apresentou resultados estatisticamente

significativos na intoxicacao (p<0,001), havendo sido encontrado um aumento de ~2,1 vezes
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da concentragdo dessa citocina no figado dos animais do grupo P quando comparados aos
animais do grupo C, e de ~2,04 vezes nos animais do grupo PG quando comparado ao grupo
G (p<0,001).

A concentracdo hepatica da IL-18 (Figura 13C) apresentou resultados estatisticamente
significativos na intoxicagdo (p<0,0158). Foi observada uma diminui¢do de ~1,85 vezes da
concentragdo desse mediador no figado dos animais do grupo PG quando comparado ao grupo
G (p=0,0825).

A concentracao hepatica do TNF (Figura 13D) apresentou resultados estatisticamente
significativos na intoxica¢do (p<0,001) e na interagcdo (p<0,001). Em relagdo a intoxicagdo,
houve um aumento de ~2,06 vezes da concentragdo dessa citocina no figado dos animais do
grupo P em relagdo aos animais do grupo C (p<0,001) e de ~1,34 vezes nos animais do grupo
PG quando comparados ao grupo G (p<0,001). Ademais, o tratamento preventivo com
guarand em poé foi capaz de prevenir o aumento da concentragdo hepatica de TNF em ~1,26

vezes no grupo PG quando comparado ao grupo P (p=016).

Figura 13: Efeito do tratamento preventivo com guarand em p6 ofertado durante 7 dias na
hepatotoxicidade induzida por paracetamol sobre a concentracdo hepatica das citocinas

inflamatorias IL-1p, IL-6, IL-18 e TNF.
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6 DISCUSSAO

Esse estudo teve como objetivo analisar o efeito preventivo do guarana em p6 sobre a
inflama¢ao em um modelo de IHA induzida por dose toxica de paracetamol, por meio da
dosagem da concentragdo hepdtica de citocinas inflamatorias. Para isso, foram utilizados
ratos, os quais foram divididos em grupos experimentais buscando conhecer o efeito
inflamatorio da dose toxica de paracetamol no figado e o possivel efeito hepatoprotetor do uso
diario do guarana em po6. Apds converter a dose de guarana administrada aos animais para
humanos, o valor encontrado indicaria uma suplementacdo de 48,6 mg/Kg. Desse modo,
tomando como exemplo um individuo adulto de 70 Kg, a suplementacdo de guarand em po
seria de aproximadamente 3,5 g, o que, em medida caseira, corresponderia a uma colher de
cha cheia por dia (REAGAN-SHAW et al., 2007).

O guarand foi escolhido para realizagdo deste estudo pois buscas em sites nao
cientificos, mas de amplo conhecimento pela populacdo, mostram que ele ¢ amplamente
utilizado em shots matinais. Algumas caracteristicas facilitam seu uso, como facilidade de
compra, facil diluicdo em agua, auséncia de sabor e de cheiro. Além disso, o guarand ¢
descrito como fonte de polifenois, tendo sido encontrado na analise quantitativa deste estudo
um valor de 4134,74 + 50,62 mg EAG em 100 g de guarana em pd, que, segundo a literatura,
o classifica como médio teor de polifenois totais (VASCO et al., 2008), sendo comparavel
com outros frutos amazonicos, como a jabuticaba, o agai e o puca-preto (RUFINO et al.,
2010). A literatura ja descreve os principais polifendis presentes no guarand, sendo as classes
catequina, epicatequina e procianidinas (B1, B2 e B3) as mais encontradas (TEIXEIRA, C.
D., 2024), cabendo ressaltar que a catequina ¢ o principal polifenol presente no cha verde, um
alimento muito estudado (LUO et al., 2020; XING et al., 2019).

Ja ¢ conhecido na literatura que polifenois possuem efeito hepatoprotetor (CUI et al.,
2014; GAO et al., 2022; WANG et al., 2016). Como observado no presente trabalho, o
excesso de paracetamol causou aumento da atividade sérica das enzimas ALT e AST,
indicando que houve lesdo no figado dos animais, assim como mostrado por outros ensaios
(AKTHER et al., 2013; COELHO et al., 2022; ELKOMY et al., 2016). No que tange ao
referido efeito hepatoprotetor dos polifenodis, nossa analise mostrou resultados semelhantes
aos estudos preexistentes, e, de maneira positiva, foi encontrado um resultado benéfico no
figado dos animais que consumiram preventivamente o guarana, com prevencao do aumento
sérico das enzimas analisadas quando comparados aos animais que ndo consumiram o

guarand e foram intoxicados por paracetamol.
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Um estudo realizado por Kober ef al., (2016) encontrou resultados similares. No
experimento, a hepatotoxicidade foi induzida por tetracloreto de carbono (CCli) em ratos
Wistar machos divididos em 6 grupos: controle, CCls, silimarina e guarana em 3 diferentes
concentragdes. Os dados bioquimicos indicaram aumento sérico de ALT e AST no grupo CCls
quando comparado ao grupo controle, e o pré-tratamento com guarand em todas as
concentragdes utilizadas neste experimento diminuiu significativamente a atividade sérica das
enzimas de funcdo hepdtica, assim como o grupo que ingeriu silimarina, um agente
hepatoprotetor j& bem documentado. Dessa maneira, pode-se sugerir que os compostos
bioativos presentes no guarand, principalmente os polifendis, também estdo tendo essa agao
hepatoprotetora no presente estudo para a lesdo hepatica induzida por dose toxica de
paracetamol.

