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RESUMO

A inflamacéo esta envolvida com diversas doengas que acometem grande parte da populacdo
mundial. O cetoprofeno € um medicamento amplamente utilizado no tratamento dos
processos inflamatorios. Apesar de sua eficacia, este farmaco apresenta importantes efeitos
colaterais. O mecanismo pelo qual tais efeitos indesejados acontecem ndo sdo totalmente
conhecidos. Pesquisas indicam o envolvimento da inibicdo de algumas enzimas. Porém,
outros alvos tém sido apontados como corroboradores das complicacBes clinicas do
cetoprofeno, como é o caso do estresse oxidativo. O estresse oxidativo € uma condicdo
deletéria para o organismo que pode ser amenizada pela acdo de agentes antioxidantes, tais
como: catequinas, taninos e outros polifendis. A relacdo entre o estresse oxidativo,
cetoprofeno e a contribuicdo de moléculas antioxidantes neste processo precisa ser melhor
esclarecida e pode ser um futuro alvo terapéutico quando se trata da melhoria da acdo
farmacoldgica e/ou diminuicdo de efeitos colaterais provocados pelo uso do cetoprofeno.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo do cetoprofeno e do extrato aquoso
de guarana, isoladamente e associados, em sistemas oxidativos in vitro e modelos in vivo de
estudos de toxicidade renal e hepética avaliando-se pardmetros laboratoriais bioquimicos e
hematoldgicos. Dentre os modelos utilizados estdo: ABTS™", DPPH*, HOCI, O™, inibicédo de
peroxidase e hemolise provocada pelo radical AAPH. Para o estudo in vivo foram utilizadas
ratas (Wistar), que foram assim divididas (n=10 ou 11 animais): grupo controle (salina),
grupo cetoprofeno (20mg/kg/dia), grupo extrato aquoso de guarana 0,1 (0,1mg/g/dia), grupo
extrato aquoso de guarand 1 (1mg/g/dia), grupo associacdo 0,1 (cetoprofeno 20mg/kg/dia +
extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia) e grupo associacdo 1 (cetoprofeno 20mg/kg/dia +
extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia), a administracdo das amostras se deu por via oral
(gavagem) durante 7 dias. Os resultados demonstraram que 0 extrato aquoso de guarana
apresentou significativa atividade antioxidante em todos os testes in vitro. O cetoprofeno
apresentou baixa atividade na maioria dos ensaios in vitro. A associa¢do destas substancias
demonstrou-se potencialmente benéfica sobre a acdo contra radicais livres e agentes
oxidantes, assim como na inibicdo da peroxidase. Nos ensaios in vivo, 0 cetoprofeno
provocou alteracGes significativas nos parametros renais: ureia, creatinina e acido Urico, e a
associacdo com 0 extrato aquoso de guaranad reverteu esta alteracdo. Nos parametros
hematoldgicos, o cetoprofeno causou anemia que nao foi revertida pelo tratamento com o
extrato. Sobre os marcadores de estresse oxidativo e defesa antioxidante observou-se
variabilidade nos resultados, de acordo com o indicador analisado. De uma maneira geral, o
cetoprofeno provoca a diminuicdo da capacidade antioxidante total bem como dos niveis de
catalase dos animais tratados, e 0 extrato aquoso de guarana contribuiu para o
reestabelecimento desta defesa. Os resultados sdo promissores e indicam que a associacéo
entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guarana pode ser uma alternativa para a diminuicao
dos possiveis danos vinculados ao uso deste farmaco e sob a perspectiva abordada neste
estudo. E ainda,é importante a realizagdo de estudos para a avaliagdo da manutencdo da
eficacia anti-inflamatoria do cetoprofeno quando utilizado associado a outras substancias.

Palavras- chave: cetoprofeno. extrato aquoso de guarana. estresse oxidativo. nefrotoxicidade.



ABSTRACT

Inflammation is involved in many diseases affecting much of the world's population.
Ketoprofen is a widely used drug in the treatment of these inflammatory processes. However,
despite its efficacy, this drug has significant side effects. The mechanism by which these
undesired effects occur are not fully known. Research indicates the involvement of inhibition
of some enzymes in this process. But nowadays other targets have been identified as
corroboradores of the clinical complications by use ketoprofen, such as the oxidative stress.
Oxidative stress is a deleterious condition for the organism that may be softened by the action
of antioxidants such as catechins, tannins and other polyphenols. The relationship between
oxidative stress, ketoprofen and the contribution of antioxidant molecules in this process need
to be clarified and may be a future therapeutic target when it comes to improving the
pharmacologic action and/or decreased side effects caused by use of ketoprofen. Thus, the
aim of this study was to evaluate the action of ketoprofen and the aqueous extract of guarana
alone and associates in oxidation in vitro and in vivo models of renal and hepatic toxicity
studies evaluating biochemical and hematological laboratory parameters systems. Among the
models used are direct action on ABTS™, DPPH’, HOCI, O™, inhibition of peroxidase and
hemolysis by AAPH radical. For the in vivo study, were used rats (female) (Wistar), which
were divided into groups (n=10 or 11 animals): control group (saline), ketoprofen group (20
mg/kg/ day), aqueous extract guarana group 0,1 (0,1 mg/g/day), aqueous extract guarana
group 1 (1 mg/g/day), association group 0,1 (ketoprofen (20mg/kg/day + water extract of
guarana 0.1 mg/ g/day) and association group 1 (ketoprofen (20mg/kg/day + water extract of
guarana 1 mg/g/ day), the administration of the samples was given by oral route (gavage) for
7 days. The results show that the aqueous extract of guarana show significant antioxidant
activity in all in vitro tests. The ketoprofen virtually showed no activity in in vitro assays used
in this study. The combination of these substances been shown to be potentially beneficial for
action against free radicals and oxidizing agents, as well as in the inhibition of peroxidase . In
in vivo assays, the ketoprofen caused significant changes in renal parameters: urea, creatinine
and uric acid, and the association with the aqueous extract of guarana reversed this change. In
hematological parameters, the ketoprofen caused anemia was not reversed by treatment with
the extract. On markers of oxidative stress and antioxidant defense we observed variability in
results, according to the indicator analyzed. In general, ketoprofen causes a decrease in the
total antioxidant capacity and catalase levels of treated animals, and the aqueous extract of
guarana contributed to re-establishment of this defense. On markers of oxidative stress and
antioxidant defense we observed variability in results, according to the indicator analyzed. In
general, the ketoprofen causes a decrease in the total antioxidant capacity and of the catalase
levels of treated animals, and the aqueous extract of guarana contributed to re-establishment
of this defense. The results are promising and indicate that the association between ketoprofen
and the aqueous extract of guarana can be an alternative to reduce the potential damage linked
to the use of this drug and considering the perspective addressed in this study. It is important
to emphasize the importance of conducting studies to assess the maintenance of ketoprofen
anti-inflammatory efficacy when used in combination with other substances.

Key words: ketoprofen. aqueous extract of guarana. oxidative stress. nephrotoxicity.
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Tabela 1 — Concentracdo dos componentes bioativos no extrato aquoso de guarana



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

102 Oxigénio singlete

AAPH 2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride
Abs ou A Absorbancia

ABTS 2,2'-Azino-bis-3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
AINES Anti-inflamatorios néo esteroidais

ALT Alanina aminotransferase

AMPc Monofosfato ciclico de adenosina

AST Aspartato aminotransferase

ATP Adenosina tri-fosfato

C Concentragéo

CAT Catalase

Cet Cetoprofeno

Cr fon cloreto

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
COEP Comité de ética em pesquisa em seres humanos
CoQ Coenzima Q

CoQH?2 Ubiquinol

COX Ciclooxigenase

DNA Acido desoxirribonucléico

DP Desvio padrao

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

DTNB acido 5-5’-ditio-2-nitrobenzodico

EAG Extrato aquoso de guarana

EDTA Acido etilenodiaminotetraacético
EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas do oxigénio

Fed* Cation ferro

GMPc Monofosfato ciclico de guanosina

GR Glutationa redutase

GSH Glutationa reduzida

GSH-Px Glutationa peroxidase

H* Hidrogénio radicalar

H202 Perdxido de hidrogénio

Hb Hemoglobina

HCT Hematdcrito

HO* Radical hidroxil

HOCI Acido hipocloroso

HRP Peroxidase de raiz forte

1Cso0 Concentracdo inibitoria de cinquenta por cento
IL-1 Interleucina um

IL-1p Interleucina-um beta

INOS Oxido nitrico sintase induzivel

KCI Cloreto de potassio

MPO Mieloperoxidase



NaCl Cloreto de sodio
NADP Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NADPH oxidase Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase

NBT Nitrobluetetrazolium

NF-kp Fator nuclear kappa beta

NO* Oxido nitrico radicalar

NOS Oxido nitrico sintase

02 Oxigénio molecular

02~ Anion superdxido

OAT1 Transportador de anion organico-um
OAT3 Transportador de anion orgénico-trés
OONOr Peroxinitrito

PCR Proteina C reativa

PGD:2 Prostaglandina D dois

PGE: Prostaglandina E dois

PGF2a Prostaglandina F dois alfa

PGG:2 Prostaglandina G dois

PGH:2 Prostaglandina H dois

PGs Prostaglandinas

PMNs Polimorfonucleares

ROO* Radical peroxilo

SH-NP Grupamentos sulfidrilicos ndo-proteicos
SH-T Grupamentos sulfidrilicos totais
SOD Superéxido dismutase

TauCl TaurinaCloramina

TCA Acido tricloroacético

TMB Tetrametilbenzidina

TNF-a Fator de necrose tumoral-alfa

TXA: Tromboxano A dois

URAT1 Transportador de urato-um

Vo Velocidade inicial

VCM Volume corpuscular médio

A Lambda, comprimento de onda
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1 INTRODUCAO

O processo inflamatdrio ocorre como uma resposta do tecido a injdria celular e
caracteriza-se por um fenémeno complexo e dindmico que pode ser desencadeado por
diferentes estimulos, como: infec¢des, exposicdo a alérgenos, radiacdo e produtos quimicos
toxicos, doencas autoimunes e crénicas, obesidade, e dieta de alto teor calorico (SCHETTER
et al., 2010). Este processo envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares
gue incluem extravasamento de fluidos, ativacdo enzimatica, migracédo celular, liberacdo de
mediadores, sensibilizagéo e ativagdo de receptores, lise tecidual e reparo (BECKER, 1983).

Os macrdéfagos e os leucdcitos polimorfonucleares desempenham um papel
importante no desenvolvimento do processo inflamatorio através da liberacdo de fatores
soltveis de regulacdo da fase aguda denominados de citocinas: interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral o (TNF- o) (CARVALHO; LEMONICA,
1998).

Além disso, os macrdéfagos e neutréfilos, bem como as células teciduais lesadas
liberam uma variedade de substancias oxidantes, enzimas, e espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERN) sdo produzidas em abundancia, promovendo a inducdo de um
grande nimero de fatores transcricionais (expressao de enzimas com capacidade de eliminar
radicais livres (catalase) e com atividade de reparo tecidual como a colagenase e a
estromelisina (COBB et al., 1996). Pode haver rompimento de mitocondrias com liberacdo de
enzimas liticas, peroxidacdo, destruicdo de membranas e dano no DNA (DRAY, 1995).

A inflamacdo pode ser classificada em aguda e cronica. A inflamacgéo aguda € uma
fase inicial e instala-se rapidamente. Este tipo de inflamacéo persiste apenas por um curto
periodo de tempo (LIN; KARIN, 2007). Uma vez que o estimulo nocivo € removido, a reacdo
inflamatoria pode diminuir e ocorre o restabelecimento da estrutura do tecido e sua funcdo
fisiologica (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Ja a inflamacdo crbnica persiste por um
longo periodo e pode predispor o individuo a doencas cronicas (LIN; KARIN, 2007).

Para o tratamento da inflamacdo s&o utilizados farmacos anti-inflamatorios, como
por exemplo, o cetoprofeno, um anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE). Os AINES estdo
entre 0os medicamentos mais vendidos no mundo. Sua comercializacdo atinge cerca de 73
milhGes de prescri¢des anuais em todo o mundo (HAHN, 2006). Em 2010, no Brasil, foram
gastos 1,5 bilhdo na compra deste tipo de medicamento (SILVA et al., 2013). O cetoprofeno é
amplamente utilizado pela populacdo em geral, desde criancas (FERREIRA et al., 2013) até
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idosos (MOTA et al., 2010). Possui sua eficacia estabelecida, o que se da através da inibicdo
nédo seletiva da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) (LEVOIN et al., 2004). Entretanto,
apos o seu uso, alguns efeitos adversos podem ser observados, seja na mucosa
gastrointestinal, nos rins ou até mesmo no figado (LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005;
RADI; KHAN, 2006; TOMIC et al., 2008).

O mecanismo pelo qual os efeitos adversos acontecem ainda ndo esta completamente
elucidado. Ha estudos que apontam a inibicdo da producédo das prostaglandinas (PGs) como
fator determinante para o estabelecimento destes efeitos, sob outra perspectiva acredita-se que
0 estresse oxidativo também possa contribuir para tal, visto que a utilizacdo do cetoprofeno
esta relacionada com o aumento de ERO e diminuicdo de algumas enzimas antioxidantes no
local em que sdo observados os principais danos causados pelo uso deste farmaco (LASTRA
et al., 2002; LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005; RADI; KHAN, 2006; DOMIGUEZ-LUIS
etal., 2013).

Assim, para evitar ou diminuir os danos em que hd o envolvimento do estresse
oxidativo induzido por xenobioticos pode-se utilizar substancias antioxidantes exogenas
oriundas de fontes naturais (SIWAK et al., 2013). Tendo em vista a grande variedade de
plantas brasileiras e ampla aplicabilidade de produtos naturais, seja como coadjuvantes da
terapia ou como principio ativo principal (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006), novas fontes
antioxidantes tém sido alvo de pesquisas, como por exemplo, o guarana (Paullinia cupana)
(BITTENCOURT etal., 2013; COSTA et al., 2011).

Além de apresentar propriedades afrodisiacas, auxiliar na perda de peso e na
manutencdo da memoria (ESPINOLA et al., 1997), o guarana possui atividade antioxidante
(BASILE et al., 2005) e torna-se uma potencial fonte de moléculas que podem minimizar os
efeitos colaterais provocados pelo cetoprofeno relacionados ao estresse oxidativo.

Desta forma, este estudo justifica-se, dada a ampla aplicabilidade clinica do
cetoprofeno e os efeitos adversos que ainda sédo observados, e a auséncia de dados na
literatura que demonstram o efeito da associacdo entre o cetoprofeno e o guaranad e
principalmente, se o guarana (substancia antioxidante natural) altera os efeitos adversos.

Para esclarecer as possiveis interacfes entre o cetoprofeno, o guarana, os radicais
livres e espécies oxidantes ndo radicalares, sdo propostos neste trabalho, ensaios modelos

amplamente utilizados para esta finalidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da associacdo do extrato aquoso do guarand ao cetoprofeno em

sistemas oxidativos in vitro e ex vivo e modelos de estudos de toxicidade in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sédo objetivos especificos deste trabalho:

i) avaliar o efeito in vitro do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarana associados ou
ndo frente a radicais livres e ERO;

i) avaliar a acdo ex vivo do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarana associados ou
ndo, sobre a hemalise induzida ou ndo por radicais livres;

iii) avaliar a hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade em animais tratados e ndo-tratados com
cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guarana;

iv) avaliar a influéncia do uso de cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guarand nos
parametros hematoldgicos dos animais estudados;

V) avaliar o estatus antioxidante do soro dos animais tratados e ndo-tratados com
cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guarana, e ainda;

vi) determinar os efeitos sobre biomarcadores teciduais do estresse oxidativo provocados
pelo tratamento dos animais com cetoprofeno e/ou extrato aquoso de guarana;

vii)  determinar os principais componentes bioativos do extrato aquoso de guarana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CETOPROFENO

Para o tratamento da inflamacdo existem varios farmacos anti-inflamatdrios
esteroidais e ndo esteroidais (AINES). Os AINES sdo subdivididos em grupos, devido as
diferengas nas suas estruturas quimicas: salicilatos, derivados do &cido fenamico, &cido indol
e indol acéticos, acidos hetero-aril acéticos, acidos endlicos, sulfonanilida, &acidos
arilpropiénicos (ROBERTS; MORROW, 2005).

O cetoprofeno (acido 2- (3-benzoil-fenil) propidnico), € um anti-inflamatério
derivado do acido arilpropionico (LEVOIN et al., 2004). Foi originalmente sintetizado em
1967 na Franca e lancado como farmaco oral na década de 1970 (KANTOR, 1986). E
praticamente sollvel em acetona, etanol e metanol e pouco solivel em &agua; sua baixa
solubilidade é um fator limitante quando se trata da sua biodisponibilidade (SHENG et al.,
2006).

Quimicamente, é um acido fraco, devido a presenca de um atomo de carbono quiral
na cadeia lateral do acido propibnico, resultando em duas formas enantidmeras: R e S,

conforme estrutura apresentada na Figura 1 (LEVOIN et al., 2004).

Figura 1- Estrutura molecular dos enantidmero R e S do cetoprofeno

(O Rcetoprofeno S cetoprofeno

Fonte: Adaptado de Costa et al., 2006.
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O enantibmero R é menos ativo terapeuticamente, sendo o isémero S o maior
responsavel pelos efeitos farmacoldgicos e farmacodinamicos do cetoprofeno (RENCBER,;
KARAVANA; OZYAZICI, 2009). Estudos demonstram que o S-cetoprofeno produz efeitos
analgésicos eficazes e ¢ o maior responsavel pelo efeito anti-inflamatorio (CABRE et al.,
1998). In vivo o isdbmero R é convertido na forma S em diversas espécies de animais e a uma
taxa de 10% em seres humanos (JAMALI; BROCKS, 1990). Atualmente, o cetoprofeno é
comercializado como mistura racémica de R e S enantidmeros (ASENSIO et al., 2007),
disponivel em diversas formas farmacéuticas: comprimido, xarope, gel topico, supositério
retal, solucédo oral, solugdo injetavel e capsula gelatinosa (BRASIL, 2015).

A administracdo oral do cetoprofeno leva a uma rapida absor¢do e a sua
biodisponibilidade é proporcional a dose. A meia-vida plasmatica é de cerca de 2-4 horas,
atingindo o pico dos niveis plasmaticos em 1-2 horas. O cetoprofeno apresenta alta afinidade
de ligacdo as proteinas plasmaticas (aproximadamente 99%) e a sua metabolizacdo é hepatica,
sendo biotransformado em seus metabdlitos inativos que sdo eliminados através da excre¢do
renal (RENCBER; KARAVANA; OZYAZICI, 2009) e biliar (ZHAO et al., 2007).

O cetoprofeno é um farmaco analgésico, antitérmico e anti-inflamatério e o farmaco
de escolha no tratamento de artrite reumatdide, traumatismos musculo-esqueléticos,
osteoartrite e artrite gotosa aguda (LEE et al., 2007), bursites e tendinites (RENCBER;
KARAVANA; OZYAZICI, 2009).

Seu mecanismo de acdo esta baseado na inibicdo ndo seletiva da enzima
ciclooxigenase (COX), pois inibe a isoforma 1 (COX-1) e 2 (COX-2) (KAY-MUGFORD;
BENN; LAMARRE, 2000), o que provoca a inibi¢do da sintese de diversas prostaglandinas
(PGs) (LEVOIN et al., 2004).

A COX é uma enzima ligada a membrana celular e apresenta atividade de
endoperoxido sintetase (forma prostaglandina G, (PGG.) a partir do acido graxo precursor
ndo esterificado) e de peroxidase {converte PGG. em prostaglandina H> (PGH>)} (Figura 2), e
é encontrada no cérebro e tecidos periféricos, como: mucosa gastrica, células endoteliais, rins,
Utero (ROBERTS; MORROW, 2005). E responsével pelos dois primeiros passos na sintese de
prostandides e as etapas posteriores sdo dependentes de enzimas tecido-especificas ou de

mecanismos nao enzimaticos (MENDES et al., 2012).
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Figura 2 - Acédo da enzima COX e seus subprodutos

Fosfolipideos de membrana

Fosfolipase A;

Acido araquiddnico
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Fonte: Adaptado de Mendes et al., 2012

A isoenzima COX-1 é constitutivamente expressa em muitos tecidos. E responsavel
pela formacdo de PGH que é precursora da prostaglandina E> (PGEz) e prostaglandina D>
(PGD2) na mucosa gastrica. As fungdes fisioldgicas da PGE2 e PGD> incluem a protecdo da
mucosa gastrica, pois inibem a secrecéo acida pelo estdbmago, aumentam o fluxo sanguineo
local e a secrecdo de muco citoprotetor. Além disso, através da atividade da COX-1 nas
plaquetas € sintetizado tromboxano A (TXA:) que causa agregacdo plaquetaria,
vasoconstricao e proliferacdo de células musculares lisas. Em diferentes regides do rim ocorre
a formacéo de PGE; e PGD. através da agdo precursora da COX-1, e estas PGs possuem
como funcdo a dilatacdo vascular, diminuem a resisténcia vascular renal e aumentam a
perfusdo do 6rgédo. Isso leva a redistribuicdo do fluxo sanguineo do cortex renal para os
néfrons na regido intramedular. Além disso, PGE> e prostaglandina F», (PGF2,) medeiam
efeitos diuréticos e natriuréticos (BATLOUNI, 2010). A COX-1 também pode ser induzida
em pulmdo embrionario humano, fibroblastos e macrofagos alveolares e peritoniais por

estimulos inflamatérios.
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A COX-2, também ¢é constitutivamente expressa em tipos de células e de tecidos
especializados, e auxilia em func@es especificas, como a neurotransmissdo, secrecéo de renina
e no feedback tubuloglomerular nos rins (LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005). A COX-2 ¢
induzivel e tipicamente produz prostanoides pré-inflamatorios que medeiam as respostas
durante a infeccdo e inflamacéo (LEE; RODRIGUEZ; DIONNE, 2005).

