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RESUMO
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AVALIACAO DAATIVIDADE PROTETORA DO GUARANA (Paullinia
cupana var. sorbilis) EM MODELO DE HEPATOXICIDADE INDUZIDA
POR TETRACLORETO DE CARBONO EM RATOS
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As doencas hepaticas representam um grave problema de saude, uma vez que
acometem um 6rgdo de grande importancia na manutencdo da homeostase. A busca por
fitoterapicos com capacidade hepatoprotetora vem aumentando, principalmente pelo fato dos
produtos sintéticos utilizados para esse fim apresentarem efeitos adversos. O guarana, obtido
das sementes torradas da planta amazonica Paullinia cupana var. sorbilis (Sapindaceae), € um
produto com ampla reputagdo como estimulante e como suplemento nutricional em condicdes
de estresse fisico e mental. Além disso, apresenta outras diversas propriedades biologicas,
entre estas destacam-se os efeitos antioxidantes, antimicrobianos, anticancerigenos e anti-
obesogénicos. Entretanto, poucos estudos enfocam o possivel potencial hepatoprotetor desta
planta. Neste trabalho, os efeitos protetivos do guarana sobre o dano hepético foram avaliados
em ratos expostos ao tetracloreto de carbono (CCl,). Ratos Wistar machos foram pré-tratados
(gavagem) com p6 de guarana (100, 300 e 600 mg/Kg) ou com silimaria 100 mg/Kg durante o
periodo de 14 dias. No 14° dia, para a inducdo de hepatotoxidade, os animais receberam dose
Unica, via intraperitonial de CCl, (1 mL/Kg; 50%, diluido em azeite de oliva). Apés 24 h,
amostras de sangue foram coletadas via retro-orbital para avaliacdo de parametros
bioguimicos, os animais sacrificados e o tecido hepatico removido para a realizacdo do ensaio
cometa. O tratamento com CCl,; provocou dano hepético, demonstrado pela elevagédo
signifivativa da atividade das enzimas aspartato aminoranferase (AST) e da alanina
aminotransferase (ALT) no soro. Além disso promoveu um aumento significativo no indice
de dano ao DNA. O pré-tratamento com guarand, em todas as concentracdes, foi
significativamente efetivo em evitar a elevacdo da atividade de AST e ALT quando
comparados ao grupo controle CCl,. O pré-tratamento com guarana 300 mg/Kg promoveu
uma diminui¢do no indice de dano ao DNA. O indice de dano no DNA mostrou signifivativa
correlacdo positiva com as atividades de AST e ALT. Estes resultados indicam que o guarana
tem atividade hepatoprotetora e previne a quebra da fita do DNA em dano induzido por CCl,
em ratos.

Palavras-chave: Paullinia cupana. Guarand. Hepatotoxicidade. Efeito genoprotetor.
Silimarina. Figado.
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The liver diseases represent a relevant health problem, affecting once an organ of great
importance in homeostasis maintaining. The search for herbal hepatoprotective capacity has
been increasing, mainly because of the synthetic products used for this purpose may present
adverse effects. Guarand, obtained from the roasted seeds of the Amazonian plant Paullinia
cupana var. sorbilis (Sapindaceae), is a product with a wide reputation as stimulant and a
nutritional supplement in terms of physical and mental stress. It also presents several other
biological properties, among them the antioxidant, antimicrobial, anticancer and anti-
obesogenic. However, few studies focus on the potential hepatoprotective this plant. In this
study, the protective effects of Paullinia cupana Mart. var. sorbilis (guarand) on liver damage
were evaluated in rats exposed to carbon tetrachloride (CCl,). Male Wistar rats were intra
gastric pretreated with guarana powder (100, 300 and 600 mg/Kg) or silymarin 100 mg/Kg
daily for 14 days before treatment with a single dose of CCl; (50% CCls, 1 mL/Kg,
intraperitoneally). Rats were sacrificed 24 h later, and blood samples were collected for
assaying serum biochemical parameters. The hepatic tissue was removed to perform the
comet assay. CCl, induced liver damage and significantly increased the activities of Alanine
Aminotransferase (ALT) and Aspartate Aminotransferase (AST) in serum. In addition, CCl,
increased the DNA damage index in hepatocytes. Pretreatment with guarand in all
concentrations was significantly effective in decreasing the ALT and AST activities when
compared with CCl, treated group. Furthermore, the treatment with guarana 300 mg/Kg
decreased DNA damage index. In addition, the DNA damage index showed a significant
positive correlation with AST and ALT. These results indicate that guarani has
hepatoprotective activity and prevents the DNA strand breakage in CCly-induced liver
damage in rats.

Keywords: Paullinia cupana. Hepatotoxicity. DNA strand breakage. Genoprotective effect.
Silymarin. Liver.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo de mestrado estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito, o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As secdes
Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se no proprio manuscrito e
representam a integra deste estudo. O item CONCLUSOES, encontrado no final desta
dissertacdo, apresenta interpretacdes e comentarios gerais sobre o manuscrito contido neste
trabalho. As REFERENCIAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens
INTRODUCAO e CONCLUSOES desta dissertacdo, uma vez que as referéncias utilizadas

para a elaboracdo do manuscrito estdo mencionadas no proprio.



1 INTRODUCAO

O figado € um orgdo de suma importancia, uma vez que desempenha um papel
essencial na manutencdo do equilibrio biolégico de vertebrados. As doencas hepéticas
representam um grande problema de saude devido as suas complicacfes e possibilidades de
tratamento limitadas (MUKAZAY IRE et al., 2011). No mundo, somente os infectados com o
virus da hepatite C somam 185 milhdes de individuos e no Brasil a estimativa de prevaléncia
é¢ de 2,3 milhdes de infectados (HANAFIAH et al.,, 2013). Além disso, os farmacos
convencionais utilizados no seu tratamento séo por vezes inadequados e podem ter efeitos
adversos. Assim, ha uma tendéncia mundial para a pesquisa das plantas medicinais
tradicionais, sendo que muitos produtos naturais de origem vegetal estdo em uso para a
prevencdo e o tratamento de doencas do figado (DHULEY e NAIK,
1997; VENKATESWARAN et al., 1997; LATHA et al., 1999;. MITRA et al., 2000). As
pesquisas de fitoterapicos para o tratamento de desordens hepaticas geralmente utilizam
modelos animais de inducdo de hepatotoxicidade, sendo que o dano hepatico promovido pela
administracdo de tetracloreto de carbono (CCl,) é um dos mais aceitos e difundidos (WEBER
et al., 2003).

O guaranda (Paullinia cupana var. sorbilis) tem sido largamente utilizado na industria
de medicamentos e cosméticos devido as suas versateis atividades bioldgicas, as quais sdo
atribuidas a presenca de compostos bioativos em sua constituicdo (KLEIN et al., 2012). Um
dos produtos tipicos da biota amaz6nica mais conhecidos no Brasil e no exterior, 0 guarana,
ainda € um produto exclusivamente brasileiro e muito apreciado por suas qualidades
energéticas e gastrondbmicas. O guarand tem sido popular e amplamente usado como
energético e estimulante do sistema nervoso central (HENMAN, 1982) e varios efeitos
biolégicos ja foram evidenciados, com destaque especial para a atividade antioxidante
(MATTEI et al., 1998; BASILE et al., 2005), efeito antimicrobiano (PINHEIRO et al., 1987;
DA FONSECA et al, 1994; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007), propriedades
anticarcinogénicas e antitumorais (FUKUMASU et al., 2006; LEITE et al., 2011), efeitos
anti-obesogénicos (BOOZER et al., 2001; BERUBE-PARENT et al., 2005; OPALA et al.,
2006) e potencial protetor contra doencas metabolicas, como hipertensdo, obesidade e
sindrome metabodlica em idosos (COSTA KREWER et al., 2011)

Apesar de existirem estudos com o guarana associando seus efeitos a salde, sdo

poucas as informacdes relatando suas propriedades hepatoprotetoras. Considerando o
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consumo crescente de produtos & base de guarané e os seus efeitos benéficos relatados pela
literatura, torna-se importante a realizacdo de estudos que ampliem o conhecimento sobre 0s

efeitos hepaticos desta planta.

1.1 O guarana

O guaranazeiro (Figura 1) € uma planta nativa da Amazonia, pertencente a familia das
sapindaceas, sendo encontrado em estado nativo nas regides compreendidas entre 0s rios
Amazonas, Maueés, Parana dos Ramos e Negro (estado de Amazonas) e na bacia do Rio
Orinoco (Venezuela). Seu nome cientifico ¢ Paullinia cupana, sendo que na Amaz6nia
venezuelana e colombiana encontra-se de modo escasso a variedade cupana, enquanto na
brasileira encontra-se a variedade sorbilis. Esta Gltima, conhecida popularmente como
guarand, guarana de Maués ou do Baixo Amazonas, foi a variedade cuja producdo e
comercializacdo se difundiu por varias regides de clima favoravel no Brasil (SUFRAMA,

2003) e que é utilizada popularmente para diversos fins medicinais.