Como, além do efeito hepatoprotetor, os polifendis sdo descritos por apresentarem
efeito anti-inflamatorio (COMALADA et al., 2006; CROUVEZIER et al., 2001; ZHAN et
al., 2014), e o excesso de paracetamol induz um estado inflamatorio hepatico (BANDEIRA et
al.,2017; BLAZKA et al., 1995; FISHER et al., 2013), resolvemos quantificar a concentragao
de algumas citocinas inflamatorias para avaliar se essa agdo hepatoprotetora do guarana seria
por atenuar a inflamagao.

Acerca das citocinas inflamatorias avaliadas, foi observado que a intoxica¢do por
paracetamol foi capaz de causar um estado inflamatorio caracteristico de uma IHA, com
aumento na concentragao da IL-1P, IL-6, IL-18 e TNF. Os efeitos biologicos do TNF sao
mediados pela ligacdo no Receptor 1 do Fator de Necrose Tumoral (TNFRI1), expresso na
superficie de quase todos os tipos de células humanas (exceto eritrocitos) (ZELOVA, H.,
2013). Essa ligacao desencadeia uma série de eventos intracelulares que, em ultima instancia,
resultam na ativagdo do NF-«kB, responsavel pela expressdao induzivel de genes importantes
para diversos processos biologicos, incluindo resposta inflamatéria (CHEN, G., 2002). A via
canodnica de ativagdo do NF-kB, ativada pelo TNFR1 através do TNF, resulta na translocagao
nuclear e transcri¢do dos genes-alvo do NF-«B, que promovem inflamagao, resultando na
producdo de outras citocinas pro-inflamatorias (WERTZ, 1. E., 2014), como IL-1P, IL-6
(BLACKWELL, T. S., 1996) e IL-18 (LAURINDO et al., 2023), que propiciam a atividade
do sistema imunoldgico instalando e exacerbando a inflamacao (IHIM, S. A. et al., 2022).

Como mostrado, a suplementagdo com guarand preveniu os danos inflamatorios
previamente relatados, sendo essa prevengdao evidenciada pelas menores concentragdes
hepaticas de TNF e IL-1PB nos animais que receberam a dose toxica de paracetamol e

consumiram o guarana previamente.
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Além do guarand, outros frutos ricos em polifenois sdo estudados por seu potencial
anti-inflamatorio. Um estudo realizado por Molina et al., (2015) investigou, dentre outros
fatores, a capacidade de redugdo da producdo de citocinas inflamatorias em ratos Wistar
suplementados com extrato de cha verde (Camellia sinensis), que tem sido amplamente
investigado como um alimento funcional devido ao seu conteddo de flavonoides,
principalmente as catequinas. No experimento, os ratos tiveram obesidade induzida por dieta
de cafeteria durante 8 semanas, e foram divididos em 4 grupos: grupo controle, grupo cha
verde, grupo obeso e grupo obeso + ché verde. O extrato de cha verde foi ofertado na dose de
500 mg/kg de peso corporal, com periodo total de gavagem de 90 dias (de segunda a
sexta-feira). Ao final do experimento, observou-se que o0s grupos que receberam a
suplementagdo com cha verde reduziram a produgdo das citocinas IL-2, IL-1pB, IL-6 e TNF
por linfocitos. Além disso, os ratos obesos apresentaram uma reducao de 43% na produgdo de
IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, em comparagdo ao grupo controle, enquanto o
tratamento dos ratos obesos com cha-verde aumentou a producdo de IL-10 em 64%.

Ja Freitas et al., (2017) estudaram a expressdo de mediadores inflamatorios em ratos
Wistar machos suplementados com agai jucara (Euterpe edulis), fruto com bioatividade bem
relatada pela literatura devido ao seu alto contetido de polifenois, especialmente antocianinas.
Os resultados encontrados no estudo indicaram redugdo na expressdo dos mediadores
pro-inflamatorios IL-17, IFN-y e TNF nos animais que receberam a dieta suplementada com
extrato de agai liofilizado e desengordurado. Além disso, também foi observado um aumento
na expressdo dos mediadores anti-inflamatdrios IL-4 e IL-10 quando comparados aos outros
grupos experimentais.

