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RESUMO

A inflamacdo ¢ um processo essencial para a homeostase do corpo, mas sua persisténcia
cronica ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de Doengas Cronicas Nao Transmissiveis
(DCNTs). Compostos bioativos presentes em alimentos, como os polifendis, destacam-se pelo
potencial anti-inflamatorio ao modular vias de sinalizagcdo celular e reduzir a producao de
mediadores pro-inflamatorios. O guarana (Paullinia cupana) ¢ um fruto fonte de polifendis,
principalmente catequinas e epicatequinas, além de outros compostos bioativos como,
metilxantinas, principalmente, cafeina e fibras alimentares. Apesar da sua rica composi¢ao em
bioativos, estudos que explorem sua atividade imunomoduladora ainda s3o escassos na
literatura. Diante desse cenario, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
anti-inflamatoria in vitro do guarand em p6. Dessa forma foi preparado um extrato aquoso de
guarand em po (AAFCRTIJ, Manaus, AM; SISGEN AB4ACC4) na propor¢ao de 1:100 (m/v),
submetido a 30 minutos de agitacdo magnética e centrifuga¢do (10.015 x g por 15 min). O
teor de polifenois totais foi quantificado pelo método de Folin-Ciocalteu. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método do MTT e a resposta inflamatéria induzida por
lipopolissacarideo (LPS 100 ng/mL) foi avaliada em macréfagos RAW 264.7. Os grupos
experimentais consistiram em: Controle (sem estimulo/sem tratamento), Inflamado
(estimulado com LPS) e Inflamado Tratado (LPS + extrato de guarana nas concentragdes 1,0;
1,5 e 2,0 mg/mL). Mediadores inflamatérios (TNF-a , [FN-y e IL-6) foram quantificados por
Cytometric Bead Array. Os dados foram analisados por ANOVA One-way, com pos-teste de
Bonferroni (p < 0,05). Em suma, o extrato de guarana apresentou 4572,17 + 147,97 mg de
Equivalente de Acido Gaélico/100g de polifendis totais. Concentragdes de até 2,5 mg/mL
mantiveram a viabilidade celular acima de 80%, enquanto a dose de 5 mg/mL foi citotdxica
(30% de viabilidade). O tratamento com o extrato de guarand independente da concentragao
nao alterou significativamente a concentragdo de TNF-a. Contudo, houve redugdo
significativa da concentragdo de IFN-y nas doses de 1,0 mg/mL (16%) e 2,0 mg/mL (22%) do
extrato de guarana. A concentragao de IL-6 apresentou reducdo significativa em todas as
concentragdes do extrato: 1,0 mg/mL (49%), 1,5 mg/mL (42%) e 2,0 mg/mL (50%). O extrato
aquoso de guarand em pd demonstrou potencial anti-inflamatério in vitro significativo,
modulando seletivamente a producdo de IL-6 e IFN-ynem concentragdes seguras. Estes
achados sugerem que os compostos bioativos do guarana podem auxiliar na mitigacdo de
processos inflamatorios, justificando investigagdes futuras in vivo para avaliar sua
aplicabilidade em contextos clinicos ou de estresse metabdlico.

Palavras- chave: citocinas; guarana; inflamagdo; Paullinia cupana; polifenois.



ABSTRACT

Inflammation is an essential process for body homeostasis, but its chronic persistence is a risk
factor for the development of Non-Communicable Chronic Diseases (NCDs). Bioactive
compounds present in foods, such as polyphenols, stand out for their anti-inflammatory
potential by modulating cell signaling pathways and reducing the production of
pro-inflammatory mediators. Guarana (Paullinia cupana) is a fruit rich in polyphenols, mainly
catechins and epicatechins, in addition to other bioactive compounds such as
methylxanthines, predominantly caffeine, and dietary fiber. Despite its rich bioactive
composition, studies exploring its immunomodulatory activity are still scarce in the literature.
Given this scenario, the aim of the present study was to evaluate the in vitro
anti-inflammatory activity of guarand powder. An aqueous extract of guarand powder
(AAFCRTJ, Manaus, AM; SISGEN AB4ACC4) was prepared at a 1:100 (w/v) ratio,
subjected to 30 minutes of magnetic stirring and centrifugation (10,015 % g for 15 min). Total
polyphenol content was quantified using the Folin-Ciocalteu method. Cell viability was
assessed by the MTT assay, and the inflammatory response induced by lipopolysaccharide
(LPS, 100 ng/mL) was evaluated in RAW 264.7 macrophages. The experimental groups
consisted of: Control (unstimulated/untreated), Inflamed (LPS-stimulated), and Treated
Inflamed (LPS + guarana extract at concentrations of 1.0, 1.5, and 2.0 mg/mL). Inflammatory
mediators (TNF-a, IFN-y, and IL-6) were quantified by Cytometric Bead Array. Data were
analyzed by one-way ANOVA with Bonferroni post-test (p < 0.05). Overall, the guarana
extract presented 4,572.17 + 147.97 g GAE/100g of total polyphenols. Concentrations up to
2.5 mg/mL maintained cell viability above 80%, while the 5 mg/mL dose was cytotoxic (30%
viability). Treatment with the guarana extract, regardless of concentration, did not
significantly alter TNF-a concentration. However, there was a significant reduction in IFN
concentration at doses of 1.0 mg/mL (16%) and 2.0 mg/mL (22%) of the guarana extract. IL-6
concentration showed a significant reduction at all extract concentrations: 1.0 mg/mL (49%),
1.5 mg/mL (42%), and 2.0 mg/mL (50%). The aqueous extract of guarand powder
demonstrated significant in vitro anti-inflammatory potential, selectively modulating the
production of IL-6 and IFN-y at safe concentrations. These findings suggest that the bioactive
compounds of guarand may help mitigate inflammatory processes, warranting future in vivo
investigations to assess their applicability in clinical contexts or metabolic stress conditions.

Keywords: cytokines; inflammation; Paullinia cupana; polyphenols;



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Via de sinalizagdo do NF-kB induzida por TNF-o.e LPS.........ccccoiiiiiiiiiiiiienee. 18
Figura 2 - Principais classes dos compostos feNOlIiCOS. .......cecuieririiiiiniieiiienieeiesieeee e 20
Figura 3 — Efeitos dos polifenois sobre mediadores inflamatorios..........c.cveeeeveeerieeenieeennneenns 21
FIGURA 4 - Guaranazeiro (Paullinia cupana) em estagio de frutificagdo abundante.............. 22
FIGURA 5 - Principais regides produtoras de guarana no Brasil..........cccecevviiniininiincnnennnn. 23

Figura 6 - Fluxograma representativo para obtencdo do extrato aquoso do guarand em po

ATIALISAO. ..ttt ettt ettt et et e e e ee e et e e ee e e et e e et aeeaeeaaeaaeaeaaeaeeaaeaaa—————————a—————— 28

Figura 7 - Curva padrdo de 4cido galico utilizada para a anélise de polifenois totais no extrato

AQUOSO A€ ZUATANA 1M1 PO...cuveeiiieniieriieeiieeieetteseteerteesiteeteessteeseessteesseessseeseesnseenseessseeseesnseens 29

Figura 8 - Analise da viabilidade celular em células do tipo RAW 264.7, submetidas ao

tratamento com diferentes concentragdes do extrato aquoso do guarana em po...................... 33

Figura 9 - Efeito do extrato aquoso de guarand em pd sobre a concentracdo de mediadores

inflamatorios em células RAW 264.7 estimulados por LPS.........ccccoooiiiiiiiiiniieeeeeieee 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Células e moléculas soluiveis presentes na resposta imune inata e na resposta
TMUNE AAAPTATIVA. ...eeveiieiiieiiieiteeiie ettt et see et e st eebeestteebeesseeesseessaesnsaessseasseessesnseenseeasseensens 17
Tabela 2 - Teor de polifenois totais no extrato aquoso do guarand em po proveniente da
Associagdo de Agricultores Familiares da comunidade de Ribeirinha e Tradicional de

JATUATANA. e e e et e e et e e e et e e e e a e e e e e e e e na e e enaas 33



LISTA DE ABREVIATURAS

AAFCRTJ — Associagao de Agricultores Familiares da Comunidade Ribeirinha e Tradicional

de Jatuarana

AM — Amazonas

ANOVA — Analise de variancia (4nalysis of Variance)

