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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-graduacao em Disturbios da Comunicacao Humana
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITOS DA VINCRISTINA E DO GUARANA EM CULTURA CELULAR DE
CEREBRO E CEREBELO DE CAMUNDONGOS NA VIABILIDADE CELULAR E
METABOLISMO OXIDATIVO

AUTORA: CAROLINA FANTINEL VELOSO
ORIENTADOR: ARON FERREIRA DA SILVEIRA
CO-ORIENTADORA: IVANA BEATRICE MANICA DA CRUZ
Data e Local de Defesa: Santa Maria, 14 de margo de 2014.

A vincristina € um quimioterapico utilizado no tratamento de varios tipos de
neoplasias com grandes resultados clinicos, porém, seus efeitos incluem uma série
de alteragdes do equilibrio, como ataxia, tremores e neuropatia periférica. Estes
danos estdo provavelmente associados a intoxicacdo provocada pelo farmaco no
sistema nervoso central e periférico. Ha indicios de que o guarana (Paullinia cupana)
possui componentes capazes de produzir neuroprotecado central. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos da vincristina e do guarana sobre a viabilidade celular e
o metabolismo oxidativo no cérebro e no cerebelo de camundongos em cultura
celular in vitro. As células foram incubadas por 24 e 72 horas em meio especifico
(DMEM) e tratadas com vincristina na concentragdo 0,009 uM para 24 horas e
0,0007 uM para 72 horas e com as concentracées de 10, 30, 100 e 300ug/mL de
extrato de guarana. Apdés, realizou-se os testes MTT, Pico Green®, atividade das
enzimas catalase e superoxido dismutase e tidis (viabilidade celular); TBARS,
diclorodihidrofloresceina e carbonilacdo de proteinas (metabolismo oxidativo). Os
resultados indicaram que a vincristina pode causar efeitos citotdxicos em cerebelo e
cérebro de camundongos e que o guarana pode reverter essa citotoxicidade,

principalmente nas concentracdes de 100 e 300 pg/mL.

Palavras-chave: Camundongos. Guarana. In vitro. Sistema nervoso central.
Viabilidade celular. Vincristina.



ABSTRACT
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EFFECTS OF VINCRISTINE AND GUARANA IN CELL CULTURE IN BRAIN AND
CEREBELLUM ON CELL VIABILITY AND OXIDATIVE METABOLISM

AUTHOR: CAROLINA FANTINEL VELOSO
ADVISOR: ARON FERREIRA DA SILVEIRA
CO-ADVISOR: IVANA BEATRICE MANICA DA CRUZ
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Vincristine is a chemotherapeutic agent used to treat various types of cancers with
effective clinical outcomes. However, its effects include a number of disorders related
to balance, such as ataxia, tremors and peripheral neuropathy. These damages are
likely associated with poisoning by the drug in the central and peripheral nervous
systems. There is evidence that guarana (Paullinia cupana) may have
neuroprotective effects on the central nervous system. The aim of this study was to
evaluate the effects of vincristine and guarana on cell viability and oxidative
metabolism in vitro cell cultures of mice brain and cerebellum. The cells were
incubated for 24 and 72 hours in a specific medium (DMEM) and treated with
vincristine at a concentration 0.009 mM for 24 hours and 0.0007 mM for 72 hours
and at concentrations of 10, 30, 100 and 300ug/m Lof guarana extract. Incubation
was followed by MTT and Pico Green ® tests and evaluation of catalase, superoxide
dismutase and thiol activity (cell viability), as well as TBARS, protein carbonyls and
dichlorodihydrofluorescein (oxidative metabolism). The results indicated that
vincristine may cause cytotoxic effects in mice cerebellum and brain and that
guarana may reverse this cytotoxicity in concentrations 100 e 300ug/mL.

Key-words: Cell survival. Central nervous system. Guarana. In vitro. Mice.

Vincristine.
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1 INTRODUCAO

O tratamento dos canceres € um dos problemas mais desafiadores da
medicina (CHABNER & ROBERTS, 2005). Os quimioterapicos antineoplasicos séao
bastante utilizados pois a terapia com estes medicamentos atinge igualmente as
metastases disseminadas pelo corpo. Entretanto, ha desvantagens importantes a
serem consideradas principalmente aquelas relacionadas aos seus efeitos
colaterais, pois em sua grande maioria estes medicamentos apresentam baixo
indice terapéutico, ou seja, dose terapéutica muito préxima a dose toxica
(FUKUMASU, 2008).

O sulfato de vincristina (SV) € um quimioterapico antineoplasico utilizado no
tratamento de leucemia linfocitica aguda, neuroblastoma, tumor de Wilms, cancer de
mama, cancer de pulmao de pequenas células, cancer epitelial de ovario, cancer
cervical, céancer colorretal, linfomas de Hodgkin, linfomas nao-Hodgkin,
rabdomiossarcoma, sarcoma de Ewing, osteossarcoma, melanoma maligno, tumor
de célula germinativa de ovario, e outros (ANVISA, 2008). Entre os seus efeitos
colaterais estao descritos alteracées do equilibrio através de danos vestibulares por
agressao ao oitavo nervo craniano, e as manifestagdes incluem dificuldades no
equilibrio, como tontura, nistagmo e vertigem (ANVISA, 2008) e neuropatia periférica
(KRARUP-HANSEN et al.,, 2007). Além disso, houve aumento de peroxidacao
lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) no tecido cerebral de ratos expostos ao SV,
indicando associacdo do quimioterapico com estresse oxidativo (MARTINS et al.,
2011).

A crescente associacdo de alguns quimioterapicos com estresse oxidativo
tem alertado as pesquisas para a busca de estratégias que visam a prevencao
contra acao de radicais livres no tecido nervoso. Produtos naturais como o guarana
(Paullinia cupana), sao fontes ricas em propriedades farmacolégicas promissoras na
inibicdo do processo oxidativo espontaneo devido ao elevado conteudo de
compostos fendlicos, principalmente os taninos (BASILE et al., 2005; MAJHENIC,
KERGET & KNEZ, 2007).

Sabe-se também que quimioterdpicos de diferentes classes, especialmente

aqueles que cruzam a barreira hematoencefdlica estdo associados com relevante
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neurotoxicidade (PELS et al., 2003). O estudo de Wick et al. (2004) evidenciou que
0s quimioterapicos cisplatina, vincristina e topotecano reduziram a viabilidade celular
de neurdnios cerebelares. Neste estudo, o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) preveniu a morte celular neuronal induzida pelos quimioterapicos.

Por outra via, estudos em humanos com diferentes doses de extrato do
guarana também sugerem melhores efeitos cognitivos, melhora no desempenho da
memdéria secundaria e aumento do estado de alerta. Sujeitos que receberam
suplementacdo aguda com guarana realizam tarefas cognitivas com maior
velocidade (KENNEDY et al., 2008).

Oliveira et al. (2011), realizaram estudo inédito sobre os potenciais benéficos
do guarana (Paullinia cupana) em desordens neurodegenerativas, a patogénese
associada com disfuncao mitocondrial e estresse oxidativo, e demonstraram o efeito
neuroprotetor do guarana apds tratamento com rotenona, uma substancia utilizada
como pesticida e classificada como citotdxica. Esta substéncia causa os sintomas do
mal de Parkinson se injetada em ratos. O extrato de guarana aumentou a viabilidade
celular no tecido tratado com rotenona, sendo este resultado dose-dependente.
Além disso, a condensacdo da cromatina e a fragmentacdo nuclear foram
significativamente reduzidos pela adicdo do extrato de guarana, demonstrando o
efeito neuroprotetor do guarana (Paullinia cupana).

Grande parte dos estudos atuais com medicamentos, farmacos, agentes
toxicos e terapéuticos tem utilizado modelos experimentais in vitro. Estes modelos
sao 6timas ferramentas para se estudar de forma mais minuciosa alguns achados
observados em modelos in vivo. Além disso, modelos in vitro tem a vantagem de se
poder diminuir a0 maximo as variaveis presentes em certas situacdes in vivo, bem
como de oferecer a oportunidade de se estudar mecanismos de acao envolvidos em
perguntas experimentais (FILHO, 2011).

As caracterizagbes de elementos celulares individuais e suas conexdes
singpticas no cerebelo sdo essenciais para o entendimento da precisdo e
compreensdo dos mecanismos de coordenagédo motora (HIRONO et al., 2012).

A maior parte da energia necessaria para a sobrevivéncia do tecido nervoso é
proveniente da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, uma importante fonte de radicais
livres. Existem evidéncias de que danos oxidativos estao implicados na patogénese
de diversos distlrbios neurodegenerativos (MIGLIORE & COPPEDE, 2009).
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Em razao do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
vincristina e do guarand sobre a viabilidade celular e o metabolismo oxidativo no

cérebro e no cerebelo de camundongos em cultura celular in vitro



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Vincristina

As quatro principais classes de compostos provenientes de plantas
empregues na quimioterapia antineoplasica sdo: os alcaloides de vinca (vinblastina,
vincristina, vinorelbina), as lignanas epipodofilotoxinas (etoposido, teniposido), os
diterpenos de taxano (paclitaxel e docetaxel) e os alcaloides derivados da
camptotecina (topotecano, irinotecano) (CHABNER & BRUNTON, 2005; DE VITA et
al., 2008).

A vincristina é um quimioterapico do tipo alcaloides da vinca, que atuam
ligando-se as P-tubulinas inibindo a polimerizacdo dos microtubulos. Os
representantes naturais, vimblastina e vincristina, dessa classe foram isolados das
folhas da espécie Catharanthus roseus, antigamente chamada de Vinca rosea e
popularmente conhecida como Vinca (BRANDAO et al., 2010). Comercializado pelo
nome de Oncovin®, o sulfato de vincristina é o sal de um alcaléide obtido de uma
planta florescente comum, a pervinca (Vinca résea Linn), originalmente conhecida
como leurocristina, também conhecida como LCR e VCR.

