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RESUMO 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil 

 
EFEITO DO EXTRATO DE SYZYGIUM CUMINI, IN VITRO, NA ATIVIDADE DE 

ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTÍDEOS E NUCLEOSÍDEOS DE ADENINA 
E ÉSTERES DE COLINA E SOBRE O PERFIL OXIDATIVO EM PACIENTES COM 

DIABETES MELLITUS TIPO 2 
 

Autora: Karine Santos De Bona 
Orientadora: Maria Beatriz Moretto 

Data e Local de defesa: Santa Maria, 01 de fevereiro de 2011. 

O Diabetes mellitus (DM) é uma disfunção metabólica de múltipla etiologia caracterizado por 

hiperglicemia crônica resultante da deficiência da produção e/ou ação da insulina. Esse 
estado de hiperglicemia pode provocar uma série de complicações cardiovasculares, renais, 
neurológicas e oculares. A adenosina deaminase (ADA), ecto-5’ nucleotidase (5’NT) e 
acetilcolinesterase (AChE) são importantes enzimas responsáveis por regular os níveis de 
adenosina (ado) e acetilcolina (ACh), respectivamente, e alterações nas suas atividades têm 
sido demonstradas em várias doenças, incluindo o DM. O Syzygium cumini é uma das 

plantas mais utilizadas no tratamento do DM, apresenta propriedades hipoglicêmicas, 
antiinflamatórias, antipiréticas e antioxidantes. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito 
do extrato aquoso das folhas de Syzygium cumini (ASc), nas concentrações de 100 e 200 
µg/mL, in vitro, sobre as enzimas 5’NT em plaquetas, ADA em eritrócitos e plaquetas e 

AChE em eritrócitos, bem como sobre parâmetros de estresse oxidativo em amostras de 
pacientes diabéticos Tipo 2. Os resultados demonstraram um aumento na atividade das 
enzimas ADA e 5’NT em plaquetas de diabéticos (n=30) em relação ao grupo controle 
(n=17), assim como nos níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS).  ASc, 
nas concentrações de 100 e 200 µg/mL foi capaz de  reverter estes efeitos. Correlações 
entre a atividade da 5’NT e os níveis de triglicerídeos, bem como entre a atividade da ADA e 
os níveis de glicose também foram encontradas nesse trabalho. Um aumento na atividade 
das enzimas ADA e AChE em eritrócitos de pacientes com Diabetes tipo 2 (n=30) em 
relação ao grupo controle (n=20), além de alterações nos parâmetros de estresse oxidativo, 
como aumento nos níveis de TBARS e redução na atividade da enzima Superóxido 
Dismutase (SOD)  e nos níveis de grupamentos sulfidrílicos não protéicos (NP-SH) nessas 
células também foram observados. Igualmente, ASc reduziu a atividade das enzimas ADA e 
AChE e a lipoperoxidação, e reverteu o efeito dos parâmetros oxidantes avaliados. Ainda 
foram encontradas correlações positivas significativas entre os níveis de Vitamina C e 
grupamentos sulfidrílicos protéicos (P-SH), glicose plasmática e níveis de P-SH e NP-SH, 
níveis de P-SH e atividade da ADA, além de correlação negativa entre os níveis de TBARS 
e NP-SH. Portanto, é possível sugerir que o ASc foi capaz de promover uma resposta 
compensatória na função plaquetária, podendo atuar na manutenção dos níveis de 
adenosina e na vasodilatação e, assim, contribuindo para a manutenção da integridade 
vascular importante no estado hiperglicêmico, tendo em vista o papel cardioprotetor exercido 
pela mesma. Também é possível que ASc possa modular os níveis de ACh, interferindo no 
estresse oxidativo e/ou nos processos inflamatórios provenientes do estado diabético. Ao 
mesmo tempo esses resultados corroboram com as já conhecidas propriedades 
antioxidantes de Syzygium cumini, o que faz com que esse composto apresente efeitos 

significativos no metabolismo celular, bem como na redução e prevenção do risco de 
doença cardiovascular em diabéticos. 

Palavras chaves: Acetilcolinesterase; Adenosina deaminase; Diabetes mellitus; Ecto- 5’ 
Nucleotidase; Estresse Oxidativo; Syzygium cumini; 



 

 

ABSTRACT 

Dissertation of Master’s Degree 
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EFFECT OF SYZYGIUM CUMINI EXTRACT, IN VITRO, ON THE ACTIVITY OF ENZYMES 
THAT DEGRADE ADENINE NUCLEOTIDES AND NUCLEOSIDES AND ESTERS OF 

CHOLINE AND ON THE OXIDATIVE PROFILE IN PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES 

MELLITUS 

Author: Karine Santos De Bona 
 Advisor: Maria Beatriz Moretto  

Place and Date: Santa Maria, february 01, 2011. 
 

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder of multiple etiology characterized by chronic 

hyperglycemia resulting from deficiency of production and / or insulin action. This state of 

hyperglycemia may cause a variety of cardiovascular, renal, neurological and eye 

complications. Adenosine deaminase (ADA), ecto-5 'nucleotidase (5'NT) and 

Acetylcholinesterase (AChE) are important enzymes responsible for regulating the levels of 

adenosine (ado) and acetylcholine (ACh) respectively, and changes in their activities have 

been demonstrated in various diseases, including Diabetes. Syzygium cumini is a plant 

mostly used for the treatment of DM and presents hypoglycemic, anti-inflammatory, 

antipyretic and antioxidants properties. The aim of this study was to verify the effect of 

aqueous leaf extract of Syzygium cumini (ASc) in 100 and 200µg/mL concentrations, in vitro, 

on enzymes 5'NT in platelets, ADA in erythrocytes and platelets and AChE in erythrocytes, 

as well as on parameters of oxidative stress in samples of Type 2 diabetic patients. The 

results showed an increase in the activity of ADA and 5'NT in platelets from diabetic (n=30) 

compared to the control group (n=17), as well as in the levels of thiobarbituric acid reactive 

species (TBARS). ASc at concentrations of 100 and 200 µg / mL was able to reverse these 

effects. Correlations between 5’NT activity and   triglycerides levels, as well as between ADA 

activity and glucose levels were also found in this work. An increase in the activity of 

enzymes ADA and AChE in erythrocytes of patients with type 2 diabetes (n=30) compared to 

the control group (n=20), as well as changes in parameters of oxidative stress, such as 

increased levels of TBARS and decrease in  superoxide dismutase (SOD) activity and levels 

of  non-protein sulfhydryl groups (NP-SH) in these cells also were observed. Likewise, ASc 

reduced the ADA and AChE activities and lipid peroxidation, and reversed the effect of the 

evaluated oxidative parameters. Still, there were found significant positive correlations 

between levels of Vitamin C and protein sulfhydryl groups (P-SH), plasma glucose and levels 

of P-SH and NP-SH, levels of P-SH and ADA activity, besides a negative correlation 

between TBARS and NP-SH levels. Therefore, it is possible to suggest that the ASc was 

able to promote a compensatory response in the platelet function and may act in the 

maintenance of adenosine levels and vasodilatation and thereby, contributes to the 

maintenance of the vascular integrity which is important in the hyperglycemic state. It is also 

possible that ASc might modulate the levels of ACh, interfering with oxidative stress and / or 

inflammatory processes from the diabetic state. So far, these results confirm the already 

known antioxidants properties of Syzygium cumini, which makes this compound present 

significant effects on the cellular metabolism, as well as the reduction and prevention of 

cardiovascular disease risk in diabetics. 

Keywords: Acetylcholinesterase; Adenosine deaminase; Diabetes mellitus; Ecto-5’ 

Nucleotidase; Oxidative stress; Syzygium cumini; 
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    APRESENTAÇÃO 

 

Esta dissertação foi escrita sob a forma de artigo publicado e manuscrito 

submetido à publicação. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos 

Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se nos próprios artigo e 

manuscrito e representam na íntegra este estudo. 

Os itens DISCUSSÃO E CONCLUSÃO, dispostos após o artigo e o 

manuscrito, contêm interpretações e comentários gerais referentes ao presente 

estudo. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS são relacionadas às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA e DISCUSSÃO 

desta dissertação. 