Bionut — Laboratério de Bioquimica Nutricional e Biologia Molecular

CaCO: — Carbonato de célcio

CO: — Di6xido de carbono

COX-1 e COX-2 — Ciclooxigenases 1 e 2

DAMPs — Padrdes moleculares associados ao dano (Damage-Associated Molecular Patterns)
DCNTs — Doengas cronicas nao transmissiveis

EAG — Equivalentes de 4cido galico

GSH - Glutationa reduzida

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

[FN-y — Interferon gama

IL-1 — Interleucina-1

IL-1pB — Interleucina-1 beta

IL-6 — Interleucina-6

ISO — International Organization for Standardization

LPS — Lipopolissacarideo

m/v — Massa/volume

MAPKSs — Quinases ativadas por mitogenos (Mitogen-Activated Protein Kinases)

MTT — Brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio



NF-«B — Fator nuclear kappa B (Nuclear Factor Kappa B)

NK — C¢lulas natural killer (NK)

OMS — Organizagao Mundial da Satude

PI3K/Akt — Fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B

PRRs — Receptores de reconhecimento de padrdes (Pattern Recognition Receptors)

SISGEN - Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético ¢ do Conhecimento

Tradicional Associado
TLRs — Receptores do tipo Toll (7Toll-like Receptors)
TNF — Fator de necrose tumoral (7Tumor Necrosis Factor)

UFOP — Universidade Federal de Ouro Preto
Unidades de medida:

°C: Graus Celsius
cm: Centimetro(s)
g: Grama(s)

kg: Quilograma(s)
mg: Miligrama(s)
mL: Mililitro(s)
uL: Microlitro(s)



SUMARIO

1. INTRODUGAO . .....ecucueeerenereriaesesesesssssesssesessssssssasesssessssssesssssssessasessssssssssasssssssessssesssssssans 13
2. REFERENCIAL TEORICO...uuuiuenireeinereecsssscsesssssssssssssssssssssssssssssssassssessssssssssssssasss 15
2.0 INFLAMAGAO. ... 15
2.2 COMPOSTOS FENOLICOS E SUA CAPACIDADE ANTI-INFLAMATORIA........ 18
2.3 GUARANA ..ottt e et et e et et e neseeeeees 22
F OBIETIVOS.uuuieeeienirenesenessssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssess 26
3.1 OBIETIVO GERAL. ..ottt tee et et ee et s s eeeeee s eaeneees 26
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS....ooteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e see e eeeeeeeeaeeeeess e eseeeseas 26
4 METODOLOGI A...cueerrrerecncncsereressssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssesss 27
4.1 OBTENCAO DA AMOSTRA ..ottt en s 27
4.2 PREPARO DO EXTRATO AQUOSO ... ieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeee e eeseseseeeens 27
4.3 QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS TOTAIS. ...c.ouiteeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseens 28
4.4 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR E DA CONCENTRACAO DE
MEDIADORES INFLAMATORIOS.........eoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee s eeeseseseeseseseeseees 30
4. 4.1 CUltULA CEIULAT. ...ttt e e e e e s e eeaaaeeas 30
4.4.2 Ensaio de viabilidade CeIULAT..............ccoiviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee et 30
4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS. ...ttt et et s et e eseeeeeeee e eseeesseeeneens 30
4.5.1 Preparagao e estimulo para avaliagao inflamatoria...........cccceeeveevcrieencieeesneeennnen. 30
4.5.2 Quantificacdo da concentra¢ao dos mediadores inflamatorios..........cc.ccceunen.... 31
4.6 ANALISE ESTATISTICA ... oeeeeeeeeeeeee ettt es e eeeeeeenes 31
5. RESULTADOS...cucviuerererresesesesesssssesessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssoses 32
5.1 POLIFENOIS TOTAIS ... oteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e eeeeeetese s eeeeeeeses e eesesseeeeseesesens 32
5.2 VIABILIDADE CELULAR.......c.ouiteeeteteeeeeeeee e eee et se e eeseenes 32
5.3 CONCENTRACAO DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS.......covveeeeeereran. 33
6. DISCUSSAO...cecrevererererererereresesesesesesesesesesesesssssesssssssssesssssssssesesssssssssesesesssssesesesssssesessseseses 36
7. CONCLUSAQ....uucueereereereeeeeressesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassns 41
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 42

ANEXOS 47



14

1. INTRODUCAO

A inflamagao ¢ um dos principais mecanismos de defesa do sistema imune, sendo
fundamental para a manuten¢ao da homeostase corporal. Primordialmente, a inflamagao ¢ um
processo essencial que se desenvolve como uma reagdo a um dano tecidual, estimulo
patolégico causado por agressdes exodgenas (fisicas, quimicas ou bioldgicas) ou danos
endogenos como o estresse metabodlico (Ferreira, 2020). Essa reacao ¢ desencadeada quando
receptores de reconhecimento de padrdoes (PRRs), como os receptores do tipo Toll-like
(TLRs), identificam padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs) e desencadeiam uma
cascata que libera mediadores pré-inflamatorios, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF),
interleucinas como, a IL-6 e o Interferon Gama (IFN-y) (Roh e Sohn, 2018; Bianchi, 2007).
Atualmente, as Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNTs), como diabetes mellitus,
alguns tipos de cancer e as doencgas cardiovasculares, sao responsaveis por milhdes de mortes
em todo o mundo (OMS, 2025) e as evidéncias cientificas mostram que esse estado de
inflamacgao cronico de baixo grau persistente ¢ um fator determinante para o agravamento
dessas doencas metabolicas (Gregor ef al., 2011)

Nesse cenario, mudangas no padrdo alimentar surgem como um dos pilares para a
prevencao e/ou tratamento adjuvante para minimizar a epidemiologia dessas doencas (OMS.,
2003). Um composto bioativo presente em alimentos muito estudado por apresentar atividade
anti-inflamatoria sdo os polifen6is (Shanmugam, 2024). Eles atuam na modulagao de vias de
sinalizacdo celular, como a via do NF-kB, reduzindo a expressio de -citocinas
pré-inflamatoérias e inibindo enzimas como as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) (Ismail et
al., 2025).

O guarana (Paullinia cupana), fruto nativo da Amazonia, destaca-se por possuir uma
composicdo rica em polifendis, especialmente catequinas e epicatequinas, além de
metilxantinas como, a cafeina (Pedro, 2024). Desde 2022 o grupo de pesquisa Bioquimica
Nutricional e Biologia Molecular da Universidade Federal de Ouro Preto tem se dedicado ao
estudo do guarana em po6 (Paullinia cupana) com foco na sua caracterizacao fisico-quimica e
nas suas potenciais bioatividades (Teixeira, ef al, 2025; Santos et al., 2025). O que se sabe até
0 momento, ¢ que o guarana em pd € rico em compostos bioativos, incluindo polifenois
(como catequinas e epicatequinas), metilxantinas (principalmente a cafeina) e fibras
alimentares. Ratos jovens que receberam uma suplementacdo didria de guarand em poé
apresentaram redugdes significativas nas concentragdes séricas de glicose e colesterol total

(Santos et al., 2025). No contexto da hepatoprotecdo, o tratamento preventivo com guarana
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em po mitigou significativamente a hepatotoxicidade aguda induzida por paracetamol em
ratos, essa protecdo incluiu a preven¢do da elevacdo sérica das enzimas alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase. Os resultados do estudo demonstraram que o
tratamento preventivo com pd de guarand foi capaz de reduzir significativamente os danos
oxidativos causados pela intoxica¢do aguda por paracetamol. Entre os principais efeitos
observados destacam-se a preservacao da concentracdo de glutationa reduzida (GSH), a
diminui¢do da carbonilagdo proteica, aumento da capacidade antioxidante total e contribuiu
para a regulacdo da atividade das enzimas antioxidantes, que atuam na neutralizagdo de
espécies reativas de oxigénio. Em conjunto, os achados sugerem que o guarand possui
potencial para auxiliar na protecdo do figado contra lesdes associadas ao estresse oxidativo,
contribuindo para a manutencdo do equilibrio redox celular (Teixeira et al., 2021). Diante
desses resultados promissores, que destacam o potencial do guarana em pdé na modulacio do
estresse oxidativo e na melhoria de pardmetros metabdlicos, o proximo passo cientifico ¢

aprofundar os estudos sobre a atividade anti-inflamatdria do guarana em po.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 INFLAMACAO

No corpo humano, existem mecanismos e sistemas que garantem o equilibrio € o0 bom
funcionamento do organismo, isso se torna especialmente relevante devido a exposi¢do
constante a agentes infecciosos e alteragdes metabdlicas que podem impactar as fungdes
fisiologicas e a homeostase corporal (Hansel; Dintzis, 2007). Nesse contexto, o sistema
imunoldgico e o processo inflamatdrio desempenham papéis fundamentais, onde o equilibrio
dinamico entre agentes pro-inflamatdrios e anti-inflamatorios ¢ um dos fatores que assegura a
manuten¢do de um corpo saudavel (Austin et al., 2013).

