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RESUMO
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Guarana (Paullina cupana) é um alimento funcional e estudos prévios sugerem ativi-
dades antioxidante, antiplaquetaria, antiobesogénica, hipolipemiante e moduladora
dos niveis de oxido nitrico (ON). Os provaveis efeitos do guarana relacionam-se a
sua composicao quimica constituida principalmente por xantinas como a cafeina,
teofilina, teobromina e de polifendis como as catequinas e seus derivados. A identifi-
cacao de compostos bioativos em frutos brasileiros € de extrema relevancia para o
desenvolvimento de produtos naturais que apresentem atividade terapéutica e, nes-
se contexto, encontra-se o0 guarana. Evidéncias sugerem que 0 seu consumo pode
intervir no estabelecimento da aterosclerose, patologia determinante nas doencas
cardiovasculares (DCVs). A maior parte dos estudos prévios realizados, analisou
compostos herbais que continham guarana na sua composi¢cdo, em modelos expe-
rimentais animais ou em estudos populacionais transversais observacionais. Portan-
to, é incipiente a investigacdo para analisar se 0 guarana apresenta atividade sobre
biomarcadores sanguineos glicémicos, lipidicos, nutricionais, oxidativo-inflamatérios
e isquémicos. Objetivos: investigar se a suplementacao com uma reduzida dose de
guarana em um curto espaco de tempo poderia ter influéncia sobre marcadores bio-
quimicos associados a aterosclerose em adultos jovens com sobrepeso, portanto,
com risco de desenvolver a patologia. Métodos: foi realizado um ensaio clinico, ran-
domizado, controlado por placebo para testar se a suplementacido de uma dose mi-
nima diaria (90mg) de guarana poderia afetar biomarcadores sanguineos metabali-
cos, oxidativos e isquémicos. Voluntarios saudaveis (n=14) com sobrepeso consumi-
ram capsulas de guarana p6 (90/mg dia) durante 14 dias. Os resultados mostraram
que o suplemento com guarana reduziu em 20% os niveis de triglicerideos
(p=0,015). Observou-se também redug¢ao nos niveis de acido urico (p=0,042) e mar-
cadores do metabolismo oxidativo, como TBARS (p=0,0015), carbonilagdo de prote-
inas(p<0,0001) e AOPP (p=0,025) enquanto houve um aumento nos niveis sangui-
neos da enzima catalase (p=0,001), albumina(p<0,0001) e proteina total(p=0,0005).
Estes resultados foram independentes de sexo e idade. O presente estudo sugere
que uma dose minima de guarana em um periodo reduzido de tempo provoca efeito
modulador positivo em alguns biomarcadores sanguineos de risco cardiovascular
humano independentemente da perda de peso, apresentando, desta forma, efeito
positivo sobre os moduladores de risco ateroscleréticos.

Palavras-chave: Paullinia cupana. Marcadores bioquimicos. Estresse oxidativo.
Doencas cardiovasculares.
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Guarana (Paullina cupana) is a functional food and previous studies suggest antioxi-
dant, antiplatelet,antiobesogenic lipid-lowering and modulating activities of the levels
of nitric oxide (ON) effects.The probably effects of guarana are related to their chem-
ical composition consisting mainly of xanthine as caffeine, theophylline, theobromine
and polyphenols such as catechins and their derivatives. The identification of bioac-
tive compounds in Brazilian fruit is ofextreme relevance for the development of natu-
ral products that have therapeutic activity and, in this context, is guarana. Evidence
suggests that consumption may intervene in the establishment of atherosclerosis pa-
thology in determining cardiovascular diseases (CVDs). Most previous studies exam-
ined herbal compounds containing guarana in its composition, in experimental animal
models or observational cross-sectional population studies. Therefore, is incipient
research to analyze if the guarana presents activity on biomarkers blood glucose,
lipid, nutritional, oxidative - inflammatory and ischemic. Obijectives: Investigate
whether supplementation with a low dose of guarana in a short space of time could
have an influence on biochemical markers associated with atherosclerosis in young
adults overweight, therefore at risk of developing pathology. Methods: We performed
a clinical trial, randomized, placebo-controlled trial, to test whether supplementation
of a minimum daily dose (90mg) of guarana may affect blood biomarkers metabolic,
oxidative and ischemic. Healthy volunteers (n = 14) overweight consumed capsules
guarana powder (90/mg day) for 14 days. The results showed that supplementation
with guarana reduced by 20% triglyceride levels (p = 0.015). It was also observed
reductions in uric acid levels (p = 0.042) and markers of oxidative metabolism, such
as TBARS (p = 0.0015), protein carbonylation (p <0.0001) and AOPP (p = 0.025)
while there was an increase in blood levels of catalase (p = .001), albumin (p
<0.0001) and for total protein (p = 0.0005). These results were independent of gen-
der and age. The present study suggests that a minimum dose of guarana in a re-
duced period of time causes a positive modulatory effect on some blood biomarkers
of human cardiovascular risk, regardless of the weight loss, showing thus a positive
effect on atherosclerotic risk modulators.

Keywords: Paullinia cupana. Biochemical markers. Oxidative stress. Cardiovasvular
disease.
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As doengas cardiovasculares (DCVs) sédo responsaveis pela maior parte dos
obitos na populagdo mundial, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
(WHO, 2011). Dentre os principais fatores de risco estéo: a dislipidemia, hipertenséo
arterial, obesidade, diabetes mellitus do tipo 2 e sindrome metabdlica aliados a maus
habitos alimentares e ao sedentarismo. Estes fatores ndo sdo exclusivos de adultos
e idosos, podendo estar presentes precocemente em criangas e adolescentes (EC-
KEL et al., 2005).

Tais fatores de risco estdo associados ao estabelecimento de um processo
patolégico denominado aterosclerose que € o principal fator causal das DCVs. Em
cerca de 98% dos casos, alteragbes ateroscleréticas séo responsaveis pelas doen-
cas arteriais coronarianas (KLUTHCOUSKI; PORTO, 1999). O infarto agudo do mio-
cardio (IAM) é uma doenca arterial coronariana que, em 85% a 90% dos casos, de-
ve-se a obstrucdo aguda da artéria coronaria, resultante da cascata de coagulacao

iniciada pela ruptura da placa aterosclerética (PATTERSON et al., 1995).

1.1 Aspectos etiolégicos e patolégicos da aterosclerose

A aterosclerose caracteriza-se pela formagao de placas gordurosas nos vasos
sanguineos que pode ter consequéncias fatais. Para que a fisiopatologia da ateros-
clerose seja entendida, faz-se necessario conhecer a estrutura cito-histolégica dos
vasos sanguineos (Figura 1). Vasos sanguineos, como as artérias, sao constituidos
por uma camada monocelular, mais interna, que recobre o seu lumen formada por
tecido epitelial de revestimento, denominada endotélio. Abaixo do endotélio, encon-
tra-se uma pequena camada de tecido conjuntivo frouxo, o subendotélio, também
conhecido como “intima”. A camada intima, por sua vez, liga-se a uma camada mais
espessa formada de tecido muscular liso, responsavel pela contracédo e relaxamento
dos vasos sanguineos. Este movimento de contragéo e relaxamento é de fundamen-
tal importancia para a manutencdo da homeostase corporal e esta diretamente as-
sociada a pressao arterial sanguinea. Por fim, o vaso é revestido por um tecido con-

juntivo que o delimita, denominado tunica adventicia ou albuginea.
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Tunica adventicia
(Tecido canjuntiva)

Figura 1 - Esquema geral do vaso sanguineo mostrando as suas principais camadas
teciduais.
Fonte: Junqueira e Carneiro (2012).

O tecido conjuntivo das camadas intima e tunica adventicia sao ricos em fi-
bras elasticas que auxiliam na contracao e relaxamento dos vasos sanguineos, man-
tendo a circulagao e pressao sanguinea em niveis de normalidade (Junqueira e Car-
neiro 2012).

Apesar de o endotélio ser formado por uma Unica camada de células epiteli-
ais, ele é biologicamente ativo e esta relacionado com diversas funcdes fisiolégicas
importantes (VAHOUTTE et al., 1996), dentre elas, o controle da vasodilatagao atra-
vés da producao da molécula de 6xido nitrico (ON). A camada subendotelial (intima)
nutre o endotélio e o liga a camada constituida de células musculares lisas que irdo
contrair-se ou dilatar-se, regulando assim a pressao sanguinea (AIRD WC, 2004).

Em presencga de fatores de risco anteriormente citados, pode ocorrer elevagao
e oxidagao do LDL colesterol, formando moléculas de LDL-oxidado (oxLDL). Estas
moléculas possuem grande afinidade pelo tecido conjuntivo, podendo migrar da cor-
rente circulatoria para a camada do subendotélio. Reconhecidas como moléculas

estranhas, podem desencadear uma resposta imunoldgica na qual os mondcitos di-
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ferenciam-se em macréfagos (FROSTEGARD et al., 1990; ROSS, 1999; GOTTLIEB
et al., 2005.) , e passam a migrar para a camada do subendotélio com o intuito de
fagocitar as moléculas de oxLDL.

