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RESUMO

EXTRATOS DE FOLHAS E SEMENTES DE Syzygium cumini (L.) Skeels
PROTEGEM OS LINFOCITOS DO DANO OXIDATIVO

AUTORA: Raphaela Maleski Borges
ORIENTADORA: Prof.2 Dr.2 Maria Beatriz Moretto

A utilizagdo de plantas medicinais para fins de tratamento/prevencédo de doencgas € pratica comum
entre a populacdo, e tem sido associada a um menor risco para o desenvolvimento de diversas
patologias. Dentre estas plantas, destaca-se o Syzygium cumini (L.) Skeels (S. Cumini), popularmente
conhecido como jamboldo, cujas folhas, sementes e frutos sdo bastante utilizados devido as suas
relevantes atividades farmacoldgicas, como: hipolipidémica, antioxidante, hipoglicemiante, anti-
inflamatdria e antimicrobiana. Considerando os poucos estudos sobre S. cumini em relacdo a
alterac@es oxidativas em linfGcitos e a crescente utilizagdo das plantas medicinais pela populagédo, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e o efeito protetor de extratos aquosos de
folhnas e sementes de S. cumini (LASc, SASc, respectivamente) bem como do acido galico (GA)
utilizado como padrdo positivo em um modelo de estresse oxidativo promovido pelo 2,2 azobis-2 -
amidinopropano (AAPH) em linfocitos humanos, in vitro. A atividade antioxidante dos extratos e do
GA foi avaliada através do poder redutor de ferro (FRAP), atividades scavenging contra 1,1-difenil-2-
picrilidrazil (DPPH), 6xido nitrico (NO), e perdxido de hidrogénio (H,O,), além da atividade thiol-
peroxidase-like. Os linfocitos obtidos a partir de amostras de sangue de doadores saudaveis foram
incubados com LASc e SASc (50, 100 e 500 pg/mL) e GA (100 pM) durante 30 min a 37°C seguidos
ou ndo por incubagcao com AAPH (1 mM) durante 2 h a 37°C. Apos, foram avaliados as atividades
enzimaticas, parametros de estresse oxidativo e citotoxicidade. Nossos resultados sugerem que,
além de LASc e SASc exibirem atividade antioxidante frente aos radicais livres testados, estes
extratos também foram capazes de prevenir o aumento da atividade de Ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolases (NTPDase), da adenosina deaminase (ADA) e a inibicdo da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) promovidos pelo AAPH. Além disso, LASc, SASc e GA protegeram 0s
grupos proteicos (P-SH) da oxidacéo, diminuiram a lipoperoxidagéo, a producdo de 6xido nitrico (NO)
e melhoraram a viabilidade celular nos linfécitos testados. Desta forma, é possivel sugerir que LASc e
SASc sdo capazes de atuar sobre o sistema purinérgico e imune, sendo capazes de modular a
atividade das enzimas NTPDase, ADA, AChE. Desta forma, os extratos de S. cumini demonstraram
grande importancia na manutencao de niveis de ATP, adenosina (Ado) e acetilcolina (ACh), exibindo
uma possivel propriedade anti-inflamatéria.

Palavras-chave: S. cumini. Citotoxicidade. Linfécitos. AAPH. Acetilcolinesterase. NTPDase.



ABSTRACT

EXTRACTS FROM LEAVES AND SEEDS OF Syzygium cumini (L.) Skeels
PROTECT OXIDATIVE DAMAGE LYMPHOCYTES

AUTHOR: Raphaela Maleski Borges
ADVISOR: Prof.2 Dr.2 Maria Beatriz Moretto

The use of medicinal plants for the purpose of treatment / prevention of diseases is common practice
among the population, and has been associated with a lower risk for the development of several
pathologies. Among these plants, Syzygium cumini (L.) Skeels (S. Cumini) stands out, popularly
known as jamboldo, whose leaves, seeds and fruits are widely used due to their relevant
pharmacological activities such as: hypolipidemic, antioxidant, hypoglycemic, anti-inflammatory and
antimicrobial. Considering the few studies on S. cumini in relation to oxidative changes in lymphocytes
and the increasing use of medicinal plants by the population, the objective of this work was to evaluate
the antioxidant activity and the protective effect of aqueous extracts of leaves and seeds of S. cumini
LASc, SASc, respectively) as well as gallic acid (GA) used as a positive standard in an oxidative
stress model promoted by 2,2-azobis-2-amidinopropane (AAPH) in human lymphocytes in vitro. The
antioxidant activity of extracts and GA was evaluated by iron reducing power (FRAP), scavenging
activities against 1,1-diphenyl-2-picrylnydrazyl (DPPH), nitric oxide (NO), and hydrogen peroxide
(H,0,) besides, thiol-peroxidase-like activity. Lymphocytes obtained from blood samples from healthy
donors were incubated with LASc and SASc (50, 100 and 500 pg/mL) and GA (100 yM) for 30 min at
37 ° C followed or not by incubation with AAPH (1 MM) for 2 h at 37 ° C. Afterwards, enzymatic
activities, oxidative stress parameters and cytotoxicity were evaluated. Our results suggest that, in
addition to LASc and SASc exhibit antioxidant activity against the free radicals tested, these extracts
were also able to prevent the increased activity of Ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases
(NTPDase), adenosine deaminase (ADA) and inhibition of Acetylcholinesterase activity (AChE)
promoted by the AAPH. In addition, LASc, SASc and GA protected the protein (P-SH) groups from
oxidation, decreased lipoperoxidation, nitric oxide (NO) production, and improved cell viability in the
lymphocytes tested. In this way, it is possible to suggest that LASc and SASc are able to act on the
purinergic and immune system, being able to modulate the activity of the enzymes NTPDase, ADA,
AChE. In this way, the extracts of S. cumini showed great importance in maintaining levels of ATP,
adenosine (Ado) and acetylcholine (ACh), exerting a possible anti-inflammatory property.

Keywords: S. cumini. Cytotoxicity. Lymphocytes. AAPH. Acetylcholinesterase. NTPDase..
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO ¢ feita uma abordagem geral sobre o tema desta
Dissertacao de Mestrado.

As secbes MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO estio
apresentados sob a forma de manuscrito, o qual se encontra no item MANUSCRITO
e representa a integra deste estudo.

Por fim, a secdo REFERENCIAS disposta no final desta dissertacéo refere-se

somente as citagdes do item INTRODUCAO.
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1 INTRODUCAO
1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde tempos remotos, o0 homem tem utilizado os recursos naturais para a
sua sobrevivéncia, especialmente, 0s vegetais, seja para uso nutricional ou
medicinal. Registros datados de 2000 a.C sédo considerados os mais antigos, que
demonstraram a utilizacdo das plantas para fins medicinais ja pelas primeiras
civilizacbes (BOTSARIS, 1995) e que, por séculos, representou a base da
terapéutica medicamentosa para o homem. No século XIX, além da importancia na
medicina tradicional, as plantas, com o desenvolvimento da quimica, passaram a
constituir a primeira fonte de substancias necessarias para a producdo de
medicamentos alopaticos pela indastria farmacéutica (HOSTETTMANN; QUEIROZ;
VIEIRA, 2003; ZARONI et al., 2004; ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).
Atualmente, estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis
foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim
subdivididos: 25% de plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais (CALIXTO,
2001). No caso de certas classes de medicamentos, como 0s antitumorais e
antimicrobianos esses valores podem chegar a 60% (OMS, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apesar de toda a evolucéo
da indastria farmacéutica no desenvolvimento de inovacdes terapéuticas, nos paises
em desenvolvimento cerca de 60-85% da populacdo ainda depende da utilizacdo
das plantas ou preparacdes a partir destas para o cuidado primario a sua saude,
seja para prevenir ou combater algum tipo de patologia. Isso pode ser atribuido a
dificuldade de acesso aos centros de atendimento hospitalares, obtencdo de exames
e medicamentos por falta de recursos dessa populacdo, associado ao frequente
aumento no custo dos medicamentos sintéticos (VEIGA Jr; PINTO; MACIEL, 2005;
OMS, 2011).

Esses motivos, aliados a facil obtencdo, grande tradicdo do uso popular das
plantas medicinais, bem como, os efeitos colaterais apresentados por alguns
medicamentos, contribuem para o crescente interesse na fitoterapia (PARENTE;
ROSA, 2001). Sendo que, muitas vezes a utilizagdo das plantas medicinais advém
apenas do conhecimento popular empirico passado entre geracdes (AGRA et al.,

2008). Assim, para obter um melhor aproveitamento das potencialidades dessa
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utilizacdo, a comunidade cientifica tem se interessado cada vez mais por pesquisas
envolvendo plantas medicinas, com a finalidade de aumentar as informagdes
etnobotancias, terapéuticas, de seguranca e eficacia dessas plantas (HEINRICH,
2000). A forma de uso, a frequéncia e a quantidade sdo aspectos muito importantes
para sua utilizacdo. Além disso, para ter um aproveitamento adequado dos
principios ativos de uma planta é exigido o preparo correto. Para cada parte vegetal
a ser usada, para cada principio ativo a ser extraido ou doenca a ser tratada, existe

forma de preparo e uso mais adequados (ARNOUS et al., 2005).

1.2 USO DE PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL

No Brasil, os primeiros relatos acerca do uso de plantas medicinais com
finalidade terapéutica foram realizados por Gabriel Soares de Souza, autor do
Tratado Descritivo do Brasil em 1587. Esse tratado descrevia os produtos medicinais
utilizados pelos indios de “as arvores e ervas da virtude”. Quando 0s primeiros
meédicos portugueses chegaram ao Brasil, ao observarem a escassez de remédios,
perceberam a importancia da utilizacdo das plantas medicinais como medicamento
pelos indigenas (VEIGA Jr, 2002). Portanto, o conhecimento das propriedades de
plantas medicinais € uma das maiores riquezas deixadas pela cultura indigena
(GASPAR, 2008).

Desde entdo, as espécies utilizadas na cultura popular tém sido objeto de
estudo e se tornado uma importante fonte de substancias biologicamente ativas na
busca por alivio e tratamento de doencas. Atualmente, associado ao desejo de
adotar um estilo de vida “natural”, a facilidade de obtencdo e ao baixo custo de
producdo tem levado a utilizacdo crescente de novas formas de terapia. Neste
contexto, em 2005, o Brasil através do Sistema Unico de Satde (SUS), propds a
inclusdo das plantas medicinais e da fitoterapia como opcdes terapéuticas no
sistema publico de saude, contanto que esses produtos a base de plantas
atendessem a legislacao vigente (BRASIL, 2006).

A partir disso, foi implantada a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), com a finalidade de contribuir no desenvolvimento de
toda a cadeia produtiva relacionada a regulamentagdo, cultivo/manejo, producéo,
comercializacdo e dispensacdo de plantas medicinais e fitoterdpicos. Além da

funcdo de guiar estudos e pesquisas que possam auxiliar na elaboracdo da Relagéo
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Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas (RENAFITO), e também.
desenvolvimento e inovacdo na area de pesquisa com plantas medicinais e
fitoterapicos (CARVALHO, 2008).

No ano de 2012, o Ministério da Saude lancou o Caderno de Atencdo Basica
intitulado por: “Plantas medicinais e Fitoterapia na Atengédo Basica”, nele constam
informacdes sobre o histdrico das politicas nacionais e informacfes sobre normas,
servicos e produtos relacionados a fitoterapia na Estratégia Saude da
Familia/Atencdo Basica. O mesmo busca estruturar e fortalecer a atencdo em
fitoterapia, com énfase na Atencao Basica/Saude da Familia (BRASIL, 2012).

Desta forma, nota-se que o0 Ministério da Saude tem incentivado
constantemente o desenvolvimento de estudos envolvendo plantas medicinais
tradicionais bem como a utilizacdo destas. Segundo dados divulgados por esse
orgdo, no ano de 2013, 6 mil pessoas buscavam por tratamentos a base de plantas
medicinais e medicamentos fitoterapicos pelo SUS, ja no ano de 2015, esse nimero
passou para 16 mil pessoas, o que demonstra que os indices de interesse pela
fitoterapia mais que dobrou: o crescimento foi de 161% (MINISTERIO DA SAUDE,
2016).

1.2.1 Syzygium cumini (L.) Skeels

Syzygium cumini (L) Skeels (S. cumini) (sindbnimos: Eugenia jambolana,
Syzygium jambolanum, Eugenia cumini) pertence a familia Myrtaceae. E uma arvore
de grande porte (Figura 1) com aproximadamente 15 metros de altura originaria da
india, popularmente conhecida como jambol&o, jameldo, jambu, jambul, azeitona-do-
nordeste, ameixa-roxa, murta, baga-de-freira, guapé, jambui e azeitona-da-terra,
dentre outros nomes. Pode ser encontrada em varias regides do Brasil, inclusive no
Rio Grande do Sul e cresce muito bem em varios tipos de solos, nas planicies
litordneas, nas serras e nos planaltos (BRAGANCA, 1996; AYYANAR; SUBASH-
BABU, 2012).