As PGs sdo importantes mediadores durante o processo inflamatério. Por exemplo, a
PGE. e a PGIl> sdo potentes agentes vasodilatadores e potencializam o aumento de
permeabilidade induzido por mediadores como bradicinina e histamina. Além disso, tais PGs
também estdo envolvidas na hiperalgesia (MENDES et al., 2012).

Vérias citocinas, especialmente o fator de necrose tumoral-o. (TNF-0) e a
interleucina-1 (IL-1), sdo estimulantes da COX-1 e COX-2 0 que ocasiona maior sintese de
PGs e também aumentam a sintese de PGE. no hipotalamo, levando a diversas reacdes
quimicas que resultam na elevacdo da temperatura corpérea (ROBERTS; MORROW, 2005).
Assim, com a utilizacdo do cetoprofeno tais efeitos sdo inibidos e o processo inflamatério
resolvido.

Embora o cetoprofeno seja um farmaco seguro e eficaz sdo comuns alguns efeitos
adversos. Conforme Radi e Khan (2006) o blogueio tanto da COX-1 como da COX-2 provoca
a diminuicdo da sintese das PGs que protegem a mucosa gastrica. Podendo ocorrer: ulceracgéo,
hemorragias, aumento na permeabilidade da mucosa intestinal e hipermotilidade gastrica
(RADI; KHAN, 2006).

Markiewicz e Pasenkiewicz-Gierula (2011) propuseram uma hipétese alternativa
para os efeitos indesejados relacionados a mucosa gastrica: o cetoprofeno pode afetar a
hidrofobicidade desta mucosa, 0 que aumentaria a sua permeabilidade diminuindo a
resisténcia luminal ao &cido gastrico.

Aponta-se também disfuncdo renal e reducdo do clearance de cretinina (LEE;
RODRIGUEZ; DIONNE, 2005; TOMIC et al.,, 2008). Alguns desses efeitos colaterais
observados na funcdo renal também estdo relacionados com a inibicao da sintese das PGs que
fisiologicamente s&o produzidas nesta estrutura. Com a inibicdo da producdo da PGE: a
hemodindmica medular, o metabolismo do sodio e da agua é prejudicado. Desta forma héa
diminuicdo do fluxo renal (ndo ha vasodilatacdo da arteriola eferente) e retencédo de sodio
(ndo hé inibicdo da reabsorcéo de sddio no ramo ascendente da alca de Henle) (MURRAY;
BRATER, 1993).

Tomic et al (2008) também observaram possiveis efeitos adversos sob o figado de

animais tratados com cetoprofeno. Os resultados apontaram alteracdo da estrutura
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morfolégica do figado que apresentou infiltracdo perivascular e discreta degeneracdo do
parénquima (TOMIC et al., 2008).

O mecanismo de acédo destes efeitos indesejados ainda ndo foi totalmente elucidado,
e um aspecto importante a se considerar € a participacdo de radicais livres e espécies reativas
(Lastra et al., 2002).

3.2 ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO

As espécies reativas do oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) séo
moléculas altamente reativas que podem ser radicais livres ou ndo. Radical livre é definido
como um atomo ou molécula que contem um ou mais elétrons desemparelhados (numero
impar de elétrons na sua ultima camada eletrdnica) e este ndo emparelhamento de elétrons é
responsavel pela alta reatividade destes atomos ou moléculas. Ja as espécies reativas ndo
radicalares contém apenas elétrons emparelhados na sua Gltima camada eletrdnica e sdo muito
reativas, porém todas as ERO e ERN participam de diversas reacdes de Oxido-reducdo que
compde o sistema bioldgico (HALLIWELL, 1991).

A formacdo in vivo de ERO ocorre a partir de reacGes de auto-oxidacao, reagao
fotoquimica e reacBGes enzimaticas (citocromos, oxidases, peroxidases, lipooxigenases,
desidrogenases) e pode envolver compostos enddgenos e varios xenobioticos (KEHRER,
2000).

Em condicBes fisiologicas também sdo produzidas ERO e a mitocondria €
considerada uma importante fonte. 1sso se da porque em organismos aerébicos a adenosina
tri-fosfato (ATP) € obtida a partir da reducdo completa do oxigénio molecular (O2) por quatro
elétrons. Essa transferéncia de elétrons ao longo das enzimas da cadeia respiratoria ndo é
totalmente eficiente, principalmente nos complexos I, 11 e 11l e o O2 pode receber menos de
quatro elétrons, resultando na formacéo de anion superoxido (02™). Aproximadamente 2% do
O, que entra na mitocondria é convertido em anion superéxido (02") (BURTON;
JAUNIAUX, 2011).

Em niveis homeostaticos, ERO possuem importantes a¢des sobre a funcdo celular,
incluindo ativacdo de fatores de transcricdo como, por exemplo, o fator nuclear kf (NF-kf3)
que regula a expresséao de citocinas pro-inflamatorias e outras citocinas, diferenciagdo celular
e apoptose, ativacdo de proteinas cinases e fagocitose (BURTON; JAUNIAUX, 2011;
KEHRER, 2000). Na fagocitose ocorre a ativacdo da enzima nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase) dos fagdcitos (neutrofilos, macréfagos,
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eosindfilos) e esta promove o aumento do consumo de oxigénio com consequente producéo
de O2™ que é importante para a defesa (atividade antimicrobiana), assim como para a geracao
de outras ERO. Esse processo é conhecido como "oxidative burst” e destaca-se o papel de

duas enzimas:

1) NADPH oxidase: um complexo enziméatico de membrana, que catalisa a reducéo
monovalente do Oza O, €;

i) Mieloperoxidase (MPO): utiliza o perdxido de hidrogénio (H202) para oxidar o ion
cloreto (CI") a acido hipocloroso( HOCI) com acdo microbicida (VELLOSA et al.,
2007a; CAPEILLERE-BLANDIN, 1998).

De tal forma, diversas ERO sdo biologicamente importantes, com destaque para:

i) Anion superdxido (O27): é gerado continuamente por diversos processos celulares
(cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, por meio de enzimas como xantina
oxidase e NADPH oxidase), ou pela reducdo monoeletrénica de O2. O O2" pode sofrer
reacdo de dismutacdo catalisada pela superoxido dismutase (SOD) ou por dismutacdo
espontanea em solugdo aquosa (VASCONCELOS et al., 2007):

20, + 2H —22 5 1,0, + 0,

Em solucdo aquosa € um forte agente redutor e pode acelerar a reacdo de Fenton
(VASCONCELOS et al., 2007):

O +Fe¥* ———>Fe?+0;
Pode auxiliar na formagdo do radical hidroxil (HO") (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006):

Oy + H0; — 8 S OH+ OH + 0,

Ao reagir com o 60xido nitrico, 0 O™ pode formar peroxinitrito (OONO"), uma ERN

permeével as membranas e que possui fungdo microbicida (VASCONCELOS et al., 2007):

02"+ NO® — > ONOO"
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Perdxido de hidrogénio (H202): é um intermediario formado na reacdo de
dismutacdo espontanea do O." ou catalisada pela SOD, além disso, pode ser gerado
por enzimas oxidases ou pela B-oxidacdo de &cidos graxos e auto-oxidacdo de
produtos quimicos durante o ciclo redox (GOETZ; LUCH, 2008; HALLIWELL;
CLEMENT; LONG, 2000). Esta molécula ndo é¢ um radical livre, porém possui alta
capacidade de transpor as membranas celulares e gerar o radical peroxil na presenca
de metais de transicdo (VASCONCELOS et al., 2007):

H,0, + Fe?*————> Fe® + OH'+ OH"

E parcialmente eliminado pela acdo de enzimas, como: catalase (CAT), glutationa
peroxidase e peroxidases ligadas a tioredoxina, mas como essa eliminacdo tem baixa
eficiéncia, grande parte do H>O: é liberado para a célula (HALLIWELL; CLEMENT;
LONG, 2000):

2H,0; —AT S92 H,0+0;

Radical hidroxil (OH"): este radical € considerado extremamente toxico, devido a sua
alta reatividade, meia via extremamente curta (1ns) e porque o organismo humano néao
dispde de um mecanismo de defesa especifico (VASCONCELOS et al., 2007;
GOETZ; LUCH, 2008).

O OH" pode ser formado a partir do O™, H20, e também pela reagdo (VELLOSA et
al., 2007a):

HOCI + O2"——> OH" +Cl"+ O2

Acido hipocloroso (HOCI): é uma espécie ndo radicalar, permeéavel as membranas
biologicas. E formado pela oxidacdo de ions cloreto, catalisada pela MPO em
presenca de H>O. (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLQV, 2013):

Cl+H,0, M2 5 CIO™ + H* + H;0 (pH > pKa )

Cl'+ H0; —P9s  HOCI + H20 (pH < pKa)
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O HOCI pode gerar outras ERO, como: oxigénio singlete e radical hidroxil via sua
reagdo com peroxido de hidrogénio e anion superdxido, respectivamente. Ndo ha mecanismos
enzimaticos de defesa contra oxidantes clorados, tanto em mamiferos como em bactérias.
(LAPENNA; CUCCUROLLDO, 1996.)

O HOCI forma grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da sua
reacdo com aminas primarias ou secundarias. Essas cloraminas sdo oxidantes de vida longa e
sua reatividade depende de sua lipossolubilidade. O B-aminoéacido taurina, de maior
abundancia em neutrofilos e principal alvo nestas células, reage com o HOCI formando
taurina cloramina (TauCl) (BABIOR, 2000).

Além disso, ha indicios de que o HOCI estd envolvido com a formacdo de outras
ERO, através de diferentes reacdes (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOV, 2013):

FeZ* + HOCl ————> Fe**+OH +CI-
HOCI + H:0, ———— 10+ ClI "+ H"+ H,0
HOCI+NO; —— > CI +H"+NO3~

V) Oxido nitrico (NO*) e Peroxinitrito (OONO"): séo sintetizados nos organismos por
meio da acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) (VASCONCELOS et al., 2007):

L- arginina L NO" + L- citrulina
O./NADP

O NO’, um radical gasoso lipossoluvel e hidrossollvel, e em meio aquoso, reage com

0 oxigénio para formar outras espécies reativas:

2NO" + Oo—> 2NO;

NO™ + 0" — > OONO"

O OONO" é um radical instavel com tempo de meia vida curto. E um potente
oxidante e forma OH" independente da presenca de metal de transicdo (VASCONCELOS et
al., 2007):

OONO + H" ——————> OH"+ NO>
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Vi) Oxigénio singlete (*O2): é a forma excitada de oxigénio molecular, ¢ muito reativo e
ndo possui elétrons desemparelhados em sua Ultima camada (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Pode ser produzido através da reacdo H.O, com OCI ou
ONOO" ou pela dismutacéo espontanea do O2" (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Além das ERO, é importante salientar a participacdo das enzimas peroxidases nas
reacOes de oxidacdo e reducdo. Dentre as peroxidases humanas citam-se: a MPO, peroxidase
eosinofilica (EPO), peroxidase da tiredide, prostaglandina endoperdxido sintase e muitas
outras. Além disso, as plantas também possuem peroxidases, que sdao amplamente estudadas,
destacando-se a horseradish peroxidase (peroxidase de raiz forte (HRP), que possui massa
molecular de 42,1 KDa, é uma hemeproteina cujo grupo prostético, a protoporfirina IX, esta
ligada ndo covalentemente a parte protéica da molécula. As peroxidases oxidam xenobidticos
(X) na presenca do H202 (O'BRIEN, 2000):

Peroxidase + H. O, —> Composto | + HOH
Composto | + XOH —> Composto Il + XO*
Composto Il + XOH ———> Peroxidase + XO" + H20>

As ERO também estdo relacionadas com processos fisiopatoldgicos especialmente
quando ocorre um desequilibrio entre a geracdo de ERO e a capacidade celular de neutralizar
estas moléculas, o que resulta em danos na homeostasia fisioldgica (GOETZ; LUCH, 2008).
As ERO podem agir sobre a membrana celular, proteinas e DNA.

O OH" causa modificagdo no DNA (com modificacdo das bases e quebras das fitas),
danos nas proteinas, principalmente nos amino&cidos cisteina, histidina e triptofano podendo
ocasionar clivagens de ligacbes com consequente perda da atividade enzimatica, problemas
no transporte ativo através das membranas celulares, citolise e morte celular
(VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Além disso, pode provocar peroxidacéo lipidica, que € a oxidagdo dos acidos graxos
poliinsaturados presentes nos lipidios de membrana, alterando a estrutura e fluidez da
membrana celular (GOETZ; LUCH, 2008).

O Oy pode agir sobre proteinas e liberar Fe?* das proteinas de armazenamento e de
ferro-sulfoproteinas, tais como ferritina e aconitase, respectivamente. Também pode oxidar
aminoacidos como a cisteina, gerando um tio-radical (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).
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O H20 oxida proteinas que apresentem residuos de metionina ou grupos tiois muito
reativos, como por exemplo, a glutationa reduzida (GSH) (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

O HOCI pode atacar biomoléculas de importancia fisioldgica, tais como tiois,
tioésteres, aminas, fenodis e ligagcBes insaturadas de moléculas com diferentes fungdes
orgénicas, provocando alteragdes estruturais e funcionais de aminodcidos, nucleotideos e
carboidratos e lipideos (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLQV, 2013).

O NO’ pode desencadear a desaminacdo de nucleotideos e, assim, contribuir para a
formagéo de lesdes no DNA, bem como interferir na apoptose celular por meio da sua reagédo
com os residuos de cisteina das caspases (GOETZ; LUCH, 2008). J& os principais alvos
celulares do ONOO" sdo grupos de moléculas que contém grupamentos tiois, metais de
transicdo, e dioxido de carbono. Além disso, pode reagir com a guanina, provocando
alteragdes no DNA e formando residuos 8-hidroxideoxiguanosina (GOETZ; LUCH, 2008).

E através do ataque das ERO a diferentes alvos moleculares do organismo que
diversas pesquisas relacionam estas espécies a patogénese de doencas como: cancer,
inflamacdo, doenca de Parkinson, Alzheimer, artrite, hipertensdo, aterosclerose e outras
(BHATT; LOKHANDWALA; BANDAY, 2014; CARNEVALE et al., 2014; TERLECKY,;
TERLECKY; GIORDANO, 2012; (PANASENKO; GORUDKO; SOKOLOV, 2013).

E importante salientar que o excesso de ERO pode resultar da ineficiéncia dos
mecanismos de combate ou de um excesso de sua producdo, sendo esta por mecanismos

patoldgicos ou pelo uso xenobioticos (KEHRER, 2000).

3.3 ARELACAO: ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E ANTI-INFLAMATORIOS

O estresse oxidativo é uma condicdo que resulta do desequilibrio entre o sistema pré
e antioxidante com predominio dos oxidantes (SIES, 1991). Este desequilibrio leva a danos de
biomoléculas e células importantes com potencial impacto sobre todo o organismo
(DURACKOVA, 2010).

O estresse oxidativo e a inflamacdo estdo intimamente relacionados, pois além da
sintese de prostaglandinas, outros fatores contribuem para a fisiopatologia deste processo,
como é o caso das ERO (GAWEL; LIBROWSKI; LIPKOWSKA, 2013).

A proteina C-reativa (PCR) é uma proteina de fase aguda e marcador de inflamacéo.
Ela pode promover aterogénese e parece induzir o estresse oxidativo in vivo, por meio da

estimulacdo da NADPH-oxidase, com consequente producéo de radical O™, juntamente com
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aumento da liberacdo de citocinas e outras moléculas pré-inflamatérias (DEVARAJ et al.,
2009; JIALAL.; KAUR; DEVARAJ, 2013).

Durante um processo inflamatorio, leucécitos polimorfonucleares (PMNSs) e outras
células fagociticas, sdo ativadas e mobilizadas para o local da inflamagdo (SWAIN; ROHN;
QUINN, 2002). Os PMNs além de atuarem na eliminacéo de agentes patogénicos por meio de
mecanismos independentes de oxigénio (quimiotaxia, fagocitose, degranulagéo e liberagédo de
enzimas liticas) (QUINN; GAUSS, 2004), também agem por mecanismos dependentes de
oxigénio, resultando na producdo de ERO (CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009), pois 0
O2" produzido €é rapidamente convertido ao H>O, espontaneamente ou pela enzima SOD
(BABIOR, 2004). O H20O> pode reagir com metais de transicdo formando o OH’, radicais
peroxilo (ROO"), NO*, ONOO" e HOCI (COSTA et al., 2006).

O NO° é produzido pelas sintases de éxido nitrico (iNOS ou NOS-2) durante a
inflamacdo, e provoca 0 aumento da permeabilidade vascular dos tecidos inflamados
(COSTA et al., 2006). Além disso, tem sido demonstrado que as citocinas, TNF-a e
interleucina-1 beta (IL-1B), produzidas durante a uma resposta inflamatéria, aumentam a
sintese de ERO (GAWEL,; LIBROWSKI; LIPKOWSKA, 2013).

Assim, 0 excesso de radicais livres e enzimas proteoliticas usadas como defesas no
processo inflamat6rio podem ser altamente tdxicos para as células e os tecidos circundantes
(PELLETIER et al., 2001).

Diante disso, estudos apontam novas perspectivas quanto a atividade dos AINES
(DOMIGUEZ-LUIS et al., 2013; FERNANDES et al., 2003). Ha controvérsias quanto & acio
pré ou antioxidante destes farmacos. Alguns AINES afetam uma variedade de sistemas
enzimaticos incluindo a glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GR), xantina
oxidase e SOD, o que provoca alteragdes nas concentragdes de ERO dentro da célula,
assumindo um papel importante na patogénese dos danos (VILLEGAS et al., 2000).

Ansensio et al. (2007) demonstraram a reducéo dos niveis de NADPH e GSH apo6s a
administracdo de AINES, como por exemplo, o cetoprofeno. Estes dados sugerem a
contribuicdo deste xenobiotico para 0 aumento do estresse oxidativo durante a inflamagé&o.

Lastra et al. (2002) sugerem que ERO podem desempenhar um papel importante na
patogénese dos danos causados pelo uso de cetoprofeno, uma vez que observaram o aumento
de ERO possivelmente gerado pela via da enzima xantina oxidase, bem como a diminuicéo

nos niveis da SOD.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jialal%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22520400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaur%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22520400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Devaraj%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22520400

30

Domiguez-Luis et al. (2013) demonstraram que 0os AINES podem gerar o O™ na
membrana plasmaética através da ativacdo da NADPH-oxidase. O grupo destaca que a ERO
poderiam servir como um alvo potencial para a gestdo das condicdes inflamatdrias.

Por outro lado tem sido sugerido que alguns AINES possuem atividade anti-
inflamatoria devido a sua capacidade de sequestrar ERO, bem como inibir o “oxidative burst”
de neutréfilos que é desencadeado por varios fatores de ativagdo, desempenhando assim um
papel protetor contra os danos oxidativos (FERNANDES et al., 2003).

Costa et al. (2006) demonstraram que o cetoprofeno possui acdo efetiva na
eliminacdo de radicais HO". Esta atividade pode ser explicada devido a reatividade direta do
anel arilo com este radical (NG; LIU; ZHAO, 2000). Além disso, o cetoprofeno também se
mostrou eficaz na eliminacdo de H20-, resultados também encontrados por Kladna et al.
(2006). Esta propriedade pode ser muito importante para o cetoprofeno porque a peroxidacéo
lipidica parece estar aumentada em doencas inflamatérias (SPITELLER, 2003). O
cetoprofeno também mostrou-se eficaz na inibicdo do “oxidative burst” de neutrdfilos, via
ERO (COSTA et al., 2006). Costa et al. (2006) e Kladna et al. (2006) sugerem que O
cetoprofeno ndo possui efeito pro-oxidante.

Sob outra perspectiva observa-se que a modificacdo da estrutura quimica do
cetoprofeno também pode contribuir na sua acdo quando se trata da relacdo entre a inflamacao
e 0 estresse oxidativo. Em estudo conduzido por Manente et al. (2011), o cetoprofeno foi
complexado a diferentes metais. A complexacdo do cetoprofeno ao cobre mostrou-se eficaz
na captura de oxidantes ndo radicalares, enquanto a complexacdo ao cério é mais efetiva sobre
radicais livres.

Tendo em vista que o processo inflamatorio esta relacionado com uma condigéo
oxidativa, é importante diminuir os efeitos pro-oxidativos deletérios relacionados a ela, pois
sua persisténcia durante um longo periodo de tempo pode levar a carcinogénese (FEDERICO
et al., 2007). Isso pode ser possivel atraves de moléculas com capacidade antioxidante, seja

ela endoégena ou néo.

3.4 ANTIOXIDANTES

Para a manutencdo da homeostase é importante que os niveis de substancias oxido-
redutoras (como as ERO) e o sistema antioxidante estejam em equilibrio. Antioxidantes sdo
substancias que, quando presentes em baixas concentracbes comparada a do substrato
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oxidavel, regeneram o substrato ou previnem significativamente a oxidacdo do mesmo
(HALLIWELL; CLEMENT; LONG, 2000).