Figura 1. O guaranazeiro. (Fonte: extraido de http://www.caiabi.com.br/pt-br/publicacoes/guaranazeiro-
saiba-mais-sobre-planta-paullinia-cupana)

O guaranazeiro é um arbusto semi-ereto, trepador e lenhoso que, em seu habitat, se
apoia nas arvores da floresta, atingindo altura de 9 a 10 metros (CORREIA, 1984). Possui
folhas grandes, de verde acentuado, e frutifica em cachos. O fruto é redondo, preto e

brilhante, assumindo a forma de uma capsula deiscente de 1 a 3 valvulas, portanto uma


http://www.caiabi.com.br/pt-br/publicacoes/guaranazeiro-saiba-mais-sobre-planta-paullinia-cupana
http://www.caiabi.com.br/pt-br/publicacoes/guaranazeiro-saiba-mais-sobre-planta-paullinia-cupana
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semente cada. Quando maduro, torna-se vermelho ou amarelo e faz surgir o arilo, substancia
branca que envolve parte da semente (Figura 2) (SUFRAMA, 2003).

Figura 2. Os frutos do guaranazeiro. (Fonte: extraido de http://www.institutoamazonia.org.br)

Do fruto do guarana é possivel obter a semente torrada, também conhecida como
ramas. Destas, podem ser obtido o xarope (consumido diretamente como bebida energética ou
usado para a producdo de refrigerantes gaseificados), o bastdo (usado para ralar e obter o p6
para misturar a 4gua e beber) ou o p6 concentrado (geralmente acondicionado em frascos,
capsulas gelatinosas ou sachés, também utilizado na preparacdo caseira de bebida energética
ou ingerido puro como tdnico). De acordo com o levantamento feito pela Superintendéncia da
Zona Franca de Manaus (SUFRAMA), a producdo de ramas de guarana no Brasil esta
estimada em 4.300 toneladas por ano, sendo que desse total 70% € absorvida pela indUstria de
refrigerante (sob a forma de xarope) e os 30% restantes abastecem o mercado interno e
externo, na forma de po, xarope e bastdo. O Brasil ainda é o Unico pais a produzir o guarana
em escala comercial (SUFRAMA, 2003).

O guarana é uma das plantas mais conhecidas da biodiversidade da Amazonia
brasileira e sua historia esta intimamente ligada a cultura e até a mitologia indigena local. Os
indios Saturé-Maué utilizam as sementes moidas do guarana ha centenas de anos para
preparar bebidas para saciar a sede, a fome e principalmente o cansago (KUSKOSKI et al.,
2005). Além disso, usam o guarand como estimulante e afrodisiaco (HENMAN, 1982). O
conhecimento indigena acerca das propriedades do guarana se difundiu para outras culturas e

0 mesmo, hoje, é popular e amplamente usado para diversos fins (SMITH e ATROCH, 2007).


http://www.institutoamazonia.org.br/
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Atualmente, P. cupana var. sorbilis ¢ usada como ingrediente de bebidas néo-
alcoolicas, refrigerantes e tonicos, bem como na fabricacdo de produtos de medicina
alternativa (LIMA, et al., 2005; OTOBONE, et al., 2005). O guarana é reconhecido como
alimento seguro pela Food and Drug Administration (FDA) (DUCAN et al., 2010) e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2005). Entre as principais motivagdes
populares para o consumo do guarana, estdo: o aumento da capacidade cognitiva, a perda de
peso, 0 uso como energético, assim como a melhora das performances fisica e sexual
(O’DEA, 2003; OLIVEIRA et al., 2005; RAY et al., 2005).

1.1.1 Propriedades bioldgicas

Nos Gltimos anos a ciéncia, através de estudos in vivo e in vitro, vem pesquisando e
comprovando muitos dos conhecimentos populares acerca do guarand. Estudos em modelos
animais e ensaios clinicos com humanos tém demonstrado que a ingestdo de guarana produz
importantes resultados bioldgicos como o0 aumento do desempenho cognitivo (ESPINOLA et
al., 1997; KENNEDY et al., 2004; OTOBONE et al., 2005), propriedades antiobesogénicas
(BOOZER et al., 2001; BERUBE-PARENT et al., 2005; OPALA et al., 2006) e propriedade
antidepressiva (CAMPOS et al., 2005; OTOBONE et al., 2007). Além da comprovacdo destes
usos populares, outras propriedades biolégicas também ja foram demonstradas, entre elas
destacam-se, a atividade antioxidante (MATTEI et al., 1998; BASILE et al., 2005),
antimicrobiana (PINHEIRO et al., 1987; BASILE et al., 2005; YAMAGUTI-SASAKI et al.,
2007), antialérgica (JIPPO et al., 2009) e as propriedades antimutagénica e anticarcinogénica
(FUKUMASU et al., 2006, 2008, 2011). Além disso, estudos indicam que o guarana possui
efeitos cardioprotetores por inibir a agregacdo plagquetaria (BYDLOWSKI et al., 1988; RAVI
SUBBIAH e YUNKER, 2008).

Espinola et al. (1997) reportaram aumento nas capacidades fisicas e efeitos anti-
amnésia em ratos e camundongos tratados com po da semente do guarana submetidos aos
testes de nado forgado e de esquiva passiva. Animais tratados com cafeina, nas mesmas
concentragfes encontradas no guarand administrado, ndo tiveram melhora na capacidade
fisica nem no desempenho mental, sugerindo que estes efeitos podem ocorrer em razdo de
outros componentes presentes no guarand, diferentes da cafeina. Otobone et al. (2005)
estudaram os efeitos do guarana sobre o comportamento cognitivo de ratos submetidos ao

teste do labirinto aquéatico de Morris e observaram que 0s animais que receberam tratamento
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crébnico com guarand mostraram menor laténcia para encontrar a plataforma submersa
comparados ao grupo controle, o que sugere efeito benéfico sobre a cognicao.

A primeira evidéncia confirmando os efeitos psicotrépicos do guarand em humanos foi
dada por Kennedy at al. (2004). Estes pesquisadores demonstraram que 0 guarana, e também
sua associagdo com Panax ginseng, melhorou o desempenho cognitivo em comparagéo com o
grupo placebo em individuos submetidos a uma serie de testes padronizados. Em outro estudo
duplo-cego, placebo controlado realizado com voluntarios jovens e saudaveis que receberam
quatro diferentes doses de guarana (37,5, 75, 150 e 300 mg, sendo que a concentracao de
cafeina em todas foi padronizada em 11 a 12%) foi verificado que as duas doses mais baixas
produziram melhores efeitos cognitivos, melhora no desempenho da memoria secundaria e
aumento de estado de alerta (HASKELL et al., 2007). Corroborando com estes achados,
Kennedy et al. (2008) através de estudo duplo-cego, randomizado, demonstraram que
administragdo de suplemento multivitaminico e mineral acrescido de guarand (222mg) na
forma de tablete efervescente em individuos sadios promoveu aumento na velocidade de
desempenho em atividades cognitivas e a diminuicdo na fadiga mental apds o consumo
agudo. Além disso, a propriedade antidepressiva do guarana foi demonstrada em animais
submetidos ao teste de nado for¢cado (CAMPOS et al., 2005; OTOBONE et al., 2007).

Em relacéo as propriedades energéticas e antifatigantes do guarand, 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 e tratados
com epinefrina, que induz a glicogendlise. O guarand promoveu uma suspensdo da
hipoglicemia induzida pelo exercicio via diminui¢do do contetdo de glicogénio hepatico que
foi mobilizado para manter os niveis plasmaticos de glicose. Tais resultados corroboram
fortemente com a hipOtese de que o guarana possui propriedades energéticas, ja que a
manutencdo dos niveis glicémicos diminui as sensacGes desconfortaveis provocadas pela
hipoglicemia, incluindo fadiga. O efeito antifatigante do guarana também foi demonstrado em
humanos atraves de pesquisa com mulheres portadoras de cancer de mama submetidas a
quimioterapia (CAMPOS et al., 2011).