O S. cumini é conhecido por suas diversas atividades farmacoldgicas ja
apresentadas, como hipoglicemiante, antioxidante, hipolipidémica, antitlcera,
hepatoprotetor, antialérgica, anti-inflamatéria, antiartritico, antibacteriana. Tem sido
demonstrado que extratos das diferentes partes da planta sao utilizados para esses

fins medicinais, justificando a grande tradicdo na medicina popular (BRITO et al.,
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2007; AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; SIANI et al., 2013) conforme demonstrado
na Tabela 1.

Figura 1 — Arvore de Syzygium cumini (L.) Skeels

Fonte: Adaptado de Vizzoto; Pereira, 2008.

Tabela 1- Partes de S. cumini e suas atividades farmacoldgicas

Partes da - . Referéncias
Atividades farmacolégicas
planta
Atividade antioxidante, efeito Reynertson et al., 2008, Aqil et al., 2012.
Frutos anticarcinogénico, antimutagénico e

Folhas

Flores

Cascado
caule

Semente

atividade hipoglicemiante

Propriedades protetoras em pacientes
diabéticos e hiperglicémicos in vitro,
acdo hipoglicemiante, atividades anti-
inflamatéria, antimicrobiana e
antioxidante

Atividades antibi6ticas

Ac¢do anti-inflamatoria

Acdo hipoglicemiante, anti-inflamatéria
antibacteriana, diurética

Pepato et al.,, 2001; Teixeira; Fuchs 2006;
Bopp et al.,, 2009; De Bona et al., 2010,
2011, 2014; Mohamed; Ali; El-baz, 2013;;
Srivastava; Chandra, 2013; Siani et al, 2013;
Saxena; Sharma, 2013.

Miglitato et al., 2006.

Muruganandan et al., 2001.

Kumar et al., 2009; Baliga, 2011.

O fruto, a casca, a semente e a folha sédo frequentemente utilizados na

medicina popular e sdo preparados na forma de infusdes, decocg¢bes, maceragoes,

sucos e extratos (PEPATO, 2001). Sendo que a forma mais comum de consumo
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pela populacdo € uma decocc¢éo ou infusdo preparada com as folhas em agua (2,59
de folhas secas/L aproximadamente, com variagbes) em substituicdo ao consumo de
agua (TEIXEIRA et al., 1992). Por este motivo, para trabalhos cientificos, a escolha
da utilizacdo de extratos aquosos pode ser justificada pelo fato de ser uma fracao de
extrato isenta de residuos/solventes quimicos provenientes de extracao, além de se

aproximar mais das formas comumente utilizadas pela populacéo.

1.2.1.1 Compostos fitoquimicos presentes no Syzygium cumini (L.) Skeels

O S. cumini possui uma rica composicdo em acidos fenolicos e flavonoides
nas diferentes partes da planta, que € frequentemente relacionada aos seus efeitos
benéficos a saude (SAGRAWAT; MANN; KHARYA, 2006) (Tabela 2) que sao
relatados na literatura, tanto em modelos in vitro como in vivo (DE BONA et al.,
2011; ISLAM; PARVIN; ISLAM, 2012).

Tabela 2- Compostos fitoquimicos identificados no S.cumini

Partes da

planta Constituintes fitoquimicos identificados Referéncias

Acido malico com tracos de acido oxalico, acido Ramya et al., 2012
Frutos galico, taninos, cianidina

Acidos fenolicos (&cido gélico, acido elégico, 4cido Mahmoud, 2001; Wiliamson et
Folhas cafeico acido ferdlico), flavonoides (quercetina, al., 2002; Cargnelutti et al., 2015;
canferol, rutina, isoquercitrina De Bona et al., 2015.

Canferol, flavonoides (miricetina, isoquercetina, Baliga et al., 2011; Ramya et al.,
Flores quercetina) Acidos fendlicos (acido elagico), 2012
eugenol, 4cido oleandlico.

B-sitosterol eugenina, flavonoides (quercetina, Timbola et al., 2002; Baliga et al.,
Miricetina, canferol), terpenos (acido betulinico) 2011; Ramya et al.,2012.

Cascado . . - . L L
acidos fendlicos (4cido gdlico, &cido elagico),
Caule .
astragalina.
B-sitosterol, taninos, acidos fendlicos (acido Williamson et al., 2002; Kapoor,
s elagico, acido gélico, acido cafeico e acido 2001; Sharma, 2008; Karthic, et
emente > . : .
ferdlico), flavonoides (rutina, quercetina), al., 2008.

monoterpenoides
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1.3 COMPOSTOS FITOQUIMICOS

Os compostos fitoquimicos sdo compostos bioativos produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas, os quais estdo envolvidos em diversas
funcdes: propriedades sensoriais (cor, aroma, sabor e adstringéncia), crescimento,
processos germinativos e defesa contra insetos, entre outras. Além disso, em
animais e humanos séo responsaveis pelos efeitos medicinais ou toxicos. Englobam
carotenoides (B e a-caroteno, licopeno, etc); alcal6ides; compostos azotados;
compostos organosulfurados e compostos fenodlicos. Dentre esses, 0sS compostos
fendlicos sdo os mais amplamente distribuidos no reino vegetal, que ainda, séo
subdivididos em: flavonoides, acidos fendlicos, taninos e cumarinas (FERREIRA;
ABREU, 2007).

Os compostos polifendis tém despertado o interesse de estudo por serem
responsaveis por diversas atividades biologicas (NETO; LOPES, 2007), sobretudo
por apresentarem propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, entre outras, que
sao relacionadas ao seu poder redutor e a sua estrutura quimica. Esses compostos
podem reagir com os radicais livres (RL), neutralizando-os ou sequestrando-os,
inibindo a cadeia de iniciacdo ou interrompendo a cadeia de propagacao das
reacoes oxidativas promovidas por estes (PODSEDEK, 2007).

Acredita-se que, além do consumo de frutas e verduras, a suplementacdo da
dieta com plantas medicinais que contenham altas concentracdes desses compostos
medicinais capazes de neutralizar os RL sejam de grande efeito, uma vez que o
estresse oxidativo provocado pelo excesso dessas substancias esta relacionado a
patogénese de diversas doencas (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005).

1.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos que diferem entre si
pela sua estrutura quimica, sendo conhecidos mais de 6000 tipos de flavonoides
(MARCHAND, 2002). Podem ser encontrados em frutas, vegetais, gréos, flores,
chas e vinhos (NIJVELDT, 2001). Os flavonoides sdo descritos como potentes
antioxidantes devido as suas propriedades sequestradoras de RL, quelantes de ions
metélicos que previnem a formacdo de radicais livres e ativadores de enzimas

antioxidantes de fase 2 como GSH S-transferases (glutationa peroxidase — GPx)
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protegendo os tecidos e as células da acdo dos RL e da lipoperoxidacéo. Além
disso, esses compostos ja apresentaram atividades: anti-inflamatéria, antialérgica,
anticarcinogénica (ZUANAZZI, 2002). Dentre eles, destacam-se a rutina e a
quercetina.

As propriedades medicinais dos flavonoides estdo relacionadas a estrutura
quimica fendlica varidvel caracterizada pela presenca das hidroxilas ligadas aos
seus anéis aromaticos que conferem atividade antioxidante a molécula (Figura 2)

(COOK; SAMMAN, 1996; ANGHILERI; THOUVENOT, 2000).

Figura 2- Estrutura quimica béasica dos flavonoides

Fonte: Adaptado de Sim&es, 2004.

Embora os flavonoides apresentem propriedades antioxidantes importantes
na prevencdo de doencas, alguns estudos tém demonstrado uma atividade pro-
oxidante in vitro, sugerindo que as mesmas caracteristicas estruturais que
aumentam a capacidade antioxidante, ou seja, os grupamentos hidroxilas, podem
também exacerbar o estresse oxidativo. Hanasaki e colaboradores (1994) relataram
gue uma série de mono e dihidroxiflavonoides ndo apresentaram atividade pro-
oxidantes, enquanto moléculas com varios grupamentos hidroxilas, especialmente
no anel B, aumentaram significativamente a producéo de radical hidroxila num
sistema de Fenton. Esse comportamento indica que, em certas condi¢gdes, eles
podem oferecer mais riscos oxidativos do que beneficios antioxidantes (HEIM,;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; UEDA et al., 2002).

1.3.2 Acidos fendlicos
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Os acidos fendlicos estdo reunidos em dois grupos: derivados do &cido
hidroxicinamico, presentes em sementes, frutas e legumes, dentre os quais se
destacam o acido cafeico e o acido clorogénico ambos com conhecidas atividades
farmacoldgicas (GONTHIER et al., 2006) e os derivados do acido hidroxibenzdéico
que sdo compostos que possuem um anel benzeno, um grupamento carboxilico e
um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo,
principalmente, propriedade antioxidante, que é determinada pelo numero de
hidroxilas presentes na molécula (RAJALAKSMI; NARASIMHAN, 1995). Podem
funcionar também como sequestradores de RL, e algumas vezes como quelantes de
metais (TOVANI BENZAQUEM, 2009).

Dentre esse ultimo grupo de compostos, destaca-se o acido galico (Figura 3),
um &cido fendlico de ocorréncia natural, amplamente presente no reino vegetal,
inclusive nos extratos de diferentes partes de S. cumini (CARGNELUTTI et al., 2015;
BITENCOURT et al., 2015) Esse fitoquimico é responsavel por atividades
antioxidantes importantes (PADMA et al., 2011), atividade anticancerigena, anti-
inflamatoria e antimicrobiana (CHUYSINUAN et al., 2009; ISUZUGAWA et al., 2001;
LU et al., 2006).

Estudos utilizando extratos de plantas contendo &cido galico na composicao
apresentaram efeitos antioxidantes, antidiabéticos e também foram capazes de
reduzir a incidéncia de infarto agudo do miocardio, assim como minimizar os danos
oxidativos nos rins e figado de ratos (JADON et al., 2007; KIM, 2007; PRINCE et al.,
2011). O acido gélico também exerceu efeito protetor sobre o cérebro de ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina, por modular a atividade de enzimas de
sinalizacao dependentes de equilibrio redox como bomba Na+/K+ ATPase, enzimas
purinérgicas e acetilcolinesterase (AChE), atenuando o estresse oxidativo (KADE;
ROCHA, 2013). Além disso, o acido galico apresentou seletiva citotoxicidade in vitro
contra uma variedade de tumores celulares (OHNO et al., 1999; YOSHIOKA et al.,
2000).

Figura 3 - Formula estrutural do acido galico
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OH

HO

OH

OH

Fonte: Adaptado de Simdes, 2004.

1.4 MODELO DE ESTUDO IN VITRO

Os testes in vitro, especialmente, os métodos utilizando células séo utilizados
por diversas areas das ciéncias em estudos cientificos para identificacdo e
monitorizacdo dos efeitos tdxicos de compostos e pode ser utilizado como um
preditor na definicho de mecanismos e impactos causados por essas substancias,
antes da possibilidade de transpor para estudos in vivo (KURODA et al., 1992;
HARBELL et al., 1997; RISS; MORAVEC; NILES, 2011).

1.5 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

As espécies radicalares conhecidas como RL sdo atomos ou moléculas que
apresentam em sua Orbita mais externa, um ou mais elétrons desemparelhados que
transformam as estruturas em compostos altamente reativos, tornando-os capazes
de reagir com qualquer substancia préxima a sua Orbita mais externa, passando a
ter uma funcéo oxidante ou redutora (SLATER, 1984; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999). Quando esses elétrons desemparelhados encontram-se centrados nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados, respectivamente, espécies
reativas de oxigénio (EROS) ou espécies reativas de nitrogénio, (ERNs) (VISIOLI;
KEANEY; HALLIWELL, 2000; PIETTA, 2000). As principais EROS dividem-se em
dois grupos, as radicalares: anion superéxido (O¢’), hidroxila (OHe), peroxila (ROQ¢)
e alcoxila (RO¢); e as nao-radicalares: oxigénio singlete , peroxido de hidrogénio
(H20,) entre outras. Dentre as ERNSs, incluem-se peroxinitrito (ONOQ™), oxido nitrico
(NO), etc (DROGE et al., 2002).
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O NO, um RL gasoso bastante reativo, € sintetizado pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) através da oxidacao da L-arginina na presenca de oxigénio. S&o trés
as principais isoformas de NOS: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzida
(iNOS), com diferentes expressdes e atividades (ESTEVEZ; JORDAN, 2002;
LEONG; RUAN; ZHANG., 2002). Além de essa molécula estar relacionada com
alteracdes oxidativas, também esta associada a inflamagdo aguda e cronica
(MacMICKING; XIE; NATHAN, 1997; SENA; PEREIRA; SEICA, 2013), podendo ser
considerada uma importante molécula reguladora do sistema imune, pelo fato de
que a iINOS pode ser liberada em quantidades significativas por macrofagos, células
endoteliais, células da musculatura lisa, linfocitos e por outras células do sistema
imune apoOs estimulos causados por bactérias ou por citocinas pro-inflamatérias.
Evidéncias propdem um papel essencial do NO diretamente na funcdo de células
imunes como os linfocitos, podendo atuar como um modulador bifuncional capaz de
estimular ou inibir a apoptose (YOON et al., 2002; BARRETO; CORREIA;
MUSCARA, 2005).