Estas moléculas nao sao completamente digeridas pelos macréfagos, acumu-
lando-se no citoplasma sob a forma de goticulas. Apds a ingestdo de um numero
elevado de oxLDL, ocorre a morte de macrofagos na camada do subendotelial, for-
mando as células gordurosas (foam cells) conhecidas como “células espumosas”.
Estas células tendem a aglomerar-se, induzindo a migragcdo de algumas células
musculares lisas e residuos de coagulagao que se aderem as “células espumosas”,
originando a estrutura da placa aterosclerética (SNIDERMAN, 2004). Sob a persis-
téncia da interacao de fatores anteriormente citados, a inflamacéao crénica persiste,
levando a um rompimento desta placa, o que pode resultar na formagao de um coa-
gulo ou trombo sanguineo, o qual pode obstruir o vaso sanguineo, impossibilitando a
passagem de oxigénio e nutrientes.

A oclusdo do lumem vascular apresenta como consequéncia patologias como
isquemia cardiaca e acidente vascular cerebral (BRAUNWALD, 2001). Assim, a for-
macao e progressao da placa aterosclerética envolve processos ligados a alteragdes
glicémicas, lipidicas, estados: inflamatdrio, oxidativo e isquémico que, por sua vez,
levam a processos cardiovasculares importantes. As multiplas interagdes entre pla-
quetas, linfécitos T, macrofagos, células do tecido muscular liso, moléculas de ade-
sdo e componentes genéticos tém sido documentadas e provavelmente promovam o
ambiente de inflamagao necessario para provocar a injuria endotelial (LIBBY, 2002).

A Figura 2 mostra um esquema do processo de desenvolvimento e estabele-

cimento da aterosclerose.
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Figura 2 - Aspectos histopatolégicos da aterosclerose.
Fonte: Libby (2002).

Os processos oxidativos e inflamatérios auxiliam no estabelecimento dos me-
canismos pelos quais a aterosclerose tem sua origem e progressao. Através destes
fatores, foram identificados biomarcadores associados a aterosclerose que podem
ser utilizados para a investigacao da influéncia de fatores de risco emergentes ou de
fatores antiateroscleréticos com alimentos presentes na dieta, fitoterapicos e suple-
mentos alimentares. Os biomarcadores tém caracteristicas passiveis de avaliagao e
mensuracgdo, como indicadoras de processos bioldgicos normais, processos patogé-
nicos ou de resposta farmacolégica a uma intervencéo terapéutica (ZWART et al.,
1999; LA BAER, 2005).
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1.2 Histérico e importancia das plantas medicinais

Considerada em tempos remotos como uma manifestacao divina, a utilizacao
de plantas medicinais é tdo antiga quanto a prépria civilizacdo (YAMADA, 1998). Po-
vos inteiros dominavam seus segredos, muitas vezes associados a magia e rituais
religiosos, buscando na natureza recursos para melhorar suas proprias condi¢des de
vida, aumentando suas chances de sobrevivéncia. Portanto, o tratamento das en-
fermidades com a utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica que sempre existiu
na historia da humanidade (MORAES; SANTANA, 2001).

De acordo com Simdes, Schenkel e Simon (2001) e Vale (2002), os primeiros
registros fitoterapicos datam do periodo 2.838-2.698 a. C., quando o imperador chi-
nés Shen Nung catalogou 365 ervas medicinais e venenos que eram usados sob
inspiracdo taoista de Pan Ki, considerado Deus da criacdo. Esse primeiro herbario
foi organizado seguindo uma ordenagao de dois polos opostos: yang-luz, céu, calor,
esquerdo; e o yin-trevas, terra, frio. Assim, a Medicina Tradicional Chinesa utiliza, de
forma expressiva, plantas medicinais desde 2.500 a.C até os dias atuais, para o tra-
tamento de varias enfermidades que acometem o ser humano (SCHENKEL; GOS-
MAN; PETROVICK, 2007). Pode-se afirmar que dois mil anos antes do aparecimen-
to dos primeiros médicos gregos como Hipdcrates e Galeno, ja existia uma medicina
egipcia organizada. Em relagdo a medicina egipcia também foram encontrados papi-
ros datados do periodo entre 2200 a 1800 a.C., escritos na Xll dinastia. Ebers Papi-
rus, datado de 1.500 a. C., foi um manuscrito egipcio que ja continha informacdes
sobre 811 prescricdes e 700 drogas. O rolo teria sido encontrado junto a uma mumia
e estima-se que tenha sido escrito por volta do ano 1550 a.C. (DEVIENNE et al.,
2004).

O Império Romano também desenvolveu a sua medicina através das plantas
com o surgimento de complexas misturas de ervas, conhecidas como galénicas, que
nada mais eram que reproducdes das primitivas misturas gregas e egipcias. No re-
gistro da “Histéria das plantas”, Theofrasto de Eresus (371-328 a.C.), considerado o
“pai da Botanica’, relata descri¢des botanicas muito precisas, acompanhadas de in-
dicagbes sobre efeitos toxicos e propriedades curativas (LORIN, 2005).

Com o Renascimento, houve um estimulo ao pensamento cientifico, e, com o

advento da imprensa, o conhecimento existente foi distribuido dos confins das clau-
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suras monastéricas, complementando a medicina popular e aprimorando remédios
herbais caseiros, que eram passados de geragdo em geragao verbalmente. No cur-
so da histdria, por volta de 1200 d.C., o desenvolvimento da medicina restringiu-se
aos persas e arabes, mantendo-se, entretanto, as ideias de Galeno e Hipdécrates. O
resultado da medicina greco-islamica também foi descrito na Canon Medicina, uma
enciclopédia escrita no século Xl por Ibn Sina, médico conhecido atualmente por
Avicena. Esta obra foi repassada ao Ocidente e tornou-se base fundamental do tra-
tamento médico no final da Idade Média (GILSON, 1998).

Na Europa, o primeiro jardim destinado exclusivamente ao estudo e producéao
de plantas medicinais surgiu em torno de 1545 d.C., na escola médica de Padua,
Italia. Ao final do século XVI, encontravam-se completamente difundidos os saberes
medicinais da época por toda a Europa e estes ligados a uma Universidade com a
cadeira de medicina.

Pesquisas, como o isolamento da quinina a partir da quina por Pelletier e Ca-
ventou por volta de 1820, contribuiram para ratificar a constatacdo de que as plantas
medicinais tinham um importante valor. Em 1831, o farmacéutico alemao Mein isolou
o composto quimico atropina, um antagonista muscarinico nao seletivo utilizado co-
mo adjuvante em processos anestésicos e utilizado no tratamento da bradicardia e
da hipermotilidade intestinal (BARREIRO, 1990; RANG et al., 2007).

Por este motivo, até o século XIX, plantas medicinais e extratos vegetais re-
presentavam os recursos terapéuticos utilizados nas enfermidades em geral, o que
pode ser ilustrado pelas Farmacopeias da época. A maioria dos medicamentos de
origem vegetal representavam os proprios remédios utilizados na medicina (S-
CHENKEL; GOSMAN; PETROVICK, 2000). Entretanto, os avangos na quimica im-
pulsionaram o desenvolvimento de uma grande quantidade de medicamentos pro-
duzidos a partir de moléculas sintéticas que sao utilizados na medicina e farmacia
contemporanea (SOUZA, 2006). Apesar da relevancia destes medicamentos, em
1978, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu a medicina tradicional e
seus efeitos benéficos para a saude. Em 1985, a OMS publicou uma estatistica, na
qual aproximadamente 80% da populacdo mundial ainda utilizava como tratamento
primario para as moléstias a medicina tradicional (VEIGA et al., 2005).

Portanto, os vegetais representam uma fonte de principios ativos com acgéao
farmacoldgica. O crescente destaque refere-se ao seu papel importante na nutricao

humana e na prevengao de patologias, como fornecedores naturais de vitaminas e
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sais minerais, elementos indispensaveis para a higidez do organismo, tendo reflexo
positivo na Saude Publica (WAGNER, 2003).

Assim, estima-se a existéncia de 250.000-500.000 espécies de plantas no
mundo, porém o potencial das plantas superiores como fonte de medicamentos é
pouco explorado (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). Das 25.000 a 75.000 es-
pécies vegetais estimadas utilizadas nas medicinas tradicionais do mundo, apenas
1% é conhecida por estudos cientificos, demonstrando seu valor terapéutico, quando
administradas em seres humanos (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

Desta forma, parte-se hoje para a utilizacdo racional de plantas medicinais,
procurando garantir a seguranca de sua utilizagcdo e, mais além, desenvolvendo me-
canismos de manejo sustentado para assegurar a constancia desta terapia. Muitas
plantas medicinais que tém sua eficiéncia e toxicidade terapéutica avaliadas, ou ja
determinadas, podem ser utilizadas pela populacido, atendendo as suas necessida-
des basicas de saude e garantindo um tratamento de baixo custo, facil acesso e com
grande compatibilidade cultural.

A relevancia do uso das plantas na prevencao e tratamento de doencas como
a aterosclerose esta fortemente associada a presenca de determinadas moléculas
quimicas entre as quais os polifendis, mais especificamente os flavonoides que a-

presentam papel de destaque.