Sobretudo a inflamagdo ¢ um processo essencial que se desenvolve como uma reacao
a um dano tecidual ou estimulo patologico causado por agressoes exogenas (fisicas, quimicas
ou bioldgicas) ou endogenas (estresse metabdlico) (Ferreira, 2020). A reacdo inflamatodria &
conhecida ha milhares de anos, papiros egipcios foram um dos primeiros registros
encontrados sobre os processos inflamatérios, cerca de 1520 a.C (Cavaillon, 2021). Os
gregos a definiam por seus sinais e sintomas tipicos visiveis, denominados os sinais cardinais:
calor, rubor, tumor e dor, aos quais mais tarde os médicos romanos acrescentaram as
alteracdes funcionais (Bogliolo et al., 2021).

No nosso corpo os processos inflamatorios podem ter evolugdes agudas ou cronicas, a
principal diferenca entre eles ¢ a duragdo, sendo que, as agudas duram até aproximadamente 6
meses € as cronicas persistem por mais tempo (Bogliolo ef al., 2021). A inflamag¢do aguda
possui em suas principais caracteristicas: pequena duragdo, mudangas vasculares,
recrutamento de neutrofilos, resolugcdo das injurias, restauragdo do tecido e retorno para a
homeostase. A inflamagdo cronica pode ser causada por infecgdes persistentes, exposi¢ao
prolongada a agentes toxicos, exogenos, enddgenos (estresse metabolico), desordens
autoimunes e episodios recorrentes de inflamacdo aguda (Pawha et al., 2023). Além disso, ¢
lenta e de longo prazo, podendo durar meses a anos. O estado de inflamagao cronica de baixo
grau continuo ¢ um fator de risco para o desenvolvimento ou agravamento das DCNTs, como
cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e hepaticas (Hotamisligil, 2017).

Para finalizar o quadro de inflamagdo, o organismo apresenta as respostas
imunologicas que podem ser classificadas em inata e adaptativa (Abbas; Lichtman, 2003). A
imunidade inata representa a resposta ao primeiro contato com o agente inflamatorio, sendo
uma resposta rapida e inespecifica, ou seja, independente do contato prévio aos patogénicos, a

resposta ndo se altera qualitativamente ou quantitativamente (Medzhitov, 2002). Ela ¢
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composta por barreiras fisicas (como pele e mucosas), quimicas (enzimas e pH acido) e
cé¢lulas imunolédgicas especializadas como, macrofagos, neutrofilos, células Natural killer
(NK) e mastocitos.

A resposta imune adaptativa depende da ativacao de células especializadas que
permitem reconhecer todas as moléculas existentes em um patdgeno ou aquelas modificadas
por lesdes teciduais denominadas como antigenos. As principais caracteristicas da resposta
adquirida sdo: especificidade, memoria, especializacdo, autolimitacdo e tolerdncia a
componentes do proprio organismo. Portanto, devido ao conjunto de receptores gerados por
recombinagdo genética possui uma reacdo mais eficiente contra o agente agressor. As
principais células envolvidas na resposta imune adquirida sdo os linfocitos T, B, células NK,

células dendriticas ou as células apresentadoras de antigenos (Delves; Roitt, 2000). (Tabela

1.

Tabela 1 - Células e moléculas soliveis presentes na resposta imune inata e na resposta imune

adaptativa.
Componente Imunidade inata Imunidade adaptativa
Células Fagocitos (células Linfécitos T, B e NK
dendriticas, macrofagos e Células  dendriticas  ou
neutrofilos) apresentadoras de antigenos

Células natural-killer (NK)  (APCs)

Mastdcitos, basofilos e

eosinofilos.

Moléculas soluveis Complemento Anticorpos
Citocinas Citocinas
Quimiocinas Quimiocinas

Proteinas de fase aguda

Fonte: Adaptado de Cruvinel et al., 2010.

Para identificar agressdes, o sistema imunoldgico utiliza receptores que sdo
conhecidos como Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs). Uma classe de PRRs de
grande destaque sdo os receptores TLRs, localizados na membrana citoplasmatica, a ligacao

dos receptores desencadeia a producdo de citocinas pro-inflamatorias (Coico; Sunshine,



18

2010). Assim, a presenga de patogenos ou alteracdes celulares desencadeia o inicio da cascata
inflamatoria, promovendo a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios. Esse mediadores
induzem a  ativagdo de leucécitos e alteracdes microvasculares, como vasodilatacao e
aumento da permeabilidade vascular, permitindo que os leucocitos cheguem aos tecidos
afetados por meio do sangue com o objetivo de eliminar o agente agressor (Medzhitov, 2010).

Ademais, as citocinas produzidas regulam a resposta imunologica inata e adaptativa,
algumas citocinas favorecem a inflamagdo, denominadas comumente por citocinas
pro-inflamatoérias, como IL-1, TNF, IL-6 e IL-18, geralmente encontradas na resposta inata, e
IL-17 e IFN-y mais envolvidas na resposta adaptativa. A IL-1 ¢ uma citocina pré-inflamatoria
que estimula a produgdo de proteinas de fase aguda e promove febre e inflamagdo local,
atuando em conjunto com o TNF, que também aumenta a permeabilidade vascular e recruta
células inflamatérias (Montassier, 2023). O TNF desempenha um papel central na inflamagao
ao ativar vias de sinalizagao intracelular, como a do fator de transcricdo NF-«B (Fator Nuclear
Kappa B), que induz a produgdo de citocinas proé-inflamatorias. Adicionalmente, o TNF
também pode desencadear morte celular programada (apoptose ou necroptose), liberando
sinais de alarme celular (DAMPs) que amplificam ainda mais a inflamagao (Smulski, 2024).
O IFN-y além de induzir a produgcdo de mediadores inflamatorios, também intensifica a
sinalizacdo da via do NF-kB favorecendo a inflamagao cronica em tecidos ( Ji L ef al 2023).A
IL-6 desempenha um papel fundamental na transi¢do da imunidade inata para adquirida, as
atividades pro-inflamatorias da IL-6 via trans-sinalizagdo incluem o recrutamento e trafego de
linfocitos para areas inflamadas, controlando a expressdao de quimiocinas e promovendo uma
mudanga de recrutamento inicial de neutrofilos para monocitos e células T em fases
posteriores da inflamacao (Scheller et al., 2011).

Por outro lado, citocinas que apresentam efeitos anti-inflamatorias, como a IL-10 atua
de forma a manter a homeostase imunologica (Carlini et al., 2023). E essencial o balanco
entre mecanismos pro-inflamatorios e anti-inflamatorios devido ao risco provocado pela
persisténcia da inflamag¢do sobre o dano tecidual e sobre a permanéncia cronica no organismo
(Bogliolo et al., 2013).

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo componentes estruturais da membrana externa de
bactérias gram-negativas que quando sofrem translocacdo intestinal podem aparecer na
corrente sanguinea, onde esses LPS sdo reconhecidos pelo sistema imunologico inato através
dos receptores TLR4 (Lu et al., 2008). Essa interagcdo resulta na ativagao da via do fator de
transcrigdo NF-xB, culminando na expressao de de citocinas pro-inflamatérias (Kawai; Akira,

2010) e amplificando a inflamagdo (Medzhitov, 2008). Cabe ressaltar, que em altas
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concentragdes, o LPS pode causar inflamagdo sistémica severa, como na sepse; contudo,
mesmo em baixas concentragdes, sua presenga continua no organismo pode gerar inflamagao
cronica de baixo grau, contribuindo para o desenvolvimento das DCNTs (Cani ef al., 2007;

Hotamisligil, 2006) (Figura 1).
Figura 1 - Via de sinalizagdo do NF-«kB induzida por TNF-a e LPS.
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Fonte: Adaptado de Targeting the TNF-a—TNFR interaction with EGCG to block NF-kB signaling in human

synovial fibroblasts.