Em humanos, seu uso estd especialmente indicado nos canceres,
principalmente no tratamento de leucemia linfocitica aguda, neuroblastoma, tumor
de Wilms, cancer de mama, cancer de pulmao de pequenas células, cancer epitelial
de ovario, cancer cervical, cancer colorretal, linfomas de Hodgkin, linfomas nao-
Hodgkin, rabdomiossarcoma, sarcoma de Ewing, osteossarcoma, melanoma
maligno, tumor de célula germinativa de ovario, e outros (ANVISA, 2008) e sua
aplicacao é feita com diluicdo de 1 mg/ml, uma vez por semana e a dose semanal
preconizada é de 1,4 mg/m?3 corporal, podendo chegar a 2mg/m? de area corporal
(VERSTAPPEN et al., 2005). A administragcao intratecal inadvertida de vincristina é
universalmente fatal (HENNIPMAN et al., 2009).

Na medicina humana, a vincristina é mais usada, e mostra-se mais efetiva, na
oncologia pediatrica do que em adultos com cancer. Os tumores de criangas

parecem ter um maior nivel de sensibilidade ao medicamento, fazendo com que a
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tolerancia infantil a altas doses de vincristina seja melhor do que em pessoas de
mais idade (GIDDING et al., 1999).

Deve-se ter cuidado especial ao combinar sulfato de vincristina a outros
agentes conhecidos por sua ototoxicidade, como os oncoliticos contendo
platina.Com a administragcdo continua, tem sido relatados perda dos reflexos
tendinosos profundos, pé caido, ataxia e paralisia. Podem ocorrer manifestacoes
dos nervos cranianos, incluindo paresia isolada e/ou paralisia dos musculos
controlados pelos nervos cranianos motores, na auséncia de disturbio motor.
(ANVISA, 2008)

A DLsy do sulfato de vincristina em camundongos é de 4,7 mg/kg por via
intraperitoneal (IP) e 3 mg/kg por via intravenosa (IV). Em ratos, a DLsy IP é de 1,2
mg/kg. Em ratas tratadas com uma injecao IP unica de 0,25 a 0,35 mg/kg de sulfato
de vincristina no nono dia de gravidez, ocorreu reabsorcao fetal numa variacao de
49% a 57% (controle: 6%) e 32% a 66% dos fetos sobreviventes apresentaram
malformac¢des. Ambos os testes in vivo e in vitro falharam ao demonstrar
conclusivamente que o sulfato de vincristina € mutagénico (PFIZER, 2010).

Neste trabalho, a concentracao escolhida para o sulfato de vincristina baseou-
se em um estudo realizado por Wick et al. (2004), por tratar-se de um estudo in vitro
que avaliou os efeitos do quimioterapico em 24 e 72 horas, em células cerebelares e
astrocitos.

Os alcalbides da vinca sdao minimamente teratogénicos. Ha relatos de casos
esporadicos de algumas anomalias causadas pela vincristina, incluindo defeitos do
septo atrial, hipoplasia renal, e pancitopenia (ARNON et al., 2001; LESLIE, 2002;
ANDREADIS et al., 2004).

Embora acredite-se num efeito mais intenso nos neurdnios periféricos
(neuropatia) ndo foram encontrados estudos sobre o comprometimento de ganglios
da raiz dorsal secundario aos efeitos da vincristina, efeito descrito em outros
quimioterapicos, como a cisplatina (KRARUP-HANSEN et al., 2007).

A vincristina pode ultrapassar a barreira hematoencefalica e penetrar o SNC,
causando um aumento dose-dependente de peroxidagdo lipidica no estriado
(MARTINS, 2008). Estudando a influéncia da vincristina no hipotdlamo de coelhos,
percebeu-se que os neurbnios foram as primeiras células afetadas e de modo
bastante severo. Observaram-se nos axonios lesados, degeneracdo das conexdes
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singpticas e mudancas secundarias nas bainhas de mielina (MUZYLAK &
MASLINSKA, 1992).

2.2 Guarana (Paullinia cupana)

O guarana (Paullinia cupana) é consumido na forma de p6 ha muitos anos. As
tribos indigenas da Amaz6nia usavam as sementes do guarana trituradas, torradas e
compactadas na forma de bastdes de consisténcia bastante dura, tirando deles o p6
ou lascas para o consumo em bebidas ou alimentos. Era empregado como mitigador
da fome por produzir uma ligeira anestesia nas fibras gastricas e como estimulante
do sistema nervoso, tirando o sono e o cansaco dos guerreiros (MIRANDA &
METZNER, 2010).

Atualmente, a cultura popular preconiza o uso do guarana na forma de
xaropes, chas, capsulas ou p6 diluido em sucos ou outras bebidas com um espectro
muito amplo de efeitos, tais como anti-dispéptico; antidiarreico; anti-hemorragico;
afrodisiaco; estimulante; ténico cardiovascular; diurético, sendo indicado em
diversos estados, incluindo blenorragia, leucorréia, hemorréidas, fadiga, enxaqueca,
febre, colica e nevralgia. No entanto, seu emprego mais frequente é como
estimulante do sistema nervoso, contra a fadiga, cansaco fisico e mental, bem como
no combate a sonoléncia (MIRANDA & METZNER, 2010; CAMARGO, 2006).

A atividade antioxidante do guarana estd associada as elevadas
concentracdes de compostos fendlicos, como taninos, e a atividade anti-inflamatéria
a presenca de saponinas. A presenca de teobromina e a teofilina nas sementes do
guarana justificam o efeito broncoprotetor, atividade imunomodulatéria e anti-
inflamatéria, além do melhoramento da circulagdo sanguinea e do retardo no
envelhecimento precoce (KUSKOSKI et al., 2005).

O guarana é encontrado em poucos estudos, que em sua maioria relatam
efeitos estimulantes e melhora na capacidade cognitiva e desempenho fisico
(ESPINOLA et al., 1997; KENNEDY et al., 2004; HALLER et al., 2005; KENNEDY et
al., 2008) e reducao da agregacao plaquetaria (SANTOS et al., 1989; BYDLOWSKI
et al., 1988; BYDLOWSKI et al., 1991).
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O conteudo de cafeina do guarana é significativamente maior (4 vezes) que o
do café, 10 vezes maior do que o do cha, e 30 vezes maior do que o do cacau
(EDWARDS et al., 2005). Além disso, as sementes de guarana sao constituidas por
polissacarideos, como amido, celulose, pectina, mucilagens, proteinas e 6leo
(SIMOES et al., 2003; HEARD et al., 2006).

A agédo da cafeina prevalece no sistema nervoso central. Ela atua unindo-se a
receptores adenosidicos, 0 que aumenta o estado de alerta do individuo e promove
assim uma melhora na associagdo de ideias e nas atividades intelectuais, maior
resisténcia ao cansaco e sensacao de bem-estar (MORAES et al., 2003; KUSKOSKI
et al., 2004; TFOUNI et al., 2002; CALDAS, 2008).

A producédo brasileira anual de sementes de guarana é de cerca de 3 mil
toneladas, sendo que a maior parte (70 a 80%) € usada na preparacdo de
refrigerantes e bebidas energéticas. Parte (15%) das sementes também é
industrializada na forma de bastdo e o restante é utilizado na producao de pés,
extratos e xaropes, vendidos diretamente no mercado brasileiro (MAGNA et al.,
2003; SIMOES et al., 2003; EDWARDS et al.,2005; PAGLIARUSSI et al., 2006). Nos
Estados Unidos, o guarana foi aprovado como suplemento alimentar e também é
utilizado como aromatizante natural de bebidas (CARLSON e THOMPSON, 1998;
HULBERT et al., 1998).

Alguns estudos ja evidenciam os efeitos antioxidantes in vitro do Paullinia
cupana na inibicdo do processo oxidativo espontdneo devido ao elevado conteudo
de compostos fendlicos, principalmente os taninos. (BASILE et. al., 2005;
MAJHENIC, KERGET & KNEZ, 2007).

Mattei et al. (1988), observaram 50% de reducao na peroxidacao lipidica em
sistema homogenato de cérebro de ratos, mesmo na presenca de baixas
concentragdes de extrato de guarana liofilizado.

O guarana, quando testado como protetor de fibroblastos expostos ao sédio
nitroprussiato, reverteu a toxicidade deste, principalmente em baixas concentracoes
(<5 mg), o que diminuiu a mortalidade celular, peroxidagao lipidica, danos ao DNA e
estresse oxidativo celular, bem como o aumento dos niveis de SOD. Estes
resultados demonstram que o0 guarand tem um efeito antioxidante sobre
metabolismo em situagdes de niveis de Oxido nitrico celular mais elevados.
(BITTENCOURT et al., 2013).



16

2.3 Viabilidade Celular

A alta concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) gerada pelo
estresse oxidativo pode danificar muitas moléculas importantes para a homeostase
do nosso organismo, como, as proteinas, os lipidios e o DNA. Como consequéncia
disso, muitas comorbidades podem ser desenvolvidas pelo fato de alterar a
viabilidade e funcionalidade celular. Os quimioterapicos cisplatina, vincristina e
topotecano reduziram a viabilidade celular de neurdnios cerebelares (WICK et al.,
2004).