1.3 A influéncia da dieta e dos fitoterapicos na prevencgao e tratamento da ate-

rosclerose e seus fatores de risco

Uma vez que a aterosclerose € uma doencga cardiovascular sistémica, que a-
presenta uma patogénese complexa envolvendo estresse oxidativo, disfuncédo endo-
telial e inflamacgao crénica, existem muitos estudos voltados para o entendimento do
efeito da dieta na prevencgao e tratamento, assim como nos mecanismos que promo-
vem o desencadeamento da aterosclerose. Neste trabalho, sera focado apenas os
aspectos que relacionam a dieta e o uso de fitoterapicos na prevengao terapéutica
da aterosclerose e seus fatores de risco. Muitos extratos tém sido testados com des-
taque a plantas como a Salvia miltiorrhiza, Curcuma longa, Rheum undulatum and

Panax notoginseng, que parecem regular a iniciagao e a propagagao da aterosclero-
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se (ZENG et al., 2011). Pesquisas revelam que fatores dietéticos sdo de suma im-
portancia nos processos de desenvolvimento da aterogénese. Uma das hipdteses
relacionadas ao desenvolvimento da aterosclerose seria a de que esta alteracao pa-
tolégica é desencadeada pelo estresse oxidativo (Figura 3). Portanto, o estresse o-
xidativo é considerado causa primaria desta patologia (OZKANLAR; AKCAY, 2012).
A peroxidagao lipidica causada pela presenca de espécies ativas de oxigénio (E-
AOs) como os radicais hidroxila e espécies ativas de nitrogénio (EANs) como o pe-
réxido nitrito, resultam na formagao de malondialdeido (produto citotoxico), propici-
ando a formacéao de estresse oxidativo.

Esta condicdo pode causar disfuncédo endotelial. O estresse oxidativo, produ-
¢do e oxidacdo de todos os tipos de lipidios incluindo o LDL-colesterol, origina o
oxLDL. O oxLDL estimula a liberagao da citocina pré-inflamatéria, interleucina 1 (IL-
1) pelas células endoteliais e pelos macréfagos. Entretanto, se ocorrer liberagéo de
ON, responsavel pela vasodilatacao, esta molécula possui a capacidade de inibir os
efeitos da citocinas inflamatérias e outras moléculas de adesao que estao relaciona-

das com a aterosclerose.

Fatores de Risco de Aterosclerose

EAQOs oxLDL

EANs
Alteragao Diminui¢ao nos

na sinalizagao Niveis de ON
Inflamagao Disfuncao
endotelial
ATEROSCLEROSE

Figura 3 - Hipotese oxidativo-inflamatdria do desenvolvimento da aterosclerose
Fonte: Ozkanlar e Akcay (2012).
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Entretanto, em presenca de disfungcado endotelial, ocorre redugéo nos niveis
de ON, contribuindo para o desenvolvimento da placa aterosclerética. Este fato ocor-
re em situacoes de estresse oxidativo, onde ha uma elevacao substancial da produ-
¢ao do anion superéxido. Esta molécula possui alta afinidade pelo ON e ligando-se a
ela produz principalmente a substancia reativa peroxinitrito, causando peroxidacao
lipidica e prejudicando assim os niveis de ON e causando a disfungdo endotelial.
Portanto, esta alteragao fisiolégica desencadeia a produgédo da placa adiposa ate-
rosclerética (OZKANLAR; AKCAY, 2012).

Ha aproximadamente duas décadas, o uso de suplementacdo com antioxi-
dantes comecgou a ser implantado com o objetivo de realizar estudos que compro-
vem o uso de plantas medicinais, alimentos e fitoterapicos na prevengao de DCVs.
Uma variedade muito grande destes compostos sdo ricos em antioxidantes e po-
dem minimizar o desenvolvimento da aterosclerose. Os antioxidantes naturais sdo
um conjunto muito heterogéneo de moléculas que, presentes em baixas concentra-
¢bes, comparativamente as biomoléculas que supostamente protegeriam, podem
prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo (HALLIWELL, 2012). Sdo também
as principais responsaveis pelos efeitos benéficos a saude cardiovascular, incluindo
moléculas como a vitamina E, pigmentos carotenoides, vitamina C, flavonoides, be-
ta-caroteno e outros compostos fendlicos (KIM et al., 2007; VASCONCELOQOS et al.,
2006). As principais classes de antioxidantes naturais sdo: compostos fendlicos (fla-
vonoides e nao-flavonoides), carotenoides, vitaminas (A, C e E) e compostos nitro-
genados (DEVASAGAYAM et al., 2004).

Entretanto, uma meta-analise dos ensaios clinicos randomizados ndo mostrou
beneficios consistentes na protecao a aterosclerose de pessoas suplementadas com
vitaminas (C, E, carotenoides, etc.). Porém foram descritos potentes efeitos terapéu-
ticos de ingestao elevada de frutas e vegetais na prevencao a aterosclerose. Pes-
quisas recentes como a realizada por Holt et al. (2009) sugeriram que o consumo de
cinco ou mais porcdes diarias de frutas e verduras poderia ser benéfico para a sau-
de cardiovascular. Dentro destas frutas e verduras existe uma variedade de polife-
nais, especialmente flavonoides, que possuem importante acao sobre o sistema car-
diovascular e sobre a inibicdo da aterogénese. Os flavonoides estdo entre os mais
importantes grupos do reino vegetal. Mais de 4.000 deles ja foram identificados em
fontes vegetais (MIDDLETON et al., 2000), sendo suas maiores classes os flavonais,

flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavona, diidroflavondis, e chalco-
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nas (YAO et al., 2004). Estas moléculas sado encontradas em frutos, legumes, noz,
sementes, alguns tipos de ervas, especiarias, caules e folhas (ACKER et al., 1996).
Em sua acao antioxidante, a atividade alvo é principalmente sobre radicais do tipo
hidroxila e superdxido, que sdo espécies altamente reativas envolvidas na oxidagao
das moléculas de LDL e, portanto, no processo de iniciacdo da aterosclerose (JO-
VANOVIC et al., 1998). Flavonoides também podem apresentar atividade modifica-
dora na sintese de eicosanoides, com respostas anti-inflamatérias e antitromboticas
na inibicdo da agregacao plaquetaria (GELEIJNSE et al., 2002).

A influéncia dos flavonoides com atividade inibitéria em algumas enzimas oxi-
dases representa um outro tipo de mecanismo que justifica a sua atividade antioxi-
dante. Estudos sugerem que substancias como a quercetina, morina e catequinas
em concentracdes de 0,125; 0,25 e 0,5 mM, respectivamente, protegem células en-
doteliais do ataque de radicais livres gerados pelo sistema xantina oxidase (ZENG et
al.,1997).

Estudos sobre o efeito de fitoterapicos como o cha verde e o cha preto sobre
a saude cardiovascular também tém sido conduzidos. Estes sao produzidos a partir
da planta Camelia sinensis e sao também ricos em moléculas bioativas como as ca-
tequinas, pertencentes a classe de flavonoides. Evidéncias disponiveis sugerem que
o consumo destes chas pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares como
descreve a recente revisao feita por Hodgson e Croft (2013). Segundo os autores, os
beneficios referem-se a presenca de flavonoides que foram isolados e testados em
modelos animais, demonstrando capacidade inibitéria no estabelecimento da placa
ateroscleroética. Estas moléculas possuem a capacidade de aumentar a disponibili-
dade de ON e melhorar a fungao endotelial. Elas também possuem algum nivel de
impacto no peso e gordura corporal. Estas moléculas agem reduzindo o estresse, os
danos oxidativos, os processos inflamatérios e a ativacdo plaquetaria. Possuem

também acao hipotensiva e diminuem o risco de ocorréncia de diabetes do tipo 2.
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1.5 Potencial efeito do guarana (Paullinia cupana) nos fatores de risco da ate-

rosclerose

As florestas tropicais e as plantas medicinais sao parte significativa da biodi-
versidade. A biodiversidade é responsavel pelo equilibrio e pela estabilidade dos
ecossistemas. Por tratar-se de fonte de imenso potencial econémico, esta relaciona-
da com atividades agricolas, pecuarias, pesqueiras, florestais e também com a base
da industria da biotecnologia, ou seja, da fabricagdo de medicamentos, cosméticos,
sementes agricolas. Portanto, a biodiversidade possui, além do seu valor intrinseco,
valor ecolégico, genético, social, econémico, cientifico, educacional e cultural. Apro-
ximadamente um terco da flora mundial encontra-se localizada em paises em de-
senvolvimento como o Brasil, embora o pais ndo se encontre entre os que mais ma-
nufaturam e comercializam produtos naturais. O Brasil € um dos paises com maior
diversidade genética vegetal, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas
(20-22% do total existente no planeta), sendo assim a maior cobertura vegetal em
todo o globo (CORREA, 2002; MELO et al., 2007).

A tradigdo no uso de plantas medicinais, aliada ao grande numero e varieda-
de nas espécies vegetais, instiga o interesse no estudo das mesmas, dando foco ao
efeito terapéutico pesquisado por brasileiros e, mais recentemente, pela industria
farmacéutica, interessada em desenvolver novos medicamentos (SCHENKEL et al.,
2007).

Acredita-se que os fitomedicamentos podem ter a mesma eficacia dos medi-
camentos de referéncia desde que sejam priorizados aspectos importantes como
estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmaco-
l6gicos e o desenvolvimento de metodologias analiticas (TOLEDO et al., 2003). Es-
tes itens fazem com que os estudos, eficacia e seguranca assegurem aspectos im-
portantes a serem analisados para que o uso das plantas medicinais seja apropriado
em termos de eficacia e seguranga (FISCHER, 2005).