Fatores ambientais e relacionados ao estilo de vida podem promover ou intensificar
processos inflamatérios no organismo, sendo a alimentagdo um dos fatores capazes de
modular essa resposta. O consumo excessivo de determinados macronutrientes, especialmente
acucares e gorduras saturadas, pode favorecer a ativacdo de vias pro-inflamatoérias. Em
contrapartida, micronutrientes, como a vitamina C, e compostos bioativos, como os
polifendis, apresentam propriedades antioxidantes e podem contribuir para a redugdo do

estresse oxidativo e da inflamacao (Koelman et al., 2022; Ramos-Lopez et al., 2022).
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2.2 COMPOSTOS FENOLICOS E SUA CAPACIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Os compostos fenolicos, conhecidos como polifendis, sdo um grupo de substincias
quimicas naturais presentes em vegetais, frutas, graos e bebidas. Eles representam uma
categoria complexa de pelo menos 10.000 substincias e sdo amplamente conhecidos por
apresentarem importante efeito antioxidante e anti-inflamatério, sendo reconhecidos como
compostos bioativos presentes nos alimentos (Ramalho; Jorge, 2006). A estrutura dos
compostos fendlicos € caracterizada pela presenga de, pelo menos, um anel aromatico ligado a
grupos hidroxila, podendo ainda ser encontrados na sua forma simples, ou conjugado a outras
moléculas, como agucares (formando glicosideos) ou a proteinas, influenciando a sua
solubilidade, biodisponibilidade e atividade bioldgica (Ferrera et al., 2016).

Os polifenois foram didaticamente divididos em classes (Figura 2), sendo a classe dos
flavonoides a mais estudada. Os flavondides constituem um subgrupo dos compostos
fenodlicos caracterizados pela presenca de multiplos anéis aromaticos com grupos hidroxila, e
por sua estrutura basica de 15 carbonos organizados em trés anéis (C6-C3-C6). Essa classe
apresenta um importante papel na prote¢do contra a agdo danosa das espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio (Rk e al. (2019). A atividade antioxidante dos flavonoides esta
intimamente ligada a sua estrutura quimica, uma vez que os grupos hidroxila permitem que
esses compostos doem elétrons ou atomos de hidrogénio para neutralizar as espécies reativas,
interrompendo assim as reagdes em cadeia de oxidagdo. Também sdo capazes de se ligar a
certos metais, como ferro e cobre, impedindo que eles aumentem a produgdo dessas espécies
reativas pela inibi¢do da reacdo de Fenton (Biesecker, 2013). A classe dos flavondides inclui
subclasses como: flavonas, flavondis, isoflavonas e antocianinas. A maior parte dos
compostos fenodlicos estd presente na alimentacdo sob a forma de ésteres, glicosideos, ou
polimeros. Para absor¢cdo ¢ necessario ser hidrolisado pelas enzimas intestinais ou pela
microbiota presente no coélon. Depois de absorvidos, os polifendis sdo metabolizados no
figado, sofrendo principalmente reacdes de metilagdo, sulfatacdo e glucuronidagdo (Manach

et al.,2004).
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Figura 2 - Principais classes dos polifenois
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Apesar do efeito antioxidante ser o mais explorado pela literatura cientifica, outras
bioatividades dos polifenois também sdo estudadas, como a capacidade anti-inflamatoéria. Os
compostos fenolicos demonstram potencial para reduzir a concentracdo de citocinas
pro-inflamatérias (Coryet al., 2021;Yahfoufi et al., 2018). Os flavonoides podem inibir
enzimas importantes envolvidas na inflamacao, como a fosfolipase A2, a lipoxigenase e as
ciclooxigenases COX-1 e COX-2 (Biesalski, 2007). A quercetina pertencente ao grupo dos
flavonoides ¢ capaz de inibir a sintese de TNF e IL-1B; adicionalmente, reduz
significativamente a producdo de outras citocinas pro-inflamatdrias, como IL-2 e IL-6
(Yahfoufi, 2018).

Um artigo publicado pelo Journal of nutritional Biochemistry mostra como 0s
polifendis dietéticos podem suprimir a inflamagao cronica por meio da modulagao de varias
vias de sinalizacdo celular associadas a inflamacdo (Figura 3). Os autores destacam que os
polifenois sdo capazes de modular vias de sinalizacdo como a do NF-kB, as quinases ativadas
por mitogenos (MAPKSs), a via Wnt/B-catenina e a fosfatidilinositol 3-quinase/proteina
quinase B (PI3K/Akt) por meio de agdes seletivas em diversos componentes dessas redes. A
modulacdo dessas vias pelos polifendis resulta na regulagdo de mediadores inflamatérios,
incluindo citocinas, proteinas antiapoptdticas, proteinas de fase aguda e moléculas de adesdo
celular, que sdo cruciais nas respostas imunoldgicas € na expressdo génica relacionada a

inflamacao (Jantan et al., 2021).
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Figura 3 — Efeitos dos polifenois sobre mediadores inflamatorios
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Fonte:Adaptado de Jantan, I.; Haque, Md. A.; Arshad, L. et al. Dietary polyphenols suppress chronic

inflammation by modulation of multiple inflammation-associated cell signaling pathways. Journal of Nutritional
Biochemistry, v. 93, 108634, 2021.

Esses resultados sugerem um efeito imunomodulador que favorece o equilibrio da
resposta inflamatoria, ressaltando o potencial dos polifendis na reducao da inflamagao cronica
por meio da regulacdo das citocinas, o que pode ser relevante para o tratamento de doengas
associadas a inflamagao persistente (Molina N et al., 2015). Dessa forma a literatura ressalta
que que dietas ricas em polifendis tém sido associadas a prevencao de varias DCNT, como as
cardiovasculares, cancer, osteoporose, diabetes tipo 2, doencas do estdmago, pancreatite,

doencas pulmonares e até problemas neurolégicos (Cory et al., 2018).

2.3 GUARANA

A origem do guarand, de nome cientifico Paullinia cupana, esta estritamente ligada a
cultura indigena. Uma lenda dos Maués narra a historia de um casal indigena amado por

todos, cujo filho Unico era simbolo de fartura, satide e paz para todos da tribo. Certo dia, o
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menino subiu em uma arvore para colher frutos, mas foi morto por Jurupari, o espirito
maligno disfarcado de cobra. Todos ficaram entristecidos devido a morte do pequeno. No
entanto, quando o corpo foi encontrado - sereno e com os olhos abertos - Tupa, o espirito
benigno, falou através da mae, ordenando que plantassem os olhos da crianca, dele brotaria
uma planta sagrada que iria dar aos Maués o alimento e a cura para seus males e doengas.
Apoés regarem a cova com lagrimas, nasceu uma planta sagrada, o guarana, que se tornaria
fonte de alimento e cura para o povo, um presente eterno de Tupa (Nazaré, 2002).

O fruto ¢ esférico, de cor vermelho brilhante e ligeiramente menor do que outras
espécies, de fato remete lembrangas ao globo ocular (Figura 4). Os primeiros registros do
efeito medicinal do guarana foi relatado por um padre que também notou que era comum o
uso do guarand para diminuir febres, curar dores de cabeca e durante a caca para fins

energéticos (Smith; Atroch, 2010).

FIGURA 4 - Guaranazeiro (Paullinia cupana) em estagio de frutificagdo abundante

Fonte: Portal da Amazonia.

O guarana ¢ uma planta nativa do estado do Amazonas, ¢ reconhecido por sua
qualidade e versatilidade, j4 que pode ser usado na industria farmacéutica, alimenticia e
quimica. Ademais, pode ser comercializado na forma de po, xaropes, chas, sucos e outras
bebidas (Carvalho, 2016). O sabor do guarand ¢ marcante, caracterizado por amargor e

adstringéncia (Marques et al., 2019;).
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De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a produgdo de
guarand no pais estd concentrada na regido norte, principalmente nos estados do Amazonas,
especialmente no municipio de Maués e ¢ encontrada também na Bahia e Mato Grosso
(Figura 5). O guaranid possui importancia econdmica e cultural para as comunidades locais,
sendo uma fonte de renda e um elemento tradicional em diversas praticas regionais, com

destaque principal para pequenos produtores e agricultura familiar (Idesam, 2018).