A producdo de radicais livres ocorre de maneira continua e fisioldgica,
cumprindo papéis fundamentais para o organismo, como na respira¢cdo e fagocitose.
Os RL, formados durante as reacBes de oxi-reducdo, podem ceder o elétron
desemparelhado e serem oxidados ou podem receber o elétron e serem reduzidos.
Essas reacdes podem ocorrer no citoplasma, mitocdndria ou na membrana celular e
o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e molécula de DNA) esta
relacionado ao seu local de formacdo (MANACH, 2004). Sendo que a mitocondria
constitui a principal fonte de formacédo de espécies reativas de oxigénio e radicais
livres, ja que durante o processo de obtencdo de energia, ocorrem liberacbes
sucessivas de espécies reativas, tais como Oz, H,O; e radical OHe. Outra liberacéo
enddgena de espécies reativas € a fagocitose, processo no qual os fagécitos ao
destruirem uma célula infectada por bactérias ou virus acabam liberando oxidantes
como: NO, O,*" e H,0,, constituindo a defesa imune priméria (VALKO, 2006).

Porém, em algumas condi¢des patoldgicas, como nos processos inflamatoérios
cronicos, a producdo de EROS pode aumentar substancialmente, resultando em
estresse oxidativo (SCHMATZ, 2011). Uma caracteristica comum nesses processos
€ 0 recrutamento e ativacdo de células efetoras, tais como macrofagos, neutrofilos,
eosinofilos, fibroblastos, células epiteliais e linfocitos, que liberam mediadores

capazes de promover uma inflamacgéo adicional (THANNICKAL et al., 2004).
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A concentracdo dos RL é mantida pelo balangco entre sua producdo e sua
depuracéo por antioxidantes (DRODGE, 2002). Sendo que, quando ha um aumento
nos niveis de oxidantes associado a diminuicdo nos niveis de antioxidantes
desenvolve-se o estresse oxidativo, que pode causar reducdo na resisténcia celular
e consequente dano oxidativo as biomoléculas e seus componentes como:
proteinas, lipideos e & molécula de DNA (Figura 4), levando & mudancas nas
funcdes bioldgicas e, por vezes a injuria celular (POLI et al., 2004).

O dano aos lipideos induz o processo de lipoperoxidacdo que acontece
quando os RL gerados decorrentes do estresse oxidativo reagem com o0s &cidos
graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares, resultando em
modificacdes na permeabilidade, perda da seletividade (SLATER, 1984; VALKO et
al., 2006) e liberacdo do contetudo de organelas. Um dos mais conhecidos produtos
da lipoperoxidacdo é o malondialdeido (MDA), que € o produto final de degradacéo
ndo enzimatica de acidos graxos poli-insaturados (ALEXANDROVA; BOCHEV,
2005; CHERUBINI et al.,, 2005) e seus altos niveis apresentam um papel
fundamental na patogénese de diversas doencas (KASHYAP et al., 2005).

O estresse oxidativo tem sido relacionado na fisiopatologia de varias doencas
incluindo as cronicas, como: o Diabetes mellitus (DM), doencas cardiovasculares
(infarto agudo do miocardio e aterosclerose), cancer, doencas neurodegenerativas
(Parkinson, Alzheimer) e doencas inflamatérias (artrite reumatoide) além do
processo de envelhecimento (KOVACIC; JACINTHO, 2001; VALKO et al., 2006).
Sendo que, nas Ultimas décadas, as doencas crénicas passaram a liderar as causas
de Obitos no Brasil, e representam cerca de 66% das enfermidades (MACHADO et
al., 2006).

Figura 4 - Dano oxidativo em macromoléculas biologicas
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Fonte: Adaptado de Torres, 2003.

Sabe-se que boa parte dos danos oxidativos em sistemas biologicos séo
causados por radicais peroxila que facilmente penetram nas membranas celulares e
possuem um tempo de meia-vida maior em relacdo aos radicais hidroxilas
(ARUOMA,1999; HU; KITTS, 2001). Os radicais peroxila sdo formados durante a
decomposicao de perdxidos organicos e reacdes de carbono radicalar com oxigénio.
Nesse contexto, para a producao de radicais peroxila, alguns estudos tém utilizado o
2,2’ azobis (2-amidinopropano dihidrocloreto , AAPH) (Figura 5), um azo composto
hidrossoluvel dependente de temperatura (37°C), gerador de radicais peroxila a taxa
constante (1,36 x 10°® AAPH mol/litro/segundo) durante as primeiras horas em
solugéo, apresentando meia-vida de 175 horas em pH neutro (NIKI, 1990). Durante
as trés primeiras horas do processo de decomposicdo, tem-se uma reducdo da
concentracdo do AAPH inferior a 3% por hora (STEFEK et al., 2005), gerando assim
produtos estaveis. Além disso, € uma substancia que induz a oxidacao das células
de forma mais semelhante aos eventos fisiologicos do organismo (KRISKO;
KVEDER; PIFAT, 2005).

Figura 5. Estrutura quimica do AAPH

Fonte: Adaptado de Niki, 1990.

O excesso de RL no organismo pode ser combatido por um complexo sistema
de defesa antioxidante que inclui antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos. O
sistema antioxidante enzimatico é representado, principalmente, pelas enzimas
antioxidantes produzidas pelo organismo (superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase (GPx) que constituem a primeira linha de defesa endogena de
neutralizacdo dos radicais livres (VALKO et al., 2006). Os antioxidantes n&o-

enzimaticos podem ser de origem enddgena ou exogena. Dentre 0s compostos
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sintetizados de maneira enddgena, destacam-se a glutationa reduzida (GSH),
tioredoxinas, acido urico, bilirrubina e a ubiquinona. Dentre os compostos obtidos de
maneira exdgena destacam-se as vitaminas C, E, B-caroteno e compostos fendlicos
(VASCONCELOS et al., 2007). A GSH, presente na maioria das células, pode estar
livre ou ligada as proteinas, sendo o grupamento tiol (-SH) abundante no meio
intracelular. O —SH reativo de sua cisteina determina sua capacidade redutora,
também encontrado em proteinas (tiois proteicos — PSH), demonstrando importante
papel contra a geracdo de estresse oxidativo pela direta detoxificacdo das EROS,
participando como cofator para outras enzimas antioxidantes como a GPx (ARTEEL,;
SIES, 2001).

1.6 LINFOCITOS E ESTRESSE OXIDATIVO

O funcionamento normal do sistema imune é imprescindivel para a saude
devido a protecdo que exerce frente as doencas. As células imunocompetentes mais
relevantes nesse contexto sdo os linfcitos, por auxiliarem os fagocitos na defesa,
na inativacdo e retirada de agentes invasores do organismo, além de representarem
grande importancia para as respostas imune e inflamatoéria devido a capacidade de
gerar especificidade antigénica e memadria imunolégica, além de desempenharem
um papel importante no equilibrio pro-oxidante e antioxidante da atividade dessas
células (LORENZI, 2003; GAUTAM et al., 2010).

Quanto a morfologia, os linfécitos sdo células simples, desprovidas de
granulacdes citoplasmaticas. Podem ser encontrados na corrente sanguinea em
percentagem dependente das condicdes fisiol6gicas (idade, sexo) ou patoldgicas
(estimulos antigénicos, proliferagdes benignas e malignas). Os linfécitos ndo sao
formados exclusivamente na medula 6ssea como as demais células sanguineas,
podem ser encontrados também nos tecidos linfoides (ganglios linfaticos, amigdalas,
adenoides, timo, baco, placas de Peyer) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Eles
correspondem a 30% dos leucadcitos e dividem-se em duas categorias: os linfécitos
B que sdo responsaveis pela resposta imune humoral e producéo de anticorpos e 0s
linfécitos T que correspondem a 60-80% dos linfocitos sanguineos e que sao
responsaveis pela imunidade celular (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000).

Os linfécitos sao células bastante sensiveis as alteracdes provocadas pelas

ERQOS, o que pode levar a mudanca no estado redox, tornando-as mais sensiveis a
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agentes oxidantes, assim apresentando danos maiores do que em outras células
como neutréfilos e mondcitos (SEAGER et al., 2012). Um acumulo de RL no meio
intracelular pode contribuir para a perda da funcdo celular (HU; KWOK; KITTS,
2005).

Alguns estudos tém demonstrado que a formacéo intracelular de EROS nos
linfécitos € essencial para a fungdo adequada dos linfécitos T e B (GELDERMAN et
al., 2006, GHEZZI; BONETTO; FRATELLI, 2005; HULTQVIST et al., 2009), pois
essa formacao parece regular a proliferacéo, ativacdo e secre¢do de citocinas pelos
linfécitos-T (COPE, 2002). O balanco entre a imunidade e a tolerancia € importante
para manter a homeostase. No entanto, quando ha uma formacdo excessiva de
EROS ocorre uma desregulacdo da homeostase nessas células imunes que pode
resultar em alteracdes severas nas func¢des imunes, aumentando a suscetibilidade a
infeccbes e ao cancer, bem como favorecendo o desenvolvimento de doencas
crdnicas e auto-imunes. Isso por ser atribuido ao fato que as EROS podem atacar os
componentes da célula levando a danos celulares, fun¢des inadequadas, e também
limitando a sua viabilidade celular (PEREZ DE CASTO et al.,, 2004; GALBIATI,
MITJANS; CORSINI, 2010).

Os estudos ainda sao restritos quanto a exposicao dos linfécitos ao AAPH na
geracdo de radicais livres, por isso nosso grupo de pesquisa tem investido nessa
linha de pesquisa. Apds a exposicao dos linfocitos a diferentes substancias, sejam
provenientes de fontes naturais ou sintéticas ou ainda de compostos geradores de
radicais livres, podem ser realizados testes in vitro para determinar a sua viabilidade
celular. Um desses ensaios muito utilizados com essa finalidade € o teste de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) que emprega corantes
vitais. O método baseia-se no fato de que o MTT é um sal tetrazélico sollvel em
agua que é convertido a cristais de formazan insollveis de cor roxa através da
clivagem do anel tetrazélico pela enzima succinato desidrogenase no interior da
mitocondria. A quantidade de formazan formada é diretamente proporcional ao

numero de células viaveis.

1.7 SISTEMA PURINERGICO
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O sistema purinérgico constitui uma importante via de sinalizacdo para
diversos processos biologicos (BURNSTOCK, 2006). Trés componentes principais
fazem parte desse sistema: nucleotideos e nucleosideos extracelulares de adenina,
receptores através dos quais eles exercem seus efeitos e as ectoenzimas
responsaveis pela regulacdo dos niveis extracelulares dessas moléculas
(YEGUTKIN, 2008) (Figura 6). Os nucleotideos extracelulares de adenina, ATP, ADP
e 0 nucleosideo adenosina (Ado) sao considerados importantes moléculas
sinalizadoras devido ao seu papel na modulacdo de muitos processos biologicos,
incluindo muitos mecanismos neuronais € ndo neuronais e em eventos de curta e
longa duracdo, incluindo secrecdo exdcrina e enddcrina, respostas imunes e
inflamatorias, dor, agregacdo plaquetaria, vasodilatacdo mediada pelo endotélio,
proliferacéo e morte celular (BURNSTOCK, 2006; 2007).

Em condi¢des fisiologicas, os nucleotideos e nucleosideos de adenina estédo
presentes no meio extracelular em baixas concentragcdes, normalmente em
guantidades nanomolares de acordo com diversos fatores como: a quantidade
liberada, situacdes de lise celular, mecanismos de recaptacédo, efeito da diluicdo no
espaco extracelular e a presenca de enzimas como as ectonucleotidases
(RATHBONE et al., 1999; MALMSJO; EDVINSSON; ERLINGUE, 2000). No entanto,
em condi¢cbes patoldgicas, inclusive em condi¢cdes de estresse oxidativo, podem
ocorrer disturbios no metabolismo celular, havendo alteracées nas concentracdes
extracelulares dessas moléculas que podem chegar a quantidades micromolares
(SCHMATZ et al., 2013; CASTILHOS et al., 2015). Os efeitos dessas moléculas sao
mediados através de receptores purinérgicos localizados na superficie celular
(ILLES; RIBEIRO, 2004; SCHETINGER et al., 2007).