Na dieta brasileira, alguns alimentos também podem ser de interesse na pre-
vencgao da aterosclerose. Este € o caso do guarana (Paullinia cupana) que é uma
planta arbustiva nativa da Amazénia (CORREA, 1984) pertencente & familia Sapin-

daceae, muito comum no Amazonas e Para, também conhecido como uarana, gua-
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ranalva e guaranaina (CORREA, 1984). A semente é a parte utilizavel dando ori-
gem a um pé produzido através de processo de torrefagdo e moagem (Figura 3).

Descoberto em 1821 por Humboldt que, em contato com indigenas, princi-
palmente da tribo Maués, que viviam na Amazdnia, observou o uso frequente da
semente do fruto na forma de pastas, xaropes, pomadas em varias moléstias e para
obtencgao de energia (SCHIMPL et al., 2013).

_ Maués

. Regido inacessivel

Cc D E

Figura 4 - Aspectos relacionados a regido produtora de guarana. (A) Mapa indicando
a localizagédo geografica de Maués; (B) Maués € um municipio com cerca de 50 mil
habitantes dos quais 50% vivem na regido urbana apresentada na foto. Os demais
vivem em 175 pequenas comunidades ribeirinhas distribuidas nos 40 mil km? do
municipio; (C) Colheita do guarana; (D) Tradicionalmente a semente do guarana é
lavada, tostada e moida e é feito um bastdo com este pd. (E) Posteriormente, este
bastado de guarana é ralado na lingua do pirarucu (que é éssea). O po6 obtido é colo-
cado em agua e tomado com mel ou agucar, pela manha, em jejum.
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Estudos iniciais sobre a composi¢do do guarana descreveram como compo-
nentes principais a celulose (47,12%), amido (9,35%), resina vermelha (7,80%), pec-
tina (7,40%), acido guarana-tanico (5,90%), materiais albuminoides (1,75%), saponi-
na (0,66%), glicose (0,77%) e agua (7,65%). Outras substancias em concentragdes
reduzidas também foram descritas como: acido malico e a dextrina (CORREA,
1984). O guarana também é rico em compostos bioativos que incluem xantinas e
polifendis (Figura 4) como a cafeina, teobromina, teofilina e catequinas (SMITH; A-
TROCH, 2010). Particularmente a cafeina e as catequinas presentes no guarana
também sdo encontradas em outros alimentos com efeito antiaterosclerético como o
cha verde e preto e o café. O guarana também possui teobromina que € o principal
composto ativo encontrado no chocolate (ANGELO et al., 2008).

Citado pelas farmacopeias brasileira, europeia, mexicana e americana, dentre
as plantas constituidas de cafeina, o guarana detém o maior percentual desse alca-
loide. O percentual de cafeina encontrado nas sementes de guarana variam em mé-
dia de 2,5% a 6,9% (SCHIMPL et al., 2013).

Estudos cientificos com guarana comegaram a ser realizados por volta de
1940 por pesquisadores franceses e alemaes cujos achados confirmaram as indica-
¢bes preconizadas pelos indigenas. Suas propriedades benéficas foram passadas
aos colonizadores europeus que logo comegaram a utiliza-lo principalmente como
estimulante até seu uso comercial na composi¢cao de um dos principais refrigerantes
consumidos no Brasil, o popular “Guarana” (SMITH; ATROCH, 2010; SCHIMPL et
al., 2013).

Importantes efeitos biolégicos do guarana tém sido relatados em artigos cien-
tificos produzidos a partir de estudos em seres humanos e modelos experimentais,
incluindo aqueles que potencialmente teriam acdo antiaterosclerdtica. Entre estes
efeitos estdo: (1) antioxidante (MATEI et al., 1998; BASILE et al., 2005; PINHEIRO
et al., 1987; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007); (2) antiplaquetario (HALLER et al.,
2005); (3) antiobesogénico (OPALA et al., 2006), (4) termogénico (BERUBE-
PARENT et al., 2005) e (5) hipolipemiante (LIMA et al., 2005); (6) modulatério dos
niveis intracelulares de ON (BITTENCOURT et al., 2013).
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Figura 5 - Principais moléculas bioativas identificadas no guarana com potencial efei-
to terapéutico.
Fonte: Bravo (1998).

Apesar de os estudos experimentais e algumas investigacbes em seres hu-
manos sugerirem efeitos importantes do guarana na modulagéo da aterosclerose, s6
recentemente foi conduzido um estudo epidemiolégico que sugeriu que a ingestao
habitual do guarana seria um fator de prote¢cao associado as doencgas cardiovascula-
res. Este estudo foi conduzido por Krewer et al. (2011) que investigaram 637 idosos
ribeirinhos que vivem no Municipio de Maués, no interior do Amazonas, onde existe
a maior producao agricola de guarana do Brasil.

Estes autores dividiram os idosos em dois grupos. Naqueles que relataram
consumir habitualmente guarana (> 5 vezes na semana) e 0s que nunca consumiam
guarana, por nao gostar e nao por indicagdo médica. Os dois grupos foram compa-
rados quanto a diversos indicadores epidemioldgicos, antropométricos e bioquimicos
relacionados as doencas cardiovasculares.

Os resultados mostraram que idosos que consumiam habitualmente guarana
apresentaram menor prevaléncia de obesidade, diabetes do tipo 2, hipertensao, sin-
drome metabdlica, bem como de doencgas cardiovasculares do que 0s que nao con-

sumiam.
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Adicionalmente, os idosos que relataram consumir guarana apresentaram ni-
veis pressoéricos menores, bem como menor concentracao plasmatica de marcado-
res oxidativos como os produtos avangados de oxidagao proteica (advanced oxidati-
ve proteic products, AOPP).

Com base nestes resultados, Krewer et al. (2011) realizaram um estudo in vi-
tro onde células mononucleares periféricas obtidas de seres humanos saudaveis
foram expostas ao guarana com e sem suplementagdo de glicose e insulina para
mimetizar estados associados a resisténcia insulinica. Os resultados mostraram que
0 guarana agiu modulando o metabolismo oxidativo bem como diminuindo a produ-
cao de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1B, IL-6, TNFa, Ig[1 bem como aumen-
tou os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10.

Outra investigacao conduzida por Portella et al. (2013) que incluiu protocolos
in vitro com sangue de idosos com e sem relato de consumo habitual de guarana
mostrou que o guarana tem a capacidade de diminuir os niveis de oxLDL que é um
dos fatores primarios da aterosclerose.

Entretanto, as evidéncias que sugerem que o0 guarana poderia ter efeito na
modulagao de fatores de risco de desenvolvimento da aterosclerose precisam ser
avaliadas a partir de estudos controlados, de intervencao a serem conduzidos em

seres humanos.
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2.1 Objetivo Geral

Investigar se a suplementagao diaria de guarana em pé (Paullinia cupana)
em baixa dosagem e em reduzido espago de tempo poderia ter influéncia sobre
marcadores sanguineos associados ao estabelecimento da aterosclerose, fator cau-
sal da maior parte de doencas cardiovasculares em adultos jovens saudaveis com

sobrepeso e, portanto, com risco de desenvolverem a patologia.

2.2 Objetivos Especificos

A partir de um estudo de intervencéo, paralelo, cruzado, controlado por place-
bo em adultos saudaveis com risco de obesidade (indice de massa corporal > 23 e <
30 kg/m?), avaliar o efeito da suplementacdo de 90 mg/diarias de guarana durante
14 dias na modulacao:

- do peso, indice de massa corporal e circunferéncia abdominal;

- dos niveis pressoricos sistémicos;

- do perfil lipidico e glicémico;

- nos niveis da albumina, proteina total e acido urico;

- nos niveis da albumina modificada pela isquemia (IMA), marcador isquémi-
Co;

- avaliar nos niveis de marcadores do metabolismo oxidativo: a lipoperoxida-
¢ao, (TBARS), carbonilagado de proteinas, AOPP (produto proteico da oxidagédo a-
vangada de proteinas), ON (6xido nitrico), tidis totais (proteicos e nao proteicos), po-
lifendis totais, os sistemas enzimaticos superéxido dismutase e catalase;

- avaliar os niveis de proteina C reativa ultrassensivel, marcador inflamatdrio.

- analisar a potencial influéncia nos resultados obtidos sobre: o género, a ida-

de, o indice de massa corporal e a circunferéncia abdominal.
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Abstract

Guarana (Paullina cupana) is a functional food and previous studies suggest antioxi-
dant, antiplatelet,antiobesogenic lipid-lowering and modulating activities of the levels
of nitric oxide (ON) effects.The probably effects of guarana are related to their chem-
ical composition consisting mainly of xanthine as caffeine, theophylline, theobromine
and polyphenols such as catechins and their derivatives. The identification of bioac-
tive compounds in Brazilian fruit is ofextreme relevance for the development of natu-
ral products that have therapeutic activity and, in this context, is guarana. Evidence
suggests that consumption may intervene in the establishment of atherosclerosis pa-
thology in determining cardiovascular diseases (CVDs). Most previous studies exam-
ined herbal compounds containing guarana in its composition, in experimental animal
models or observational cross-sectional population studies. Therefore, is incipient
research to analyze if the guarana presents activity on biomarkers blood glucose,
lipid, nutritional, oxidative - inflammatory and ischemic. Obijectives: Investigate
whether supplementation with a low dose of guarana in a short space of time could
have an influence on biochemical markers associated with atherosclerosis in young
adults overweight , therefore at risk of developing pathology. Methods: We performed
a clinical trial , randomized , placebo-controlled trial, to test whether supplementation
of a minimum daily dose ( 90mg ) of guarana may affect blood biomarkers metabolic ,
oxidative and ischemic. Healthy volunteers ( n = 14 ) overweight consumed capsules
guarana powder ( 90/mg day) for 14 days . The results showed that supplementation
with guarana reduced by 20% triglyceride levels ( p = 0.015 ) . It was also observed
reductions in uric acid levels (p = 0.042) and markers of oxidative metabolism , such
as TBARS (p = 0.0015 ), protein carbonylation (p <0.0001) and AOPP (p = 0.025)
while there was an increase in blood levels of catalase (p = .001 ) , albumin (p
<0.0001) and for total protein ( p = 0.0005). These results were independent of gen-
der and age. The present study suggests that a minimum dose of guarana in a re-
duced period of time causes a positive modulatory effect on some blood biomarkers
of human cardiovascular risk, regardless of the weight loss, showing thus a positive
effect on atherosclerotic risk modulators .