FIGURA 5 - Distribui¢do do valor da producdo de guarana nos municipios brasileiros, em mil

reais.

13 1005 -333'} .235&' 25370 Sem informagdo

As cores do mapa representam diferentes faixas do valor da produgdo de guarana nos municipios brasileiros. As
tonalidades mais claras correspondem aos menores valores de produgdo, enquanto as tonalidades mais escuras
indicam valores mais elevados. Os municipios representados em cinza correspondem aqueles sem informagao ou
sem produgdo registrada.

Fonte: IBGE, 2025

A produgdao nao beneficia apenas a comunidade local produtora, o que o torna a
cultura do guarana extremamente relevante para o mercado econdmico nacional, cabendo
ressaltar que o Brasil ¢ o tnico pais a realizar producdo comercial em nivel mundial desse

fruto (Nascimento et al., 2004). O seu consumo vai muito além do sabor, os primeiros estudos
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a respeito do guarand como planta medicinal se concentraram nos efeitos da saude humana
associadas a sua alta concentracdo de cafeina, apresentando efeitos energéticos e estimulantes
(Espinola et al. 1997; Haskell et al. 2007). O guarana ¢ a espécie vegetal com maior teor de
cafeina, apresentando entre 2% a 6%, superando o encontrado no café, apresentando também
outras metilxantinas, como a teobromina (Embrapa, 2011). O guarand também ¢ uma
importante fonte de polifendis com destaque para as catequinas e epicatequinas (Yonekura et
al., 2019).

Um estudo intitulado "Ingestdo Habitual de Guarana e Morbidades Metabolicas: Um
Estudo Epidemiologico de uma Populacdo Idosa Amazdnica" investigou a relagdo entre o
consumo regular de guarand e a prevaléncia de distirbios metabdlicos em idosos residentes na
regido ribeirinha do municipio de Maués, Amazonas, Brasil. A pesquisa incluiu 637
participantes com 60 anos ou mais, divididos em dois grupos: aqueles que consumiam
guarand habitualmente (GI, n = 421) e aqueles que nunca consumiram (NG, n = 239). Os
resultados indicaram que o grupo GI apresentava uma prevaléncia menor de hipertensao,
obesidade e sindrome metabdlica em comparagao ao grupo NG. Além disso, os participantes
do grupo GI apresentaram valores mais baixos de pressao arterial sistolica e diastolica, menor
circunferéncia da cintura (no caso dos homens) e concentragdo reduzida de colesterol total e
LDL-c (no caso das mulheres). Esses achados sugerem que o consumo regular de guarana
pode ter um efeito protetor contra distirbios metabdlicos em idosos, embora sejam
necessarias mais pesquisas para confirmar esses resultados e entender os mecanismos
subjacentes.

Desde 2022 o grupo de pesquisa pertencente ao Laboratério de Bioquimica
Nutricional e Biologia Molecular da Universidade Federal de Ouro Preto tem se dedicado ao
estudo do guarana em p6 com foco na sua caracterizagao fisico-quimica e nas suas potenciais
bioatividades. O que se sabe at¢é o momento, ¢ que o guarand em po € rico em compostos
bioativos, incluindo polifendis (como catequinas e epicatequinas) e fibras alimentares. Ratos
jovens que receberam uma suplementagdo diaria de guarana em po apresentaram redugdes
significativas nas concentragdes séricas de glicose e colesterol total (Santos et al., 2025). No
contexto da hepatoprotecdo, o tratamento preventivo com guarand em pdé mitigou
significativamente a hepatotoxicidade aguda induzida por paracetamol em ratos, essa prote¢ao
incluiu a prevencao da elevagdo sérica das enzimas alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase. Adicionalmente, os resultados do estudo demonstraram que o tratamento
preventivo com pd de guarand foi capaz de reduzir significativamente os danos oxidativos

causados pela intoxicagdo aguda por paracetamol. Entre os principais efeitos observados
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destacam-se a preservacdo da concentracdo de glutationa reduzida, a diminuicdo da
carbonilagdo proteica, aumento da capacidade antioxidante total e contribuiu para a regulacao
da atividade das enzimas antioxidantes, que atuam na neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio. Em conjunto, os achados sugerem que o guarand possui potencial para auxiliar na
protecdo do figado contra lesdes associadas ao estresse oxidativo, contribuindo para a
manuten¢do do equilibrio redox celular (Teixeira et al, 2021). Diante desses resultados
promissores, que destacam o potencial do guarand em pd na modulagdo do estresse oxidativo
e na melhoria de parametros metabdlicos, o proximo passo para o grupo de pesquisa €

aprofundar os estudos sobre a atividade anti-inflamatéria do guarana em po.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatoria in vitro do guarana (Paullinia cupana) em po.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o teor de polifendis totais no extrato aquoso do guarand em po;

e Determinar a citotoxicidade celular em relagdo a diferentes concentragdes do extrato
aquoso do guarana em po;

e Determinar a concentracdo de mediadores inflamatorios em células inflamadas e

tratadas com diferentes concentragdes do extrato aquoso do guarana em po.
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

O guarand (Paullinia cupana) em p6 utilizado ¢ proveniente da Associa¢do de
Agricultores Familiares da comunidade de Ribeirinha e Tradicional de Jatuarana (AAFCRT)J),
localizada em Manaus, no estado do Amazonas. Apos aquisi¢ao, foram feitas as aliquotas do
guarana que foram armazenadas em embalagens escuras e acondicionadas sob refrigeracao.
Com o intuito de acatar a Lei no 13.123/2015, o guarand em p6 manipulado foi cadastrado no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SISGEN), com nimero de cadastro AB4ACC4 (Anexo 1).
4.2 PREPARO DO EXTRATO AQUOSO

Primeiramente, foi preparado um extrato aquoso do guarand em p6 utilizando a
metodologia descrita pela Embrapa (Embrapa, 2007). Esse extrato foi utilizado para analise
do teor de polifenodis totais, para o teste de viabilidade celular e para as analises de
quantificagdo da concentragcdo dos mediadores inflamatdrios.

Cerca de 100 mg do guarana em pé foram pesados em balanga analitica. A amostra
foi devidamente identificada e adicionada em um béquer, onde foram adicionados 10 mL de
agua milli-g (dgua deionizada). Em seguida, para melhor homogeneizagdo da mistura, foi
mantida por 30 minutos em agitador magnético. Logo apds, foi centrifugado por 15 minutos a
10.015 x g. Retirou-se o sobrenadante da mistura, sendo transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, que teve seu volume final completado. Toda amostra foi armazenada

em vidro ambar a -20° C até sua utilizagao. Essa analise foi realizada em triplicata (Figura 6).
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Figura 6 - Fluxograma representativo para obten¢ao do extrato aquoso do guarana em po

analisado.
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4.3 QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

Para a quantificacdo do teor de polifendis totais foi utilizado o método de Folin
Ciocalteu (Singleton et al., 1999). E um ensaio colorimétrico amplamente utilizado para
estimar o teor de compostos fendlicos em alimentos, extratos vegetais e amostras bioldgicas.