Os artigo e o manuscrito estão estruturados de acordo com as normas das 

revistas científicas na qual foram submetidos: 

Artigo publicado: Cellular Physiology and Biochemistry  

Manuscrito: European Journal of Pharmacology 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 



 

 

Introdução 20 

 

Diabetes mellitus (DM) é uma síndrome caracterizada por hiperglicemia, que 

altera o metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas (KISS et al., 2006), além 

de provocar uma série de complicações cardiovasculares, renais, neurológicas e 

oculares (MAHDI et al., 2003). DM está situada entre as dez principais causas de 

morte nos países ocidentais e, apesar dos progressos em seu controle clínico, ainda 

não foi possível controlar de fato as suas consequências letais (NORTHAM et al., 

2006). 

O estresse oxidativo é um estado de desequilíbrio entre a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade antioxidante endógena 

(TANIYAMA & GRIENDLING, 2003), e tem sido implicado em várias doenças, dentre 

elas o DM (HALLIWELL, 1997). Modelos experimentais de estresse oxidativo 

demonstram aumento da fragilidade osmótica de eritrócitos (BATNA & FUCHS, 

1997; KONDO et al., 1997; FERNANDEZ & FINK, 2000), e, consequentemente, a 

ocorrência de uma cascata de eventos que leva a oxidação de lipídios e proteínas 

(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000). Além disso, a morfologia e a função das 

plaquetas também podem estar alteradas em pacientes com DM (STRATMANN & 

TSCHOEPE, 2005), e vários estudos demonstram um aumento da reatividade 

plaquetária nestes pacientes (ROSOVE et al., 1984; SOBOL & WATALA, 2000; 

CARR, 2001). 

Os nucleotídeos de adenina, ATP (trifosfato de adenosina) e ADP (difosfato 

de adenosina), e o nucleosídeo correspondente adenosina (ado), representam uma 

importante classe de moléculas extracelulares que, ao interagirem com receptores 

específicos, sinalizam vias que são importantes para o funcionamento celular 

(SOSLAU & YOUNGPRAPAKORN, 1997; RATHBONE et al., 1999).  

A enzima ecto- 5’ nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5, 5’ NT)  é uma enzima 

capaz de promover a hidrólise de AMP (monofosfato de adenosina; produzido a 

partir da hidrólise de ATP e ADP) a adenosina (ZIMMERMANN, 1996; COLGAN et 

al., 2006). A Adenosina desaminase (EC 3.5.4.4, ADA) catalisa a hidrólise de 

adenosina para inosina, e está localizada no citosol e na membrana celular (IWAKI-

EGAWA et al., 2004; IBIS et al., 2007). Dados recentes têm demonstrado alterações 

na atividade das enzimas 5’NT e ADA em pacientes hiperglicêmicos e com DM tipo 2 

(BOPP et al., 2009; DE BONA et al., 2010) e em modelos  experimentais de diabetes  
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(SCHMATZ et al., 2009) indicando que a sinalização purinérgica pode estar alterada 

no estado diabético.  

A acetilcolinesterase (AChE) é uma importante enzima regulatória capaz de 

provocar a rápida hidrólise e inativação da acetilcolina (ACh) (GRISARU et al., 1999; 

SOREQ & SEIDMAN, 2001), e alterações na sua atividade têm sido relacionadas a 

patologias como o DM (SANCHEZ-CHAVEZ & SALCEDA, 2000; KUHAD et al., 

2008). A ACh provoca vasodilatação em artérias coronárias normais (COX et al., 

1989), além de facilitar a liberação de insulina em um modo dependente de glicose 

(GILON & HENQUIN, 2001).  

O Syzygium cumini (L.) Skeels (Sc) é uma das plantas mais utilizadas no 

tratamento do DM. É uma árvore originária da Índia, pertencente à família Mirtaceae, 

vulgarmente conhecido no Brasil como Jambolão (MAZZANTI et al., 2004). O Sc 

apresenta propriedades hipoglicemiantes, antiinflamatórias, antipiréticas e 

antioxidantes (MORESCO et al., 2007). No entanto, estudos objetivando avaliar os 

efeitos do Syzygium cumini sobre as enzimas 5’NT, ADA e AChE em plaquetas e 

eritrócitos de pacientes com DM tipo 2, in vitro, ainda são pouco documentados na 

literatura. Nesse contexto, considerando que o DM pode desencadear alterações 

nas principais enzimas envolvidas no metabolismo da adenosina, bem como na 

AChE e no perfil oxidativo, é de grande interesse clínico e científico verificar o efeito 

do Sc sobre estes parâmetros em pacientes diagnosticados como diabéticos Tipo 2. 
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2.1 Objetivo geral 

 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato aquoso das 

folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels (ASc) sobre a determinação da atividade das 

enzimas 5’NT, ADA e AChE, e sobre parâmetros de estresse oxidativo, in vitro, em 

amostras de pacientes portadores de Diabetes mellitus tipo 2. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Em amostras de plaquetas: 

 

 Determinar a atividade das enzimas 5’NT e  ADA. 

  Identificar as isoformas da ADA presentes nas plaquetas, utlizando Eritro-9-

(2-hidróxi-3-nonil) adenina (EHNA), um potente inibidor da ADA1. 

 Determinar o nível de peroxidação lipídica, através da medida de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 

 Determinar a atividade das enzimas do sistema antioxidante endógeno, tais 

como Catalase (CAT) e Superóxido Dismutase (SOD). 

 Avaliar a ação do extrato aquoso das folhas de Syzygium cumini sobre a 

atividade das enzimas 5’NT e ADA, e sobre os níveis de espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico, in vitro. 

 

Em amostras de eritrócitos: 

 

 Determinar a atividade das enzimas ADA e AChE. 

 Determinar o nível de peroxidação lipídica, através da medida de espécies 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 
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 Determinar a atividade das enzimas do sistema antioxidante endógeno, tais 

como CAT e SOD. 

 Determinar os níveis sanguíneos de antioxidantes não enzimáticos como o 

SH (grupo sulfidril) proteico e não proteico. 

 Avaliar o efeito do extrato aquoso das folhas de Syzygium cumini sobre a 

atividade das enzimas ADA e AChE, e sobre os níveis de espécies reativas 

ao ácido tiobarbitúrico e níveis de SH não proteico, in vitro.  

 

      Em amostras de plasma: 

 

 Determinar os níveis sanguíneos de antioxidantes não enzimáticos como o 

SH (grupo sulfidril) proteico e Vitamina C. 

 Verificar possíveis correlações entre as variáveis, a partir dos resultados 

obtidos. 
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            3.1 Diabetes mellitus 

 

            3.1.1 Histórico 

 

O conhecimento do DM já data de vários séculos. Por volta do século XV 

antes de Cristo, já se descreviam sintomas que pareciam corresponder ao diabetes.  

Foi o médico Areteu da Capadócia quem, no século II da era cristã, deu a esta 

afecção o nome de diabetes, que em grego significa sifão, referindo-se ao símbolo 

mais chamativo que é a eliminação exagerada de água pelos rins, expressando que 

a água entrava e saía do organismo do diabético sem fixar-se nele. Após um longo 

intervalo foi Thomas Willis quem, em 1679, fez uma descrição magistral do diabetes, 

ficando desde então reconhecida por sua sintomatologia como entidade clínica. Foi 

ele quem, referindo-se ao sabor doce da urina, lhe deu o nome de diabetes 

mellitus (sabor de mel) (DINSMOOR, 1996). 

Em 1775, Dopson identificou a presença de glicose na urina. Os 

primeirostrabalhos experimentais relacionados com o metabolismo 

dos glicídios foram realizados por Claude Bernard, o qual descobriu, em 1848, 

o glicogênio hepático e provocou a aparição de glicose na urina excitando os centros 

bulbares. Na metade do século XIX, o grande clínico francês Bouchardat assinalou a 

importância da obesidade e da vida sedentária na origem do diabetes e traçou as 

normas para o tratamento dietético, baseando-se na restrição dos glicídios e no 

baixo valor calórico da dieta (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2009). 