Keywords : Paullinia cupana .Biochemical markers . Oxidative stress. Cardiovasvular
disease.
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Introduction

Obesity has become a major worldwide health mainly, because it increases
cardiovascular risk through risk factors, such as increased fasting plasma triglyc-
erides, high LDL cholesterol, low HDL cholesterol, elevated blood glucose and insulin
levels, and high blood pressure (Klop et al., 2013). Evidence suggests that foods rich
in polyphenolic and alkaloids compounds, like caffeine, catechins and epigallocate-
chin-3-gallate (EGCG), as coffee, green tea and yerba mate, present antiobesogenic
effect. These foods also present metabolic effects, such as improvement on endo-
thelial function, glucose metabolism, increase of reverse cholesterol transport, inhibi-
tion of foam cell formation, as well as, antioxidant, anti-inflammatory and lipid-
lowering activities (Heckman et al., 2010; Bracesco et al., 2011 Bghn et al., 2012).

Guarana, an Amazon native fruit, has gained popularity in developed countries
Jlike the U.S., in beverages that provide caffeine or energy boosts, such as energy
drinks and sports drinks (Smith & Atroch, 2010; Higgins et al., 2010; Andrews et al.,
2007). Some previous investigations suggested that guarana, or herbal preparations,
containing this plant had some positive effects on weight loss, increased basal en-
ergy expenditure and lipid metabolism modulation (Boozer et al., 2001; Opala et al.,
2006; Berubé-Parent et al., 2005; Lima et al., 2005).

The guarana effects is probably is related to a chemical composition that pre-
sents high caffeine concentrations and other methylxanthines such as theobromine,
theophylline. This plant contains about twice the caffeine found in coffee beans
(about 2-4.5% caffeine in guarana seeds compared with 1-2% for coffee beans)
(Bempong et al., 1993). Guarana also has saponins, catechins, epicatechins, and
proanthocyanidols, along with other compounds, in trace concentrations in this nutri-

tional matrix. Guarana also contains a high concentration of tannins (about 16% in
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dry matter). An investigation of guarana transcriptome found out the presence of
transcripts related to secondary metabolism and protection against biotic stress, such
as enzymes involved in biosynthesis of catechins and epicatechin, dihydroflavonol-4-
reductase and anthocyanidin synthase and caffeine. The authors also identified other
metabolic pathways activated in guarana transcriptome such as carotenoid biosyn-
thesis, like lycopene and zeta-carotene (Angelo et al., 2008).

Until recently, epidemiological evidence suggested that guarand’s effect on
cardio metabolic risk factors was incipient. To evaluate if guarana has an impact on
the health of persons that habitually consumes this fruit, a previous case-controlled
study was performed by Krewer et al. (2011). The study included 637 elderly Amazo-
nian riverine subjects (> 60 years of age). These elderly people were classified as
either those who habitually drank guarana or those who never drank guarana. The
results showed a lower prevalence of hypertension, obesity and metabolic syndrome
in the elderly group that habitually drank guarana. Additionally, the authors reported a
significant association between lower levels of advanced oxidative protein product
(AOPP) and habitual guarana consumption.

An in vitro and in vivo protocols performed by Portella et al .(2013) showed
that guarana, similar to other foods rich in caffeine and catechins had some effect on
LDL oxidation that could partially explain the protective effects of this food in cardi-
ometabolic diseases.

This evidence support that guarana powder supplementation could present
some action on the modulation of blood biochemical markers related to obesity and
other cardio metabolic diseases. Therefore, we performed a controlled study to test if

the minimum daily guarana dose (90 mg) supplementation could present effects on
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blood biomarkers associated with metabolic, oxidative and inflammatory biomarkers

in overweight adults.

Subjects and Methods

Subjects

The study was undertaken in 14 volunteers (six male and eight female) with a
mean age of 37.1 years old. All participated voluntarily in the study after giving their
consent. The study was approved by the Ethics Committee of the Universidade Fed-
eral de Santa Maria (UFSM, N° 23081.015838/2011-10). They were recruited in
Rosario do Sul city, localized in the Southern Brazilian State (Rio Grande do Sul).
They were non-smokers, recreationally active, with body mass index (BMI) > 23 and
< 30 kg/m and without chronic morbidities. Body weight, height BMI, waist circumfer-
ence (WC) and blood pressure were measured according to previously described by
Krewer et al (2011).

A crossover, controlled intervention protocol was performed and divided in 4
consecutive periods (Figure 1). The protocol started with an initial washout period (7
days) during which the participants were instructed not to deviate from their regular
habits and to maintain their normal diet and exercise level, avoiding medications and
alcohol intake. The volunteers were advised to not ingest foods rich in caffeine such
as coffee, tea, chimarrao, a traditional yerba mate beverage, and other nutritional
supplements that could have an influence on biochemical variables analyzed. In the
second period, the volunteers were supplemented with guarana capsules during 14

days. The third wash-out period (75 days), the volunteers did not receive any sup-
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plementation, and they were advised to follow their everyday lifestyle. In the fourth
period, the volunteers were supplemented again during 14 days with placebo cap-
sules. The volunteers were informed that they would receive guarana supplementa-
tion along with placebo. However, it was not informed to them whether supplementa-
tion with guarana would occur in the first or second phase of the intervention. Fasting
blood samples were also collected at baseline and after each period. At baseline and
after each intervention period, a medical examination and a nutrient intake and phys-
ical activity,along with structured questionnaires were made.

In order to perform the trial, a health history, a physical examination and basic
laboratory indices were collected on all subjects before their inclusion in the study
protocol. The guarana powder was packaged in capsules of 90mg to facilitate ad-
ministration and ensure the correct bioavailability. The subjects took one capsule

(90/mg) every day between 8:00 AM and 9:00 AM during the intervention period.

Baseline 14 days Washout period 14 days
Wash-out Guarana intake 45 days Placebo intake
| | | |
Days { \
1 7 21 66 80
| | | | |
| I | I |
0 0 0 0] 0
TC AE AE AE AE
NA BC BC BC BC

Figure 1 - Experimental design. TC= volunteer inclusion; term consent sign; NA= nu-
tritional advisement. The volunteers were orientated to maintain the same dietary
pattern, with exception of caffeine and antioxidant foods and supplement intake that
were prohibited in the intervention periods; AE= anthropometric examination; BC=
blood collection. All volunteers were supplemented with guarana capsule (90 mg)
and placebo capsule. The randomization was performed to determine if the first in-
tervention was made with guarana or placebo intake. The wash-out period is the in-
terval where the volunteers did not receive any treatment or dietary intervention.
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Guarana powder characteristics and doses

The guarana powder was supplied by EMBRAPA, Amazonia Ocidental (Ag-
ropecuary Research Brazilian Enterprise) governmental sector that control the gua-
rana production in the Amazonas State. The bioactive compounds present in guara-
na powder was used as a supplement in this study an was previously determined by
Bittencourt et al. (2013) and bromatological characteristics were informed by EM-
BRAPA. We chose the minimal dose guarana supplementation of 90 mg per day.
Previous determination of caffeine (12.24%), theobromine (6.7%) and catechin
(4.3%) were performed in the guarana powder used in this study (Bittencourt et al.,
2013).

From this analysis, it was estimated that a daily ingestion of 22 mg of methylx-
anthines (mainly compounded by caffeine) from guarana supplementation. This me-
thylxanthines daily dose from guarana supplementation is within the range recom-
mended by ANVISA (15 to 70 mg), a Brazilian regulatory agency that has similar ac-
tion that US Food & Drug Administration (FDA). This dose also decreased the prob-
ability to occurrence of cafeinism symptoms (Higgins et al., 2010) in the volunteers

that could lead to a discontinuity of subjects during the treatment period.

Methods

Blood samples were collected after 12 h overnight fasting by venous puncture
into Vacutainers® tubes (BD Diagnostics, Plymouth, UK). Fasting glucose, total cho-
lesterol, HDL cholesterol, triglycerides, uric acid, creatinine, total proteins and albu-

min were evaluated using standard methods on Cobas MIRA® automated analyzer
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(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Low-density lipoprotein cholesterol was es-
timated with the Friedewald equation (1972). High-sensitivity C reactive protein (hs-
CRP) was measured by nephelometry (Dade Behring, Newark, DE, EUA). Serum
ischemic modified albumin (IMA) used as an ischemic marker was measured by a
colorimetric assay reported in absorbance units (ABSU).