Outra importante motivacdo para o uso do guarana é a perda de peso. Procurando
investigar as propriedades funcionais do guarand na obesidade e obesogénese algumas
pesquisas tém sido conduzidas. A primeira publicacdo a comentar a potencial associacdo do
guarana com a obesidade foi feita por Moreli e Zoorob (2000). Entretanto, as primeiras
evidéncias anti-obesogénicas, foram demonstradas pelo trabalho de Boozer et al. (2001).

Neste estudo, duplo-cego, placebo controlado, com individuos de ambos os sexos e com
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duracdo de 2 meses, os resultados mostraram uma perda significativa de peso e gordura
corporal, além de diminuigdo da circunferéncia abdominal e dos niveis séricos de triglicérides
nos individuos tratados com um composto contendo guarana e a erva chinesa Mahuang. Em
outro estudo, foi observado um aumento de velocidade de esvaziamento gastrico e diminuicéo
de peso em individuos que ingeriram guarand (OPALA et al., 2006). Os efeitos anti-
obesogénicos e 0 aumento no gasto caldrico de individuos que ingerem guarana tem sido
atribuidos especialmente & cafeina e as catequinas de sua composicdo (BERUBE-PARENT et
al., 2005).

Costa Krewer et al. (2011) realizaram um estudo caso-controle sobre a ingestdo de
guarand em uma amostra (n = 637) da populacdo idosa do municipio Maués na Amazénia.
Este estudo avaliou a ingestdo habitual de guarana sobre varidveis relacionadas as funcoes
cardiometabdlicas como biomarcadores antropométricos e sobre biomarcadores glicémicos,
lipidicos e de estresse oxidativo. Os sujeitos da pesquisa foram classificados como aqueles
que faziam uso habitual do guarana (GI) e aqueles que relatam nunca consumir o guarana
(NG). Os pesquisadores observaram menor prevaléncia de hipertensdo, obesidade e sindrome
metabolica no grupo GI. Além disso, os niveis de produtos proteicos de oxidacdo avancada
(AOPP) foram significativamente menores neste grupo.

Recentemente, interessados em elucidar os possiveis efeitos do guarana sobre a
oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), um importante evento no
desenvolvimento da aterosclerose, Portella et al. (2013) conduziram estudos in vivo e in vitro.
Amostras séricas de idosos que ingeriam habitualmete o guarana mostraram menor oxidagédo
do LDL quando comparadas as amostras de idosos que nunca fizeram uso desta planta
(reducdo de 27%). Além disso, neste trabalho o guarand demonstrou in vitro uma alta
atividade antioxidante e um aumento na resisténcia a oxidacdo do LDL. Os autores atribuem
estes efeitos aos compostos polifendlicos presentes no guarana e, apoiados nos achados de
Costa Krewer et al. (2011) e Boozer et al. (2001), sugerem que seu consumo habitual ou sua
eventual inclusdo em dietas terapéuticas possa produzir beneficios a saude e potencial defesa
contra estresse oxidativo e desordem metabdlica.

Estudo de Leite et al. (2011) demonstrou que guarana é capaz de proteger contra dano
testicular provocado por exposi¢cdo ao cadmio, além disso, Campos et al. (2003) mostraram
gue 0 mesmo € capaz de promover protecdo gastrica em lesdes provocadas por etanol e
indometacina. Os achados de Basile et al. (2005) sobre a atividade antimicrobiana do guarana

podem justificar o uso etnofarméacoldgico desta planta contra a diarreia e a disenteria, uma vez
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que os autores demonstraram atividade desta planta contra alguns patégenos do trato
digestorio, entre eles Escherichia coli.

Bittencourt et al. (2013) avaliaram os efeitos protetores do extrato hidro-alcodlico de
guarana frente aos compostos gerados pela degradacdo do nitroprussiato de sddio, como o
Oxido nitrico (NO), em cultura de células fibroblasticas NIH-3T3 e verificaram que 0 guarana
foi capaz de diminuir a mortalidade celular, a peroxidagdo lipidica, o dano ao DNA e
promover aumento da atividade da superoxido dismutase (SOD). Estes resultados
demonstram que o guarana possui efeito antioxidante em situacdes onde ha aumento dos
niveis celulares de NO.

Quanto aos limites de seguranca do guarana, a auséncia de toxicidade ja foi
demonstrada in vivo (ESPINOLA et al., 1997; MATTEI et al., 1998) e também em modelos
in vitro em baixas concentracdes (SANTA MARIA et al., 1998). A avaliacdo aguda e sub-
cronica de extrato semipurificado das sementes do guarand, realizada por Antonelli-
Ushirobira et al. (2010), revelou que a dose mais baixa (30 mg/Kg) ndo produziu nenhum
efeito tdxico nos animais e nas doses de 150 e 300 mg/Kg, apds 90 dias de tratamento,
algumas alteracBes em marcadores hepaticos foram observadas no machos. Porém, estas
concentracdes sdo 50 e 100 vezes mais elevadas que as doses efetivas usadas por Otobone et
al. (2005). Estes resultados indicam que o guarand é um alimento seguro para 0 uso da
populacdo e 0 mesmo € assim classificado pelo FDA e pela ANVISA.

Com relacdo aos efeitos hepaticos da administracdo do guarana, poucos estudos foram
conduzidos. Dentre eles destacam-se o de Fukumasu et al. (2006), que reportaram que a
administracdo de guarana reduz a incidéncia e multiplicacdo de lesdes pré-neoplésicas
hepéticas induzidas pela administracdo de dietilnitrosamina (DEN) em camundongos. Este
efeito foi atribuido a reducédo da proliferacdo celular determinado pela analise da expressdo do
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). No mesmo ano, também foi demonstrado
que o guarand possui efeito antigenotoxico ao proteger o DNA de hepatocitos de danos
provocados pela administracdo de DEN (FUKUMASU et al., 2006). Além disso, este grupo
de pesquisa demonstrou que camundongos induzidos a tumorogénese pulmonar e tratados
com guarand apresentaram 68,6% de reducdo na area abrangente pelo tumor, 57,9% de
reducdo no indice de proliferacdo tumoral e 4,85% de aumento no indice apoptético celular,
qguando comparados com 0s animais do grupo controle que ndo receberam o tratamento
(FUKUMASU et al., 2008). Em nova pesquisa, 0 grupo constatou que o tratamento com
guarana, além de aumentar a sobrevida de camundongos portadores de carcinoma ascitico de

Ehrlich (EAC), promoveu a diminui¢do da hemorragia e do volume do liquido ascitico, assim
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como o decréscimo do numero total de células cancerosas (54%) quando comparados aos
animais controle que ndo receberam o tratamento. Estes efeitos estdo relacionados ao fato do
guarana promover a diminuicdo da expressao da ciclina D1 e, assim, provocar a permanéncia
das células cancerosas na fase G1 do ciclo celular, impedindo a proliferacdo celular
(FUKUMASU et al., 2011) A ciclina D1 € produzida em excesso em uma variedade de
carcinomas, sendo por isso considerada um pré-oncogénico (LU et al., 2003).

1.1.2. Fitoquimica do guarana

As propriedades biologicas do guarana sdo frequentemente relacionadas a sua
composicdo guimica rica em compostos bioativos. O guarana é rico em metilxantinas, tais
como cafeina, teofilina e teobromina, além de conter taninos, acido galico, saponinas,
catequinas, epicatequinas e outros compostos em menor concentracdo (HENMAN, 1982;
BELLIARDO et al., 1985; HENMAN, 1986; SEIDEMANN, 1998). O transcriptoma do
guarana, estudado por Angelo et al. (2008), mostra a presenca de importantes compostos
secundarios nesta planta, incluindo sequéncias de transcri¢do, pelo menos 129, relacionados
ao metabolismo dos flavondides.

As metilxantinas, como a cafeina, sdo frequentemente reportadas como estimulantes
do sistema nervoso central e também por agirem sobre os rins, estimulando a diurese, por
estimularem o musculo cardiaco e produzirem relaxamento do musculo liso, em especial da
musculatura bronquica (SIMOES et al., 2004). Porém, estudos tem demonstrado que somente
a presenca de cafeina no guarana ndo é suficiente para explicar todas as suas acles
terapéuticas (ESPINOLA et al., 1997; OTOBONE et al., 2005). Além da cafeina, a semente
do guarana contém concentracdes expressivas de compostos fendélicos, tais como catequinas,
epicatequinas e taninos, e estes podem também estar relacionados com seus efeitos bioldgicos
(MATTEI et al., 1998; FUKUMASU et al., 2006). Os compostos fendlicos ou polifenois
representam a classe mais abundante de antioxidantes da dieta humana, estando presentes em
frutas, vegetais, chas, cereais, entre outros. Além de apresentarem propriedades redutoras,
essas substancias formam compostos intermediarios estaveis, 0s quais apresentam na estrutura
um anel aromatico, que é responsavel pelo sequestro de espécies reativas que podem causar
peroxidacao lipidica, danos a proteinas e ao DNA (SOUSA et al., 2007; QUIDEAU et al.,
2011).

