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A prevaléncia mundial da obesidade tem aumentado consideravelmente, nas Gltimas
décadas. Os individuos obesos apresentam riscos de desenvolvimento de
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia, doencgas cardiovasculares,
sindrome metabdlica (SM) e cancer. Além disso, a obesidade tem sido relacionada
a alteracbes oxidativas e a uma inflamacdo crénica de baixo grau que atinge
inicialmente o tecido adiposo e posteriormente o organismo de forma sistémica. O
guarana (Paullinia cupana) é uma planta nativa da Amaz6nia, que possui compostos
bioativos que parecem atuar no metabolismo energético, oxidativo e inflamatério.
Entretanto, estudos epidemiol6gicos sobre as consequéncias do seu consumo na
saude humana séo ainda incipientes. Sendo assim, este trabalho avaliou o efeito in
vivo da ingestdo habitual de guarand pelos individuos testados, observando a
ocorréncia de obesidade, diabetes tipo 2 e SM, bem como 0 comportamento in vitro
dos marcadores bioquimicos e inflamatdrios associados a essas doencas. Em um
primeiro estudo caso-controle foram incluidos 637 idosos divididos no grupo dos que
ingeriam guarana habitualmente (Gl: n = 421) e dos que néo ingeriam a planta (NG:
n = 239). A prevaléncia de hipertenséo, obesidade e SM foi menor no grupo Gl do
que no NG. Além disso, nas mulheres foram observados niveis mais baixos de
colesterol total, LDL-colesterol e AOPP (produtos de oxidag&o proteica avangcada) no
grupo GIl. Ja os homens desse grupo mostraram menores valores de circunferéncia
abdominal. Em um segundo estudo, foi utilizado um protocolo in vitro para avaliacdo
do efeito do guarand nos niveis de marcadores inflamatérios. Células
mononucleares periféricas (PBMCs) foram tratadas com e sem guarana (5 pg/ml),
além de glicose (15 mM) e insulina (1 mU/mL). Foram avaliados ainda, in vivo, os
niveis plasmaticos de citocinas em individuos saudaveis suplementados com
guarana (90 mg/dia) durante 14 dias. Tanto no ensaio in vitro, como no in vivo foi
observada uma diminuicdo nos niveis das citocinas pro-inflamatorias: 1L-13, IL-6,
TNF-a e IFN-y e aumento da anti-inflamatoria IL-10. Os resultados deste trabalho
demonstram o efeito protetor do guarana contra a obesidade, hipertensdo e SM,
bem como sua atuagdo nas rotas oxidativas e inflamatdrias associadas a esses
processos.

Palavras-chave: Anti-inflamatorio, Citocinas, Diabetes tipo 2, Disturbios metabdlicos,
Obesidade, Paullinia cupana.
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The worldwide prevalence of obesity has increased severely in recent
decades. Obese people have risk of developing insulin resistance, type 2 diabetes,
dyslipidemia, cardiovascular disease, metabolic syndrome (MS) and cancer. In
addition, obesity has been related to oxidative changes and a low-grade chronic
inflammation that initially affects adipose tissue and later the others organs and
systems. Guarana (Paullinia cupana) is a native plant from the Amazon, Brazil which
has bioactive compounds that appear to act in energy metabolism, oxidative and
inflammatory  processes. However, epidemiological studies about guarana
consumption effect are still incipient. Thus, this study investigated the in vivo effect of
habitual intake of guarana on the individuals health, observing the occurrence of
obesity, type 2 diabetes and MS, as well as the markers associated with these
diseases, as well as their behavior in experiments in vitro. In a first case-control study
included 637 elderly were divided among those who habitually drank guarana (GI: n
= 421) and those who did not ingest the plant (NG, n = 239). The prevalence of
hypertension, obesity and MS was lower in Gl, than in the NG. In addition, in Gl
women were observed lower levels of total cholesterol, LDL-cholesterol and AOPP
(products of advanced protein oxidation). The men in this group showed lower values
of waist circumference. In a second study, we used an in vivo protocol for evaluation
the guarana effect on inflamatory markers levels. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were treated with and without guarana (5 pg/ml), besides glucose (15 mM)
and insulin (1 mU/ml). Were also evaluates the citokyne plasma levels in subjects
suplemented with guarana (90 mg/day) for 14 days. Both the in vitro and in vivo
analyses demonstrated a decrease in the proinflammatory cytokines: IL-13, IL-6,
TNF-a, IFN-y and an increase in antiinflammatory IL-10. The results demonstrate the
protective guarana effect against obesity, hypertension and MS, as well as his
performance on the oxidative and inflammatory processes associated with these.

Key-Words: Anti-inflamatory, Cytokines, Metabolic disease, Obesity, Type 2
diabetes, Paullinia cupana.
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1 INTRODUCAO

Devido as modificacdes no estilo de vida da populagéo, a ocorréncia mundial
da obesidade tem aumentado consideravelmente nas ultimas décadas, de forma que
esta enfermidade tem sido considerada pandémica (HOTAMISLIGIL, 2006).
Consequentemente, as varias comorbidades associadas a ela tém constituido um
relevante problema de saude publica, que implica em alta carga de morbimortalidade
nos individuos afetados (GOTTLIEB et al., 2008).

Os individuos obesos apresentam maiores riscos de desenvolvimento de
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia, doencas cardiovasculares e
cancer. Muitas dessas doencas quando presentes em um mesmo individuo
constituem a sindrome metabdlica (SM) (NIH, 2001).

Véarios estudos tém demonstrado o importante papel da inflamacdo no
desenvolvimento da obesidade, diabetes tipo 2 e aterosclerose, uma vez que varias
citocinas e outros mediadores inflamatdrios sdo expressos de modo continuo nestas
enfermidades (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005; HOTAMISLIGIL, 2006; CHUDEK;
WIECEK, 2006; ROCHA; FOLCO, 2011). Entretanto, essa inflamacé&o € considerada
de baixo grau ou crbnica, sendo desencadeada basicamente pela desorganizacao
na homeostase do tecido adiposo oriunda do excesso calorico ingerido que induz ao
aumento no numero e no tamanho dos adipécitos (WELLEN; HOTAMISLIGIL et al.,
2005). Assim, estudos atuais buscam investigar a etiologia e aspectos da patogenia
da obesidade, bem como potenciais fatores de protecdo incluindo a acédo de
alimentos e compostos fitoterapicos (BASTOS et al., 2009; ROSA et al., 2012).

O guarana (Paullinia cupana) € uma planta que apresenta varias propriedades
bioldgicas ja descritas, como a atividade antioxidante (MATTEI et al., 1998; BASILE
et al., 2005; JIMOH et al., 2007), antimicrobiana (FONSECA et al.,1994), antialérgica
(JIPPO et al.,, 2009), antiplaquetaria (HALLER et al., 2005; RAVI et al., 2008),
antitumoral (FUKUMASU et al., 2008), antifatigante (KENNEDY et al.,, 2004,
HASKELL et al., 2007; COSTA et al., 2009) e anti-obesogénica (LIMA et al., 2005). A
variedade sorbillis da espécie P. cupana € nativa da Amazbnia e extensamente

utilizada em bebidas pela populacao local.
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Uma vez que 0 guarana possui compostos bioativos que parecem atuar no
metabolismo energético, oxidativo e inflamatoério, investigacdes sobre o seu
potencial efeito na obesidade e na lipotoxicidade associada a esta morbidade
tornam-se pertinentes. Estas pesquisas devem incluir estudos em individuos que
ingerem habitualmente guarand, visando a verificacdo das suas atividades
biologicas traduzidas em beneficios a salde da comunidade, por meio da
identificacdo da ocorréncia de obesidade, diabetes tipo 2, hipertensao arterial e SM
nessas pessoas (CORREIA, 1984). Da mesma forma, sdo importantes as
investigagbes que avaliem o efeito do guarand em marcadores bioquimicos
associados a estas enfermidades, os quais podem ser Uteis para posteriores

pesquisas sobre os mecanismos de acdo dos compostos bioativos.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Doencas metabdlicas e a inflamacgéo

Atualmente as doengas metabdlicas tém sido consideradas particularmente
importantes, devido ao grau de comprometimento sistémico e ao risco
cardiometabodlico que representam para os individuos acometidos. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os distarbios cardiovasculares sdo a

principal causa de morte em todo o mundo (WHO, 2011).

A origem das doencas metabdlicas pode ser explicada pelas constantes
transformacdes no estilo de vida da humanidade, uma vez que seus habitos e
costumes vém se modificando consideravelmente, enquanto o seu genoma
permanece praticamente inalterado (FUTUYMA, 2003). Atualmente, as pessoas
ingerem alimentos hipercal6ricos em quantidades excessivas e apresentam niveis
de estresse cotidiano elevados, aliados a baixa atividade fisica. Essas alteracfes de
habitos, bem como o aumento da expectativa de vida, ndo acompanhadas de
mudancas genéticas e fisiologicas, provavelmente estdo entre os principais fatores

promotores das doencas cronicas (GOTTLIEB et al., 2008).

O excesso calorico ingerido, associado ao sedentarismo, tende a ficar
indeterminadamente acumulado no organismo sob a forma de gordura, resultando
em alteracBes metabdlicas oxidativas e inflamatdrias que conduzem ao aumento
acelerado da prevaléncia e incidéncia de doencas cronicas, como a obesidade, o
diabetes tipo 2 e a sindrome metabdlica (SM) (EATON; KONNER, 1985; WELLEN;
HOTAMISLIGIL, 2005).

A sobrevivéncia das espécies estda associada a dois mecanismos
fundamentais: a capacidade do organismo suportar um balanco energético negativo
e a sua habilidade de se defender contra agentes patogénicos. Sendo assim, alguns

estudos tém sugerido a intima associacdo entre os sistemas imune e metabdlico
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fazendo com que respostas inflamatérias possam ser nutricional ou
metabolicamente induzidas (BEUTLER, 2004; SHI et al., 2006).

Esta hipotese tem base no fato de que em organismos mais simples como
os do género Drosophila (mosca-das-frutas), os processos imunes e metabdlicos
sdo controlados pelo mesmo érgdo. Ja no ser humano, eles estdo divididos no
figado (principalmente), no sistema hematopoiético e no sistema imune (LECLERC;
REICHHART, 2004). Além disso, tanto o figado como o tecido adiposo apresentam
células metabdlicas (hepatdcitos e adipdcitos) muito proximas as células imunes
(células de Kupffer e macrofagos). Assim, o ambiente se torna adequado para uma
interacdo continua e dinamica entre as respostas imunes e metabdlicas, as quais
podem ser extrapoladas para outras regifes corporais, como as ilhotas pancreéticas,
as células musculares e o organismo de forma sistémica (WELLEN; HOTAMISLIGIL,
2005; SHOELSON et al., 2006).

Adicionalmente, durante uma resposta imunoldgica ha necessidade de uma
reorganizacdo na distribuicdo dos recursos energéticos do organismo, portanto é
benéfico que a inflamag&o estimule rotas bioguimicas anabdlicas mediadas pela
insulina. Isto porque, implica no rapido crescimento das células imunes,
principalmente dos macréfagos, necessitando de uma grande demanda energética
oriunda da glicose e do glicogénio. Entretanto, esses sistemas néo estdo adaptados
para 0 excesso de nutrientes continuo que a populacdo ingere atualmente,

causando prejuizos tanto imunes, como metabdlicos (10ZZ0O, 2009).

Por tudo isso, a ligacdo entre os sistemas metabdlico e imune deve estar em
constante equilibrio. Uma exposicdo prolongada do organismo a patégenos promove
uma disfuncdo metabdlica. Da mesma forma, uma quebra crénica na homeostase
metabdlica (supernutricdo ou desnutricdo) origina respostas imunes alteradas que
expbem o0 organismo a um processo constante de inflamacdo (WELLEN,;
HOTAMISLIGIL, 2005).
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2.1.1 Epidemiologia das doengas metabdlicas

A obesidade & um distarbio associado a altos niveis de morbimortalidade,
pois afeta o organismo de modo sistémico, favorecendo o desenvolvimento de
disfuncdes graves e limitantes. Hipdcrates ja descrevia: “a obesidade ndo € uma
doencga por si s6, mas um abrigo para varias” (HASLAM; JAMES, 2005). Esta
enfermidade foi caracterizada no século XIX, pelo acumulo de gordura em
guantidades superiores as normais para uma determinada idade, altura e género
(GREENWAY; SMITH, 2000), de modo que pode ser definida como o excesso de
tecido adiposo (YANG et al., 2007). Atualmente, esse excesso de lipideos tem sido
associado a toxicidade do tecido, em um fenémeno chamado de lipotoxicidade
(VIGOROUX et al., 2011).

Este disturbio tem aumentado em altas propor¢cées no mundo inteiro, sendo
gue no ano de 2000 cerca de um bilhdo de individuos apresentavam sobrepeso e
havia 300 milhdes de obesos (WHO, 2000). No periodo de 10 anos, entre 2005 e
2015, a OMS estima um aumento de 75% dos casos de obesidade, o que significara
a ocorréncia de 2,3 bilhdes de individuos com sobrepeso e 700 milhdes de obesos.
Portanto, esta enfermidade tem carater pandémico, estando entre as principais
doencas que jA acometeram a humanidade devido as suas graves consequéncias e

ao seu tempo de persisténcia (ja dura décadas) (WHO 2011).

A obesidade foi considerada no ano de 2000 a principal causa de morte
prematura capaz de ser evitada nos Estados Unidos, ultrapassando o tabagismo
(MISRA; KHURANA., 2008). Pesquisas mostram que no Brasil, 15% da populacéo é
obesa, com prevaléncia maior nas mulheres (15,5%) do que nos homens (14,4%).
Além disso, 48% da populacdo do pais apresenta sobrepeso. O Acre, O Rio de
Janeiro e o Ceara, sdo 0s estados cujas capitais mostram 0s maiores indices de
sobrepeso (55, 53 e 52%, respectivamente). Em Porto Alegre, 51% da populagéo
apresenta sobrepeso, enquanto em Manaus este indice esta em 50% (BRASIL,
2010).

Para determinacdo do estado nutricional da populagéo, o indice de massa
corporal (IMC) tem sido atualmente o parametro mais utilizado pela OMS. O IMC é

calculado pela relacdo entre o peso corporal (em quilogramas) e o quadrado da
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altura (em metros). Individuos normais apresentam IMC menor que 24,9 kg/m?;
pessoas com sobrepeso tém IMC entre 25 kg/m? e 29,9 kg/m? e os obesos mostram
valores superiores a 30 kg/m? (WHO, 2000). Algumas excecdes a esses valores de
referéncia ocorrem para atletas, nos quais a massa magra (muscular) é maior do
gue a quantidade de tecido adiposo (BJORNDAL et al., 2011)

Para minimizar o efeito da massa magra no calculo do IMC a medida da
circunferéncia abdominal pode ser utilizada adicionalmente, visando estimar os
riscos de desenvolvimento de doencas associadas a obesidade, como as
cardiovasculares (JANSSEN et al., 2002). H& evidéncias de que, se analisados
conjuntamente, a medida da circunferéncia abdominal e do IMC mostram-se mais
eficientes para estimativa da quantidade de tecido adiposo abdominal do que
qguando avaliados isoladamente (BJJRNDAL et al., 2011).

Até alguns anos, a obesidade era mais frequentemente observada nos
paises desenvolvidos, uma vez que naqueles em desenvolvimento, a principal
preocupacado era a desnutricdo. Como o0 poder aquisitivo da populacdo vem
aumentando nesses locais, os individuos adotam estilos de vida caracterizados pela
ampliacdo no consumo de energia e reducdo de gasto calérico. Sendo assim, a
obesidade faz parte do que contemporaneamente € denominado “Sindrome da
Civilizagao”, pois esta diretamente relacionada a superalimentagao rica em gorduras
e carboidratos e ao sedentarismo do mundo industrial, panorama completamente
diferenciado do contexto histérico humano (GOTTLIEB et al., 2008).