Ensaios de citotoxicidade em cultivos celulares sdo amplamente usados em
estudos toxicoldgicos in vitro. O teste da reducao do metiltetrazélio (MTT) e o da
incorporacao do vermelho neutro (VN) sdo os ensaios mais comumente empregados
para a determinacao de citotoxicidade ou viabilidade celular apdés a exposicdo a
substancias potencialmente téxicas (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). O ensaio do
MTT é baseado no protocolo primeiramente descrito por Mossmann (1983), no qual
o MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio brometo), um sal tetrazélio
amarelo e soluvel, é convertido a formazan, um produto insoluvel de cor purpura,
apds a clivagem do anel tetrazdlio pela succinato de hidrogenase dentro da
mitocdndria. O formazan é impermeavel para as membranas celulares, desta forma,
ele se acumula nas células saudaveis, e pode ser quantificado por
espectrofotometria. Portanto, o ensaio do MTT informa sobre a funcionalidade
mitocondrial. J& o ensaio do VN (C15H17CIN4) esta baseado no protocolo inicial
descrito por Borenfreund & Puerner (1984) e determina a acumulacdo do corante
vermelho neutro nos lisossomos de células viaveis e nao prejudicadas, refletindo a

viabilidade lisossomal.

2.4 Metabolismo oxidativo

Estresse oxidativo corresponde a evento resultante do desequilibrio entre o
sistema de defesa antioxidante e a geracao de espécies reativas [do oxigénio (ROS)
ou do nitrogénio (RNS)]. Tal desequilibrio resulta na oxidagdo de importantes
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biomoléculas (lipidios, proteinas, carboidratos e DNA). Substancias oxidantes e
antioxidantes sdo gerados em um cenario de reacdes de éxido-reducédo, onde a
oxidacao implica em ganho de elétron e a reducdo, em perda. Visto que a geracao e
a acao de substancias oxidantes e antioxidantes dependem desse sistema de éxido-
reducdo, muitos autores tém atualmente usado o termo desequilibrio do sistema
redox para se referir ao estresse oxidativo (POLI et al., 2008; SANTOS et al., 2009).

O estresse oxidativo é responsavel por varias acdes deletérias no nosso
organismo, como peroxidacao de lipidios, carbonilacdo de proteinas e até danos ao
DNA das células, ou seja, causa danos moleculares as estruturas celulares, com
consequente alteracao funcional e prejuizo das fungdes vitais de varios tecidos e
orgaos (ZOPPI et al., 2003).

Os radicais livres produzidos pelo organismo tem alta reatividade e meia vida
curta (VOSS, P. & SIEMS, 2006). Por este motivo, sua determinacao in vivo nao é
viavel. Em contrapartida os lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, apos
serem modificados pelas espécies reativas, tem uma meia vida maior, o que os torna
marcadores ideais do estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).

Para este estudo serdo utilizados os marcadores: malondialdeido (indicador
de peroxidacao lipidica), proteinas carboniladas, espécies reativas ao oxigénio
(ROS).

Um produto bem conhecido da peroxidacédo lipidica € o malondialdeido
(MDA), o qual é o produto final da degradacdo nao enzimatica de &cidos graxos
poliinsaturados. Com isso, altos niveis de MDA indicam um aumento de peroxidacao
lipidica (KASHYAP et al., 2005). Para sua determinagdo os métodos utilizados sao:
determinacdo de malondialdeido (MDA) seja pelo método TBARS ou pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ISISORIO, 2003). A peroxidacdo
lipidica ou lipoperoxidacao é o processo através do qual as ROS agridem os 4cidos
graxos poliinsaturados dos fosfolipideos das membranas das células, desintegrando-
as e permitindo a entrada dessas espécies na estruturas intracelulares (COLPO,
2007).

Algumas modificacées protéicas podem nao ocasionar perda de fungdo ou
alteragbes estruturais em proteinas e sdo, muitas vezes, uma maneira de o
organismo defender-se do ataque oxidativo. Neste caso, proteinas com acao
antioxidante sofrem oxidagao reversivel. Por outro lado, modificagdes irreversiveis

de proteinas podem levar a danos estruturais com inativacao e perdas funcionais
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das mesmas. A carbonilacdo € uma modificagdo protéica irreversivel e néao
enzimatica. Esse € um biomarcador muito usado para avaliar danos oxidativos nas
proteinas, e reflete danos celulares ocasionados pelas espécies reativas
(STADTMAN & LEVINE, 2000).

As ROS podem ser formadas a partir de fontes exdgenas como fumo,
radiacdes, luz ultravioleta, solventes e alguns farmacos, agrotéxicos ou de fontes
endégenas (MALAVES, 2003).

As ROS sao encontradas em todos os sistemas bioldgicos, e nesse grupo
estdo incluidos os radicais livres. Radical livre (RL) € definido como qualquer atomo,
molécula ou conjunto de atomos com um elétron ndo emparelhado ocupando uma
Orbita externa. Entretanto, existem as espécies reativas que sdo compostos
igualmente reativos quanto os radicais livres, mas que ndo possuem elétron nao-
pareado na ultima camada e, portanto, ndo podem ser classificados como radicais
livres (VANCINI et al., 2005).

Para combater a alta producao de ROS e evitar o estresse oxidativo, o corpo
utiliza um efetivo sistema de defesa antioxidante. Segundo Barreiros, David e David
(2006), antioxidante € uma substancia capaz de diminuir ou inibir a oxidagdo mesmo
presente em baixas concentracées em relacdo ao seu substrato. Desta forma, estes
compostos protegem os sistemas bioldégicos contra os efeitos deletérios dos
processos ou das reacdes que levam a oxidacao das macromoléculas ou estruturas
celulares.

O grupo nao-enzimatico contém grande numero de compostos capazes de
prevenir danos oxidativos da interacdo direta ou indireta com ROS, entre os quais
citam-se a glutationa reduzida (GSH) (sintetizada pela célula), e os carotendides,
tocoferois (vitamina E), polifendis e acido ascoérbico (vitamina C) (provenientes da
dieta) (GRANOT & KOHEN, 2004).
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RESUMO

O guarana (Paullinia cupana) tem sido estudado recentemente como protetor do
sistema nervoso central. Por outro lado, a vincristina é um quimioterapico
largamente utilizado, e seu uso estd associado a sinais de ataxia cerebelar,
neuropatia periférica, agressdo do oitavo nervo, entre outros. Estes sintomas
sugerem provaveis danos ao sistema nervoso periférico e ao sistema nervoso
central. A avaliacdo da viabilidade celular e da atividade enzimatica em culturas
celulares € uma maneira eficaz de avaliar a toxicidade do farmaco, bem como uma
provavel protecdo do guarana nestas células. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito protetor do guarana na viabilidade celular e na atividade enzimatica do cérebro
e do cerebelo de camundongos cultivados in vitro e tratados com vincristina. A
pesquisa experimental iniciou com as culturas de células em meio DMEM,
devidamente tratadas com a vincristina nas concentragdes de 0,009 uM para 24
horas e 0,0007 uM para 72 horas e com as concentracbes de 10, 30, 100 e
300ug/mL de extrato de guarana. A viabilidade celular foi avaliada pela reducéo de
MTT a formazan, o teste de quantificacdo de DNA dupla fita livre no meio
extracelular foi realizado pelo reagente PicoGreen, a atividade das enzimas catalase
e superdxido dismutase seguiu protocolos anteriores, e o conteudo total de tidis foi
determinado numa reacao dos grupos tidis com 5,5 ditidbis (acido nitro-benzdico)
(DTNB). Os resultados demonstraram que as concentragdes mais elevadas do
guarana (100 pg/mL e 300 ug/mL) apresentaram efeito protetor no SNC, quando
associadas ao uso da vincristina, em relagcdo ao MTT e ao Pico Green®. Houve
reducdo da atividade da SOD no cérebro de camundongos (24 e 72 horas) e
aumento da atividade da catalase na presenga de algumas concentragdes de
guarana. As analises dos tidis ndo foram significativas. Conclui-se, que o guarana
tem acdo protetora no SNC em determinadas concentragdes, evitando assim a

toxicidade produzida pelo farmaco vincristina neste tecido.

Palavras-chave: Camundongos. Guarana. In vitro. Sistema nervoso central.

Sobrevivéncia celular. Vincristina.
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ABSTRACT

Guarana (Paullinia cupana) has recently been studied as a protector of the Central
Nervous System. In contrast, vincristine is a widely used chemotherapeutic agent
and its use is associated with signs of ataxia, peripheral neuropathy and aggression
of the eighth nerve, among other disturbances. These symptoms suggest potential
damage to the peripheral nervous system and central nervous system. The
assessment of cell viability and enzymatic activity in cell cultures is an effective way
to evaluate the toxicity of the drug, as well as the potential protective effect of
guarana on these cells. Thus, the aim of this study was to evaluate the protective
effect of guarana on cell viability and enzyme activity of the brain and cerebellum of
mice cell culture treated with vincristine. Experimental research began with cell
cultures in DMEM, properly treated with vincristine at concentrations of 0.009 mM for
24 hours and 0.0007 mM for 72 hours and at concentrations of 10, 30,100 and 300
Mg/mL of guarana extract. Cell viability was assessed byMTT formazan reduction.
Quantification of DNA in the free extra cellular medium was carried out using double-
sided tape and Pico Green reagent. Superoxide dismutase and catalase activity were
in accordance with previous protocols and total thiol content was determined in are
action of thiol groups with 5,5dithiobis (nitro-benzoic acid; DTNB). The results of the
MTT and Pico Green ® tests showed that higher concentrations of guarana (100
Mg/mL and 300 ug/mL) had a protective effect on the CNS, when associated with the
use of vincristine. There was a decrease in SOD activity in mice brain (24 and 72
hours) and increased catalase activity in the presence of certain concentrations of
guarana. Results for thiols were not significant. In conclusion, guarana was shown to
have a protective effect on the CNS at certain concentrations, thus reducing the
toxicity produced by the drug vincristine in this tissue.