A literatura busca investigar o caminho pelo qual os polifendis conseguem exercer
esse efeito anti-inflamatério, sendo um deles a inibi¢ao da producdo de citocinas induzidas
por NF-kB. Em células ndo estimuladas, o NF-kB permanece no citoplasma como um
heterodimero inativo composto por duas subunidades, p50 e p65, ligado a proteinas
inibidoras, proteina inibitéria kappa B (IkB) -o ou IkB-f. Sua ativacdo ocorre de diversas
maneiras, sendo uma delas por meio do reconhecimento de DAMPs liberados durante a
inflamagao estéril, que leva a fosforilacdo e degradacdo de IkB, permitindo com que o NF-kB
se transloque para o ntcleo, onde se liga a sequéncias especificas de DNA presentes nos
promotores de inimeros genes-alvo, codificando citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, IL-2
e IL-6. Desse modo, foi observado que um dos possiveis mecanismos pelo qual os polifendis
agem como anti-inflamatorios ¢ por meio da inibigdo da sinaliza¢@o inflamatdria mediada por

NF-«kB, impedindo sua translocagdo para o nucleo das células (KARUNAWEERA et al.,
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2015). Outros estudos também ja mostraram que os polifendis possuem esse efeito
anti-inflamatorio e atuam na via do NF-kB, e apesar de o presente trabalho ndo ter estudado a
via como um todo, nds avaliamos os produtos finais, sendo observada a inflamagao por dose
toxica de paracetamol e um efeito hepatoprotetor do guarand em po6 por reducdo dos
mediadores inflamatorios.

Como ja mencionado anteriormente, além de rico em polifenodis, o guarand também
apresenta altas concentracdes de cafeina, e sua composi¢ao pura pode conter até 5,3% desse
composto (HACK et al., 2023). A cafeina ¢ considerada a droga psicoativa mais popular
consumida mundialmente, com uma ingestao aproximada de 120.000 toneladas por ano. Ela ¢
metabolizada em trés dimetilxantinas metabolicas: paraxantina, teobromina e teofilina
(BARCELOS et al., 2020). Apesar desse estudo ter se concentrado nos efeitos
anti-inflamatdrios do guarana em virtude da presenga de compostos fenodlicos, evidéncias
acumuladas indicam que a cafeina e seus metabdlitos metilxantinas também atuam como
anti-inflamatorias por diferentes mecanismos, como por meio da regulagdo da expressao de
citocinas pro-inflamatérias ou supressao da ativacdo do NF-xB (BARCELOS et al., 2020;
HORRIGAN, L. A., 2006; HWANG et al., 2016). Como foi ofertado aos ratos o alimento
como um todo e ndo como um composto isolado, ¢ importante lembrar do efeito sinérgico de
todos os componentes da matriz alimentar, e, como ja discutido, tanto a cafeina quanto os
polifendis sdo referenciados como anti-inflamatdrios, porém, o segundo composto apresenta
mais estudos, e, dessa maneira, foi o foco deste trabalho.

Ademais, embora seja abordado que a introducdo de um alimento possa alterar a
composicao corporal, isso ndo foi observado nesse estudo, ndo havendo alteragdes da ingestao
alimentar ¢ composi¢do corporal dos animais estudados. Conforme descrito pelo Guia
Alimentar Para a Populagdo Brasileira, a introducao de frutos em uma dieta equilibrada ndo
altera diretamente a composi¢do corporal, mas oferece beneficios funcionais que vao além da
nutricdo bdsica, como a observada redug¢do da inflamacdo, melhora da digestdo e apoio ao
funcionamento do sistema imunolégico (BRASIL, 2014).

A limitagdo desse trabalho foi ndo estudar vias mais complexas para justificar como as
citocinas estdo realmente atuando no corpo, o que justifica trabalhos futuros para analisar
possiveis vias, como a via do inflamassoma, da ciclo-oxigenase ou do NF-«kB com técnicas
mais robustas e aprofundadas. Um dos meios seria a utilizagdo da técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), que se baseia no uso da DNA polimerase, consistindo em uma
replicacdo in vitro de sequéncias especificas de DNA (KADRI, K., 2019). Dessa maneira,

seria possivel conhecer o mecanismo anti-inflamatdrio pelo qual o tratamento preventivo com
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o guarana estd atuando e resultando em um efeito hepatoprotetor em um modelo de ITHA

causada por ingestdo de dose toxica de paracetamol.

7 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos no presente estudo, foram observados resultados
significativos para a inflamagdo provocada pela intoxicagdo por paracetamol apds analise das
citocinas IL-1pB, IL-6, IL-18 e TNF, além de comprovada a lesao hepatica, evidenciada pelo
aumento da atividade sérica das enzimas ALT e AST. Adicionalmente, pode-se concluir que o
tratamento preventivo com guarand em po foi capaz de exercer uma atividade hepatoprotetora
com importantes efeitos em marcadores inflamatdrios, prevenindo o aumento da concentragdo
hepatica da IL-1B e TNF e da atividade sérica das enzimas hepaticas, mas sem alterar a
composi¢do corporal e ingestdo alimentar dos animais (Figura 14). Como discutido, o efeito
encontrado estd possivelmente associado a presenca de polifendis e também a uma agdo

sinérgica dos outros compostos, nutrientes e ndo nutrientes, encontrados no fruto.

Figura 14: Resumo gréfico dos resultados encontrados.
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