Para diminuir ou prevenir os danos causados pelo excesso de ERO, o organismo

dispde de dois principais sistemas antioxidantes: enzimatico e ndo enzimatico (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

i)

As principais enzimas constituintes do sistema antioxidante enzimatico estéo:

Superdxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1): favorece a dismutacdo do radical
superoxido a peroxido de hidrogénio e oxigénio. As principais SOD, classificadas de
acordo com o seu centro redox e localizacdo celular sdo: SOD1 ¢ dependente de Cu?
e Zn?" e é encontrada no citosol de células eucariotas; SOD2, dependente de Mn®'e
encontrada na mitocéndria. (VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006);

Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6): decompde o perdxido de hidrogénio a agua, de forma
extremamente rapida: a velocidade da reacéo é de aproximadamente 1.7 x 10" ms™,
(SCANDALIOS, 2005);

Glutationa peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9): amplamente distribuida nos tecidos
humanos e animais, sendo produzida em grande quantidade nos rins, figado e sangue
total, em nivel moderado nos eritrécitos e em baixos niveis no plasma sanguineo.
Apresenta um residuo de cisteina contendo selénio covalentemente ligado ao restante
da enzima, componente importante para sua atividade antioxidante. Catalisa a
dismutacdo do perdxido de hidrogénio a agua, e atua de forma conjunta com a
glutationa redutase (GR) (EC 1.6.4.2), enzima responsavel pela regeneracdo da
glutationa a sua forma reduzida na presenga de NADPH (BARREIROS; DAVID,;
DAVID, 2006).

O sistema antioxidante enzimatico esta representado na Figura 3.
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Figura 3 - Sistema antioxidante enzimatico de uma célula modelo
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Fonte: Adaptado de KHALIL, 2002.

O sistema antioxidante ndo enzimatico é constituido por substancias produzidas pelo
organismo, como a glutationa, a ubiquinona e o acido Urico, e em substancias obtidas da dieta
como as vitaminas C e E, carotendides, polifendis e muitos outros (VASCONCELOS et al.,
2007).

A L-y-glutamil-L-cisteinilglicina (GSH) é um tripeptideo que exerce funcbes
essenciais na célula, destacando-se sua funcdo como cofator da GPx. Desempenha papel
protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidacdo a dissulfeto da glutationa (GSSG). E
um tampéo redox sulfidrilico que mantém os residuos cisteinila da hemoglobina e de outras
proteinas do eritrocito no estado reduzido. A GSH é o unico tiol ndo protéico presente em
espécies aerdbias e seu papel intracelular antioxidante inclui a desintoxicacdo de xenobioticos
e de ERO (VASCONCELOS et al., 2007).

A ubiquinona ou Coenzima Q1o € 0 Unico lipideo endogenamente sintetizado através
da via do mevalonato, que apresenta funcdo redox (VASCONCELOS et al., 2007).
Desempenha papel central na cadeia respiratdria mitocondrial, na cadeia de transporte de
elétrons extra-mitocondrial, participa da regulacdo da permeabilidade da membrana celular,

diminui a oxidacdo de proteinas de membrana, previne a oxidagdo do DNA e impede a
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disfungdo endotelial, provavelmente por aumentar a disponibilidade de NO. Sua forma
antioxidante, o ubiquinol (CoQH2), produto da reducdo da coenzima Q (CoQ), inibe a
iniciacdo e propagacdo da peroxidacdo lipidica, com consequente impedimento da formacéo
de ROO". Além disso, a coenzima Q regenera a vitamina E do radical tocoferila. Assim, sua
atividade antioxidante ocorre por meio do sequestro de radicais livres, e por interrupcdo de
reacOes radicalares em cadeia. Tal atividade estd limitada ao meio lipossoluvel, devido a sua
longa cadeia lateral (VASCONCELOS et al., 2007).

O é&cido urico deriva do metabolismo das purinas e é produzido pela oxidacdo de
hipoxantina e xantina pela xantina oxidase e xantina desidrogenase. Em pH fisioldgico (7,35-
7,45), o acido urico é dissociado a urato e é esta molécula que apresenta atividade sobre os
radicais ROO", NO>" (gerando NOy"), e OH’, impedindo que estas ERO causem danos em
lipideos e DNA da célula (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS 2007).

O acido ascorbico ou vitamina C € encontrado no organismo na forma de ascorbato,
forma que atua como antioxidante, ao doar um H" ou [H* + e] para um radical
(VASCONCELOS et al., 2007). E hidrossolGvel e esta localizado nos compartimentos
aquosos dos tecidos organicos. O ascorbato desempenha papéis fundamentais no organismo,
atuando sobre 0 O2™, 0 H202 e 0 OH" entre outros (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A vitamina E é constituida principalmente por tocoferois e tocotrienois, sendo o a-
tocoferol 0 mais ativo (THERIAULT et al., 1999). O tocoferol € um antioxidante lipossolUvel
gue atua bloqueando a etapa de propagacdo da peroxidacdo lipidica dos acidos graxos poli-
insaturados das membranas e lipoproteinas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os carotendides sdo moléculas coloridas (vermelho e laranja), lipossolaveis,
sintetizados por plantas e microrganismos e presentes em muitos alimentos, particularmente
frutas, vegetais e peixes. Dentre os carotendides, o B-caroteno é a mais importante fonte de
vitamina A. Apenas 10% dos carotendides tém atividade pro-vitamina A, que é a capacidade
de conversdo dos carotendides em retinol. As propriedades antioxidantes dos carotenoides
estdo associadas com sua capacidade de capturar radicais e outras espécies, como 0xigénio
singlete, em baixas concentracfes e em baixa pressdo parcial de oxigénio, tais como aquelas
da maioria dos tecidos sob condigdes fisiologicas (VASCONCELOS et al., 2007).

Os polifenois s@o um grupo diversificado de compostos encontrados em plantas. Séo
metabolitos secundarios que desempenham papéis de defesa do hospedeiro contra agentes
patdégenos e radiagdo ultravioleta e estdo envolvidos na transducdo de sinal celular. Os

polifendis estdo presentes em alimentos e bebidas de origem vegetal como: frutas, legumes,
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cereais, nozes, azeitonas, chocolate, cha, café e vinho e sdo os antioxidante mais abundantes
da dieta humana (FANTINI et al., 2015).

De acordo com Quideau et al. (2011), polifendis sdo substancias que possuem um
grande numero de unidades de anéis fenol (com pelo menos duas ou trés hidroxilas ligadas ao
anel benzeno ou outro anel) e que mesmo assim possuem solubilidade em agua.

Desta forma, os polifendis sao classificados de acordo com o nimero de anéis fenois
que contém, por elementos estruturais que ligam estes anéis entre si e pelos substituintes nos
respectivos anéis. Ha diversas classes de polifendis, como os acidos fenolicos,
proantocianidinas, estilbenos, e flavonoides (FANTINI et al., 2015).

Os flavondides possuem uma estrutura quimica basica, composta por trés anéis (A, B
e C) e apresentam-se, geralmente, na forma de glicosideos (Figura 4). Sdo obtidos da dieta e
absorvidos no intestino, via micelas, por transporte passivo ou ainda através de
transportadores (MEOT], 2006; MOTA et al., 2009).

Figura 4 - Estrutura béasica dos flavondides

Fonte: Adaptado de MOTA et al, 2009.

Geralmente os flavonodides sofrem hidroxilagdo nas posicdes 3, 5, 7, 3°, 4’ e 5’ e
algumas destas hidroxilas podem ser metiladas, acetiladas ou sulfatadas (VELLOSA, 2008).
Estas diferengas estruturais permitem a classificagdo dos flavonoides em algumas classes
principais:

i) Flavonadis: estdo presentes em plantas na forma glicosilada, sendo que o carboidrato
geralmente ligado é a glicose ou ramnose. Estdo presentes em frutas, chas e vinho
tinto. S&o representantes desta classe: quercetina, kaempferol, e miricetina (FANTINI
etal., 2015);
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i) Flavonas: podem apresentar diferentes substituicbes, incluindo hidroxilagdo,
metilagdo, alquilacéo, e glicosilagdo. Uma das flavonas mais abundantes nos alimentos
¢ a apigenina presente na salsa, cebola, alho, pimenta, chd de camomila (FANTINI et
al., 2015);

iii) Flavan-3-0is: existem em formas monoméricas, oligoméricas e poliméricas e ndo séo
glicosilados. Os mondmeros mais simples sdo (+) catequina e o seu isémero (-)
epicatequina, cuja hidroxilacdo gera (+) galocatequina e (-) epigalocatequina. As
proantocianidinas sdo dimeros e polimeros de catequinas. As flavan-3-06is sdo
encontradas no chocolate, vinho tinto, cereais (FANTINI et al., 2015);

iv) Isoflavonas: sdo fitoestrdgenos encontrados principalmente na soja e produtos
derivados da soja e em plantas leguminosas. Sdo exemplos: daidzeina, genisteina
(FANTINI et al., 2015).

A atividade antioxidante dos flavondides depende de fatores como: reatividade
com o agente doador de hidrogénio e elétrons (quanto menor o potencial de oxidagdo do
flavonoide, maior é sua atividade como sequestrador de radicais livres e quanto maior o
namero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de hidrogénio e de elétrons);
estabilidade do radical flavanoil formado (depende da habilidade do flavondide em deslocar o
eletron desemparelhado); reatividade frente a outros antioxidantes (alta capacidade
antioxidante quando comparado com outras substancias, devido a presenca de multiplas
hidroxilas); capacidade de quelar metais de transi¢do, solubilidade e interacdo com as
membranas (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Diante da promissora atividade benéfica destes compostos no organismo, estudos
investigam a acdo dos flavondides sobre patologias que apresentam indicios do envolvimento
do estresse oxidativo, por exemplo: o uso de flavondides pode contribuir no tratamento do
cancer (SERRA et al., 2014) e diabetes (ARUOMA et al., 2012), diminuir danos gastricos
(CHENG et al., 2013), auxiliar no combate de doencas alérgicas (TANAKA, 2014) e
inflamatdrias (HAVSTEEN, 2002) e auxiliar na prevencdo de doencas neurodegenerativas
como o Parkinson (KUKULL, 2012). A busca por novas fontes de flavondides esta crescendo,
visto a diversidade de plantas disponiveis e a potencial contribui¢do destas substancias para a
prevencdo ou melhoria do tratamento de diversas doengas. No Brasil pesquisas apontam
novas fontes antioxidantes compostas por flavondides, como por exemplo, 0 guarana
(BASILE et al., 2005; BITTENCOURT et al., 2013).
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3.5 GUARANA (Paullinia cupana)

O guarana pertence a familia Sapindaceae, subfamilia Sapindoideae. No Brasil ha
diversas espécies de Paullinia, porém, a Paullinia cupana var. Sobillis é a Unica usada
comercialmente e tem sido a mais estudada (SCHIMPL et al., 2013). Esta variedade
predomina no estado do Amazonas, na regido de Maués, que parece ser seu habitat natural,
porém com a expansdao do uso comercial do guarana, seja pela inddstria de bebidas,
medicamentos ou cosméticos, o cultivo desta planta se espalhou para outras regides do pais
como Bahia, Mato Grosso e Pard (BRASIL, 2011).

Figura 5 - Paullinia cupana

Fonte: Instituto Amaz6nia

Para a obtencdo do guarana sdo utilizadas as sementes da planta, devido ao seu alto
teor de cafeina (1,3,7-tri-metilxantina). As industrias de bebidas absorvem a maior parte da
producéo destas sementes. E através do processamento destas sementes que é obtido o p6 de
guarana que € vendido comercialmente (SCHIMPL et al., 2013).

A composi¢do quimica do guarana ainda ndo foi totalmente elucidada, mas diversas
pesquisas apontam a presenca de metilxantinas, taninos condensados ou proantocianidinas
(flavan-3-ol), catequinas, epicatequinas, saponinas (MATTEI et al., 1998; BASILE et al.,
2005). E importante salientar que ap6s o processamento das sementes diversas formas de
tratamento podem ser aplicadas, dependendo da finalidade de uso. Desta forma pode-se
utilizar enzimas durante um pré-tratamento das sementes para posterior obtencdo de um
extrato, ou utilizar extratos hidroalcodlicos e aquosos. Estes processos interferem no tipo e na
quantidade de compostos bioativos identificados (SCHIMPL et al., 2013).
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A presenca destas moléculas bioativas conferem ao guarana diferentes propriedades
funcionais, que além de apresentar propriedades afrodisiacas e energéticas (SMITH;
ATROCH, 2007), auxiliar na perda de peso e na manutencdo da memoria (ESPINOLA et al.,
1997), apresenta atividade antioxidante (BASILE et al., 2005), acdo antimicrobiana
(YAMAGUTI- SASKI et al., 2007) e antiplaquetaria (BYDLOWSKI; D'AMICO;
CHAMONE, 1991), efeito antialérgico (JIPPO et al., 2009), efeito genoprotetor contra dano
no DNA (FUKUMASU et al., 2006), efeito gastroprotetor (CAMPOS et al., 2005), e
prevencdo de alteragdes provocadas no metabolismo lipidico (PORTELLA et al., 2013) e
doencas metabolicas (KREWER et al., 2011).

Além disso, a utilizacdo do guarand em pesquisas tém se mostrado bastante segura,
pois ndo apresenta toxicidade quando administrado em doses altas e de forma aguda e nem em
doses mais baixas e de forma cronica (MATTEI et al., 1998). De acordo com pesquisa
conduzida por Mattei et al. (1998), o extrato hidroalcoolico ndo provocou mudancas no peso,
na mortalidade, na atividade motora e nem provocou alteragdes histopatoldgicas em diferentes
tecidos: figado, coracdo, pulméo, pancreas, rins, estbmago em nenhum dos tempos (agudo ou
crbnico) e doses utilizadas no tratamento.

Diante destes apontamentos, o guarana pode ser um promissor coadjuvante para a
melhoria do tratamento anti-inflamatério com o uso do cetoprofeno visando a diminuicdo dos

efeitos oxidantes que envolvem a inflamacdo e os possiveis efeitos colaterais deste farmaco.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D'Amico%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1823256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chamone%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1823256
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes de alta
qualidade com elevado grau de pureza: 2,2'-Azino-bis-3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
(ABTYS), persulfato de potéssio, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), etanol, hipoclorito de
sodio, tetrametilbenzidina (TMB), é&cido acético, dimetilformamida, 2,2'-Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), fosfato de sédio mono e bibasico,
metassulfato de fenazina, nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, nitrobluetetrazolium
(NBT), glutationa reduzida (GSH), acido 5-5’-ditio-2-nitrobenzoico (DTNB), guaiacol,
peroxido de hidrogénio (H20.), peroxidase de raiz forte (HRP tipo V1), &cido tricloroacético
(TCA), etilenodiaminotetraacético (EDTA), TRIS/HCI, iodeto de potassio, resveratrol,
metanol.

Também foram utilizados materiais de coleta de sangue como seringa, agulhas, tubos
com e sem anticoagulante.

Dentre os equipamentos, foram utilizadas balangas analiticas, centrifugas, estufas,
banho-maria, agitadores, microscépio Optico, espectrofotbmetro de cubetas PerkinElmer
Lambda®, espectrofotdmetro de placas BioTeck pQuant® (Synergy H1 Hybrid Reader),
Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu LC proeminéncia - 20%), condensador
(Terroni Modelo LD1500), Hemocounter, Respons 920 (Biosys/Diasys), Centrifuga (Hermle®
Z 326K), liofilizador (Terroni).

Para a realizagé@o dos ensaios in vitro, o cetoprofeno (FAGRON®) foi dissolvido em
metanol, visto sua alta solubilidade neste solvente (SHENG et al., 2006). Ja para 0s ensaios in
vivo o cetoprofeno foi utilizado na forma de suspensédo e o veiculo utilizado foi a solugéo
fisiolégica. Em todos os ensaios foram realizados controles com os solventes para certificar
que este ndo influenciava nos resultados obtidos.

O guarana em po utilizado para a elaboracdo do extrato aquoso foi obtido na regido
de Maues- AM na safra 2014/2015. Para a obtencéo do extrato aquoso de guarana procedeu-
se a extracdo aquosa do po, seguida de liofilizacdo. O liofilizado foi dissolvido em &gua para a
realizacdo de todos os testes, tanto in vitro quanto in vivo.

O resveratrol foi utilizado como substancia antioxidante padréo para a realizagdo dos

testes in vitro.
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4.2 METODOS
4.2.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental geral deste trabalho é demonstrado na Figura 6.

Figura 6 - Fluxograma do delineamento experimental

) [ Ext. aquoso
Cetoprofeno J L guarané

In vitro Ex vivo In vivo
. Ensaio
Eritrocitos
com ratas

Wistar

Fonte: A autora

4.2.2 Preparacao do extrato aquoso de guarana

O guarana em po foi fornecido pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria), localizada na Amazonia Ocidental em Maués, no estado de Amazonas (Brasil)
e foi armazenado em condicdes secas, a - 20 °C até o0 momento da preparagao do extrato. O
extrato aquoso de guarana foi obtido através da infusdo de 100g de p6 de guarand em 1L de
agua destilada e deionizada, a uma temperatura de 90°C, durante 10 minutos. Nos tempos 0, 5
e 10 minutos procedeu-se uma agitacdo suave. Apds extracdo, a solucédo resultante foi filtrada
através de papel Whatman N° 8, colocado em vidro dmbar (capacidade de 1,5 L) e,
armazenados a -8 ° C, e a seguir liofilizado. A liofilizacdo foi realizada sob condicgdes de
congelamento (-20 ° C), a pressdo de vacuo de 0.120 mB e uma temperatura de condensador
de -50 °C (NISCHIYAMA et al., 2010). O guarana foi utilizado na forma de extrato aquoso
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como uma possivel alternativa antioxidante de facil acesso (como o chd) e uso

etnofarmacologico.

4.2.3 Determinacéo de componentes bioativos do extrato aquoso de guarana

Para a determinacdo dos componentes bioativos foram utilizadas as amostras do
extrato aquoso de guarana obtidas apds a filtracdo e para cada determinagdo foram construidas
curvas com a substancia padréo referentes a cada andlise realizada.

A quantificacdo de componentes fendlicos totais foi realizada espectrofotométrica-
mente em 730nm, de acordo com Folin; Ciocalteau (1927). Os resultados sdo expressos em
mg equivalentes de acido galico/100g de extrato aquoso de guarana.

A estimativa de taninos condensados foi realizada conforme Morrison et al. (1995),
em 500nm. Os resultados sdo expressos em mg equivalentes de &cido galico/100g de extrato
aquoso de guarana.

A determinacdo de taninos hidrolisaveis seguiu a metodologia proposta por Brune;
Hallberg e Skanberg (1991). Os resultados s&o expressos em mg equivalentes de catequina/
100g de extrato aquoso de guarana.

Para a quantificacdo dos alcaldides totais, procedeu-se a acidificacdo da amostra,
com posterior adicdo do Reagente de Dragendorff e centrifugacdo. Apds a absorbancia foi
lida em 435nm. Os resultados séo expressos em mg equivalentes de berberina/100g de extrato
aquoso de guarana (SREEVIDYA; MEHROTRA, 2003).

A quantificacdo de cafeina, teobromina e catequinas foi realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu LC proeminéncia - 20A, com
bomba quaternaria LC-20AT, injetor automatico- SIL 20 A, desgaseificador em linha DGU-
20A5 e detector SPD-20AV DAD), com deteccdo em 272nm. Para a separacdo dos
componentes foi utilizada a coluna ODS-3 (Phenomenex Prodigy ODS-3 100 ;150mm x
4,6mm, 5um). Para a eluicdo foram utilizadas como fase movel: A, &cido fosférico (HsPOa)
0,1% em agua; B, 100% acetonitrila (ACN), com taxa de fluxo ImL/minuto. A amostra de
extrato aquoso de guarana foi filtrado em um filtro de 0,45 microns para posterior injecdo no
equipamento. (ANDREWS et al., 2007; ALVES; BRAGAGNOLO, 2002).

4.2.4 Avaliacdo in vitro em sistemas oxidativos
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4.2.4.1 Acdo scavenger das amostras sobre o radical ABTS™

A acdo das amostras frente ao radical ABTS™ (2,2°-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
6’-sulfonic acid) - Sigma-Aldrich®) (55uM) foi verificada conforme metodologia descrita por
Pellegrini et al. (1999), com modificagdes. Desta forma, os ensaios foram realizados em
tampdo fosfato de soédio 10mM (pH 7,4) e a acdo das amostras em teste foi quantificada por
meio do decréscimo da absorbancia em 734 nm (Vellosa et al. 2007b).

4.2.4.2 Acéo scavenger das amostras sobre radical DPPH"

A acdo das amostras sobre radicais livres foi avaliada por meio do decréscimo da
absorbéncia da solugdo de DPPH" (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl - Sigma-Aldrich) (60 uM)
em 531nm, segundo Soares et al. (1997).

4.2.4.3 Atividade scavenger das amostras sobre o HOCI

A concentracdo da solucdo de HOCI preparado em agua foi determinada
espectrofotometricamente através de seu coeficiente de extingdo molar em 295nm (350 M-
lem™) (ZGLICZYNSKI et al., 1971).

As reagOes foram realizadas de acordo com Costa et al. (2004), com algumas
modificacbes, em tampéo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4. Ao tamp&o foram adicionadas as
amostras e 0 HOCI (30uM) seguindo-se a incubacgdo por 10 minutos na auséncia de luz. A
seguir, adicionou-se 0 TMB (2,8 mM) e procedeu-se a incubagdo por mais 5 minutos. A

leitura das absorbancias foi realizada em 652nm.

4.2.4.4 Atividade scavenger sobre o anion superdxido
Este ensaio foi realizado de acordo com Robak & Gryglewski (1988). O anion
superéxido reage com o NBT (68,4 uM) para formar o cromdéforo (formazana) cuja

intensidade de cor, medida em 560 nm, € diretamente proporcional a concentracdo do radical.

4.2.4.5 Acédo na oxidacdo do guaiacol pela peroxidase (HRP)

As concentragOes da HRP e do H202 em solugéo foram determinadas por meio de seus
coeficientes de extingdo molar: respectivamente 1,02 x 10° Mt cm™ (em 403nm; OHLSON;
PAUL, 1976) e 80Mcm™ (em 230nm; BRESTEL, 1985).