Key-Words: Central nervous system. Cell survival. Guarana. In vitro. Mice.

Vincristine.
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INTRODUCAO

O sulfato de vincristina (SV) é o sal de um alcal6ide obtido de uma planta
florescente comum, a pervinca, utilizado largamente no tratamento de leucemias e
linfomas. Seu uso pode produzir sintomas semelhantes ao da ataxia cerebelar sendo
eles: alteracdes do equilibrio através de danos vestibulares por agressao ao oitavo
nervo craniano, tontura, nistagmo e vertigem. Com a administragcdo continua, tem
sido relatada perda dos reflexos tendinosos profundos, pé caido, ataxia e paralisia.
Podem ocorrer manifestacbes dos nervos cranianos, incluindo paresia isolada e/ou
paralisia dos musculos controlados pelos nervos cranianos motores, na auséncia de
disturbio motor. (ANVISA, 2008) Estes sintomas sugerem provaveis danos ao
sistema nervoso periférico e ao sistema nervoso central.

Por outro lado, a crescente associacdo de alguns quimioterdpicos com
estresse oxidativo (EO), que € gerado por um desbalanco entre o sistema
antioxidade e pré-oxidante, tem alertado as pesquisas para a busca de estratégias
que visam a prevencgao contra acdo de radicais livres no tecido nervoso. Produtos
naturais como o guarana (Paullinia cupana), sao fontes ricas em propriedades
farmacoldgicas promissoras na inibicdo do processo oxidativo espontaneo devido ao
elevado conteudo de compostos fendlicos, principalmente os taninos (BASILE et al.,
2005; MAJHENIC, KERGET & KNEZ, 2007).

A alta concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) gerada pelo EO
pode danificar muitas moléculas importantes para a homeostase do nosso
organismo, como, as proteinas, os lipidios e o0 DNA. Como consequéncia disso,
muitas comorbidades podem ser desenvolvidas pelo fato de alterar a viabilidade e
funcionalidade celular.

O estudo de Wick et al. (2004), evidenciou que os quimioterapicos cisplatina,
vincristina e topotecano reduziram a viabilidade celular (VC) de neurénios
cerebelares. A VC é o parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade em culturas
in vitro, onde a toxicidade pode ser evidenciada com a técnica de reducédo do MTT a
cristais de formazan por enzimas mitocondriais.

Dessa maneira, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito protetor do guarana
na viabilidade celular e na atividade enzimatica do cérebro e do cerebelo de

camundongos tratados com vincristina.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Biogendmica do Departamento de
Morfologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), de forma que foram
cultivadas células de cérebro e cerebelo de seis camundongos machos e saudaveis
destinados a descarte.

Os cérebros e cerebelos obtidos foram isolados e macerados mecanicamente
com o auxilio de laminas em placa de petri contendo meio de cultivo celular
Dulbecco’s modiified eagle’s medium (DMEM), com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) suplementado com 1% de antibibtico penicilina/estreptomicina e 1% de
antifangico anfotericina B. Logo em seguida, o material foi filtrado e centrifugado,
com posterior ressuspensao celular em meio de cultura e plaqueamento em placas
estéreis de 24 pocos. As células foram cultivadas por 24 horas em condicdes ideais
de cultivo celular (37°C e 5% de saturacado de CO,) antes dos devidos tratamentos
para estabilizacdo do material.

Apoés o periodo de incubacgéao inicial, as amostras foram devidamente tratadas
com o SV nas concentragdes de 0,009 uM para 24 horas e 0,0007 uM para 72 horas
(WICK et.al., 2004) e as mesmas amostras expostas as concentragdes de 10, 30,
100 e 300ug/mL de extrato de guarana (Paullinia cupana). O EG foi produzido a
partir do pé de guarana em um extrato hidro-alcodlico, com base na pequena
solubilidade de guarana em p6 a partir dos meios convencionais de alcool e agua (
70:30 ) a 100 ml de fluido de extracdo preparado a uma concentracao de 300 mg /
mL. Apo6s 21 dias de extragdo, a preparacao foi centrifugada a 3000 rpm durante 10
minutos e o sobrenadante foi isolado. (CARLSON & THOMPSON, 1988. FERREIRA
& NOGUEIRA, 2000)As células foram expostas aos tratamentos 24 e 72 horas,
posteriormente foram realizados testes experimentais para avaliagdo da VC, da taxa
total de espécies reativas de oxigénio (EROS) e os possiveis danos proteicos.

Assim, os dois grupos de estudo foram identificados conforme a concentracao
do EG)em 10, 30, 100 e 300ug/mL, e ainda, os grupos que receberam o SV
possuem a legenda 10 + V, 30 + V, 100 + V, 300 + V e V. Sendo V o correspondente
a concentracdo do SV para 24 e 72 horas.

Para avaliacdo do efeito dos tratamentos sob a viabilidade das células de
cérebro e cerebelo de camundongos, foi realizado o ensaio MTT, conforme Dave e
colaboradores (2012), baseando-se no uso do reagente 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-



25

2,5-diphenyl tetraoliumbromide (MTT), o qual € reduzido enzimaticamente a nivel
mitocondrial a cristais de formazan de coloracao azul-violacea. Dessa forma, quanto
maior a viabilidade celular, maior é a absorbancia adquirida a 560nm

Além disso, foi também efetivado o teste de quantificacdo de DNA dupla fita
livre no meio extracelular, utilizando o reagente PicoGreen®, conforme Ahn e
colaboradores (1996), o qual € um corante fluorescente que possui alta afinidade
pelo DNA dupla fita. Logo, quanto maior a fluorecéncia obtida, maior o indice de
morte celular, caracterizado pelo rompimento de membranas e liberacdo do DNA
dupla fita ao meio que as contém.

A atividade da catalase (CAT) foi dosada utilizando o método de Aebi (1984).
A mistura de reacao consistiu em 50 mM de tampao fosfato de pH 7,0 e per6xido de
hidrogenio 30 mM. A cultura celular foi diluida em concentracao 1:20, preparado pela
adicdo de 50 mM de tampéo de fosfato de pH 7,0, imediatamente antes de executar
0 ensaio da enzima. A reacao foi, entdo, iniciada por adicdo de 1 ml de H>O, a
30 mM. A absorvancia foi medida a um comprimento de onda de 240 nm, e a
unidade da enzima CAT foi definida como a quantidade de enzima que liberta a
metade do oxigenio a partir da solucao de peréxido de H»O, durante 30 segundos a
temperatura ambiente. A atividade da enzima foi expressa em unidades por mg de
proteina (U / mg de Hb ou mg de proteina). A proteina no citosol da cultura de
células foi determinada utilizando o método de Bradford (1976).

Atividade da superéxido dismutase (SOD) foi medida por um ensaio indireto
baseado na reagdo competitiva entre SOD e cloreto nitrobluetetrazolium (Sigma, St.
Louis, MO, EUA). A taxa de aumento na absorvancia a 560 nm indica a redugao de
cloreto de azul de formazan nitrobluetetrazolium por superdxido, que sao gerados
pelo sistema de oxidase de xantina. A reagdo enzimatica foi iniciada pela adicao de
xantina oxidase. A atividade da enzima foi expressa em unidades por mg de proteina
(U / mg de Hb ou mg de proteina) (SPITZ & OBERLEY, 1989)

O conteudo total de tidis (TT) foi determinado numa reacao dos grupos tidis
com 5,5 ditibbis (acido nitro-benzoico) (DTNB), gerando um derivado de coloracéo
amarela. A leitura do conteudo de tidis foi realizada em um espectrofotébmetro, com
comprimento de onda de 412 nm e expressa em DTNB/mg de proteina (AKSENOV
& MARKESBERIA, 2001).

Os dados foram normalmente distribuidos e os tratamentos foram expressos

como percentagem (%) do grupo de controle. Portanto, os dados foram submetidos
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a uma analise unidirecional da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Os
resultados com p <0,05 foram considerados significativos. A experiéncia foi realizada
em quintuplicado e os resultados sdo expressos como a média e desvio padrao. Os
testes estatisticos foram realizados utilizando Graph Pad Prism Software.

RESULTADOS

Nas analises da cultura celular ap6s incubacao por 24 horas, identificou-se
valores elevados de viabilidade celular observado pelo teste do MTT, nas células
cerebrais expostas ao EG, nas concentragdes de 100 e 300ug/mL (p<0,001), em
comparacao com o controle negativo. Ja no cerebelo dos camundongos, houve um
aumento da VC nas seguintes concentragbes: 30pug/mL (p<0,01), 100pug/mL e
300ug/mL (p<0,001), quando comparadas ao controle negativo. Quando associadas
ao SV, as concentracbes 100 e 300ug/mL mostraram um aumento significante na
viabilidade celular tanto no cérebro quanto no cerebelo (Figura 1).

Em 72 horas, a VC apresentou-se elevada no cerebelo, na concentracao de
300ug/mL (p<0,001) e no cérebro em todas as concentracdes testadas, 10, 30, 100
e 300 (p<0,001), em relagéo ao controle negativo. Na associacdo do EG com o SV,
houve diferenca significativa no cérebro nas seguintes concentragées: 100 pg/mL
(p<0,05) e 300 pg/mL (p<0,001), ja no cerebelo o mesmo foi encontrado apenas
para a concentracdo de 100 pg/mL (p<0,05) (Figura 2).

