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RESUMO

O guarana (Paullinia cupana) é conhecido por seus efeitos antioxidantes,
estimulantes e cicatriciais, tendo a cafeina como principal componente do
extrato. As células estromais mesenquimais (MSCs) possuem potencial
terapéutico por sua capacidade de diferenciagdo, imunomodulagéo e migragao
para tecidos lesionados, sendo estes efeitos potencializados a partir da ativacéo
ou priming das células. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do guarana
e da cafeina nas MSCs. Apds a caracterizagdo inicial, as células foram tratadas
com P. cupana (10, 100 e 1000 ug/mL) ou cafeina (0,4, 4 e 40 ug/mL) por 24 h
e foram avaliados parametros morfométricos, de viabilidade celular, padréo
migratorio e crescimento populacional. O tratamento de MSCs com guarana
1000 pg/mL promoveu aumento na polaridade celular (p<0,01), viabilidade
(p<0,05), migracdo celular na presenca de quimioatrator (p<0,01), potencial
antioxidante (p<0,05) e liberagdo de vesiculas extracelulares EVs (p<0,001),
enquanto reduziu os niveis de autofagia (p<0,05). MSCs tratadas com guarana
100 e 1000 pg/mL e cafeina 40 uyg/mL apresentaram diminuicdo da proliferacédo
celular (p<0,0001). Nenhum dos tratamentos afetou o ciclo celular das MSCs e
também ndo houve diferenca na area celular. O presente estudo mostra
evidéncias, in vitro, de que o guarana pode ser uma alternativa promissora para
ativar células estromais mesenquimais a fim de promover melhores produtos
celulares para futuras terapias clinicas. No entanto, mais estudos funcionais

precisam ser realizados.

Palavras-chave: extrato de guarana, Paullinia cupana, MSC, células estromais

mesenquimais, terapia celular, priming.



ABSTRACT

Guarana (Paullinia cupana) is known for its antioxidant, stimulants and cicatricial
effects having caffeine as the main component of the extract. Mesenchymal
stromal cells (MSCs) have therapeutic potential for their ability to differentiate,
immunomodulate and migrate to injured tissues, and such effects are potentiated
when cells are activated. The aim of this study was to evaluate the effects of
guarana and caffeine on MSCs. After the initial characterization, MSCs were
treated with P. cupana (10, 100 and 1000 pg/mL) or caffeine (0.4, 4 and 40
pg/mL) for 24 h. MSCs treatment with guarana 1000 ug/mL promoted an increase
in cell polarity (p<0.01), viability (p<0.05), cell migration to chemoattractant
(p<0,01), antioxidant potential (p<0.05) and liberation of extracellular vesicles
(EVS) (p<0,001), while reduced the levels of autophagy (p<0.05). MSCs treated
with guarana 100 and 1000 ug/mL and caffeine 40 uyg/mL showed decrease of
cell proliferation (p<0.0001). None of the treatments affected the cell cycle of
MSCs and there was also no difference in the cellular area. The present study
shows in vitro evidence that guarana could be a promising alternative for
activating mesenchymal stromal cells in order to promote better cellular products
for future clinical therapies. However further functional studies need to be

performed.

Key Words: guarana extract, Paullinia cupana, MSC, mesenchymal stromal

cells, cell therapy, priming.
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1. INTRODUCAO

O guarana (Paullinia cupana) é uma planta nativa da bacia amazoénica
central conhecida por suas propriedades estimulantes e medicinais. O extrato
das sementes torradas tem sido utilizado h& séculos por comunidades indigenas
(SCHIMPL, et al., 2013). As sementes sdo a parte comercialmente Gtil da planta
devido ao seu alto conteudo de cafeina alcaloide purinica (1,3,7-trimetilxantina),
a qual é atribuida sua propriedade estimulante (Figura 1). E apesar da grande
variacao no teor de cafeina das sementes (variando de 2,5 a 6%), os valores
encontrados séo elevados quando comparados com outras espécies conhecidas
por conter essa substancia, como o café (Coffea arabica), o cha verde (Camellia
sinensis) e a erva-mate (llex paraguariensis) (SCHIMPL, et al. 2013; HENMAN,
1982). Em relacdo aos principais componentes do extrato da semente de
guarana, além da cafeina (34,19 mg/g de extrato), encontra-se a teobromina
(0,14 mg/g), catequina (3,76 mg/g) e epicatequina (4,05 mg/g) (BITTENCOURT
et al., 2014).