A cinética de oxidacdo do guaiacol (4 mM) pela HRP (7 nM), em presenca de H2>O-
(0,1 mM), foi realizada em tampéo fosfato de sodio 50mM, pH 7,4, 37°C, conforme Khalil

(2002) com alteracdes. A reacao foi acompanhada em 470nm durante 1 minuto. Determinou-



42

se a velocidade de reacdo quando o tempo tende a zero (velocidade inicial - vo) na presenca e

na auséncia e das amostras.

4.2.5 Avaliacéo de toxicidade

4.2.5.1 Acéo sobre eritrocitos

O ensaio foi realizado segundo Vellosa (2008) com algumas modificacdes. O sangue
total foi coletado de voluntarios higidos e centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos. Apos a
retirada do plasma as hemécias foram lavadas com uma solucdo de tampéo fosfato de sddio
10mM/NaCl 150mM. Apo6s a obtencdo de uma suspensdo de eritrocitos 5%, foi determinada a
hemolise (liberacdo da hemoglobina das células para o meio reacional) na presenca das
amostras (cetoprofeno e extrato aquoso de guarana, isoladamente ou em associacdo) e
auséncia de radical AAPH. Também foram avaliadas as acGes das amostras na presenca do
radical AAPH (25 mM), em suspensdo de eritrocitos 5%.

Estas amostras foram incubadas por 5h/37°C e o sobrenadante teve a absorbancia
lida em 414 nm ap6s 1h, 3h e 5h de incubacdo. Este protocolo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos (COEP), sob 0 nimero 698.795.

4.2.6 Avaliacdo dos parametros hepaticos, renais e hematoldgicos
Foram avaliados os efeitos renais e hepaticos do cetoprofeno e do extrato aquoso de
guarana, utilizando-se ratas Wistar (Rattus Norvergicus var. albinus) com aproximadamente
90 dias de idade, pesando 150-250g. Os animais foram mantidos durante todo o periodo do
experimento em gaiolas especificas para roedores, em ambiente com temperatura de 21 + 2°C
e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlado automaticamente, bem como tiveram livre acesso
a agua e comida (racdo Nubilab, especifica para roedores) e com exaustdo adequada.
A manipulagdo dos animais seguiu as recomendacgdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratoério e este protocolo foi aprovado pelo Comité de ética em
Pesquisa no uso de animais (CEUA) sob o nimero 039/2014.
Para a realizacéo deste protocolo os animais foram divididos em grupos:
G1) 11 animais tratados v.o durante 7 dias somente com o veiculo (salina 0,9%);
G2) 11 animais tratados v.o com cetoprofeno 20mg/kg/dia durante 7 dias;
G3) 10 animais tratados v.0 extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia durante 7 dias;

G4) 10 animais tratados v.o extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia durante 7 dias;
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G5) 11 animais tratados v.o com cetoprofeno 20mg/kg/dia e v.0. com extrato aquoso
de guarana 0,1mg/g/dia durante 7 dias;

G6) 11 animais tratados via v.o cetoprofeno 20mg/kg/dia e v.0 com extrato aquoso de
guarana 1mg/g/dia durante 7 dias.

No oitavo dia os animais foram anestesiados com a mistura de anestésicos (cloridrato
de cetamina 75mg/kg e xilasina 15mg/kg via intraperitoneal) para coleta de sangue através da
veia cava. Apos os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia e entdo foram
retirados os rins e o figado para as determinacgdes de biomarcadores do estresse oxidativo.

Os animais foram tratados com cetoprofeno (20mg/kg/dia) dissolvido em salina,
conforme Zaho et al. (2007). O extrato aquoso de guarana foi testado nas doses de 1mg/g/dia
e 0,1mg/g/dia, doses propostas por Fukumasu et al. (2006) que também utilizou o extrato
aquoso de guarana. As administracfes destas substancias ocorreram por via oral (v.0) através
de gavagem, mas obedeceram a um intervalo de 6h entre a administracdo do extrato aquoso
de guarané e do cetoprofeno.

4.2.7 Determinacges bioquimicas e hematoldgicas dos animais

As funcdes renais e hepaticas foram avaliadas através da determinacdo laboratorial
dos niveis séricos de acido Urico, ureia e creatinina e de transaminases hepaticas (AST e
ALT). Foram utilizados kits comerciais (Kovalent do Brasil Ltda., S&o Goncgalo — RJ) e as
amostras processadas no equipamento Respons 920® (Miosys/Diasys).

As contagens hematoldgicas do sangue total (EDTA) - leucdcitos totais, eritrocitos,
hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio (VCM) e plaquetas - foram realizadas
no contador eletronico Hemacouter 60® (Hemogram). Foram ainda realizadas as contagens

diferenciais dos leucécitos por meio da microscopia Optica.

4.2.8 Avaliacéo do status antioxidante dos animais

4.2.8.1 Determinacéo da capacidade antioxidante total do soro
A capacidade antioxidante total serica foi determinada atraves da acdo scavenger do
soro dos animais (diluido 1:30), frente ao radical ABTS™ conforme metodologia descrita por

Pellegrini et al. (1999), com modificaces.

4.2.8.2 Determinacdo de grupamentos sulfidrilicos totais (SH-T)

A determinacdo dos grupamentos sulfidrilicos totais foi feita conforme metodologia
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proposta por Ellman (1959). A andlise baseia-se na capacidade dos grupos sulfidrilas
presentes na amostra (soro dos animais) em meio tamponado (tampdo TRIS/HCI 0,1M),
reduzir o DTNB (0,124mM) ao &cido 2-nitro-5-mercaptobenzdico que apresenta coloracéo

amarela. Apos a reacdo ser completada a absorbancia foi medida em 412nm.

4.2.8.3 Determinacdo da atividade da enzima catalase

A atividade da catalase nas amostras (eritrocitos dos animais) foi determinada através
da diminuicdo da absorbancia (degradacdo do substrato) durante 2 minutos, em 240 nm, de
acordo com Aebi (1984). A reacdo foi realizada em tampéo fosfato (50mM, pH:7,4) e
utilizou-se H.O. (10,5mM) como substrato da enzima. A atividade desta enzima é definida
como uma unidade de enzima capaz de degradar 1Mol de H2O2 em um minuto. Os

resultados sdo expressos em pMol H202/ mL de eritrocitos/min.

4.2.9 Biomarcadores teciduais do estresse oxidativo

4.2.9.1 Determinacdo de grupamentos sulfidrilicos ndo-proteicos (SH-NP)

Inicialmente foram preparados os homogenatos do figado e dos rins. Estes tecidos
foram homogeneizados em EDTA (0,02M) e ap6s precipitacdo das proteinas com TCA (50%)
obteve-se 0 sobrenadante que foi utilizado para a determinacdo dos grupamentos tidis ndo-
proteicos. A reacdo foi realizada em tampédo TRIS/HCI (0,4M; pH: 8,9) e a absorbancia lida
em 412nm, conforme Sedlak; Lindsay (1968). A curva padrdo foi construida utilizando-se

glutationa reduzida. Os resultados foram expressos em puMol SH-NP/g tecido.

4.2.9.2 Determinacdo da atividade da enzima catalase

O homogenato do figado e rins foram preparados de acordo com Tabei et al. (2015).
Os tecidos foram homogeneizados em tampéo fosfato de sédio 50mM pH: 7,4/ KCI 150mM /
EDTA 200mM e apds centrifugacdo o sobrenadante foi utilizado para a realizacdo da reacéo
conforme metodologia proposta por Aebi (1984). Os resultados foram expressos em pMol

H20-/ g de tecido/min.

4.2.10 Analise estatistica
As analises in vitro e ex vivo foram realizadas em triplicatas e apresentadas como

Média + Desvio padrdo (SD). Para estes resultados a analise estatistica foi realizada pela
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Anélise de Variancia de uma via (ANOVA de uma via) seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni.

Os resultados obtidos através das analises de amostras bioldgicas dos animais (in
vivo) foram apresentados como média * erro padrdo da média (S.E.M). Os dados apresenta-
ram distribuicdo normal e variancias homogeéneas, estas condi¢des foram verificadas pelos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. O nivel de significancia aceito para 0s
testes foi de p<0,05. Para todas as analises estatisticas foi utilizado o software estatistico
GraphPadPrism (versdo 5.01, San Diego, Califérnia, EUA). Para os resultados in vivo a
andlise estatistica foi realizada pela Anélise de Variancia de uma via (ANOVA de uma via)
seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

4.2.11 Representacdo grafica e apresentacdo dos resultados

Os resultados obtidos a partir das analises em modelos oxidativos in vitro (ABTS™,
DPPH’, HOCI e 0.") foram representados em gréaficos “Concentragdo (mg/mL) x
Absorbancia (nm). A atividade antioxidante de cada amostra foi representada em graficos de
colunas “ % de inibi¢do x amostra testada” para cada ensaio realizado. A atividade scavenger
indica a capacidade de captura de radical livre e/ou agentes oxidantes que determinada
amostra apresenta no modelo experimental adotado. A atividade scavenger foi expressa em
inibicdo maxima e/ou ICso.

A inibicdo méaxima representa a maior porcentagem (%) de inibicdo do sistema testado
(por exemplo, hemdlise) ou maior porcentagem de captura do oxidante (por exemplo, HOCI)
ou radical (por exemplo, O2™) na menor concentracdo possivel da amostra em teste.

A concentracdo inibitoria de cinquenta por cento (ICsp) das substancias aqui testadas
foi obtida a partir de modelos matematicos baseados nos dados experimentais de cada ensaio
e corresponde a concentracdo tedrica em que a substancia em questdo provoca 50% da captura

do radical ou oxidante estudado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAQAO DE COMPONENTES BIOATIVOS DO EXTRATO AQUOSO DE
GUARANA

No extrato aquoso de guarana foram quantificadas diferentes substancias e grupos de
substancias que sdo responsaveis por uma ampla gama de efeitos bioldgicos provocadas pelo
uso deste extrato. Dentre elas: compostos polifenolicos totais, alcaldides, taninos hidrolisados

e condensados, cafeina, teobromina e catequinas totais, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Concentragdo dos componentes bioativos no extrato aquoso de guarana

Componentes Extrato aquoso de guarana Método
Polifendis totais 452.7 £ 19.1 (mg Eq &cido gélico/1009) Espectrofotometria
Alcal6ides 77.5 £ 23.9 (mg Eq berberina/100g) Espectrofotometria
Taninos hidrolisados 169.2 £+ 5.3(mg Eq catequina/100g) Espectrofotometria

Taninos condensados 1198.0 £ 121.4 (mg Eq acido galico/100 g)  Espectrofotometria

Cafeina 223.5 +13.8 (ug/0.002 g) CLAE
Teobromina 3.67 = 1.1(g/0.002 g) CLAE
Catequinas totais 39.9 + 2.3(ug/0.002 g) CLAE

Embora a composicdo de cada produto derivado do guarana (po, extrato aquoso,
extrato hidroalcoolico, extrato alcoolico) seja afetada por fatores como condicGes climaticas,
plantio e manejo das plantas, variacbes genéticas, bem como variacbes no processo de
obtencdo da forma de consumo do guarand, a composi¢do do extrato de guarana utilizado
neste estudo foi semelhante a pesquisas que utilizaram o guarand como produto natural
(SCHIMPL et al, 2013; BITTENCOURT et al., 2013).

Altos teores de cafeina foram detectados no extrato aquoso de guarana. A cafeina é
um alcaldide purinico e predominante em diferentes formas de utilizacdo do guarana, seja em
poé ou na forma de extrato. Altas concentracdes deste alcaloide foram encontradas no extrato
hidroalcodlico do po de guarana (BITTENCOURT et al., 2013), assim como nas sementes de
guarana (WECKERLE; STUTZ; BAUMANN, 2003). Estudos demonstram que esta
substancia é fundamental para a atividade estimulante atribuida ao guarand (SMITH;
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ATROCH, 2007; SCHIMPL et al, 2013). A cafeina e a teobromina séo classificadas como
metilxantinas e, de uma maneia geral, sua acdo estimulante estd baseada no fato de atuarem
sobre os receptores da adenosina como antagonistas competitivos, por produzirem a inibigdo
da fosfodiasterase, aumentando niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Possuem também outras acfes sobre diferentes
sistemas onde atuam como broncodilatadora, provocam aumento da contratilidade cardiaca,
vasodilatacdo em nivel muscular (aumento do rendimento fisico), estimulam a secrecéo
gastrica e possuem efeito diurético (LOZANO et al., 2007; LOVALLO et al., 2004).

Também foram encontradas quantidades significativas de outras substancias
bioativas como catequinas e taninos. Estes resultados estdo de acordo com Fukumasu et al.
(2006), Werleckele; Stutz; Baumann (2003) e Bittencourt et al. (2013). As catequinas e 0S
taninos sdo polifendis conhecidos pela sua atividade antioxidante, pois sdo compostos que
possuem acao sobre a captura de radicais e sobre a inibicdo da peroxidacéo lipidica. Além de
inibir o crescimento de micro-organismos indesejaveis em alimentos (YILMAZ, 2006).

Basile et al. (2005) utilizaram extrato etandlico de guarand, entretanto a concentracédo
de polifenois totais foi semelhante a concentracdo deste grupo de substancias quantificadas no
extrato aquoso em questéo, e a pequena diferenca notada pode estar relacionada com o tipo de
solvente utilizado durante a preparacéo do extrato.

Embora muitas acdes benéficas alcancadas pelo uso do guarana ja tenham sido
elucidadas, ainda ha uma lacuna na avaliacdo do efeito do extrato aquoso de guaranad quando
associado a um xenobidtico. Desta forma, a seguir serdo mostrados os resultados da

associacdo deste extrato ao cetoprofeno, em modelos in vitro e in vivo.
5.2 AVALIA(;AO IN VITRO EM SISTEMAS OXIDATIVOS

5.2.1 Atividade scavenger sobre o radical ABTS™

A acdo scavenger do extrato aquoso de guarana sobre o radical ABTS™ foi bastante
pronunciada (ICsp= 0,007+0,0003mg/mL), o que ndo foi observado para o cetoprofeno. O
extrato aquoso de guarana alcancou a atividade scavenger maxima de 99,25+0,10%
(0,016mg/mL), j& o cetoprofeno atingiu sua capacidade maxima em 28,70+0,51%
(0,016mg/mL). Como padrédo antioxidante utilizou-se o resveratrol, um polifenol sintetizado
por diversas plantas em resposta a injlria causada por patégenos. E um antioxidante eficaz,
pois atua inibindo a peroxidacéo lipidica, possui acdo quelante sobre o ferro e de captura de

diferentes radicais (FREMONT, 2000). Neste ensaio o resveratrol apresentou ICso=
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0,0001+0,00001mg/mL demonstrando alta eficiéncia sobre o modelo oxidativo em teste
(Figura 7).

Figura 7 - Acéo scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guarana e resveratrol sobre 0 ABTS" (55uM)
em tampao fosfato de sédio 10mM, pH 7,4; A 734nm.
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Ha poucos estudos envolvendo a acdo do cetoprofeno sobre o radical ABTS™ , que
apesar de ser ausente em organismos vivos € um modelo bastante utilizado para ensaios
oxidativos. Os resultados desta pesquisa estdo de acordo com Manente et al. (2011), que
também demostrou pouca acdo deste xenobdtico sobre o radical ABTS™. Entretanto a alta
capacidade de captura do radical ABTS™, observada para o extrato aquoso de guarana
também foi relatada por Jimoh; Sofidiya e Afolayan (2007), que embora tenham estudado um
extrato metanolico observaram aproximadamente 100% de captura neste mesmo ensaio
modelo.

Entretanto, além de avaliar a acdo do extrato aquoso de guarana e do cetoprofeno
isoladamente, também se buscou entender qual a acdo provocada pela associacdo destas
substancias. Para observar o efeito do extrato aquoso de guarana sobre a acdo do cetoprofeno
na captura do radical ABTS™" utilizou-se o cetoprofeno em diferentes concentracGes e para o
extrato aquoso de guarana foi utilizada a concentracdo correspondente ao seu [Cso=
0,007+0,0003mg/mL (Figura 8).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sofidiya%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18158845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afolayan%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18158845
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Figura 8 - Efeito da associacdo entre extrato aquoso de guarand e cetoprofeno na atividade scavenger sobre o
ABTS™
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,007mg/mL); Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet 0,04
(cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo a respectiva concentracdo de cetoprofeno testada; *indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao
extrato aquoso de guarana (0,007mg/mL).

Pode-se observar que houve alteragcdes significativas nas absorbancias resultantes da
associacdo do cetoprofeno com o extrato aquoso de guarand quando comparadas com as
substancias isoladas. Em todas as concentracOes testadas o cetoprofeno interferiu no efeito
scavenger do extrato aquoso de guarana sobre o radical ABTS™, pois se observou o aumento
da atividade antioxidante da associa¢cdo quando comparada apenas com o resultado do extrato
aquoso de guarand isoladamente. Da mesma forma, o extrato também favoreceu a acdo
scavenger do cetoprofeno.

Na associacdo destas substancias a inibicdo maxima foi de 94,10+0,25%
(0,016mg/mL do cetoprofeno). Este resultado demonstra que a inibicdo maxima da associacéo
foi melhor do que aquela alcangada pelo cetoprofeno isoladamente sugerindo efeitos positivos
provocados pela associagédo destas substancias quando busca evitar danos oxidativos.

Estes resultados indicam possivel efeito sinérgico das substancias em teste quando
associadas na acdo de captura sobre o ABTS™ e suportam uma provavel aplicacdo da
associacdo entre o antioxidante e o cetoprofeno com o objetivo de minimizar o potencial

estresse oxidativo decorrente de seu uso.



50

5.2.2 Atividade scavenger sobre o radical DPPH"

O cetoprofeno apresentou menor agao scavenger sobre o radical DPPH" do que sobre
o radical ABTS"". Neste ensaio o cetoprofeno promoveu 11,08+1,3% de captura do radical, na
concentracdo de 0,016mg/mL. O extrato aquoso de guarana apresentou elevada capacidade de
captura deste radical (ICso= 0,017+£0,00lmg/mL) e atingiu 95,25+1,01% de atividade
scavenger maxima na concentra¢do de 0,08mg/mL. O resveratrol também demonstrou alta
capacidade antioxidante (1Cso=0,00765+0,00067 mg/mL), conforme observa-se na Figura 9.

Figura 9 - Acéo scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guarand e resveratrol sobre o radical DPPH* (60puM)
em metanol absoluto; A 531nm
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A baixa acdo scavenger do cetoprofeno sobre o radical DPPH' também foi observada
na pesquisa conduzida por Manente et al. (2011). Koncic et al. (2009) demonstraram que o
diclofenaco apresenta significativa atividade antioxidante sobre o radical DPPH" quando
comparada com a atividade do cetoprofeno sobre este radical. Por outro lado Koncic et al.
(2009), demonstrou que a derivatizagdo do cetoprofeno (moléculas obtidas a partir do
cetoprofeno apos hidrogenacdo catalitica) pode aumentar a sua acao sobre este radical.

Yamaguti-Sasaki et al. (2007), demonstraram que o extrato aquoso de guarana possui
atividade antioxidante, pois o extrato utilizado por eles apresentou significativa acgéo
scavenger conta o radical DPPH' e também sobre outros modelos de estudo. Estes dados sdo
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condizentes com o0s obtidos nesta pesquisa, em que extrato aquoso de guarand utilizado
mostrou-se efetivo na captura de radicais DPPH". E importante salientar que o extrato
utilizado por Yamaguti-Sasaki et al. (2007) e a metodologia do ensaio do DPPH' foram muito
semelhantes as acima descritas.

Também se buscou avaliar o efeito do extrato aquoso de guarana sobre a acdo do
cetoprofeno na captura do radical DPPH". Foram utilizadas diferentes concentracfes de
cetoprofeno e para o extrato aquoso de guarand foi utilizada a concentracdo de 0,016mg/mL
(aproximadamente seu 1Cso= 0,017+0,0001mg/mL) (Figura 10).

Figura 10 - Efeito da associagdo entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno na atividade scavenger sobre o
DPPH"
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,016mg/mL); Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet 0,04
(cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo a respectiva concentracdo de cetoprofeno testada; * indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao
extrato aquoso de guarana (0,016mg/mL).

A associacdo entre cetoprofeno e extrato aquoso de guaranad provocou mudangas na
capacidade scavenger das amostras. Em todas as concentragcbes da associagdo que foram
testadas, a atividade scavenger alcancgada foi maior do que quando se utilizou a substancia
isolada nas correspondentes concentragdes. Este resultado demonstra uma potencializacdo da
acao de captura sobre o DPPH" das substancias testadas quando atuam em conjunto. A
inibicdo maxima alcangada pela associacdo do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarana foi
de 82,78+0,89%, sendo esta na menor concentragao de cetoprofeno.



52

5.2.3 Atividade scavenger sobre o HOCI

O HOCI ndo € um radical livre, porém esta relacionado com a formacao de espécies
radicalares atraves de reacfes com compostos inorganicos, lipideos, proteinas, carboidratos, e
outros biopolimeros, além de ser considerado um forte oxidante (PANASENKO;
GORUDKO; SOKOLOV, 2013). Diante de sua importante contribuicdo para o ambiente
oxidativo, observou-se que o cetoprofeno possui baixa acdo scavenger sobre esta molécula,

qguando comparado com a ac¢ao scavenger do extrato de guarana (Figura 11).

Figura 11 - Acdo scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guarand e resveratrol sobre o HOCI (30puM); em
tampao fosfato de sddio 50mM, pH 7,4; TMB 2,8mM, A= 652nm
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Neste ensaio 0s resultados sdo expressos em % da inibicdo de oxidacdo da TMB,
pois esta molécula também é oxidada pelo HOCI presente no meio reacional e 0 aumento da
absorbancia é diretamente proporcional ao aumento desta oxidagdo. A inibicdo maxima
alcancada pelo cetoprofeno foi 23,84+4,99% (0,0004 mg/mL), enquanto que 0 extrato aquoso
de guarana inibiu 99,52+1,73% (0,08mg/mL) da oxidacdo da TMB e apresentou ICso=
0,015£0,003mg/mL. O resveratrol apresentou 1Cso= 0,000458+0,000005mg/mL.