Estudos epidemiolégicos, in vitro e em modelos experimentais sugerem que
a etiologia da obesidade €é multifatorial, existindo fendétipos mais fortemente
relacionados com alteracBes genéticas e outros com interacdes genético-ambientais
(YANG et al., 2007). Segundo o banco de dados denominado “Obesity Gene Map
Database” a influéncia genética para a obesidade varia entre seis e 85% nas
diversas populacdes do mundo, existindo mais de 200 genes relacionados. Uma vez
que se trata de uma morbidade complexa e de alto impacto negativo na saude,
estudos sobre os fatores causais ou as consequéncias do aumento do tecido
adiposo no organismo séo de grande interesse cientifico e clinico (RANKINEN et al.,

2006).
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Um dos principais efeitos da obesidade na saiude humana esta relacionado
ao risco que individuos obesos possuem de apresentar alteracdes bioquimicas e
fisioloégicas relacionadas ao desenvolvimento do diabetes tipo 2, dislipidemia,
hipertensdo e doencas cardiovasculares, uma vez que o IMC (indice de massa
corporal) esta proporcionalmente associado ao desenvolvimento desses disturbios
(EZZATI et al.,, 2002). Muitas destas comorbidades associadas a obesidade,
guando presentes no mesmo individuo, constituem a SM — basicamente definida
pela ocorréncia simultanea de pelo menos trés dos cinco fatores que seguem
(Quadro 1): grande circunferéncia abdominal; concentracdes sanguineas anormais

de triglicerideos, colesterol HDL e glicose e hipertenséo arterial (NIH, 2001).

CARACTERISTICAS CRITERIOS

Hipertenséo arterial Uso de anti-hipertensivo ou PA = 130/85mmHg
o _ TG =2 150mg/dl
Dislipidemia
HDL<40mg/dl (homens), <50mg/dl (mulheres)

Obesidade Condicdes para diagnostico
Glicemia Glicemia em jejum = 110mg/dI
Circunferéncia abdominal > 88 cm (mulheres), 2 102 cm (homens)

Condicdes para diagnostico | Trés alteracdes

Quadro 1 — Critérios para diagnéstico da SM, de acordo com o Adult Tratament
Panel (ATP IIl) do National Institute for Health (NIH, 2001)

A obesidade tem sido considerada a principal causa para o desenvolvimento
de diabetes tipo 2. A grande associacao entre essas duas enfermidades deu origem
ao termo “diabesidade”, a partir da observacao de que individuos com sobrepeso ou
obesidade tendem a apresentar aumento nas concentragdes de insulina, glicose e
triglicerideos, além de tolerancia a glicose reduzida (SIMS et al., 1973; ZIMMET et
al., 2001).

O risco de ocorréncia de hipertenséo arterial € cerca de cinco vezes maior
em individuos obesos do que naqueles que apresentam peso normal (WOLF et al.,

1997) e cerca de 67% dos casos de hipertensédo sao ligados ao excesso de peso
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(CASSANO et al., 1990). O aumento da presséao arterial em obesos ocorre devido a
liberacdo de angiotensinogénio nos adipdcitos e ao aumento no volume sanguineo,
proporcional a massa corporal (HASLAM; JAMES, 2005), além de alguns fatores
relacionados ao estresse oxidativo e reducdo da biodisponibilidade de éxido nitrico
(NO) endotelial (ROBERTS et al., 2006). A obesidade é ainda relatada como um dos
principais fatores de risco de neoplasias que pode ser prevenido (HASLAM; JAMES,
2005).

A ocorréncia SM varia de acordo com a etnia, com as caracteristicas
proprias da populacdo avaliada e com os critérios para diagnostico utilizados nos
estudos. E uma condicdo de prevaléncia elevada e crescente em algumas
populacdes, destacando-se as afro-descendentes, mexicanas, americanas e
hispanicas. Além disso, os estudos tém mostrado que a prevaléncia e incidéncia da
SM aumentam com a idade, principalmente depois dos 60 anos, tanto em homens
como em mulheres (HWANG et al., 2006)

No Brasil, os dados epidemiolégicos sobre a SM ainda sao pontuais e
escassos. Um estudo envolvendo mulheres entre 60 e 84 anos, realizado na cidade
de Londrina, PR mostrou a ocorréncia de SM em 39,9% das mulheres (CABRERA et
al., 2007). Outro estudo realizado em Vitéria, ES mostrou uma prevaléncia de SM de
29,8% em uma populagéo entre 25 e 64 anos, a qual aumentou com a idade, sendo
15,8% no grupo mais jovem (26-34 anos) e 48,3% no grupo mais velho (55-64 anos)
(SALAROLI et al., 2007).

2.1.2 O tecido adiposo

Para o estudo das bases fisiopatoldgicas da obesidade, € necessario o
entendimento da estrutura funcional do tecido adiposo, o qual esta distribuido em
varias regibes do organismo, formando mdltiplos depésitos de lipideos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Este tecido € importante para a manutencdo da homeostase energética e

nutricional, além de apresentar funcdo hormonal importante, sendo considerado o



19

maior Orgdo endocrino do organismo (SHOELSON et al.,, 2006). Est4d ainda
relacionado com a resposta imune, funcdo reprodutiva, hemostasia, termogénese,

secrecdo hormonal e crescimento 6sseo (10ZZ0O, 2009).

Trata-se de um sistema heterogéneo, tanto na sua origem embrioldgica,
como na distribuicdo corporal e na fungdo. As células mais abundantes do tecido
adiposo sdo chamadas de adipécitos e tem a capacidade de armazenar
triglicerideos, os quais podem ser utilizados como fonte de energia (BJJRNDAL et
al.,, 2011). Além disso, também sdo encontradas células imunes (leucocitos e
macrofagos, principalmente) e endoteliais, devido a vasta vascularizagdo deste
tecido (HALBERG, 2008). Entre os adipdcitos localizam-se septos de tecido
conjuntivo, dos quais partem fibras reticulares que dao sustentacdo a estas células
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O tecido adiposo pode ser do tipo pardo, especialmente associado com a
regulacdo da temperatura corporal, ou branco onde fica armazenada a energia a ser
utilizada nos processos metabdlicos (KLAUS, 2004). Quando em excesso, a
qguantidade de tecido adiposo presente no organismo, altera o IMC e
consequentemente esta diretamente associada a obesidade. Além disso, a sua
distribuicdo em algumas regides do organismo estd mais fortemente associada ao
risco de desenvolvimento da SM do que a quantidade total de gordura corporal
(BJORNDAL et al., 2011). A expansdao visceral ou abdominal do tecido adiposo esté
mais intimamente relacionada com a ocorréncia de resisténcia a insulina e doenca

cardiovascular do que a expansao subcutanea (HAFFNER, 2007).

2.1.3 Fisiopatologia da obesidade associada a SM e inflamacao

Nas ultimas duas décadas, um numero consistente de pesquisas foi
realizado com a perspectiva de esclarecer os aspectos comuns relacionados a
patogénese da obesidade e das doencas a ela associadas. Nesse sentido, varios
conceitos sobre a sua fisiopatologia vém sendo modificados (EMILSSON et al.,

2008), de modo que tem sido demonstrada a associacdo entre a ingestdo calérica
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excessiva e a desorganizacdo do metabolismo celular e das moléculas mediadoras
da inflamac¢do (HOTAMISLIGIL, 2006; EMILSSON et al., 2008; CHEN et al., 2008).

Antes do descobrimento da leptina, em 1994, o tecido adiposo era
considerado apenas como uma massa inerte para armazenamento de lipideos
resultantes do excesso de calorias ingeridas (BOGUSZEWSKI et al., 2010).
Atualmente sdo reconhecidos muitos horménios e substancias produzidas pelos
adipdcitos, que atuam na regulacdo do apetite, saciedade e deposicao de gordura,
0S quais sdo conhecidos como adipocinas (CHUDEK; WIECEK, 2006). Essas
substancias podem ser divididas em anorexigenas e orexigenas, as quais seréo
descritas a seguir (KATHLEEN, 2011).

A leptina € um dos horménios que atua na modulacdo do apetite através da
inducdo da saciedade, do aumento da taxa metabdlica e da termogénese. Em
individuos obesos ocorre um incremento na quantidade de tecido adiposo, e por
consequéncia, na quantidade de leptina circulante, 0 que causa resisténcia a leptina,
contribuindo para a manutencdo da obesidade e desenvolvimento da resisténcia a
insulina (EMILSSON et al., 2008). Além disso, esse horm6nio aumenta a oxidagcao

de &cidos graxos, causando lipotoxicidade (UNGER et al., 2010).

A adiponectina é também um horménio anorexigeno com acdo semelhante a
da leptina, além de efeito anti-inflamatdrio e estimulante da lipdlise. Os adipdcitos
produzem ainda um peptideo chamado resistina, associado com a diminuicdo do
apetite e resisténcia a insulina (CHUDEK; WIECEK, 2006).

A grelina € o Unico horménio orexigeno perifericamente circulante. Essa
substancia ndo € produzida pelo tecido adiposo, mas pelo esttmago e pelo duodeno
e tem funcdo antagonista a leptina (EMILSSON et al., 2008). Outros hormdnios tém
sido associados com a regulacdo da homeostase de energia, incluindo o RBP4
(proteina de ligagdo do retinol 4) e a visfatina, ambos secretados pelo tecido
adiposo. Entretanto, seus efeitos ainda ndo sao completamente entendidos. Alguns
estudos tém demonstrado relacdo do RBP4 com a resisténcia a insulina. Ja a
visfatina € uma citocina pro-inflamatoria, cujos efeitos na homeostase energética
ainda permanecem controversos (CHUDEK; WIECEK, 2006).
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Os adipdcitos juntamente com as células do sistema imune presentes no
tecido adiposo produzem ainda, outros peptideos importantes chamados de
citocinas ou adipocitocinas. Estas moléculas estdo relacionadas principalmente com
processos inflamatorios, atuando também na regulacdo do metabolismo energético e
corporal de forma geral. O fator de necrose tumoral (TNF-o) estimula a lipolise no
tecido adiposo, promove a producdo de VLDL (lipoproteina de muito baixa
densidade), interfere no efeito da insulina e na producdo das adiponectinas e
aumenta a expressao das interleucinas (IL) (GRUNFELD; FEINGOLD, 1992;
HOTAMISLIGIL et al., 1995). Além disso, estd aumentado na obesidade e na
resisténcia a insulina. A IL-6, também produzida no tecido adiposo, esta associada
com resisténcia a insulina, aumento da quantidade de tecido adiposo e da lipdlise,
bem como com a inibicdo da producao de adiponectina (RIEUSSET et al., 2004).

As citocinas também séo sintetizadas por células do sistema imunologico e
realizam a comunicacdo intercelular no organismo, sendo particularmente
importantes no processo inflamatério (TRAYHURN; WOOD, 2004). Essas moléculas
apresentam-se em maiores quantidades em individuos obesos, nos quais se
observa aumento no nimero e no tamanho dos adipdcitos (AGUILAR-SALINAS et
al., 2008). Sendo assim, a obesidade desencadeia um estado inflamatério crénico
nos individuos afetados (MONTEIRO; AZEVEDO, 2010).

Os primeiros achados que relacionam a obesidade com a inflamacéo foram
associados aos elevados niveis de fibrinogénio encontrados em pacientes obesos
(OGSTON; MCANDREW, 1964). Posteriormente, a relacdo entre a obesidade e a
inflamacé&o foi confirmada pela superexpressao do TNF-a no tecido adiposo de ratos
obesos (HOTAMISLIGIL et al., 1993). Em animais experimentais a inibicdo da acao
do TNF-a resulta em aumento da sensibilidade a insulina (UYSAL et al., 1997,
VENTRE et al., 2009).

Na literatura classica, a inflamacéo & descrita como o principal mecanismo
de defesa contra as lesdes teciduais, sendo marcada por reagbes como rubor, dor,
edema e calor (LARSEN; HENSON, 1983). Em curto prazo, essa resposta
inflamatoria € um componente crucial para a reparacao tecidual. No entanto, como
tem sido observado nas doencas metabdlicas, em longo prazo suas consequéncias
nao sdo benéficas (10ZZ0, 2009).
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Muitos mediadores inflamatdrios estdo envolvidos com a obesidade e o
diabetes, entretanto poucas caracteristicas da inflamacéo classica sdo observadas
nessas doencas. Por isso, ha necessidade de estabelecimento de uma subclasse de
inflamag&o, a qual tem sido denominada de baixo grau ou cronica ou ainda
“metainflamacdo” (inflamacdo desencadeada metabolicamente). Esta condicdo é
principalmente provocada por excesso de nutrientes, entretanto estimula a liberacéao
do mesmo conjunto de moléculas mediadoras envolvidas na inflamacéo classica
(102z0, 2009)

O processo inflamatério tem inicio apés uma injuria tecidual, podendo
restringir-se ao local atingido ou assumir um carater sistémico. Apos a injaria, ocorre
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de leucdcitos
para os sitios inflamados. A partir dai, varios mediadores moleculares sao liberados,
principalmente as citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) que desencadeiam varias cascatas
inflamatorias especialmente relacionadas com a sintese de proteinas de fase aguda,
com destaque para a proteina C reativa (PCR) (BILATE, 2007).

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento das disfungdes
metabdlicas, incluindo o aumento nos niveis de citocinas circulantes, diminuicdo das
moléculas protetoras (como a adiponectina) e comunicacdo entre as células
inflamatorias e metabdlicas (GRUNFELD; FEINGOLD, 1992; HOTTA et al., 2000).
Os hormonios produzidos pelo tecido adiposo, estdo associados com 0S processos
inflamatérios na obesidade e doencas correlacionadas (ROCHA; FOLCO, 2011).

Sendo assim, obesidade, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 estdo
intimamente associados com a inflamagéo cronica, caracterizada pela producao
anormal de citocinas, aumento de proteinas de fase aguda e ativacdo de varias rotas
inflamatérias (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).

2.1.3.1 Sinais pro-inflamatdrios locais no tecido adiposo

A obesidade gera um estado conhecido como lipotoxicidade. Sobre este

estado, sinteticamente, pode ser dito que no processo obesogénico, em que ocorre
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estimulo para o armazenamento de gorduras nos adipdcitos, inicialmente tais
gorduras irdo se acumular nas células disponiveis no tecido. No entanto, quando o
volume maximo de armazenamento € atingido esta condicdo estimula a profileracao
dos adipdcitos em um processo chamado adipogénese. Nesta fase, também ocorre
estimulo angiogénico para aumento da irrigacdo sanguinea do tecido. Entretanto, o
aumento na quantidade de adipoOcitos e no seu volume comecga a pressionar 0S
vasos sanguineos, levando a inducédo massiva de apoptose dos adipécitos. A morte
celular programada destas células libera uma grande quantidade de triglicerideos
para o tecido adiposo e conjuntivo e também para a corrente sanguinea. Grande
parte destes, sdo depositados no figado e também nos musculos e o restante leva a
um estado conhecido como lipotoxicidade, que induz uma resposta inflamatoria

corporal via liberacdo de citocinas inflamatérias (VIGOUROUX et al., 2011).

Quando nado ocorre reversdo do quadro de desbalanco em que ha maior
aporte de energia do que gasto energético, este processo de geracao de acidos
graxos livres relacionados a apoptose dos adipécitos gera um quadro inflamatério
cronico que induz a um estado de estresse oxidativo também crénico, ja que a
inflamacéo esta associada ao aumento na producao de radicais livres. Deste modo,
diversas rotas metabdlicas sao alteradas, induzindo a SM, diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares (BASTOS et al., 2009). Por este motivo, sdo de grande interesse
clinico e epidemioldgico, os fatores que auxiliam a interromper o circuito que origina
e retroalimenta a obesidade e a inflamacéo crénica por ela gerada (JACOBS et al.,
2007).