Figura 1 - llustracGes de diferentes formas de guarané (Paullinia cupana)

(a) frutos, (b) sementes, (c) p6 e (d) cascas

a. Guarana Fruit

c. Powder Guarana d. Guarana shells

Fonte: MARTINS et al., 2014
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No mercado brasileiro, segundo Kuri e colaboradores (2008),
aproximadamente 70% da producdo de sementes de guarana € advinda das
industrias de bebidas do Amazonas. O uso popular da planta, nos centros
urbanos, como energética, estimulante e/ou componente de fitofarmacos foi
baseado tanto nas suas propriedades estimulantes fisicas e mentais como na
promocao da perda de peso, tdnico muscular, renal e cardiaco, rejuvenescedor,
para o tratamento de enxaquecas, entre outros fins (SOUSA et al.,, 2011;
ATROCH, 2009). Além disso, muitos efeitos farmacolégicos tém sido
relacionados ao consumo de P. cupana, incluindo anti-agregacéo plaquetéria,
efeitos  cardioprotetores, propriedades antioxidantes, antidepressivas,
antimicrobianas e antiobesidade (HAMERSKI et al., 2013; SOUSA et al, 2011).

Os efeitos antioxidantes do guarana foram avaliados na linhagem celular
NIH-3T3, onde o guarana diminuiu a mortalidade celular, peroxidagao lipidica,
dano ao DNA e estresse oxidativo, bem como aumentou os niveis da enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD) demonstrando os efeitos no
metabolismo do 6xido nitrico (NO) em situacdes com niveis mais elevados de
NO celular (BITTENCOURT et al, 2013). Ademais, foi demonstrado um aumento
no potencial antioxidante ndo enzimatico na linhagem celular neuronal humana
SH-SY5Y (ZEIDAN-CHULIA et al., 2013), e um aumento dependente da dose na
atividade de eliminacdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) (DALONSO
e DE OLIVEIRA PETKOWICZ, 2012). Além disso, segundo Werner e
colaboradores (2017), a suplementacdo de guarana pode melhorar
significativamente a viabilidade de espermatozoides apds o processo de

congelamento.

Estudos in vivo demonstram os efeitos antienvelhecimento do guarana
mediados pela atividade antioxidante e pelas vias DAF-16, HSF-1 e SKN-1 em
Caenorhabditis elegans (ARANTES et al, 2018). Também verificou-se uma
melhora no comprometimento da memoria devido a modulacdo da atividade da
acetilcolinesterase na hiperlipidemia induzida por Poloxamer-407 em cérebro de
ratos (RUCHEL et al, 2017), bem como a melhora e a aceleragdo no processo
de cicatrizagcéo de fraturas em modelos animais (RAJFER et al, 2017). Outros

efeitos benéficos relacionados ao guarana consistem na atividade antineoplasica
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e quimioprotetora que podem estar associados aos taninos presentes em sua
composicdo (CARVALHO et al., 2016). Para mais, Fukumasu e colaboradores
(2011) reforcam o potencial terapéutico de P. cupana no tratamento de cancer
em modelos experimentais, demonstrando efeitos positivos associados a uma
parada em G1 no ciclo celular, induzida pela diminuicdo da expresséo de ciclina
D1 em células pré-neoplasicas a altamente metastaticas, demonstrando o
possivel potencial terapéutico de P. cupana no tratamento de cancer em modelos
experimentais. Os estudos mencionados e referenciados foram resumidos na

Figura 2, abaixo:

Figura 2 - Estudos com Paullinia cupana

oo Estudos com
n V1Yo In vitro

Paullinia cupana
(‘f‘"’— antienvelhecimento mediado pela

atividade antioxidante e pelas vias DAF- ——
16, HSF-1 e SKN-1

tratamento de cancer com efeitos
positivos associados a uma parada em G1
no ciclo celular, induzida pela diminuigao
da expressao de ciclina D1 em células
pré-neoplasicas a altamente

aumento dose-dependente
na atividade de eliminagéao do
radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil)
metastaticas
diminuigao da mortalidade

celular, peroxidagao lipidica,
dano ao DNA e estresse

promogéo da perda de peso, ténico
muscular, renal e cardiaco,
rejuvenescedor, para o tratamento das
enxaquecas, agregacao antiplaquetaria,
efeitos cardioprotetores, propriedades
antioxidantes, anti depressivas e anti
microbianas
melhora e o aceleramento no processo de
cicatrizagao de fraturas em modelos animais

» 7" melhora no comprometimento da memoéria —
devido a modulagao da atividade da

oxidativo
aumento dos niveis da enzima
antioxidante superoxido
dismutase demonstrando os
efeitos no metabolismo do
o6xido nitrico (NO)

melhora significativa da
viabilidade apos o processo
de congelamento

. | Jp acetilcolinesterase na hiperlipidemia induzida oo
por Poloxamer-407 em cérebro de ratos

Fonte: Elaborada pela autora.