The biomarkers of oxidative metabolism spectrophotometrically analyzed here
were: total polyphenol content, lipid peroxidation quantified by measuring the forma-
tion of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) using method described by
Jentzsch et al. (1996). Protein carbonyls were measured according to the method
described by Morabito et al. (2004). Results were expressed as nanomoles of car-
bonyl groups per mg protein. The catalase (CAT) enzyme was determined in whole
blood using method described by Aebi (1984) by measuring the rate of decomposi-
tion of H,O, at 240 nm and superoxide dismutase enzymes (SOD) activity using the
method described by McCord and Fridovich (1969). Thiol groups were determined,
as described by Ellman (1959). Total polyphenols were spectrophotometrically de-
termined in plasma by reading the absorbance at 750 nm (Folin-Ciocalteau method)
and using gallic acid as a standard, as described by Chandra and de Mejia (2004).
Advanced oxidative protein products (AOPP) was spectrophotometrically measured

according Selmeci et al. (2005) and nitric oxide (NO) according Tatsch et al. (2011).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed and the Kolmogorov-Smirnov and

Shapiro-Wilk tests were used to determine variable distribution and values from data

that did not present normal distribution was log transformed before statistical analy-
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sis. Data comparison baseline 1, after 14 days of guarana supplementation, baseline
2 and after 14 days of placebo supplementation was performed by one-way analysis
of variance followed by Bonferroni post hoc test. An additional multivariate analysis of
variance was performed to evaluate the potential influence of sex and age in the re-
sults. The p values were two-tailed and the differences were considered to be statis-

tically significant at p< 0.05.

Results

The baseline characteristics of all parameters evaluated in the volunteers that
participated of the study are described in Table 1. Sex and age did not present sig-
nificant influence on the biochemical variables analyzed here.

During the intervention period, no significant changes in BMI, waist circumfer-
ence and blood pressure were observed in the volunteers. Although, guarana daily
supplementation had affected significantly some metabolic and oxidative variables.
As can see in Figure 2, the guarana supplementation decreased the triglycerides
levels (102.7 + 38.5 mg/dL, p=0.015) and uric acid (4.3 £ 1.2 mg/dL, p=0.042) when
compared to baseline values. On the other hand, guarana daily intake increased the
albumin levels (4.8 £ 0.23 mg/dL, p<0.0001) as well as total proteins (74.3 £ 4.1 g/dL,
p= 0.0005) when compared to baseline values. When the volunteers were supple-
mented with placebo these results were not observed, indicating guarana effect on
these variables.

Some variables associated with oxidative metabolism were also significantly
affected by guarana supplementation (Figure 3). Considering the antioxidant vari-

ables whereas proteic and no-proteic thiols (p=0.048) and SOD activity (p=0.0009)
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decreased their levels after guarana supplementation, an increase in the catalase

activity (p=0.001) was observed.

Table 1 - Baseline characteristics of adult healthy volunteers

Variables Mean + SD 95% CI
Age (years) 37.0+ 83 32.1-41.8
BMI (Kg/m?) 271+£3.5 25.0-29.1
Waist circumference (cm) 93.7+£11.6 87.5-102.7
Systolic blood pressure (mmHg) 1189+ 11.8 112.1-125.7
Diastolic blood pressure (mmHg) 729+7.3 68.7-77.1
Glucose (mg/dL) 86.1£12.3 79.0-93.2
Cholesterol total (mg/dL) 192.8 £ 29.0 176.0-209.6
Triglycerides (mg/dL) 146.0 £ 36.7 103.6-188.4
LDL- cholesterol (mg/dL) 113.9+27.2 98.2-129.6
HDL- cholesterol (mg/dL) 49.2 + 11.1 42.7-51.8
Total protein (g/dL) 452 +49 42.4-48.1
Albumin (mg/dL) 45+0.3 3.2-4.9
IMA (ABSU) 0.75 £0.13 0.67-0.82
Uric acid (mg/dL) 49+1.2 4.0-5.8
HS-CRP (mg/L) 42+43 1.7-7.5
Total Polyphenols (mg/dL) 27%+0.3 2.52.9
Thiols (umol/mL plasma) 154.1 £ 28.2 137.7-170.3
Protein carbonyl (mg/dL) 0.47 £0.09 0.7-0.8
TBARS (nmol/mL erit) 16.3 £ 121 9.3-23.3
SOD (uSOD) 32.7+11.9 25.7-39.5
Catalase (Imol /mL) 38.1+34 31.4-36.6
NO (mmol/L) 140.9 £ 141.6 89.1-252.6
AOPP (mmol/L) 179.1 £42.2 154.6-203.6

SD= standard deviation; Cl =confidence interval
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Figure 2 - Guarana and placebo effect on blood triglycerides, albumin, uric acid and
total protein levels (mean % standard deviation). Different letters indicate statistical
differences determined by analysis of variance followed by Bonferroni post hoc test
at p< 0.05.
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Figure 3 - Guarana and placebo effect on oxidative metabolism variables thiols total,
superoxide dismutase, catalase, lipoperoxidation (TBARS/MDA), protein carbonila-
tion and advance oxidative protein products (AOPP) presented as mean * standard
deviation. Different letters indicate statistical differences determined by analysis of

variance followed by Bonferroni post hoc test at p< 0.05.

On the other hand, there occurred to be a decreasing in the level of some oxi-
dative variables as lipoperoxidation measured by TBARS (p=0.0015), protein car-
bonylation (p <0.0001) and AOPP (p=0.025). These results were independent of sex
and age of the volunteers.

When the volunteers were treated with placebo; the variables that are respon-
sive to guarana supplementation did not present significant alterations. The glucose,
other lipid parameters, hsCRP, IMA and NO were not influenced by the placebo

treatment.
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Discussion

Guarana is broadly used in energetic drinks and in antiobesogenic herbal for-
mulations involving increase in the thermogenesis and decrease in the appetite (Har-
rold et al., 2013). However, the investigations of guarana ingestion on human blood
biomarkers associated with metabolic and oxidative variables without loss weight in-
tervention was not previously analyzed. In this study, we observed a decrease in tri-
glycerides levels about 20% after the short-time (14 days) of guarana supplementa-
tion when compared to basal values. This result is relevant considering that high tri-
glycerides levels (> 150 mg/dl) represent an important cardiovascular risk factor. In
addition, the influence of guarana on triglycerides levels is according to epidemiologi-
cal investigation performed by Krewer et al.[8] that found lower prevalence of meta-
bolic syndrome (MS) in riverine elderly that intake guarana habitually.

The results also corroborate the 8 weeks randomized study performed by
Boozer et al. (2001) that examined the efficacy for weight loss of an herbal supple-
ment containing Ma Huang, guarana and other ingredients. In this study the authors
reported lipid-lowering as decrease in triglycerides levels of the herbal supplement
guarana containing.

The hypo-triglycerides effect is probably associated with the presence of cate-
chins in the guarana powder. Experimental in vitro and in vivo studies have sug-
gested that catechins are able to inhibit the intestinal absorption of dietary lipids.
These molecules also inhibit the glycerol-3-phosphate dehydrogenase that catalyses
the B-nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)-dependent reduction of dihydroxya-

cetone phosphate (DHAP) to yield glycerol-3-phosphate, which serves as one of the
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major precursors of triacylglycerols (Kao et al., 2010). Catechins as, EGCG also re-
duces food uptake, gluconeogenesis and stimulates energy expenditure.

Other results described here showed guarana influence on albumin and total
protein. Serum albumin, the most abundant protein in the blood, plays an important
role in the reversible binding of many compounds, being the most important carrier of
dietary flavonoids (Pal & Saha, 2013). However, we are not able to identify studies
showing the potential stimulation of foods rich in catechin and/or caffeine on albumin
levels. Therefore, complementary investigations need to be performed to understand
the nature of the association between guarana ingestion and blood albumin levels.

We also found a decrease in plasmatic uric acid levels after 14 days of guara-
na powder supplementation. Hyperuricaemia may result from an increased produc-
tion of uric acid, decreased renal excretion, or both. Serum uric acid has been found
to be related not only to a risk of clinical gout, but also to hypertension, diabetes mel-
litus and cardiovascular diseases. Previous studies as performed by Kiyohara et al.
(1999) had 2240 Japanese male, self-defense officials, describe that the consump-
tion of a beverage rich in caffeine, such as coffee and green tea, were related to
lower serum uric acid concentrations. The authors hypothesized that as caffeine has
a diuretic action probably associated with an increase in renal blood flow, caffeine-
rich beverages might increase the renal excretion of uric acid, thereby lowering se-
rum uric acid concentrations. The guarana seed is a very rich caffeine source, there-
fore, we can hypothesize that a similar effect described in coffee and green tea bev-
erages could be found in a guarana powder supplementation. Additionally, the in-
crease in total protein and albumin concentration could also be related to the diuretic

effect related to caffeine present in guarana powder.
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Guarana supplementation presented an important effect on the blood concen-
tration of the most oxidative metabolism biomarkers studied here. Oxidative bio-
markers like lipoperoxidation, protein carbonylation and AOPP decreased the levels
after 14 days of guarana supplementation. However, we also observed a decreasing
in enzymatic antioxidant markers (SOD and catalase) as well as in total thiois levels.
These results are opposed by Bittencourt et al. (2013) that found a increase in SOD
levels when embryonic fibroblast culture (NIH-3T3 cells) were exposed to sodium
nitroprusside (SNP), that generate high intracellular nitric oxide (NO) levels, with and
without guarana supplementation.