Costa et al. (2006), pesquisaram a agdo antioxidante de farmacos anti-inflamatorios

em diversos modelos de estudos in vitro, e também observaram pouca ou nenhuma atividade
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do cetoprofeno na inibicdo da oxidacdo do TMB. Em contrapartida demonstraram que este
AINE possui agdo efetiva contra o H20>. Estes resultados embasam a hip6tese da seletividade
de acdo antioxidante de substancias frente a diferentes radicais livres ou espécies reativas.

Em uma pesquisa desenvolvida por Siwak et al. (2013) foi observado que diferentes
flavondides apresentam uma acéo caracteristica diante das mudancas provocadas pelo HOCI
em sistemas in vitro, com ou sem células. Neste estudo a quercetina mostrou-se ser mais
eficiente contra os danos oxidativos em grupamentos tiois provocados pelo HOCI in vitro,
enguanto que as catequinas provocaram maior protecao contra a citotoxicidade e cloracdo de
proteinas provocadas pelo HOCI em células vivas. Os autores acreditam que estas diferencas
de acdo estejam relacionadas com a estrutura de cada molécula antioxidante analisada, visto a
diferenca de grupamentos hidroxilas, tanto em numero como em localizacdo destes na sua
estrutura. Estes grupamentos sdo fundamentais para a sua atividade antioxidante. No extrato
aquoso de guarana utilizado neste estudo identificou-se a presenca de diferentes polifendis,
portanto a 6tima acdo de inibigdo encontrada neste ensaio pode estar relacionada a sua
composicdo, visto que individualmente estas substancias ja apresentam boa acéo antioxidante.

Quando se associou o cetoprofeno e o extrato aquoso de guaranad foram alcancadas
inibicdes mais significativas do que aquelas alcangadas pelas substancias isoladas. Neste
ensaio utilizou o extrato aquoso de guarand 0,016 mg/mL (aproximadamente seu ICso=
0,015+0,003mg/mL), e diferentes concentracdes do cetoprofeno, inclusive aquela em que foi

observada maior inibicdo, conforme demonstra a Figura 12.

Figura 12 - Efeito da associacdo entre extrato aquoso de guarand e cetoprofeno sobre a inibi¢do (%) da oxidacdo
da TMB (2,8mM) pelo HOCI (30uM)
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,016mg/mL); ); Cet 0,0004; Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet
0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo a respectiva concentracdo de cetoprofeno testada; * indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao
extrato aquoso de guarana (0,016mg/mL).

A menor concentracdo do cetoprofeno associada ao extrato aquoso de guaranad nédo
sugere que o cetoprofeno ndo interfere na acdo provocada pelo extrato, e este valor representa
apenas o efeito do extrato aquoso de guarana. Ja quando sdo observados os demais resultados
nota-se que as diferencas encontradas sdo provocadas pela acdo conjunta das duas substancias
em teste.

A potencializagdo da inibicdo provocada pela associacdo das substancias foi
parcialmente dependente da concentracdo, pois a maior inibicdo 90,56+0,40% foi alcancada
na concentracdo de 0,04mg/mL de cetoprofeno, e mesmo ap0s 0 aumento da concentracdo
esta inibicdo se manteve. Estes resultados demonstram a importancia da concentracao testada

visando efeitos maximos com a menor dose possivel.

5.2.4 Atividade scavenger sobre 0 O2™

No processo inflamatorio ocorre a ativacdo de diferentes formas de defesa na
tentativa de resolucdo desta patologia. Uma das formas de defesa do organismo é a ativagéo
de células fagociticas que produzem radicais livres, como o O2" (KLADNA et al., 2006).
Sabendo-se da presenca desta molécula durante o processo inflamatorio é relevante avaliar a
acao do cetoprofeno sobre ela (Figura 13). Neste ensaio o cetoprofeno alcancou a atividade
scavenger maxima de 48,33+3,10% na concentracdo de 0,08mg/mL. Embora Kladna et al.
(2006) tenham utilizado uma metodologia diferente, também observam significativa atividade
scavenger do cetoprofeno sobre 0 O". Porém Manente et al. (2011), que ndo observoram
nenhuma acdo scavenger do cetoprofeno sobre este radical.

O extrato aquoso de guarana apresentou atividade scavenger maxima sobre o O™ na
concentragéo de 0,16mg/mL, sendo que esta atividade atingiu 81,14+1,46%, e seu ICso foi de
0,014+0,005mg/mL. O resveratrol apresentou ICso= 0,035+0,01mg/mL. Estes resultados
indicam uma Otima atividade scavenger do extrato sobre o O2", pois apresentou uma
concentragdo de ICsp menor do que o padrdo testado, um potente antioxidante. Esta agéo
antioxidante do extrato aquoso de guarand provavelmente esta relacionada com a presenca de
diversos componentes bioativos na sua composicdo, como: polifendis totais, catequinas e

taninos totais.



55

O O2" pode interagir com o NO" e formar outros radicais extremamente lesivos.
Portanto, inibir a agdo oxidativa do O™ pode ser uma alternativa na prevencdo de danos em
membranas celulares e DNA provocados por ele mesmo ou por radicais que derivam de
reacOes nas quais é elemento fundamental. Em um estudo conduzido por Bittencourt et al.
(2013), foi observado que em células tratadas com nitroprussiato de sddio (agente gerador de
NO) e extrato hidroalcéolico de guarana os niveis de estresse oxidativo diminuiram em

relacdo aquelas ndo tratadas com o extrato.

Figura 13 - Acéo scavenger do cetoprofeno, extrato aquoso de guarand e resveratrol sobre o anion superdxido
quimicamente gerado por NBT (68,4 uM), PMS (9,67 uM) e NADH (118,5uM) em tampé&o fosfato de sédio
10mM, pH 7,4; A= 560nm
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Na associacdo do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarana foram observadas
mudangas significativas na atividade scavenger. Para o ensaio da acdo scavenger sobre 0 O2™
utilizou-se a concentracdo mais préoxima do ICsp do extrato (0,016mg/mL) e para o
cetoprofeno foram utilizadas concentracbes menores e igual aquela em que foi alcangada a

atividade scavenger méxima (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da associacao entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno na atividade scavenger sobre o
02"
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,016mg/mL); Cet 0,016 (cetoprofeno 0,016mg/mL); Cet 0,04
(cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo a respectiva concentragdo de cetoprofeno testada; * indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacéo ao
extrato aquoso de guarana (0,016mg/mL).

Os resultados apresentados acima indicam efeito diferente ao observado frente as
espécies anteriores para a associacdo das substancias quando se trata da acdo sobre o Oy,
Pode-se notar que ao contrario dos demais ensaios, a associacdo do cetoprofeno e do extrato
aquoso de guarand, independentemente da concentragdo, resultou em menor efetividade na
atividade scavenger sobre o O>™.

Em todas as concentragOes de cetoprofeno testadas na associacdo foi observada a
diminuicdo da atividade scavenger quando comparada com a substancia isolada. A maior
atividade scavenger na associacdo foi de 20,76+1,90% na menor concentracdo do
cetoprofeno. Diante deste resultado percebe-se que a associacdo das substancias em teste
piora a atividade scavenger sobre o O.", portanto tanto o extrato aquoso de guarané interfere
negativamente na acdo do cetoprofeno sobre este radical, como o cetoprofeno interfere de

forma negativa na agéo antioxidante do extrato.

5.2.5 Atividade sobre a inibicdo da oxidacdo do guaiacol pela peroxidase (HRP)

A HRP € uma peroxidase muito atil em estudos que envolvam a oxidacdo de
xenobioticos por peroxidases (VELLOSA, 2008). E de facil obtencéo e se tornou um modelo
classico para a avaliagdo de diferentes compostos que possam inibir esta enzima (KHALIL,

2002). De tal forma observa-se na Figura 15 que o extrato aquoso de guarand apresentou
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significativa capacidade de inibir a HRP. A inibi¢do maxima alcangada foi de 57,62+4,25%
na concentracdo de 0,16mg/mL e apresentou 1Cs0=0,05+0,001mg/mL. Vellosa (2008)
demonstrou que alguns flavonoides, como a quercetina e afzelina, sdo bons inibidores da
HRP. Esta atividade poderia estar relacionada com a presenca de hidroxilas livres no anel B
das moléculas dos compostos antioxidantes (VELLOSA, 2008). O extrato aquoso de guarana
é composto por diferentes polifendis, tais como a catequina, que apresenta as referidas
hidroxilas em sua estrutura, sendo, portanto, uma potencial fonte inibidora da HRP.

O cetoprofeno ndo apresentou a mesma eficiéncia e provocou a inibicdo maxima de
17,90£3,49% na concentracdo de 0,02mg/mL. Alguns AINES, como por exemplo, o
diclofenaco, sdo inibidores da peroxidase de neutrofilos, mieloperoxidase (MPO)
(ZUURBIER et al., 1992), Porém o AINE investigado neste estudo ndo apresentou alta
capacidade de inibicdo sobre a HRP.

O resveratrol, utilizado neste estudo como antioxidante padrdo, apresentou
1C50=0,018+0,003mg/mL, demonstrando significativa eficiéncia como inibidor sobre este
sistema modelo, assim como outros antioxidantes anteriormente estudados, como a quercetina
(VELLOSA 2008).

Figura 15 — Efeito do cetoprofeno, extrato aquoso de guarana e resveratrol sobre a oxidacdo do guaiacol
catalisada pela HRP (7 nM/ H202 0,1 mM); em tampao fosfato de sodio 50mM, pH 7,4; 37°C; A= 470 nm.
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Além da acdo do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarana isolado, buscou-se
avaliar a acdo destas substancias associadas sobre a inibicdo da HRP. Da mesma forma que
nos ensaios anteriores, utilizou-se a concentracdo do 1Cso do guarand, e para o cetoprofeno
foram testadas concentracdes superiores, igual e menor aquela em que se obteve a inibicéo
maxima (Figura 16).

Figura 16 - Efeito da associacdo entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno sobre a inibicdo (%) da oxidacéo
do guaiacol pela peroxidase (HRP)
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(cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL); Cet 0,08 (cetoprofeno 0,08mg/mL). # Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo a respectiva concentragdo de cetoprofeno testada; *indica diferenga
estatistica (p<0,0001) em relacéo ao extrato aquoso de guarand (0,05mg/mL).

A vq das diferentes associacdes sofreram alteragdes em relacéo as vo das substancias
isoladas. Na menor e na maior concentracdo do cetoprofeno associado ao extrato ndo houve
diferenca com relacdo a vo do extrato aquoso de guarand, portanto o cetoprofeno néo
interferiu no resultado final. J& quando se compara a a¢do do extrato aquoso de guarana sobre
a acdo do cetoprofeno, pode-se notar que em todas as concentracOes testadas houve diferenca
estatistica e 0 extrato aquoso de guarana promoveu significativa inibicdo da HRP
independente da concentracéo de cetoprofeno utilizada na associacao.

Observa-se que a inibicdo méxima para a associacdo foi alcangada na maior
concentracéo do cetoprofeno (0,08mg/mL), atingindo-se 44,61+2,18%. Entretanto, esse valor
ndo foi estatisticamente diferente da inibicdo alcancada pelo extrato aquoso de guarana. Nas
concentracdes intermediarias mesmo com o aumento da inibicdo provocada pela associagédo

em relacdo & concentragdo correspondente do cetoprofeno, estes valores foram menores
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daqueles obtidos pelo extrato aquoso de guarand. De uma maneira geral, a associagao
aumentou a inibi¢do provocada quando se considera apenas o cetoprofeno, porém em relacdo
ao extrato aquoso de guarana ndo provoca nenhum efeito aditivo significativo.

A inibicdo da oxidacdo do guaiacol pela HRP pode estar relacionada a presenca de
substancias: 1) que atuem como substrato da enzima (caracterizando inibicdo competitiva); 2)
que possuam acéo scavenger sobre o H2O2, que € o co-substrato da enzima; 3) que capturem o
guaiacol oxidado (produto da reacdo catalisada pela HRP) ou 4) que atuem como inibidores
da enzima HRP. Esta ultima hipdtese, talvez seja a mais promissora para os resultados
apresentados neste trabalho, pois a concentracdo de guaiacol e de H.O> presentes nesta reacéo
é bem maior do que aquela necessaria para assegurar que a reacao aconteca na sua velocidade
méaxima. Embora Vellosa (2008) tenha observado que flavondides como afzelina, kaempferol
e quercetina ndo interagem com o H20- e sdo potenciais substratos da HRP, quando se trata
do extrato aquoso de guarand, hd uma mistura de compostos polifenélicos o que dificulta a
confirmacdo de tal hipdtese, uma vez que ndo se pode saber qual substancia atua desta
maneira na reacdo e, para isso, seria necessario um estudo para cada substancia presente neste
extrato.

Em relacdo aos resultados obtidos para o cetoprofeno estudos envolvendo essa
investigacdo deverdo ser desenvolvidos, pois na literatura os dados ainda séo controversos
sobre sua acgdo scavenger sobre o H>O,. Enquanto Manente et al. (2011) ndo encontraram
nenhuma acao, Costa et al. (2006), demonstraram uma promissora atividade scavenger deste
AINE sobre o H,O». Estes estudos utilizaram metodologias diferentes, demonstrando a
importancia do meio reacional considerado. E ainda, ndo se pode descartar a possibilidade
deste farmaco inibir a peroxidase, assim como outros AINES (ZUURBIER et al., 1992).

Sob um aspecto geral os dados até aqui apresentados indicam que o cetoprofeno
possui pouca atividade scavenger contra ERO, porém esta atividade é depende do tipo de
ERO presente no modelo de ensaio. A maior atividade foi observada sobre o O™, e estes
resultados corroboram com os resultados obtidos por Costa et al. (2006). A presenca de
alguma atividade antioxidante do cetoprofeno pode estar relacionada com a sua estrutura
quimica, pois a presenca da por¢do benzofenona contribui para a sua capacidade redox (NG;
LIU; ZHAO, 2000).

Além disso, ndo foi observada atividade pro-oxidante em nenhum dos ensaios ja
demonstrados aqui, a qual é relevante uma vez que o estabelecimento do estresse oxidativo
esta relacionado com o aumento de ERO e/ou diminuig&o dos sistemas de defesa antioxidante.

Portanto, se durante a inflamacgéo ocorre a exacerbacdo da producéo e liberacdo de ERO, por
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exemplo, através do “burst oxidative” (GAWEL; LIBROWSKI; LIPKOWSKA, 2013), a
utilizacdo de um AINE, como o cetoprofeno, que atue através da inibi¢cdo da COX, mas além
disso possua atividade antioxidante pode diminuir os efeitos adversos possivelmente
relacionados com o estresse oxidativo. Entretanto, a atividade deste farmaco em alvos que néao
estejam sob o processo inflamatorio e desta forma sob a producdo aumentada de ERO ainda
permanece desconhecida. Os ensaios in vitro contribuem para 0 screening inicial do
comportamento desta molécula frente a diferentes ERO, porém estudos in vivo podem
elucidar o que de fato acontece em outros locais do organismo, que muitas vezes sdo alvos
dos efeitos adversos provocados pelo cetoprofeno.

J& o extrato aquoso de guarand demonstrou atividade bastante satisfatoria diante das
ERO testadas. Embora poucos estudos utilizem o mesmo extrato em questdo, a atividade
antioxidante dos produtos derivados das sementes do guarana é bem estabelecida
(BITTENCOURT et al., 2013; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007; MATTEI et al., 1998).
Esta atividade esta diretamente relacionada com a presenca de componentes bioativos como:
cafeina, teobromina, catequinas, taninos e outros componentes (BELLINARDO; MARTEL-
LI; VALLE, 1985). Estas moléculas atuam como potentes antioxidantes, pois suas estruturas
sdo composta por hidroxilas livres e anéis aromaticos, possibilitando reacdes do tipo redox
com alta capacidade de doar 4&tomos de hidrogénio, fundamental para a atividade scavenger
sobre muitos radicais (QUIDEAU et al., 2011).

Em relacdo a associacdo entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guarana ainda
ndo ha relatos da literatura de estudos nestes modelos: ABTS™", DPPH", HOCI, O>™ e HRP,
porém pode-se observar atividade scavenger dependente da ERO testada. Estes modelos in
vitro indicaram que apenas na presenga do O™ a associagdo néo foi efetiva. O que sugere que
as interacOes entre as substancias podem assumir diferentes comportamentos, dependendo
especialmente do meio reacional, pois diante de alguns radicais e agentes oxidantes a
interacdo parece favorecer a atividade antioxidante seja através da formag&o de novos
compostos antioxidantes, potencializacdo da agdo através de interagdes ou ainda outros
mecanismos que precisam ser investigados. Entretanto, a associacdo também pode diminuir a
capacidade antioxidante das substancias em testes, como por exemplo, diante do O2™, o que
neste caso pode estar relacionado com a formacdo de compostos com menor efetividade sobre
este radical como dimeros ou outras estruturas que tornam menos ativas as moléculas
antioxidantes (SCOTTI et al., 2007). A partir destes resultados observa-se a importancia da

realizacdo de maiores investigacdes acerca deste assunto, pois diferentes ERO e técnicas que
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nédo foram investigadas neste estudo podem ser alternativas complementares para a elucidacéo

do mecanismo de acdo que envolve a associacdo destas substancias.

5.3 ACAO HEMOLITICA SOBRE ERITROCITOS HUMANOS

Além da realizacdo dos ensaios in vitro com modelos de sistemas oxidativos, é
importante avaliar o perfil das substancias testadas sobre a toxicidade que pode ser provocada
em eritrocitos humanos, como modelo de estudo celular. Estas diferentes metodologias
fornecem dados importantes quando se visa observar o perfil do extrato aquoso de guarana e
do cetoprofeno, tanto isolados como associados, diante de diferentes agentes que podem
contribuir para o estabelecimento do estresse oxidativo. A acao sobre eritrocitos é de grande
utilidade visto que estas células desempenham funcgdes essenciais para o bom funcionamento
do organismo, como por exemplo, o transporte de oxigénio para os tecidos e é alvo do ataque
oxidativo de muitas ERO (VELLOSA, 2008).

A hemolise dos eritrocitos € um modelo ex vivo de estudo, relacionado com os danos
provocados por ERO e outras moléculas em membranas celulares e os efeitos provocados por
xenobioticos. Este modelo utiliza o radical AAPH, que, em 37°C, se decompde gerando um
radical alquilo (R") e na presenca de oxigénio molecular é convertido para um radical peroxilo
(ROO"). A hemolise neste caso esta associada com os danos que os radicais derivados do
AAPH causam na membrana do eritrocito, como a peroxidacdo lipidica e oxidacdo de
proteinas da membrana (NIKI, 1990; SATO et al., 1995).

Inicialmente verifico-se a acdo de cada substancia sobre os eritrocitos durante 5
horas. Conforme pode se observar na Figura 17, o cetoprofeno provoca o aumento discreto, da
hemolise em relacdo ao controle negativo (sem a amostra em teste, apenas com eritrécitos) em
todas as concentragOes testadas e em todos os tempos analisados. Estes resultados estdo de
acordo com Manente et al. (2011). A maior taxa de hemolise foi provocada pela menor

concentracdo do cetoprofeno, independentemente do tempo considerado.
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Figura 17 - Acdo hemolitica do cetoprofeno em diferentes concentragdes em funcédo do tempo: suspensdo de
eritrocitos 5%; 5 horas de incubag@o; 37°C; tampao fosfato de sodio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; A= 414 nm
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O extrato aquoso de guarana apresentou resultados que foram dependentes do tempo
(Figura 18). Na primeira hora de incubacdo observou-se uma diminui¢do da hemdlise nas trés
maiores concentragfes. A inibicdo méaxima da hemolise foi de 35,26+1,3% na concentragéo
de 0,02mg/mL, sendo que esta inibicdo ndo foi estatisticamente diferente das inibi¢des
provocadas pelas concentragdes de 0,04 e 0,08mg/mL. Nas demais concentragdes ndo foram
observados quaisquer efeitos, sendo que a hemolise permaneceu igual aquela do controle. Ja
na terceira hora de incubagéo, observou-se que a maior concentracdo do extrato provocou
19,12+3,10% de inibicdo da hemdlise, enquanto que a menor concentragdo (0,002mg/mL)
aumentou a hemolise, em relacdo ao controle. Na ultima hora de incubacdo ndo foram
observados efeitos inibitorios sobre a hemolise de eritrocitos e 0 maior aumento da hemdlise

foi provocado pela menor concentracdo do extrato.
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Figura 18 - Acdo hemolitica do Extrato aquoso de guarana (Ext. ag. guarana) em diferentes concentragGes, em
funcdo do tempo: suspensdo de eritrécitos 5%; 5 horas de incubacao; 37°C; tampdo fosfato de s6dio 10mM/NaCl
150mM, pH 7,4; A= 414 nm
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Nota: * Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em rela¢do ao controle negativo (sem amostra e sem AAPH).