Primeiramente, foram preparadas as solugdes. A solugdo de acido galico, chamada de
solucdo mae, foi obtida pela diluicao de 100 mg de acido galico (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Alemanha) em agua destilada, completando-se o volume para 100 mL em baldo volumétrico.
Apbs isso, a solucdo foi homogeneizada. A partir dessa solucdo, preparou-se uma segunda
dilui¢do (solugdo mae 2), na qual 5 mL da solu¢do mae foram diluidos em agua destilada até
completar 50 mL, também em baldo volumétrico, com posterior homogeneizagdo. Essas
solucdes foram utilizadas para construir a curva padrao com concentragdes conhecidas de
acido galico: 50 uL/mL, 100 pL/mL, 200 pL/mL, 300 pL/mL, 400 pL/mL, 500 uL/mL e 600
uL/mL. Em seguida, foi preparada a solugdo de carbonato de célcio a 7% (CaCOs) (Amresco;
Alphatec, Sao Paulo, Brasil) pela diluicido de 3,7 g de CaCO:; em agua destilada,
completando-se o volume para 50 mL em baldo volumétrico. A solugdo foi entdo

homogeneizada e devidamente identificada. Para o ensaio, foram utilizados microtubos de 1,5
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mL, nos quais foram adicionados: 400 pL de agua destilada, 50 pL da solugdo padrao de
acido galico ou da amostra de guarana em po, e 50 uL do reagente Folin-Ciocalteu (Sigma
Aldrich, Darmstadt, Alemanha). Os microtubos foram agitados em vortex e deixados em
repouso por 5 minutos. Apds esse periodo, adicionaram-se 500 pL da solucdo deCaCOs e
mais 200 pL de 4gua destilada. As amostras foram entdo deixadas em repouso por 90
minutos. Por fim, as solugdes foram transferidas para uma microplaca, ¢ a leitura das
absorbancias foi realizada em um leitor de placas (Epoch; BioTeck Instruments, Sao Paulo,
Brasil), utilizando o comprimento de onda de 765 nm.

Com os valores de absorbancia e concentragdo das amostras analisadas foi possivel
construir um grafico, que apos analise de regressao linear foi obtido a equacao da reta (Figura
7). Com o resultado foi realizado o calculo de polifendis totais na amostra analisada, que foi

expresso em mg de equivalente de 4cido galico por 100 g de guarand em p6 (mg EAG/100g).

Figura 7 - Curva padrao de acido gélico utilizada para a andlise de polifendis totais no extrato
aquoso de guarand em po.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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44 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR E DA CONCENTRACAO DE
MEDIADORES INFLAMATORIOS

4.4.1 Cultura celular

Para o ensaio de viabilidade celular e avaliacdo da concentracdo dos mediadores
inflamatoérios, foi empregada a linhagem murina de macrofagos RAW 264.7. As células foram
mantidas em meio RPMI-1640 completo, suplementado com penicilina e 10% de soro fetal

bovino, incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO: e 95% de ar.

4.4.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de brometo de
3-(4,5-dimetil-tiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), conforme o descrito por Mosmann
(1983). O MTT ¢ um sal tetrazdlico amarelo, solivel em agua, que ¢ reduzido nas
mitocondrias, formando cristais de formazan purpura, insoluveis em meio aquoso. Células
foram semeadas em placas de 96 pocos, na densidade de 1,0 x 10° células/pogo. Apos 24 h de
incubagdo a 37 °C em 5% CO: e 95% ar, o sobrenadante foi removido.

Foi adicionado, em placas de cultivo celular, 100 pL. de amostras do extrato aquoso de
guarand em pd em diferentes concentracdes (5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 1 mg/ml e 0,66
mg/ml), e depois 10 pL. de MTT em cada poco da placa. A placa foi incubada por 4ha 37 °C.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e cada pogo recebeu 100 uL. de dimetilsulféxido
para dissolver o formazan. A absorbancia foi medida em leitor de placas SpectraMax 340PC
(Marshall Scientific, Hampton, NH) no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados de
viabilidade celular foram expressos como porcentagem em relagdo ao controle (células em
meio de crescimento completo sem adigdo do extrato aquoso do guarana em po),

considerando-se 80% como limite aceitavel de viabilidade celular ( ISO, 2009).

4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS
4.5.1 Preparagao e estimulo para avaliagdo inflamatoria

As células foram cultivadas na concentragao de 4 x 10° células por pogo, em placas de
cultivo celular de 24 pogos. As células permaneceram incubadas a 37 °C, sob atmosfera
composta por 5% de CO: e 95% de ar, durante 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram
descartados, e as células receberam meio de cultura contendo extrato aquoso de guarana nas

concentragdes de 1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL. Apds uma hora de exposi¢do ao extrato, realizou-se a
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inducdo da resposta inflamatoria por meio da adicdo de lipopolissacarideo (LPS) na
concentragdo 100 ng/mL e a placa foi incubada por 24 h a 37 °C em 5% de CO2/95% de ar.
Foram estabelecidos grupos experimentais para a andlise dos resultados, sendo eles:
Controle: células cultivadas em meio de cultura sem adicdo de extrato e sem estimulo
inflamatorio; inflamado; Inflamado: células expostas ao LPS (estimulo inflamatorio), sem
tratamento com o extrato aquoso do guarand em po; Inflamado tratado: células expostas ao
LPS (estimulo inflamatério) com tratamento com o extrato aquoso do guarana em pd nas
concentragdes de 1,0; 1,5; e 2,0 mg/ml. Ao final, os sobrenadantes de cada grupo
experimental foram coletados e armazenados a -80 °C para posterior analise da concentragdo

dos mediadores inflamatoérios: TNF, IFN e IL-6.
4.5.2 Quantificagdo da concentragdo dos mediadores inflamatorios

A concentragdo dos mediadores inflamatorios analisados, TNF, IFN e IL-6, foi
quantificada utilizando o kit comercial Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit (BD
Biosciences, San Diego, CA). Todos os procedimentos foram realizados conforme descrito

nas instrucgdes técnicas do fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Inicialmente, foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
onde todos os dados apresentaram distribuicdo normal. Para a andlise das diferengas entre os
grupos, utilizou-se a ANOVA One-way, seguida do pos-teste de Bonferroni. Adotou-se um
nivel de significancia de 5% (p < 0,05), garantindo 95% de confianca nos resultados. Todos os

resultados foram expressos como média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS
5.1 POLIFENOIS TOTAIS

Na tabela 2 abaixo, encontra-se o resultado obtido da quantificacio do teor de
polifenodis totais presentes no extrato aquoso de guarand em po avaliado, onde o resultado

encontrado foi de 4572,17 + 147,97 mg EAG em 100 g de guarana em po (Tabela 2).

Tabela 2 - Teor de polifendis totais no extrato aquoso do guarand em pd proveniente da
Associagdo de Agricultores Familiares da comunidade de Ribeirinha e Tradicional de
Jatuarana.

Componente Polifenois Totais

mg EAG* /100 g de guarana

Guarana em po 4572,17 £ 147,97 **

* Equivalentes de Acido Galico
**Dados expressos em média + desvio padrao
Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

5.2 VIABILIDADE CELULAR

A figura 8 mostra os resultados encontrados para a analise de viabilidade celular apos
o uso do extrato do guarand em po em diferentes concentragdes (5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25
mg/ml, 1 mg/ml e 0,66 mg/ml ). O uso do guarana em po6 nas concentracdes de 2,5 mg/ml,
1,25 mg/ml, 1 mg/ml e 0,66 mg/ml apresentou uma viabilidade celular acima de 80%. Na
concentragdo de 5 mg/ml o valor de viabilidade celular encontrado foi abaixo do limite

aceitavel de viabilidade celular (valor encontrado foi de 30%).
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Figura 8§ - Andlise da viabilidade celular em células do tipo RAW 264.7, submetidas ao
tratamento com diferentes concentragdes do extrato aquoso do guarana em po.
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A porcentagem de células RAW 264.7 viaveis foi calculada em relacdo ao grupo de células controles (100% de
viabilidade), adotando 80% de viabilidade como ponto de corte. Os resultados sdo representados por média +
desvio padrdo. O eixo X indica as concentragdes testadas do extrato aquoso de guarana em pd (mg/mL); o eixo
Y indica a porcentagem da viabilidade celular.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

5.3 CONCENTRACAO DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS

Abaixo, na figura 9, estdo apresentados os resultados para o efeito do extrato aquoso
com guarand em po (1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL) sobre a concentracdo dos mediadores

inflamatorios TNF, IFN e IL-6 em células RAW 264.7 estimulados por LPS.
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Figura 9 - Efeito do extrato aquoso de guarand em po sobre a concentracdo de mediadores
inflamatérios em células RAW 264.7 estimulados por LPS.
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A) Concentragdo do mediador inflamatorio Fator de Necrose Tumoral, B) Concentracdo do mediador
inflamatorio Interferon; C) Concentracdo do mediador inflamatério Interleucina-6. Os grupos foram divididos
em: Controle, células cultivadas em meio de cultura sem adigdo de extrato ¢ sem estimulo inflamatério;
Inflamado, células expostas ao LPS (estimulo inflamatorio), sem tratamento com o extrato aquoso do guarana
em po; G 1,0, células expostas ao LPS, tratadas com o extrato aquoso do guarana em p6 na concentragdo de 1,0
mg/mL; G 1,5 células expostas ao LPS, tratadas com o extrato aquoso do guarana em p6 na concentragao de 1,5
mg/mL; e, G 2,0, células expostas ao LPS, tratadas com o extrato aquoso do guarana em p6 na concentragao 2,0
mg/ml. A normalidade dos dados foi realizada utilizando o teste Shapiro-Wilk. E, os efeitos do tratamento
preventivo e da intoxicag@o pelo teste ANOVA ONE-WAY, seguida do pos-teste de Bonferroni. Valor de p<0,05
foi considerado estatisticamente significativo; * p<0,05; *** p<0,001. Os resultados estdo representados como
média + desvio padrio.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Células inflamadas apresentaram uma concentracao de TNF duas vezes maior que as
células controles (p<0,001, grupo inflamado comparado ao controle). Os grupos inflamados
que receberam o tratamento com o extrato aquoso com guarand em pd nas diferentes
concentragdes nao apresentaram diferenga estatisticamente significativa na concentracao
desse mediador em relagao ao grupo inflamado (Figura 9A).