Os compostos bioativos encontrados no guarana sao similares aos encontrados no cha
verde (Camelia sinensis) (BELLIARDO et al., 1985; ANGELO et al., 2008), uma planta
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bastante estudada e com interessantes propriedades funcionais (BABU e LIU, 2008). Estudos
demonstraram que os polifendis do cha verde possuem efeitos antioxidantes, antitrombaticos,
anti-inflamatorios, hipotensivos, hipocolesterolémicos, anti-hipertensivos e anti-obesogénicos
(YUNG et al., 2008). Assim, 0 guarand, com suas raizes na cultura amazonica brasileira,
emerge como potencial fonte de polifendis e como alimento funcional plausivel de alcancar

difusdo mundial de forma como ocorreu com o cacau, cha verde e o vinho.

1.2 Disturbios hepaticos e modelos de hepatotoxicidade

O figado é um 6rgdo com extraordinaria pluralidade funcional. E um dos maiores
orgdos humanos, no adulto pesa entre 1,2 e 1,5 Kg, esta localizado abaixo do diafragma, no
quadrante superior direito do abdome, protegido pelas costelas (BURTIS et al., 2008). Sua
posicdo na cavidade abdominal favorece a captura, transformacao, acimulo e neutralizacdo de
substancias (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Assim, este 6rgdo tem papel critico e
central no metabolismo, na digestdo, no armazenamento, na detoxicacdo e na eliminacao de
substancias do organismo (BURTIS et al., 2008). E um 6rg&o hematopoiético com capacidade
regenerativa e que possui microambientes imunolégicos exclusivos (WATANABE et al.,
2008). O figado é um importante 6rgdo alvo da toxicidade de farmacos e xenobioticos, 0s
quais sdo absorvidos diretamente pelo intestino e transportados através do sangue portal para
o figado na forma concentrada. Nos Gltimos anos, o risco de intoxicacdo hepatica tem
aumentado pela alta exposicdo a toxinas ambientais, pesticidas e uso frequente de
quimioterapicos (ORHAN et al., 2003).

Os danos ao figado ocorrem principalmente devido ao consumo excessivo de alcool,
infeccdes virais, e como consequéncia de efeitos adversos de medicamentos. As hepatites de
etiologia viral sdo uns dos maiores problemas de saude publica. A infec¢do pelo virus da
hepatite B € endémica em muitas partes do mundo, estimando-se que existam,
aproximadamente, 300 milhdes de portadores cronicos deste virus, cerca de 5% da populacao
mundial (SCHIRALDI et al., 1992). No mundo o nimero de infectados pelo virus da hepatite
C é de 185 milhdes de individuos e no Brasil a prevaléncia estimada é de 2,3 milhdes de
infectados (HANAFIAH et al., 2013).

A lesdo hepatica envolve processos de peroxidacdo lipidica, de alteracdo da
permeabilidade das membranas celulares, modificacdo das atividades das enzimas ligadas as
membranas e as proteinas de transporte, além de estar envolvida com a diminui¢do do

potencial de membrana mitocondrial (JAESCHKE et al., 2002). Geralmente a doenca
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hepética inicia-se com a hepatite e evolui para esteatose, fibrose, cirrose até o carcinoma
hepatocelular (LOGUERCIO e FREDERICO, 2003; VITAGLIONE et al., 2004).

Hoje as doencas hepaticas constituem um problema médico de propor¢des mundiais
(NEGI et al., 2008) e ha um consenso geral de que o numero de farmacos disponiveis e Uteis
estd longe de ser suficiente. Assim, existe uma necessidade continua de encontrar novas
substancias que possam prevenir e curar a lesdo hepatica, minimizando os efeitos adversos.
Medicamentos a base de plantas tém sido intensamente estudados para determinar seus
possiveis efeitos benéficos em lesdes hepaticas (MURIEL e RIVER-ESPINOZA, 2008).

Para o estudo das patologias hepaticas e respectivas terapias sdo utilizados alguns
modelos animais de inducdo de hepatotoxicidade. Os protocolos experimentais mais
conhecidos empregam tetracloreto de carbono (SINGH et al., 2008; FENG et al., 2011),
paracetamol (KUMAR et al., 2004; XU-YING et al., 2009), tiocetamida (GALISTEO et al.,
2000; AHMAD et al, 2002) ou galactosamina (KOIZUMI et al., 2002; NAN et al., 2004;
XING et al., 2011). Dentre estes, o tetracloreto de carbono (CCl,) destaca-se por ser usado
tanto para a inducdo de dano agudo, bem como de fibrose, esteatose, cirrose e carcinogénese,
dependendo da rota de exposicdo escolhida (WEBER et al., 2003; LIMA et al., 2007). A
administracdo aguda de CCl, causa necrose e esteatose centrolobular. Na administragdo
cronica, a repetida exposicdo promove a degeneracdo dos hepatdcitos, ativando 0s
mecanismos que culminam em fibrose e, posteriormente, em cirrose e carcinogénese
(RECKNAGEL et al., 1989; JIMENEZ et al., 1992). Além disso, os danos causados pelo
CCl, sdo considerados analogos as lesbes hepaticas causada por um variedade de
hepatotoxinas em seres humanos (ZHU e FUNG, 2000) e 0 mesmo também induz alteracdes
histoldgicas muito semelhantes as observadas em uma hepatite viral (WEBER et al., 2003),
assim seu uso como indutor de hepatite também esta bem estabelecido (JANAKAT e AL-
MERIE, 2002).

A hepatotoxicidade induzida pelo CCl; tem sua génese em uma reacdo de
desalogenacéo redutiva catalisada pelo citocromo P-450, presente no reticulo endoplasmatico
liso dos hepatdcitos, sendo que o resultado desta biotransformacéo € a formacdo do radical
triclorometil (CCl3®). Na presenca de oxigénio, este radical é transformado em um radical
ainda mais reativo, o triclorometil peroxil (OOCCI;*) (RECKNAGEL et al., 1989). Estes
radicais atacam os &cidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas biologicas,
promovendo uma reagdo em cadeia que resulta na degradacdo estrutural das mesmas, na
interrupgdo dos processos de energia celular e na sintese de proteinas (RECKNAGEL et al.,
1989; PLAA, 2000; WEBER et al., 2003). Essa cadeia de reagdes direta ou indiretamente
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interferem em moléculas celulares importantes (&cidos nucléicos, proteinas, lipideos e
carboidratos) desordenando a fisiologia celular, aumentando a peroxidacdo lipidica,
depletando o estoque de glutationa (RECKNAGEL et al., 1989) com consequente causa dano
e/ou morte celular (WEBER et al., 2003; LIMA et al., 2007) (Figura 3). A bioativacdo do
CCl, e predominantemente executada pela isoenzima CYP2E, mas em altas doses deste
composto outras isoformas sdo capazes de biotranformar este haloalcano (RAUCY et al.,
1993; WEBER et al., 2003).

Alteracdo da
matriz —, FIBROSE —» CIRROSE

extracelular
Tl = -— e ol
CCly »

Figura 3. Geracdo de espécies reativas e 0 dano hepatico produzido pela agdo do CCly. (Fonte:
adaptado de Pavanato et al., 2003).

1.3 Compostos vegetais e hepatoprotecao

Com a falta de medicamentos Uteis para o tratamento dos distlrbios hepaticos e o
aumento substancial da utilizacdo das chamadas terapias complementares, como 0 uso de
plantas medicinais no tratamento de doencas hepaticas (STRADER et al., 2002; FOGDEN e
NEUBERGER, 2003; HANJE et al., 2006), muitos trabalhos investigando a capacidade
hepatoprotetota de compostos de origem vegetal tem surgido na literatura, com especial
destaque para a silimarina.