Ao avaliarmos o ensaio do PicoGreen nas culturas de 24 horas, foram
encontrados resultados significativos no cérebro nas concentragcdes de 100 e 300
pMg/mL (p<0,001)no meio extracelular. J& no cerebelo o mesmo ocorreu nas
concentragdes de10 pg/mL (p<0,05), 30pg/mL (p<0,001) e 300pug/mL (p<0,01). O
EG associado ao SV apresentou resultados significativos nas concentragdes de 100
e 300 pg/mL para o cérebro e o cerebelo, mostrando um decréscimo de dsDNA no
meio extracelular (Figura 3).

Em 72 horas, o EG reduziu os valores de Pico Green nas concentracdes de
100 e 300ug/mL, no cérebro e no cerebelo (p<0,001). Na associacdo do EG com O
SV na amostra de cérebro pode-se observar que na concentracdo de 10 pg/mL
houve aumento de dsDNA (p<0,001) e na concentracdo de 300ug/mL (p<0,001),
reducao dos valores. No cerebelo, na concentracdo de 300 pg/mL, houve reducao
do Pico Green (Figura 4).
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O EG elevou a enzima CAT na concentracdo 100 pg/mL no cérebro
(p<0,001), e esta apresentou-se diminuida em todas as concentracées do EG no
cerebelo (p<0,001), em 24 horas. Os resultados em 72 horas para o cerebelo
indicaram que a CAT assumiu valores elevados nas concentracées 30 e 100 pg/mL
do EG, quando associadas ao SV (p<0,001) (Figuras 5 e 6).

Houve diminuicdo da enzima SOD na cultura células do cérebro de
camundongos, quando expostos ao EGnas concentracées 10, 30, 100 e 300 ug/mL
(p<0,001) em 24 horas, e nas mesmas concentragdes do EG, associado ao SV, em
72 horas (Figura 7).

Nas analises dos tidis ndo houve resultados significativamente importantes

(Figuras 8 e 9).

DISCUSSAO

Os estudos em Fisioterapia tinham até pouco tempo a intencao de desvendar
e propor terapias aos disturbios secundarios de equilibrio produzidos pelos
proprioceptores, que sao receptores de movimento e posi¢ao localizados na periferia
do organismo. Ficavam escassos, porém, os estudos dos componentes centrais do
equilibrio corporal: coértex cerebral, cerebelo, talamo, aparelho vestibular (céclea e
labirinto). Com a aproximacdo cada vez mais frequente do Fisioterapeuta com o
campo da Reabilitagdo Vestibular, o estudo e a preocupacdo com o controle do
sistema nervoso central tomaram maior significado, tanto na identificacdo dos
fatores lesivos, quanto nas propostas terapéuticas.

Os alcaléides de vinca como a vincristina induzem citotoxicidade pela
interacdo com a tubulina. Os efeitos bioquimicos e biol6gicos sobre microtubulos
incluem competicao pelo transporte intracelular de aminoacidos, inibicao da purina,
da sintese de proteinas de RNA e DNA, ruptura lipidica da membrana celular.
(CHABNER & LONGO, 2005). Broyl et al. (2010), encontraram interacdo entre
fatores genéticos relacionados com o cancer (mieloma) e o desenvolvimento de
neuropatia periférica induzida por tratamento com vincristina.

A perturbacdo destas vias bioquimicas acaba por mediar a polineuropatia
sensitivo-motora periférica, um efeito colateral dose-limitante da vincristina. Os
efeitos neurotéxicos do SV incluem o bloqueio do transporte de axénio e degradacao
axonal subsequente (MOORE & PINKERTON, 2009).
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Segundo Thibauld et al. (2013), as camadas profundas da medula espinhal
(1-1V), aumentaram sua atividade neuronal, tanto na auséncia de estimulacédo
periférica e, como resultado de estimulos mecéanicos tateis apds a vincristina,
processo que estaria relacionado a dor neuropatica. Outras investigacdes
realizadas, utilizando a tecnologia de microensaios de DNA, descreveram um grande
namero de genes diferencialmente expressos em ganglios da raiz dorsal e no corno
dorsal da medula ap6és o tratamento com SV.

Outro estudo sobre neuropatia e alteracbes do SNC também relatou
neuropatia periférica associada ao SV em dois dos oito pacientes estudados,
referindo ainda que a hidrocefalia pode ser um problema associado a mudancas
sutis da funcdo neuroldgica (ALLEN et al., 2010).

Embora Rodaski e Nardi (2006), relatem que o SV ndo apresenta uma boa
penetragdo no SNC, o estudo de coorte de Deng et al. (2013), com 294 pacientes
tratados com ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona, verificou que 19
(6,5%) dos sujeitos apresentaram envolvimento do SNC, e quatro pacientes (21,1%)
desenvolveram doenca do SNC 2 anos apo6s o diagnéstico inicial. Também foi
observado por Wick et al. (2004), que o topotecano, a cisplatina e a vincristina
induziram morte celular em uma cultura de células granulares do cerebelo. Um dos
mecanismos estabelecidos é a clivagem das caspases 3 e 9, bem como
condensacao da cromatina e encolhimento do nucleo.

Pelo fato de as células neuronais estarem vulneraveis a agentes estressantes
e oxidantes, a investigacdo de substancias protetoras é essencial. Assim, foi
observado no trabalho de Bittencourt ef al. (2013), em que o0 guarana, um potente
antioxidante, quando testado como protetor de fibroblastos expostos ao sédio
nitroprussiato, reverteu a toxicidade deste, principalmente em baixas concentracoes
(<5 mg), o que diminuiu a mortalidade celular, LPO, danos ao DNA e EO celular,
bem como o aumento dos niveis de SOD. Estes resultados demonstram que o
guarana, tem um efeito protetor sobre metabolismo em situacées de EO elevados
(BITTENCOURT et al., 2013).

Ja no trabalho do Fukumasu et al. (2006) foi analisado que em ratos, o EG,
associado aN- nitrosodietilamina (DEN), apresentou um efeito de menor intensidade
de fluorescéncia no ensaio cometa, ou seja, menor efeito genotdxico, quando
comparada com o grupo de apenas DEN, e dessa maneira, mostrou-se como
protetor do DNA em figado de ratos (FUKUMASU et al., 2006).
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Nesse trabalho, os resultados indicaram um comprometimento das fungdes
celulares neuronais normais em consequéncia da exposicdo ao SV e em
determinadas concentracées do EG, pelo fato de ter ocorrido uma alteracdo da
atividade das enzimas antioxidantes, redugcdo da VC e aumento dos niveis de
producdo de EROs. No entanto, foi observado um efeito protetor do EG quando
associado ao SV, pelo fato de ter revertido os efeitos danosos causados pelo
farmaco.

Isso pode ser confirmado pela a analise do teste do MTT, onde foram
constatados aumentos da VC dose dependente tanto pelo uso isolado do EG quanto
pela associagcdo com o SV, o que mostra o seu efeito protetor. Tanto no cérebro
quanto no cerebelo, as maiores taxas de viabilidade foram encontradas nas
concentragcbes mais altas de guarana (100 e 300 pg/mL), o mesmo ocorre na
associacao com o farmaco (Figuras 1 e 2).

Resultado semelhante foi encontrado por Oliveira et al. (2013), quando
testaram o guarana como protetor do SNC, em adi¢cdao da rotenona, um inseticida
que, ao ser administrada em ratos, causa sintomas semelhantes ao Mal de
Parkinson. Os resultados mostraram que a adicdo do EG aumentou
significativamente a VC das células neuronais tratadas com rotenona, de uma forma
dependente da dose.

O mesmo efeito protetor do EG pode ser observado nessa pesquisa através
de teste do Pico Green, pois houve uma diminuicao significativa do dsDNA, o que
indica reducdo da apoptose, no meio extracelular nas concentragcdes de 100 e
300 ug/mL do guarana em associacdo com a vincristina, quando comparado com o
tratamento apenas com o farmaco. Porém, no cérebro e no cerebelo em 24 horas
houve um aumento da concentracdo de dsDNA encontrada no meio extracelular,
principalmente nas maiores concentracées do EG (Figuras 3 e 4).

Isso indica um efeito pré-oxidante do EG, quando usado isoladamente, pelo
fato de que em altas concentracbes possa ocorrer um desbalanco no sistema
redutor, provocado pela alta concentracao de antioxidantes, o que pode acarretar na
inibicdo da proliferagcdo celular por prevenir o estado transitério de oxidacdo e
diminuir a adaptacdo ao estresse oxidativo EO. Pode ainda reduzir metais de
transicao livres que se tornam eficientes catalisadores do EO (FENECH, 2002). Ja

em associac¢ao ao farmaco SV, esse resultado nao é encontrado, pois o nivel de EO
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estd mais alto e o0 guarana se liga a essas substancias nocivas e ndo a moléculas
importantes da célula.

As enzimas antioxidantes sdo as defesas naturais do organismo contra
excessos de EROs. O EG pode atuar como uma SODlike, conforme resultados
encontrados no trabalho de Suleiman (2013). Além do mais, foi verificado que em
exposicdo ao guarana houve uma redugdo da atividade da SOD no cérebro de
camundongos, apds incubagdes por 24 e 72 horas. (Figura 7) J4 com relacédo a
atividade da CAT, que atua removendo excesso de peroxido de hidrogénio,
identificou-se aumento da atividade desta enzima em presenca de algumas
concentracdes de EG, porém estes dados nao foram conclusivos. (Figuras 5 e 6)

Ao avaliarmos os Tidis, que sao indicadores indiretos da atividade da enzima
glutationa peroxidase, nao foram encontradas diferencas significativas (Figuras 8 e
9).

CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados nesse trabalho, podemos concluir que o
sulfato de vincristina pode causar efeitos citotéxicos em cerebelo e cérebro de
camundongos, ficando sua toxicidade evidente em todas as andlises realizadas. Por
outro lado, o extrato de guarana nao potencializa a oxidagcao celular, ao contrario,
protege a célula contra os efeitos nocivos da vincristina, podendo reverter a
citotoxicidade gerada pela vincristina em determinadas concentragdes,
principalmente nas de 100 e 300 pg/mL, onde constatamos o melhor efeito
antioxidante do extrato de guarana. Porém, alguns resultados ficaram inconclusivos
quanto ao efeito dose-dependente, parecendo em alguns momentos ndo seguir um
efeito gradual e ordenado de protecao, por isso ha sugestao de estudos focados em
determinacao de doses terapéuticas do guarana.

Esta acao protetora do extrato de guarana ocorreu tanto para células do
cérebro quanto para o cerebelo, parecendo ser mais efetiva no cérebro e nas
primeiras exposicoes (24 horas).

Essas conclusdes nos trazem indicios de que o guarana pode ser associado
ao uso deste quimioterapico, vincristina, para minimizar seus efeitos indesejaveis no

sistema nervoso central, podendo ser um importante composto na terapia
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preventiva, principalmente do que diz respeito aos efeitos neuroldgicos relacionados
ao equilibrio corporal.
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Figura 1 — Resultados do MTT nas culturas de cérebro e cerebelo em 24 horas, para
o extrato de guarana isolado e em associagcao com o sulfato de vincristina. Unidades
de concentragdo pg/mL.
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Figura 2 — Resultados do MTT nas culturas de cérebro e cerebelo em 72 horas, para
o extrato de guarana isolado e em associagao com o sulfato de vincristina. Unidades
de concentragcao pg/mL.
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Figura 3 — Resultados do PicoGreen® nas culturas de cérebro e cerebelo em 24
horas, para o extrato de guarana isolado e em associagdo com o sulfato de
vincristina. Unidades de concentragéo pg/mL.



PicoGreen Brain 72 h
1501

<
=
a
[}
T
o 100 ok
[
&
= .
o
4
€ 50
<]
(8]
©
By 0-
0 10 30 100
Treatments

PicoGreen Cerebellum 72h
150

% of Control (free dsDNA)

10 30 100 300
Treatments

300

% of Control (free dsDNA)

% of Control (free dsDNA)

1504

1504

1004

PicoGreen Brain 72h

*kk

10+V 30+V
Treatments

100 +V

PicoGreen Cerebellum 72h

10+V 30+V
Treatments

100 + V

35

300 +V

300 +V

Figura 4 — Resultados do PicoGreen® nas culturas de cérebro e cerebelo em 72
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Figura 8 — Resultados dos tidis nas culturas de cérebro e cerebelo em 24 horas,
para o extrato de guarana isolado e em associacdo com o sulfato de vincristina.

Unidades de concentracao ug/mL.
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RESUMO

A peroxidacado lipidica é considerada um evento fisiopatolégico importante na
toxicidade por farmacos, principalmente nos antineoplasicos como a vincristina.
Produtos naturais como o guarana (Paullinia cupana), sao fontes ricas em
propriedades farmacologicas promissoras na inibicdo do processo oxidativo
espontdneo. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o metabolismo oxidativo do
cérebro e cerebelo de camundongos tratados com guaranda e vincristina em cultura
de células in vitro. A pesquisa experimental iniciou com as culturas de células em
meio DMEM, devidamente tratadas com a vincristina nas concentracées de 0,009
MM para 24 horas e 0,0007 uM para 72 horas e com as concentracées de 10, 30,
100 e 300ug/mL de extrato de guarana. Os danos oxidativos em lipidios foram
determinados a partir da formacéo de substancias reativas ao aquecimento do acido
barbitarico (TBARS), os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela
determinacao de grupos carbonilas baseados na reacdo com dinitrofenilhidrazina, e
o teste da diclorofluoresceinadiacetato (DCFH-DA) foi realizado com o objetivo de
ponderar a taxa total de EROs nos tratamentos. Os resultados indicaram o mesmo
efeito do guarana nos trés testes: apresentou efeito pro-oxidante em determinadas
concentragdes, porém quando utilizado em associacdo com a vincristina promoveu a
protecao celular. Portanto, conclui-se que o guarana em conjunto com a vincristina
nao potencializa os efeitos nocivos as células, apresenta efeito hormese e reduz a
producdo de EROs, lipoperoxidacdo e oxidacdo de proteinas tanto no cérebro
quando no cerebelo.

Palavras-chave: Camundongos. Estresse oxidativo. Guarana. In vitro. Sistema

nervoso central. Vincristina.
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ABSTRACT

Lipid peroxidation is considered an important pathophysiological event in the toxicity
of drugs, especially anticancerous agents such as vincristine. On the other hand,
natural products such as guarana (Paullinia cupana) are often rich sources of
pharmacological properties that can inhibit spontaneous oxidation. The objective of
this study was to evaluate the oxidative metabolism of the brain and cerebellum of
mice treated with guarana and vincristine using cultured cells in vitro. Experimental
research began with cell cultures in DMEM, properly treated with vincristine at
concentrations of 0.009 mM for 24 hours and 0.0007 mM for 72 hours and
concentrations of 10, 30, 100 and 300 mg/ml of guarana extract. Oxidative damage
in lipids were determined from the formation of reactive substances upon heating of
barbituric acid (TBARS).Oxidative damage to proteins was measured by the
determination of carbonyl groups based on the reaction with dinitrophenylhydrazine,
and the test of dichlorofluoresceindiacetate (DCFH-DA) was conducted in order to
examine the overall rate of ROS in the treatments. The results showed the same
effect of guarana in three tests: a pro-oxidant effect was shown at certain
concentrations, but when used in combination with vincristine cellular protection was
stimulated. Therefore, it was concluded that guarana in conjunction with vincristine
did not induce adverse effects to the cells, but rather presented a hormesis effect and
reduced the production of ROS, oxidation and peroxidation of proteins in the brain

and cerebellum.

Key-words: Central nervous system. Guarana. In vitro. Mice. Oxidative stress.

Vincristine.
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INTRODUCAO

O quimioterapico vincristina e a longa exposicdo dos pacientes a este
medicamento durante o tratamento pode causar disturbios no Sistema Nervoso
Central (SNC). As pesquisas ainda sdo escassas, mas em animais, houve aumento
de peroxidagédo lipidica ou lipoperoxidacdao (LPO) no tecido cerebral de ratos
expostos a vincristina, indicando associacdo do quimioterapico com estresse
oxidativo (MARTINS et al., 2011).

O estresse oxidativo (EQO), o qual é caracterizado pelo aumento da producéo
de oxidantes e/ou diminuigdo dos niveis de defesas antioxidantes, € um importante
processo que tem sido relacionado a patogénese de algumas condi¢cdes que afetam
o SNC, tais como epilepsia, esclerose multipla, deméncia e doencgas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (HALLIWELL, 2006; MANCUSO et
al., 2006; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Dessa maneira, as condi¢cdes que
afetam o SNC podem determinar desequilibrios, tremores, falta de controle
muscular, e assim prejudicar o equilibrio corporal.

A LPO é considerada um evento fisiopatolégico importante na toxicidade por
farmacos, com os antineoplasicos, em diversas doencas, e em danos isquémicos e
traumaticos (BRAUGHLER et al., 1987). O SNC é um tecido que possui inUmeras
membranas e acidos graxos, o que aumenta a vulnerabilidade dos constituintes da
membrana lipidica aos danos oxidativos e a agao direta dos radicais livres.
(VEDDER et al., 1999).

Produtos naturais como o guarana (Paullinia cupana), sao fontes ricas em
propriedades farmacoldgicas promissoras na inibicdo do processo oxidativo
espontaneo (BASILE et al., 2005; MAJHENIC, KERGET & KNEZ, 2007).

Sabe-se também que quimioterdpicos de diferentes classes, especialmente
aqueles que cruzam a barreira hematoencefdlica estdo associados com relevante
neurotoxicidade (PELS et al., 2003).Embora Rodaski & Nardi (2006), relatem que o
sulfato de vincristina (SV) ndo apresenta uma boa penetragcdo no SNC, o estudo de
coorte de Deng et al. (2013), mostrou que pacientes que fizeram uso do SV
apresentaram distarbios do SNC apéds a quimioterapia.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o metabolismo oxidativo do cérebro e
cerebelo de camundongos tratados com guarana e vincristina em cultura de células

in vitro.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Biogendmica do Departamento de
Morfologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), de forma que foram
cultivadas células de cérebro e cerebelo de seis camundongos machos e saudaveis
destinados a descarte.

Os cérebros e cerebelos obtidos foram isolados e macerados mecanicamente
com o auxilio de laminas em placa de petri contendo meio de cultivo celular
Dulbecco’s modiified eagle’s medium (DMEM), com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) suplementado com 1% de antibibtico penicilina/estreptomicina e 1% de
antifangico anfotericina B. Logo em seguida, o material foi filtrado e centrifugado,
com posterior ressuspensao celular em meio de cultura e plaqueamento em placas
estéreis de 24 pocos. As células foram cultivadas por 24 horas em condicdes ideais
de cultivo celular (37°C e 5% de saturacado de CO,) antes dos devidos tratamentos
para estabilizacdo do material.

O extrato de guarana (EG) foi produzido a partir do pé de guarana em um
extrato hidro - alcodlico, com base na pequena solubilidade de guarana em pé6 a
partir dos meios convencionais de alcool e agua (70:30) a 100 ml de fluido de
extracdo preparado a uma concentragdo de 300 mg/mL. Apéds 21 dias de extracao, a
preparacao foi centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante foi
isolado (CARLSON & THOMPSON, 1988; FERREIRA & NOGUEIRA, 2000). As
células foram expostas aos tratamentos 24 e 72 horas, posteriormente foram
realizados testes experimentais para avaliagdo da viabilidade celular (VC), da taxa
total de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os possiveis danos proteicos.