Para a concentracdao de IFN (Figura 9B), observou-se aumento significativo no grupo
inflamado quando comparado ao grupo controle (p<0,001). Nos grupos inflamados e tratados
com o extrato aquoso de guarand em pd nas concentracdes de 1,0 e 2,0 mg/mL foi encontrado
redugdo significativa na concentragdo desse mediador quando comparado ao grupo inflamado.
O grupo que recebeu o tratamento na concentracao de 1,0 mg/mL apresentou uma reducgdo de
16% (p=0,042) e na concentragdo de 2,0 mg/mL uma reducao de 22% (p=0,013). J& o grupo
que recebeu a concentragdo de guarana de 1,5 mg/mL nao apresentou diferencga

estatisticamente significativa quando comparado com o grupo inflamado.
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Em relagdo a concentragdo de IL-6, as células inflamadas também apresentaram um
aumento estatisticamente significativo comparado ao controle (p<0,001). Células inflamadas
que receberam o  tratamento com o extrato aquoso de guarand em po reduziram
significativamente a concentracdo deste mediador em todas as concentragdes do extrato (1,0;
1,5 e 2,0 mg/mL) quando comparados ao grupo inflamado. Para a concentragao de 1,0 mg/mL
foi encontrada uma reducao de 49% (p<0,001), para a concentragdo de 1,5 mg/mL uma
reducdo de 42% (p<0,001) e, para a concentracdo de 2,0 mg/mL uma redugdo de 50%
(p<0,001).
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6 DISCUSSAO

Em consonancia com o objetivo geral deste estudo, verificou-se que o extrato aquoso
de guaranda em poé em diferentes concentracdes foi capaz de exercer a atividade
anti-inflamatoria em macrofagos de murinos inflamados com LPS, demonstrada pela redugao
das concentragdes de IFN e IL-6. Esse resultado demonstra o potencial do guarana em regular
a concentracdo de mediadores inflamatorios provavelmente pelo efeito sinérgico dos seus
compostos bioativos, mas principalmente por apresentar em sua composi¢do fitoquimica os
polifenois.

De acordo com a literatura € possivel realizar a classificagdao de frutas em base seca
para o conteudo de polifenodis totais (Vasco et al., 2008). No presente estudo foi encontrado
uma concentragdo de polifendis totais no extrato aquoso do guarand em po6 de 4572,17 +
147,97 mg EAG. No estudo realizado por Vasco et al. (2008), utilizando dezessete frutos
comumente conhecidos, foi realizada a analise do teor de polifendis totais pelo reagente de
Folin-Ciocalteu e foi proposta a classificagdo para amostras tanto na matéria fresca, quanto
seca. A classificagdo segue trés categorias, sendo elas: para matéria fresca, baixo (<100 mg
EAG / 100 g), médio (100-500 mg EAG / 100 g) e alto (> 500 mg EAG / 100 g) e, para
matéria seca, baixo (<1000 mg EAG / 100 g), médio (1000-5000 mg EAG / 100 g) e alto (>
5000 mg EAG /100 g). Considerando essa classificacdo como referéncia, o guarand em pé
avaliado neste estudo se enquadra na categoria de médio teor de polifendis totais. E
interessante destacar que esse valor estd proximo do limite superior dessa categoria, e
corrobora com os valores encontrados em outros estudos que também avaliaram o guarana em
po, Teixeira et al. (2025) e Pinaffi (2020), com valores de 4.459,41 + 88.23 mg EAG/100g e
65,156 + 0,193 EAG/g, respectivamente. Essas diferencas encontradas podem ser explicadas
através das distingdes metodologicas empregadas na etapa de extracdo. No presente trabalho
foi utilizado um extrato exclusivamente aquoso, Pinaffi (2020) empregou uma extracao
hidroalcoodlica, com solugdo composta por agua, acetona e metanol na proporcao de 20:56:24.
Solventes organicos como acetona e metanol apresentam maior eficiéncia na extragdo de
compostos fenolicos uma vez que rompem de forma mais efetiva as interagdes ndo-covalentes
entre esses compostos € a matriz celular, como ligacdes de hidrogénio e interagdes
hidrofobicas com polissacarideos da parede celular (Renard et al., 2017; Xu et al 2017).
Adicionalmente, cabe destacar que o teor de polifendis totais em alimentos pode variar de
acordo com a variedade da planta, as condi¢gdes de cultivo, a sazonalidade, o armazenamento

e o processamento (Amarowicz et al., 2009).
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E possivel contrastar os valores de polifenodis totais obtidos no guarani em poé
analisado com outros frutos de consumo popular como a maca, cereja, ameixa e morango. Em
termos proporcionais a concentracao de polifenodis totais do guarand ¢ de aproximadamente 10
a 21 vezes superior a encontrada na macga, cereja, ameixa e morango (Phenol-Explorer, 2015;
Rupasinghe; Jayasankar; Lay, 2006; Mitic et al., 2012; Ballistreri et al., 2013; Acero et al.,
2019; Aliman et al., 2021). Parte da superioridade aparente do guarana ¢ atribuida a diferenca
no teor de umidade entre as amostras, visto que foram determinados em base de matéria
fresca enquanto o guarand em po analisado ¢ um produto desidratado. Ainda assim, mesmo
com essa ressalva, o elevado teor de polifendis reforca o potencial do guarand em pd como
fonte dietética desses compostos bioativos, potencial que se torna ainda mais relevante ao
considerar sua praticidade de uso. O guarand, principalmente na sua forma em po, pode ser
facilmente incluido na alimentagdo por meio da adi¢do em shots matinais, sucos, vitaminas,
iogurtes e outras preparacdes alimenticias. Essa facilidade de uso e caracteristicas sensoriais
suaves, de cheiro e de sabor, favorecem a sua utilizagdo como fonte dietética de compostos
fendlicos (Amarowicz et al., 2009). Pensando em uso cotidiano pela populacdo, o guarana ja
esta culturalmente incorporado aos habitos alimentares da populagao amazdnica. Um estudo
quantitativo realizado no municipio de Maués (AM), com amostra de 301 individuos,
verificou-se que 63,4% dos avaliados consomem diariamente esse fruto (Soares et al., 2022).