Além disso, buscou-se avaliar a acdo destas substancias diante da hemolise de
eritrocitos humanos provocada pelo radical formado a partir do AAPH. Como pode ser
observado na Figura 19, o oxidante AAPH provoca forte acdo hemolitica (controle positivo)
em comparagdo ao controle negativo, onde s0 é encontrada a hemolise proveniente da
execucdo da técnica. Neste caso, o cetoprofeno provocou um efeito contrario aquele
observado na auséncia do radical. Em todos o0s tempos analisados o cetoprofeno
independentemente das concentragdes, inibiu a hemolise induzida pelo AAPH. Na primeira
hora a maior inibicdo alcancada foi de 54,50+1,66% na concentragdo de 0,008mg/mL. Na
terceira hora a concentracao de 0,08mg/mL inibiu 58,61+1,50% da hemdlise e na quinta hora
a maior inibicdo também se deu nesta concentragdo, porém atingiu 63,50+0,18%. Estes
resultados indicam a presenca de atividade anti-radicalar do cetoprofeno em relagdo ao
AAPH, efeito positivo quando se trata de um farmaco que é utilizado no tratamento de
patologias envolvidas com o estresse oxidativo. Portanto, estes dados sugerem que o

cetoprofeno ndo provoca danos nas membranas de eritrdcitos quando presente em um
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ambiente oxidativo. Isso é importante quando se considera que a lise de eritrocitos pode estar

relacionada com efeitos colaterais de medicamentos, como a anemia hemolitica.

Figura 19 - Acdo do cetoprofeno em diferentes concentracdes sobre a hemolise promovida pelo AAPH (25mM)
em funcdo do tempo: suspensdo de eritrécitos 5%; 5 horas de incubagdo; 37°C; tampdo fosfato de sédio
10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; A= 414 nm
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Nota: * Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao controle positivo (com AAPH 25mM e sem
amostra).

A acdo do extrato aquoso de guarana sobre a hemolise promovida pelo radical AAPH
também foi diferente daquela provocada na auséncia deste radical. Observa-se na Figura 20,
que a inibicdo da hemolise esta relacionada com o tempo de incubagdo com a concentracdo do
extrato no meio reacional. Na primeira hora todas as concentra¢fes diminuiram a hemdlise,
em relacdo ao controle positivo, sendo a inibigdo méxima (68,62+0,5%) na concentragdo de
0,04mg/mL que foi semelhante & concentracdo de 0,08mg/mL. Na terceira hora as trés
maiores concentragcdes de extrato aquoso de guarand provocaram significativa inibicdo da
hemolise, enquanto que as demais concentracBes ndo demonstraram tal efeito. A inibicdo
méaxima alcangada nesta hora foi 78,70£1,31% (0,08mg/mL). Na ultima hora deste ensaio a

maior concentragdo do extrato provocou 90+0,18% de inibi¢cdo da hemdlise, enquanto que as
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concentragdes (0,002; 0,004 e 0,008mg/mL) aumentaram o efeito hemolitico do AAPH sobre

0s eritrécitos.

Figura 20 - Ac¢do do Extrato aquoso de guarand (Ext. agq. guarand) em diferentes concentracBes sobre a
hemolise promovida pelo AAPH (25mM), em funcdo do tempo: suspensdo de eritrdcitos 5%; 5 horas de
incubacdo; 37°C; tampdo fosfato de sédio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4;
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estatistica (p<0,0001) em relacdo ao controle positivo (com AAPH 25mM e sem

O mecanismo pelo qual substancias antioxidantes atuam na inibicdo da hemdlise

provocada pelo radical AAPH néo foi elucidado, porém Banerjee et al. 2008 aponta que 0s

antioxidantes podem provocar a neutralizacdo quimica direta dos radicais peroxilos gerado a
partir de AAPH ou atuar por meio da sua absor¢éo celular (BANERJEE et al., 2008).

Vellosa et al. (2015) observaram que os flavonoides afzelina, kaempferol e

pteroginoside foram capazes de inibir a hemdlise provocada pelo AAPH e estes resultados

foram dependentes da dose utilizada. Além disso, sugerem que estes flavondides podem ter

atividade contra o radical AAPH impedindo-o de agir sobre a membrana celular dos
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eritrécitos. Estas observacdes suportam os resultados encontrados na a¢do do extrato aquoso
de guarand, que contém varios flavondides, que poderiam assim, agir sobre o radical AAPH e
exercer seu efeito antioxidante neste sistema, desencadeando a protecdo dos eritrocitos e suas
atividades essenciais. Estes resultados também foram concentracdo-dependentes, sendo que
em concentraces muito baixas e ao longo do tempo a hemdlise foi intensificada,
demonstrando a importancia de concentracOes adequadas de substancias antioxidantes para
que esta acdo seja alcancada. E ainda, Vellosa et al. (2015), destacam que 0 aumento da
hemolise dependente do tempo poderia estar relacionado com o maior contato das substancias
no meio reacional com a membrana do eritrdcito, o que facilita a remodelacdo estrutural das
membranas e interrupcao da homeostase do eritrocito.

Também se verificou a acdo do cetoprofeno e do estrato aquoso de guarana
associadas. Foram utilizadas as concentragdes do cetoprofeno que apresentaram uma acgéo
intermediéria tanto no ensaio com AAPH guanto sem este oxidante: 0,004; 0,008; 0,02 e 0,04
mg/mL. O extrato aquoso de guarana foi testado na sua ICso= 0,02mg/mL. As concentracdes
de ambas as substancias foram escolhidas para que fosse possivel observar a inibicdo ou
exacerbacdo da hemolise (caso houvesse) pela associacdo das amostras.

Na Figura 21 observa-se que em todas as concentragdes a associacao resultou em um
aumento da absorbéncia, e, portanto, aumento da hemélise, quando comparada apenas com a
hemolise provocada pelo extrato aquoso de guarana. Isto indica que o cetoprofeno interferiu
negativamente na acdo provocada pelo extrato quando se trata da hemdlise provocada na

auséncia do radical AAPH na primeira hora de incubacao.

Figura 21 - Efeito da associacdo entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno sobre a hemélise (A 414nm)
durante 1h incubagdo (37°C) sem AAPH
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,02mg/mL); Cet 0,0004 (cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet
0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). #
Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo a respectiva concentracdo de cetoprofeno testada; *indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao extrato aquoso de guarana (0,02mg/mL).

Em contrapartida, o extrato aquoso de guarand influencia de forma diferente na acéo
hemolitica do cetoprofeno. O extrato utilizado nesta pesquisa provocou a diminui¢do da
hemolise que o cetoprofeno sozinho ndo alcangava, exceto na concentracao de 0,008mg/mL.
O melhor efeito da associacdo foi observado na menor concentracdo de cetoprofeno
(0,004mg/mL), onde a hemolise teve uma reducdo de aproximadamente 36%.

Na terceira hora de incubagdo na auséncia de AAPH, a associacdo das amostras
também provocou o aumento da hemolise quando comparada com aquela provocada apenas
pelo extrato aquoso do guarand, demonstrando que o cetoprofeno, independente da

concentracgéo, interfere negativamente no efeito provocado pelo extrato (Figura 22).

Figura 22 - Efeito da associa¢do entre extrato aquoso de guarand e cetoprofeno sobre a hemdlise (A 414nm)
durante 3h incubacéo (37°C) sem AAPH
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,02mg/mL); Cet 0,0004( cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet
0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). #
Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo a respectiva concentracdo de cetoprofeno testada; *indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao extrato aquoso de guarana (0,02mg/mL).

O extrato aquoso de guarana promoveu a diminuicdo da hemolise e 12% apenas
quando associado a menor concentracdo do cetoprofeno, sendo que nas demais concentragdes
ndo provocou alteracdo ou até mesmo piorou a hemolise que foi provocada pelo cetoprofeno

quando testado nestas mesmas condicdes, porém de forma isolada.
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Ap0s cinco horas de incubagdo das amostras associadas e na auséncia do AAPH
observa-se que o cetoprofeno continuou interferindo na acdo do extrato aquoso de guarana,
provocando o aumento da hemdlise. Apenas a maior concentracdo de cetoprofeno néo

provocou alteracGes na acdo do extrato (Figura 23).

Figura 23 - Efeito da associacdo entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno sobre a hemélise (A 414nm)
durante 5h incubag&o (37°C) sem AAPH
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,02mg/mL); Cet 0,0004( cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet
0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). #
Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo a respectiva concentracdo de cetoprofeno testada; *indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao extrato aquoso de guarana (0,02mg/mL).

Quando se observa o efeito do extrato aquoso de guarana sobre a hemélise provocada
pelo cetoprofeno, na dltima hora de incubagdo, ha uma inverséo dos efeitos alcangados na
terceira hora. O extrato prejudicou a acdo hemolitica do cetoprofeno na menor concentracéo e
provocou a reducédo de 30,54% da hemdlise na maior concentracao.

Estes resultados indicam que a acdo do extrato aquoso de guarand pode ser benéfica
quando se trata da reducdo da hemolise provocada pelo cetoprofeno na auséncia de um
radical. Entretanto esta acdo é dependente do tempo e também da concentracdo do
cetoprofeno no meio reacional. Quanto maior o tempo de incubacdo, maior foi a concentragédo
de cetoprofeno necesséria para que se alcancasse a diminui¢cdo da hemdlise, sugerindo
possiveis interacdes entre as moléculas destas substancias e até formagdo de novos compostos

que ndo interfiram na homeostase da membrana do eritrécito, exercendo efeito protetor.
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Devido ao envolvimento das ERO em diversas funcdes e patologias que acometem o
organismo foi importante também, neste estudo, a avaliacdo da agdo da associagdo das
substancias em teste diante de radicais livres. Entdo, além dos resultados demonstrados até
aqui, investigamos a acdo do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarana associados sobre a
hemolise induzida pelo radical AAPH.

Ap0s a primeira hora de incubacdo, observou-se que o cetoprofeno, independente da
concentracdo testada, prejudicou a acdo do extrato aquoso de guarana, pois aumentou
significativamente a hemolise quando comparada com a acdo provocada somente pelo extrato
(Figura 24).

Figura 24 - Efeito da associagdo entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno sobre a hemolise (A 414nm)
promovida pelo AAPH durante 1h incubacdo (37°C)
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarand 0,02mg/mL); Cet 0,0004 (cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 0,008
(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo a respectiva concentragdo de cetoprofeno testada; *indica diferenga
estatistica (p<0,0001) em relacéo ao extrato aquoso de guarand (0,02mg/mL).

O efeito do extrato aquoso de guarana sobre a acdo do cetoprofeno também mostra o
aumento da hemdlise na associacdo em relacdo ao cetoprofeno isolado, na respectiva
concentra¢do. O maior aumento da hemolise foi provocado na concentragdo de 0,008mg/mL
de cetoprofeno e resultou em um acréscimo de 134, 48% na hemdlise, indicando que a
associacdo ndo é eficiente na diminuicdo da hemdlise provocada pelo radical AAPH na
primeira hora de incubacéo.

Ap0s trés horas de incubacdo a acdo provocada pela associa¢do do extrato aquoso de
guarana e o cetoprofeno sobre a hemdlise promovida pelo AAPH demonstra um
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comportamento diferente daquele observado na primeira hora do ensaio. Em todas as
concentragOes da associa¢do o cetoprofeno provoca uma diminuigdo da hemdlise promovida

apenas pelo extrato (Figura 25).

Figura 25 - Efeito da associacdo entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno sobre a hemolise (A 414nm)
promovida pelo AAPH durante 3h incubacéo (37°C)
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarana 0,02mg/mL); Cet 0,0004( cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet
0,008(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). #
Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo a respectiva concentracdo de cetoprofeno testada; *indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao extrato aquoso de guarana (0,02mg/mL).

O extrato provoca diminui¢do da hemdlise em todas as concentracfes de cetoprofeno
testadas, quando se compara com a hemolise resultante da acdo individual do cetoprofeno.
Neste caso o melhor efeito da associagdo foi observado na concentracdo de 0,02mg/mL do
cetoprofeno, onde a inibicdo da hemdlise foi de 70£0,15% .

Portanto, a associacdo do extrato e do cetoprofeno indica um efeito protetor em
relacdo & hemolise promovida por cada substancia isolada durante 3 horas de incubacéo.

E na ultima hora de incubacdo o que se observa ¢ uma diminuicdo ainda maior da
hemolise. Quando comparamos o efeito do cetoprofeno sobre o extrato aquoso de guarana
esta inibicdo é perceptivel em todas as concentragdes associadas, portanto ao longo do tempo
0 cetoprofeno parece contribuir para a acdo do extrato aquoso de guarand sobre a hemdlise

provocada pelo radical AAPH (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito da associacdo entre extrato aquoso de guarana e cetoprofeno sobre a hemélise (A 414nm)
promovida pelo AAPH durante 5h incubacéo (37°C)
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Nota: EAG (extrato aquoso de guarand 0,02mg/mL); Cet 0,0004 (cetoprofeno 0,0008mg/mL); Cet 0,008
(cetoprofeno 0,008mg/mL); Cet 0,02 (cetoprofeno 0,02mg/mL); Cet 0,04 (cetoprofeno 0,04mg/mL). # Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo a respectiva concentragdo de cetoprofeno testada; *indica diferenca
estatistica (p<0,0001) em relagdo ao extrato aquoso de guarand (0,02mg/mL).

O efeito do extrato sobre a acdo do cetoprofeno também foi positivo na medida em
qgue promoveu uma diminuicdo significativa na hemdlise provocada em cada concentracédo
testada. A maior inibicdo da hemdlise foi observada na concentracdo de 0,02mg/mL de
cetoprofeno associada ao guarana, a qual resultou em uma reducdo de aproximadamente
79,06% .

Os resultados dos ensaios da hemdlise promovida pelo AAPH utilizando a
associacdo de cetoprofeno e extrato aquoso de guarand mostraram efeitos que foram
dependentes principalmente do tempo de incubacdo das amostras. A associacdo demonstrou
ser potencialmente eficaz quanto maior for o tempo de contato entre as moléculas das
substancias, potencializando o efeito que é encontrado quando ambas sdo utilizadas
isoladamente.

Quanto maior a interacdo das substancias associadas mais notavel é a reducdo dos
danos causados pelo APPH sobre a membrana dos eritrocitos. Estes resultados sugerem
potencial acdo protetora das células, isto € relevante quando se busca diminuir possiveis
efeitos indesejados dessas substancias que estejam relacionados com a toxicidade celular e

suas consequéncias.
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5.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEPATICOS, RENAIS E HEMATOLOGICOS

A realizacdo dos ensaios in vitro e ex vivo sdo importantes para a compreensao de
como o cetoprofeno e o extrato aquoso de guarana podem se comportar sob determinadas
condicBes, porém ensaios in vivo sdo extremamente importantes para a compreensao da acao
do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarana associados ou nao sobre sistemas biologicos.
Desta forma os animais foram tratados com cetoprofeno (20mg/kg/dia) e ou extrato aquoso de
guarana (1 ou 0,1 mg/g/dia), e o grupo controle com salina, durante 7 dias.

Foram analisados os niveis séricos de transaminases (ALT e AST) relacionados com
a funcdo hepética. A ALT catalisa a transaminacao da L-alanina e 2-oxoglutarato a piruvato e
glutamato no citoplasma dos hepatdcitos, enquanto que a AST catalisa a transaminacao do L-
aspartato e 2-oxoglutarato a glutamato e oxalacetato. A AST, entretanto, ndo é especifica do
tecido hepatico, pois estd presente também em outros tecidos tais como: no coragdo e
musculos (SILVA, 2004).

Nenhum dos tratamentos realizados neste trabalho provocou alteracées significativas
tanto na ALT quanto na AST, em relacdo ao grupo controle (dados nédo apresentados). Esse
resultado indica que o cetoprofeno e 0 extrato aquoso de guarana ndo provocam
hepatotoxicidade relacionada a danos celulares que é expressa pelo aumento das duas enzimas
(BERTOLAMI, 2005). Estes resultados corroboram com a pesquisa de Khoshnegah; Kamrani
e Mohri (2011), que, embora tenham utilizado diferentes doses de cetoprofeno em cées, ndo
observaram alteracGes nas enzimas hepéticas.

Para a avaliacdo da acao das substancias sobre a funcdo renal analisaram-se 0s niveis
séricos de ureia, creatinina e &cido Urico.

A ureia € sintetizada no figado e resulta do catabolismo proteico. E transportada para
0s rins através da circulacdo sanguinea e nos rins € filtrada nos glomérulos e excretada na
urina. O nivel de ureia sérica pode ser afetado pela fungdo renal, presenga de sangramento
intestinal, hidratacdo do individuo, contetdo proteico da dieta e nivel do catabolismo das
proteinas (SILVA; BARBOSA; SOUSA, 2008).

Conforme demonstra a Figura 27, pode-se observar que o cetoprofeno provocou
aumento no nivel de ureia sérica quando comparado com os valores deste parametro no grupo
controle. Entretanto, em todos oS grupos que receberam o extrato aquoso de guarana,

associado ou ndo ao cetoprofeno os niveis de ureia foram significativamente diminuidos.
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Figura 27 - Avaliacdo dos niveis séricos de ureia
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Nota: Analise bioquimica do parametro ureia em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guaranad 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral.  Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo
cetoprofeno.

Estes resultados indicam a presenca de substancias no extrato aquoso de guarana que
podem interferir na homeostase renal, principalmente relacionada ao estimulo para a
eliminacdo da ureia, seja por alteracdes diretas ou indiretas na filtracdo glomerular. Os
resultados obtidos demonstram que o extrato possui sugestiva capacidade de reverter 0s
efeitos deletérios provocados pelo cetoprofeno sobre este parametro bioquimico, pois provoca
significativa diminuicdo dos niveis de ureia sérica.

A creatinina é um derivado de aminoécido resultante da degradacdo da creatina, sua
eliminacdo ocorre por filtracdo glomerular e também pode ser secretada pelos tubulos
proximais, em menor propor¢do. Os niveis séricos da creatinina sdo mantidos pelo equilibrio
entre sua producéo e sua eliminacdo (SODRE; COSTA; LIMA, 2007). Conforme demonstra a
Figura 28, os resultados obtidos na avaliagdo da creatinina sérica indicam diferenca

significativa entre os grupos analisados.
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Figura 28 - Avaliagdo dos niveis séricos de creatinina
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Nota: Analise bioquimica do pardmetro creatinina em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo
cetoprofeno.

O grupo de animais que recebeu apenas o0 cetoprofeno apresentou aumento
significativo nos niveis de creatinina sérica, enquanto que aqueles que receberam extrato
aquoso de guarana independente da dose ndo apresentaram esta elevacdo. O aumento nos
niveis séricos de ureia e creatinina provocados pelo cetoprofeno séo indicativos de alteracao
na funcdo renal provocada por danos na sua estrutura e/ou funcionalidade. Estes resultados
também foram observados por Somchit et al. (2014) através do tratamento de animais (ratos)
com acido mefenamico, e sugerem que estes danos estejam relacionados com a acdo deste
anti-inflamatorio sobre as PGE2 e PGIz, pois com a inibicdo destas prostaglandinas o
suprimento sanguineo renal é comprometido e consequentemente as fungdes renais sdo
acometidas.

Entretanto, 0s grupos que receberam as duas substancias ndo apresentaram mudancas
nos niveis de creatinina quando comparados com o grupo controle. Este resultado reforca os
indicios apontados nos resultados obtidos através da ureia sérica, na qual o extrato aquoso de
guarana também provocou a reversdo das alteraces provocadas pelo cetoprofeno.

O mecanismo pelo qual o extrato aquoso de guarand promove a reversdo dos
aumentos, da ureia e da creatinina, no soro dos animais ainda néo foi elucidado. Tendo em

vista que estas substancias sdo excretadas atraves da filtracdo glomerular e o extrato utilizado
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na presente pesquisa é composto por diversas substancias, dentre elas as metilxantinas, é
relevante o fato de que estas possam interfir na taxa de excrecdo de algumas substancias.

A cafeina e a teobromina sdo metilxantinas e estdo presentes no extrato aquoso de
guarana utilizado neste trabalho. Estas substancias tem efeito diurético, o qual parece ser
dependente da dose e do tempo de exposi¢cdo (BOLIGNANO et al., 2007).Varios mecanismos
tem sido propostos para explicar este efeito, como por exemplo, aumento da liberacdo de
calcio intracelular, inibicdo de enzimas fosfodiesterases que hidrolisam o AMPc, inibicdo da
reabsorcdo tubular e inibicdo do receptores de adenosina (A1) (BOLIGNANO et al., 2007;
RIEG et al., 2005). A inibicdo de receptores A parece exercer papel fundamental sobre este
efeito. Estes receptores estdo presentes em diferentes estruturas: na arteriola aferente, células
justaglomerulares, tabulo proximal, alca de Henle e ducto coletor (VALLON; HLBAUER,;
OSSWALD, 2006). Rieg et al. (2005), demonstraram que a acdo diurética e natriurética da
cafeina e teofilina é provocada pela inibicdo de receptores Ai, portanto, além da presenca
destes receptores é importante se considerar a localizagdo dos mesmos que parece exercer
papel fundamental no efeito observado. A natriurese provocada pelas metilxantinas parece
estar relacionada com a inibicao dos efeitos mediados pelos receptores A1 no tibulo proximal
(OSSWALD; SCHNERMANN, 2011), enquanto que o efeito diurético € observado quando a
acdo das metilxantinas predomina sobre os receptores Ax na arteriola aferente. 1sso porque a
inibicdo dos receptores Az, principalmente no cortex externo, inibe a constri¢éo sustentada da
arteriola aferente provocada normalmente pela adenosina, e consequentemente ndo ocorre a
reducdo da taxa de filtracdo glomerular (VALLON; HLBAUER; OSSWALD, 2006).

Embora ainda ndo haja uma definicdo exata do mecanismo de acdo das metilxantinas
sobre a funcdo renal, os resultados deste estudo ndo descartam as hipdteses de mecanismos
acima citados, visto que ha reducédo de niveis plasméticos de substancias que séo excretas pela
via renal. Mesmo com as limitagdes de um estudo em modelo animal, os resultados sugerem
efeito benéfico do extrato aquoso de guarana quando associado ao uso do cetoprofeno
indicando efeito protetor da fungéo renal.

O é&cido urico é o produto da degradagdo oxidativa das purinas e aproximadamente
um terco é excretado através do trato gastrointestinal, enquanto o restante é excretado na
urina. A maior parte do &cido urico € dissociado até urato de sodio que é transportado pelo
plasma, mas apenas 5% esta ligado a proteinas plasmaticas, e isto facilita a sua filtracao renal
(ROCH-RAMEL; GUISAN, 1999).