A resposta inflamatéria decorrente da obesidade aparentemente ocorre no
proprio tecido adiposo, mas outros sitios metabolicamente criticos, como o figado
também podem ser envolvidos durante o curso da doenca (WELLEN;
HOTAMISLIGIL, 2005). Um dos principais fatores relacionados ao desenvolvimento
da inflamacdo € a infiltracdo do tecido por células de defesa como neutrdfilos,
eosinofilos e macrofagos, os quais ja foram descritos em grande quantidade no
tecido adiposo de ratos obesos, bem como de humanos (WEISBERG et al., 2003;
XU et al.,, 2003). Ha relatos de que os adipdcitos em expansao produzem sinais
quimiostaticos que levam ao recrutamento de macrofagos (WELLEN;

HOTAMISLIGIL, 2005). Essas células realizam a remocéo dos adipécitos que sofrem
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apoptose ocasionada pela obesidade, ou pelas rea¢fes inflamatérias (HAN et al.,
2006).

Dentre essas moléculas envolvidas com o recrutamento dos macréfagos
para o tecido adiposo, estdo a MCP-1 (proteina quimioatrativa do mondcito-1) e seu
receptor CCR2 (receptor 2 de quimiocina). Ratos que tem o0s genes dessas
proteinas inativados demonstram menor acumulacdo de macrofagos no tecido
adiposo e menor resisténcia a insulina (KANDA et al., 2006; WEISBERG et al.,
2006). Entretanto, ha estudos demonstrando que a deficiéncia de MCP-1 néo € téo
relevante para o recrutamento de macrofagos no tecido adiposo (INOUYE et al.,
2007; KIRK et al., 2008).

Dois tipos de macréfagos podem ser encontrados no tecido adiposo
inflamado: M1 (chamados de infiltrativos) e M2 (considerados residentes). Os M1
sdo associados ao aumento na expressao de TNF-a e NO sintase (INOS) e estéo
presentes em maior quantidade no tecido adiposo de ratos obesos, comparados aos
saudaveis. Além disso, ratos obesos CCR2 deficientes apresentam menor
quantidade de M1 (LUMENG et al., 2007).

Outras células inflamatérias tém sido envolvidas na fisiopatologia da
obesidade. Apesar de estarem em menor quantidade que os macrofagos, os
linfocitos T (tanto CD4", como CD8") também sdo encontrados no tecido adiposo de
ratos obesos (LARSEN; HENSON, 1983). Ratos alimentados com alta quantidade
de gorduras, apresentam um aumento no nimero de células CD8" no tecido
adiposo, bem como diminuicdo na infiltracdo de macréfagos neste tecido e aumento
da resisténcia a insulina (NISHIMURA et al., 2009). O papel dos mastécitos e células
natural killer (NK) também esta demonstrado na inflamacéo do tecido adiposo (LIU
et al., 2009; OHMURA et al., 2010). Além disso, os eosinéfilos que sdo o0s principais
secretores de IL-4, tém sido associados a ativacdo dos macrofagos neste tecido
(WU et al., 2011).

Entre o0os mecanismos moleculares que desencadeiam a resposta
inflamatoria induzida pela obesidade, destaca-se a via de sinalizagdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), o qual aumenta a expressao de diversos genes
gue codificam para proteinas envolvidas na resposta inflamatoria. A estimulacéo da

via de sinalizacdo do NF-kB pode ocorrer pela unido de um ligante num receptor de
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superficie dos adipocitos como o receptor para o TNF-a (TNF-R) e os TLR4 (tool like
receptor 4), que podem ser ativados tanto por lipopolissacarideos (LPS), quanto por
acidos graxos saturados (POULAIN-GODEFROY et al.,, 2010; HIMES; SMITH,
2010).

Quando o TLR-4 é estimulado, ele ativa a via de sinalizacdo do NF-kB,
enquanto a estimulagdo do TNF-R ativa tanto o NF-kB quanto a proteina-1 ativadora
(AP-1). Esses dois fatores de transcricdo sdo fosforilados por enzimas serina
quinases IKK (IKB quinase) e JNK (c-Jun N-terminal quinase), respectivamente e
desta forma aumentam a expressdo de genes que codificam para proteinas

envolvidas na resposta inflamatoria (Figura 1) (BASTOS et al., 2009).

MEDIADORES
INFLAMATORIOS

IKBet: inibidor do xB; IKK: [kB quinase; TNF-c: fator de necrose tumoral-ot; AGS: dcidos graxos

saturados; JNK: Jun N-terminal quinase; TNFR: receptor do TNF-cx; TLR-4: receptor do tipo Toll-4.
Figura 1: Vias celulares de sinaliza¢do para transcricdo de mediadores inflamatorios
(Fonte: modificada de BASTOS et al., 2009).

Dessa forma, o aumento de triglicerideos no tecido adiposo, tanto pelo
excesso na sua ingestdo, como pela sua liberacdo devido a apoptose dos
adipdcitos, favorece a ativagdo da resposta inflamatoria. Adicionalmente, quando
esses acidos graxos sdo capturados no figado ou no muasculo, eles podem ser
transformados em triglicerideos ou oxidados nas mitocondrias. No entanto, em
pessoas obesas, essas organelas sdo disfuncionais, levando a producédo de
moléculas incompletamente oxidadas pelo ciclo de Krebs e ativando JNK e IKK
(SOLINAS et al.,, 2007; SCHENK, 2008). Além disso, ha acumulo de espécies
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reativas de oxigéncio (EROs), especialmente o superoxido. Estes sdo eventos pro-
inflamatorios que podem apresentar efeitos sistémicos de resisténcia a insulina, ou
intracelulares, contribuindo para o estresse do reticulo endoplasmatico (RE)
(LOWELL; SHULMAN, 2005).

O RE é a organela celular envolvida com a sintese de proteinas, lipideos e
esterdides. Para manter o equilibrio entre a sintese e a utilizagdo dessas moléculas,
o RE sofre processos agressores, caracterizados pela acumulacdo de lipideos
intracelulares. Alguns trabalhos tém demonstrado que, em obesos, o0 estresse do RE
esta aumentado tanto no tecido adiposo, como no figado. Esse estresse ocasiona
resposta inflamatéria por ativagdo de JNK e IKK, por inducdo da expressao de genes
de citocinas pro-inflamatorias e transcricdo de fatores que induzem a producédo de
proteinas de fase aguda como a PCR (OZCAN et al., 2004).

Além disso, a producdo de EROs no RE também aumenta em situacdes de
estresse. Atualmente o estresse oxidativo estd sendo amplamente envolvido com o
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina, bem como com a inducao de
cascatas inflamatorias (KEZHONG; RANDAL, 2008; BODEN, 2010). Tanto a JNK
como a IKK sdo ativadas em condicbes de estresse oxidativo o que, aliado ao
excesso de EROs, aumenta a resisténcia a insulina, podendo ocasionar diabetes
tipo 2 (HIMES; SMITH, 2010).

Paralelamente a todos esses eventos, durante a evolucdo da obesidade,
conforme o tecido adiposo se expande, os crescentes adipécitos se tornam
hipoperfundidos, criando areas de microhipdxia, o que também promove a ativacao
de JNK e IKK. Com isso, ha recrutamento de macrofagos para o tecido adiposo, 0s
quais liberam citocinas proé-inflamatérias (como TNF-o. e IL-6) que induzem a
resisténcia a insulina nos adipdcitos vizinhos e amplificam o estado inflamatdrio
(OHMURA et al., 2010).
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2.1.3.2 Efeitos sistémicos da inflamacao associada as doencgas metabdlicas

Considerando que a obesidade e a SM alteram de maneira importante a
homeostase corporal, varias rotas metabdlicas sédo afetadas por estes eventos, com
destaque para o metabolismo oxidativo e da glicose, a resposta inflamatéria e a

fisiologia vascular.

A funcéo enddcrina dos adipocitos promove a interacao entre 0s varios tipos
celulares presentes no tecido, como células endoteliais e imunes, resultando na
producdo de varias moléculas que amplificam a inflamacdo no tecido adiposo de
individuos obesos (SHOELSON et al., 2006). Paralelamente, a dispersdo de
adipocinas na corrente circulatoria também promove efeitos sistémicos importantes
mediados por substancias como a adiponectina, leptina, inibidor do ativador de
plasminogénio 1 (PAI-1) e IL-6, os quais servem como marcadores de risco

cardiometabolico (ROCHA ; FOLCO, 2011) e serédo pormenorizados a seguir.

A adiponectina é uma das principais adipocinas produzidas pelo tecido
adiposo, que esta relacionada com a reducdo do apetite e se encontra diminuida na
circulacdo de individuos obesos, em comparacdo aos nao obesos (ARITA et al.,
1999). Além disso, essa substancia tem demonstrado efeito antidiabético devido a
sua capacidade de combater a resisténcia a insulina. Sabe-se que em animais
experimentais, o mau funcionamento de receptores da adiponectina (AdipoR1 e
AdipoR2) causa resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (YAMAUCHI et al.,

2007).

Essa molécula tem mostrado ainda efeitos anti-inflamatérios e
antiaterogénicos, especialmente evidenciados pela inibicAio de mecanismos
inflamatérios em células endoteliais e macréfagos. Niveis fisiolégicos de
adiponectina diminuem a expressdao de TNF-o e interferon-y (IFN-y). Apesar dos
mecanismos anti-inflamatérios da adiponectina ndo estarem totalmente elucidados,
tem sido observado que esse hormdnio inibe a atividade de mediadores celulares
pro-inflamatoérios, especialmente JNK (FOLCO, 2009). Varios estudos
epidemiologicos relatam ainda uma correlagéo inversa entre os niveis plasmaticos

de adiponectina e a incidéncia de hipertensdo, dislipidemia, e doenca
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cardiovascular, demonstrando a importancia desse hormoénio para a prevencéo da
SM (HOTTA et al.,, 2000; MATSUBARA et al., 2002; ADAMCZAK et al., 2003;
KAZUMI et al., 2004).

A leptina € um hormonio liberado pelos adipdcitos que apresenta acéo central,
hipotalamica, reduzindo o apetite e aumentando a saciedade. Sua concentragao
plasmética € proporcional a quantidade de tecido adiposo do organismo, motivo pelo
qual estd frequentemente aumentada em individuos obesos (FLIER, 1995;
FREDERICH et al., 1995). A acdo imunomodulatéria da leptina tem sido relatada por
varios pesquisadores. Em mondcitos e macrofagos, estd associada ao aumento da
capacidade fagocitica e da expressao de citocinas pro-inflamatérias e em neutrofilos,
ocasiona o aumento de EAOs (LORD et al., 1998; CALDEFIE-CHEZET et al., 2001,
MANCUSO et al., 2002).

A IL-6 é uma citocina inflamatdria que induz a reacbes de fase aguda,
estando presente em altas concentracbes plasmaticas em individuos que
apresentam estresse, doencas inflamatorias ou infecciosas (PAPANICOLAOU et al.,
1998). A atividade dessa molécula no metabolismo ainda n&o esta clara, pois sua
deficiéncia em ratos geneticamente modificados promove obesidade (WALLENIUS
et al., 2002), assim como a exposi¢cao crbnica dos animais a IL-6 ocasiona a
resisténcia a insulina (KLOVER et al.,, 2003). Sendo assim, essa molécula é

considerada um modulador metabdlico critico.

Varias células imunes, especialmente 0s mondcitos produzem IL-6.
Ultimamente, ha descri¢cdes de que o tecido adiposo também é uma fonte importante
dessa molécula, sendo responsabilizado pela liberac&o de cerca de 25% do total da
IL-6 circulante no homem (MOHAMED-ALI et al.,, 1998). Em obesos, h4d um
incremento na secrecdo dessa molécula, estimulando a liberagdo de PCR pelo
figado, o que tem sido correlacionado com hiperglicemia, resisténcia a insulina e
diabetes tipo 2 (KANEMAKI et al., 1998; FESTA et al.,, 2000; FROHLICH et al.,
2000). Além disso, a PCR & um marcador especifico de lesdes no miocardio, bem
como do risco de doencas cardiovasculares (RIDKER et al., 2000; BOEKHOLDT et
al., 2006), embora um estudo recente sugira que deve ser avaliada em conjunto com
outros fatores de risco (KAPTOGE et al., 2010).
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Tanto a obesidade, como a SM promovem um estado hipertrombdético por
meio de diferentes mecanismos, como hipofibrindlise, hipercoagulacdo e ativacao
plaquetaria (VAN GAAL et al.,, 2006). Nesse contexto, esta demonstrado que na
obesidade e na SM, ocorre aumento na concentracdo de PAI-1, associado com o
incremento da sua producdo no figado, tecido adiposo e endotélio disfuncional
(MERTENS; VAN GAAL, 2002). Com isso, ocorre resisténcia a insulina e

impedimento da fibrindlise, aumentando o risco de aterotrombose (RAU et al., 2007).

Além disso, em individuos obesos, observa-se aumento da agregacao
plaquetaria, associada ao incremento nos niveis de fibrinogénio e fatores de
coagulacdo dependentes de vitamina K, devido ao componente inflamatério da
doenca. A disfuncdo endotelial, comum na obesidade, também contribui para a
ocorréncia de trombose, devido ao aumento na expressdo de componentes pro-
inflamatérios e hemostaticos, como o fator de Von Willebrand (ALESSI; JUHAN-
VAGUE, 2008).

2.1.3.3 Sinais inflamato6rios da resisténcia a insulina

Varios estudos demonstram que a resisténcia a insulina precede o
desenvolvimento de hiperglicemia e diabetes tipo 2. Fatores genéticos e condicdes
ambientais, como a obesidade desempenham papel importante no surgimento da
resisténcia a insulina (10220, 2009).

O inicio da acao da insulina na célula inicia-se pela sua ligacdo ao receptor
de membrana plasmatica, que esta presente em praticamente todos os tecidos dos
mamiferos, em quantidades que variam desde 40 receptores nos eritrocitos
circulantes até mais de 200.000 nas células adiposas e hepaticas. O receptor de
insulina € uma glicoproteina heterotetramérica constituida por duas subunidades o e
duas subunidades B, unidas por ligacfes dissulfeto (KAHN, 1985). A subunidade o &
inteiramente extracelular e contém o sitio de ligacdo da insulina. A subunidade 3 €
uma proteina transmembrana responsavel pela transmissdo do sinal e possui
atividade tirosina quinase (KASUGA, 1982).
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A insulina induz a autofosforilagdo do seu receptor pela adenosina trifosfato
(ATP), aumentando a sua capacidade de fosforilar um ou mais substratos proteicos
intracelulares, o que da inicio a uma série de eventos, incluindo a cascata de
reacOes de fosforilacdo e defosforilacdo que regula os seus efeitos metabdlicos e de
crescimento (SUN et al., 1991; WHITE; KAHN, 1994). Dois substratos proteicos
denominados substratos 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2), com
localizac&o citoplasmatica sdo sequencialmente fosforilados em residuos tirosina
como resposta a ligagdo da insulina no receptor. A fosforilagdo das proteinas IRS
cria sitios de ligacao para outra proteina citosélica, denominada fosfatidil-inositol 3-
quinase (PI3q), promovendo sua ativacdo (BACKER et al., 1992). A PI3q é
importante na regulacdo da mitogénese, na diferenciacéo celular e no transporte de
glicose estimulada pela insulina. A ativagcdo da PI3q aumenta a fosforilagdo em
serina da proteina quinase B (Akt). A partir dai, ocorre a translocacdo do
transportador de glicose dependente de insulina (GLUT 4) em direcdo a membrana
celular, efetuando assim a captacdo intracelular da glicose (PESSIN; SALTIEL,
2000).