A busca do suposto hormônio produzido pelas ilhotas de Langerhans, células 

do pâncreas descritas em 1869 por Langerhans, iniciou-se de imediato, o qual foi 

conseguido pelos jovens canadenses Banting e Best, que isolaram, em 1921, 

a insulina e demonstraram seu efeito hipoglicêmico (MINKOWSKI, 1989). Esta 

descoberta significou uma das maiores conquistas médicas do século XX, porque 

transformou as expectativas e a vida dos diabéticos e ampliou horizontes no campo 

experimental e biológico para o estudo do diabetes e do metabolismo dos glicídios. 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Sintoma&action=edit
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9culo_II
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_grega
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Thomas_Willis&action=edit
http://pt.wikipedia.org/wiki/1679
http://pt.wikipedia.org/wiki/Urina
http://pt.wikipedia.org/wiki/1775
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glic%C3%ADdio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Claude_Bernard&action=edit
http://pt.wikipedia.org/wiki/1848
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9culo_XIX
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fran%C3%A7a
http://pt.wikipedia.org/wiki/Obesidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ilhotas_de_Langerhans
http://pt.wikipedia.org/wiki/1869
http://pt.wikipedia.org/wiki/Canad%C3%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/1921
http://pt.wikipedia.org/wiki/Insulina
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9culo_XX
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           3.1.2 Conceito e fisiopatologia 

 

O DM é uma desordem metabólica de etiologia múltipla, decorrente da 

diminuição da secreção de insulina e/ou da perda da capacidade desse hormônio de 

exercer adequadamente seus efeitos. A resistência à insulina ou a falta absoluta da 

mesma, resulta no comprometimento do controle metabólico da glicemia, 

culminando com um quadro de hiperglicemia que é considerado o fator de risco 

clássico para o desenvolvimento das chamadas complicações do diabetes (TIWARI 

& RAO, 2002).  

O DM é uma condição na qual o organismo perdeu, parcialmente, o poder de 

―queimar‖ os açúcares fornecidos pelos alimentos ingeridos. Como resultado, o 

açúcar que não é queimado acumula-se no sangue e não se transforma em energia 

(BENNETT, 1983; LIENHARD et al., 1992). O excesso de açúcar não queimado no 

sangue, com a consequente falta de produção de energia, dará origem aos sintomas 

clássicos do diabetes, tais como sede e fome excessivas, fraqueza muscular, perda 

de peso e elevação do nível de glicose no sangue, o que resulta na excreção da 

glicose pela urina (SHOELSON, 1995; BERNE & GENUTH, 2000; GODOY, 2000; 

SAID et al., 2002). No entanto, a ausência dos mesmos é comum em muitos 

pacientes e não descarta a possibilidade de que exista um grau de hiperglicemia 

suficiente para causar alterações funcionais ou patológicas antes que o diagnóstico 

seja estabelecido (ATKINSON & EISENBARTH, 2001). 

A hiperglicemia crônica do Diabetes está associada a um lento e progressivo 

dano a vários órgãos e tecidos, especialmente olhos, rins, coração, vasos 

sanguíneos, nervos periféricos e cérebro (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 

2009), o que pode acarretar complicações que compreendem a nefropatia, 

retinopatia, neuropatia periférica e amputações. Além disso, pacientes diabéticos 

apresentam elevado risco de doença vascular aterosclerótica, como as doenças 

coronariana, arterial periférica e vascular cerebral, sendo estas consideradas as 

principais causas da redução da sobrevida e da mortalidade dos pacientes 

diabéticos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007). 
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3.1.3 Epidemiologia 

 

 

O DM representa um dos mais importantes problemas de saúde pública, 

alcançando expressiva importância em virtude das suas repercussões sociais e 

econômicas, o que se traduz tanto por mortes prematuras e incapacidade para o 

trabalho, quanto por custos associados ao seu controle ou ao tratamento de suas 

complicações, principalmente as de natureza ocular, renal e vascular (BRASIL, 

1993; BARCELÓ et al., 2003). 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde, o número de diabéticos no 

mundo é de 180 milhões, com projeção de aumentar para 380 milhões 

no ano de 2025 (WILD et al., 2004; LEBECHE et al., 2008), sendo que cerca de dois 

terços desses indivíduos com DM vivem nos países em desenvolvimento, onde a 

epidemia tem maior intensidade (WILD et al., 2004). No Brasil existem 

aproximadamente 11 milhões de diabéticos correspondendo a cerca de 7,6% da 

população adulta entre 30 e 69 anos e 0,3% das gestantes, sendo que 

aproximadamente 50 % destes pacientes desconhecem o diagnóstico (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2006). 

No Brasil, o DM é a sexta causa mais frequente de internação hospitalar e 

representa aproxidamente 40% dos pacientes que internam em Unidades 

Coronarianas Intensivas e 46% dos pacientes que ingressam em tratamento de 

diálise, além de ser responsável por 9% da mortalidade mundial total. Além disso, o 

DM é considerado a principal causa de amputações de membros inferiores e de 

cegueira adquirida devido a problemas de microvascularização (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2006). 

 

 

3.1.4 Classificação 

 

 

A classificação atual do DM toma como referência a etiologia dos distúrbios 

glicêmicos, definidos de acordo com defeitos ou processos específicos, sendo que a  
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grande maioria dos pacientes diabéticos pertence a uma das duas classes 

etiopatogênicas: Diabetes mellitus tipo 1 (DM tipo 1), que compreende cerca de 10% 

do total de casos e Diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo2), que compreende cerca de 

90% do total de casos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2007). 

O DM tipo 1, que antigamente fora denominado de DM insulino dependente 

(IDDM), é caracterizado por uma severa ou total destruição auto-imune  das células 

β pancreáticas que eventualmente leva ao estágio de deficiência absoluta de 

insulina (CNOP et al., 2005). Fatores genéticos, ambientais e imunológicos são 

considerados os principais responsáveis pela gênese do processo de destruição das 

células β do pâncreas e, consequentemente, pela manifestação da doença. O traço 

clínico mais relevante é a tendência à hiperglicemia grave e cetoacidose. Em geral, 

o início é abrupto, acometendo, principalmente, crianças e adolescentes sem 

excesso de peso (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006).  

O DM tipo 2, antigamente denominado de DM não-insulinodependente 

(NIDDM), é uma alteração metabólica, caracterizada por distúrbios da ação e 

secreção da insulina, com predomínio de um ou outro componente (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 1999). O problema está na incapacidade de absorção 

das células musculares e adiposas, que, por muitas razões, não conseguem 

metabolizar a glicose suficiente da corrente sanguínea, caracterizando uma 

anomalia chamada de "resistência insulínica" (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2009).  

A idade de início do DM tipo 2 é variável, sendo mais frequente após os 40 

anos de idade, com pico de incidência ao redor dos 60 anos. Caracteriza-se em 

geral, por um prolongado período assintomático na maioria das populações, e a 

suspeita clínica se caracteriza por hiperglicemia de jejum e pelo aparecimento de 

alguns sintomas como sede excessiva, cansaço, poliúria e prurido. Apresenta 

elevado componente hereditário, além de fatores genéticos, ambientais e quadros 

de obesidade, que contribuem para o surgimento do DM tipo 2 e, como 

consequência os pacientes podem desenvolver complicações nos sistemas micro e 

macrovascular (VÉRICEL et al., 2004).  A cetoacidose é rara e, quando presente, é  
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acompanhada de infecção ou estresse muito grave. Pacientes com DM tipo 2 têm 

uma prevalência aumentada de anormalidades lipídicas que contribuem para taxas 

mais elevadas de doença arterial coronariana, e o infarto agudo do miocárdio (IAM) 

e o acidente vascular cerebral (AVC) constituem atualmente as principais causas de 

morte dos pacientes com esta patologia (MORRISH et al., 2001; MEIGS, 2003).  

Podem ser encontradas outras formas de Diabetes, como o Diabetes 

Gestacional que é definido como a tolerância diminuída aos carboidratos, em graus  

variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez durante a gestação, 

podendo ou não persistir após o parto (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999). 