A Figura 29 demonstra os resultados obtidos a partir dos tratamentos utilizados sobre

0s niveis séricos de acido Urico, sendo que 0 grupo que recebeu apenas cetoprofeno sofreu
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significativo aumento deste parametro. Em contrapartida os grupos que receberam o extrato
aquoso de guarana nao sofreram alteracfes em relacdo ao grupo controle, e aqueles que
receberam as duas substancias também apresentaram niveis séricos de acido Urico
estatisticamente igual ao grupo controle. Estes resultados sugerem que o extrato aquoso de
guarand, independente da dose, quando isolado ndo provoca alteragcdes sobre 0s niveis de
acido urico plasmaticos, porém exerce efeito benéfico quando em associac¢éo ao cetoprofeno,

um AINE, pois conseguiu reverter as alteracdes sobre este parametro.

Figura 29 - Avaliacéo dos niveis séricos de acido Urico
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Nota: Analise bioquimica do parametro acido Urico em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo
cetoprofeno.

Estes resultados indicam possiveis alteracfes na excrecdo renal do &cido urico. Sabe-
se que a excre¢do do &cido Urico resulta de quatro processos: filtracdo glomerular, reabsorcéo
quase completa, secrecdo e reabsorcdo pds-secretoria. Apds a filtracdo, o acido Urico, na
forma de urato de sddio entra no tabulo proximal e as demais etapas da sua excre¢do séo
dependentes de transportadores localizados ao longo do tdbulo proximal (LIPKOWITZ,
2012). Diversos transportadores foram identificados e outros ainda estdo sendo pesquisados
para a elucidacdo da contribuicdo de cada um nas diferentes etapas da excre¢do do &cido
arico. O transportador de urato (URATL1) estd na membrana apical das células do tdbulo

proximal e exerce papel fundamental na reabsorcdo do urato. J& os transportadores de ions
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organicos (OAT1 e OAT3), estdo presentes na membrana basolateral destas células e através
da troca i6nica participam da secrecédo de urato (LIPKOWITZ, 2012).

Em um estudo conduzido por Khamdang et al. (2002) observou-se que diversos
AINES, dentre eles o cetoprofeno, sdo transportados por OAT1 e OAT3 sugerindo a
participagdo destes transportadores na excre¢do destes farmacos. Além disso, os autores
propdem a participagédo destes transportadores nos efeitos adversos provocados pelos AINES
no rim. Isto pode estar relacionado com fato da acumulacdo dos AINES sobre as regides dos
transportadores e também apds a sua secrecdo, quando elevadas concentragfes sao
encontradas nas papilas renais, a qual pode ser associado a necrose papilar. Além disso, ha
indicios de que os AINES possam inibir de maneira competitiva os transportadores OAT1
(APIWATTANAKUL et al., 1999). Portanto, conforme se observa no grupo tratado somente
com cetoprofeno, o aumento do &cido Urico sérico pode estar relacionado com a atividade
competitiva do farmaco sobre os receptores envolvidos com a secrecdo do acido Urico,
provocando o0 aumento da concentracdo deste no plasma dos animais estudados.

Em contrapartida, ha estudos que demonstram que flavonoides podem exercer efeito
contrario ao provocado pelo cetoprofeno. Hu et al. (2012) demonstraram que a quercetina
provocou efeitos benéficos na funcdo renal, protegendo disfun¢Bes renais em animais
hiperuricémicos. Neste estudo a quercetina diminuiu os niveis de creatinina e produtos
nitrogenados séricos e aumentou a excregdo de 4&cido (rico somente nos animais
hiperuricémicos, sem provocar alteragdes no grupo controle. Hu et al. (2012) acreditam que
estes resultados estejam relacionados com a expressdo de transportadores de ions organicos
no rim, pois a quercetina provocou um aumento na expressdo dos transportares OAT1 e
diminuigéo na expressédo de URAT1 resultando no favorecimento da excregéo de acido Urico.
Estes resultados ndo foram observados no grupo tratado apenas com quercetina, sem a
indugdo da hiperuricemia. Estes resultados corroboram com Wang et al. (2010), que também
mostraram esta acdo sobre a expressao destes receptores, porem com outro flavonoide: a
morina. Os resultados demonstrados pela Figura 29 estdo de acordo com estes estudos e a
expressdo de transportadores renais envolvidos com a excrecdo do &cido Urico parece ser uma
via da acdo do extrato aquoso de guarana, visto a presenca de flavondides na sua composi¢do
e a semelhanca de resultados encontrados. Entretanto sdo necessarias maiores investigacoes
acerca desta relacdo para o esclarecimento do mecanismo de acdo do extrato e também do
cetoprofeno sobre a homeostase renal.

Dentre os pardmetros hematoldgicos avaliados ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos na contagem diferencial de leucdcitos e na contagem de
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plaquetas (dados ndo apresentados). Entretanto, para os pardmetros: contagem de leucécitos
totais, contagem de eritrdcitos, hemoglobina (Hb), hematdcrito (HCT) e volume corpuscular
médio (VCM), foram observadas diferencas estatisticamente significativas.

Na contagem de leucdcitos totais observou-se que o tratamento com cetoprofeno
causou leucocitose, porém nos grupos que receberam somente o extrato aquoso de guarana

néo foi observado este efeito (Figura 30).

Figura 30 - Avaliagdo da contagem de leucdcitos totais (niimero de leucécitos x 10°)
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Nota: Analise hematologica do parametro leucécitos totais em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet
(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia); EAG 1 (extrato aquoso de
guarana 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+
Cet (extrato aquoso de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. ™ Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagcdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo ao grupo cetoprofeno.

O aumento do numero de leucocitos pode estar relacionado com a agdo dos AINES, e
neste caso do cetoprofeno, sobre estas células. Yamamura et al. (1996) demonstraram que
AINES, como a indometacina e o cetoprofeno, provocam aumento no nimero de granuldcitos
e linfécitos na corrente sanguinea, na medula 0ssea e outros tecidos de ratos. Sugerem
também que os AINES podem induzir o sistema simpatico, pois paralelo ao aumento de
leucdcitos observaram o aumento de noradrenalina no plasma. Portanto, a granulocitose é
uma resposta do organismo frente a diferentes estimulos, como: estresse, adrenalina e AINES
e ocorre de uma maneira muito rapida devido ao grande potencial, da medula dssea, na
producdo destas células num curto espago de tempo. Conforme Yamamura et al. (1996) os
AINES também podem estimular a diferenciacdo, a migracdo e a ativacdo de granuldcitos
(YAMAMURA et al., 1996).
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A utilizagdo isolada do extrato aquoso de guarand ndo provocou alteraces
significativas no nimero de leucocitos totais em relacdo ao controle. Quando associou-se 0
cetoprofeno ao extrato aquoso de guarana, o numero de leucdcitos totais foi reestabelecido ao
nivel do grupo de animais controle.

Na Figura 31 podemos observar as alteragbes na contagem de eritrdcitos nos

diferentes grupos estudados.

Figura 31 - Avaliagdo da contagem de eritrdcitos (nGimero de eritrocitos x 10%/uL)
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Nota: Analise hematolédgica do parametro nimero de eritrocitos em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet
(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia); EAG 1 (extrato aquoso de
guarand 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+
Cet (extrato aquoso de guaranid 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo ao grupo cetoprofeno.

O cetoprofeno provocou significativa diminuicdo do numero de eritrocitos e o
tratamento com extrato aquoso de guarand ndo conseguiu impedir esta reducdo em nenhuma
das doses testadas. Quando o extrato aquoso de guarana foi utilizado isoladamente esta
reducdo ndo foi observada, sendo indicativo de que este efeito é exclusivo do cetoprofeno
Barbosa et al. (2010) demostraram que este efeito tambem foi observado em animais tratados
com o diclofenaco de sédio, um AINE.

Além disso, foram constatadas outras alteracdes nos parametros hematoldgicos. Os
niveis de hemoglobina foram diminuidos em todos os grupos que receberam o cetoprofeno, e
embora o extrato aquoso de guarana ndo provoque esta acdo, também néo foi eficiente para

impedir que este dano acontecesse, conforme se observa na Figura 32.
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Figura 32 - Avaliacdo da dosagem de hemoglobina
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Nota: Analise hematoldgica do pardmetro hemoglobina em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet
(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de
guarand 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+
Cet (extrato aquoso de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. ™ Indica

diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo ao grupo cetoprofeno.

O hematdcrito, que avalia a porcentagem de células vermelhas no volume total de

sangue, apresentou alteracfes significativas que foram dependentes do uso do cetoprofeno
(Figura 33).

Figura 33 - Avaliagéo do hematdcrito
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Nota: Analise hematol6gica do pardmetro hematédcrito em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet
(cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia); EAG 1 (extrato aquoso
deguarana 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG
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1+ Cet (extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. ™ Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo ao grupo cetoprofeno.

Conforme Barbosa et al. (2010) a diminuicdo do hematocrito também é encontrada
quando utiliza-se o diclofenaco de sddio. Estes resultados sugerem que alguns AINES séo
capazes de provocar alteragdes toxicas nos pardmetros hematoldgicos relacionados com a
instalacdo e diagnostico da anemia.

O extrato aquoso de guarana ndo provocou alteracbes no hematdcrito quando
utilizado sozinho, e também ndo impediu a diminuicdo do hematdcrito provocada pelo
cetoprofeno.

Em relacdo ao VCM (que esta relacionado com o volume das hemacias), o
cetoprofeno provocou aumento significativo, independente da sua associacdo com o extrato

aquoso de guarand, conforme se pode observar na Figura 34.

Figura 34 - Avaliacao do volume corpuscular médio (VCM)

80+

*

\J
O
‘4
@,
X

@,

\/
9,

@,
@,
@,
-~

\/

S

XD

)

\/
@,
QD

N

OQOOOKNK

@,
@,

\/
@,

o,

@,
0.:‘0 @,

\/
&/
@,

@,
@,
-~

\/
Q)
@,
9,

9,

S

X

\/
@,

‘0
.0
@,
-~

\/

@,
9,

O
@,
-~

\/
’0

@,
@,
o,

VCM (fL)

*

¢S

A

D

®,

X
&
%
'

O

\/
00

®

S

’A

\/
&

@,
‘0

@,
@,
-~

\/

@,
@,

@,
X)

\/

%

S

@,
X)

\/
Q)
QO
9,

)

5

5
A

O

\/

@,
@,
@,
-

\/

55

55

S

N

EAG 0,1 EAG1 IEAG 0,1 EAG1
d Cet

Nota: Analise hematologica do parametro volume corpuscular médio em ratas Wistar que receberam C (salina);
Cet (cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de
guarana 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+
Cet (extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. ™ Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo ao grupo cetoprofeno.

Na analise microscopica (analise da morfologia celular) foi observada a presenca
intensa de policromatofilia caracterizada por macrocitos policromaticos, que é definida como
a presenca de eritrécitos grandes recém-saidos da medula na circulagdo periférica. Estes
eritrécitos possuem residuos de RNA na sua estrutura e denotam hiper-regeneracao eritroide.
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Isto € um indicativo de que a medula 6ssea esté respondendo ao estado anémico dos animais,
aumentando a producdo de eritrécitos e liberando-os mais rapidamente na circulagdo
sanguinea, ainda na sua forma imatura, caracterizando uma anemia regenerativa nos grupos
que receberam cetoprofeno, o que possivelmente influenciou na elevacdo dos valores de VCM
(MEDEIROS; DITTRICH, 2014).

Portanto, ao se analisar o conjunto de parametros hematoldgicos é possivel
observarmos que o cetoprofeno provoca diminuigéo significativa do namero de eritrocitos, da
hemoglobina e do HCT confirmando a presenca de anemia nestes grupos e este resultado
corrobora com Barbosa et al. (2010) que observaram o estabelecimento da anemia em animais
tratados com diclofenaco de sddio. Alem disso, Goldstein et al. (2011) demonstraram que 0
uso de AINES provoca o agravamento da anemia, com diminuigdo dos niveis de hemoglobina
ao longo do tempo.

Ha estudos que indicam a presenca da anemia relacionada ao tratamento
medicamentoso, e esta anemia é classificada como anemia hemolitica induzida por farmacos,
como por exemplo, antimicrobianos, antineoplasicos e inclusive AINES como o diclofenaco
de sddio, &cido mefenamico, naproxeno e aspirina. Estes medicamentos ou seus metabolitos
induzem uma resposta autoimune contra os eritrocitos e a confirmacdo da anemia hemolitica
induzida por medicamentos requer a confirmacdo sorologica (JOHNSON, 2009). Entretanto,
ndo foram encontrados dados que confirmem esta acdo hemolitica provocada pelo
cetoprofeno.

Além disso, pesquisas sugerem que o0 estabelecimento da anemia provocada por
diversos AINES esta relacionado com os danos provocados por estes farmacos no trato
gastrointestinal (SCARPIGNATO; HUNT, 2010; MARLICZ et al.,, 2014). Na mucosa
gastrica os AINES provocam danos através da sua acdo direta sobre a mucosa causando
alteracdes fisico-quimicas e efeitos mediados pela inibi¢do da sintese de PGs: diminuicdo da
producdo de muco, bicarbonato e da proliferagédo celular. Estes efeitos associados a alteragdes
da microcirculacéo e liberacdo de radicais livres, resultam em danos na fungéo e estrutura da
mucosa gastrica (SCARPIGNATO; HUNT, 2010).

Na mucosa intestinal os AINES podem diminuir as PGs que exercem acdo benéfica
sobre a mucosa, resultando na redu¢do do muco intestinal, perturbagdes microcirculatorias,
aumento da motilidade intestinal, ruptura das juncOes intercelulares e aumento da
permeabilidade da mucosa que pode ser agravada pela penetracdo de &cidos biliares, enzimas
proteoliticas, bactérias intestinais ou toxinas (SCARPIGNATO; HUNT, 2010; MARLICZ et
al., 2014).
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Tacheci et al. (2013) observaram alta prevaléncia de anemia em pacientes com lesdes
no intestino delgado, e conforme Buttgereit; Burmester e Simon (2001), e exposi¢éo cronica
aos AINES aumenta o risco de lesdes no trato gastrointestinal superior, provando Ulceras e
erosdes que podem evoluir para hemorragia, perfuracao e obstrucoes.

Pacientes que utilizam AINES, frequentemente apresentam anemia com o
hematdcrito reduzido, porém muitas vezes ndao h& a presenca de lesdes visiveis no trato
gastrointestinal. Apesar disso, as microlesfes provocadas pelos AINES nos diferentes 6rgaos
do trato gastrointestinal podem resultar no quadro anémico (SCARPIGNATO; HUNT, 2010).
Diante destas consideracdes, os resultados obtidos neste estudo podem indicar que o
cetoprofeno provoca anemia que esta relacionada com as alteragdes estruturais e funcionais
do trato gastrointestinal.

O extrato aquoso de guarana ndo provocou nenhuma alteracdo sobre a anemia
relacionada ao uso de cetoprofeno. Afsana et al. (2004) demonstraram que a utilizacdo de
acido tanico (um polifenol), prejudicou a absor¢édo de ferro e induziu anemia nos animais em
estudo. Considerando a grande quantidade de polifendis encontrados no extrato aquoso de
guarand, é possivel que este mecanismo tenha contribuido para os resultados observados.
Apesar do envolvimento de espécies reativas nos possiveis danos causados pelo cetoprofeno
no trato gastrointestinal, a alta capacidade antioxidante do extrato parece ndo impedir este

efeito e consequentemente o estabelecimento da anemia.

5.5 AVALIACAO DO ESTATUS ANTIOXIDANTE DOS ANIMAIS

Por meio dos resultados apresentados até aqui, é possivel se perceber que alteragdes
importantes aconteceram em diferentes sistemas orgénicos dos animais em estudo. Diferentes
mecanismos podem estar envolvidos quando se trata das alteragdes renais e hematologicas,
como por exemplo o estresse oxidativo, condi¢cdo que provoca danos em células e tecidos
(DURACKOVA, 2010). Desta forma também foram avaliados alguns parametros
antioxidantes nos animais, visando-se entender a contribuicdo deste fator de uma maneira
ampla, através da capacidade antioxidante total, da atividade enzimatica da catalase em
eritrocitos e da dosagem de grupamentos sulfidrilicos totais (SH-T), e também de maneira
direcionada onde avaliou-se os niveis dos grupamentos sulfidrilicos ndo proteicos (SH-NP) e
a atividade da enzima catalase no figado e nos rins.

A capacidade antioxidante total foi avaliada através da captura de radicais ABTS™"

exercida pelas substancias antioxidantes presentes no soro dos animais. Os resultados sdo
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expressos em porcentagem de inibigdo sobre este radical. Na Figura 35, observa-se que 0s
animais que receberam apenas o cetoprofeno apresentam significativa reducdo na capacidade
antioxidante total, em relacdo ao grupo controle, indicando possivel elevacdo no consumo de
agentes antioxidantes, principalmente daqueles advindos da dieta. O grupo de animais que
recebeu apenas 0 extrato aquoso de guarana na maior dose aumentou em aproximadamente
10% sua capacidade antioxidante total. A associacdo do cetoprofeno e do extrato aquoso de
guarana demonstrou que apenas na menor dose do extrato a capacidade antioxidante total foi
parcialmente alterada, porém embora tenha apresentado maior inibicdo sobre o radical do que
0 grupo cetoprofeno ndo houve o reestabelecimento os niveis até aqueles encontrados no
grupo controle.

Figura 35 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a capacidade antioxidante total
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Nota: Capacidade antioxidante total é expressa em porcentagem de inibi¢do do radical ABTS™ em ratas Wistar
gue receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia):
EAG 1 (extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+
cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia),
durante 7 dias por via oral. " Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica
diferenca estatistica (p<0,0001) em rela¢do ao grupo cetoprofeno.

Estes resultados sugerem a interferéncia do cetoprofeno nas defesas antioxidantes do
soro, pois nem com uma alta concentracdo de antioxidante associado (extrato aquoso de
guarana), foram observados resultados iguais ao grupo controle. Estes dados demonstram de
uma maneira mais ampla o estatus antioxidante do sistema bioldgico analisado, e podem estar
relacionados com a combinacéo de efeitos provocados pelo cetoprofeno em alvos especificos.
Isto pode ser observado, por exemplo, nos resultados in vitro do cetoprofeno sobre este

radical, onde ndo apresentou atividade antioxidante significativa. Somado a isto, pode-se
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observar o efeito do cetoprofeno sobre a CAT em diferentes alvos (células e tecidos), no qual
este xenobidtico também provocou alterages negativas, contribuindo para este resultado mais
parcial.

Além disso, buscou-se avaliar alguns parametros antioxidantes individualmente para
corroborar com resultados obtidos acima. Para isso, foi mensurada a atividade da enzima CAT
em eritrdcitos, uma importante defesa antioxidante enddgena (FLORA, 2009).

A catalase € uma proteina tetramérica composta por quatro subunidades idénticas, um
grupamento heme (ferro Il protoporfirina 1X) e uma molécula de NADPH que parece ser
importante na prevencdo da forma inativa da CAT pelo H,0,. E um antioxidante enddgeno,
expresso por um gene localizado no cromossomo 11 (banda pl3) e possui inumeros
polimorfismos. A expressdo do gene CAT pode ser regulada em diferentes niveis: transcricao,
pos-transcricdo e pos-traducdo. Alguns compostos, como: fendis, benzeno e derivados,
alcoois, arilaminas, podem ser substratos e/ou inibidores da funcdo oxidase desta enzima, e
ainda, pesquisas apontam que alguns flavonodides (miricetina, quercetina, rutina) sao
inibidores da catalase, provocando a conversao do composto | em composto Il (forma inativa
da enzima) (GLORIEUX et al., 2015; KODYDKOVA et al., 2014; KRYCH; GEBICKI;
GEBICKA, 2014).

A Figura 36 demonstra os resultados da atividade da catalase em eritrécitos dos
animais distribuidos nos diferentes grupos de tratamento. A atividade da CAT é representada
da seguinte maneira: 1(uma) unidade (U) de enzima é expressa pelo consumo de 1Mol de

H>0> por minuto.

Figura 36 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a atividade da catalase
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Nota: Atividade da enzima catalase em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno 20mg/kg/dia);
EAG 0,1 (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarand 1mg/g/dia); EAG 0,1+ Cet
(extrato aquoso de guaranad 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso de guarana
1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em
relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao grupo cetoprofeno.

O cetoprofeno provocou diminuicdo significativa na atividade da CAT,
demonstrando o comprometimento desta defesa antioxidante quando este farmaco é utilizado,
e considerando que este farmaco possui em sua estrutura anéis do tipo benzeno, aponta-se a
possibilidade de inibicdo desta enzima pelo cetoprofeno. Porém, o tratamento combinado de
cetoprofeno e extrato aquoso de guarand demonstrou resultados promissores no
reestabelecimento desta defesa antioxidante, uma vez que seus valores foram elevados até os
niveis do grupo controle. Importante salientar que estes resultados foram independentes da
dose do extrato utilizado, sugerindo que na menor concentracdo do extrato associado ao
cetoprofeno a atividade da CAT € normalizada. A utilizacdo isolada do extrato aquoso de
guaranad ndo demonstrou potencial influéncia sobre a atividade desta enzima, demonstrando
que o antioxidante enddgeno (CAT) pode manter seus niveis na presenca de um antioxidante
exogeno. Isso se da porque a reacdo catalisada pela CAT predomina guando a concentracdo
de H20: é superior a 10*M, e na presenca de antioxidantes que podem reagir com o H2O; e
reduzir a disponibilidade do substrato, a atividade da enzima ndo se altera (KODYDKOVA et
al., 2014).