On the other hand, in vitro investigations as performed by Zeidan-Chulia
(2013) that treated human neuronal SH-SY5Y cells with caffeine, taurine and guara-
na ,found that these compounds reduced SOD and catalase activities. These contra-
dictory data could indicate that guarana affects the SOD activity but this effect is de-
pendent of experimental conditions and the guarana concentration. The authors also
found that excessive removal of intracellular ROS, to nonphysiological levels could
cause important in vitro toxicity induced by these drugs.

Although the present study has some methodological concerns which include
the short time of the guarana treatment, our results suggest that daily low dose in-
take of guarana (90 mg) may exert beneficial and short-time effects on some vari-
ables as triglycerides, uric acid, and oxidative parameters related to cardiometabolic
physiology without weight loss. In addition, we cannot discard the guarana effect on
other blood metabolic variables after more time of supplementation.

However, we opted to perform a short-time investigation to guarantee that vol-
unteer’s continuity in the investigation since our diet is very rich in foods rich in caf-

feine that, if concomitantly consumed ,could to influence this investigation.
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In conclusion, the results described in this controlled study are in line with pre-
vious investigations that suggested positive effects of functional foods rich in poly-
phenols and caffeine on cardiometabolic risk factors associated to atherogenesis

(Baboota et al., 2013).
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O presente estudo foi realizado pelo periodo de 14 dias com o intuito de fideli-
zar os voluntarios e manter o tratamento durante este periodo. Tratando-se de gua-
rana, rico em cafeina e catequinas, os individuos foram orientados a nao fazerem
uso de café, cha de qualquer tipo e mate (bebida tradicional da regiao), pois o retor-
no destes elementos na dieta habitual poderia influenciar, de maneira significativa,
os resultados da pesquisa. Deste modo, optou-se pela execucdo de um estudo com
menor intervalo de intervencdo. A dosagem administrada de 90 mg/diaria, corres-
ponde a 22mg de metilxantinas. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria( ANVI-
SA), 6rgao regulatorio, preconiza uma dosagem de 15-70 mg de metilxantinas em
compostos contendo estas substancias.

Apods o periodo de 14 dias (intervengao), observou-se que o guarana age so-
bre alguns marcadores bioquimicos importantes, com destaque para a queda nos
niveis de triglicérides e biomarcadores do metabolismo oxidativo, apesar da baixa
concentracdo administrada. Estes resultados corroboram com a ideia de que o gua-
rana tenha potencial efeito sobre marcadores de risco ateroscleroticos.

No Brasil, o p6 do guarand, além do seu consumo tradicional, tem sido am-
plamente utilizado em bebidas do tipo cola (refrigerantes) e também sob a forma de
suplementos. Em outros paises, com destaque aos Estados Unidos, o guarana é
utilizado para a produgéo de bebidas energéticas devido a sua grande concentragao
de cafeina. Também é encontrado em formulacdes a base de plantas como antiobe-
sogénico, envolvendo aumento da termogénese e redugao no apetite (HARROLD et
al., 2013; BERUBE-PARENT et al., 2005; OPALA et al., 2005).

No entanto, ndo foram constatadas, na literatura, investigagcbes em seres hu-
manos, averiguando o efeito da ingestao de guarana em modificagdes a curto prazo
de marcadores bioquimicos associados a risco de aterosclerose e doencgas cardio-
vasculares. Neste estudo, observou-se uma redugéo de 20% nos niveis de trigliceri-
deos apds a suplementacdo com guarana por um periodo reduzido de tempo, sem
que esta condicao fosse consequéncia de dieta para perda de peso, fato que mere-
ce atencao.

Este resultado € muito importante, considerando que os niveis elevados de
triglicerideos (> 150 mg/dl) representam um importante fator de risco cardiovascular.
A influéncia do guarana nos niveis de triglicerideos vem ao encontro da investigagcao

epidemiolégica realizada por Krewer et al. (2011), que constataram uma menor pre-
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valéncia de sindrome metabdlica (SM) em idosos de regides ribeirinhas do Amazo-
nas que habitualmente consumiam guarana.

Os resultados confirmam um estudo randomizado de 8 semanas realizado por
Boozer et al (2001), no qual analisaram a perda de peso em individuos com sobre-
peso ou obesos apds o consumo de um suplemento de ervas contendo a erva Ma
Huang, guarana e outros ingredientes. Neste estudo, os autores relataram efeitos
hipolipemiantes do suplemento como a reducéo nos niveis de triglicerideos.

O efeito na reducgédo de triglicerideos esta relacionado provavelmente com a
presenca de catequinas do guarana em po. Estudos experimentais in vitro e in vivo
sugerem que as catequinas sdo capazes de inibir a absorgcao intestinal de lipidios
provenientes da dieta. Estas moléculas também inibem a enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase que, por sua vez, catalisa o NADH dependente da reducdo da dihi-
droxiacetona fosfato (DHAP), para obtenc¢éo do glicerol -3- fosfato, um dos principais
precursores na formacgao dos triacilglicerdis. Assim como as catequinas, a EGCG
também reduz a absorcao de alimentos gliconeogénese e estimula o gasto energéti-
co (KAO et al., 2010).

Uma reducao nos niveis de acido urico plasmaticos apds a suplementacao do
guarana em po foi observada nos voluntarios. Tais resultados ndo foram observados
quando os mesmos foram suplementados com placebo, o que indicou potencial efei-
to do guarana sob este parametro. Niveis elevados de acido urico no plasma san-
guineo tém sido relacionados com manifestagdes clinicas importantes como a gota
clinica, e também com disfungdes e doencas cardiometabdlicas. O acido urico &
considerado, portanto, um importante fator de risco para o desenvolvimento de do-
encas cardiovasculares, pois favorece o desenvolvimento do estresse oxidativo, a
disfuncéo endotelial e também esta envolvido na patofisiologia da sindrome metabo-
lica (SIMAO et al., 2012).

A hiperuricemia pode ser resultante do aumento nos niveis de acido urico, re-
ducado da excrecdo renal, ou ambos. Estudos anteriores, como o realizado por Kiyo-
hara et al. (1999) em 2240 funcionarios japoneses do sexo masculino, relataram que
o consumo de uma bebida rica em cafeina, tal como o café e o cha verde, diminuiam
os niveis de acido urico no soro dos voluntarios. A hipétese, segundo estes autores,
€ de que a cafeina possuiria acao diurética, provavelmente relacionada ao aumento

do fluxo sanguineo renal. Atualmente é considerado que alguns elementos da dieta
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como vegetais ricos em purina, graos, nozes, legumes, frutas e café diminuem o ris-
co de hiperuremia e de gota (TORRALBA et al., 2012).

A semente de guarana é fonte muito rica em cafeina, portanto, supbe-se que
a suplementagdo de guarana em po possa apresentar efeitos semelhantes a ativi-
dades descritas em pesquisas realizadas com o café e bebidas a base de cha ver-
de. Na revisao bibliografica conduzida, até o presente momento néo foi possivel en-
contrar estudo prévio indicando efeito exclusivo do guarana, ou seja, sem a interfe-
réncia de outros componentes, no mesmo produto, ao analisar os niveis de acido
urico. Fato importante relatado neste trabalho.

Outros resultados encontrados neste trabalho através da suplementacao de
guarana dizem respeito ao aumento nos niveis séricos de albumina e proteina total,
porém estes aumentos nao foram superiores aos valores considerados normais.

O aumento nos niveis de proteina total e albumina encontrados apds a su-
plementagdo pode estar relacionado ao efeito diurético em consequéncia da pre-
senca de altos niveis de cafeina presentes no guarana em pé. Entretanto, estudos
prévios relatando potencial efeito do café nos niveis de albumina e proteina total nao
mostraram resultados significativos. Este foi o caso da investigagdo conduzida por
Onuegbu et al. (2011). Estes autores trataram 30 voluntarios saudaveis durante 30
dias com 2g de café. Por outro lado, um estudo realizado por Singha et al. (2012)
considerando os principais polifendis presentes no cha verde como a epicatequina
galato (ECG) e a epigalocatequina-3-galato (EGCG) mostrou que estas moléculas
interagem ativamente com a albumina.

A albumina é a proteina mais abundante existente no sangue; desempenha
papel importante na ligacao reversivel de muitos compostos, como acidos graxos e
horménios, além de transportar flavonoides da dieta (PAL; SAHA, 2013). Porém, os
estudos nao foram capazes de identificar o potencial estimulo dos alimentos ricos
em catequina e/ou cafeina sobre os niveis de albumina. Portanto, exames comple-
mentares devem ser realizados para compreender a natureza da associacio entre a
ingestdo de guarana e os niveis de albumina sanguineos.