Na maior parte dos casos de resisténcia a insulina a fosforilacdo dos IRS
esta deficiente, o que muitas vezes € devido a fosforilagdo de residuos de serina ao
invés de tirosina (GUAL et al, 2005). Com isso a acdo da insulina e
consequentemente a captacdo intracelular da glicose ficam comprometidas.
Mediadores inflamatérios como TNF-a, ou niveis elevados de acidos graxos podem
ativar serina quinases como JNK e IKK, prejudicando a acdo da insulina
(HOTAMISLIGIL et al., 1996; AGUIRRE et al., 2000; HIROSUMI et al., 2002). Uma
vez que essas enzimas sdo as principais moléculas das cascatas pro-inflamatérias,
elas se constituem em um provavel elo entre a inflamacéo e a resisténcia a insulina
(YUAN et al., 2001). Estudos com ratos experimentais deficientes em JNK
mostraram reducéo na fosforilacdo de serina em IRS-1 e diminui¢do da resisténcia a
insulina (SHOELSON et al., 2003).

Com base no conhecimento dos prejuizos a saude associados a obesidade
e aos disturbios metabdlicos associados, investigagcbes sobre alimentos ou
fitoterapicos com propriedades de interromper ou minimizar a obesogénese e

também auxiliar na perda e manutencdo do peso corporal sdo de grande relevancia
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contemporénea. Muitos estudos tém sido conduzidos a este respeito incluindo
plantas brasileiras (BERUBE-PARENT et al., 2005; ROSA et al., 2012).

2.2 Atividade bioldgica do guarana (Paullinia cupana)

O género Paullinia possui aproximadamente 195 espécies distribuidas em
regides americanas tropicais e subtropicais, sendo que pelo menos nove delas ja
foram descritas no Brasil. A espécie Paullinia cupana (Kunth) é uma planta arbustiva
que apresenta duas variedades: a Paullinia cupana, variedade typica, que ocorre
principalmente na Venezuela e na Coldémbia e a Paullinia cupana variedade sorbillis
[(Mart.) Ducke], que ocorre na flora amazbnica e é popularmente denominada
guarana. A semente € a parte utilizavel da planta, a qual é torrada e moida para a
obtencédo de um p6 (HENMAN, 1982; CORREIA, 1984).

O guarana tem sido utilizado desde os tempos pré-colombianos em bebidas
medicinais que |he atribuem propriedades energéticas, afrodisiacas, tbnicas e
protetoras de problemas gastrointestinais. Evidéncias histéricas e antropolégicas
sugerem que a domesticacdo do guarana foi feita pelos povos indigenas Satere-
Maués, Andiras e Marabitanas. Os Satere-Maués que vivem na regido do baixo
Amazonas ao longo do Rio Maués e seus afluentes, além de cultivar e consumir o

guarand, incorporaram esta planta na sua mitologia (HENMAN, 1982).

Atualmente, o guarand é empregado em muitos tipos de bebidas
energéticas, preparadas a partir do p6é e consumidas no mundo todo. Além disso,
capsulas de guarand sao vendidas em estabelecimentos comerciais (SMITH;
ATROCH, 2007). Segundo a concepg¢ao popular, esta planta tem propriedades
energéticas, antifatigantes, contribui na perda de peso, melhora a funcdo e
desempenho sexual e aumenta a capacidade cognitiva, principalmente a memoaria
(ANGELO et al., 2008).
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2.2.1 Composi¢édo quimica do guarana

Os primeiros estudos acerca da composi¢do quimica do guarana revelaram
a presenca de varios compostos tais como: celulose (47,12%), amido (9,35%),
resina vermelha (7,80%), pectina (7,40%), acido guarana-tanico (5,90%), materiais
albumindides (1,75%), saponina (0,66%), glicose (0,77%) e agua (7,65%)
(PECKOLT, 1866 apud BASILE et al, 2005). Outras substancias em concentragfes

baixas também foram descritas como: o acido malico e a dextrina (CORREIA, 1984).

A continuidade das investigagOes levou a identificacdo e quantificacdo da
cafeina como um dos principais compostos bioativos do guarana. Foi descrita uma
guantidade de 2,7% a 3,5% de cafeina na améndoa do guarana e de 2,7% a 3,0%
na casca do fruto, além de outros dois compostos, a teobromina e a teofilina
(MARAVALHA,et al., 1965). Posteriormente, Belliardo e colaboradores (1985),
utiizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) confirmaram e
guantificaram as concentracdes de cafeina, teofilina e teobromina (alcaldides

paricos) em amostras comerciais de guarana.

Além destas metilxantinas, outros compostos com atividade antioxidante
foram identificados no guarana a exemplo das saponinas, catequinas, epicatequinas,
proantociandides. Taninos também foram identificados estando em concentracdes
relativamente altas, uma vez que representam 16% do peso seco (SOUSA et al.,
2010).

Uma investigacdo mais recente avaliou o transcriptoma do guarana,
detectando mais de 15 mil transcritos a partir que relacionados com diversas rotas
metabdlicas. O estudo apontou grande similaridade entre o conteddo de transcritos
de metabdlicos secundarios observados no guarand com o do café, cha (verde e
preto) e chocolate, indicando compartilhamento de propriedades funcionais do

guarana com estes alimentos (ANGELO et al., 2008).

A identificacdo dos compostos bioativos do guarana e a evidéncia de que a
cafeina presente no guarana é absorvida no intestino de modo similar a cafeina livre
(BEMPONG; HOUGHTON, 1992) abriram caminho para estudos sobre suas
propriedades funcionais.
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2.2.2 Propriedades funcionais do guarana

Varias propriedades funcionais relacionadas ao guarana foram testadas em
modelos experimentais celulares (in vitro) e em animais. Neste contexto, foram
descritas suas propriedades antioxidantes, (MATTEI et al., 1998; BASILE et al.,
2005; JIMOH et al.,, 2007) sua acao antimicrobiana, (FONSECA et al.,1994)
incluindo efeito inibitério na evolucdo da placa bacteriana dental (PINHEIRO et al.,
1987; YAMAGUTI et al., 2007), assim como seu efeito antialérgico (JIPPO et al.,
2009). Resultados também sugeriram acao antiplaquetaria do guarana (HALLER et
al., 2005; RAVI et al.,2008).

Estudos sobre o potencial efeito no cancer também tém sido realizados,
sendo que ja foram relatados efeitos protetores do guarana contra dano no DNA
efeitos quimiopreventivos na hepatocarcinogénese (FUKUMASU et al., 2006) e
efeitos anticarcinogénicos na inibicdo do crescimento de células tumorais de
melanoma de pulmao (FUKUMASU et al., 2008). Adicionalmente, o estudo feito por

Campos e colaboradores (2003) sugere seu efeito gastroprotetor.

Na cultura popular o guarana € associado a propriedades afrodisiacas.
Apesar dos poucos estudos desenvolvidos até o momento, foi demonstrado que um
composto de ervas denominado Catuama, o qual contém guarand, atua nos corpos
cavernosos de coelhos, promovendo um vasorelaxamento diretamente relacionado
ao guarana (ANTUNES et al., 2001). Esse estudo reforca a crenga popular de esta

planta atuaria sobre a funcao reprodutiva masculina.

Em relacdo as propriedades neurofuncionais do guarana, o numero de
estudos ainda esta aguém do esperado. Espinola e colegas (1997), avaliando o seu
efeito na memoria constataram uma reversao parcial de amnésia causada pela
escopolamina em camundongos. Estes resultados sugerem efeito positivo do
guarana na aquisicdo e manutencdo da memoéria em uma dose minima de 0,3
mg/ml. Da mesma forma, em humanos foi relatada acdo positiva do guarana na
memoria (KENNEDY et al., 2004; HASKELL et al.,, 2007). Além disso, em ratos
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submetidos a nado forgado foi demonstrado o efeito antidepressivo desta planta
(CAMPOS et al., 2005).

Outra abordagem avalia o efeito do guarana no metabolismo lipidico, onde
se observa melhoria no metabolismo do tecido adiposo em ratos, principalmente os
treinados com atividade fisica. Os autores sugerem que esta propriedade estaria
associada as metilxantinas presentes no guarana (LIMA et al., 2005).

Em relacédo as suas propriedades energéticas e antifatigantes o estudo de
Miura,et al. (1998) se destaca. Estes autores conduziram um experimento em que
camundongos foram tratados com extrato aquoso de guarana sendo submetidos a
exercicio fisico ou tratados com epinefrina que induz a glicogendlise. O guarana
promoveu uma supressao da hipoglicemia induzida pelo exercicio via diminuigdo do
conteldo de glicogénio hepético que foi mobilizado para manter os niveis
plasmaticos de glicose. Tais resultados corroboraram fortemente a hipotese de que
0 guarana possui propriedades energéticas, ja que a manutencdo dos niveis
glicémicos diminuiu as sensacdes desconfortdveis provocadas pela hipoglicemia,
incluindo fadiga.

Algumas pesquisas sobre as propriedades funcionais do guarand na
obesidade e obesogénese tém sido conduzidas. A primeira publicacdo a comentar a
potencial associacdo do guarana com obesidade foi feita por Moreli e Zoorob (2000).
Entretanto, as primeiras evidéncias anti-obesogénicasmostraram uma perda
significativa de peso e gordura corporal nos individuos tratados com um composto
contendo guarand e a erva chinesa Mahuang (BOOZER et al. ,2001). Além disso, foi
observado um aumento de velocidade de esvaziamento gastrico e diminuicdo de
peso em individuos que ingeriram o guarana (OPALA et al., 2006). Os efeitos anti-
obesogénicos e 0 aumento no gasto calorico de individuos que ingerem guarana,
tem sido atribuidos especialmente a cafeina e as catequinas da sua composicéo
(BERUBE-PARENT et al., 2005).

Apesar das evidéncias sugerindo as propriedades anti-obesogénicas do
guarana, estudos epidemiolégicos que avaliem a potencial influéncia do seu
consumo na prevaléncia da obesidade e demais doencas metabdlicas ainda nao
foram conduzidos. Em parte, porque o guarana € uma planta brasileira e 0 seu

consumo populacional ocorre principalmente na regido amazbnica. Além da
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necessidade de evidéncias populacionais, se faz necessario investigar se o guarana
teria acdo regulatdria sobre as citocinas inflamatérias que sdo produzidas de modo

continuado em estados obesogénicos.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito in vivo da ingestao habitual de guarand na ocorréncia de
obesidade, diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica, bem como estudar o
comportamento in vivo e in vitro dos marcadores bioquimicos e inflamatérios

associados a essas doencas.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Analisar a associacao in vivo da ingestdo habitual de guarana por idosos de

Maués, AM com:

- a prevalénciade obesidade, diabetes tipo 2, hipertensao e dislipidemia;
- marcadores antropomeétricos;

- marcadores bioquimicos do metabolismo lipidico, glicémico e oxidativo.

3.2.2 Auvaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo do extrato de guarana, por
meio da mensuracdo dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias (IL-6, TNF-a, IL-1j3,

IFN-y) e anti-inflamatdria (IL-10) em:

- amostras de células mononucleares sanguineas periféricas cultivadas em presenca
de glicose e insulina, que mimetizam uma condi¢ao de obesidade;
- amostras de sangue de individuos que ingeriram guarana por um periodo de 14

dias.
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4  ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma
de artigos cientificos, que se encontram a seguir. O primeiro artigo ja esta publicado
na revista Phytotherapy Research. O segundo encontra-se apresentado na forma

em que foi submetido para a revista Journal of Natural Products.
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4.1 Artigo 1

4.1.1 Ingestdo Habitual de Guarana e Doencgas Metabolicas: um estudo
epidemioldgico de uma populagéo idosa da Amazonia

Habitual Intake of Guarana and Metabolic Morbidities: An

Epidemiological Study of an Elderly Amazonian Population

Cristina da Costa Krewer, Euler Esteves Ribeiro, Ednéa Aguiar Maia Ribeiro, Rafael
Noal Moresco, Maria Izabel de Ugalde Marques da Rocha, Greice Franciele Feyl dos
Santos Montagner, Michel Mansur Machado, Karien Viegas, Elorides Brito, lvana
Beatrice Manica da Cruz
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The aim of the present study was to evaluate the assocmtons of metsbolic disorders and anthropometric and
biochemical hiomarkers of fpid glucose and oxidative metsholism and the habitual mpestion of guarand
{Paullinia cupana, Mart. Var. sorbilis) by an elderly population resding in the Amaron Riverine region of the
Ma‘l&m.id]m].iy (Brazil). A mse-confrolled study was performed thatinduded 637 eldedy (= 6l years of age)
patients dassified s either those who habitually drank guarand (GL n = 421) or those who never drank guarani
(NG, n=23Y) hased upon their self-reporied miake of guarani. Indeed, the prevalence of various metabolic
disorders was assodated with guarand ingestion. The prevalence of hypertemsion, obesty and metabolic
syndmme in the ;1 group was lower than the prevalence found in the NG group. The NG group exhibited lower
systolic and diastolic blood pressure values. The males in the (:1 group exhibited alower waist circumference, on
averge, than the circumference found in the NG group, whereas the females in the Gl group had lower
cholesterol (total and LINL=c) levels than the control cohort. Addifionally, a significant association was foand
hetween lower levels of advanced oxidative protein product (AOPP) and habitual guarani comsumption. The
results constimte the first epidemiological smdy to suggest a potentially protective effect of habimal guarani

ingestion against metabolic disorders in elderly subjects. Copyright © 2011 John Wiky & Sons, Ltd.

Keywords: Paulinia cupang; guarand; melabolic syndrome; onkdative metabolism, obesity; hyperemsion

INTRODUCTION

The plant guarand (Paullinia cupana, Marl. var.
sorhilis) originates in Brazil, is rich in methylxanthines
such as caffeine, theobromine and theophylline, and
conlaing tannins, saponing, catechins, epicatechins,
proanthocvanidols, as well as trace concentrations of
many other compounds (Belliardo ef al, 1985). A study
of the puarand ranscriptome performed by Angeloer al
(2008) revealed the presence of important secondary
compounds in this plant, including transcripl sequences
related toflavonoid metabolism. These results suggested
that puarand exhibits similarities o Camelia sinensis
(green and black tea), a plant that has been shown o
have several interesting functional properties (Babu
and Liu, 2008).

There have been medicinal beverages using extracts of
roasted guarandseeds available smee the pre-Colombian
era (Smith and Awoch, 2007). Previous studies in
experimental models as well as in wiro assays have
described several biological effects that guarani shares
with green fea, such a8 antioxidant activity (Mattei ef al,

* Comespindence to: L B. M. da Crie, Av Rorsima 1000, Prédie 19,
Labaorabinio de Biogenfimica-1UTFSM, Santa Maria-RS, Bragdl, 97105-900.
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Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Lid.

1998; Basile er al, 2005; Jimoh et al, 2007 ), antimicrobial
effects (Da Forseca ef al, 19; Pinheiro ef al, 1987;
Yamaguti-Sasaki ef al, 2007) and anticaranogenic and
antitumoral properties (Fukumaso er o, 2006; Leite
et al, 2010). Additonal studies in animals and human
volunteers have demonstrated that guarand ingestion
exhibits important biological effects, such as an improve-
ment in cognitive performance (Espinola ef al, 1997
Kennedy ef al, 2004) and an antidepressive effect
(Campos ef al, 2005, Otobone efal, 2007). Similar effects
have also been described for gresn fea consumption
(Feng et al, 2010 Niu ef al., A09).

The functional properties of guarand that are
potentially the most similar to those of green ea are
those properties related o metabolic disorders. Inves-
tigations have shown that guarand positively affects lipid
metabolism (Lima et al, 2005), enhances weight loss
(Boozer et al, 2000; Opala et al, 2006), and increases
basal energy expendire (Bérubé-Parent ef al, 2005).
Therefore, these data suppest that puarand potentially
conveys an antiobesity effect. Furthermore, puarand
exhibits a cardioprotective effect due o opposition o
platelet aggregation (Byvdlowski ef al, 1988, 1991).