A silimarina é um extrato derivado da semente da planta Silybum marianum (Milk
Thistle), originaria do sul da Europa, norte da Africa e Asia Menor e bem aclimatada nas
Américas do Sul e do Norte e Sul da Austrdlia (ABENAVOLI et al., 2010). Silybum
marianum é uma das plantas mais bem pesquisadas no tratamento de doencas hepaticas
(PRADHAN e GIRISH, 2006). O extrato € composto por um complexo de flavonoligninas
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(silibina, isosilibina, silicristina e silidianina), sendo a primeira responsavel por 60% do total e
considerada o principal principio ativo (SALLER et al., 2007). A atividade hepatoprotetora da
silimarina foi demonstrada por varios pesquisadores de todo o mundo em relacdo a modelos
de hepatectomia parcial e modelos tdxicos em animais experimentais usando paracetamol,
tetracloreto de carbono, etanol e D-galactosamina (PRADHAN e GIRISH, 2006). Seu
mecanismo de acdo ainda estd por ser definitivamente determinado e provavelmente é
multifatorial como revisado por SALLER et al. (2007) e ABENAVOLI et al. (2010). Estes
autores identificaram, a partir de estudos experimentais, que a acdo hepatoprotetora da
silimarina é encontrada em cinco sitios: (1) atividade antioxidante contra peroxidacdo de
lipidios por capturar espécies reativas de oxigénio e aumentar a quantidade de glutationa; (2)
habilidade de regular a permeabilidade da membrana dos hepatdcitos aumentando sua defesa
contra a agressdo de xenobioticos; (3) acdo anti-inflamatoria agindo sobre o receptor do TNF-
alfa, diminuindo a agdo pro-inflamatéria de diversos agentes agressores; (4) aumento da
sintese proteica por estimulo da RNA-polimerase |, e esta propriedade promoveria a
regeneracdo hepatica tdo importante na defesa do 6rgdo contra doencas agudas e cronicas e
finalmente (5) a diminuicdo da ativacdo das células estreladas, promovendo uma agédo anti-
fibrogénica.

A silimarina tem sido usada como farmaco padrdo em diversos estudos envolvendo a
investigacdo do potencial protetor, curativo e antioxidante de plantas em modelos animais de
hepatotoxidade (TUNG et al., 2009; HUANG et.al., 2010; SOMASUNDARAM et al., 2010;
PUSHPAVALLI et al., 2010; VUDA et al. 2012).

Além da silimarina, alguns produtos vegetais sdo usados como hepatoprotetores e ja
mostraram eficacia na protecdo hepatica contra toxicidade induzida por CCl,, geralmente por
serem ricos em compostos com capacidade antioxidante, como os polifénois. Entre estes
produtos vegetais, destacam-se a curcumina, extraida da planta asiatica Curcuma longa L.,
popularmente conhecida como acgafrdo-da-terra (REYES-GORDILLO et al., 2008; BISHT et
al., 2011; HASSAN e AL-OLAYAN, 2012) e a glicirrizina, extraida da planta Glycyrrhiza
glabra L., o alcaguz (WAN et al., 2009; YIN et al., 2011).

1.4 Principais indicadores bioquimicos de hepatotoxicidade
Varios marcadores bioquimicos podem ser utilizados para avaliar alteracGes hepéticas.

A aspartato aminotranferase (AST), a alanina aminotranferase (ALT), bilirrubinas e

parametros histoldgicos (HSIAO et al., 2003; SUJA et al., 2004) sdo empregados como
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indicadores de lesdo hepatica. A fosfatase alcalina (FAL) e y-glutamiltranferase (GGT) sé&o
marcadores de colestase (GALISTEO et al., 2000; AHMAD et al., 2002; SHANKAR et al.,
2003). J& a funcdo hepética pode ser avaliada através dos niveis de proteinas plasmaticas,
como a albumina, amonia (GALISTEOQ et al., 2000) e marcadores de coagulagéo.

A albumina é a proteina sérica mais comumente medida € e sintetizada exclusivamente
pelos hepatocitos. Tem a meia-vida longa, de 15 a 20 dias, com 4% degradada a cada dia, por
isso € marcador ruim para disfuncdo hepatica aguda. Hipoalbuminemia é mais comum em
hepatopatias crénicas como a cirrose, e usualmente reflete dano hepético grave e sintese baixa
da proteina. (ZAIA et al., 1998).A hipoalbuminemia ndo é especifica para doenca hepatica,
podendo ocorrer em desnutricdo proteica de qualquer causa, enteropatias perdedoras de
proteinas, glomerulopatias com albumindria e sindrome nefrética.

A bilirrubina é um pigmento amarelo-alaranjado derivado da degradacio do heme. E
extraida e biotransformada no figado e excretada na bile e na urina. A bilirrubina é
transportada para o figado, fracamente associada a albumina, em sua forma nativa ndo
conjugada lipossultvel (bilirrubina indireta). Transportada para o interior do hepatocito, ela é
rapidamente conjugada para produzir os glicoronideos de bilirrubina (bilirrubina direta),
tornando-se mais hidrossolivel (MOTTA, 2003; BURTIS et al., 2008). O aumento da
bilirrubina indireta indica uma superproducdo de bilirrubina, geralmente causada por
hemolise, ou uma reducdo do metabolismo no figado basicamente por defeitos congénitos.
Com insuficiéncia hepética grave, a doenca pode causar, primariamente, hiperbilirrubinemia
ndo conjugada. O aumento da bilirrubina direta geralmente resulta de hepatite aguda ou
colestase (bloqueio ou supressdo do fluxo da bile). Assim, elevacbes de bilirrubina direta
constituem marcadores altamente especificos de disfuncdo hepética (exceto em raros
distarbios hereditérios, como a sindrome de Dubin-Johnson) (BURTIS et al., 2008).

A lactato desidrogenase (LDH) € uma enzima presente no citoplasma de todas as
células do organismo, sendo rica no miocardio, no figado, no musculo esquelético, nos rins e
nos eritrocitos. Devido a sua presenca em varios tecidos, sua alteracdo ndo € um resultado
especifico, precisa ser analisado em conjunto com outros pardmetros (MOTTA, 2003). As
elevacdes na atividade de LDH séo observadas na doenca hepética, mas essas elevacdes ndo
sdo tdo grandes quanto os aumentos das atividades de aminotransaminases.

A FAL pertence a um grupo de enzimas relativamente inespecificas amplamente
distribuidas nos tecidos humanos, notadamente na mucosa intestinal, figado (membrana dos
canaliculos biliares), tabulos renais, 0ssos (osteoblastos) e placenta. A forma predominante no

soro em adultos normais origina-se, principalmente, do figado e o0ssos. Esta enzima esta
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elevada nas desordens do trato biliar. Quando ha impedimento no fluxo biliar, a FAL atinge 2-
3 vezes os valores de referéncia (podendo chegar a 10-15 vezes), dependendo do grau de
estase biliar. Um aumento similar é visto em pacientes com cancer hepatico primario
avancado ou com metastases secundarias generalizadas. Na hepatite infecciosa, a atividade
sérica de FAL é apenas moderadamente elevada ou mesmo normal. As determinagdes das
atividades das diferentes isoenzimas sdo de maior valor quando coexistem doencas hepéticas
e 6sseas (MOTTA, 2003; BURTIS et al., 2008).

Mesmo o tecido renal tendo a maior concentracdo de GGT, a enzima presente no soro
se origina primariamente do sistema hepatobiliar. Ela € um indicador sensivel da presenca de
doenca hepatobiliar, estando elevada na maioria dos individuos com doenca hepética
independente da causa. Sua utilidade clinica, entretanto, é limitada devido a falta de
especificidade. Como a FAL, ela é mais alta nos casos de obstrucdo biliar e também esta
bastante elevada em pacientes com neoplasmas hepéaticos primarios ou metastaticos.
Aumentos menores e transientes sdo observados em casos de intoxicacdo por xenobioticos.
Além disso, a atividade desta enzima esta aumentada em pacientes com hepatite alcodlica e na
maioria do soro de pessoas que sao etilistas pesados (MOTTA, 2003; BURTIS et al., 2008).

As aminotransaminases (transaminases) sao enzimas amplamente distribuidas no
organismo. A AST ¢é encontrada principalmente no coracdo, no figado, no mdusculo
esquelético e no rim. A ALT é encontrada principalmente no figado e no rim. A ALT é
exclusivamente citoplasmatica; tanto formas mitocondriais quanto citoplasmaticas de AST
sdo encontradas nas células (BURTIS et al., 2008). A doenca hepatica é a causa mais
importante de aumento de atividade de transaminases no soro. Na maioria dos tipos de
doencas hepaticas, a atividade de ALT é maior do que a de AST. Embora as atividades de
AST e ALT se tornem elevadas sempre que um processo patoldgico afeta a integridade da
célula hepética, a ALT é a enzima mais especifica para o figado. As elevacGes séricas da
atividade de ALT séo raramente observadas em outras condi¢des além da doenca parenquimal
hepatica (BURTIS et al, 2008). Segundo Kaneko et al. (1997) os niveis séricos de ALT
aumentam quando ocorrem alteracGes na permeabilidade ou injaria nos hepatdcitos. Foi
demonstrado que a elevacdo das enzimas hepaticas no soro, especialmente ALT, tem grande
importancia como um marcador especifico de lesdo hepética provocada por drogas toxicas,
alcool e virus (SHERLOCK e DOOLEY, 2002).