Assim, os dois grupos de estudo foram identificados conforme a concentracao
do EG em 10, 30, 100 e 300ug/mL, e ainda, os grupos que receberam o SV
possuem a legenda 10 + V, 30 + V, 100 + V, 300 + V e V. Sendo V o correspondente
a concentracdo do SV para 24 e 72 horas.

Apoés incubacao dos grupos EG e EG associado ao SV, as amostras de
cérebro e cerebelo foram submetidas a testes experimentais para avaliacdo da
viabilidade celular, da taxa total de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os
possiveis danos proteicos.

Com o objetivo de ponderar a taxa total de EROs nos devidos tratamentos, foi
realizado o teste da diclorofluoresceinadiacetato (DCFH-DA), conforme Esposti et al.
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(2002). Tal metodologia baseia-se na desacetilacdo do reagente via enzimas
celulares esterases, formando a substancia diclorodihidrofluoresceina (produto néo
fluorescente), que por sua vez, quando em contato com EROs, principalmente o
peréxido de hidrogénio (H2O,), emite fluorescéncia no comprimento de onda de
emissao de 525nm e quando excitada a 488nm.

Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela determinacao de
grupos carbonilas baseados na reacdo com dinitrofenilhidrazina. O conteddo de
carbonila foi determinado espectrofotometricamente (370nm), usando um coeficiente
de 22.000 Molar™, e expresso em nmol/mg de proteina, como previamente descrito
por Levine et al., (1990).

Os danos oxidativos em lipidios foram determinados a partir da formacao de
substancias reativas ao aquecimento do acido barbitarico (TBARS) o qual foi
mensurado espectrofotometricamente (532nm), e expresso em nmol/mg de proteina,
conforme descrito por Draper & Hadley (1990).

Os dados foram normalmente distribuidos e os tratamentos foram expressos
como percentagem (%) do grupo de controle. Portanto, os dados foram submetidos
a uma analise unidirecional da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Os
resultados com p <0,05 foram considerados significativos. A experiéncia foi realizada
em quintuplicado e os resultados sdo expressos como a média e desvio padrao. Os

testes estatisticos foram realizados utilizando Graph Pad Prism Software.
RESULTADOS

As andlises da diclorodihidrofloresceina em 24 horas mostraram valores de
dano no cérebro menores em relacao ao controle, tanto nas culturas tratadas com
EG, 30 (p<0,01), 100 (p<0,05) e 300 (p<0,001) como nas tratadas com EG e SV,
30+V (p<0,05), 100+V (p<0,05) e 300+V (p<0,001). A diminuicdo do dano nas
culturas de cerebelo também demonstraram significancia, 10 (p<0,05), 30 (p<0,01) e
300 (p<0,001), e todos os tratamentos com EG e SV reduziram o dano em relacéo
ao tratamento controle com SV, sendo as concentragbes 30+V, 100+V e 300+V
bastante significantes (p<0,001). Figura 1.

Em 72 horas, apenas foi significativo para a cultura de cerebelo, as
concentracdes expostas ao SV 100+V (p<0,05) e 300+V (p<0,001), e para a cultura
de cérebro, 30+V (p<0,01) e 300+V (p<0,01). Figura 2.
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As andlises das substancias reativas ao acido tiobarbiturico demonstraram os
seguintes resultados para as culturas de cerebelo em 24 horas: 10+V e 100+V
(p<0,05) e 30+V e 300+V (p<0,01). Nas culturas tratadas apenas com EG, o
resultado foi significativo apenas para a concentragdo 300 em 24 horas (p<0,001) e
para a concentracao 10 em 72 horas (p<0,05). Em relacdo as culturas de cérebro,
apenas as concentracdes de 24 horas: 10+V, 30+V, 100+V e 300+V apresentaram
significancia, nas analises do TBARS. Figuras 3 e 4.

No cerebelo, a carbonilagdo de proteinas apresentou valores de p<0,001 em
todas as concentracbes, com exceg¢dao da concentracdo 100 do EG que nao foi
significativa no cerebelo dos camundongos em 24 horas. Em 72 horas, todos os
valores tiveram significancia de p<0,001 no cerebelo. No cérebro, os resultados
foram semelhantes para 24h, quando todos os valores de p<0,001, e a concentragcéo
30+V néo foi significativa. Houve também significancia de p<0,001 para a maioria
das concentragbes, porém na concentragdo 10 e 300+V temos p<0,01, na
concentracao 100 temos p<0,05 Figuras 5 e 6.

DISCUSSAO

Na pesquisa realizada por Martins et al. (2008), que utilizou os farmacos,
vincristina e decanoato de nandrolona, revelou aumento de EROs no estriado
quando os quimioterapicos foram utilizados isoladamente, e quando utilizados em
conjunto, seus produtos finais se igualaram ao grupo controle. Porém, neste mesmo
estudo, ao avaliar o cértex cerebral e hipocampo, os medicamentos utilizados em
conjunto evidenciaram uma potencializacdo da acdo do decanoato de nandrolona
pela vincristina, indicando que a interagdo do SV com outras substancias pode
potencializar os danos em determinadas regides do SNC. No cerebelo, nenhum dos
medicamentos utilizados sozinhos apresentou aumento nos EROs (MARTINS et al.,
2011).

Nessa pesquisa os resultados do teste de DCFH-DA mostraram que o EG
tem um efeito protetor quando utilizado em conjunto com o SV, pois diminuiu a
producédo de EROs tanto no cérebro quanto no cerebelo incubado por 24 e 72 horas.
A concentragdo antioxidante mais eficaz foi a de 300 pg/mL. No entanto, € possivel
observar um aumento dos niveis de ERO sem algumas concentragées do EG no
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cérebro e no cerebelo incubados por 72 horas apenas com 0 guarana. Isso ocorre
pelo fato do guarana apresentar o Efeito Hormese.

Compostos antioxidantes quando estudados in vitro ou in vivo, muitas vezes,
podem apresentar o chamado Efeito Hormese. Esse fenébmeno refere-se a uma
curva em “U” ou “U invertido” dose resposta, ou seja, 0 mesmo composto pode
apresentar diferentes resultados dependendo da sua concentragao, por exemplo, em
baixas concentracdes um extrato pode desencadear uma acdo antioxidante, em
concentragdes intermedidrias nao causar efeito ou ainda, em altas concentragdes
tornar-se toxico (ZYCHLINSKY et al., 1992).

O EG pode apresentar esse efeito pelo fato de ser constituido por muitos
componentes antioxidantes, como, por exemplo, os polifendis, os carotendides, as
catequinas e a cafeina. Como é salientado no trabalho de Halliwell & Gutteridge
(1999), uma substancia é considerada como antioxidante quando esta em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidante, que previne ou atrasa a oxidacao
de substratos vulneraveis a acao dos EROs.

El-Agamey et al. (2004), mostraram que altas concentracdes de carotendides
apresentaram efeitos pré-oxidantes, pois podem alterar as propriedades de
membranas bioldgicas, influenciando a permeabilidade a toxinas. Isso ocorre pelo
fato de que as células geralmente se encontram em um estado reduzido, mas uma
pequena oxidacao é necessaria para manter a algumas fungdes primordiais para a
viabilidade celular.

No ensaio do TBARS, as concentragdes de 30 e 300 ug/mL de EG quando
utilizadas isoladamente, provocaram LPO no cerebelo apo6s incubacéao por 24 horas.
Porém em associacdo ao SV, o EG parece proteger a célula contra a LPO em todas
as concentragdes testadas tanto no cérebro quanto no cerebelo incubado por 24
horas, ja em 72 horas houve a protecao somente no cérebro na concentracao de
100 pg/mL.

Benchekroun e Robert (1992), publicaram pesquisas in vitro com culturas de
céelulas tumorais e doses citotéxicas do SV e ndo encontraram indicios de LPO.
Porém, nessa pesquisa foram detectados danos lipidicos tanto nas células do
cérebro quanto nas células do cerebelo de camundongos, expostas ao SV.

Nos resultados do teste da carbonilacdo de proteinas encontrados nessa
pesquisa, podemos observar o mesmo efeito do guarana visto no teste do TBARS e
da DCFH-DA, ou seja, o EG apresentou efeito pro-oxidante em determinadas
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concentragdes, porém quando utilizado em associacdo com a vincristina promoveu a
protecdo celular. Esse fato pode ser visualizado na concentracéo de 10 e 100 pg/mL
no cérebro incubado por 24 e 72 horas, respectivamente, e em todas as
concentracdes no cerebelo incubado por 24 horas, onde o EG gerou danos nas
proteinas. No entanto, o EG em conjunto com a vincristina diminuiu a oxidacao das
proteinas na concentragdo de 100 pg/mL no cérebro incubado por 24 horas e em

todas as concentragbes no cerebelo incubado por 72 horas.

CONCLUSAO

Por meio dos resultados encontrados nesse trabalho, pode-se concluir que o
extrato de guarana ndo potencializou os efeitos nocivos da vincristina, mas reduziu a
producdo de EROs, lipoperoxidacdo e oxidacdo de proteinas tanto no cérebro
quanto no cerebelo. Esta protecdo ocorre tanto na resposta aguda quanto na
cronica, em 24 e em 72 horas, € quanto a concentragdo, pode ocorrer o efeito
hormese, que seria explicado pelo alto nivel de compostos oxidantes encontrados no
extrato de guarana, apresentando-se ocasionalmente como pré-oxidante.