However, in confrast to green tea, in which many
epidemiological studies have been performed that
comsistently describe effecs on metabolic disorders
and components of metabolic syndromes (Imai and
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Makachi 1995; Sasarukn er al, 2K; ko e al, 2006;
Kurivama ef g, 2006; Basu er al., 2010, 2011}, most
studics mvestigating the effects of guarani have been
performed in experimental models or in clinical
approaches that used guarand mixed with other
bioactive compounds. In this manner, Booger er al
(2001} investigated the associations among guarandi,
Mahuang, and obesity, and Bérubé-Parent er al. (2005)
studied the metabolic effects of guarand, mult-vitamin
suppk:m-mu and green tea extracts. (ther controlled
investigations testing the effects of guarana have been
perfarmed in studies over ashort time period and with a
relatively low number of subjects.

The investigation of guarani consumption is impaor-
tant, in & manner similar to the investigation of other
potentally beneficial foods such as green tea, soybeans
and red wine, in larger population groups Therefore,
the objective of our study was to analyse the assocation
between guarani consumption and the prevalence of
obesity, hypertension, type 2 diabe tes and dyslipidemia
in an ¢lderly population living in the Riverine region of
the Maués municipality in Brazil. Additionally, the study
evaluated the effect of habitnal guamnd ingestion on
anthropometric and Mochemical biomarkers of lipid,
glycemic and oxidative metabolism.,

MATERIALS AND METHOINS

Study design, population charsceristics and zample
selecion. There were a total of 637 elderly (=6 years of
age) patients included in the presemt case-controlled
study. The clderly patients were dassified mto two
groups based on sclf-reported data: those who habitually
ingested guamani and theee who never ingested guarani.
At the time of data collection, Maunés had 45284
inhabitants, of which 2939 (6.4%) were clderly. There-
fore, the samples analysed represent 22 4% of the elderly
population. The sample population was based upon a

previous investigation peformed by our rescach group
that mcluded 1808 elderly subjects | Ribeiro e al, 2010}

The study participants comprised elderly volunteers
who could be easily accessed by rescarchers; about 50%
af the population lived i far-flung coastal commurnitics
located among the rivers and tributaries of the Amazon
forest. The study age criteria of =6 years was based on
the Warld Health Organization (WHO, 1998) definition
af an ‘clderly” population n a developng country. The
bascline general characteretics of the subjects studicd
here are described in Tablke 1. Aside from the higher
mumber of males in the Gl group comparcd with
females, the other sodocconomic and cultural variables
were similar between the groups.

This study was performed in an ¢lderly population
because clderly people tend to have a stable dictary
pattern and arc less susceptible to changes arsing from
the increased global use of mutritional foods comparcd
with young adults. Additionally, epidemiological studics
have demonstrated that the metabolic diseases invest-
gated here are mast prevalent in elderly adults (Cigolle
et al., W),

Region of study and history of guarand consumption.
The study was performed in Maués because this location
& historically important for guarani production. Maués
& located in the geographical middle of the Amazon
region; it was founded m 1798 by the Portuguese and
became a municipality in 18%. The pmminent region
of Maus is located on the rnight hank of the River
Maués-Aqu (Table 2).

The primary agricultural product of Maugs is guarani
(Fawliinia cupana). Evidence has suggested that the
native Sateré-Mauwés people, who live in a mative
indigenous reserve localized in Maud, were the first
to farm guarani However, 85 guarani coTsumption
increased rapidly among European colonizers, the
beverage was incorporated into the tradiional culture
af the mixed population that arcee from the mteraction
between the settlers and the mdigenows peoples of

Tahle 1. Baseline charmcteristics of elledy Riverine inhabitants who habitually ingest guaranag (1) and those whao never ingest guarana

(N ah Mawes, Aomapomes-Hrmi

‘Wariabla Group o
Gl NG
Samipla numbar (m, E37) 421 s}
Sax Males 9 BE < 00001
Females 302 163
Aga hyears, mean  50) T2AET 4813 71834784 0148
Plaoa of birth Mauas 304 [73.8 156 [B9.6) 0384
Education
litarate WY B &) 1E8 |EB.1) 083
<4 yoars 82 (18.7 46 (19.8)
4-8 yoars 7 (5.3 16 [6.5)
=8 yoars 36 (8.2 13 (6.6
Functional status o timd 36D [B6.7) 192 B2.1) 0136
Dwoupation Subsistanoa farming* 06 (04,5 34 [97.9) 0203
Parsonal inocoma 236 |B5.6) 116 (E1.3) 0307

n = amastral samipla,

*Agrouftural and fishing activities; comparison batweon categorical variasblos waore porformad by Chi-square sta tistical test.

Cinpyright & 2001 John Willay & Sons, Ltd
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Tahde L Mavis, Ammrones- Broil heseline chars ce s tics

Indicatar

Latitude: 33836175
Longrtude: B7*71 BE1IW

Gaographio location

Aroa TRLER bm”®
Population | 2009 45284
Transpart Acoass: boatand air transport

Distanca from Manaus
Papulation distribution | 2000)

356 km [train transpart]
Urban Rivaring region: 21084
Rural Riverinag: 24130

Taotal: 46384
Eldarty population: 2039 |B.4%)
Rnrina papula tion 176 communities distributed
geographic distribution in soveral river deltas
Demaographic density 1 hab/km®
Life axpoctancy at birth" B8.3 yoars

*Brazilian Governmantal Cansus 2000,

the Amazon (Smith and Atroch, 2007). Thie general
population is known as the Riverine or Caboclos
population. The origins of the Caboclos cultural group
can be traced back approximately M) years. In the
Maués region Cabocos are also referred to as
Ribeininhos or Riverine people (river-side dwellers).

The Rivering people that live in Maués have
developed scveral different tradiional methods of
guarani production that have been descnbed by Smith
and Atroch (2007}, generally, guarani is produced on
small and large farms, cither as a monocrop or
alongside other crops, and is harvested by hand in the
dry scason. If the entire frnt bunch is ripe, it & either
snipped off with scksors or small pruning shears, or
broken off mamually and placed in a basket and camied
back to the home. Before roasting the seeds, the red
skin must be removed, and so the froits are slanned
by hand, left to soak m water, or simply stored for
several days untl the skin softens. On small farms in the
Maués watershed the guarand sceds am roasted on a
grddle, usually made of clay, that reduces the chance
of burning.

To prepare the traditional guarani beverage, the hard
cylinder containing the seods is grated with the baony
tongue of the piraroon (Arapaima gigas), one of the
largest fish in the Amazon. The powder is collected
cither on & picoe of paper or allowed to fall directly mto
a calabash gourd contaning watcr. Sugar is then added
to the mixture of guarani powder and water, and the
whaole concoction is consumed, usually soon after
waking, while the corsumer is still in the fasting state.
The ingestion of guarani more than once a day does
occur, but it appears to depend on an individual's level
of energy expenditure. Repeated intake of guarani
throughout the day may be related to extreme
emvirommental conditions, such as high temperature
and humidity, common conditiors in the Amazon
rainforest region that increase the feeling of fatigue.
We used this mformation as background in a brief
questionnaire about sociocultural, cconomics, health
and lifestyle varables. In the group who reparted never
drinking guarani, the primary motivations were dishike
of the taste and the ience of tachycardia as a
comsequence of the high caffeine concentmtion. Elderly
people who had previowsly been advised not to drink

Copyright € 301 Jobn Wiksy & Sors, Lid

guarani for medical reasons were excluded from this
study. The elderly people who reported drinking
guarani noted that they had begun ingesting the drink
at a young age, often as children. Moreover, the subjects
who corsumed guarani reportedly ingested this plant at
least two or mome times a weck

Metabolic disorder diagnosis. Initially, the study eval-
uated the associations between guarand ingestion and
the following metabolic deorders obesity, hypertension,
type 2 diabetes, and metabalic syndrome. The subjects
were classified mto the following groups based an mmr
body mass index (BMI): D]:H:'S-L‘ BMI }Jl] kg.l‘m
overweight, BMI 225 Iv;g.ﬁn and <3{) kgm': comtrol
group (non-overweight), BMI <25 k,g.l‘m Hypertension
was considered to be present when the subject had a
systolic blood pressure (SBF) of =140 mmHg andfor a
diastolic blood (DBF) pressure of »%) mmHg, when
measured on a minimum of two occasions separated by a
maonth, or when antihypertensive drugs were wsed
Subjects with severe hypertension, ie. SBF = 160 mmHg
andior DBF = () mmHg, were also included. Diabetes
mellitus (type 2) was considered to be present when two
independent measures demonstrated that the subject
had glucose levels above 126 mg AL or if the subject was
using glucose-lowering drugs. The metabolic syndrome
was diagnosed when the partidpant met three or more
of the following criteria: (1) high blood pressure:
blood pressure = 13(VES mmHg or under treatment for
hypertension; (2} hypertriglycerideria: fasting plasma
triglycerides = 150 mgidL; (3) low HDL: fasting HDL
cholesterol < 40 mg/dl. m men, <5 mg/dL in women
(4) hyperglycemia: fasting glucose level of =110 mgidL
or under treatment for diabetes; (5) central obesity:
wakt circumference =88 or =102 cm in women and men,
respectively (Grnmdy, 205).

Also clderly patients without metabalic disorders or
other morbidities (healthy elderly) were identified.

Binchemical and anthropometric data collecion. Bio-
chemical analyses were performed on blood samples
collected from subjects after an overnight (=12 h) fast.
Peripheral blood samples were collected by
venipuncture using Vacutainer® (BD Diagnostics,
Flymouth, UK) tubes containing heparin and EDTA
The levek of the following blood components were
assaycd ghicoee, total cholesterol, HDL-c, LDL-c and
triglycerides (TG ). Total cholesterol, HDL-¢, TG and
glucose levels were determined using an creymatic
colorimetric method with the following commerdal kits:
total choksterol, Cod-Ana Labtest®, HDL-c, precpi-
tant Labtest®; TG, Gpo-Ana; Glucose, PAP Labtest®,
The LDL-c level was calculated according to the
Fricdewald equation: (LDL-¢)= (TG ) - (HDL< + T(H5)
(Tonks, 1972; Freidewald eral, 1972),

The levelsaf momarkers of oxnda tive metabolem were
analysed; the total polyphenol content was spectro-
photome trically detemmined in plasma by measuring the
absorhance at T30nm (the Folin-Ciocalte aumethod jand
using gallic acid as a standard, as described by Chandra
and De Mejia (Gonzalez (20(d). The total phenol
concentration of the plasma samples was determined
after a procedure of acid extraction'hydrolysis and
protein precipitation with 0.73M metaphosphoric acd
(MPA). For hydrolysis of the conjugated forms of
polyphenols, hydrochloric acd was added to the

Plyeoher Ren, (301)
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sample, followed by sodium hydroxide in methanol,
which breaks the polyphenol-lipid Inks and provides a
first extraction of polyphenols. MPA was used in thie
procedure to emove the plasma proteins. The final
extraction of polyphenols was performed by adding a
1:1 (wiw) solution of acetonewater. The results were
expressed as the gallic acid equivakent (GAE) in mg/L,
and thiol groups were determined as desaribed by
Ellman (195%). Lipid peroxidation was quantified by
measuring the formation of thioharbituric acid reactive
substances (TBARS) (Ohkawa eral | 1979). Total blood
50D (EC L15.1.1) activity was measured spectrophoto-
metncally according to Boveris and Cadenas (1997). One
unit of activity i= defined as the amount of creyme
required toinhibit the rate of epinephrine auto-oxidation
by 50%. Catalase activity (EC L111LA) was determined
according to Acbi (194 ). One unit of catalase activity
was defined as the activity required to degrade | pmaol
of hydrogen peroxide in 6 =. Protein carbonyk were
measured according to a method descobed previowsly
(Morabito er al., 2K4). The results were cxpressed as
nanomales of carbonyl groups permg protein. Advanced
axidized protem products { ACQPP) were me asured using
a Cobas Mira Phs climcal chemistry analyser and
wing the techmique described by Sclmect er al. (2005).
Mitric oxide was evaluated indirectly by plasma nitrate
and nitrite quantification using the Gricss method
(adapted to Cobas Mira automated analyser by Perera
et al. (2010} ).

The anthropometric variables investigated mchided
height (measured i meters; without shoes) and weight
{measured in kilograms; with heavy clothing removed
and | kg deducted for remaming garments ). Body mass
index was calculated as weight in kilograme divided by
the square of the height in meters. The waist
arcumference on standing subjects was measured with
a soft tape midway between the lowest rib and the tliac
crest. Two blood pressure mecordings were obtained
from the right am of patients in a sitting position after
30 min of rest; measurements were taken m 5 min
intervak, and the mean values wem caleulated.

Ethics. This study was approved by the Ethical
Committes of the Universidade do Estado do A mazonas.
Since the vast majonty of the elderly included in thi
study were illiterate, oral comsent or fingerprint i Term
was obtained to indicate their voluntary participation in
the study after the eseachers read the consent form to
the patients.

Seatistical amalysis. Statistical analysis was performed
wing the SPSS/PC statetical package, version 17.0
(SP35, Inc., IL). The difference in the prevalence of
metabolic discases between the elderly subjects who
habitually ingested guamni and the clderly mibjects
who never corsumed guarani was compared 1sing the
Chi=quare test. A multivariate analysis was performed
wing logstic regression (the backward Wald method)
to evaluate age, gender, smoking and previous cardio-
vascular discase as possible intervening variables.
The biomarker comparison was performed using the
Student's f-test analysis and comsidercd males and
females scparately duc to the potential biological
differences between sexes, such as waist arcumference.
The variables that presented statistical significance were
tested wsing multivanate analysis in order to observe

Copyright © 2001 John Wiley & Sons, Lid

whether the associations were independent of age,
smoking habits, medicine consumption, previous
cardicovascular disease and nisk factors. The odds mto
(OR) and confidence interval at 95% [(CI95%) were
calculated for categorical wariables associated with

mni comsumption. All p values were two-tailed,
and p< (105 was considered statetically significant.

RESULTS

The prevakence of metabolic disorders in the Gl and
N(; group was analysed, and the results ar shown in
Table 3. The prevalence of metabaolic disorders was
negatively associated with guarand ingestion. The group
that consumed guamni showed a lower prevalence of
hypertension, obesity and metabaolic syndrome than the
N(z group. However, the prevalence of type 2 diabetes
was identical between the (Gl and NG groups. Multi-
variate analysie showed that these results were inde-
pendent of age and sex. For hypertension in the (il
group, the odds ratio (corrected for sex and age) was
069995 % C1=0.500 -0960). For obesity the odds mtio
was (LE6] (95% Cl=0456-0958) and for mctabalic
syndrome it was (LESG (95% C1=0.726— L00). These
results indicate that there is a protective effect
aszociated with habitual guamana ngestion

Three addinional analyses related to health condi-
tioms among the clderly were performed. As shown in
Tabk I the percent of subjects that had self-reported
daily comsumption of medicine was higher in the NG
group than in the GI group. However, the inddence of
hospitalization over the past year was amilar betwesn
the two groups. The percent of subjects with no hstory
of metabolic deorders or other morhbidities was 19.9%
(n=127} and was not sigmificantly different between the
Gl and NG groups (p=(0.T&5).

There were a total of 42 patients in this study who
had sclf-reported histones of stroke or myocardial
mfarction; there was a significantly higher prevalence of
these semiors in the group who did not drink guarani
(r=22, 9%} than in the habitual comsumption group
(r=20, 5% (p =0.028). These results were independent
of sex and age.