Na investigacdo de dano hepatico agudo, atraves do uso de modelos animais de
hepatotoxicidade, as aminotransaminases (AST e ALT) sdo o0s parametros mais

frequentemente utilizados. Estd bem estabelecido que agentes quimicos, tais como o CCly,
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causam lesGes hepaticas promovendo grandes aumentos nas atividades séricas tanto de AST
quanto de ALT (WEBER et al., 2003).

1.5 Estresse oxidativo e sua associacdo com a hepatotoxicidade

O estresse oxidativo ¢ um estado de desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas, principalmente radicais livres, e a capacidade de defesa do organismo contra essas
espeécies, levando a um progressivo dano oxidativo. As espeécies reativas de oxigénio (EROs),
bem como as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), sdo produzidas de forma continua em
concentrag0es fisioldgicas pelo metabolismo celular. No entanto, em situacdo de desequilibrio
entre a formacdo e a remocao dessas espécies decorrentes da diminuicdo dos antioxidantes
enddgenos, ou ainda do aumento da geracao de espécies oxidantes, € gerado um estado pro-
oxidante caracteristico do estresse oxidativo (HALLIWELL, 2006; VALKO et al., 2007).

As principais EROs distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO"),
superéxido (O,7), peroxila (ROO") e alcoxila (RO’); e os ndo-radicalares: oxigénio, peréxido
de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERNs incluem-se o 6xido nitrico (NOe), 6xido
nitroso (N2O3), acido nitroso (HNOy), nitritos (NO, ), nitratos (NOs ) e peroxinitritos
(ONOO) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). O excesso de espécies reativas no
organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo organismo ou absorvidos da dieta.
De acordo com Halliwell (1995), antioxidantes sao definidos como quaisquer substancias que
retardem ou previnam o dano oxidativo a uma molécula. Os antioxidantes produzidos pelo
corpo agem enzimaticamente, a exemplo da glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e
superoxido desmutase (SOD) ou, ndo enzimaticamente, a exemplo de glutationa (GSH),
peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina) e acido diidrolipdico
(FINKEL e HOLBROOK, 2000). Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o
organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), -caroteno
(pro-vitamina-A), acido ascorbico (vitamina-C), e compostos fendlicos onde se destacam os
flavonoides e poliflavonodides (HALLIWELL, 1995; PIETTA, 2000)

Quando estabelecido, o0 estresse oxidativo favorece a ocorréncia de ataques das EROs
e ERNs a componentes celulares, podendo resultar em danos oxidativos a macromoléculas e
diversas estruturas celulares que, na auséncia de reparacdo podem alterar a funcionalidade das
células, tecidos e 6rgdos. Ele estd envolvido em uma grande variedade de condicGes
patoldgicas, tais como artrite, choque hemorragico, diabetes, aterosclerose, catarata,

disfungdes cognitivas, cancer e SIDA podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro
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geral (HALLIWELL et al., 1992; DHALA et al., 2000; PIWOWAR et al., 2007; VICTOR et
al., 2009).

Ha evidéncias crescentes de que a alteracdo do estado redox celular, com a producéo
de EROs, desempenha um papel crucial nas diversas fases que iniciam e regulam a
progressdo das doencas hepéticas, independentemente do tipo de agente etioldgico
(MORISCO et al., 2008). J& foi demonstrado que EROs estdo envolvidas na lesdo hepatica
induzida por alcool, virus, alteracdo do metabolismo de lipidios e carboidratos e por
xenobidticos (LOGUERCIO et al.,, 2001). Além disso, 0 estresse oxidativo influencia a
transcricdo de varios mediadores bioquimicos (principalmente citocinas pro-inflamatérias)
capazes de modular eventos celulares e teciduais, como a apoptose, colestase, fibrose e
regeneracdo, que caracterizam os diferentes tipos de lesdo hepatica (TILG e DIEHL, 2000).

O estresse oxidativo esta envolvido na hepatotoxicidade provocada pelo CCly, na qual
as espécies reativas de oxigénio tém importante papel. Hsu et al. (2009) observaram, em
modelo animal, que o CCl, induziu uma diminuigdo da atividade antioxidante de algumas
enzimas, como a SOD, a CAT, GPx e a glutationa redutase (GR), além de um aumento nos
niveis de malondealdeido (MDA), biomarcador de liperoxidacdo, e deplecdo dos niveis de
glutationa (GSH). Estes resultados estdo de acordo com os observados por Sashreen et al.
(2011).

1.6 Hepatotoxicidade e dano ao DNA

O figado, sendo o 6rgdo mais importante no metabolismo dos xenobi6ticos, é muitas
vezes alvo da toxicidade induzida por esses compostos. A acao direta destes ou dos produtos
de sua metabolizacdo pelo figado pode ocasionar danos as diversas estruturas celulares
hepaticas. Os danos mais graves sdo aqueles causados ao DNA e ao RNA e que podem alterar
a estrutura e funcdo destas biomoléculas. Lesdes no DNA podem bloquear os processos de
replicacdo e transcricdo, e, se nao reparados ou reparados incorretamente, podem levar a
mutacdes pontuais (alteracdo de um Unico par de bases do DNA ou um pequeno nimero de
pares de base adjacentes) ou a aberra¢fes cromossoémicas (alterages na estrutura ou nimero
de copias de cromossomos), comprometendo a viabilidade da célula (GRIFFITHS et al.,
2009; JACKSON e BARTEK, 2009). Além disso, o acimulo de bases danificadas pode
desencadear a oncogénese (BARREIROS e DAVI, 2006).

A estreita relacdo entre eventos genotoxicos e um grande numero de doengas, como as

hepaticas, torna importante a realizacdo de testes que permitem a identificacdo de agentes
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com potencial indutor e/ou protetor de alteracdes genéticas. Dentre os testes usados para a
avaliacdo de dano ao DNA, destaca-se o teste cometa. Também conhecido como “Single Cell
Gel Assay”, o teste cometa ¢ uma técnica rapida, simples, sensivel e de baixo custo usada para
mensurar e analisar as lesbes e detectar efeitos de reparo no DNA em células individuais
expostas a agentes genotoxicos (SINGH et al., 1995; DA SILVA, 2000; TICE et al., 2000;
COLLINS, 2004). Este teste apresenta algumas vantagens sobre os testes bioquimicos e
citogenéticos, pois pode ser utilizado para qualquer tipo de células nucleadas, é necessario um
pequeno nimero das mesmas e ndo requerer células em divisdto (HARTMANN e SPEIT,
1997).

Neste ensaio, as células sdo aplicadas em um gel de agarose sobre uma lamina de
vidro e a seguir lisadas e submetidas a um campo elétrico em tampdo alcalino. A presenca de
quebras simples, sitios labeis alcalinos e crosslinks resultantes da acdo de compostos
genotdxicos, altera a estrutura do DNA das células, que normalmente esta superenrolado e
fortemente compactado, causando relaxamento em partes da molécula que migram em direcdo
ao anodo. Desta forma, apds aplicacdo de corantes especificos, pode-se visualizar em
microscopio a migragdo do DNA, que se assemelha a um cometa. A distancia de migracédo do
DNA celular durante a eletroforese reflete diretamente a extensdo do dano ao DNA. O dano
as células geralmente é pontuado de acordo com o comprimento da cauda e recebem
pontuacdo de O (auséncia de migracdo) a 4 (migracdo maxima) como mostrado na figura 4
(SINGH et al., 1995; TICE et al., 2000; NADIN et al., 2001).

Sem dano Dano 1 Dano 2 Dano 3 Dano 4

Figura 4. Classificacdo do dano ao DNA através da realizagdo do ensaio cometa. Quanto
maior o nivel de dano, maior o comprimento da cauda e maior o nimero a ele atribuido.