Os receptores purinérgicos foram definidos pela primeira vez em 1976
(BURNSTOCK, 1976) e, dois anos depois, foi proposta a base para a distincdo de
dois tipos de receptores, identificados como P1 (para a Ado) e P2 (para ATP/ADP).
Esses receptores podem ser ativados pela ligacdo dos nucleotideos e nucleosideos
de adenina permitindo a essas moléculas o exercicio de seus efeitos. Os receptores
P1 ativados por Ado sdo metabotrdpicos, isto é receptores ligados a proteina G,
sendo, que quatro diferentes subtipos foram clonados e caracterizados: A1, Aza, Az
e Az, membros da superfamilia de receptores ligados e estdo presentes em varias
espécies animais e em varios tecidos distribuidos de maneira bastante irregular

(FREDHOLM et al., 2011). Os receptores A; e Aa sdo ativados por concentragdes
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de Ado na faixa de nanomolar, enquanto os subtipos Az € Az tornam-se ativos
somente quando os niveis extracelulares de Ado se elevam na faixa de micromolar,
como durante periodos de inflamacao, hipoxia ou isquemia (OLAH; STILES, 1995;
BARALDI; BOREA, 2000).

Figura 6- Componentes da sinalizacdo purinérgica (A) Receptor do tipo P1 (B);
Receptor do tipo P2X (C); Receptor do tipo P2Y (D); ATP liberado extracelularmente
(E); Adenosina formada a partir do ATP via CD39 e CD 73 (F); E-NTPDase (ou
CD39) (G); 5'nucleotidase (ou CD 73) (H); e ADA (I).

Extracelular 1
PN et O

:
¥

Liberagao de
ATP

Sinalizag3o via

P2

ATP

Hidrolise de

Recaptagiode
Adenosina

Hidrolise de
AMP

Sinalizagao via
P

Hidroliseda
Adenosina

.
.
.
.
H
Informacao ‘eccmccnen
qualitativa : :

Adenosina

lnlurma;ao
guantitativa

ATP o S— °, Adenosina L — c”{)
¢ oo o AMF Inosina
fMLP G \d =)
o
| Membrana o
Celular o <A S ‘
G t &
: n
MMM][ 8 5 Y
L "
intracelular R Pannexin1  P2X ENTPDs  F2Y cD73 2 ¥ T
: t . g Desaminasa
- ©o A m o2
o . .
ATP - Reciclagem da

| Resposta
Funcional

Fonte: Adaptada de JUNGER, 2011.

Os purinoreceptores P2 sdo ativados por ATP e divididos em dois grupos bem
distintos: os receptores ionotrépicos P2X, que sdo canais ibnicos com seus dominios
carboxi e aminoterminal voltados para o meio intracelular e compreendem sete
subtipos nomeados de P2X1-7 (DI VIRGILIO et al.,
metabotropicos P2Y, que sédo acoplados a

2001), e os receptores
proteina G, apresentando sete regides
transmembrana com a por¢cdo aminoterminal voltada para meio extracelular e a
porcdo carboxiterminal voltada para o meio citoplasmatico compreendendo 14
subtipos os quais foram nomeados de P2Y1-14 (YEGUTKIN, 2008). A sinalizac&o
purinérgica € finalizada, entdo, pela agdo de ectoenzimas que hidrolisam os
nucleotideos até os seus respectivos nucleosideos, no meio extracelular de modo a

manter seus niveis em concentracdes fisiologicas (ZIMMERMANN, 2001).
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Os nucleotideos, especialmente as moléculas de ATP, atuam como
sinalizadoras de dano celular, desencadeando uma resposta do sistema imune
(ZHANG; MOSSER, 2008). Estudos revelam que o ATP esta envolvido em diversas
funcdes no sistema imune: nos linfocitos T, a liberacdo de ATP através dos canais
de panexina-1 € capaz de mediar a resposta imune atuando como um agente pro-
inflamatorio, por estimular a proliferacdo de linfocitos e potencializar a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias, como a IL-2 e o IFN-y (LANGSTON et al., 2003; BOURS
et al., 2006); nos mondcitos circulantes, o ATP esta envolvido no recrutamento
destes para os tecidos-alvo (VENTURA; THOMOPOULOS, 1995); nas células
dendriticas, o ATP induz migracdo e diferenciacdo (LA SALA et al., 2003); nos
macréfagos, estimula a producao de IL-18 (ELSSNER et al., 2004) e do fator de
necrose tumoral a (TNFa) (GUERRA et al., 2003).

A funcéo sinalizadora do ATP extracelular esta intimamente ligada a Ado, o
produto final de sua hidrélise, sendo que a concentracdo de ATP extracelular é
regulada pela enzima ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase (EC 3.6.1.5, E-
NTPDase, CD 39). Curiosamente, dependendo das concentracdes extracelulares,
tipo de receptor e local de acdo envolvido, o ATP é capaz de induzir dois efeitos
antagonicos: acdo anti-inflamatéria, controlando a proliferacdo de células T, quando
em baixas concentracfes, e acdo pro-inflamatoria, quando em altas concentragdes,
com a formacdo de grandes poros na membrana plasmatica, podendo levar a morte
celular via necrose ou apoptose (ADINOLFI et al.,, 2005; DI VIRGILIO, 2005;
BOEYNAEMS; COMMUNI, 2006; DI VIRGILIO et al., 2009). Quando o ATP esta em
baixas concentracdes extracelulares, aumenta a sua afinidade por receptores do tipo
P2Y, localizados na superficie dos linfécitos, que, quando estimulados promovem
uma “downregulation” e levam a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias,
promovendo um efeito protetor contra injarias teciduais excessivas (BOURS et al.,
2006). Desta forma, é indispensavel a modulacdo dessa via purinérgica para
controlar a resposta inflamatdria frente as diversas patologias.

Embora o papel do ATP sobre os linfécitos, durante os processos de
inflamacéo, esteja em parte elucidado, as fungbes do ADP nao estédo perfeitamente
esclarecidas (LUTHJE, 1989), muito embora este nucleotideo seja o principal
agonista envolvido no recrutamento e agregacao das plaquetas em locais de injuria
vascular, enquanto que a Ado possui efeitos inibitérios sobre esta agregacédo
(MARCUS et al., 2003; ROZALSKI et al., 2005). Além dessa acao antitrombdtica, a
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Ado é uma molécula que desempenha papel no sistema nervoso central como na
neuromodulacdo da transmissdo sindptica por regular a liberagdo de varios
neurotransmissores, agindo tanto pré quanto pos-sinapticamente e na
neuroprotecdo por limitar o dano causado pela excitotoxicidade desses
neurotransmissores (PURVES et al., 2005; FREDHOLM et al., 2007).

Além desse papel neurotransmissor e neuromodulador, tém surgido
evidéncias relacionando funcbes da Ado no sistema vascular e imunoldgico, como
uma molécula sinalizadora de dano celular, mediando ac¢des anti-inflamatérias e
imunossupressoras, tais como: inibicdo da adesdo de linfocitos a respostas
inflamatorias, inibicdo da proliferacdo de linfocitos e da producdo de citocinas pré-
inflamatorias e, além de atuar como um regulador endégeno da imunidade inata e
em lesdo tecidual excessiva associada a inflamacdo (RATHBONE et al., 1999;
ODASHIMA et al., 2005; BOURS et al., 2006, DESROSIERS et al, 2007; GESSI et
al., 2007; HASKO et al., 2009). Em condicbes fisiologicas, a Ado, presente no
espaco extracelular em baixas concentracbes na faixa nanomolar, ativa os
receptores A; e AA, uma vez que ela é continuamente formada tanto
intracelularmente quanto extracelularmente (FREDHOLM, 2007). Entretanto, em
condicdes patoldgicas, de estresse metabdlico, como em periodos de inflamacao,
hipoxia ou isquemia, seus niveis extracelulares aumentam expressivamente para
faixa de quantidades micromolares, resultando na ativacdo de receptores A;B e Az
(OLAH; STILES, 1995; BARALDI; BOREA, 2000), através desse aumento local da
sua concentracdo, a Ado age como um freio natural de funcdes celulares
imunolégicas, limitando assim as respostas inflamatérias exacerbadas a esses
insultos (GESSI et al., 2008).

Os niveis atingidos pela adenosina na biofase de seus receptores sao
regulados por mecanismos dindmicos, como biossintese intracelular e extracelular,
transporte e metabolismo (ANTONIOLI et al., 2008). Sendo que, a fonte mais
importante para o aumento dos niveis de Ado extracelular durante as situacdes de
estresse metabdlico é a liberagdo de ATP intracelular, seguido do catabolismo
extracelular desse nucleotideo, até a geracdo de Ado por acdo das
ectonucleotidases (HASKO; PACHER, 2008).

A regulagéo dos niveis de Ado ocorre através do seu transporte bi-direcional
(Figura 7). A principal via de producdo de Ado no meio extracelular € através da

atividade da enzima ecto-5-nucleotidase (5'NT) que converte adenosina 5'-



32

monofosfato (5’-AMP) em Ado. Ja no meio intracelular, a adenosina pode ser
formada através da quebra de 5’-AMP pela 5’NT. Outra via de formacgdao intracelular
de Ado é a hidrdlise de S-adenosilhomocisteina (SAH) pela acdo da enzima S-
adenosilhomocisteina hidrolase (LLOYD et al., 1988; PAK et al., 1994). Entretanto,
essa via ndo possui uma grande importancia na producao deste nucleosideo (PAK
et al., 1994). Finalmente, a Ado pode ser transformada em AMP pela adenosina
kinase ou metabolizada em inosina através da acdo da adenosina deaminase
(LATINI; PEDATA, 2001).

Figura 7 - Vias de sintese, degradacao e recaptacao de Ado.
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1.7.1 Enzimas que degradam nucleotideos e nucleosideos de adenina

As concentracdes dos nucleotideos e nucleosideos extracelulares séo
reguladas pela acdo de enzimas ancoradas a membrana celular, com o seu sitio
catalitico voltado para o meio extracelular. Essas enzimas hidrolisam as moléculas
extracelulares e dentre elas estdo: as E-NTPDases, que catalisam a hidrélise dos

nucleotideos tri e/ou difosfatados ATP em ADP e ADP a AMP, na presenca de
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cations divalentes como célcio e magnésio e controlam a disponibilidade dessas
moléculas para se ligarem ao seu receptor e a enzima que degrada os nucleosideos
de adenina € representada pela adenosina deaminase (ADA), que participa da
degradacédo das purinas por catalisar a conversao de adenosina em inosina, seu
metabdlito inativo (ZIMMERMANN, 1996; BIGONNESSE et al.,, 2004; ROBSON,;
SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006; ROSEMBERG et al., 2010) (Figura 8).

Figura 8- Degradacéo de nucleotideos e nucleosideos
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1.7.1.1 Ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPDase, EC 3.6.1.5, CD39)

As E-NTPDases fazem parte do grupo de enzimas constituido pelas familias
das ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), 5'NT, fosfatases
alcalinas (CD73, E.C.3.1.3.5) e ADA sendo denominado ectonucleotidases. As
enzimas desse grupo estdo ancoradas na membrana celular com seu sitio catalitico
voltado para o meio extracelular e controlam a disponibilidade de ligantes para os
purinoreceptores (ZIMMERMANN, 2011).

A NTPDase é um membro da familia das E-NTPDases, a qual inclui oito
membros da familia (NTPDase 1 a 8), sendo que cada uma delas difere entre si
quanto a especificidade ao substrato, localizacdo celular e distribuicdo tecidual
(BIGONNESSE et al., 2004). Quatro dessas enzimas, as NTPDases 1, 2,3 e 8 estao

localizadas na membrana celular com seu sitio catalitico voltado para o meio
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extracelular sendo as principais responsaveis pela metabolizacdo dos nucleotideos
no meio extracelular. J&, as outras quatro, NTPDase 4, 5, 6 e 7 estdo localizadas no
meio intracelular (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006) (Figura 9).

Figura 9- Membros da familia das E-NTPDases

Fonte: Adaptado de ROBSON; SEVIGNY;ZIMMERMANN, 2006.

Estudos demonstram que a NTPDase-1 é uma enzima amplamente
distribuida, inclusive em plantas, parasitas, insetos e em varios tecidos e células,
como por exemplo, em cortex cerebral, linfocitos, células endoteliais e plaguetas
(SARKIS et al., 1995; PILLA et al., 1996; WANG; GUIDOTTI, 1998; LEAL et al.,
2005) dependendo da localizacdo tecidual essa atividade enzimatica possui
diferentes papéis fisiologicos (BONAN et al., 2001). Como consequéncia disso, a
atividade da NTPDase tém sido estudada em diferentes patologias e condi¢cbes
experimentais (LEAL et al., 2005, SPANEVELLO et al., 2009; THOME et al., 2012).