Para a complementacdo destes resultados avaliou-se o efeito de cada tratamento nos
niveis de SH-T, que é a soma SH-NP e grupamentos sulfidrilicos proteicos (SH-P)
(SEDLAK; LINDSAY, 1968), conforme demonstra a Figura 37.

Figura 37 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre os niveis de SH-T
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Nota: Determinacdo dos grupamentos SH-T em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarand 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao grupo
cetoprofeno.

O cetoprofeno ndo provocou alteracdes significativas sobre este parametro
antioxidante, porém o extrato aquoso de guarana isolado ou associado ao cetoprofeno
aumentou significativamente os valores de SH-T, demonstrando contribui¢cdo na melhoria da
capacidade antioxidante in vivo. Este resultado confirma a efetividade antioxidante deste
extrato que ja havia sido observada in vitro. Estes resultados estdo de acordo com Day e Lal
(2012), que demonstraram o aumento de defesas antioxidantes enddgenas provocado por
substancias como a vitamina C e E antioxidantes ja estabelecidos.

Os grupamentos SH-T estdo presentes em diversos compartimentos do organismo e
desempenham papel importante na manutencdo do potencial redox de células, tecidos e
plasma. Embora ocorra aumento nos niveis de SH-T com a utilizacdo de compostos
antioxidantes exdgenos, 0 mecanismo responsavel por esse efeito ainda é investigado (SIES,
1999). Uma hipoOtese esta baseada no fato de que continuamente grupamentos SH-T sdo
oxidados em reacdes fisioldgicas e o0 antioxidante exdgeno. Como possui alta capacidade de
doar hidrogénio, poderia ocorrer a reducdo dos grupamentos SH-T novamente, elevando
assim os niveis deste antioxidante enddgeno.

Em conjunto estes resultados demonstram que de forma sisttémica o cetoprofeno
possui significativa atividade na deplecdo de defesas antioxidantes endogenas e que a
associacdo com o0 extrato aquoso de guarana é uma alternativa promissora para o0
reestabelecimento das mesmas. Ainda, parece haver seletividade quanto a especificidade do
parametro antioxidante alterado, o que suporta a necessidade de investigacfes sobre os demais
indices que compde a defesa antioxidante enddgena.

Apds a analise sistémica dos parametros antioxidantes avaliou-se o efeito de cada
tratamento na defesa antioxidante do rim e do figado, 6rgdos que também foram alvo das
avaliagOes bioquimicas. No figado os niveis de SH-NP ndo foram alterados pelo tratamento
com cetoprofeno, estes resultados estdo de acordo com Micheli et al. (1992), que demonstram
que o tratamento com cetoprofeno ndo provoca deplegdo dos niveis hepéaticos de GSH.

A associacdo entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guarana também néo

provocou nenhuma diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (Figura 38).
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Figura 38 - Determinagao dos niveis de SH-NP no figado
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Nota: Determinacdo dos grupamentos SH-NP em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarand 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo
cetoprofeno.

Apenas nos grupos que receberam extrato aquoso de guarana observou-se 0 aumento
dos niveis de SH-NP, o que pode estar relacionado com a capacidade redutora do extrato
diante de grupamentos SH-NP oxidados, regenerando este antioxidante enddgeno. Estes
resultados também foram encontrados por Benvegnu et al. (2010), em que a administracdo do
extrato aquoso de nds pecan, composto por alta concentracdo de &cido galico, um potente
antioxidante, provocou aumento significativo nos niveis de GSH em animais tratados com
este extrato durante 30 dias. JACQUES-SILVA et al. (2001), também demonstraram que o
tratamento de animais com vitamina C provocou aumento significativo nos niveis de SH-NP.

Quando se observa os resultados da atividade da CAT no figado, percebe-se que
alteraces significativas foram provocadas pelos diferentes tratamentos, conforme demonstra

a Figura 39.
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Figura 39 - Determinagdo da atividade da CAT no figado
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Nota: Determinacdo da atividade da CAT em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarand 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral.  Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo
cetoprofeno.

O tratamento com cetoprofeno provocou a diminuicdo da enzima CAT resultado que
também foi obtido quando se associou este farmaco com o extrato aquoso do guarana. Estes
resultados indicam que a associacdo entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guarana ndo €
benéfica para o reestabelecimento desta defesa antioxidante no figado, uma vez que na maior
dose do extrato observa-se uma diminuigédo ainda maior da atividade da CAT.

O figado é o 6rgéo responsavel pela biotransformacao de muitos xenobidticos, como
é o cetoprofeno, que sofre hidroxilacdo seguida de conjugacdo ao glicuronil, assim como o0s
diferentes compostos do extrato aquoso do guarana, por exemplo, a cafeina (RENCBER;
KARAVANA; OZYAZICI, 2009; SINCLAIR; GEIGER, 2000). A interagdo entre este
farmaco e o extrato aquoso de guarana e seus respectivos metabdlicos ainda permanece
desconhecida e estas reacGes podem comprometer as defesas antioxidantes, visto a
possibilidade de formacdo de compostos ainda mais reativos durante o processo de
biotransformacdo que poderiam depletar estas defesas do figado ou ainda, provocar a inibicao
da enzima estudada.

No rim o cetoprofeno ndo provocou efeitos deletérios nos niveis de SH-NP,

conforme se observa na Figura 40.



90

Figura 40 - Determinacdo dos niveis de SH-NP no rim

2.0
*
*

o 1.51
o #
§ -
>
2 1.0
L
wn
©
=
3 0.5+

0.0- .

Cc Cet EAGO,1 EAG1 EAGO,1
]

Cet

Nota: Determinacdo dos grupamentos SH-NP em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarana 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral.  Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao grupo
cetoprofeno.

Em nenhum dos tratamentos foi observada a diminui¢do dos niveis de SH-NP em
relacdo ao grupo controle e a associacdo entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guarana
parece ser benéfica quando se trata da manutencdo dos niveis desta defesa antioxidante
provocada pelo cetoprofeno e na melhoria deste parametro quando comparada aos niveis do
grupo controle. Na pesquisa conduzida por Benvegnu et al. (2010), a associagdo do extrato
aquoso de nos pecan a ciclofosdamida também demonstrou resultados satisfatorios quando se
trata do aumento dos niveis de GSH.

A atividade da CAT nos rins foi alterada de maneira significativa e diferente entre os

tratamentos utilizados. Estes resultados podem ser observados na Figura 41.
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Figura 41 - Determinacdo da atividade da CAT no rim
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Nota: Determinacdo da atividade da CAT em ratas Wistar que receberam C (salina); Cet (cetoprofeno
20mg/kg/dia); EAG 0,1 (extrato aquoso de guarand 0,1mg/g/dia): EAG 1 (extrato aquoso de guarani 1mg/g/dia);
EAG 0,1+ Cet (extrato aquoso de guarana 0,1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia); EAG 1+ Cet (extrato aquoso
de guarand 1mg/g/dia+ cetoprofeno 20mg/kg/dia), durante 7 dias por via oral. * Indica diferenca estatistica
(p<0,0001) em relacdo ao grupo controle. # Indica diferenca estatistica (p<0,0001) em relagdo ao grupo
cetoprofeno.

Sobre este pardmetro antioxidante o cetoprofeno provocou significativa diminuicédo
guando comparado com a atividade da CAT do grupo controle. Entretanto, a menor dose do
extrato aquoso de guarana quando associado ao cetoprofeno impediu o dano, pois se observa
que a atividade da CAT foi mantida igual aquela do grupo controle. Em contrapartida este
resultado ndo foi observado quando se utilizou a maior dose do extrato na associacdo 0 que
indica um efeito dependente da dose e pode estar relacionado com a atividade inibitéria
dessas substancias sobre a enzima, quando associadas nestas concentracdes e sob estas
condicdes. Este resultado esta de acordo com Benvegnu et al. (2010), onde o extrato aquoso
de nds pecan nédo foi capaz de prevenir os danos causados pela ciclofosfamida, um farmaco
nefrotoxico, sobre a atividade da CAT.

Os resultados sugerem uma possivel acéo seletiva do cetoprofeno, associado ou néo a
um antioxidante natural, sobre os parametros antioxidantes avaliados. E, possivelmente esteja
relacionado com as alteracGes nas funcdes renais observadas anteriormente.

Em conjunto os dados relacionados com o perfil antioxidante dos animais tratados,
demonstram que o extrato aquoso de guarana possui acdo favoravel ao reestabelecimento das
defesas antioxidantes endogenas, enquanto que o cetoprofeno provoca a diminuicdo destas,

principalmente na defesa enzimatica avaliada neste estudo. Apesar disso € importante a
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avaliacdo de diferentes indicadores da defesa antioxidante enzimética ou ndo para a
elucidacdo do mecanismo de acao que esta envolvido com os resultados aqui apresentados.



93

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a importancia de avaliagbes que
envolvam diferentes sistemas oxidativos (com ou sem radical), visto a variacdo do
comportamento do cetoprofeno e do extrato aquoso de guarand em cada modelo utilizado.
Pode se observar que o cetoprofeno apresenta alguma acdo antioxidante sobre o radical
ABTS™ e sobre o HOCI, pouca acdo sobre o DPPH e na inibicdo da HRP, entretanto
apresentou significativa atividade sobre o O>". J& 0 extrato aquoso de guarana demonstrou
eficiente atividade sobre todos os modelos oxidativos estudados, o que possivelmente esta
relacionado com a sua composicdo: grande quantidade e variedade de moléculas
antioxidantes, como catequinas, teobromina, taninos, apontados neste estudo.

O cetoprofeno ndo provocou a exacerbacdo das espécies reativas, e observou-se que
guando este foi associado ao extrato aquoso de guarana a acdo antioxidante do cetoprofeno
sobre a maioria das espécies testadas foi melhorada. Tendo em vista a ampla participacdo das
espécies reativas estudadas em processos patolégicos, como s inflamacdo, esta associagdo
pode ser uma alternativa na diminuicdo dos possiveis efeitos adversos provocados pelo
cetoprofeno, visto que ha possibilidade de se alcancar um produto efetivo
farmacologicamente, com reducdo de possiveis efeitos colaterais associados a producdo de
radicais livres e outros oxidantes, caso seja constatada a manutencdo e/ou potencializacdo da
atividade antioxidante do extrato na presenca do cetoprofeno e que a atividade anti-
inflamatdria do farmaco seja mantida na associacéao.

Além disso, sugere-se que as substancias testadas podem apresentar potencial
toxicidade sobre a membrana de eritrocitos, o que é dependente do tempo, da concentragdo da
substancia analisada e da presenca ou auséncia de um radical no meio reacional. A associacdo
entre o cetoprofeno e o extrato aquoso de guarana exerce relativa protecdo, que é dependente
do tempo e da concentracdo de cetoprofeno utilizada, contra os danos hemoliticos provocados
por radicais.

Desta forma, a associacdo entre o extrato aquoso de guarana e o cetoprofeno
demonstrou ser eficaz sobre diferentes ERO e com baixo potencial toxico nos sistemas in
vitro e ex vivo; apesar disso, as avalia¢Ges in vivo forneceram informacdes importantes acerca
da variabilidade de cada sistema que comp@e 0 organismo.

Nos ensaios in vivo o cetoprofeno ndo provocou alteragbes na funcdo hepatica,
porém alterou significativamente a homeostasia da série vermelha do sangue e marcadores

das funcGes renais. O extrato aquoso de guarana foi capaz de reverter ou impedir apenas 0s
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danos renais. Em relacdo ao perfil antioxidante dos animais, o tratamento com cetoprofeno
apresentou potencial acdo de deplecdo dos sistemas de defesa que foram reestabelecidos pelo
tratamento com o extrato aquoso de guarand. E importante salientar que esta acdo foi
dependente do sistema antioxidante analisado.

Este conjunto de informacgdes sugere que a associacdo entre o cetoprofeno e o extrato
aquoso de guarana pode ser promissora sobre condi¢des oxidativas presentes na inflamacéo e
durante o processo de resolucdo desta, além de impedir possiveis efeitos indesejados que
estejam direta ou indiretamente relacionados ao estresse oxidativo. Vale ressaltar a
importancia da realizacdo de estudos que envolvam a farmacodindmica e farmacocinética das
substancias utilizadas nesta pesquisa para que a seguranca e eficacia, tanto do farmaco como
do produto natural, sejam garantidas. Além disso, a avaliacdo de diferentes doses e intervalo
de administracdo das mesmas, formas de administracéo, tempo de tratamento e utilizacdo de
modelos in vivo de inflamacgéo séo variacGes importantes para futuras avaliagdes, permitindo
desta forma a obtencdo de resultados que possam agregar informacGes e até contribuir no

esclarecimento de duvidas pertinentes a este trabalho.
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Apresentagéo do Projeto:

O presente projeto refere-se a uma possibilidade de contribuicdo com os estudos sobre a inflamag&o que
esta relacionada com diversas patologias que acometem grande parte da populagdo mundial e, para seu
tratamento séo utilizados medicamentos anti-inflamatérios, como por exemplo o cetoprofeno. A ampla
aplicabilidade clinica deste farmaco tornou difusa sua utilizagdo e com isso o surgimento de alguns efeitos
adversos tornaram-se mais pronunciados. Muitos estudos indicam a participagéo do estresse oxidativo no
desenvolvimento destes efeitos colaterais. Portanto a utilizagdo de substancias antioxidantes poderia ser
uma alternativa viavel para a diminuigdo destes efeitos indesejaveis com a manutengédo do efeito
farmacoldgico requerida. Substancias naturais como a hesperidina, rutina, curcumina,quercetina, vitamina C
e guarana sdo bons exemplos de antioxidantes exbgenos. Portanto neste estudo visa-se avaliar os efeitos
destes compostos

naturais e do cetoprofeno, de forma isolada e associada, sobre os eritrocitos e processo de destruigdo de
hemacias por radicais livres.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar as a¢des de diferentes produtos naturais (hesperidina, rutina, quercetina, curcumina e
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vitamina C), o extrato aquoso de guarana (Paullinia cupana) e do xenobidtico (cetoprofeno), associados ou
néo, sobre a hemolise causada por radicais livres.

Definir se cada substancia (natural ou xenobibtico) testada de forma isolada e também quando cada
substéncia natural é associada ao xenobiétibo apresenta acdao hemolitica;

Definir se amostras (substancias naturais e/ou xenobibtico) interferem na hemélise provocada por radicais
livres (modelo AAPH)

Avaliagé@o dos Riscos e Beneficios:

Bem definidos de acordo com a metodologia adotada.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto proposto é bastante interessante pois o processo inflamatério esta associado a diversas
patologias e os individuos fazem uso de farmacos anti-inflamatérios em demasia, muitas vezes sem
recomendac&@o médica, isso ocorre com o cetoprofeno. Tais farmacos podem trazer aos individuos que os
utiliza alguns problemas importantes e para que isso n&o ocorra, sabendo-se que antioxidantes poderiam
evitar ou diminuir os efeitos indesejaveis relacionados ao uso de cetoprofeno, associa-lo ou ndo a um
antioxidante poderia ajudar os individuos a terem melhor qualidade de vida. A metodologia proposta é
relativamente simples e bastante corriqueira nos laboratérios de bioquimica, e, faz uso de hemacias
coletadas de individuos higidos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

Toda documentacéo encaminhada é pertinente e esta de acordo com as diretrizes.

Recomendacgées:

N&o se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sou favoravel & aprovacéo deste projeto.

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo
Consideragdes Finais a critério do CEP:
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COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 039/2014
Protocolo UEPG — 9086/2014

Titulo — Projeto de pesquisa perfil da acéo do cetoprofeno e do Guarana na toxidade renal,
hepética e sobre marcadores do metabolismo oxidativo

Data de Entrada — 09/06/2014

Resultado: Aprovado

Data/Prazo — 09/06/2014 a 09/06/2016

Consideragdes

Prezado Professor José Carlos Rebuglio Vellosa e mestranda Caroline Bellé:

Em relagéo a utilizagdo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a

CEUA deliberou pela sua aprovagao, por dois anos, do uso de 64 (sessenta e quatro) ratas.
APROVADO. -

Ponta Grossa, 6 de outubro de 2014.

Atenciosamente,

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PROPESP - CEUA - Comiss3 de E1ica no.liso de Animais |
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AUTORIZACAO DE ACESSO.E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO
PATRIMONIO GENETICO n° 010547/2013-4

O CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CNPq, credenciado pelo
Conselho de Gestéo do Patriménio Genético (CGEN/MMA), por meio da Deliberagdo CGEN n® 246, de 27 de agosto de
2009, para autorizar instituicdes nacionais, plblicas ou privadas, que exergam atividades de pesquisa e desenvolvimento
nas éreas biologicas e afins, a acessar e remeter amostras de componente do patriménio genético para fins de pesquisa
cientifica sem potencial de uso econdmico, neste ato representado pelo seu Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da
Salde, nos termos da Portaria CNPq n® 161/2010, autoriza a instituido abaixo qualificada a acessar e remeter amostras
de componentes do patriménio genético.

Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA - UFSM

CNPJ: 955.917.640/0001-05

Representante Legal: IVANA BEATRICE MANICA DA CRUZ

Cargo/Fungéo: Docente - Departamento de Morfologia -Centro de Ciéncias da Sa(ide - UFSM

CPF: 331.322.400-87 RG: 8017462709

Projeto: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO DOS EFEITOS BIOATIVOS PRESENTES EM FRUTOS AMAZONICOS

Coordenador do Projeto: Ivana Beatrice Manica Da Cruz
CPF: 831.322.400-87 RG: 8017462709 - ssp / RS

Finalidade do projeto: Este projeto iré realizar estudos in vitro e in vivo para avaliar a atividade biologica (antioxidante,
antimicrobiana, anticolinesterasica, hipolipimiante, hipotensiva, antiobesogénica, hipoglicémica, anticarcinogénica, no
metabolismo e comportamentos circadianos) de frutos nativos da regido amazénica.

Amostras a serem acessadas:

Espécie(s): frutos das seguintes familias botinicas serdo investigados: Arecaceae,Sapindaceae, Lecythidaceas,
Myrtaceae, Clusiaceae, Solanaceae, Malvaceae e Fabaceae.

Tipo de material/quantidade de amostras: Serdo coletados frutos, em um total maximo de 50 kg
Local de depésito de subamostra: NAO INFORMADO

Equipe do projeto: IVANA BEATRICE MANICA DA CRUZ / CPF 331.322.400-87
EULER ESTEVES RIBEIRO / CPF 000.678.812-20
MARIA FERNANDA MANICA RIZZI CATTANI / CPF 983.518.260-49
MARIA IZABEL DE UGALDE MARQUES DA ROCHA / CPF 243.430.990-91
CRISTINA DA COSTA KREWER / CPF 805.802.890-87
MARTA MARIA MEDEIROS FRESCURA DUARTE / CPF 428.275.150-91
MICHEL MANSUR MACHADO / CPF 936.104.590-34
MICHELE RORATO SAGRILLO / CPF 926.721.830-15
OLMIRO CEZIMBRA DE SOUZA FILHO / CPF 322.916.710-49
ALENCAR KOLINSKI MACHADO / CPF 007.046.370-06
ARAE RIGAO DE OLIVEIRA / CPF 023.215.180-65
CINTIA CORTE REAL RODRIGUES / CPF 014.581.210-38
CLARICE PINHEIRO MOSTARDEIRO / CPF 457.318.370-15
ELIZA RIBAS DA SILVEIRA FLORES / CPF 023.464.970-45
FERNANDA BARBISAN / CPF 022.159.910-03
FRANCINE CARLA CADONA / CPF 005.561.340-36
GREICE FRANCIELE FEYH DOS SANTOS MONTAGNER / CPF 005.505.050-67
IVO EMILIO DA CRUZ JUNG / CPF 989.567.010-91

LUIZ FILIPE MACHADO GARCIA / CPF 003.418.820-70
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RAUL MOREIRA OLIVEIRA / CPF 022.226.840-99

Validade da Autorizagdo: 06/08/2013 a 06/08/2017

A instituigdo acima qualificada devera enviar ao CNPq, por meio da Plataforma Carlos Chagas, relatério anual sobre o
andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto n°, 4.946/2003,

Esta autorizagéo esta vinculada as informagGes, declaragées e termos de compromisso firmados pelo coordenador do
projeto e pelo representante legal, constantes do Processo n° 010547/2013-4. Atividades de acesso aos conhecimentos
tradicionais associados, de acesso e de remessa de componente do patrimdnio genético com finalidade comercial,
aplicagao industrial, bioprospecgao ou desenvolvimento tecnologico néo estédo autorizadas.

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou nao de protecéo intelectual, originado das
amostras de componente do patriménio genético acessado no ambito desta autorizagdo, a instituicio beneficiada se
compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legislagéo vigente, junto a0 CGEN/MMA.

A remessa de amostra de componente do patriménio genético devera ser precedida da assinatura do Termo de
Transferéncia de Material (TTM) ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patriménio Genético (TRM). Para a remessa de componente do patriménio genético para instituicio sediada no exterior,
devera ser solicitada ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, por meio de
formulério especifico e mediante a apresentagédo de TTM ou TRTM, licenga de exportagdo complementar a autorizagéo de
remessa, mormente quando se tratar de remessa de espécies constantes nos Anexos da Convengao sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingao (Cites).

Brasilia, 18 de Julho de 2013

Paulo Sergio Lacerda Beirao
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biolégicas e da Satde

Para visualizar a versdo digital da Autorizagdo de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patriménio
Genético, V.Sa. poderd utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para esse fim na pagina
hittp//servicosweb.cnpq.brivisualizador/ e informar o nimero do protocolo 3905612739716199 para recupera-la do banco
de dados do CNPq, ou poderé selecionar o arquivo salvo em seu computador (em formato PKCS7). V.Sa. pode também
usar outro aplicativo disponivel no mercado capaz de reconhecer arquivos no padrdo PKCS7 para fazer a visualizagdo e
extragao do documento.
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