Classe 0 representa células sem dano e classe 4 0 mais alto dano. (Fonte: adaptado de Tatsch et al.,
2011)

Trabalhos cientificos tém demonstrado uma associacdo entre a hepatotoxicidade
induzida por CCl, e a fragmentacdo do DNA. Este composto ndo € diretamente genotoxico e
mutagénico, porém, indiretamente, pela acdo dos seus metabolitos reativos, que séo

citotoxicos e oxidantes, é capaz de promover efeitos deletérios sobre a estrutura dos acidos
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nucléicos (MANIBUSAN et al., 2007). A inducdo de dano hepatico pela administracdo de
CCl, tem sido extensivamente estudada e é largamente usada como modelo de triagem de
hepatoprotetores, sendo este composto habil em provocar dano as estruturas do DNA e RNA,

seu uso na triagem de genoprotetores também se torna possivel.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades hepatoprotetora e genoprotetora do guarana (Paullinia cupana

var. sorbilis) em modelo de hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito preventivo do guarana sobre o dano hepético, induzido por CCl,, através da
mensuracao das enzimas AST, ALT e de albumina no soro dos animais do estudo;

Avaliar a atividade genoprotetora do guarana através da realizacdo do ensaio cometa no
tecido hepético dos animais do estudo;

Avaliar o efeito do guarana sobre a funcédo renal através da dosagem dos niveis séricos de
creatinina e uréia;

Investigar a associacdo entre o dano ao DNA e os marcadores bioguimicos de
hepatotoxicidade;

Comparar os efeitos do pré-tratamento com guarand com os efeitos do pré-tratamento com

silimarina na prevencdo do dano hepatico induzido por CCl,.



3 ARTIGO CIENTIFICO

Os itens ‘“Materiais ¢ Métodos”, “Resultados” e “Discussdo” referentes a esta
dissertagéo estdo apresentados sob a forma do manuscrito a seguir. O mesmo foi submetido e
estd organizado nas normas da revista Plant Foods for Human Nutrition com o titulo de
“Genoprotective e hepatoprotective effects of Paullinia cupana Mart. var. sorbilis on CCl,-

induced liver damage in rats”.



34

Genoprotective e hepatoprotective effects of Paullinia cupana Mart. var. sorbilis on

CCly-induced liver damage in rats.

Helena Kober!, Etiane Tatsch®*, Vanessa Dorneles Torbitz®, Lara Peruzzolo Cargnin®,
Manuela Borges Sangoi', Guilherme Vargas Bochi*®, Andreia Regina Haas da Silva?,

Fernanda Barbisan®, Ivana Beatrice Manica da Cruz* Rafael Noal Moresco™**

'Programa de Pés-Graduacio em Farmacologia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil

*Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Sade,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil

3Laboratério de Pesquisa em Bioquimica Clinica, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Santa Maria, Santa

Maria, RS, Brazil

“Corresponding author: Rafael Noal Moresco

Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de
Analises Clinicas e Toxicoldgicas, Avenida Roraima 1000, Prédio 26, Sala 1401, 97105-900,
Santa Maria, RS, Brazil. Tel.: +55 55 32208941; Fax: +55 55 32208018

E-mail: rnmoresco@yahoo.com.br



35

Abstract

The protective effects of Paullinia cupana (guarand) on liver damage were evaluated in rats
exposed to carbon tetrachloride (CCly). Male Wistar rats were pretreated with guarand powder
(100, 300 and 600 mg/Kg) or silymarin 100 mg/Kg daily for 14 days before treatment with a
single dose of CCl, (50% CCl,4, 1 mL/Kg, intraperitoneally). The treatment with CCl,4
significantly increased the serum activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST). In addition, CCl, increased the DNA damage index in hepatocytes.
Guarand in all concentrations was effective in decreasing the ALT and AST activities when
compared with CCl, treated group. The treatment with guarana 300 mg/Kg decreased DNA
damage index when compared with CCl, treated group. In addition, the DNA damage index
showed a significant positive correlation with AST and ALT. These results indicate that
guarana has hepatoprotective activity and prevents the DNA strand breakage in CCl4-induced

liver damage in rats.

Keywords: Hepatoprotective; Genoprotective; Paullinia cupana; Liver
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Introduction

The liver is the largest stand most complex organ in the body and it is responsible for a
large variety of exocrine and endocrine functions involving mainly synthesis, storage and
metabolism. Liver injury can be caused by toxic chemicals, drugs, and virus infiltration from
ingestion or infection [1]. The risk of liver toxicity is increased by the high exposure to
environmental toxins, pesticides and frequent use of chemotherapy [2]. The lack of effective
modern medications to treat acute and chronic liver injury [3] has led to research into the
hepatoprotective activity of numerous medicinal plants using various experimental models.
Carbon tetrachloride (CCl,) is a potent, lipid-soluble hepatotoxic agent which is widely used
as a model for screening hepatoprotectors [4]. The administration of CCl, to rats is an
accepted experimental model to produce damage to liver. Liver injures induced by CCl,are
mediated through the formation of reactive intermediates such as trichloromethyl radical
(CCI3") and its derivative trichloromethyl perox radical (CCI;00°) generated by cytochrome
P-450 of liver microssomes. These free radicals are thought to react with membrane lipids
leading to their peroxidation [5].

Paullinia cupana Mart. var. sorbilis (Sapindaceae), popularly called guarana, is a
plant originated in Brazil that has been used for centuries as a stimulant by the Saturé-Maug,
which is an indigenous tribe living in the Amazon region [6]. The pharmaceutical industry
uses the seeds in the production of medicines, and food industry uses them mainly in soft
drinks and food supplements [7]. The popular motivations for consuming guarana extracts as
dietary supplements are: weight loss, energy boost, improvement of fitness and sexual
performance, and increase of cognitive capacity [8, 9, 10]. Several biological effects of
guarana have been demonstrated such as antioxidant activity [11, 12], antimicrobial effects
[13, 14, 15], anticarcinogenic properties [16, 17], improvement in cognitive performance [18,

19], antidepressive effects [20, 21], and enhanced weight loss [22, 23]. Recently, our team has
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reported that habitual guarana ingestion contributes positively to the prevention of various
metabolic disorders in elderly [24]. Although there are studies reporting different biological
activities of guarana, little information is available on its effects on the liver, especially in the
hepatotoxicity model induced by CCl,. Therefore, considering the growing consumption of
guarana by the population and its benefits already reported in the literature, the present study
aimed to evaluate the potential hepatoprotective and genoprotective effects of powder seeds

from guarana on CCl,-induced liver injury in rats.

Materials and Methods
Chemicals
Silymarin was purchased from the Sigma Chemicals Co. St. Louis, USA. All other

chemicals and reagents used were obtained from local sources and were of analytical grade.

Paullinia cupana powder

Paullinia cupana Mart. var. sorbilis powder was supplied by EMBRAPA, Amazonia
Ocidental (Agropecuary Research Brazillian Enterprise) and was conserved dry and protected
from light at -20° C until administration. The solution administered to the animals was

prepared on the day of use by diluting the guarana powder in water.

Animals

Adult male Wistar rats (280-320 g) from Central Animal House of Federal University
of Santa Maria (UFSM) were used. The animals were housed in cages and kept ona 12 h
light/dark cycle, at a room temperature of 22 + 2 °C, with free access to food and water for 1
week before and during the experiments. The present study has been approved by the Ethics

Committee on Animal Use of the UFSM, Protocol n. 027/2012.
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Treatment

The animals were randomly divided into six groups of 5-8 rats each. Group 1 served as
normal control and received orally vehicle (water) daily for a period of 14 days. Group Il
served as CCl4 control and also received orally vehicle daily for a period of 14 days. Group
I11 served as hepatoprotective control and received silymarin (100 mg/Kg) daily for a period
of 14 days. Groups IV-VI received, orally, the guarana powder dissolved in water at doses of
100, 300, and 600 mg/kg, respectively, daily for a period of 14 days. On day 14, one hour
after treatment, animals of groups II, I11, IV, V and VI were injected with a single
intraperitoneally (i.p.) dose of carbon tetrachloride (1 ml/kg, 50% CCl, in olive oil) to induce

hepatotoxicity.

Blood collection and biochemical measurements

Blood samples were obtained by collecting retro-orbital 24 h after the end of the
indicated treatments into tubes without anticoagulant. The samples were centrifuged for 15
min at 2800 rpm, and serum was used to measure the aspartate aminotransferase (AST) and
alanine aminotransferase (ALT) activities as well as the levels of albumin, glucose, total
cholesterol, creatinine, urea and nitrite/nitrate (NOXx). Serum levels of albumin, creatinine,
glucose, total cholesterol, urea and activities of AST and ALT were analyzed using standard
techniques (Bioclin Quibasa, Belo Horizonte-MG, Brazil) on Cobas MIRA® automated
analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). NOx was measured by the modified Griess

method using the Cobas Mira automated analyzer as previously described [25].