Another impartant variable in the results deseribed
here is smoking; 12% (n=T6) of the subjects were

Table X Comparisen of the prevalence of membolic disonders
hetween eldedy Hiverine inhabitants whe habitmlly ingest
guarand ({1} and those who never ingest guarana (Niz)

Disardar Group .1

Gl WG

% nl % n
Hypartension 43 (174) GBI(12Y 0018
Type 2 dinhetes 11 [44) 16 [3E] 0186
Oibasity 32 (131) 47 (108 <0001
Meta bolic syndrome [T a3 (BE) 0.007
Draity misdicine ingastion 44 (188 BE(12% Q.00
Hospitalization in tha past yoar 13 [B4) 1B (35 0662

n = amastral samipla. 5tatistical comparison was poarformed using
a Chi-squara tost.
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smokers, and the frequency of smoking was similar
between the Gl and NG groups (p=050%).

The biochemical and anthropometric variables for
the male and female patients were analysed scparately
duc to biological chamecteristics such as abdominal
circumference that differ between sexes. This analysis
ako excluded subjects with a history of type 2 diabetes
mclitus, whose self-reported use of medicne could
influznce the variables mvestigated; the results obtained
arc shown m Tablke 4. The males in the Gl group
exhibited a significantly lower waist drcumference,
systolic blood pressure and diastolic blood pressure
when comparcd with the maks in the NG group and
multivariate analysis showed that these factors were
significantly associated with guarand ingestion mnde-
pendent of age, smoking habit, diabetes and previous
cardinvascular discase. However, the biochemical vari-
ables investigated were similar between the two groups,
asde from the ACPF level, that was found to be lower
in the (Gl group.

Females in the Gl group exhibited lower systolic and
diastolic blood pressure than the females in the NG
gmoup. In contrast to the resuls obtained m male
subjects, wakt circumference was found to be simlar
between the two groups. However, habitual ingestion of
guarani was associated with differences in some
biochemical parameters. In females, total cholesterol,
LDL-choksterol and AQFF levels were significantly
lower in the Gl group compared with the NG group.

An additional analysis was performed wing a level of
25 pmoll. AOQPP between the (31 and NG groups as a
cut-off value in order to delincate the first quartile of
the sample population. The frequency of subjects with
lower AOFF valies was significantly reduced in the Gl
group (n=117, 38%) comparcd with the NG group
(n=41, 23%) (p={0.0M}). The odds ratio for higher
AOPF vahes in the NG group (after correction for sex,
age, previous cardiovascular dscases and smoking ) was
O =1T00 (95 % Cl=1.133-2L5T8).

DISCUSSION

ThE & the first epideminlogical study to investigate the
association between the prevalence of metabolic discase
and habitual guarand ingestion in an clderly Amazon
rainforest population residing in a region of Brazl
known for its guarani production (Maugs). In gencral,
the resulte suggest that guarand consumption, most
likely due to the bioactive compounds present in the
beverage, potentially comveys a protective effect against
the metabolic disorders investigated here. The associ-
ation between guaranid mgestion and a lower risk or
obesity, hypertension and metabolic syndrome is
important because these morbidities are related to
cardiovasmular discase risk. Some of the differences in
the bochemical and anthropometric parameters that
were observed in this study corroborate the possible
protective effect of guarani

(ur findings on the impact of habitual guarani
ingestion om the prevalence of metabolic disorders are
in concordance with previows results obtained from
cxperimental models and clinical investigations that
uscd guaranias asupplement. The antiobe sty effects of
guarani have been described by Boozer e al. (2001},
Bémbé-Parent ef al. (2005) and Opala ef all (2006 )

In addition to finding a lower prevalence of obesityin
the elderly subjects who habitually ingested guarani, an
association was found between the consumption of
guarani and waist drcumference (WC) in men. These
data potentially have an epidemiological impact as waist
circumference is considered to be a measure of
abdommal obeaty correlated with cardiovascular nsk,
particularly in men. Population studies have described
positive associations between this trait and higher
martality, independent of BML A recent mvestigation
by Jacobs e al. (2010} exammed the assocaton between
W and mortality among 458508 men and 56343 women
aged 50 or more in the Cancer Prevention Study 11

Table 4 Comparson of hiochemical, asnthropemeiric and physiologioal varishles between ciderly Kiverine inhabitants wha habitually

inpest guarang {(:0) and thase who never ingest guamm (N(z)

'Varishio [LEE Fomiala
Gl NG Gl NG

Muoan £ 5D Moan 5D Moan + 5D Maoant 5D
BMI fkgim®] 2b.1+bE 26.1 24 4™ 26.0+4.5 26.0+4. 1™
‘Waist cimumfemnoe jom BE73x144 92 7211.38 BE. 7+ 14.2 B7.6x 16.4™
SBP [mmHgl 13024204 1373421 o° 1264+ 186 1541232 4"
DBEP (mmHg) 739+11.1 T6.9 210 8 74 5x9.g™ 753+ 10.4™
Gluoose (mgidL] 107421856 1101 £ 18.3™ 11884371 116.6 £31.1
Chalostoral [mgidL 19361919 191.9 + 41.3™ 20762483 237 B2 E0.%°
LD fmagidL) 144334832 166.2 £ 50 378 140. 6+ 45.0 166 9+ 57 3
HIOL-o (mg L) 3784167 a4 eii g™ 37.8+16.7 a4 112
Trighyoardes (mgidL) 1TEGLRDD 168.4 +8E 4™ 17802 ED.9 168 4285 4™
Taotal polyphanols [mg/dL] ¥ BB+ DET 2 60 +0 51" 2 BE+0. B4 2 43%0. 0™
TRARS nmolimL arit) 1 EsDE 2. 62103 20299 2. 3x8.3™
Carbomyl protens [mg,dL] 01734009 0. 183 £0.007 0. 183+0.09 0. 180+ 0.0
AQPP jmmaiiL) 36342309 44, 3335 7' 346+ 10.6 41 1228.1"
Mitric osdde fjmimaliL) J0Ex 241 349 826 8" 3. Te 206 34 Be 2. 4™

5Dy, standawd deviation; SBP. systolo blood pressure; DBP, diastafic blood pmssure; AOPP, advanoed oxidation pmtein products. Mean
comparison batwean Gl and NG groups wam parformed by statistical Student's rtest NS, not significant; *p < 0.06; By = 0.01
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Nutrition Cohort. The authors observed that, after
adjustment for BMI and other risk factors, very high
W values were asocdated with an approximately two-
fold higher risk of mortality in men and women. Thus,
the association between lower waist circumferences and
ingestion of guarand described her appears to be
relevant. The catechins, caffeine, and other xanthines
present in guarand likely contribute to these results;
however, the exact mechanism of action remains to
be clucidated.

As noted previously, guarani contains some bioactive
compounds that arc similar to those found in green tea
[Belliardo e al, 1985; .Elngcluﬂ'a.f. , 21 ) that have been
well studied. Tea polyphenaols havebeen shown toexhibit
antioxidative, antithrombogenic, antunflammatory,
by potenstve, hy pocholesterolemic, antihypertemsive and
antiobesogenic effects (Yung eral., 2008).

An association was also obscrved between hyperten-
sion and metabolic syndrome and guarand ingestion.
However, the effect of guarand on hypertension and
metabolic syndrome in humans is poorly understood. On
the other hand, a growing body of evidence indicates that
there is a potential role for green tea, or its ingredient
bioactive polyphenol epigallocatechin gallate (ECGUG),
in significantly ameliorating features of metabolic
syndrome and subsequent risks for type 2 diabetes
mellihe and cardiovascular diecase. The mwaults from
these studics demonstrate the beneficial effects of green
tea or green tea extracts rich in EGOG on weight
management, glucose control and cardiovascular risk
factors (Thiclecke and Boschmann, 200R).

Certainly, the most unexpected result reparted here,
as guamni contains a high concentration of caffeine,
was the association between guarani intake and the low
prevakence of hypertension. The effect of caffeine on
blood pressure has been examined for decades, with
variable results that depend on factors suwch as the
population under study. The relationship between foods
rich in caffeine and hypertension is based on the
extensive wse of caffeinated drinks, particularly coffec,
in modern socictics. However, cpidemiological studics
have mot found a comsistent relationship between
dictary caffeine ntake and the incidence of hyperten-
sion (Smith ef al,, 2002). An explanation for the lack of
such a relationzhip is that regular caffeine corsumption
isthought to lead to complete tolerance of its effects on
blood pressure (Myers and Reeves, 1991}

Therefore, a question that emerges from our results
concerning blood presure and hypertemsion and gua-
rani mgestion is whether these results are related to the
development of tolerance to caffeine ar whether the
association & due to the exstence of chemical mterac-
tiors between that compound with other chemicals
present in guarand, including catechire. Evidence from
robust longitudinal studies such as the Framingham
Heart Study suggests that there & a significant negative
association between the consumption of caffeinated
coffee and cardiovascular events, ie. lower rek of
cardiovascular mortality heart valve disease develop-
ment of progression in older Framingham subjects
without moderate and severe hypertemsion ((Greenberg
af gl , J0E). A recent study (Chen eral., 2000} ¢ xamined
the relationship between sugar-  sweetened beverages,
inchiding coffee, and blood pressure in a prospective
analysis that included 810 subjects The authoms observed
that reduction of migar in such beverages caused a

Ciopymight & 3010 John Wiley & Sons, Lid

reduction in blood pressure. The authors noticed no
association between caffeine intake and blood pressure.

It & clear that hypertension, obesty and metabalic
syndrome are common pathophysiological aspects
that are directly impacted by nutritional status. Exces-
sive cnergy intake and obesity are major cases of
bypertension. Obesity is assodated with increased
activity of the remnin-angiotensin-aldosterone path-
way and the sympathetic nervous system, as well as
with mincralocorticoid activity, insulin resistance, sal-
sersitive hypertension, cxces salt intake and reduccd
kidney funchon (savica ef al., 2010).

Recently, Nambung ef al. 2010} found that tannic acid
and the related gallotannins presentin green tea and rcd
wine exhibited an inhibitory effect on Ca™ -activated
L1 chammels (CACCs), The authors concluded that
gallotannms are potent CACCs inhibitors whose bio-
logical activity provides a potential molecular basis for
the cardioprotective and antisecretory benefits of ned
wine and green tea. Therefore, there s a need for the
performance of complementary studies i order to
evaluate whether the tannine and catechins present in
guarani have similar effects on blood pressure.

In addition to examining the prevalence of metabalic
disorders, we also investigated whether habitual intake
of guarani exhibited an impact on components of
oxidative metabolism. It was decded to investigate this
as previous evidence has shown that polyphenok (much
as catechins) present i beverages such as green tea
and guarani exhibit antioxidant and antiinflammatory
propertics (Mattei er al | 1995; Basile ef al, 2005; Babu
and L, 2008). This study describes an important result
regarding the association between guarand ingestion
and AQFF levels.

Protein oxidation and glycosylation arc  pod-
tranzlational modifications implicatedin the pathological
development of many age-related discases (Zwart exal.,
X9y, Changes in AOPP levels are connected to
poor ghycemic control, chronic discase, dyslipidemia
and diabetic complications, particularly nephropathy
{Cakatay, NHI5).

A significant association was found between higher
AQPP levels (225 wmol/L) and lack of guarana
cotsumption. It is important to note that our choice of
the cut-off walue (=25 pmol/L) was based on a
percentike distribution of AOQFF values in our sample
population and represcmted the first quartile. However,
m the study by Sclmect ef @l (2005) that cstablished
reference values for AOQPP in astudent population aged
1832 years the cut-off pomt lies approximately in the
3rd quartile. Wi believe that the diecrepancy could be
caused by age becaus owr samplke population was
composed of clderly volunteers. A previous study
performed by Pandey er al (2010} reported that
oxidative alterations in biomarkers of plasma protein
oxidation such as protein carbony k (PCOY), plasma total
thiol groups { Thiz) and ACQFF are age-dependent; with
mcreased age, POO and AOFPP levels increase and
Thiz levels decrease. In an additional investigation
performed by Pandey er al (2010}, healthy control
subjects with a mean age of 58+7 years exhibited an
AOQPP concentration of 6364+ 2523 ymol/L, whereas
the mean AOPP kevel in diabetic patients was signifi-
cantly higher (89.51 = 3646 pmolL). It is of mterest to
point out that the mean AQFFP value in owr sample
population was lower than that deseribed by Pandey and

Plyyeosher. Bex. (2001)
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collaborators regarding the healthy control group. A
greater mumber of habitual guarani drinkers exhibited
low levels of AQFF, suggesting a protectve cffect of
guarani that & related to protein oxidative damage.

Studies investigating the association between AQFP
levek and ingestion of phytotherapeutic beverages
such as green tea have also been performed. Nakagawa
ef al (N2} investigated the potential effects of green
tea extract, a green tea tannin mixture and its compo-
nents, on protein damage induced by 22'-azobi(l-
amidinopropanc} dihydrochloride (a free radical
generator) and ghicose s-vitre. The authors reported
that the green tea extract effective ly conferred protection
against protein damage and that this protection was
met likely due to the presence of a tarmin compound;
these mealts suggest that green tea could be useful in
the control of protein oxidation- and glycosylation-
asmocated discases.

e to the fact that nitric oxide (NO) participates m
such highly active metabaolic and regulatory proce scs as
hemostasis, fibrinolysis in platelets, vascular tonc
modulation and blood pressure homeostasis, plasma
nitrite, an indircct measure of NO rclease, was
evaluated in our sampl population Although the
nitrite levels described here are smilar to those o
other adult populations (Ghasemi e al, 2010), no
asodation was found between guarani ingestion and
plasma levels of nitrite or other oxidative biomarkers.

Therefore, although previous studics have described
antioxidant properties of guarand based on results
obtained from m vitro assays and other Imen s
(Mattei er ol 1998; Basile efal, 2005; Jimoh er al, 2007}
the effect of guarani on such markers of oxidative
metabolism as AOPP levels in humans has, to our
knowledge, never before been descobed.

It is important to comment on the methodological
limitations of this study. Because this investigation
used a croes-sectional design, it s not possible to
determine whether the associations found represent
caunse-and-cfiect relationships. As we selected the
casc-control subjects of the population and, as in the
previows investigation in which 1808 subjects were
amalysed, a higher prevalence of guarani consumption
was found in males compared with females, thus it was
decided to maintain thie proportion in the investiga tion
described here.

There & no previows reference to explain the higher
comumption of guarani by malks compared with
females. However, guarand is tradiionally consumed
in the region for its antifatigue and aphrodisiac
propertics. Themrefore, the labor-imensive fishing and
agrcultural work commonly performed by males is
potentially the aulturally associated reason behingd the
higher consumption of guarani Thus, in our study we
opted to maintain this proportion in the case—contral
groups and to evaluate the possible influence of gender
using statistical tools such as multvariate analyses.

Furthermore, other variables emst that were not
investigated in this population, such as physical activity
and genetic factors, and these variables potentially
influznce the results to some extent. However, the results
described here are intriguing, and are in concordance
with previos studics in variows experimental modek,
and moreover ane similar to results obtained with other
herbal beverages such as green tea.