Ainda existem alguns tipos específicos, menos frequentes, que podem surgir de 

forma secundária a algum fator que cause destruição das ilhotas pancreáticas, como 

defeitos genéticos da função das células β e na ação da insulina, doenças do 

pâncreas exócrino, endocrinopatias, infecções e efeito colateral de medicamentos e 

produtos químicos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007). 

 

 

3.1.5 Diagnóstico 

 

 

Algumas vezes o diagnóstico do DM é feito a partir de complicações crônicas 

como neuropatia, retinopatia ou doença cardiovascular aterosclerótica (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2006), porém, os testes diagnósticos mais comumente utilizados para 

suspeita de Diabetes ou regulação glicêmica alterada baseiam-se na glicose 

plasmática de jejum (8 horas), nos pontos de jejum e de 2h após sobrecarga oral de 

75g de glicose (teste oral de tolerância à glicose – TOTG) e na medida da glicose 

plasmática casual (GROSS et al., 2002). Segundo a AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION (2009), pacientes com glicemia de jejum inferior a 100 mg/dL e 

TOTG inferior a 140mg/dL, são considerados com glicemia normal, com glicemia de 

jejum entre 100 e 125 mg/dL e TOTG entre 140 e 199 mg/dL, são caracterizados 

como pré-diabéticos ou intolerantes à glicose , sendo considerado diabético todo 

indivíduo que apresenta glicemia de jejum superior a 126 mg/dL e TOTG superior a 

200 mg/dL . 
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3.1.6 Controle e tratamento do DM 

 

 

Na prática clínica, a avaliação do controle glicêmico é feita através da 

utilização de dois recursos laboratoriais: os testes de glicemia e os testes de 

hemoglobina glicada (A1c), cada um com seu significado clínico específico. Os 

testes de glicemia refletem o nível glicêmico atual e instantâneo no momento exato 

do teste, enquanto os testes de A1C refletem a glicemia média pregressa dos 

últimos dois a quatro meses. Os testes de glicemia podem ser realizados por 

técnicas laboratoriais tradicionais em laboratórios clínicos ou, então, através da  

prática da automonitorização domiciliar, que, quando realizada de forma racional, 

pode proporcionar uma visão bastante realista do nível do controle glicêmico durante 

todo o dia (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2008). 

Estudos clínicos, realizados em grandes centros foram capazes de 

demonstrar que a manutenção de A1c em valores o mais próximo possível do 

normal ou abaixo de 7% foi acompanhada de redução significativa do surgimento e 

da progressão das complicações micro e macro-vasculares, tanto em pessoas com 

diabetes do tipo 1, quanto do tipo 2 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 

2009).  

Com frequência é indicada a prescrição de antidiabéticos orais (tabela 1) para 

pacientes com DM Tipo 2. A escolha deve levar em consideração aspectos 

individuais do paciente, como idade, peso, níveis da glicose sanguínea (jejum e pós-

prandial) e aspectos clínicos indicativos de resistência ou deficiência insulínica como 

mecanismo fisiopatológico predominante (DEFRONZO, 1999). Se a glicemia de 

jejum estiver muito alta (acima de 270 mg/dL) e ou na presença de infecção, 

provavelmente o paciente necessitará de um tratamento com insulina. Isso poderá 

ser necessário por curto período de tempo, até atingir níveis de glicemia que possam 

ser controlados com os hipoglicemiantes orais, ou com o tratamento definitivo 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Além do uso de antidiabéticos orais, recomendam-

se mudanças no estilo de vida, como alimentação saudável, redução de peso, 

atividade física regular e abandono de vícios (fumo, álcool, entre outros). 
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Tabela 1: Antidiabéticos orais disponíveis comercialmente no Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA 
 DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2004). 

 
 
 

3.2 Sistema purinérgico  

 

 

            O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalização 

importante em diversos tecidos, sendo considerado um sistema primitivo envolvido 

em muitos mecanismos neuronais e não neuronais e em eventos de curta e longa 

duração, incluindo resposta imune, inflamação, dor, agregação plaquetária, 

vasodilatação mediada pelo endotélio, proliferação e morte celular (BURNSTOCK & 

KNIGHT, 2004). A sinalização purinérgica envolve três principais componentes: 1) 

os nucleotídeos de adenina, 2) os receptores através dos quais eles exercem seus 

efeitos e 3) as ectoenzimas, responsáveis pelo controle dos níveis destas moléculas 

no meio extracelular (ATKINSON et al., 2006).  Os nucleotídeos extracelulares de 

adenina, ATP e ADP, e o nucleosídeo adenosina são considerados, atualmente 

importantes moléculas sinalizadoras, mediando seus efeitos através dos receptores 
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 purinérgicos localizados na superfície celular (ILLES & RIBEIRO, 2004). 

   

3.2.1 Adenosina 

 

A adenosina é um importante nucleosídeo componente do sistema 

purinérgico. Está presente em todos os tecidos de vertebrados, onde atua 

modulando os diversos processos fisiológicos. No tecido cardíaco, a adenosina 

produz vasodilatação e diminuição da pressão cardíaca (SATO et al., 2005). Em 

outros sistemas apresenta diversas funções como modulação da liberação de 

neurotransmissores (CUNHA, 2001) e de citocinas, inibição da lipólise, indução de 

broncoconstrição (BOUMA et al., 1997; VAN DER GRAAF et al., 1999; FAN et al., 

2003), além de exercer importante papel na modulação da ação da insulina no 

metabolismo da glicose em diferentes tecidos (RUTKIEWICZ & GORSKI, 1990). 

Outro aspecto que exemplifica o papel neuroprotetor da adenosina é o seu efeito na 

ativação das enzimas do sistema antioxidante como a catalase, superóxido 

dismutase  e glutationa peroxidase (GPx) (MAGGIRWAR et al., 1994).    

A adenosina extracelular e os derivados da adenina são moduladores do 

tônus vascular e da função plaquetária (COADE & PEARSON, 1989). A adenosina 

também apresenta uma ação cardioprotetora em episódios de isquemia/reperfusão, 

como também na insuficiência cardíaca, atenuando a liberação de catecolaminas, 

aumentando o fluxo sanguíneo coronário e inibindo a ativação de plaquetas e 

leucócitos (KINUGAWA et al., 2006). 

A adenosina é produzida por diferentes vias e sua síntese ocorre tanto no 

meio intracelular quanto no meio extracelular. No meio intracelular, a sua produção 

pode ocorrer a partir de 5´-AMP que, através da enzima  5’NT, é convertida em 

adenosina, sendo esta metabolizada em inosina pela enzima ADA (LATINI & 

PEDATA, 2001). Uma segunda via de síntese ocorre a partir da hidrólise de 

Sadenosilhomocisteína (SAH) pela S-adenosilhomocisteína hidrolase, entretanto, 

não é uma via de grande importância, sendo considerada como principal via a que 

envolve a atividade da 5’NT (Figura 1) (PAK et al., 1994). Da mesma maneira que no 

meio intracelular, a adenosina pode ser metabolizada em inosina no meio 

extracelular pela ação da enzima ecto-Adenosina desaminase (ecto-ADA) (LATINI & 

PEDATA, 2001).  
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Figura 1: Vias de produção, metabolismo e transporte de adenosina (Disponível em :  

www. bioscience. org). 
 

 

3.2.2 Enzimas que degradam nucleotídeos e nucleosídeos de adenina: 

 

 

3.2.2.1 Ecto-5’ Nucleotidase 

 

 

A ecto-5’ Nucleotidase (E.C. 3.1.3.5, CD73, 5’NT) é uma glicoproteína ligada 

à membrana via um glicosil fosfatidilinositol (GPI) com seu sítio catalítico voltado 

para o meio extracelular (Figuras 2A e 2B), que catalisa a desfosforilação de vários 

nucleotídeos ecto-5’- monofosfatados como CMP, IMP, UMP, GMP e AMP a seus 

respectivos nucleosídeos (ZIMMERMANN, 1996). No entanto, foi demonstrado que 

a 5’NT hidrolisa mais eficientemente o AMP, sendo por isto considerada a principal 

enzima responsável pela formação de adenosina (ZIMMERMANN, 1996). Ocorre na 

forma de dímero e seu peso molecular está na faixa de 62 a 74 Kd (ZIMMERMANN, 

2001; HUNSUCKER et al., 2005).  