A suplementagdo de guarana apresentou um efeito importante sobre a con-
centracdo sanguinea de biomarcadores do metabolismo oxidativo analisados neste
estudo. Houve redugao nos niveis da peroxidagéo lipidica, TBARS (substancias rea-
tivas ao acido tiobarbiturico), carbonilagdo de proteinas e de AOPP (produto proteico

de oxidagao avangada), apos 14 dias de suplementagdo com guarand. Foi observa-
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da uma reduc&o no marcador antioxidante enzimatico superoxidodismutase (SOD),
bem como nos niveis de tidis totais, porém houve aumento do marcador enzimatico
catalase (CAT) e, como citado anteriormente, houve redugéo na lipoperoxidagao li-
pidica, demonstrando um possivel efeito antioxidante do guarana em substituicdo a
SOD, desempenhando assim, efeito cardioprotetor.

Estes resultados séo contrarios aos descritos por Bittencourt et al. (2013), que
observaram um aumento nos niveis de SOD, em cultura de fibroblastos embrionarios
(células NIH-3T3) expostos ao nitroprussiato de sddio (SNP). O SNP gera, por sua
vez, altos niveis de oxido nitrico intracelular. No entanto, outros estudos in vitro co-
mo o realizado por Zeidan-Chulia (2013) em células SH-SY5Y neuronais humanas,
tratadas com cafeina, taurina e guarana resultaram em reducéo nos indices de SOD
e catalase. Estes dados sdo, a principio, contraditorios, entretanto podem indicar
que, dependendo das circunstancias, o guarana modula a SOD, aumentando ou di-
minuindo a sua atividade. Porém, se este efeito € dependente das condi¢cbes expe-
rimentais bem como da concentragdo de guarana € uma questdo em aberto. Os au-
tores também descobriram que a remogao excessiva das EAOs intracelulares, em
niveis nao fisiolégicos, poderia causar importante toxicidade in vitro através da indu-
¢ao destes medicamentos (ZEIDAN-CHULIA et al., 2013). A reducéo nos niveis de
lipoperoxidagao lipidica e principalmente da AOPP esta compativel com os resulta-
dos descritos por Krewer et al. (2011) em idosos ribeirinhos que consomem habitu-
almente guarana.

E também importante comentar algumas limitacdes metodoldgicas relaciona-
das ao presente estudo. Entre estas, a que mais se destaca é a relacionada com o
relativo curto tempo de tratamento dos voluntarios com o p6 de guarana. Esta condi-
cao pode ter diminuido as chances de averiguacdo de efeitos mais contundentes
nos marcadores bioquimicos investigados, com destaque ao perfil lipidico. Entretan-
to, a opcéao por realizar um estudo de curta duragédo ocorreu a fim de garantir que
nao ocorresse a descontinuidade dos voluntarios durante o estudo, conforme citado
inicialmente. Uma vez que a intervencdo contou com uma fase placebo, precedida
por um periodo de washout relativamente longo (45 dias), a néo detecg¢ao de resul-
tados similares aos observados, quando os voluntarios foram suplementados com
guarana, assegurou a investigagao de que os efeitos observados eram devido aos
efeitos associados a este alimento. Cabe aqui destacar que, no jargao dos ensaios

clinicos, é chamado de periodo de ‘washout’ o tempo que o individuo participante de
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uma pesquisa permanece sem tomar o medicamento e/ou suplemento para que o
mesmo seja eliminado de seu organismo. Assim, por exemplo, pesquisa com uma
substancia para uma determinada patologia para a qual o voluntario usa um medi-
camento aprovado, o estudo com washout estabelece a suspensdo da medicagao
para eliminacdo da mesma de seu organismo com intuito de iniciar um novo trata-
mento com uma substancia em estudo (FOZ et al., 2011).

Também é importante comentar que os resultados aqui descritos sugeriram
que mesmo uma ingestdo minima diaria de guarana (90/mg) pode exercer efeitos
benéficos em curto prazo em algumas variaveis bioquimicas associadas ao risco de
aterosclerose e doencgas cardiovasculares.

Na Instrucdo Normativa n. 05, publicada em 11 de dezembro de 2008 pela
ANVISA que versa sobre a publicagdo da lista de medicamentos fitoterapicos de re-
gistro simplificado, a tintura ou extrato de guarana esta incluida, considerando a pre-
senca de trimetilxantinas (cafeina) na sua composi¢cao. Dentre as indicagbes tera-
péuticas do guarana, estd a sua propriedade psicoestimulante, sendo indicado em
casos de astenia (fraqueza/fadiga). A ingestdo deve ser via oral e ndo necessita de
prescricdo médica. Considerando que, em média, o guarana possui 44 mg/g de ca-
feina, o suplemento de 90 mg/dia ministrado neste estudo significou a ingestao de
uma quantidade mais baixa de cafeina do que a preconizada pela ANVISA. Mesmo
esta baixa quantidade mostrou efeito no metabolismo, sugerindo que o guarana
possui efeitos biolégicos bastante consistentes. Neste sentido, o quanto superdosa-
gens nao significariam alteragdes indesejaveis no metabolismo € uma questdo im-
portante a ser considerada.

Esta questao tem sido foco de interesse de alguns trabalhos, principalmente
envolvendo os efeitos da ingestdo de bebidas energéticas que contém altas concen-
tracbes de cafeina provenientes do guarana. Tem sido sugerido que bebidas ener-
géticas podem melhorar o desempenho fisico e cognitivo. Entretanto, ndo esta claro
se os beneficios sao realmente relacionados apenas com a cafeina ou também com
outras moléculas presentes nestas bebidas. Uma bebida energética tipica contém
altos niveis de cafeina (entre 40 a 250 mg). Geralmente, estas bebidas contém tau-
rina, guarana, ginseng, glucoronalactona, vitaminas B e outros componentes. Porém,
0 consumo excessivo de cafeina pode causar sintomas conhecidos como “cafeis-
mo”, que inclui queda dos niveis pressoricos, sensacao de cabeca vazia, sudorese,

e grande mal-estar. Deste modo, seu consumo descontrolado pode causar efeitos



56

adversos graves (RATH, 2012). Os resultados aqui descritos sugerem que, mesmo
em concentragdo bastante baixa, o guarana afeta o metabolismo, indicando potentes
atividades farmacoldgicas, superiores as suas propriedades nutricionais e que, a
questao do seu uso indiscriminado, deveria ser revista.

Por outro lado, os resultados aqui obtidos sugerem que o guarana tem efeito
benéfico contra fatores de risco de desenvolvimento da aterosclerose, doengas me-
tabodlicas e cardiovasculares. Estes resultados provavelmente sdo causados pela
sua composi¢cao quimica, em consonancia com investigacbes anteriores que des-
creveram o efeito de alimentos funcionais ricos em polifendis e cafeina sobre os fa-
tores de risco cardiometabdlicos (BABOOTA et al., 2013).



CONCLUSOES
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A partir deste estudo clinico, randomizado, controlado por placebo em que
adultos saudaveis, porém com sobrepeso, foram suplementados com uma dose mi-
nima de guarana, em um periodo relativamente reduzido de tratamento, e com base
em todos os resultados aqui apresentados, conclui-se que:

- nestas condi¢des, 0 guarana em po apresentou atividade antioxidante, o
que poderia auxiliar na redugao do risco cardiovascular devido ao seu potencial efei-
to positivo sobre os biomarcadores sanguineos associados a aterosclerose;

- 0 estudo também mostrou reducédo dos niveis plasmaticos de triglicérides
que € um fator que merece destaque neste periodo de tratamento;

- também foi observada redug¢ao nos niveis de acido urico, com consumo do
guarana. Relato prévio da potencial agdo do guarana sobre os niveis de acido urico
nao foi encontrado na revisao bibliografica realizada. Este € um resultado relevante,
uma vez que o acido urico é considerado um importante marcador de risco cardio-
vascular e de sindrome metabdlica;

- ao longo do tratamento, ndo houve perda de peso, o que poderia influenciar
os resultados obtidos;

- estes dados foram independentes de sexo, idade, indice de massa corporal
e circunferéncia abdominal;

- no tratamento com placebo, ndo foram obtidos os mesmos resultados, indi-
cando que as alteracdes metabdlicas ocorreram em consequéncia da suplementa-
¢ao diaria com o guarana em po;

- a composi¢cao quimica do guarana constituida por metilxantinas como a ca-
feina, teofilina e teobromina, além de catequinas, pode ser responsavel pelos efeitos
metabdlicos do guarana observados no presente estudo;

- os efeitos do guarana aqui descritos foram obtidos a partir da suplementa-
cao de adultos com uma dose diaria minima de guarana. Esta dose (90 mg/dia) &
muito inferior a dosagem maxima preconizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) que é de até 500mg/dia. Portanto, a mesma apresenta baixo ris-

co de toxicidade ainda que tenha ag¢ao bioldgica sobre o metabolismo.
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Titulo: Efeitos farmacogenomicos de extratos de paulinia cupana no metabolismo
oxidativo-inflamatdrio associado & obesidade
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Movembrod 2012 - Relatorio Parcial
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onde constam como pesguisadores.
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Anexo B - Autorizacao de acesso e de remessa de amostra de componentes do
patrimoénio genético

ﬂcmpq 3005612730716100
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PATRIMOMNIO GEMETICO n® 010547720134
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cientifica sem potencial de uso econbmico, neste ato representado pelo seu Diretor de Ciéncias Agrarias, Bicldgicas & da
Saunde, nos termos da Portania CNPgn® 181/2010, autorza 3 instiuigao abaixo qualificada a acessar & remeter amostras
de componentes do patrimdnio genético.
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