In this comtext, we belicve that, despite the meth-
odological Imitations, the results described in this study
suggest that habitual guarani ingestion contributes
positively to the prevention of warios metabaolic
disorders in the clderly.
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4.2 Artigo 2

4.2.1 Efeito in vitro e in vivo do Guarana (Paullinia cupana Mart.) nos niveis de

citocinas em humanos
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ABSTRACT

Previous studies suggested that guarana (Paulinia cupana) has some anti-
obesogenic effect. Considering that obesity is related to a low grade inflammatory
condition and other immune dysfunctions, the present study analyzed in vitro and in
vivo guarana effects on peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cytokine levels
(IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y and IL-10). Guarana hydro-alcoholic extract was produced
and the main bioactive compounds (caffeine, theobromine, total catechins and
tannins) were determined. The in vitro protocol was performed using peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) treated with and without guarand, glucose (15 mM) and
insulin (1 mU/mL). Afterwards cytokines were determined using ELISA
immunoassay. The in vivo protocol measured serum cytokines of 14 healthy adult
subjects supplemented for 14 days with guarana (90 mg/day). The cytokine levels
were evaluated in 0; 7 and 14 days. Mean cytokine concentrations in the PBMCs
control group were: IL-1 = 59.66+37.63 pg/mL, IL-6 = 95.33+24.58 pg/mL, TNF-o =
109.67+34.50 pg/mL, IFN-y = 46.0+60.9 pg/mL, and IL-10 = 46.0£10.53 pg/mL. The
inflammatory cytokine levels decreased in the presence of guarana plus glucose
and/or insulin, whereas the IL-10 cytokine increased its levels. In the individuals
when compared to baseline values, the IL-18 (F=9.12, p=0.006) and IFN-y (F= 7.64,
p=0.007) decreased after 14 days of guarana supplementation. TNF-o. (F= 10.82,
p=0.003) and IL-6 (F=10.82, p=0.002) decreased after seven treatment days.
Conversely, the IL-10 levels (F=4.95, p=0.027) increased after seven days of
guarana supplementation.These results suggest effect of guarana lowering human
cytokines, probably due the caffeine and catechins present in its composition.


http://en.wikipedia.org/wiki/Peripheral_blood_mononuclear_cell
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INTRODUCTION

Guarana (Paullinia cupana, Mart. var.sorbilis) is a rainforest vine that was
domesticated in the Amazon and has long been used by the Amazonians to increase
awareness and energy since its seeds contain more caffeine than any other plant in
the world (2-8%) [1]. Additionally, guarana presents other bioactive compounds such
as methylxanthines (theobromine and theophylline) and catechins [1,2]. Previous
studies suggested that guarana positively affects the lipid metabolism, [3] enhances

weight loss [4,5] and increases basal energy expenditure [6].

An epidemiological study recently performed by our group in the Amazon
Riverine region (Maués, Brazil) showed a significant association between habitual
guarana ingestion and hypertension, obesity and metabolic syndrome (MS)
prevalence decrease [7]. These results corroborated previous investigations that
suggested an anti-obesogenic effect of guarana [4,5,6]. However, we need to

elucidate the potential causal mechanisms associated with this metabolic effect.

Obesity typically causes metabolic deregulation, elevates fatty acids, and
increases pro-inflammatory adipokines secretion. Left untreated, these conditions
cause lipotoxicity, low grade inflammation, and other immune dysfunctions,
hypertension, type 2 diabetes, atherosclerosis, and cardiovascular diseases [8,9,10].
Therefore, we tested the in vitro and in vivo guarana effect on human pro-
inflammatory cytokines [interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-o),
interleukin 1 beta (IL-1B), interferon-gamma (IFN-y)] and anti-inflammatory interleukin
10 (IL-10) modulation that are associated with low grade obesity inflammation

process.
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2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1The in vitro effect of the guaran& extract on peripheral blood mononuclear

cells (PBMC) cytokine levels

Mean cytokine concentrations of the Group C were: IL-1B= 59.66+37.63
pg/mL, IL-6=95.33+24.58 pg/mL, TNF-0=109.67+34.50 pg/mL, IFNy=146.0+60.9
pg/L, and IL-10= 46.0+10.53 pg/mL. In vitro treatments supplemented with the
guarana extract presented a significant effect on cytokine levels whereas the
treatments without guarand (G, | and GI) presented similar cytokine levels than in
Group C (Figure 1). Therefore, the increase in the buffer glucose concentration or the

addition of insulin is not sufficient to change PBMCs cytokine levels.
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Figure 1 PBMC cytokines levels comparison after 6h treatment with glucose (G),
insulin (1), guarana (Gua), guarana plus glucose (GGua), guarana plus Insulin
(GlGua) and Guarana plus glucose and insulin (GlGua). Results presented In
percent (%) related to cytokines levels observed in control groups. Different letters
indicate statistical differences (p<0.05) from Anova One-Way test followed by

Dunnet’s post hoc test.
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Guarana supplementation influenced the cytokine levels showing the
occurrence of interaction between guarana, glucose and insulin in cytokine
production. The IL-1p and IL-6 levels decreased significantly in GGua, IGua and
GIGua treatments when compared to Group C. The level of TNF-o decreased just in
the treatments that have concomitantly insulin and guarana supplementation (IGua
and GIGua). Levels of IFN-y decreased in all guarana treatments (Gua, GGua, IGua
and GIGua groups). On the other hand the levels of IL-10 antinflamatory cytokine

significantly increased in IGua and GlGua treatments when compared to Group C.

2.2The in vivo effect of the guarana extract on serum cytokine levels

Fasting baseline cytokine levels of subjects who participated of the in
vivoprotocol are described in Table 1. Guarana supplementation changed the
cytokine levels, as can be seen in Figure 2. When compared to baseline values, the
IL-1B (F=9.12, p=0.006) and IFN-y (F= 7.64, p=0.007) decreased after 14 days of
guarana supplementation. The levels of TNF-a (F= 10.82, p=0.003) and IL-6

(F=10.82, p=0.002) decreased after seven days of guarana supplementation.



Table 1 Baseline cytokine levels of adult healthy subjects (pg/mL).

Cytokines Mean + SD Minimum-Maximum
Interleukin 13 111.1+15.7 89 -143
Interleukin 6 135.8+5.4 128-146

TNF-a 156.3+7.8 140-169
IFN-y, 221.2+20.6 189-256
Interleukin 10 57.4x7.4 41-69

SD= standard deviation

55
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Figure 2 Individual cytokines plasmatic levels (pg/mL) comparison after 7 and 14
days of guarand supplementation. Different letters indicate statistical differences

(p<0.05) from Anova One-Way test followed by Dunnet’s post hoc test.
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Conversely, the IL-10 levels (F=4.95, p=0.027) increased after seven days of

guarana supplementation when compared to baseline values before the treatment.

Results described here from the in vitro and in vivo protocols showed the
potential effect of guarana extract on human inflammatory and anti-inflammatory
cytokines. However, with the in vitro protocol, the guarand effect was dependent on
glucose and insulin median conditions. This interaction among guarana, glucose and
insulin on PBMCs cytokine levels suggests an immunomodulation effect. On the
other hand, after 14 days of guarana supplementation, we observed a significant
decrease in inflammatory cytokines and increase of IL-10, an anti-inflammatory

cytokine.

The guarana effect on cytokine modulation is probably related to caffeine
and/or the catechin content presented in this fruit, specifically in the extract tested
here. Studies have indicated that caffeine has immunomodulatory effectslike other
members of the methylxanthine family [11]. The study performed by Horrigan et al.
[12] using diluted human whole blood preincubated with caffeine, showed

suppression of TNF-a by this compound.

Epidemiological studies also suggest immunomodulation related to caffeine.
Chavez Valdez et al. [13] performed a cross-sectional study that in a cohort of pre-
term infants treated for one week with caffeine (<20 ug/mL) determined a decrease in
IL-1B3, IL-6 and TNF-o peripheral blood concentrations. Other studies in mice that
were fed high-fat diets, coffee showed an important anti-inflammatory response by

differential gene expression that could reduce the risk of metabolic syndrome [14].

Catechins are the predominant flavonoids and are mainly comprised of,

epigallocatechin (EGC), epicatechin gallate (ECG) and epicatechin (EC) [15].
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Previous studies also described the effect of catechins or foods rich in these
compounds such as green tea on human PBMC cytokines. The study performed by
Neyestani et al. [16] showed the suppressive effect of black tea extract on human IL-

18, TNF-a. and IL-6 in PBMC cytokine secretions.

Other investigations explained that epigallocatechin gallate (EGCG) increased
IL-10 levels in obese and lean human PBMCs cultures. The EGCG is considered a
potent anti-inflammatory agent and an active ingredient of green tea and other plants,
including guarand [17]. In experimental conditions, there is evidence that EGCG
inhibits the migration and adhesion of monocytes. The authors who described these
results considered that the inhibitory effects of EGCG on the monocyte function
should be as a promising new anti-inflammatory response with a potential therapeutic

role in the treatment of inflammation-dependent diseases [18].

Currently, it is well-known that obesity is clearly associated with alterations in
the immune and inflammatory functions as manifested by an abnormal regulation of
serum inflammatory cytokines in obese subjects. Some authors, such as O’Rourke et
al. [19], suggest that the obesity-related alterations in immunity are also reflected in
the peripheral blood lymphocyte function. Our results corroborate this hypothesis as
we found differences in PBMC cytokine levels related to guarana, glucose and insulin

tfreatments.

Unfortunately, the in vivo mechanisms of PBMCs interactions to glucose and
insulin are not totally elucidated. There are, however, evidences that PBMCs from
diabetic patients and from healthy subjects exposed to different glucose

concentrations have presented different responses [20].
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It is important to ponder some considerations associated with our
methodological design. We conducted an exploratory in vitro and in vivo study to
observe if the guarana could differentially modulate the inflammatory cytokines that
are related to obesity and metabolic dysfunctions. Although we found positive results
indicating a direct effect of guarana on inflammatory metabolism, additional
investigations with a more robust experimental design, preferentially via randomized,
double-blind and crossover case-control studies need to be performed to confirm
these results. Complementary investigations analysing if the guarana
supplementation can help obese subjects to decrease the inflammatory low grade

conditions also need to be realized.

However, even with these methodological limitations in the present study, we
provide novel, preliminary data suggesting that guarana have an effect on anti-

inflammatory human cytokine modulation.

3. MATERIAL AND METHODS

3.1 Drugs and Reagents

The drugs and reagents used in the experiment were as follows: ODS-3
column, supplied by Phenomenex Prodigy (Torrance, CA, USA); caffeine,
theobromine, catechins and insulin, RPMI Medium (RPMI, 1640); phytohematoglutin
(PHA), HEPES by Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA); fetal bovine serum (FCS),

heat-inactivated horse serum, penicillin and streptomycin, purchased from Gibco
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(Grand Island, NY, USA); Vacutainer® by BD Diagnostics (Plymouth, UK), and

cytokines kits to ELISA immunoassay by Biomyx Technology (San Diego, CA, USA).

3.2 Guarana extract characterization

P. cupana powder was supplied by EMBRAPA-Amazonia Ocidental located in
Maués, Amazonas State, Brazil. The guarana sample was preserved in dry
conditions at 4°C until the extract preparation that was performed to use in the in vitro
protocol or to human supplementation in the in vivo protocol. The guarané extract
was prepared as follows: 300 g of powdered guarana seeds were extracted using
70% ethanol and 30% distillated water in a 1:10 proportion (3000 ml) for two weeks
at room temperature. After removing the ethanol, the remaining solid material was
lyophilized and stored at 4°C until the experiments were running. Previously
obtained powder extract was further diluted in an HBSS buffer prepared at a

concentration of 5 pg/ml to use in PBMCs treatments.

The main bioactive compounds presented in guarana extract were evaluated
by the chromatographic analysis performed on a HPLC system based on UV
absorbance at 272 nm. A 150 mm x 4.6 mm ODS-3 column (5 pym particle size) was
used for the separation (Carlson and Thompson, 1998). Stock solutions of caffeine,
theobromine and catechins (250ug/mL) were prepared and stored at 5°C. Working
level standards were prepared by diluting the stock solutions in its mobile phase at
the following ratios: 200 yL to 100 mL, 400 pL to 100 mL, 2 mL to 100 mL, 4 mL to
100 mL, 8 mL to 100 mL. The last concentration standard was designed to achieve a

detection limit of 0.005% based on a 1 g sample diluted to 100 mL (LOD = 0.05
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mg/g). A guarana sample extract was filtered through a 0.45 um filter into an auto
sampler vial for analysis. The HPLC conditions were: flow rate, 1 mL/minute; mobile
phase A, 0.1% H3;PO, in water; mobile phase B, 100% ACN. The chromatographic
system was calibrated with at least a five-point standard curve for each set of
samples analyzed. Standards were run after every four samples that were read.
Excellent reproducibility was seen in the standards; typically the R value for the

calibration curve was 0.9999 or higher.

Tannin content in the guarana extract was measured spectrophotometrically
by the modified vanillin method, described by Ferreira &Nogueira [21]. An estimation
of condensed tannin in the samples was carried out in triplicate and the contents
were expressed as milligram equivalents of gallic acid/mL. The equation obtained for
the standard curve of gallic acid in the range of 2.5-20 mg/mL was y = 0.0434x +

0.1359 (R?2 = 0.9819).

Guarana extract used in the experiments presented caffeine=12.240 mg/g
theobromine=6.733 mg/g and total catechins=4.336 mg/g concentrations. The

condensed tannin concentration was 16 mg/g.

3.3 In vitro guarana effect on PBMC cytokines levels

The in vitro evaluation of the guarana effect on PBMC cytokine levels was
performed in the presence or absence of additional glucose and insulin culture mean
supplementation. First, we produced a PBMC culture from peripheral blood samples

from three healthy human volunteers collected after 12 h of overnight fasting by
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venipuncture, using top Vacutainer® tubes with heparin. Human peripheral blood

cells a 72h PBMCs culture were performed using PHA as mitogen.

Peripheral whole blood (1 ml) was added for each glass containing 5 ml of
RPMI 1640 Iymphocytes culture medium with 10% (FCS), and 1%
penicillin/streptomycin and PHA (Hedeskov, 1968). Cells were maintained in a
suspension culture at 37°C in a 5% humidified CO, atmosphere for 72 h without
guarana, glucose or insulin supplementation. In this phase we did not add
supplementation since the presence of these compounds could affect the cytokine

production.

PBMCs cultures were centrifuged for 10 min (3 rpm) and washed twice with a
HBSS (Hank's Buffered Salt Solution) buffer containing 118 mM NacCl, 4.6 mM KClI,
10 mM d-glucose, 20 mM HEPES, 0.4 mM CaCl,, pH 7.4. Afterwards, sample cells
were transferred to the same buffer with and without the glucose, insulin and guarana
supplemental treatments: (1) Control group (C) = a group cell without
supplementation; (2) HBSS plus glucose supplementation (15 mM, G); (3) HBSS
buffer and insulin (1 mU/mL) supplementation (I); (4) HBSS buffer and 15 mM
glucose and insulin supplementation (IG); (5) HBSS buffer and guarana extract (5
pug/mL) (Gua); (6) guarana and glucose (GGua); (7) guarana and insulin (IGua), and

(8) guarana, glucose and insulin (GlGua) supplementation.

The choice of guarana extract concentration was based on a previous study
performed by our team that found an in vitro antioxidant effect of guarana against
nitroprusside oxide intoxication [22]. The PBMCs were maintained during the
treatments for six hours. The PBMC concentration in all treatments was 5x10’

cells/ml. Samples were then stored at -20°C until the cytokines analysis took place.All
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treatments were performedin triplicate. The main experimental procedures are

described below.

3.4 The in vivo guarana effect on serum cytokines levels

This protocol is part of a project approved by the Ethical Board
(n°23081.015838/2011-10) of Universidade Federal de Santa Maria and all subjects
provided informed consent. We performed an additional protocol to test if a daily
guarana extract supplement could affect blood inflammatory and anti-inflammatory
cytokine modulation in a short period (14 days). We choose adults who were not
obese, non-smokers, sedentary and without chronic degenerative diseases or
dysfunctions that could affect the cytokine modulation. All subjects were determined
to be healthy by history, physical examination and basic laboratory indices before
inclusion into the study protocol. Volunteers were invited to participate in the study
and were prospectively enrolled at FARMABIZ Laboratory. The participants of this
protocol (7 male and 7 female) live in a Southern Brazilian region where guarana
consumption is not as habitual as that of people in the Amazonas State. The mean
age was 37.0+8.3 years old (minimum 23 and maximum 49 years), and the body

mass index (BMI) was 25.2+1.9 Kg/m? (minimum 22.8 and maximum 29.8 Kg/m?).