Essa enzima é capaz de hidrolisar ATP e ADP, em iguais proporcdes, e é
reconhecida como um marcador da ativacdo de linfécitos (MALISZEWSKI et
al.,1994), desempenhando importante controle na fungéo dos linfécitos, incluindo o
reconhecimento do antigeno e ativacdo de fungbBes efetoras dessas células
(FILIPPINI et al.,, 1990), além da capacidade de gerar sinais que amplificam
interacdes ceélula-célula (KACZMAREK et al., 1996). Portanto, nos processos
inflamatorios mediados por linfocitos a regulacéo da atividade da NTPDase poderia
ser usada como marcador de ativacdo dos mesmos durante a resposta imune
(BARANKIEWICZ; DOSCH; COHEN, 1988).
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1.7.1.2 Adenosina deaminase (ADA, E.C. 3.5.4.4)

A ADA é uma enzima monomérica (40kDa) composta por 363 residuos
(Figura 12) de aminoacidos e representa a principal via de degradacdo da Ado,
promove a desaminagdo hidrolitica irreversivel de adenosina a inosina e 2’-
desoxiadenosina em 2’-desoxinosina, regulando os niveis extracelulares desse
nucleosideo (YEGUTKIN, 2008).

Essa enzima € encontrada no citosol e também pode ser expressa ha
superficie celular como uma ectoenzima. A ADA esta presente em plantas,
bactérias, invertebrados, vertebrados e mamiferos (DADDONA, 1981; LUPIDI et al.,
1992), sendo que sua distribuicdo varia entre os tecidos humanos. Apesar de a ADA
estar presente em todos os tipos de células, sua atividade é mais alta no timo,
tecidos linfoides e em linfocitos periféricos, desempenhando um papel importante no
sistema imune, sendo que nos linfocitos esta relacionada a ativacdo dessas células
(CHECHIK et al., 1981; IBIS et al., 2007).

A deficiéncia congénita da ADA no sistema imune esta diretamente
relacionada com a sindrome da imunodeficiéncia severa combinada (SIDSC),
caracterizada pela auséncia de linfécitos T e B funcionais em individuos afetados,
ocasionando lesdes e problemas funcionais de muitos érgdos (MORTELLARO et al.,
2006). Os pacientes afetados com essa sindrome clinicamente podem apresentar
severas infec¢des recorrentes, as quais podem ser fatais. Além disso, a auséncia da
ADA também leva a problemas neurolégicos, como déficit cognitivo, audicdo e
deficiéncia visual (VAN DER WEYDEN; KELLEY, 1976).

Figura 10 - Estrutura da enzima ADA

Fonte: Adaptado de KINOSHITA et al., 2005.



36

Duas isoenzimas distintas da familia da ADA séo conhecidas: ADA1 e ADA2.
ADAL1 pode ser encontrada tanto no citosol quanto na membrana celular de todas as
células, especialmente em linfécitos e mondcitos. Essa isoforma possui duas formas
moleculares principais: um mondémero e um dimero complexado com proteinas,
tendo um alto peso molecular (ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005). Além disso, ela
desempenha um papel fundamental no sistema imunoldgico por sua atividade
controlar a inibicdo mediada pela Ado na proliferacdo de células T (GORRELL;
GYSBERS; McCAUGHAN, 2001). Ja, a ADA2 existe apenas na forma de um
mondmero estando presente em menor parte em mondcitos, macrofagos e de
maneira abundante no soro (VAN DER WEYDEN ; KELLEY, 1976; CRISTALLI et al.,
2001).

Os efeitos da ADA na modulacédo das funcdes do sistema imune/inflamatorio
corroboram com a hip6tese de que as alteracbes no metabolismo da adenosina
poderiam afetar a atividade das células imunologicas e com o conceito de que a
sinalizacdo desse nucleosideo representa um passo importante no processo de
decisdo molecular, controlando a inflamacdo (HASKO; CRONSTEIN, 2013).

Estudos do nosso laboratério reportaram a alteracdo da atividade dessa
enzima em diferentes condigBes, tecidos e células. Em intoxicacdes por
Metilmercurio foi demonstrado um aumento na atividade da ADA n&do somente no
hipocampo, mas também no figado e nos rins de ratos recém nascidos (ABDALLA et
al., 2011; ABDALLA et al., 2012). Em modelo experimental de intoxicacdo aguda por
etanol observou-se um aumento da atividade da ADA no soro e nos linfocitos do
baco de ratos (CARGNELUTTI et al.,, 2015). O aumento da atividade da ADA
também foi investigado na Sindrome Metabdlica e em condigcbes de estresse
oxidativo em linfocitos (DE BONA et al., 2012; DE BONA et al., 2013; DE BONA et
al., 2015).

Especialmente nas patologias em que a etiologia € o estresse oxidativo,
inclusive no DM, observa-se um aumento na atividade dessa enzima tanto in vitro
quanto in vivo (DE BONA et al., 2010; DE BONA et al., 2011, BELLE et al., 2011;
SCHMATZ et al., 2013; BELLE et al., 2014; DE BONA et al., 2014; BITENCOURT et
al., 2015). Ainda, o aumento da atividade enzimatica da ADA foi verificado em
doencas inflamatérias (CONLON; LA, 2004; SCHETINGER et al., 2007). Diante
disso, tém se buscado vias de modulacédo do sistema purinérgico frente a alteracdes

promovidas pelo excesso de RL.
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Nesse contexto, o extrato das folhas de S. cumini ja& demonstrou diminuir a
atividade da ADA de membranas de eritrocitos de pacientes com DM 2, sugerindo
um efeito citoproteror pelo possivel aumento nos niveis de Ado (DE BONA et al.,
2010; DE BONA et al., 2011). Enquanto as sementes de S. cumini foram capazes de
prevenir o aumento da atividade da ADA em rim e soro de ratos submetidos a um
modelo de DM, sugerindo que essa planta pode aumentar os niveis de Ado com
consequente beneficio das acOes farmacologicas desse nucleosideo frente a
complicacBes dessa patologia (BITENCOURT et al., 2015).

1.8 SISTEMA COLINERGICO

O sistema colinérgico é composto por: acetilcolina (ACh), colina-
acetiltransferase (ChAT), o transportador de colina (CHT), o transportador de
acetilcolina vesicular (VAChT), os receptores muscarinicos e nicotinicos e as
colinesterases (SARTER; PARIKH, 2005). Esse sistema desempenha um papel
crucial na modulacdo do sistema nervoso central (SNC) e periférico em diversos
processos vitais, como o aprendizado, a memdbria, organizacdo cortical do
movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral (MESULAM et al., 2002). Além
disso, h& alguns anos surgiu uma nova propriedade para a via colinérgica: a via
colinérgica anti-inflamatéria na qual tem sido demonstrada uma ampla expressao
desse sistema em tecidos ndo neuronais, como as células do sistema imunoldgico e
sanguineo (DAS, 2007; ALMEIDA; SALDANHA, 2010). Devido ao fato de essas
células possuirem um completo sistema colinérgico ndo neuronal independente que
esta envolvido na regulacdo da funcédo imune (KAWASHIMA; FUJII, 2003).

A ACh, um neurotransmissor das sinapses e jun¢des neuroefetoras, tem sido
encontrada também na circulacdo sanguinea devido a sua producéo pelos linfécitos
T e endotélio vascular (WESSLER et al.,2007; WESSLER; KIRKPATRICK, 2008) e,
portanto, modula tanto a resposta imune como a neurotransmissao (RAMIREZ et al.,
1997). A ACh circulante, quando liberada pelos linfécitos, € capaz de induzir influxo
de calcio extracelular e liberacdo de célcio intracelular no citoplasma, pelo aumento
do inositol, regulando diversos processos fisiologicos, incluindo modulacédo do
sistema imune e inflamacdo (TAYEBATI et al.,, 2002). Quando essa molécula é
encontrada em altas concentragdes no sangue, ela atua como um agente anti-

inflamatoério capaz de regular a liberacdo das citocinas pro-inflamatorias como o
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TNF-a e IL-1 (RAMIREZ, 1997; RAO; GUMPENY; DAS, 2007; ALMEIDA;
SALDANHA, 2010).

Entretanto, os niveis de acetilcolina no espaco extracelular sdo controlados
pela acdo das colinesterases que sao classificadas em dois tipos, de acordo com as
suas propriedades cataliticas, especificidade pelo substrato, sensibilidade a
inibidores e distribuicdo tecidual. A AChE (E.C 3.1.1.7), também chamada de
colinesterase verdadeira ou especifica, encontrada predominante nos linfocitos,
eritrocitos e ganglios do sistema nervoso auténomo, hidrolisa preferencialmente
ésteres com grupamento acetil, como a ACh. J4, a butirilcolinesterase (BuChE, EC
3.1.1.8) ou pseudocolinesterase, hidrolisa ésteres como a butirilcolina e pode estar

presente no soro, rins e intestino (LUNKES et al., 2006).

1.8.1 Acetilcolinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7)

A AChE (Figural3) possui uma importante funcdo na modulagédo da agéo da
ACh, promovendo a rapida hidrolise desse neurotransmissor nas sinapses
colinérgicas e também nas juncdes neuromusculares (GRISARU et al.,1999). Além
disso, essa enzima contribui na regulacdo das respostas inflamatérias através da
modulagéo dos niveis extracelulares de ACh (KAWASHIMA;FUJII, 2000; TAYEBATI
et al., 2002). Essa enzima age especificamente sobre o substrato ACh, levando a
hidrolise dessa molécula a partir de sua ligacédo ao residuo de serina no sitio ativo da
enzima, o que leva a formagdo do intermediario acetil-AChE e liberagdo de colina.
Em sequéncia, ha a hidrolise desse intermediario, liberando acetato e permitindo o
“turnover” da enzima (SOREQ; SEIDMAN, 2001).

A avaliacdo da atividade das colinesterases, pode sugerir os niveis de ACh,
mesmo que de maneira indireta, podendo servir como um marcador no processo
inflamatorio, devido seu importante papel na supressdo do processo inflamatério
(DAS, 2007). Nesse sentido, tém sido desenvolvidos estudos com o objetivo de
determinar o efeito de algumas plantas medicinais sobre a atividade das
colinesterases, especialmente, sobre a AChE. De fato, varias espécies tém
demonstrado a capacidade de interferir na atividade dessa enzima, sugerindo uma
manutencdo nos niveis de ACh no espaco extracelular que pode atenuar a

inflamacé&o, como na Doenca de Alzheimer (TREVISAN et al., 2003).



Figura 11 - Estrutura da enzima AChE

Fonte: Kryger; Silmann; Sussman, 1999.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, in vitro, a atividade antioxidante dos extratos aquosos das folhas e
sementes de Syzygium cumini (L.) Skeels e do acido galico bem como o possivel
efeito protetor desses compostos sobre atividades enzimaticas, parametros de
estresse oxidativo e viabilidade celular em linfécitos humanos expostos ao 2,2

azobis-2-amidinopropano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Em um sistema livre de células, avaliar a capacidade antioxidante dos
extratos das folhas e sementes de S.cumini (LASc e SASc, respectivamente) e

do acido gélico (GA) através de:

a) Scavenging de peréxido de hidrogénio (H205);

b) Scavenging de radical 6xido nitrico (NO);

c) Scavenging de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH);
d) Atividade mimética da enzima tiol-peroxidases;

e) Capacidade redutora do ferro (FRAP).

2.2.2 Avaliar o efeito do LASc, SASc e GA em amostras de linf6citos humanos

expostos ao AAPH sob condig¢des in vitro, através de:

a) Atividades enzimaticas: NTPDase, AChE. ADA e identificar sua principal
isoforma;

b) Parametros de estresse oxidativo: nivel de lipoperoxidacdo, através da
medida de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS); grupamentos
tiois proteicos (P-SH) e producao de NOX;

c) Viabilidade celular através do método de MTT.
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ABSTRACT

Syzygium cumini has shown many pharmacologic properties including anti-inflammatory.
Here, we analyzed the antioxidant activity of leaves and seeds from aqueous extracts of S.
cumini (LASc, SASc, respectively) as well as their effect in a 2,2 azobis-2-amidinopropane
dihydrochloride (AAPH) induced model of oxidative damage in human lymphocytes, in vitro.
It was evaluated the ferric reducing power (FRAP), scavenging of 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH), nitric oxide, hydrogen peroxide radicals and thiol peroxidase-like
activity from both extracts. Lymphocytes obtained from blood samples of healthy volunteers
were incubated with LASc and SASc (50, 100 and 500 pg/mL) and gallic acid (GA) (100uM)
followed or not by incubation with AAPH (1mM). Afterwards, enzymatic activities, oxidative
parameters and cytotoxicity were evaluated. This study indicates that extracts of S.cumini (i)
exhibiting antioxidant activity; (ii) prevented the increase of ectonucleotidase and adenosine
deaminase (ADA) activities; (iii) prevented inhibition of acetylcholinesterase (AChE)
activity; (iv) protected P-SH groups, decreased lipoperoxidation and NO production; (v)
improved the cellular viability in AAPH-induced model of lymphocytes. S. cumini extracts
modulate ectonucleotidase, ADA, AChE activities maintaining levels normal of ATP,
adenosine (Ado) and acetylcholine (ACh) and markedly attenuate inflammatory process. In
conclusion, S.cumini has protective and immunomodulatory effects on AAPH-induced

damage in lymphocytes, in vitro.