Assim, cabe-nos ressaltar que, apesar de o guarana ser um composto
promissor na prevencao dos efeitos nocivos dos quimioterapicos no sistema nervoso
central, em particular os efeitos da vincristina, devem ser realizados estudos
determinantes de dose, concentracdo ou efeitos no organismo in vivo, para
relacionar ainda os efeitos bioquimicos encontrados neste estudo com a

sintomatologia e a prética clinica.
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Figura 1 — Resultados da DCFH-DA no cérebro e cerebelo em 24 horas, nas culturas
tratadas com extrato de guarana isolado e associado a vincristina. Concentracées

em pg/mL.
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Figura 2 — Resultados da DCFH-DA no cérebro e cerebelo em 72 horas, nas culturas
tratadas com extrato de guarand isolado e associado a vincristina. Concentragdes

em pg/mL.
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Figura 3 — Resultados do TBARS no cérebro e cerebelo em 24 horas, nas culturas
tratadas com extrato de guarand isolado e associado a vincristina. Concentragdes

em pg/mL.
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5 DISCUSSAO GERAL

Este estudo teve como um de seus objetivos avaliar a viabilidade celular de
cérebro e cerebelo de camundongos em cultura de células tratadas com EG e SV.
Os resultados indicaram um comprometimento das funcbes celulares neuronais
normais em consequéncia da exposicdo ao SV e em determinadas concentracbes
do EG, pelo fato de ter ocorrido uma alteracdo da atividade das enzimas
antioxidantes, reducdo da VC e aumento dos niveis de producdo de EROs. No
entanto, podemos observar um efeito protetor do guaranad quando associado a
vincristina, pelo fato de ter revertido os efeitos danosos causados pelo farmaco. Isso
pode ser confirmado pela a andlise do teste do MTT, onde foi encontrado aumento
da VC dose dependente tanto pelo uso isolado do EG quanto pela associagdo com o
SV, o que mostra o seu efeito protetor.

O estudo de Wick et al. (2004), evidenciou que além da vincristina, os
quimioterapicos cisplatina e topotecano também reduziram a VC de neurdnios
cerebelares.

Quanto ao guarana, Bittencourt et al. (2013), mostraram que quando testado
como protetor de fibroblastos expostos ao sédio nitroprussiato, reverteu a toxicidade
deste, principalmente em baixas concentragdes (<5 mg), o que difere um pouco
deste trabalho, onde tanto no cérebro quanto no cerebelo, as maiores taxas de
viabilidade sao encontradas nas concentragcdes mais altas de guarana (100 e 300
Mg/mL), 0 mesmo ocorre na associagao com o farmaco.

Ainda para Bittencourt et al. (2013), o guarana diminuiu a mortalidade celular,
LPO, danos ao DNA e EO celular, bem como o aumento dos niveis de SOD. Estes
resultados demonstraram que o EG, tem um efeito antioxidante sobre metabolismo
em situacoes de niveis de 6xido nitrico celular mais elevados. Na presente pesquisa,
houve reducédo da atividade da SOD no cérebro de camundongos (24 e 72 horas) e
aumento da atividade da CAT na presencga de algumas concentracées do EG.

Além da viabilidade celular, foi avaliado o metabolismo oxidativo, pois ha
indicios de aumento de LPO no tecido cerebral de ratos expostos ao SV, indicando
associagao do quimioterapico com EO (MARTINS et al., 2011). Autores referem que

a interacdo da vincristina com outras substancias pode potencializar os danos em
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determinadas regides do SNC (MARTINS et al., 2011).Nessa pesquisa os resultados
do teste de DCFH-DA mostraram que o EG tem um efeito protetor quando utilizado
em conjunto com o SV, pois diminuiu a producado de EROs tanto no cérebro quanto
no cerebelo incubado por 24 e 72 horas. A concentragdo antioxidante mais eficaz foi
a de 300 ug/mL. No entanto, é possivel observar um aumento dos niveis de EROs
em algumas concentracdes do EG no cérebro e no cerebelo incubados por 72 horas.
Isso ocorre pelo fato do guarana apresentar o Efeito Hormese.

Esse fenbmeno refere-se a uma curva em “U” ou “U invertido” dose resposta,
ou seja, 0 mesmo composto pode apresentar diferentes resultados dependendo da
sua concentracao, por exemplo, em baixas concentragdes um extrato pode
desencadear uma acao antioxidante, em concentracdes intermediarias nao causar
efeito ou ainda, em altas concentragdes tornar-se toxico (ZYCHLINSKY et al., 1992).

No ensaio do TBARS as concentracées de 30 e 300 ug/mL do EG,quando
utilizadas isoladamente, provocaram LPO no cerebelo ap6s incubacgao por 24 horas.
Porém em associacao ao SV, o guarana parece proteger a célula contra a LPO em
todas as concentragdes testadas tanto no cérebro quanto no cerebelo incubado por
24 horas, ja em 72 horas houve a protegcdo somente no cérebro na concentracao de
100 pg/mL.

Benchekroun e Robert (1992), publicaram pesquisas in vitro com culturas de
células tumorais e doses citotoxicas de vincristina e ndo encontraram indicios de
LPO. Porém, nessa pesquisa foram detectados danos lipidicos tanto nas células do
cérebro quanto nas células do cerebelo de camundongos, expostas ao SV.

Nos resultados do teste da carbonilagdo de proteinas encontrados nessa
pesquisa, podemos observar o mesmo efeito do EG visto no teste do TBARS e da
DCFH-DA, ou seja, o guarana apresentou efeito pré-oxidante em determinadas
concentragdes, porém quando utilizado em associacdo com o SV promoveu a
protecdo celular. Esse fato pode ser visualizado na concentracdo de 10 e 100 pg/mL
no cérebro incubado por 24 e 72 horas, respectivamente, e em todas as
concentracdes no cerebelo incubado por 24 horas, onde o EG gerou danos nas
proteinas. No entanto, o guarana em conjunto com a vincristina diminuiu a oxidacao
das proteinas de 100 ug/mL no cérebro incubado por 24 horas e em todas as
concentragdes no cerebelo incubado por 72 horas.

Assim, percebe-se que o tanto o efeito pré-oxidante como o neuroprotetor
desencadeado pelo EG no SNC, é dose dependente, e que em algumas analises
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como MTT, Pico Green e TBARS, parece ter melhor resposta em concentracdes
elevadas do guarana. As pesquisas futuras neste campo poderdo elucidar melhor
este efeito dose dependente, certificando em quais concentracbes o EG se torna
mais eficaz na protecdo de células nervosas a certos medicamentos, como 0s

quimioterapicos, e deverao incluir a pesquisa do Efeito Hormese.



6 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados nesse trabalho, podemos concluir que, em
relagdo a viabilidade celular, o sulfato de vincristina pode causar efeitos citotdxicos
em cerebelo e cérebro de camundongos, ficando sua toxicidade evidente em todas
as analises realizadas. Por outro lado, o extrato de guarana nao potencializa a
oxidacao celular, ao contrario, protege a célula contra os efeitos nocivos da
vincristina, podendo reverter a citotoxicidade gerada pela vincristina em
determinadas concentracdes, principalmente nas de 100 e 300 pg/mL, onde
constatamos o melhor efeito antioxidante do extrato de guarana.

Porém, alguns resultados ficaram inconclusivos quanto ao efeito dose-
dependente, parecendo nao seguir um efeito gradual e ordenado de protecéo, por
isso ha sugestao de estudos focados em determinacdo de doses terapéuticas do
guarana.

Esta acdo protetora do extrato de guarana ocorreu tanto para células do
cérebro quanto para o cerebelo, parecendo ser mais efetiva no cérebro e nas
primeiras exposi¢des (24 horas).

Essas conclusdes nos trazem indicios de que o0 guarana pode ser associado
ao uso deste quimioterapico, vincristina, para minimizar seus efeitos indesejaveis no
sistema nervoso central, podendo ser um importante composto na terapia
preventiva, principalmente do que diz respeito aos efeitos neuroldgicos relacionados
ao equilibrio corporal.

Além disso, pode-se concluir que o extrato de guarana nao potencializou os
efeitos nocivos da vincristina, mas reduziu a produg¢édo de EROs, lipoperoxidacao e
oxidacao de proteinas tanto no cérebro quanto no cerebelo. Esta protecdo ocorre
tanto na resposta aguda quanto na crbénica, em 24 e em 72 horas, e quanto a
concentracao, pode ocorrer o efeito hormese, que seria explicado pelo alto nivel de
compostos oxidantes encontrados no extrato de guarana, apresentando-se
ocasionalmente como pré-oxidante.

Assim, cabe-nos ressaltar que, apesar de o0 guarana ser um composto
promissor na prevencao dos efeitos nocivos dos quimioterapicos no sistema nervoso

central, em particular os efeitos da vincristina, devem ser realizados estudos
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determinantes de dose, concentracdo ou efeitos no organismo in vivo, para
relacionar ainda os efeitos bioquimicos encontrados neste estudo com a
sintomatologia e a pratica clinica.

Estudos e conhecimento dos efeitos destes dois compostos, vincristina e
extrato de guarana, na clinica e na vida dos sujeitos submetidos a quimioterapia, e
seus efeitos sobre o equilibrio corporal, seriam extremamente importantes para o
inicio de uma medicina de prevencao dos disturbios relacionados ao quimioterapico,.
e, ao incluir nesta medicina preventiva, extratos naturais como o de guarana, que
sdo de custo baixo, grande oferta para compra e facil preparacdo, seria possivel
atender a uma ampla populagéo.

Dessa maneira, surge com este trabalho um indicio de terapéutica facil, de
baixo cuto e objetiva, quanto aos disturbios provocados no SNC (e também SNP) de
sujeitos expostos a quimioterapia por sulfato de vincristina.
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