Although the amounts of guarana recommended in popular medicine is 500
mg/day, there are no studies showing if this dosage is efficient or safe. On the other
hand, we considered that this concentration could produce cafeinism symptoms in
some persons; these conditions could cause collateral effects [23] and the

discontinuity of subjects during the treatment period. Therefore, using two studies as
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our reference, we determined the minimal guarana dosage to be administered was
90 mg/day [24,25]. The concentration of bioactive compounds present in each
capsule containing guarana was 12% caffeine, 6% theobromine and 3.9% of

catechins) by dry weight.

Subjects were taking no medications, and abstained from caffeine, ethanol,
and fruit juices during the study. After a minimum seven days wash-out period to
adjust the nutritional conditions of all samples, the subjects were provided a 14 day
supply of guarana extract capsules.The subjects took two capsules one time each

day at 8:00-9:00 AM.

3.5 Cytokines analysis

The cytokines IL-B, IL-6, TNF-a, IFN-y and IL-10were analyzed as previously
described by Duarte et al. [26] using ELISA kits according to the manufacturer’s
instructions. Due to donor variation in cytokine production, we compared the cytokine
levels observed in each treatment using a percentage relative to the C group. Similar

analysis was previously used and described by Stalevik et al. [27].

3.6 Statistical Analysis

All analyses were carried out using the statistical package for social studies

SPSS version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). The cytokine levels observed in the
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PBMCs C group were expressed as the meant standard deviation (SD). The
analysis of cytokine modulation from the in vitro protocol was performed using one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test to detect inter-group
differences. The analysis of cytokine modulation from the in vivo protocol was
performed by repeated measures (one-way ANOVA) that compares three or more
matched groups, based on the assumption that the differences between matched
values are Gaussian. The p values were two-tailed and the differences were

considered to be statistically significant at p< 0.05.
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5 DISCUSSAO

Inicialmente, o presente estudo mostrou que idosos do municipio de Maués,
AM, que consomem habitualmente esta planta apresentam menor ocorréncia de
obesidade e SM do que aqueles que nunca ingerem guarana na sua dieta. A
investigagdo complementar aqui conduzida com protocolos in vitro e in vivo também
descreveu acdo do guarana sobre marcadores inflamatorios. No caso, o guarana
diminuiu os niveis de citocinas pro-inflamatérias e aumentou os niveis de citocinas
anti-inflamatorias. Portanto, o conjunto destes resultados sugere que 0 guarana tem
efeito anti-obesogénico e protetor da SM agindo tanto na modulacdo de fatores

oxidativos, quanto inflamatorios.

Estes resultados corroboram a tendéncia contemporanea da populacédo na
busca de produtos naturais para tratamento e prevencdao de enfermidades
(KUCZMARSKI et al., 1994; HAN et al., 1997; HEYMSHELD et al., 1998). Vérios
estudos demonstram que a alimentacdo rica em produtos de origem vegetal traz
beneficios a salude, pois esses alimentos contém compostos bioativos que agem em
alvos fisiologicos especificos, interferindo nos processos patogénicos das doencas
cronicas (SABATE, 2003; BASTOS et al., 2009). Nesse sentido, o guarana assume
papel de destaque, especialmente no Brasil e particularmente na regido Norte do
pais, onde é ingerido de forma habitual. Considerando ainda as varias propriedades
bioldgicas ja descritas para esta planta, tornam-se pertinentes as pesquisas que

visam determinar o efeito da sua ingestdo na saude dos individuos.

Os resultados dessa pesquisa demonstraram a associacao da ingestao de
guarana com a reducao na ocorréncia de obesidade, SM e hipertenséo arterial, bem
como na modulagédo dos marcadores bioquimicos associados a essas enfermidades.
Estes resultados estdo em consonancia com investigacbes prévias publicadas na
literatura. Um dos primeiros estudos que evidenciou a atividade anti-obesogénica do
guarana foi conduzido por Boozer e colaboradores (2001), que demonstraram uma
reducd@o no peso e na quantidade de gordura corporal em individuos que receberam
suplementacdo com guarana e erva Ma Huang, em um ensaio de oito semanas,

randomizado, duplo-cego, controlado por placebo em 67 individuos. Neste mesmo
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estudo, foi relatada diminuicdo nos niveis de triglicerideos, e ndo foi observada

diferenca na presséao arterial das pessoas.

Berubé-Parent et al. (2005), avaliaram o efeito da ingestdo de um composto
associado de cha verde e guarana, com concentracdes fixas de guarana (600 mg) e
variadas de catequinas (90, 200, 300 e 400 mg e placebo) no gasto energético e na
obesogénese. Foi feito um ensaio randomizado, duplo-cego, paralelo-cruzado,
controlado por placebo em 14 homens saudaveis, ndo-fumantes, sedentarios entre
20 a 50 anos com IMC de 20 a 27 kg/m?. Cada voluntario permaneceu dentro de
uma camara metabdlica durante 24 horas em cinco ocasides separadas, onde
recebeu cada um dos tratamentos. O gasto energético dos individuos aumentou
cerca de 8% em relacdo ao placebo (750 kJ ou 186 kcal). A oxidacdo de
macronutrientes, que indica gasto energético por meio do uso de gorduras e
carboidratos corporais, também foi observada nos individuos tratados com os
suplementos, mesmo no composto com menor concentracdo de catequinas. Apés
24 h, ndo foi observado aumento significativo na pressao arterial sistolica,

entretanto, ocorreu aumento na pressao arterial diastolica (em média de 5 mmHg).

Os efeitos biolégicos do guarana sdo atribuidos aos seus compostos
bioativos, principalmente metilxantinas e catequinas. A cafeina, teobromina e
teofilina sdo metilxantinas presentes em outros alimentos, como o café, o ché preto,
verde e o chocolate. A cafeina é considerada um alcaléide xantina bloqueador do
receptor da adenosina que possui propriedades psicoestimulantes (ARNAULD,
1987; HECKMAN et al.,2010), sendo também denominada guaranina, pois estd em

alta concentragdo no guarana.

Além disso, a cafeina tem acdo reconfortante em consequéncia da liberacdo
da dopamina no circuito central de recompensa (sistema mesolimbico e nucleo
accumbens) (LINDSKOG et al., 2002; BEUAMONT et al., 2005), bem como acéao
analgésica (LASKA et al., 1984; GLIOTTONI et al., 2009). J& foi relatado também o
efeito protetor desta substancia contra doencas neurodegenerativas como a
deméncia do tipo Alzheimer (ROSSO et al., 2008; CANAS et al., 2009) e a doenca
de Parkinson (XU et al., 2010). A cafeina tem sido associada ainda a protecao

contra cancer de mama, renal e de figado (NKONDJOCK, 2009). J& a teofilina age
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principalmente em nivel de sistema respiratorio, sendo especialmente utilizada para
tratamento de asma (TEE et al., 2008).

No sistema cardiovascular, a ingestdo de bebidas ricas em cafeina
apresenta resultados muitas vezes divergentes. Em termos fisiol6gicos parece que a
cafeina promove aumento na pressdo arterial sistémica, entretanto, ndo induz a
piora na severidade das arritmias ventriculares e no aumento do risco de fibrilagédo
atrial (TAUBERT et al., 2007). Se o aumento na pressao arterial sistémica constitui
risco de desenvolvimento de hipertensdo associado a ingestdo de bebidas ricas em
cafeina, principalmente o café, € um tema que ainda est4d sendo estudado
(GROBBEE et al., 1990; LOPEZ-GARCIA et al., 2006).

Neste estudo, a ingestdo de guarana pelos individuos de Maués avaliados,
promoveu diminuicdo na ocorréncia de hipertensdo arterial. Revisdes e meta
analises contemporaneas sugerem gue bebidas néo teriam efeitos negativos sobre o
sistema cardiovascular (LOPEZ-GARCIA et al., 2006). Os individuos avaliados nos
estudos de Boozer et al. (2001) e Berubé-Parent et al. (2005) apresentaram
elevacdo leve na pressao arterial sistémica. Contudo, tais individuos eram
sedentarios, ao contrario do que ocorre com a populacdo de Maués. Conforme
McArdle et al. (1996) a pratica regular de exercicios fisicos traz beneficios
cardiovasculares que previnem o estimulo cardiovascular que poderia aumentar a
pressao arterial em individuos expostos a cafeina. Além disso, ha relatos de que os
efeitos da cafeina sobre a pressédo arterial desaparecem conforme seu uso crénico
(CAVALCANTE et al., 2000).

Outra bebida rica em cafeina e outras substancias bioativas presentes no
guarana como as catequinas, é o cha verde (Camellia sinensis), que possui uma
concentracdo de 2-5% de cafeina e 30 a 50% de catequinas (YANG; LANDAU,
2000; DUFRESNE; FARNWORTH, 2001). As folhas do cha (tanto verde quanto
preto) contém também flavondides como quercitina e miricina. O guarana é rico, nao
s6 em cafeina, teobromina e teofilina, mas também em catequinas, o que aproxima
este alimento do cha verde e suas propriedades funcionais (BERUBE-PARENT et
al., 2005).

As catequinas sao importantes agentes antioxidantes, que tém sido

associados com a prevencgdo aos riscos de cancer em individuos (BETTUZI et al.,
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2007). Além disso, h& estudos que apontam a atividade dessas substancias no
combate a obesidade (WU et al., 2003; WOLFRAN et al., 2005) a SM (THIELECKE;
BOSCHMANN, 2009; YANG et al.,, 2011) e ao diabetes tipo 2 (NKOBOLE et al.,
2011). Alguns autores sugerem que 0 mecanismo para essa reducao é a ativacdo de
metabolismo lipidico no figado (MURASE et al, 2002; BOSCHMANN; THIELECKE,
2007). Alem disso, as catequinas tém sido associadas com a diminuicdo da
deposicado de gordura visceral, e sintese de acidos graxos no figado (IKEDA et al.,
2005), bem como com a reducéo na diferenciacdo de células adiposas por inibir a
expressao de enzimas lipogénicas (WOLFRAN et al., 2006).

Um recente estudo de Yang e colaboradores (2011) aponta que o tratamento
de individuos com cha verde, durante seis semanas, promoveu a reducdo na
pressdo arterial dos individuos. Considerando que a composicdo do guarana
apresenta significativa quantidade de catequinas, esse resultado esta de acordo com
os que foram encontrados na nossa populacdo idosa de Maués.

Os resultados descritos no presente trabalho evidenciaram que o consumo
de guarana diminui a quantidade de citocinas proé-inflamatérias (IL-1p, IL-6, TNF-a,
IFN-y) e aumenta a IL-10, que tem atividade anti-inflamatoria. Esse efeito esta
provavelmente associado com as catequinas e a cafeina presentes na composicao
do guarana. Varios estudos tém relatado a atividade da cafeina na imunomodulacao,
pois essa substancia € um antagonista dos receptores de adenosina (FREDHOLM et
al., 1999) e inibe a enzima adenosina monofosfato fosfodiesterase (CAMP-PDE),
aumentando a quantidade de AMPc (adenosina monofosfato ciclico) intracelular e
com isso ativando a proteina quinase A (WELLS et al., 1975; HORRIGAN et al.,
2004).

O AMPc € um importante imunomodulador, pois suprime as func¢des de
células inflamatorias e imunocompetentes diminuindo, por exemplo, a producdo de
TNF-a,, IFN-y e IL-12 e aumentando a expressdo de IL-10 em macrofagos
(PROCOPIO,et al., 1999) e PBMC (EIGLER et al., 1998). Além disso, também inibe
a expressao de IL-4, IL-3, IL-5 e a proliferacéo de linfocitos (KAMINUMA et al., 1999;
STAPLES et al., 2001).
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A adenosina é um potente imunomodulador que, em geral, suprime a
atividade das células imunes (EIGLER et al.,, 1997). Entretanto, alguns estudos
apontam a ativacdo de rotas inflamatérias mediada pela adenosina (CRONSTEIN, et
al, 1990). Desse modo, uma vez que a cafeina € um antagonista desses receptores,
espera-se que tenha uma atividade anti-inflamatéria em algumas situacdes
(HORRIGAN et al., 2006).

As catequinas também tém sido associadas com imunomodulacao,
especialmente com a regulacdo no numero e na diferenciacdo de células T, bem
como com a reducao de citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a) em ratos ap0s irradiacdo (HU
et al., 2011). Além disso, seu efeito na reducdo dessas mesmas citocinas em PBMC
ja foi relatado (NEYESTANI et al., 2009), bem como o aumento de IL-10 (YUN et al.,
2010). Essas substancias também diminuem a atividade da proteina IKK e por
consequéncia reduzem a expressao da enzima ciclo oxigenase-2 (COX-2) (ROSA et
al., 2012).

Considerando que a obesidade e a SM ocasionam uma inflamacé&o de baixo
grau, que por sua vez contribui para a manutencao dos altos IMCs nos individuos,
surge a necessidade de pesquisas visando a obtencdo de moduladores para as
rotas inflamatérias, os quais sejam capazes de causar um impacto positivo no
metabolismo (ROCHA; FOLCO, 2011). Nesse sentido, compostos anti- TNF-a tem
mostrado resultados interessantes no combate a obesidade e a resisténcia a insulina
(DOMINGUEZ et al., 2005; GONZALES-GAY et al., 2006). Além disso, os salsalatos
que suprimem a acédo de IKK (KANETO et al., 2004; GOLDFINE et al., 2008),

também tém demonstrado acdo anti-inflamatoria importante na obesidade.

Da mesma forma, o uso de nutrientes com propriedades anti-inflamatérias
constitui um componente bastante promissor no combate a obesidade. Nesse
contexto, considerando os resultados de nossos estudos o uso de substancias
naturais como o guarana, devido aos seus compostos bioativos, podem constituir

uma importante alternativa para o controle das doencas associadas a SM.

O presente estudo reforca a acdo anti-obesogénica do guarana e seu efeito
sobre o0 metabolismo oxidativo e inflamatorio relacionado a lipotoxicidade.
Entretanto, este trabalho apresenta limitagcdes metodolégicas que precisam ser

consideradas. Entre estas esta o fato do estudo epidemioldgico ter sido do tipo
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transversal, o que pode representar influéncia nos resultados obtidos. Assim,
investigacdes longitudinais que acompanhem a saude e a mortalidade dos idosos
que consomem ou ndo habitualmente guarana séo relevantes. Investiga¢des in vitro
averiguando a ag¢do do guarana no metabolismo dos adipécitos também sé&o
importantes e poderiam elucidar os mecanismos de acdo desta planta no

metabolismo bioquimico e imunolégico relacionado a adiposidade.
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6 CONCLUSOES

Os resultados dos protocolos in vitro e in vivo realizados nesta pesquisa
permitem concluir que:

- a ingestdo habitual de guarand estd associada a baixa ocorréncia de
obesidade, hipertensdo arterial e sindrome metabdlica na populacdo idosa de
Maues;

- a ingestdo habitual do guarand estad associada a niveis mais baixos de
presséo arterial sistolica, marcadores como a AOPP e LDL-colesterol, principalmente
nas mulheres;

- 0 guarana apresenta efeito imunomodulatério in vitro, aumentando os niveis
de IL-10 (anti-inflamatdria) e diminuindo as citocinas pré-inflamatorias (IL-1p, TNF-c,
IL-6 e IFN-y) em PBMC tratadas in vitro;

- em individuos saudaveis suplementados durante 14 dias com guarana ha

aumento nas taxas sanguineas de IL-10 e diminuicdo de IL-1p, TNF-a, IL-6 e IFN-y.

O conjunto destes resultados sugere que 0 guarana possui atividade anti-
obesogénica, atuando nas rotas oxidativas e inflamatérias associadas a obesidade.
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