KEYWORDS:

NTPDAses activities; inflammation; cytotoxicity; AAPH-induced oxidative damage;
lymphocytes; medicinal plant
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INTRODUCTION

Natural products have been accepted as an important tool to obtain bioactive
compounds with therapeutically effective medicines in the prevention and/or treatment of a
number of diseases, but the mechanisms involved in it have not been completely understood
yet. Syzygium cumini (L.) Skeels from Myrtaceae family is a worldwide medicinal popular
plant, commonly known as jambolan or jamun, possesses a wide range of medicinal
properties such as anti-inflammatory, antioxidant, hypoglycemic and anti-microbial activities,
as well as hepatoprotective and cardioprotective effects which have been attributed to the
presence of bioactive molecules in different parts of the plant (Ayyanar and Subash-Babu,
2013; Cargnelutti et al., 2015). In Brazil, the leaves and seeds are the parts of the plant most
used by the population in folk medicine (Vizzoto and Pereira, 2008).

The S. cumini’s leaves and seeds have been reported to be rich in phenolic compounds,
which contribute for the scavenging of free radicals with significant antioxidant activity and
protective effect on antioxidant enzymes (Ravi et al., 2004a; Ravi et al., 2004b; Bajpai et al.,
2005). Among this class of compounds, gallic acid stands out, a phenolic acid, widely present
in extracts from different parts of S. cumini (De Bona et al., 2011; Cargnelutti et al, 2015)
which have already reported antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial activities (Kim
et al., 2006; Padma et al., 2011; Borges et al., 2013).

Oxidative stress is characterized by the imbalance between oxidants and antioxidants
in favor of the oxidants which are formed as a result of normal cellular aerobic metabolism
but during pathophysiological conditions can be produced at an elevated rate (Roberts et al.,
2010). Accumulating evidence suggests that high levels of ROS may cause oxidative changes
to DNA, protein and lipids and additionally are involved in several diseases pathogenesis of,
including changes in the immune system (Brigelius-Flohe and Flohe 2011; Ray et al. 2012).
The immune system changes are critical for its normal functioning, mainly for lymphocytes,
the most important cells involved in this system (Delves et al., 2006). In general, exposure to
high levels of free radicals has a negative impact on this system and is linked to a loss of T-
cell homeostasis and antioxidant defense, lymphocytes activation, cell damage and limited
viability (Cope, 2002; Perez de Castro et al., 2004).

The inflammatory process involves activation of the immune system and interaction
between several components (Rock et al., 2005), including molecules of a purinergic and
cholinergic system that contribute to their responses (Bours et al., 2006; Kawashima and

Fujii, 2003). Thus, one of the ways in which lymphocyte function may be regulated is by a
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member of the of the ectonucleoside triphosphate phosphohydrolase (E-NTPDase) family
characterized as marker of lymphocyte activation, the NTPDase (EC 3.6.2.5, CD39). The
NTPDase is an ectoenzyme that hydrolyzes extracellular nucleotide (preferably ATP and
ADP) (Leal et al., 2005) and the sequential hydrolysis of nucleotide generates ADP, AMP,
and adenosine (Ado) that are involved in the regulation of immune defenses (Burch, 2006).
The extracellular ATP acts as a pro-inflammatory molecule and stimulates the release of pro-
inflammatory cytokines from activated lymphocytes (Langston et al., 2003).

Conversely, the breakdown product of ATP, the Ado, exhibits potent anti-
inflammatory activity and has the ability to alter the lymphocyte activation and cytokine
production (Gessi et al., 2007). The adenosine levels are regulated by the adenosine
deaminase activity (ADA, E.C 3.5.4.4) an enzyme from the purine metabolism that catalyzes
the deamination of Ado and deoxyadenosine into inosine and deoxyinosine, respectively
(Spychala, 2000). Two ADA’s different isoenzymes designated as ADA1 and ADA2 have
been reported in mammals. ADA1 isoenzyme is found in higher activity in lymphocytes and
monocytes, whereas ADA2 is the predominant isoenzyme in the serum (Ungerer et al., 1992).
In fact, in the inflammatory process ADA activity is increased (Schetinger et al., 2007). Also,
in this context, nitric oxide (NO), in addition to being a highly reactive radical is also a pro-
inflammatory mediator that contributes to the development of a variety of inflammatory
diseases (Kim et al., 2010).

In addition, another important enzyme in the immune regulation is the
acetylcholinesterase (AChE). The lymphocytes possess a complete cholinergic system
consisting of acetylcholine (ACh), muscarinic and nicotinic receptors, choline
acetyltransferase, and AChE (EC 3.1.1.7). This enzyme is a hydrolase that catalyzes the rapid
hydrolysis of ACh (Gabrovska et al., 2008) that is the main circulating molecule involved in
cholinergic functions that may regulate several physiological functions, including immune
modulation (Tayebati et al., 2002).

In previous studies of our group we observed that leaves extracts from S. cumini
protect the lymphocytes against in vitro oxidative stress (De Bona et al., 2015) and different
parts of S. cumini demonstrated beneficial effects against diabetes mellitus in vitro and in vivo
(De Bona et al., 2014; Bitencourt et al., 2015). Therefore, aqueous seeds and leaves extracts
of S. cumini are potential candidates to analyze its effects. As a result of the importance of this
plant in traditional Brazilian medicine and in order to extend these observations to further
investigate its antioxidant properties using AAPH, a water-soluble azo compound that is

thermally decomposed to generate peroxyl radicals at a constant rate, this study was carried
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out to evaluate the antioxidant activity as well as the effects of LASc and SASc on the
cytotoxicity and enzymatic activities on 2,2 azobis-2-amidinopropane dihydrochloride

(AAPH) exposure in human lymphocytes by scientifically validated in vitro techniques.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  (DPPH),  Acetylthiocholine iodide,5’5  dithio-bis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB), 2,2azobis-2-amidinopropane dihydrochloride (AAPH) 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), the substrates ATP, ADP and
adenosine, Gallic acid and Ficoll-Histopaque™ plus were obtained from Sigma Chemical Co
(St. Louis, MO). All other reagents used in the experiments were of analytical grade and

highest purity.

Plant material and aqueous extracts of S. cumini preparation

S. cumini seeds and leaves were collected (29°43'22"S and 53°43'47"W) in Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazila and identified by the Laboratory of Botanic and
Pharmacognosy of the Federal University of Santa Maria (voucher number SMDB 14.001).
For the preparation of the aqueous seeds extract (SASc), eighty grams of the seed powder
were extracted with 400 mL of distilled water during 1h under reflux (Prince et al., 1998). For
the preparation of the aqueous leaves extract (LASc), they were dried in a greenhouse with air
circulation at 40 °C for approximately 48h. Then, they were ground in a knife mill and
submitted to extraction until exhaustion (Eidi et al., 2006).

The presence of 11 antioxidant compounds in both extracts, namely gallic, caffeic and
ellagic acids, chlorogenic, catechin, quercetin, epicatechin, quercitrin, isoquercitrin,
kaempferol and rutin were investigated by high-performance liquid chromatography with
diode array detector (HPLC-DAD). The chemical characterization of the extracts was
determined in recent studies as described in Bitencourt et al. (2016) and Cargnelutti et al.
(2015). The HPLC fingerprinting of both extracts revealed that the gallic acid (GA) is the
major component of the extracts. Then, the antioxidant activities of the LASc and SASc were
compared with the antioxidant activity of GA used as a positive standard in the in vitro tests.

Antioxidant activities of extracts

Free radical scavenging ability by the use of a stable DPPH radical
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DPPH free radical scavenging activity was determined as reported earlier (Joshi et al.,
2011). LASc, SASc and GA at the concentrations of 25, 50, 100, 200, 400 and 800 pg/mL,
were added to an ethanolic DPPH solution (6 mM). The mixture was incubated at room
temperature for 30 min and determined the absorbance at 518 nm. The percent inhibition was
calculated. The dark color of the DPPH radical solution becomes lighter when it is incubated
with an antioxidant and the decrease in color indicated the scavenger potential of the

antioxidant compounds in relation to ability to donate a hydrogen or electron.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay

The FRAP assay was used to measure the reducing antioxidant power of LASc, SASc
and GA at the concentrations 25, 50, 100, 200, 400 e 800ug/mL (Benzie and Strain, 1996).

The results were presented as M Fe?*/mL of extract.

Thiol Peroxidase-Like Activity of Extracts

The catalytic effect of LASc, SASc and GA on the reduction of hydrogen peroxide
(H20,) by reduced glutathione (GSH) was assessed using the rate of GSH oxidation. Different
concentrations of extracts were incubated in the medium containing GSH (1mM) with and
without H,O; (0.3 mM). At 120 min, aliquots of the reaction mixture (200 uL) were checked
for the amount SH groups according to Ellman (1959) and the values were expressed in

percentage of control (Souza et al., 2009).

Nitric Oxide-Scavenging Assay

The scavenging effect of aqueous extracts on nitric oxide (NO) was measured
according to the method of Sreejayan and Rao (1997). For the assay, sodium nitroprusside
(10mM), was mixed with LASc, SASc and GA (50, 100, 200, 400 and 800ug/mL), incubated
for 150 min and then mixed with 0.5 mL of Griess reagent and measured at 546 nm. In the
control, sample extract was substituted by PBS. The capability of scavenging NO was
calculated using the following equation: Scavenging effect (%) = [1 — (A sample/A control)]
x 100.

Hydrogen peroxide-Scavenging Assay



48

The ability of the extracts and GA to scavenge hydrogen peroxide was determined
according to the method of Ruch et al. (1989). LASc, SASc (5, 10, 25, 50 and 100 pg/mL
were added to a hydrogen peroxide solution (0.6 mL, 40mM). The absorbance of hydrogen
peroxide at 230 nm was determined 10 minutes later against a blank solution containing the
phosphate buffer without hydrogen peroxide. The percentage of hydrogen peroxide
scavenging of the extracts were calculated: % Scavenged [H,02] = [(Ac— A1)/Ao] x 100,
where Ag was the control absorbance and A; the absorbance in the presence of extract or

standard.

Sample collection and isolation of lymphocytes from human blood

Lymphocytes were isolated from blood taken from healthy volunteers, after informed
consent was obtained, and collected in Vacutainer tubes (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ)
containing lithium—heparin or EDTA (only NTPDase activity) as anticoagulant and separated
on Ficoll-HistopaqueTM plus density gradients, according to the technique described by
Boyum (1968). Cell number and viability were determined by Trypan blue exclusion. More
than 95% of the cells were found to be viable. The final cell suspensions were performed in
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) or in saline solution (for NTPDase activity) and
3x10° cells/mL were used for each analysis. All experiments were performed at least three
times using lymphocytes obtained at different occasions and a total of eight samples were
used for everyone incubation performed. The study was approved by the Ethics Committee of
the Federal University of Santa Maria, which approved the experimental protocol
54224316.1.0000.5346.

In vitro experimental design

Primarily, lymphocytes suspensions were preincubated with different concentrations
of LASc, SASc (50, 100 and 500 pg/mL) and GA (100 uM) at 37°C for 30 min, followed by
incubation in oxidative stress condition with AAPH (1 mM) at 37°C for 2h. Also, were
observed the per se effect of LASc, SASc and GA. The choice of the concentrations of the
extracts and GA for the experiments was made based on the development of a concentration
curve (data not shown) and also earlier studies (De Bona et al., 2015). All the procedures for
enzymatic assays, oxidative stress parameters and viability assays were the same as described

below.
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Enzymatic assays in lymphocytes suspensions
NTPDase activity

After obtaining the lymphocytes suspension, NTPDase activity was determined
according to the method of Leal et al. (2005). Protein content of all samples were adjusted to
0.1-0.2 mg/mL and 20 pL of intact cells suspended in saline solution were added to a reaction
medium containing 5 mM CacCl,, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glucose, and 50 mM
Tris-HCI buffer, pH 8.0 at a final volume of 200 pL and preincubated for 10 min at 37°C. The
reaction was started by the addition of ATP or ADP substrate at a final concentration of 2 mM
and incubation proceeded for 70 min. After the incubation time, 200 pL of 10%
trichloroacetic acid (TCA) was added to the medium to stop the reaction. The samples were
chilled on ice for 10 min before testing for the release of inorganic phosphate (Pi) as
described by Chan et al. (1986) using malachite green as colorimetric reagent and KH,POy, as
standard. Controls with the addition of the enzyme preparation (intact lymphocytes) after the
addition of TCA were used to correct for non-enzymatic hydrolysis of the substrate. The

results were expressed as nmol Pi released/min/mg of protein.