Estudos in vitro com componentes do guarana, como teobromina e
cafeina, mostraram aumento do potencial osteogénico de osteoprogenitores da
medula 6ssea (CLOUGH et al, 2017) e efeitos benéficos em MSCs primarias
derivadas do tecido adiposo bem como em linhagem de células estromais de
medula Ossea (M2-10B4), aumentando a diferenciagdo em osteoblastos
mediada pela ativagdo de RUNX2 (SU et al, 2013), em baixas doses; no entanto,

em altas doses esse efeito € eliminado significativamente.
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Por outro lado, existem relatos de que a cafeina, um dos principais
componentes de P. cupana, promove a supressao da proliferacédo celular (HE et
al., 2003), aumenta a toxicidade da radiacdo (LOU et al., 1999), como também,
interfere no ciclo celular podendo suprimir a malignizacdo (KAUFMANN et al.,
2003). Entretanto o efeito especifico da cafeina é fortemente dependente da
concentracdo, condicfes experimentais e do tipo de célula, onde geralmente, a
cafeina sozinha, parece induzir a parada do ciclo celular e, sob certas condi¢des,
a apoptose (BODE e DONG, 2007).

Células Estromais Mesenquimais

As células estromais mesenquimais (MSCs) possuem um significativo
potencial terapéutico na medicina regenerativa devido as suas propriedades de
diferenciagéao, in vitro, nos mais variados tecidos, como cartilagens, 0Sso0s,
ligamentos, masculos e tenddes (HAO et al., 2012), sua capacidade migratéria
para tecidos lesionados (homing), e liberacdo de citocinas e outras moléculas
gue atuam como importantes moduladoras do sistema imunologico. Nesse
sentido apresentam consideravel relevancia nos estudos de diversas doencas
inflamatdrias, como por exemplo, a colite ulcerativa (DA COSTA GONCALVES
et al., 2014).

Muitas pesquisas tém focado no isolamento, cultivo e aplicacdo de MSCs
para uso terapéutico. Nesse sentido, células advindas de anexos embrionarios
como a membrana coridnica por exemplo, apresentam grande potencial de
autorrenovacao, diferenciacdo e  principalmente  importante  efeito
imunomodulador e imunossupressor paracrino (ARAUJO et al., 2017). Segundo
MARTINELLI e colaboradores (2016), uma vantagem importante dos tecidos
neonatais € que eles fornecem células imaturas, que tém menor risco de
mutacOes e exibem atividade celular superior, incluindo maior diferenciacao,

homing, poténcia de enxertia € menor imunogenicidade.

Dentre os mecanismos de acdo das MSCs esta a liberacdo de fatores
soluveis e vesiculas extracelulares com potenciais terapéuticos significativos que
atuam majoritariamente de forma paracrina. Zhang e colaboradores (2018),

atribuiram o reparo de cartilagem mediado por exossomos derivados de MSCs
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a ativacdo de adenosina exossomal mediada por CD73 da sinaliza¢do de AKT e
ERK, bem como a inducdo de um fendtipo imune regenerativo com maior
infiltracdo de macréfagos M2 regenerativos do que M1. Além disso, foi observada
reducdo nos niveis de citocinas sinoviais pro-inflamatoérias IL-18 e TNF-a.
Exossomos tém capacidade de mediar a comunicacgdo célula a célula, levando
substancias capazes de regular uma ampla gama de processos bioquimicos e
celulares, como o aumento da glicélise, modificando tanto a producdo de ATP
celular como também de intermediarios glicoliticos para atividades anabdlicas
(LAl et al, 2013).

Da Silva e colaboradores (2012) demonstraram os efeitos da terapia
celular na neuroprotecéo, regeneracao tecidual, inflamacéo e inducao de fatores
de crescimento. Além disso, estudos demonstram que 0s mecanismos de acao
das células estromais mesenquimais estdo associados a liberagédo de fatores
paracrinos que atuam mediando processos inflamatérios e auxiliando na reducao
dos danos gerados pelo estresse oxidativo (DA COSTA GONCALVES, 2017).