Ademais, no presente estudo foi realizado o ensaio de viabilidade celular empregando
o método MTT e utilizando células da linhagem de macrofagos de murinos RAW 264.7, a fim
de saber em quais concentragdes o extrato aquoso do guarand em pd provocaria algum tipo de
citotoxicidade as células. O ensaio de MTT ¢ amplamente reconhecido como um dos métodos
mais utilizados na literatura cientifica para avaliacdo de atividade metabdlica celular e
citotoxicidade. O principio do ensaio baseia-se na capacidade de enzimas oxirredutases
mitocondriais presentes em células metabolicamente ativas reduzirem o sal de tetrazolio MTT
de coloracdo amarela a cristais de formazan, de coloragdo purpura e insoliiveis em agua, cuja
intensidade de colora¢do, mensurada espectrofotometricamente, € proporcional ao nimero de
células viaveis na amostra analisada (Ghasemi et al., 2021). Nas concentracdes de 0,66; 1,25
e 2,5 mg/mL, a viabilidade celular manteve-se acima de 80%, logo baixa citotoxicidade,
indicando seguranca em nivel celular para o extrato aquoso de guarana segundo o critério
estabelecido pela norma ISO (2009) para assim prosseguir com os futuros experimentos.
Entretanto, na concentracao de 5 mg/mL, observou-se uma redu¢do acentuada da viabilidade
celular, indicando efeito citotdxico significativo nessa concentracdo. A queda expressiva de

viabilidade em concentragdes mais elevadas pode estar relacionada a semente do guarana que
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¢ rica em metilxantinas, principalmente a cafeina. Em concentracdes elevadas, a
citotoxicidade da cafeina ¢ um fendmeno bem documentado na literatura sendo associada a
sua capacidade de atuar sobre inducao de apoptose e disfungdo mitocondrial (Luo et al., 2007;
Meyer; Chan, 2017). Além disso, seu consumo excessivo pode causar efeitos adversos, como
insOnia, ansiedade, nervosismo, taquicardia e aumento da pressdo arterial em individuos
suscetiveis. Esses efeitos dependem principalmente da dose ingerida e refor¢am a necessidade
de estudos que definam concentragdes seguras de consumo e avaliem a toxicidade em longo
prazo (Kim et al., 2022).

Com o intuito de investigar as propriedades anti- inflamatorias foi utilizada a
linhagem de macrofagos murinos RAW 274.7 devido a sua elevada sensibilidade ao LPS, uma
endotoxina presente na membrana externa de bactérias gram-negativas. O LPS ¢ capaz de
ativar o receptor TLR4, desencadeando a ativagao da via do NF-kB e, consequentemente,
aumenta a producdo de marcadores pro-inflamatdrias, como TNF, IFN e IL-6 (Marimoutou et
al., 2015). Por sua vez, a atividade anti-inflamatéria pode ser observada por meio da redugdo
da producdo de mediadores pré-inflamatorios ou pelo aumento da producao de mediadores
anti-inflamatodrios (Yahfoufi et al., 2018). Nesse contexto, a literatura traz que os compostos
bioativos presentes em diferentes alimentos podem atuar na regulacdo da resposta
inflamatoria (Pisoschi ef al., 2024). No presente estudo, encontramos que o extrato aquoso de
guarana em pd reduziu de forma significativa a IL-6 em todas as concentragdes testadas
(reducao de 49%, 42% e 50% para 1,0; 1,5 ¢ 2,0 mg/mL, respectivamente). Para o IFN,
observou-se um padrdo de resposta mais complexo: houve redugdo significativa nas
concentragdes de 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL, mas ndo na concentracdo intermediaria de 1,5
mg/mL. Entretanto, nenhuma das concentracdes do extrato de guarana testadas foi capaz de
reduzir significativamente a TNF. Corroborando com a literatura, Carvalho et al. (2016)
observaram redu¢do na concentragdo dos mediadores IFN-y e IL-6 e IL-10 em cultura de
esplendcitos murinos tratados com extrato hidroalcodlico de sementes liofilizadas de guarana.
Cabe ressaltar que os achados refor¢gam a atividade imunomoduladora do guarana, mas ¢
importante considerar as diferencas entre os modelos celulares e tipos de extrato utilizados.

Esses resultados nos mediadores inflamatérios podem estar relacionados a presenca e
acdo dos polifendis presentes no guarand. A literatura demonstrou que o guarand apresenta em
sua composi¢cdo principalmente catequinas e epicatequinas (Teixeira; Souza, 2024). A
catequina e a epicatequina estao entre os flavonoides mais estudados em relacao ao potencial
anti-inflamatorio. Esses compostos atuam sobre diferentes vias de sinalizagdo celular

envolvidas na resposta inflamatdria, mas de maneira geral podem inibir a ativagdo do fator de



40

transcricdo NF-kB e a via da MAPK quinase, consideradas centrais na expressdo de
mediadores pro-inflamatdérios. Como consequéncia, observa-se a redugdo da producdo de
citocinas, como TNF, IL-1p, IL-6 e IL-8, bem como da expressao das enzimas COX-2 e iNOS
(Baranwal et al., 2022; Kim; Heo, 2022 ;). O cha verde (Camellia sinensis) ¢ uma das
principais fontes dietéticas de catequinas e tem sido amplamente investigado devido as suas
propriedades anti-inflamatorias. Peng et al. (2024) avaliaram o efeito de quatro catequinas
presentes no cha verde em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Os autores
observaram que as catequinas apresentaram atividade anti-inflamatoria, reduzindo a produgao
de o6xido nitrico, prostaglandina, TNF e IL-1B, além de diminuir a expressdo das enzimas
COX-2 ¢ iNOS. Esses efeitos foram atribuidos, principalmente, a inibicdo da via de
sinalizagdo TLR4/MAPK/NF-kB, destacando o potencial das catequinas do cha verde na
modula¢do de importantes mecanismos envolvidos na resposta inflamatoria (Peng et al.,
2024).

Embora o presente estudo tenha fornecido evidéncias relevantes acerca da acdo do
extrato aquoso de guarana em pdé na inflamacdo in vitro, algumas limitacdes devem ser
consideradas. Uma limitagdo do presente estudo refere-se ao numero restrito de mediadores
avaliados. Embora os marcadores analisados tenham sido suficientes para indicar um perfil
anti-inflamatorio, outras citocinas relevantes ndo puderam ser incluidas na investigagdo, como
as interleucinas IL-1 e IL-18, comumente associadas a resposta imune inata, e a [L-17, mais
relacionados a resposta imune adaptativa, bem como de mediadores anti-inflamatorios, para
assim sabermos se o extrato aquoso de guarand em pd também atuaria no aumento de
mediadores anti-inflamatérios como a IL-10.

Outra limitagdo importante refere-se ao proprio método de extracao utilizado, uma
vez que, como discutido anteriormente, o solvente e o procedimento de extragao empregados
influenciam diretamente o teor de polifendis quantificado. Embora a utilizagdo do extrato
aquoso demonstre um resultado benéfico e significativo, muitas vezes dificulta a comparagao
com resultados obtidos por diferentes metodologias descritas na literatura por outros autores.

Em suma, o guarand em p6 demonstra ser um agente dietético promissor para a
amenizacdo da inflamacdo cronica de baixo grau, condi¢do associada ao desenvolvimento das
DCNTs, atuando de forma segura e seletiva sobre mediadores-chave da resposta inflamatoria
em nivel celular. Contudo, os resultados obtidos exclusivamente em ambiente experimental in
vitro, representam apenas a etapa inicial da investigagdo cientifica. A confirmacdo de sua
eficdcia sistémica e aplicabilidade pratica depende da continuidade das pesquisas em modelos

experimentais e, posteriormente, em ensaios clinicos controlados em humanos. Uma vez que
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estudos in vitro sdo fundamentais por permitirem testar, de forma controlada e reprodutivel,
mecanismos de a¢do, toxicidade e potencial terapéutico de um composto antes de avangar
para modelos mais complexos (OECD, 2018 ). Esses achados ampliam as perspectivas para
futuras investigacdes sobre sua aplicacdo e seus possiveis efeitos benéficos no organismo,
especialmente no contexto da prevencdo de alteracdes associadas a inflamacdo e ao estresse

oxidativo (Rosa et al., 2020).
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7 CONCLUSAO

O extrato de guarana (Paullinia cupana) em p6 avaliado apresenta uma quantidade
média de polifenois totais. O ensaio de citotoxicidade em macréfagos RAW 264.7 estabeleceu
que as concentragdes de até 2,5 mg/mL do extrato aquoso sdo seguras, mantendo a viabilidade
celular acima de 80%. Dentro dessa faixa segura, observou-se que a aplicagdo do extrato foi
capaz de atenuar significativamente a secre¢do de mediadores pro-inflamatorios em células
inflamadas, com inibicao de até 50% na producao de IL-6 e de até 22% na de IFN, em todas
as concentragdes ndo citotoxicas testadas. Em contrapartida, ndo houve alteragdo significativa
na concentragdo de TNF, o que indica uma acgdo anti-inflamatdria seletiva, e ndo generalizada,

sugerindo que o guarana module vias especificas da cascata inflamatoria.
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