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1. Introdução 

 

  O guaraná (Paullinia cupana) é um fruto de origem amazônica, usado comumente como 

uma bebida energética e estimulante pelos povos originários1. De modo bem descrito, a alta 

concentração de cafeína confere a propriedade estimulante do sistema nervoso central2 e 

melhora cognitiva3 associado ao seu consumo. Além da cafeína, outras metilxantinas, como 

teobromina e teofilina, e outros metabólitos secundários como catequinas e epigalocatequinas 

são definidos como marcadores químicos do guaraná1. Neste sentido, as atividades biológicas 

descritas na literatura e associadas ao guaraná decorrem da elevada concentração de 

metilxantinas e taninos, como ação antioxidante4-6, antiadipogênica7, antitumoral8, anti-

inflamatória9, antibacteriana10, hepatoprotetora11 e anti-hiperglicêmico12. 

A cafeína apresenta atividade antitumoral, reduzindo in vitro o crescimento tumoral, 

prolongando a sobrevida e aumentando a atividade das células T CD8+ no câncer colorretal, 

devido a supressão da via das quinureninas13. Também é capaz de reduzir a viabilidade de 

células de câncer gástrico e induzir a apoptose14. De modo semelhante à cafeína, teobromina e 

catequina apresentaram efeito redutor significativo na proliferação celular em células de 

leucemia mieloide crônica15. A teofilina apresenta efeito redutor na viabilidade celular e 

formação de colônia, indução de apoptose e senescência em carcinoma cervical e de câncer de 

mama devido a supressão de SRSF3 (Fator de splicing 3 rico em serina/arginina)16. 

 Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar a ação citotóxica e antioxidante do 

extrato hidroalcóolico do guaraná, bem como de seus metabólitos majoritários isolados em 

linhagens celulares tumorais e normais de pulmão e macrófagos.  

 

 2. Material e Métodos 

 

  O extrato hidroalcóolico de guaraná (EHG) foi obtido conforme Bittencourt et al. 

(2013)5. Os metabólitos cafeína (CFN), teobromina (THB) e epigalocatequina (ECG) foram 

adquiridos da Sigma -Aldrich.  

Para a condução dos experimentos in vitro foram utilizadas as linhagens celulares A549 

(célula epitelial de adenocarcinoma de pulmão) (ATCC® CCL-185™), BEAS-2B (célula 

epitelial pulmonar normal) (ATCC® CRL-9609™) e THP-1 (monócito de sangue periférico) 

(ATCC® TIB-202™) diferenciados em macrófagos por 48 horas com forbol-12-miristato-13-

acetato (10 ng/ml). 

  Para o ensaio de viabilidade celular e obtenção da concentração inibitória 50% (CI50), 

as linhagens foram tratadas com EHG (0,01 - 50 mg/ml), CFN (0,01 - 200mM), THB (0,1 - 

50mM) e ECG (0,01 - 20mM) por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com 

resazurina (3mM) por 3 horas e realizada a leitura das absorbâncias (570nm e 595nm) no leitor 

de microplaca (Chameleaon™ V Multitecnológico) do Centro de Apoio Multidisciplinar 

(CAM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).   

  O ensaio clonogênico foi realizado com o plaqueamento de 100 células da linhagem 

A549 por poço em placa de 12 poços. As células foram tratadas com concentrações elevadas e 

não citotóxica de EHG e metabólitos por 24 horas. Após esse período de tratamento, as células 

foram mantidas em cultivo por 10 dias, com renovação do meio cada 2 dias. Ao final, as 
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colônias foram coradas com solução de cristal violeta 1%, formaldeído 4% em tampão Fosfato-

salina por 30 minutos. A contagem do número de colônias foi realizada manualmente com o 

auxílio de uma lupa de mão. 

  O ensaio de detecção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi realizado utilizando a 

sonda fluorescente DCFDA (2′,7′-Diclorofluoresceína diacetato). Células A549 e THP-1 

diferenciadas em macrófagos (dTHP-1) foram tratadas com a maior dose não citotóxica de EHG 

e dos metabólitos por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com a sonda DCFDA 

e em seguida desafiadas ou não com peróxido de hidrogênio (H2O2) (200 mM) e realizada a 

leitura da fluorescência (488/535nm) no leitor de microplaca do CAM/UFAM.  

  Os dados foram obtidos pela realização de pelo menos três experimentos independentes 

e foram expressos utilizando a média ± o desvio padrão. As análises estatísticas foram 

realizadas no software GraphPad Prism 9.  

 

3. Resultados e Discussão 

 

  O efeito do EHG e seus metabólitos na viabilidade celular foi avaliado pelo ensaio de 

metabolização da resazurina. O efeito do EHG e dos metabólitos isolados na viabilidade de 

diferentes linhagens possibilitou a obtenção das curvas dose-resposta e os valores de CI50 

conforme apresentado na tabela 1.  

Dentre as linhagens celulares avaliadas, a linhagem epitelial normal de pulmão humano 

BEAS-2B foi a mais resistente ao efeito citotóxico do EHG e dos metabólitos necessitando de 

3,438±11,11 mg/ml de EHG para atingir o valor de CI50, 22,96±12,58 mM de CFN, 7,75±4,17 

mM de THB e 460,7±13,34mM de ECG. Por outro lado, a linhagem mais sensível ao EHG foi 

a linhagem tumoral de pulmão A549 necessitando de 2,097±23,80 mg/ml para atingir o valor 

de CI50. Esse perfil de sensibilidade foi também observado para os metabólitos CFN e ECG. 