Nos ultimos anos, diferentes abordagens para aumentar o recrutamento
de MSCs, e bem como suas capacidades anti-inflamatorias, estao atraindo muito
interesse. Nesse sentido, a ativacdo de MSCs com citocinas, fatores de
crescimento, hipoxia, drogas farmacologicas, biomateriais entre outras
diferentes condic¢des de cultivo, mecanismos também conhecidos como ativacéo
ou "priming", estdo sendo amplamente investigados a fim de gerar produtos
celulares com maior potencial terapéutico para as diferentes aplicacfes clinicas
(KAVANAGH et al, 2014) (Figura 3).
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Figura 3 — Exemplos de estimulos que ativam as MSCs, vias biolégicas

envolvidas no processo e possiveis fenotipos

Nutrition Toxic
deprivation factors

\01/ Preconditioning
- ‘cne modification

Culture

Fonte: HU e LI, 2018

O cultivo de MSCs em situagdes como hipdxia, auséncia de soro fetal
bovino ou por exemplo, na presenca de citocinas inflamatoérias potencializa suas
propriedades terapéuticas aplicaveis aos principais processos envolvidos na
regeneracao tecidual. De fato, as MSCs in vivo ou em cultivo padrdo podem ser
consideradas quiescentes, mas sao ativadas em lesdes, fornecendo uma fonte

momentanea de fatores-chave que induzem a regeneracéo tecidual.

Neste sentido, e com base em estudos prévios descrevendo diversas
propriedades bioldgicas do guarana em diferentes tipos celulares, neste trabalho
estudamos os efeitos do guarand e da cafeina nas células estromais
mesenquimais buscando a possibilidade de utilizar este extrato como priming

celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar, in vitro, os efeitos de diferentes concentracbes de extrato de
guarana e de suas respectivas proporcdes de cafeina nas células estromais

mesenquimais derivadas de placenta humana.

2.2. Objetivos especificos
e analisar a area, polaridade celular e morfologia nuclear de MSCs tratadas

com guarana ou cafeina, através de microscopia de fluorescéncia;

e verificar o grau de apoptose e o ciclo celular de MSCs tratadas com

guarana ou cafeina através de citometria de fluxo;

e inferir o potencial de membrana mitocondrial de MSCs tratadas com

guarana ou cafeina, por citometria de fluxo;
e avaliar a viabilidade celular de MSCs tratadas com guarana ou cafeina;

e examinar o potencial antioxidante de MSCs tratadas com guarana ou

cafeina;

e efetuar ensaios de proliferagcéo celular com population doubling de MSCs

tratadas com guarand ou cafeina;

e averiguar a capacidade de migracdo celular de MSCs tratadas com

guarana ou cafeina.

e Quantificar as vesiculas extracelulares produzidas por MSCs tratadas

com guarana ou cafeina.
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4. CONCLUSOES

Os dados aqui apresentados demonstram evidéncias in vitro, de que o
guarana pode ser uma alternativa promissora para ativar células estromais
mesenquimais a fim de promover melhores produtos celulares para futuras
terapias clinicas. A figura 4 apresenta um resumo das principais descobertas e

resultados encontrados com base nos objetivos inicialmente propostos.

Figura 4 - Resumo contendo as principais descobertas do estudo

Efeitos do Guarana (Paullinia cupana) 1000 pg/mL
em MSCs:

Morfologia e Polaridade Celular
Modificagdo da morfologia (+ alongamento)

proporcionando um indice de polaridade
celular elevado

Migracao Celular
Através do wound healing, avaliando a migragao

aleatéria, ndo houve mudancgas! Mas com a

presenga de um quimioatrator as células
migraram mais (transwell), perfil importante
para utilizagdo das células em terapias

Aumento significativo na viabilidade,
mensurada através de MTT. Assim como
maior quantidade de vesiculas liberadas no
meio extracelular devido a estimulagdo do
guarana

Com JC-1 verificou-se maior potencial de
membrana mitocondrial, entretanto nédo
houve diferenga na quantidade de
mitocdndrias presentes em cada célula

Nao foi observado mudangas no ciclo

celular, independente da concentragao.
Diminuiu os niveis de autofagia,
caracteristica de células ativadas

Mensurado através da quantidade de tiéis

Apresentou menor dobro totais reduzidos, foi descoberto um maior
populacional nos dias mensurados, potencial redox, o que esta de acordo com
caracteristica de células ativadas resultados prévios encontrados na literatura

Fonte: Elaborada pela autora.

Portanto, as células que receberam guarana 1000 pg/ml apresentaram
caracteristicas classicas de células ativadas, que ja estdo bem definidas e descritas
na literatura, como a diminui¢éo na proliferacéo celular e modificacées no nivel de
autofagia, além disso proporcionaram maior viabilidade, com maior potencial de
membrana mitocondrial e de migracdo celular bem como maior potencial
antioxidante e liberagdo de vesiculas extracelulares. Essa combinacdo de
propriedades torna-se relevante na medicina regenerativa ja que o guarana pode
ser adquirido por um valor acessivel e ndo causar danos aos funcionamento e

fisiologia das células estromais mesenquimais.
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