ADA activity

ADA activity in lymphocytes suspension was estimated spectrophotometrically using
the method as described by Giusti and Gakis (1984) which is based on the direct measurement
of the formation of ammonia produced when ADA acts in excess of adenosine. The activities
of total ADA in the presence and absence of erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) adenine (EHNA)
were measured. Lymphocytes were treated with 100 uM EHNA, a potent ADAL inhibitor.
ADAL activities were calculated by subtracting the activity of ADA2 from that of total ADA.
The protein content used for the assay was adjusted to between 0.7 and 0.9 mg/mL. The

results were expressed as units per liter (U/L).

AChE activity

AChE activity in lymphocytes was performed by the colorimetric method described by
Ellman et al. (1961). Two hundred microliters of intact cells was added to a reaction mixture
composed of 1 mM acetylthiocholine (AcSCh), 0.1 mM 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid
(DTNB), and 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0). Immediately, the absorbance was read on a
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spectrophotometer at 412 nm, before and after incubation for 30 min at 27°C. The results are
expressed as pmol AcSCh/h/mg of protein. Physostigmine, a classic inhibitor, in the
concentration of 100pug/mL was used as a positive control of inhibition enzymatic activity
(Hassan et al., 2013).

Oxidative stress parameters

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

Lipoperoxidation was estimated in lymphocytes by measurement of TBARS according
to the method of Ohkawa et al. (1979). Lymphocytes were mixed with 8% SDS solution and
incubated for 5 min at room temperature. Glacial acetic acid (20%) was added to the reaction
mixture and incubated for 2-5 min at room temperature. Finally, 0.8% TBA solution was
added to the reaction mixture followed by incubation for 1 h in a boiling water bath. The
reaction mixture was cooled, centrifuged and the absorbance of the supernatant was measured

spectrophotometrically at 532 nm. The results were expressed in nmol MDA/mL.

Protein thiol (P-SH) groups

P-SH groups in lymphocyte suspensions were determined by the method of Boyne and
Ellman (1972), modified by Jacques-Silva et al. (2001), which consisted of the reduction of
DTNB in 0.3 M phosphate buffer (pH 7.0) measured at 37 °C and at 412 nm. A standard
curve using glutathione was constructed in order to calculate P-SH group. The results were

expressed as nmol P-SH/mg protein.

Oxide nitric (NO) measurement

NO was determined indirectly by quantifying in lymphocytes. NO was measured by
the modified Griess method using the Cobas Mira™ automated analyzer as described by

Tatsch et al. (2011). The results were expressed as UM/L.

Cell viability
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Tetrazolium salt method (MTT)

The viability assay was performed by the colorimetric MTT method. 1.2 mM of MTT
has added cell suspension following by incubation at 25 °C for 60 min. The formazan product
obtained during the incubation was solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSQO) and quantified
by spectrophotometer at 560 nm (Moretto et al., 2007). Only viable cells are able to reduce
MTT, therefore, each value obtained is proportional to the percentage of cell viability in

relation to control considered as 100 % of viability.

Protein determination

Protein concentration was measured according to the method of Lowry et al. (1951)

using serum albumin as standard.
Statistical Analysis

The analyses were performed using STATISTICA for Windows, version 6.0 (StatSoft.
Inc., Tulsa, OK, USA). All data were analyzed using one-way ANOVA, followed by
Duncan’s multiple range test. All data were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). A value of p<0.05 was considered statistically significant for all analyses.
RESULTS
Antioxidant activities of extracts
DPPH

Radical scavenging activity of S. cumini extracts and GA against stable DPPH" (2,2-
diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate) demonstrated high radical scavenging activity (p<0.001)

and LASc (400pg/mL) had a greater effect than SASc (Fig. 1a).

Hydrogen peroxide-Scavenging Assay
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The free radical scavenging activity of LASc, SASc and GA was also examined by
using hydrogen peroxide free radical (Fig. 1b). LASc, at lower concentrations (5 and 10
pug/mL), exhibited greater H,O, scavenging activity than SASc. But, this scavenging ability
became similar at high concentrations (25, 50 and 100 pg/mL). Even, at the elevated
concentration tested (100 pg/mL), the LASc and SASc scavenging capacity presented equally
to GA.

FRAP

The GA and the extracts’ reducing ability to convert ferric ions to ferrous showed that
LASc and SASc at 25, 50, 100 and 200 pg/mL had a similar reduction power in the FRAP
assay (Fig. 1c) and LASc (400ug/mL) presented higher reducing power than SASc (p<0.001).
Nitric Oxide-Scavenging Assay

The NO radical scavenging property of the extracts and GA is represented in the
Fig.1d. The extracts had a similar scavenging ability in the most of the concentrations tested,
except at the concentration 100 pg/mL, where LASc exhibited higher (p<0.001) scavenging
potential than SASc.
Thiol Peroxidase-Like Activity

Thiol peroxidase-like activities from both extracts and GA are shown in fig. 2a. None
of the extracts were able to promote the consumption of GSH in the absence of H,0; in the
concentrations tested. However, we can observe a decrease in SH groups when LASc, SASc

and GA were incubated in the presence of H,O, at all concentrations tested (Fig. 2b).

In vitro effect of LASc, SASc and GA in AAPH-induced oxidative stress in the
peripheral lymphocytes

Enzymatic activities in the peripheral lymphocytes

NTPDase, ADA activities assays
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Fig. 3 shows that the in vitro effect of NTPDase on ATP (a) and ADP (b) hydrolysis
and ADA activities (Fig. 4w) after AAPH exposure in lymphocytes was significantly
increased compared with the control (p<0.01). LASc and SASc at all concentrations tested
prevented the increase in NTPDase activity (ADP and ATP substrates) induced by AAPH
(p<0.0001; p<0.01; p<0.0001). Similarly, results were found concerning ADA activity for
both the extracts tested.

Otherwise, LASc and SASc (500 pg/mL), per se, reduced ATP and ADP hydrolysis
compared to control (p<0.0001). The per se effect was also observed in relation to ADA
activity (Fig. 4a) with LASc (100 and 500 pg/mL, p<0.05), SASc (50 and 100 pg/mL,
p<0.0001; p<0.05).

Furthermore, when only the lymphocytic suspension was incubated with EHNA (100
puM) a markedly reduction of ADA1L activity in vitro was observed (77, 83%). This reveals
that the isoform 1 is predominant in the tested lymphocytes, and therefore, this isoform is the
main responsible for the enzymatic activity observed in all assays (Fig. 4b).

AChE activity

LASc (50 and 100ug/mL) and SASc (50 pg/mL) were able to prevent the strong
inhibition of enzymatic activity promoted by AAPH (p<0.05). The seeds and leaves effects
were different as shown in Fig. 5, according to the concentration analyzed. However, LASc at
500 pg/mL exhibited a synergistic effect with AAPH.

Oxidative stress parameters

TBARS levels

As shown in Fig. 6, the incubation of the lymphocytes in the presence of AAPH
promoted a significant increase in lipoperoxidation levels compared with the control
(p<0.0001). Only GA and the SASc at 50 pg/mL were able to protect the cells by reducing
TBARS levels generated by AAPH (p<0.01). Unexpectedly, we observed that LASc (500
pg/mL) per se and in the presence of AAPH caused a lipoperoxidation increase (p<0.0001).

P-SH groups
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As expected, a decrease in P-SH groups was observed when the lymphocytes
suspensions were incubated with AAPH (p<0.0001, Fig. 7). LASc and SASc tested were able
to protect the lymphocytes by increasing P-SH groups levels in presence of AAPH, wherein

LASc had a greater ability than SASc at all concentrations tested.

NOx production

The AAPH and aqueous extracts’ effects on NOx production by lymphocytes are
summarized in Fig. 8 and it reveals that the LASc (50 and 100 pg/mL) and SASc at all
concentrations tested protected the cells by decreasing NOx levels promoted by AAPH.

Cell viability

In vitro exposure of lymphocytic suspension to AAPH caused a marked reduction of
cell viability (41%) and LASc at all concentrations tested and SASc (100 and 500 pg/mL)
were able to protect MTT levels. Besides, LASc revealed better effect than SASc at all

concentrations (Table 1).
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DISCUSSION

Different approaches have been developed to analyze anti-inflammatory and
antioxidant activities of medicinal plants (Madhulika et al., 2016; Mireille, 2001). In the same
manner, with the current and growing interest in oxidative damage mechanisms, azo
compounds have frequently been used as convenient free radical initiators. The results of this
study clearly indicate the high antioxidant activities and free radical scavenging effect of S.
cumini extracts that are linked to their phytochemical composition marked by the presence of
polyphenolic compounds that are known to have several pharmacological activities (Ushida et
al., 2008).

The LASc, SASc and GA have potent antioxidant activity against in vitro oxidative
systems, since they showed effectiveness as scavengers of DPPH, NO and H,O, reductive
ability Fe*® to Fe*?, thiol peroxidase-like activity that mimic the properties of glutathione
peroxidase (GPx). These in vitro assays indicate LASc and SASc as a significant source of
natural antioxidant, possibly due to their ability to scavenge the free radicals and to reduce the
intracellular ROS generation which might be helpful in preventing the oxidative stress
progress.

Also, the exposure of lymphocytes to AAPH was capable of increasing the activities
of the ADA and NTPDases, lipoperoxidation and NO production and reduces AChE activity,
P-SH and MTT levels. These results can be assigned on the ability of the hydrophilic radical
generator of this azo compound to generate peroxyl radicals, thereby oxidizing lymphocytic
suspension (Frei and Gaziano, 1993). Likewise, concerning ectoenzymes, AAPH exposure
causes a raise in lymphocytic NTPDases (hydrolyzing ATP and ADP), increasing the release
of ATP from stressed cells to extracellular space during inflammation (Virgilio et al., 2009)
and ADP may have been formed as consequence of inflammatory process (Bours et al., 2006).
Sequentially, the increase in ADA activity could be attributed to an attempt of the organism to
compensate the high levels of ATP released, which may affect adenosine levels available for
adenosine receptors stimulation expressed on the T-cell surface, leading to impairment of
immune regulation and inflammatory process (Mandapathil et al., 2010). Subsequently, the
reduction in Ado levels contributes to release of pro-inflammatory cytokines and NO
production (Hasko and Cronstein, 2004). Taking into account our results, they suggest that an
increase of nucleotide hydrolysis and adenosine deamination in AAPH-induced can lead to
inflammatory and immune alterations in lymphocytes. Moreover, it indicates that when ROS

levels are generated in excess, cells redox homeostasis is disturbed affecting the redox-
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sensitive signal transduction cascades, leading to an unbalanced purinergic and immunologic
systems and an immune cells activation (Smale, 2011). These immunobiochemical pathways
may potentially be altered in the pathological state including infections, autoimmune
syndromes, malignant disease, neurodegeneration and cardiovascular disorders (Schetinger et
al., 2007; Becker et al., 2014).

Importantly in this study was that both LASc and SASc protected the lymphocytes
against the NTPDase and ADA activities increase by preventing AAPH-induced toxicity that
may result in an increase of ATP in order to enhance Ado levels production, which has anti-
inflammatory effects. Thus, Ado becomes available to exert its anti-inflammatory function by
activating receptors present on the cells surfaces, regulating the release of molecules involved
in the immune system and also inhibiting the release of NO (Hask6 and Cronstein, 2004).

Another important aspect to be discussed here is the AAPH effect on the cholinergic
system in lymphocytes. For the first time to our knowledge, this peroxyl radicals initiator was
tested in lymphocytes AChE activity causing strong inhibition which affect the acetylcholine
levels acting as a compensatory mechanism in order to attenuate the intensity of the
progression of inflammatory processes since ACh exhibits the anti-inflammatory effect.
Notwithstanding, the pretreatment with LASc (100 pg/mL) and SASc (50ug/mL) prevented
this strong inhibition reestablishing the AChE activity. This prevention would minimize the
effects generated by exposure to the peroxyl radical initiator, thus, it would decrease the load
on the AChE activity.

Although SASc (50pug/mL) and GA have protected lymphocytes against
lipoperoxidation, LASc was not able to do it, corroborating with previous study our group (De
Bona et al., 2015). Nevertheless, LASc and SASc in all concentrations tested were able to
protect levels of P-SH groups indicating that antioxidants compound work against ROS in
order to protect the sulfhydryl groups cells from the deleterious effects of oxidative stress
(Pandey and Rizvi, 2011) favoring to the proper function of lymphocytes (Knight, 2000).