Essa enzima é encontrada em bactérias, animais e plantas (ZIMMERMANN, 

1992), estando presente em inúmeros tecidos como o renal, o nervoso, o hepático, a 

placenta, o endotélio vascular e as plaquetas (BARMAN, 1696). Até o momento, 7 
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sub-tipos da enzima 5’NT foram isoladas e caracterizadas em humanos. Esses 

subtipos variam na localização subcelular, sendo 5 deles localizadas no citosol, um  

na matriz mitocondrial e um anexada a membrana plasmática externa 

(HUNSUCKER et al., 2005). 

 

 

Figura 2 – A) Estrutura da ecto-5’ Nucleotidase ancorada à membrana (Zimmermann, 2001- 
adaptado); B)  Estrutura cristalina da enzima ecto-5’ Nucleotidase (disponível em www. rcsb.org). 

 

As funções da 5’NT correlacionam-se diretamente ao seu papel na produção 

de adenosina. Assim, de acordo com a sua localização tecidual, ela desempenha 

importantes funções como, por exemplo, o controle da agregação plaquetária, a 

regulação do tônus vascular, além de atuar na neuromodulação e neuroproteção do 

sistema nervoso (ZIMMERMANN et al., 1998; KAWASHIMA et al., 2000; 

DUNWIDDIE & MASINO, 2001).  

Alguns estudos relacionam alterações da atividade da 5’NT a situações 

patológicas como isquemia (SCHETINGER et al., 1994; FRASSETO et al., 2000), e 

mais recentemente alterações em plaquetas de humanos foram observadas  em 

pacientes com DM tipo 2 (LUNKES et al., 2003, DE BONA et al., 2010) e em ratos 

com diabetes induzido por aloxano (LUNKES et al., 2004). Além disso, outros 

estudos relataram aumento da atividade da 5’NT em células cardíacas de ratos 

diabéticos (PODGORSKA et al., 2006) e em linfócitos de pacientes diabéticos tipo 2 

quando comparados ao grupo controle (STEFANOVIC et al., 2006). 

 

 



 

 

Revisão Bibliográfica 36 

 

 

3.2.2.2 Adenosina desaminase 

 

 

A Adenosina desaminase (ADA, adenosina aminohidrolase, EC 3.5.4.4) 

(Figura 3) é uma enzima polimórfica da rota metabólica das purinas (VAN DER 

WEYDEN & KELLEY, 1976; DADONNA & KELLEY,1977), que está presente 

principalmente no citoplasma das células, mas aparece também na superfície celular 

como ecto-enzima (ecto-ADA), sendo  assim objeto de considerável interesse devido 

ao seu papel na manutenção dos níveis de ado intra e extracelulares (FRANCO et 

al., 1997). 

A ADA catalisa irreversivelmente a clivagem hidrolítica da adenosina à inosina 

e 2'-desoxiadenosina (dado) em 2'–desoxinosina (Figura 4) (IWAKI-EGAWA et al., 

2004; IBIŞ et al., 2007; POSPISILOVA & FREBORT, 2007). Está presente em 

plantas, bactérias (LUPIDI et al., 1992), invertebrados (AIKAWA et al., 1977), 

vertebrados (MA & FISHER, 1968), mamíferos (LUPIDI et al., 1992), e humanos 

(DADDONA, 1981), onde encontra-se distribuída em todo o organismo e age como 

sinal extracelular mediando um grande número de respostas via interação com seus 

receptores de membrana (RODWELL, 1998).  

 A ADA possui um importante papel biológico no metabolismo dos 

nucleotídeos púricos, é essencial para a proliferação e diferenciação de células 

linfóides, particularmente células T, e maturação de monócitos (BOTA et al., 2001). 

A deficiência congênita de ADA causa Imunodeficiência Severa Combinada, que é 

caracterizada pela ausência de linfócitos B e T funcionais (HIRSCHORN, 1990) e, 

também, pela ausência da isoforma 1 da ADA em linfócitos, mas sem nenhum efeito 

na isoforma 2 (UNGERER et al.,1992). 

Por outro lado, um aumento na atividade da enzima em diferentes fluídos 

biológicos (líquidos pleural, pericárdico, peritoneal, intra-articular e fluidos 

cerebroespinhais) tem sido utilizado para diagnóstico de tuberculose (BAGANHA et 

al., 1990; DA CUNHA, 1991), peritonite infecciosa, mononucleose infecciosa, febre 

tifóide, sinusite, meningite e AIDS  (Síndrome de Imunodeficiência Adquirida) 

(TITARENKO et al., 2006). 
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Estudos mostram que pacientes com DM tipo 2 apresentam um aumento na 

atividade da ADA quando comparado a pacientes controles (KURTUL et al., 2004). A  

partir de estudos realizados em nosso laboratório, observamos um aumento da 

atividade da ADA em soro e eritrócitos hiperglicêmicos (BOPP et al., 2009) e em 

plaquetas de pacientes diabéticos (DE BONA et al., 2010), reduzindo assim os 

níveis de adenosina. Por outro lado, outros estudos relataram que não houve 

diferença significativa na atividade da ADA em células cardíacas de ratos diabéticos, 

(PODGORSKA et al., 2006). 

 

    3A                                                           3B 

 

Figura 3 –  A)  Estrutura da ADA.  B) estrutura tridimensional da enzima, com o sítio ativo no centro 
da estrutura, e as cadeias laterais polares e não polares representadas em rosa e amarelo, 

respectivamente (FRANCO et al., 1998). 
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Figura 4 - Reações catalizadas pela ADA, tendo como substrato a adenosina (ado) e a 2’-
desoxiadenosina (d-ado)(FRANCO et al., 1998). 

 

3.2.2.3 Isoformas da ADA 

 

Em humanos a ADA existe em pelo menos três formas moleculares: ADA1 

(forma pequena), a qual é um monômero com massa molecular de 

aproximadamente 35 KDa, a ADA1 + CP (forma grande), com massa molecular de 

aproximadamente 280 KDa a qual é formada por duas moléculas de ADA1 

combinadas por uma proteína de ligação (CP) (ecto-ADA) e a ADA2 codificada por 

um gene separado de posição ainda desconhecida, e com massa molecular de 

aproximadamente 100 kDa (HIRSHHORN & RATECH, 1980). Estudos recentes 

reportam que as isoformas da ADA apresentam características cinéticas distintas, o 

que faz com que desempenhem funções diferentes no organismo (SHAROYAN et 

al., 2006). 

 

 

 



 

 

Revisão Bibliográfica 39 

 

A isoenzima ADA1 é encontrada em todas as células, especialmente em 

linfócitos e monócitos (VAN DER WEYDEN & KELLEY, 1976). Nos eritrócitos, 

encontra-se somente a forma menor da isoenzima ADA1, e nos tecidos como fígado,  

rins e intestino encontram-se ambas as isoformas da enzima, ADA1 e a ADA2 

(IWAKI-EGAWA et al., 2004). Pesquisas realizadas a partir do nosso grupo de 

estudos demonstraram predomínio da isoenzima ADA1 em eritrócitos 

hiperglicêmicos (BOPP et al., 2009) e em plaquetas de pacientes com DM tipo 2 (DE 

BONA et al., 2010).  

ADA2 está presente principalmente em monócitos, macrófagos 

(GOURGUNER et al., 2000), e em pequenas quantidades no soro (POSPISILOVA & 

FREBORT, 2007) e no plasma (VAN DER WEYDEN & KELLEY, 1976; CRISTALLI 

et al., 2001; IWAKI-EGAWA et al., 2004), entretanto, a fonte celular e a função da 

ADA2 plasmática ainda não estão completamente esclarecidas (KOBAYASHI et al., 

1993). Dados recentes têm sugerido que ela pode ser secretada por monócitos 

ativados em processos inflamatórios (IWAKI-EGAWA et al., 2006 ). 