Comet assay
The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al [26] in

accordance with the general guidelines for the use of the comet assay [27, 28]. The samples of
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liver were rapidly removed to perform the comet assay. Hepatocytes were suspended in 0.7%
low-melting-point agarose and phosphate buffered saline (PBS) at 37°C and placed on
microscopic slides with a layer of 1% agarose. The slides were immersed in lysis solution at
4°C for 1 h, and followed by electrophoresis at 25 V, 300 mA, for 40 min at steady
temperature. The slides were then silver-stained as described by Nadin et al. [29]. All steps,
from sample collection to electrophoresis, were conducted under yellow light to minimize the
possibility of cellular DNA damage. One hundred cells (50 cells from each of the two
replicate slides) were selected and analyzed. Cells were visually scored according to tail
length and received scores from 0 (no migration) to 4 (maximal migration). Therefore, the
damage index for cells ranged from 0 (all cells with no migration) to 400 (all cells with
maximal migration). Slides were analyzed under blind conditions by at least two different

individuals.

Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error of mean (S.E.M). One-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison test was used to determine
statistical differences between the groups. Pearson correlation was assessed to evaluate the

association between the variables. Statistical significance was assumed at p<0.05.

Results

The serum biochemical data for the evaluation of CCl,-induced hepatotoxicity are
showed in Table 1. There was a significant increase of serum ALT (about 37 times) and AST
(about 22 times) activities in CCl, group when compared to the control group (p<0.001). Pre-
treatment with silymarin and guarana in all concentrations used in this experiment

significantly decreased AST and ALT activities (p<0.01). No significant difference was
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observed for glucose, total cholesterol, triglycerides, albumin, urea, creatinine or NOx
between the groups. CCl, group presented significantly higher DNA damage index than the
control group, as can be seen in Figure 1. The pretreatment with guarana powder at 300
mg/kg provided a significant decrease in the rate of DNA damage when compared with the
CCl,4 group. In addition, the DNA damage index showed significant positive correlations with

AST (r=0.43, p=0.0053) and ALT (r=0.39, p=0.0120), as shown in Figure 2.

Discussion

Hepatotoxicity induced by CCl, is the most commonly used model system for the
screening of hepatoprotective activity of plant extracts and drugs [30]. In this study, we
reported at first time the hepatoprotective and genoprotective effects of guarana in CCl,-
hepatotoxicity induced in rats. In addition, we observed similar hepatoprotective effects of
guarana in comparison with sylimarin, which is a well documented hepatoprotective agent.
We used an experimental model of CCls-induced acute hepatotoxicity in rats because this
chemical is a potent hepatotoxin and a single exposure can rapidly lead to severe hepatic
necrosis and steatosis [5, 31]. It is well known that chemical agents, such as CCly, produce
hepatic injury causing large increases in both ALT and AST activities [32]. These enzymes
are employed in the evaluation of hepatic disorders and an increase in these enzyme activities
reflects acute liver damage and hepatocellular disorders. Since these enzymes are cytoplasmic
in nature, upon liver injury, these enzymes enter into the circulatory system due to altered
permeability of membrane [33]. In the present study, a single dose intraperitoneally of CCl,
caused an accentuated elevation in ALT and AST activities in serum, indicating that liver is
susceptible to CCls-induced toxicity. In contrast, the increased levels of these markers were
significantly inhibited by the pretreatment with guarana in all concentrations. The AST

activity in the groups pre-treated with guarana was 4 to 7 times lower than in the CCl, group,
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whereas the ALT activity was 4 to 6 times lower. This reduction was also observed in the
group treated with silymarin. We postulate that guarand may stabilize the hepatic cellular
membrane and protect the hepatocytes against toxic effects of CCl,, which may decrease the
rate of leakage of the enzymes into the bloodstream.

Previous studies have reported that oxidative stress plays an essential role in the
hepatic injury mediated by CCl, [5, 32, 34]. Oxidative stress not only damages cellular
proteins and lipids, but also significantly affects DNA and generates various base
modifications [35, 36]. This is of special importance because its accumulation and inheritance
generations results in altered genotypes and functionally deficient cells [37, 38]. In the present
study, we carried out the comet assay to determine the possible protective role of the guarana
against CCl,-induced DNA damage. This test is widely used to evaluate the genotoxic
potential of chemicals and environmental contaminants that can induce oxidative stress
leading to hepatic injury [39]. The results obtained with the comet assay in the present study
show that the administration of a single dose of CCl, promoted a significant increase in the
DNA damage index when compared to the control group. In addition, the pretreatment with
guarana 300 mg/Kg significantly decreased DNA damage index when compared with CCl,
group, demonstrating the genoproctetive effect of guarana. Furthermore, we also observed
that the pretreatment with guarana in other concentrations showed a potential to prevent DNA
damage, although not significantly. Our results are in agreement with Fukumasu et al [16],
who demonstrated that guarana has a protective effect against N-nitrosodiethylamine (DEN)-
induced DNA damage in mouse liver. In addition, we also observed that the DNA damage
index was positively correlated with AST and ALT activities, suggesting that CCl, promotes
the DNA breakage as well as the release of enzymes from hepatocytes.

Several studies have reported that guarana shows a number of beneficial effects

probably because this plant is a source of bioactive substances with multifaceted activity.
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Guarana is rich in methylxanthines such as caffeine, theobromine and theophylline, and
contains tannins, saponins, cathechins, epicatechins, proanthocyanidols as well as trace
concentrations of many other compounds [40]. Studies in vitro have evidenced the antioxidant
effects of guarana [11, 12, 15] probably due to a high concentration of polyphenols, such as
tannins [11]. We infer that the hepatoprotective effects of guarana observed in this study may
be attributed to the action of several bioactive compounds present in guarana. Thus, we
suggest that these effects may have been caused by the action of the joint or isolated bioactive
compounds in guarana. However, in this study it was not possible to isolate these bioactive

compounds or to evaluate their biological activity in isolation.

Conclusions

This study demonstrates that guarana has hepatoprotective activity and prevents the
DNA strand breakage in CCl4-induced liver damage in rats. Guarana is a well-known and
widespread plant used popularly, and new reports assessing other biological activities are of
interest. In this context, additional studies are required to investigate other activates of

guarand, such as the effects of its isolated compounds in different models.
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Table 1. Effects of guarana pretreatment on serum biochemical parameters in CCl, intoxicated rats.

Parameters Control CCly Silymarin+CCI, = G100+ CCl, G300+ CCl, G600 + CCl,
AST (U/L) 146 + 11 3349 + 1098° 394 + 92* 842 + 136* 479 £ 115* 668 + 181*
ALT (U/L) 68 =3 2510 + 1013? 208 + 50* 556 + 94* 427 + 122* 427 + 125*
Glucose (mg/dL) 181+ 12 148 £ 13 199 + 13 182 +19 170+ 8 177 £ 16
Total cholesterol (mg/dL) 69+5 66 +9 67 +6 65+ 4 59+4 65+ 6
Urea (mg/dL) 502 57%3 65+ 3 62+5 68 £5 66 £ 7
Creatinine (mg/dL) 0.30£0.03 0.35+0.03 0.32+£0.03 0.34+£0.04 0.35+0.03 0.31+£0.04
Albumin (g/dL) 3.4+0.1 3.4+0.2 35+0.2 3.4+0.2 3.4+0.2 3.3+0.2
NOx (umol/L) 74 + 29 52 + 19 60 + 32 77+ 24 48 + 23 89 + 33

Values are mean and S.E.M of 5-8 rats. Differences between groups were evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s multiple comparison test.  p<0.001 compare with control group. * p<0.01 compare with CCl4 group.
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Figure 1. Effect of pretreatment with silymarin 100mg/Kg (Silymarin), guarana 100 mg/Kg
(G100), guaranad 300 mg/Kg (G300) and guarana 600 mg/Kg (G600) on CCls-induced DNA
strand breakage. Values are expressed as mean and S.E.M of 5-8 rats. ®p<0.01 compared with

control group. "p<0.05 compared with CCl, group.
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Figure 2. Significant positive correlations between (A) DNA damage index and AST (r=0.43,

p=0.0053), and (B) DNA damage index and ALT (r=0.39, p=0.0120).



4 CONCLUSOES

. O guarana apresentou atividade hepatoprotetora no modelo experimental utilizado,

sendo observado, inclusive, efeito similar ao da silimarina em todas doses testadas.

. O guarana apresentou efeito genoprotetor, uma vez que promoveu a diminui¢cao no
indice de dano ao DNA,; porém, essa atividade foi observada apenas para uma dose de

guarana.

. O pré-tratamento com guarana e com silimarina ndo promoveu alteracdes
significativas nos marcadores renais, glicémicos e lipidicos dos animais deste estudo, o que

demonstra a inexisténcia toxicidade renal e de alteracdes metabolicas significativas.

. As correlagdes positivas observadas entre o indice de dano ao DNA e os marcadores
bioquimicos de dano hepético permitem concluir que existe uma associacdo entre a liberacdo

de enzimas originarias dos hepatdcitos e a fragmentacdo do DNA.
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