Dentre os valores de CI50, o ECG se destaca por ser muito citotóxico nas linhagens celulares, 

visto que precisa de doses baixíssimas para atingir CI50, como 0,15 mM emA549) e 1,23 mM 

em macrófagos THP-1. Estudo com o extrato aquoso de guaraná relatou uma dose alta CI50 de 

34,62 mg/ml em células de ovário de hamster chinês17. Em contrapartida, a análise da 

citotoxicidade do extrato bruto de guaraná e de sua fração acetato de etila em linhagem celular 

de leucemia obteve-se valores de CI50 baixos, 70,25 μg/mL e 61,18 μg/mL, respectivamente18.  

 

 

 

 EHG (mg/ml) CFN (mM) THB (mM) ECG (mM) 

A549 2,097±23,80 8,18±6,09 7,26±21,13 0,15±11,94 

BEAS-2B 3,438±11,11 22,96±12,58 7,75±4,17 460,7±13,34 

dTHP-1 2,254±21,77 14,72±15,93 5,18±16,36 1,23±17,54 

 

O ensaio clonogênico foi conduzido com o objetivo de avaliar a capacidade de uma 

única célula, previamente exposta aos tratamentos formar uma nova colônia. Células expostas 

por 24 horas a uma elevada, mas não citotóxica concentração do extrato e seus metabólitos 

apresentaram uma redução significativa na capacidade clonogênica (Figura 2). Em um estudo 

in vitro a cafeína em doses semelhantes a utilizada neste estudo reduziu significativamente a 

capacidade de formação de colônias em linhagens de câncer gástrico (MGC-803 e SGC-

Tabela 1 - Determinação dos valores de CI50 do EHG e metabólitos (CFN, THB e ECG) em diferentes 

linhagens celulares por ensaio de metabolização de resazurina. Os valores são descritos com média ± desvio 

padrão. Para obtenção da curva dose-resposta foi utilizada regressão não-linear.  As concentrações de EHG 

são descritas em mg/ml e CFN, THB e ECG em mM. (n=4). dTHP-1, monócito diferenciado em macrófago. 



 

 

7901)14. Isso demostra que o efeito antiproliferativo do EHG pode ocorrer em função da alta 

concentração de cafeína.  

 

 

 

 

A modulação pelo EHG e metabólitos no status oxidativo celular foi avaliado pelo 

ensaio de detecção dos níveis de ROS em células A549 (Figura 3A) e THP-1 (Figura 3B) tanto 

em condições basais quanto sob estresse oxidativo. Na detecção de ROS basal, o EHG foi capaz 

de reduzir os níveis de ROS semelhante ao controle antioxidante quercetina. Por outro lado, 

quando as células foram submetidas ao estresse oxidativo com H2O2, todos os grupos 

tratamento analisados foram capazes de reduzir os níveis de ROS intracelular em ambas as 

linhagens (Figura 3). Essa atividade antioxidante corrobora com os ensaios realizados em 

células NIH-3T3 no qual doses baixas do guaraná reverteu o estresse oxidativo causado por 

nitroprussiato de sódio5. De modo semelhante, o guaraná em doses baixas mostrou efeito 

protetivo frente ao tratamento de células cerebrais com vincristina, reduzindo a formação de 

ROS19. 

Figura 2. Ensaio Clonogênico em A549. Inicialmente, 100 células foram plaqueadas em placa de 12 poços, tratadas 

por 24 horas com EHG e seus metabólitos, após o tratamento as células foram mantidas em meio 5% por 10 dias. 

Após este período de cultivo, as células foram coradas com solução fixadora contendo cristal violeta e o número de 

colônias contadas manualmente com o auxílio do microscópio invertido. (n=3). Os tratamentos foram EHG 1mg/ml, 

CFN 1 mM, THB 1 mM e ECG 0,01 mM *p<0.05, ***p<0.001. CTL, controle; EHG, extrato hidroalcoólico de 

guaraná; CFN, cafeína; THB, teobromina; ECG, epigalocatequina. 



 

 

 

 

 

 

4. Conclusões 

 

  A obtenção do CI50 demonstrou que as células apresentam um perfil heterogêneo de 

viabilidade frente aos tratamentos com EHG e seus metabólitos. Tanto o desafio com o extrato 

quanto com os metabólitos majoritários do guaraná levou a uma redução na capacidade 

clonogênica das células tumorais revelando o potencial antitumoral destes tratamentos. A 

determinação dos níveis de ROS intracelular mostrou a atividade antioxidante do EHG tanto a 

nível basal quanto sob condições de estresse oxidativo. Já para os metabolitos, a redução nos 

níveis de ROS somente é observada em células sob estresse oxidativo. Considerando os dados 

apresentados, efeitos mais expressivos foram observados para células tratados com EHG, tais 

dados parecem indicar que os efeitos citotóxicos e antioxidantes intracelular dos metabólitos 

do guaraná são decorrentes de uma ação sinérgica entre eles.  
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