Defeitos genéticos no metabolismo das purinas em humanos resultam em 

sérias desordens metabólicas (BLACKBURN et al., 1998). Aumento nos níveis, tanto 

de ADA1 quanto de ADA2 no soro/ plasma tem sido utilizado como marcador 

bioquímico para doenças infecciosas (GALANTI et al., 1981; GAKIS et al., 1989; 

CORRAL et al., 2004).  

A ecto-ADA (ADA1 + CP) é responsável por controlar os níveis de adenosina 

extracelulares (FRANCO et al., 1997). Evidências demonstram que esta proteína de 

ligação é uma glicoproteína multifuncional do tipo II, conhecida como CD26 ou 

Dipeptidil Peptidase IV (DPPIV), a qual pode ser encontrada na forma solúvel ou 

integrada à membrana (GORRELL, 2005).  

ADA1 é completamente inibida por 100 µM de EHNA, enquanto a ADA2 é 

resistente a essa inibição (UNGERER et al., 1992 e 1994). O EHNA apresenta um 

mecanismo particular de inibição. De acordo com o mecanismo proposto de 

interação da ADA com o EHNA, a ligação de derivados do EHNA ao complexo 

enzima-DPPIV resulta em um rearranjo conformacional mais pronunciado próximo 

ao centro ativo da enzima, levando a formação de um complexo enzima-inibidor 

mais estável.  Provavelmente, se a ADA está ligada à DPPIV, sua porção hidrofóbica 
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de ligação torna-se mais exposta e se liga a fração hidrofóbica de derivados do 

EHNA mais fortemente (MARDANYAN et al., 2001). 

Além disso, muitos constituintes das plantas podem exercer efeitos biológicos 

através da inibição da ADA, entre eles os flavonóides, que apresentam interessantes 

propriedades biológicas, e já existem estudos demonstrando moderada inibição da 

enzima por esses compostos (KOCH et al., 1992; MELZIG, 1996). A inibição 

competitiva realizada por derivados fenólicos de plantas e a subsequente 

acumulação de ado endógena pode explicar alguns dos efeitos farmacológicos 

destes compostos (CRISTALLI et al., 2001). 

 

 

3.3 Colinesterases 

 

 

A ACh foi a primeira substância encontrada e definida como 

neurotransmissor. É sintetizada pela acetiltransferase a partir da colina, um 

importante produto do metabolismo dos lipídeos da dieta, e acetil CoA, um produto 

do metabolismo celular (PRADO et al., 2002), e é carregada até as vesículas 

sinápticas pelo transportador vesicular da ACh onde fica armazenada até sua 

liberação (RAND, 2007). Sua ação é finalizada através de hidrólise realizada pela 

enzima AChE. 

 A ACh desempenha um papel fundamental no SNC e está longe de ser 

exclusivamente um neurotransmissor, fazendo assim, muito mais do que apenas 

mediar uma rápida comunicação entre os neurônios e células efetoras. A ACh tem 

se mostrado presente na circulação humana, sendo produzida por linfócitos T e 

endotélio vascular (WESSLER et al., 2007; WESSLER & KIRKPATRICK, 2008) 

(Figura 5). Atua na proliferação celular, organização cortical do movimento 

(MESULAM et al., 2002; MORETTO et al., 2004), provoca vasodilatação em artérias 

coronárias normais, a partir da liberação de óxido nítrico, com consequente aumento 

do fluxo sanguíneo (COX et al., 1989), além de facilitar a liberação de insulina em 

um modo dependente de glicose, através da ativação de receptores muscarínicos 

localizados nas células β pancreáticas (GILON & HENQUIN, 2001). Tem sido 

demonstrado também que a ACh apresenta ações anti-inflamatórias e inibe a  
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produção de citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral e 

interleucina 1 (RAO et al., 2007).  

 

 

Figura 5: Produção e circulação da ACh como um dos principais moduladores vasculares (DE 
ALMEIDA & SALDANHA, 2010). 

 

As colinesterases são enzimas que desempenham papéis importantes na 

neurotransmissão colinérgica central e periférica, além de serem utilizadas como 

marcadoras de inflamação sistêmica de baixo grau, como na Doença de Alzheimer e 

DM (RAO et al., 2007).  

Existem dois tipos de colinesterases, classificadas de acordo com as suas 

propriedades catalíticas e especificidade a substratos, sensibilidade a inibidores e 

distribuição tecidual (MASSOULIÉ et al., 1993): a acetilcolinesterase (AChE, E.C. 

3.1.1.7) também chamada de colinesterase verdadeira ou específica, hidrolisa 

preferencialmente ésteres com grupamento acetil (como a ACh) e é 

predominantemente encontrada em cérebro, junção neurmomuscular e eritrócitos 

(COKUGRAS, 2003) e a butirilcolinesterase (BuChE, E.C.3.1.8) ou 

pseudocolinesterase que hidrolisa outros tipos de ésteres como a butirilcolina, sendo 

principalmente encontrada em plasma, rins, fígado, intestino, pulmão e tem uma 

distribuição neuronal muito mais restrita que a AChE (MESULAM et al., 2002). 
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3.3.1  Acetilcolinesterase 

 

 

A AChE (Figura 6A) é uma enzima amplamente distribuída no Sistema 

Nervoso Central (SNC), sendo também encontrada em eritrócitos, linfócitos e   

plaquetas de mamíferos (SILVA, 1988). A AChE apresenta diferentes formas 

moleculares, três formas globulares (G1, G2 e G4) e três formas assimétricas (A4, 

A8 e A12). O SNC contém, principalmente, as formas globulares, que podem ser 

solúveis ou ancoradas à membrana por sequências de aminoácidos hidrofóbicos, 

enquanto outras formas são ligadas à membrana através de glicofosfolipídeos 

(TALESA, 2001). As formas assimétricas são encontradas principalmente no sistema 

nervoso periférico (SNP) e músculo (RAKONCZAY et al., 2005) (Figura 6B). Os 

eritrócitos mostram um predomínio da forma globular dimérica (G2), encontrada em 

até 98% das células como foi demonstrado por RAKONCZAY e colaboradores 

(2005).  

 

                6A                                                             6B 

 

Figura 6: A) Estrutura da enzima AChE ( disponível em: www.neuromed88.com).  B) Isoformas da 
enzima AChE ( disponível em : http://www.chemistry.emory.edu/ach_inactivation.htm.) 

 

  

A AChE é uma importante enzima regulatória que controla a transmissão do 

impulso nervoso através da sinapse colinérgica pela rápida hidrólise e inativação da 

ACh modulando a concentração desse neurotransmissor nas sinapses (GRISARU et  

http://www.neuromed88.com/
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al., 1999; SOREQ & SEIDMAN, 2001). Além de seu papel clássico na transmissão 

colinérgica, a AChE tem sido implicada em várias ações não colinérgicas (SOREQ & 

SEIDMAN, 2001; DAY & GREENFIELD, 2002; CHACÓN et al., 2003). Assim uma 

inibição ou ativação desta enzima pode ter consequências devastadoras no cérebro 

e outros órgãos (MESULAN et al., 2002). 

Os eritrócitos são os elementos do sangue com o maior conteúdo de AChE 

(NEUMANN et al., 2007). Também é interessante ressaltar que a AChE nos 

eritrócitos tem demonstrado propriedades funcionais e estruturais similares àquelas 

da AChE do cérebro (THIERMANN et al., 2005) e pode atuar como um bom 

marcador de integridade e estado funcional da membrana de células sanguíneas 

(SZELÉNYI et al., 1987). 

Estudos em humanos e modelos experimentais de diabetes tem encontrado 

alterações na atividade da AChE (SANCHEZ-CHAVEZ & SALCEDA, 2000; KUHAD 

et al., 2008; SCHMATZ et al., 2009). Um aumento na atividade da AChE leva a 

redução nos níveis de ACh, e, consequentemente, a diminuição das ações anti-

inflamatórias exercidas pela mesma (RAO et al., 2007). Além disso, estudos 

epidemiológicos têm demonstrado que há um aumento no risco de falência cardíaca 

em diabéticos e que tratamentos eletivos com inibidores da AChE parecem ser 

benéficos nestes casos (BAUTERS et al., 2003). 