Furthermore, the pretreatment with LASc and SASc improved cell viability, a
cytoprotective effect, and suggested its potential application against ROS-mediated cell
damage (Veigas et al., 2008). In fact, AAPH easily penetrates the lymphocytes cellular
membrane and accumulated inside these cells, changing the biomembrane composition,
potentially leading to an interference with cell-signaling pathways and even to the loss of cell
function and viability (Hu et al., 2005), as it can be observed in MTT assay.

We suggest that the differential protective effect exerted by LASc and SASc in some
parameters can be linked to the bioactive molecules present in them, since phytochemical
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characterization previously published (Cargnelutti et al., 2015, Bitencourt et al., 2016)
revealed that GA is present in high quantities in both extracts but, LASc exhibits also high
concentration of quercetin and caffeic acid. In fact, quercetin has already been able to
modulate AChE activity in rats’ lymphocytes orally exposed to Cadmium (Abdalla et al.,
2014) and an extract containing significant amounts of caffeic acid increased the viability of
lymphocytes exposed to H,O, (Sagrillo et al., 2015) also, caffeic acid contributed to the
antioxidant defense system of HepG2 cells (Razali et al., 2015). Regarding SASc, which
presented high concentrations of chlorogenic acid and rutin, it has recently been shown that
the Scutia buxifolia Reissek extract with a similar composition was able to inhibite NTPDase
in rats lymphocytes (Boligon et al., 2015) while rutin significantly reduced ADA activity in
rats induced by carrageenan (Arruda-Silva et al., 2014). Moreover, chlorogenic acid brought
TBARS levels in diabetic rats down to normal values (Stefanello et al., 2014). The basis for
these distinct effects may be attributed to their structure-dependent physicochemical
interactions with biologic membranes which would explain these differential results to the
extracts (Bohm et al., 2012).

The results of our study still deserve some considerations. When exposure per se
and/or in the presence of AAPH, LASc (500 pg/mL) increased lipoperoxidation. In the same
way, it had a synergistic effect with AAPH that led to strong inhibition of AChE activity.
These effects may be attributed to the ability of the flavonoids to act as
antioxidants/prooxidants under in vitro system to be dependent on a number of factors such as
concentration, structure, the test system (Prochazkova et al., 2011) and also, it is thought to be
directly proportional to the total number of hydroxyl groups (Cao et al., 1997). This suggests
that a molecule with the same chemical structure may optimize antioxidant capacity and it can

also exacerbate oxidative stress and damage the cellular molecules (Heim et al., 2002).

CONCLUSION

In conclusion, the results of the present investigation indicate that the exposure to
AAPH caused changes in the purinergic and cholinergic system’s enzymes, as well in
parameters of oxidative stress that possibly contributes to decrease viability cellular and to the
inflammation process in lymphocytes. Mainly, the ADA1 was affected in the model tested. Of
particular importance, our findings indicated that the S. cumini’s leaves and seeds extract were
able to generate significant effects, preventing these changes across modulation of the

ectonucleotidases activities, probably preserving the ATP and Ado levels, which could lead to
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an anti-inflammatory status. Besides, the extracts can regulate the AChE activity leading to
immune system control carried out by the lymphocytes. Such effects may be a consequence of
the compounds in higher concentration present in the medicinal extract preparations

investigated.
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Figure 1. Antioxidant activities of LASc, SASc and GA. (a) DPPH assay (b) Hydrogen
peroxide-Scavenging activity, (c) Ferric reducing antioxidant power, (d) NO scavenging.
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Figure 2 (a) Thiol peroxidase-like activity of LASc, SASc and GA in the absence or (b)
presence of H,0,,
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Figure 3. Effect of GA, LASc and SASc in (a) ATP and (b) ADP hydrolysis in lymphocytes
suspensions after 2 h of incubation with AAPH, in vitro.
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Figure 4. Effect of GA, LASc and SASc in (a) ADA activities in lymphocytes suspensions
after 2 h of incubation with AAPH, in vitro (b) Lymphocytes suspensions after incubation
with EHNA.
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Figure 5. In vitro effect of GA, LASc and SASc on AChE activity in lymphocytes
suspensions after 2 h of incubation with AAPH.
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Data are reported as mean + S.E.M. (n=8). Statistically significant differences were determined by one-way
ANOVA followed by Duncan’s multiple range test (** p<0.01 and *** p<0.0001 compared to control group; *
p<0.05, # p<0.01 compared to AAPH 1mM; ?p<0.01 compared to SASc 100 pg/mL; "p<0.05 compared to
LASc 100 pg/mL+ AAPH; © p<0.01 compared to SASc 500 pg/mL + AAPH.
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Figure 6. In vitro effect of LASc, SASc and GA on TBARS levels in lymphocytes

suspensions after 2 h of incubation with AAPH.
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Figure 7. In vitro effect of LASc, SASc and GA on P-SH levels in lymphocytes suspensions
after 2 h of incubation with AAPH.
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Figure 8. In vitro effect of LASc, SASc and GA on NOXx production in lymphocytes
suspensions after 2 h of incubation with AAPH.
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test (* p<0.05; ** p<0.01 compared to control; ¥ p <0.05; * p<0.01 compared to AAPH 1mM.
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TABLE 1

Table 1. In vitro effect of LASc, SASc and GA on MTT assay in lymphocytes suspensions
after 2 h of incubation with AAPH.

Cell viability (%)

Control 100
GA 100 pM 153 + 16*
LASc 50 pg/mL 143+13
LASc 100 pg/mL 224+18%**?
LASc 500 pg/mL 353+10%**"
SASc 50 pg/mL 120+ 5.2
SASc 100 pg/mL 123+5.3
SASc 500 pg/mL 245423%**
AAPH 1mM 59+1.5%
GA 100 pM + AAPH 127+9.5"
LASc 50 pg/mL + AAPH 131+6.6"°
LASc 100 pg/mL + AAPH 194420
LASc 500 pg/mL + AAPH 334 + 13"
SASc 50 pg/mL + AAPH 73+4.7
SASC 100 pg/mL+ AAPH 117 + 7.1
SASc 500 pg/mL + AAPH 281 + 8.4

Table 1. Data are reported as mean£SEM (n=8). Statistically significant differences were determined by one-way
ANOVA followed by Duncan’s multiple range test (¥ p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.0001 compared with control,
#p<0.01; ** p<0.0001 compared with AAPH 1 mM;  p<0.0001 compared with SASc 100 pg/mL; °p<0.0001
compared with SASc 500 pg/mL; ¢ p<0.01 compared with SASc 50 pg/mL + AAPH; ¢ p<0.01 compared with
SASc 100 pg/mL + AAPH and ° p<0.05 compared with SASc 500 pg/mL + AAPH
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4 CONCLUSOES

Com base nos resultados do modelo experimental analisado neste trabalho

podemos concluir que:

LASc, SASc e GA apresentaram atividade antioxidante demonstrada
através dos métodos de scavenging de H,O,, NO e DPPH, FRAP e
atividade thiol peroxidase-like;

LASc, SASc e GA foram capazes de prevenir o aumento da NTPDAse
e ADA e prevenir a inibicdo da AChE nos linfocitos submetidos ao
AAPH, demonstrando que esses compostos podem representar um
importante mecanismo na modulacdo do sistema purinérgico e
colinérgico

ADAL é a isoforma predominante pela qual atuam os linfocitos;

SASc e 0 GA foram capazes de proteger as células da lipoperoxidacéo
promovida pelo AAPH;

LASc, SASc e GA protegeram 0s grupamentos SH proteicos e
diminuiram os niveis de NOXx nos linfécitos atenuando o dano oxidativo.
LASc, SASc e GA melhoraram a viabilidade celular demonstrado

através do método de MTT.
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Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DOS EFEITOS DOS EXTRATOS DE Syzygium cumini (L.) Skeels
SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO DE LINFOCITOS, IN VITRO

Pesquisador: MARIA BEATRIZ MORETTO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 54224316.1.0000.5346

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.499.516

Apresentacgao do Projeto:

O projeto de Dissertacdo avaliara a atividade antioxidante do extrato das folhas € sementes de Skeels (Sc),
popularmente conhecido como jamboldo, frente a diferentes radicais livres, como capacidade removedora
de perdxido de hidrogénio (H202), capacidade removedora de radical éxido nitrico (NO), captura do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), atividade mimética das enzimas tiol-peroxidases e avaliacdo da
capacidade redutora de ferro (FRAP). Também, a partir da suspensao de linfocitos (3x106células/mL), os
extratos das folhas e sementes de Sc e acido galico serdo incubados em diferentes concentracdes com 2-
amidinopropano dihidroclorido (AAPH).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral: avaliar o efeito do extrato aquoso das folhas e sementes de Syzygium cumini (L.) Skeels (Sc)
e do polifenol acido galico sobre parametros de estresse oxidativo e inflamatdérios em linfécitos humanos
submetidos a condi¢cdes de esiresse oxidativo.

Objetivos especificos: avaliar o perfil fitoquimico do extrato aquoso das folhas e sementes de Sc;Em um
sistema livre de células, avaliar a capacidade antioxidante dos extratos das folhas e

Enderego: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 97.105-970

UF: RS Municipio: SANTA MARIA

Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com
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sementes de Sc e do polifenol acido galico através de: a. Capacidade removedora de perdxido de
hidrogénio (H202); b. Capacidade removedora de radical éxido nitrico (NO); c. Captura do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH); d. Atividade mimética das enzimas tiol-peroxidases; e. Avaliacéo da
capacidade redutora de ferro (FRAP). Verificar o efeito dos extratos das folhas e sementes de Sc e do
polifenol acido gélico em amostras de linfécitos humanos expostos ao 2,2'-azobis (2-amidinopropano
dihidroclorido AAPH), sob condicdes in vitro, avaliando:a. Atividade das enzimas E-NTPDase, ADA; b.
Atividade da enzima AChE; c. Nivel de lipoperoxidacéo, através da medida de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS); d. Grupamentos tidis proteicos (P-SH); e. Viabilidade celular através dos métodos de

MTT e LDH. Investigar qual a isoforma da ADA mais afetada pelos extratos de Sc e pelo acido galico.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: é possivel que acontecam os seguintes desconfortos ou riscos: o desconforto se resume a picada
da agulha, sendo que apds a coleta o local podera ficar dolorido ou arroxeado, mas néo requer nenhum

cuidado especial, voltando ao normal em poucos dias.

Beneficios: os beneficios que esperamos como estudo séo: contribuir no estudo da importéncia da utilizacdo
das plantas medicinais como potenciais antioxidantes na protecdo do organismo frente as alteracdes

promovidas pelos radicais livres.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Cronograma: ok

Autorizagéo institucional: ok

Folha de rosto: ok

Orcamento: ok

Registro Gap: ok

Termo de confidencialidade: ok

TCLE: ok.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE

SANTA MARIA/ PRO-REITORIA

DE POS-GRADUAGCAO E

16

B

mo

Veja no site do CEP - http://w3.ufsm.br/nucleodecomites/index.php/cep - na aba "orientacdes gerais”,
modelos e orientac8es para apresentacdo dos documentos. ACOMPANHE AS ORIENTACOES

DISPONIVEIS, EVITE PENDENCIAS E AGILIZE A TRAMITAGAO DO SEU PROJETO.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Justificativa de
Auséncia

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informac8es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 645401 .pdf 15:36:08
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 10/03/2016 |MARIA BEATRIZ Aceito
15:34:41 [MORETTO

QOrcamento ORCAMENTQO.pdf 10/03/2016 |MARIA BEATRIZ Aceito
14:23:04 [MORETTOQ

Cronograma CRONOGRAMA pdf 10/03/2016 |MARIA BEATRIZ Aceito
14:22:.02 [MORETTO

Projeto Detalhado / |PROJETO.pdf 10/03/2016 | MARIA BEATRIZ Aceito

Brochura 14:18:46 |MORETTO

Investigador

QOutros Registro_GAP pdf 10/03/2016 |MARIA BEATRIZ Aceito
14:17:47 [MORETTO

Qutros Termo_confidencialidade.pdf 09/03/2016 | MARIA BEATRIZ Aceito
16:10:32  [MORETTOQO

Declaracéo de declaracao_|nstituicao_infraestrutura.pdf] 09/03/2016 |MARIA BEATRIZ Aceito

Instituicdo e 16:08:41 |MORETTO

Infraestrutura

TCLE/Termos de |TCLE.pdf 09/03/2016 |MARIA BEATRIZ Aceito

Assentimento / 15:53:58 |MORETTO

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Enderego: Av. Roraima,
Bairro: Camobi
UF: RS

Telefone: (55)3220-9362

Municipio:

1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

CEP: 97.105-970
SANTA MARIA

E-mail:

cep.ufsm@gmail.com
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