SUHAIL e RIZVI (1989) relataram uma diminuição na atividade da AChE em 

membrana de eritrócitos de pacientes com DM tipo 1. Este resultado pode ser 

explicado em parte, pelas alterações nas características de fluidez da membrana em 

resposta aos baixos níveis de insulina em condições diabéticas. Em outro estudo, 

ratos diabéticos induzidos por streptozotocina apresentaram aumento na atividade 

da enzima no córtex cerebral e soro, e diminuição de 30-40% em eritrócitos. Estes 

resultados sugerem que o diabetes pode influenciar em um subconjunto específico 

de células e isoformas das colinesterases e afetar as propriedades cinéticas das 

mesmas, levando às alterações que estão associadas às complicações diabéticas 

(KHANDKAR et al., 1995; SANCHEZ-CHAVEZ & SALCEDA, 2000 & 2001).  
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3.4  Radicais livres 

 

Os radicais livres são átomos ou moléculas produzidas continuamente 

durante os processos metabólicos, apresentam em sua órbita mais externa, um ou 

mais elétrons não pareados e atuam como mediadores para a transferência de 

elétrons em várias reações bioquímicas, desempenhando funções relevantes no 

metabolismo. As principais fontes de radicais livres são as organelas citoplasmáticas  

que metabolizam o oxigênio, o nitrogênio e o cloro, gerando grande quantidade de 

metabólitos (MÉNDEZ FILHO & RODRÍGUEZ, 1997), sendo que o seu alvo celular 

(proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA) está relacionado com o seu sítio de 

formação (YU & ANDERSON, 1997).  

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos 

átomos de oxigênio ou nitrogênio são denominados espécies reativas de oxigênio 

(EROs) ou espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (PIETTA, 2000; VISIOLI, 2000), 

respectivamente. As principais EROs são: hidroxila (.OH-), superóxido (.O2 
-), 

peroxila (.ROO-.) e alcoxila (.RO-), oxigênio, peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido 

hipocloroso. O .O2
- apresenta uma baixa capacidade de oxidação, o .OH-  mostra 

uma pequena capacidade de difusão e é o mais reativo na indução de lesões nas 

moléculas celulares e o H2O2 é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir 

danos na molécula de DNA por meio de reações enzimáticas, como mostra a Figura 

7 (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Dentre as ERNs incluem-se o óxido nítrico 

(NO-), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), nitritos (NO2 
-), nitratos (NO3 

-) e 

peroxinitritos (ONOO). 
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Figura 7- Célula sofrendo ação pelos radicais livres (disponível em: 

http://química.fe.usp.br/global/ca8/radica.htm, acesso em 10 de novembro de 2010). 
 

 

A concentração destes radicais é mantida pelo balanço entre sua produção e 

sua depuração por antioxidantes (DRÖDGE, 2002). O aumentado nível de oxidantes 

associado a alterações nos níveis de antioxidantes desenvolve o processo 

denominado estresse oxidativo (Figura 8), que pode causar redução na resistência 

celular e consequente dano oxidativo às proteínas, aos lipídios e à molécula de DNA 

(MATÉS & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999; MATES et al., 1999), além de ser o processo 

final de lesão celular da grande maioria dos fatores de risco cardiovascular 

(GRIENDLING & FITZGERALD, 2003). O alvo primário do estresse oxidativo 

depende do tipo de célula, da natureza do estresse imposto, do sítio de geração, da 

proximidade das EROs de um alvo específico e da gravidade do estresse produzido 

(DALLE-DONNE et al., 2006).  

 

Figura 8 - Balanço entre produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e os diferentes tipos de  
sequestradores de radicais livres (Adaptado de DROGE, 2002). 

http://qu�mica.fe.usp.br/global/ca8/radica.htm
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3.5 Estresse Oxidativo e sistemas de defesa antioxidantes 

 

O estresse oxidativo foi definido em 1991 como ―um distúrbio do equilíbrio 

pró-oxidante/oxidante em favor do pró-oxidante, levando ao dano potencial‖ 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Assim, a diminuição dos sistemas de defesa 

antioxidante, ou, o aumento da geração de espécies oxidantes, radicalares ou não, 

pode resultar em lesões oxidativas em macromoléculas e diversas estruturas 

celulares que, se não forem reparadas, alterarão a funcionalidade de células, tecidos  

e órgãos (DHALA et al., 2000). Devido a isso, o estresse oxidativo tem sido 

implicado em várias doenças como DM (HALLIWELL, 1997), doenças 

cardiovasculares, neurodegenerativas, câncer, bem como no processo de 

envelhecimento (KOVACIC & JACINTHO, 2001; VALKO et al., 2007). 

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes 

produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com HALLIWELL (2000), 

"Antioxidante é qualquer substância que, quando presente em baixa concentração 

comparada à do substrato oxidável, regenera o substrato ou previne 

significativamente a oxidação do mesmo". Os antioxidantes produzidos pelo corpo 

agem enzimaticamente (Figura 9), a exemplo da Glutationa Peroxidase (GPx), 

Catalase (CAT) e Superóxido Dismutase (SOD)  ou, não enzimaticamente a exemplo 

de Glutationa reduzida (GSH), peptídeos de histidina, proteínas ligadas ao ferro 

(transferrina e ferritina) e ácido diidrolipóico.  Além dos antioxidantes produzidos pelo 

corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o -tocoferol 

(vitamina ―E‖), -caroteno (provitamina ―A‖), ácido ascórbico (vitamina ―C‖), e 

compostos fenólicos onde se destacam os flavonóides e poliflavonóides 

(HALLIWELL, 1995). 
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Figura 9- Mecanismo enzimático antioxidante (NORDBERG & ARNER, 2001). 

 

 3.5.1  Defesas Antioxidantes Enzimáticas 

 

 

- Catalase 

 

 

A catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) é uma hemeproteína citoplasmática 

responsável pela degradação do H2O2 em altas concentrações, conduzindo a 

formação de água e oxigênio (CHAUDIÉRE & FERRARI-ILIOU, 1999; MATÉS & 

SANCHEZ-JIMÉNEZ, 1999; MATES et al., 1999). É encontrada no sangue, medula 

óssea, mucosas, rim e fígado (MAYES, 1990).   

 

                                                          CAT 

2H2O2        →       2H2O + O2 
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Se não neutralizado, o H2O2 interage com cátions de ferro (ou cobre), 

originando o íon hidroxila e o radical livre hidroxila. Além de seu papel como ERO e, 

portanto, causador de estresse oxidativo, o H2O2 em excesso causa oxidação da 

hemoglobina e, consequentemente, diminuição das concentrações de oxigênio na 

célula, o que pode estar envolvido no desenvolvimento de diversas patologias 

(WIEACKER et al., 1980). 

 

 

- Superóxido Dismutase  

 

 

A Superóxido Dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) corresponde a uma família de 

enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composição. Existem diferentes 

tipos de SOD, dependendo do metal que atua como co-fator em seu sítio catalítico, 

mas todas elas agem basicamente de acordo com a mesma reação descrita por 

McCord e Fridovich em 1969: 

 

O2 
-• + O2 

-• + 2H+ ————> O2 + H2O2 

 

 

As SOD que contêm cobre e zinco (CuZnSOD) são estáveis e estão 

presentes em quase todas as células eucarióticas (plantas ou animais) 

(HALLIWEELL & GUTTERIDGE, 1985). Já as SOD dependentes de manganês 

(MnSOD) apresentam estabilidade de acordo com os tecidos e espécies onde 

atuam. A remoção do Mn dos sítios ativos causa perda da atividade catalítica, não 

podendo ser reposto por nenhum íon de transição, pois perde a sua atividade 

funcional (HALLIWEELL & GUTTERIDGE, 1989). 

 

 

3.5.2  Defesas Antioxidantes Não enzimáticas: 

 

 -  Ácido Ascórbico 
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O ácido ascórbico (AA) ou vitamina C (Figura 10) é comumente encontrado 

em nosso organismo na forma de ascorbato. É uma vitamina hidrossolúvel e 

termolábil, essencial para o organismo humano, pois participa de diversos processos 

metabólicos e fisiológicos, dentre eles a regeneração do α-tocoferol, a formação do 

colágeno, síntese de epinefrina, corticosteróides e ácidos biliares.  

O AA é um dos antioxidantes mais importantes em tecidos de mamíferos 

(BANHEGYI et al., 1997), com a capacidade de neutralizar radicais como o O2 
•- e o 

OH• (NAMIKI, 1990). Além de suas propriedades antioxidantes, o ascorbato pode 

participar de reações opostas, as oxidações, sendo um potente indutor de radicais 

livres, agindo como um pró oxidante (HALLIWELLl, 1990). A concentração e a 

localização intracelular da vitamina C pode ser um fator decisivo na atividade desta 

vitamina como oxidante ou antioxidante (BASU & DONALDSON, 2003). 

 

 

Figura 10 : Estrutura química da vitamina C (MAY, 1999). 

 

- Glutationa (GSH) 

 

Os tióis não-protéicos têm uma importante função na defesa contra as EROs 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; MASSELA et al., 2005). A Glutationa reduzida 

é o tiol não-protéico mais abundante nas células animais e é considerada a defesa 

antioxidante primária e o maior tampão redox intracelular, sendo um bom indicativo 

do estado redox da célula (VALKO et al., 2006). O seu potencial antioxidante está 

intimamente ligado à presença de seu grupo sulfidril (SH), uma vez que este grupo 

tem um grande papel no caráter doador de elétrons da glutationa (FERREIRA & 

MATSUBARA, 1997). À medida que os elétrons são perdidos a molécula da GSH se 

torna oxidada (GSSG) (KIDD, 1997; GUL et al., 2000).  
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A glutationa apresenta muitas funções biológicas e a diminuição do conteúdo 

de GSH pode predispor a célula a uma menor defesa contra o estresse oxidativo 

durante o DM (COLEMAN & RUSTIOM, 1999). Mantém componentes diversos da 

célula em estado reduzido, especialmente proteínas e íons Fe
++ 

de grupos heme, 

além de atuar como um nucleófilo, com reatividade para se combinar com várias 

drogas, gerando metabólitos que facilitam a excreção urinária ou biliar desses 

xenobióticos (ESTEVEZ et al.,1994). 

 

 

3.6  Peroxidação Lipídica 

 

 

Quando um radical livre é produzido em excesso, ele pode reagir com ácidos 

graxos poliinsaturados, presentes na membrana, processo este denominado de  

peroxidação lipídica (SLATER, 1984; VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007). Esse 

processo frequentemente causa danos à estrutura da membrana, podendo resultar 

em modificações na permeabilidade e perda de seletividade da mesma, fazendo 

com que ocorra a entrada ou saída de moléculas importantes (SLATER, 1984; 

FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007).  

Um dos mais conhecidos produtos da lipoperoxidação é o malondialdeído 

(MDA) (ALEXANDROVA & BOCHEV, 2005; CHERUBINI et al., 2005), o qual é o 

produto final da degradação não enzimática de ácidos graxos poliinsaturados. Altos 

níveis de MDA elevam a formação de lipoperóxidos e indicam um aumento da 

lipoperoxidação (KASHYAP et al., 2005), apresentando, assim, papel fundamental 

na patogênese de várias doenças e processos antiinflamatórios (SOVIC et al., 2001; 

ZHANG et al., 2002). A literatura demonstra a relação entre os níveis de 

malondialdeído (MDA), ou da dosagem de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) e DM, sendo que na maior parte dos trabalhos pode-se 

evidenciar um aumento nos níveis de TBARS ou MDA na circulação desses 

pacientes (RIZVI et al., 2005; RAMAKRISHNA & JAIKHANI, 2008; RAMKUMAR et 

al., 2008; KUMAR et al., 2009 ). 
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3.7  Estresse oxidativo e Diabetes mellitus 

 

 

O estresse oxidativo e os danos teciduais resultantes são marcas de doenças 

crônicas e o diabetes não é exceção (PFAFFLY, 2001). O aumento na produção de 

radicais livres tem importante papel na peroxidação lipídica e oxidação proteica de 

estruturas celulares, causando injúria celular e complicações vasculares em 

pacientes diabéticos (HALLIWELL, 1997; TIWARI, 2004). 

 A hiperglicemia resulta na geração de EROs e aumento do estresse oxidativo 

por vários mecanismos, incluindo:  

 

- autooxidação da glicose – ocorre quando os açúcares redutores sofrem enolização 

e reduzem a molécula de oxigênio (Figura 11), em condições fisiológicas, na 

presença de metais de transição, resultando em intermediários oxidantes, tais como 

O2 
-, H2O2 e .OH e acetoaldeídos (reagem ainda mais facilmente com as proteínas).  

Estes podem causar danos a biomoléculas como lipídeos, DNA e proteínas e, ainda, 

podem destruir as células β-pancreáticas (HUNT et al., 1990, ZYZAK et al., 1995, 

ELGAWISH et al., 1996);  

 

 

Figura 11: Autoxidação de monossacarídeos redutores. AGE: produtos finais de glicação não 
enzimática avançada (ROCHA et al., 2006). 
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- glicação proteica não enzimática – é o processo pelo qual a glicose une-se 

quimicamente com proteínas, sem a ajuda de enzimas. No processo de glicação 

ocorre formação de ligações cruzadas entre proteínas e fragmentação das mesmas, 

além da formação de espécies mais reativas (Figura 12). Tanto as bases de Schiff, 

quanto os produtos de Amadori, são compostos intermediários quimicamente 

reversíveis chamados de produtos iniciais de glicosilação não enzimática. A partir de 

reações sofridas pelos produtos de Amadori é que se formam produtos irreversíveis, 

chamados produtos terminais de glicosilação avançada ou AGE’s (MOHAMED et al., 

1999). 

 

 

Figura 12: Processo de glicação não enzimática (ROCHA et al., 2006). 

 

- ativação da via dos polióis - o aumento nos níveis de glicose leva a um aumento da 

atividade das enzimas aldose-redutase e sorbitol-desidrogenase e, 

consequentemente, a um acúmulo intracelular de sorbitol e frutose, além de uma 

diminuição na relação NADPH/NADP+ (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato) 

e um aumento na relação NADH/NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotídeo) (Figura 

13) (SCHMIDT & STERN, 2000; PFAFFLY, 2001; ZHAO, 2001). 
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Figura 13: Via dos polióis ativada na hiperglicemia e espécies reativas (ROCHA et al, 2006). 

 

 Além disso, pacientes diabéticos também apresentam um declínio nos 

mecanismos de defesa antioxidante, levando ao dano de organelas celulares e 

enzimas e resistência à insulina (ZHAO, 2001). Por essa razão, vários 

pesquisadores têm usado modelos de animais diabéticos, pacientes diabéticos e 

cultura de células vasculares para avaliar o efeito de antioxidantes clássicos, como 

as vitaminas C e E, o beta-caroteno, o ácido lipóico, entre outros, na prevenção e no 

tratamento das complicações do diabetes (NISHIKAWA et al., 2000; ZHAO, 2001; 

INOGUCHI et al., 2003). 

 

 

3.8 Plaquetas 

 

 

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados presentes no sangue 

e produzidos a partir de megacariócitos na medula óssea (ITALIANO & HARTWIG, 

2002; LEVIN, 2002). Do total das plaquetas presentes no organismo humano, 70% 

estão presentes na circulação e 30% no baço, permanecendo na circulação durante 

uma média de dez dias, quando são retiradas pelas células reticuloendoteliais do 

baço e do fígado (ITALIANO & HARTWIG, 2002; ANDREWS & BERNDT, 2004; 

SCHULZE & SHIVDASANI, 2005). O seu citoplasma possui moléculas e organelas, 

tais como: moléculas de miosina, actina, e trombostenina; resíduos de retículo  
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endoplasmático e aparato de Golgi, que sintetizam várias enzimas e armazenam 

íons cálcio; mitocôndrias e sistemas enzimáticos, que sintetizam ADP, ATP e 

prostaglandinas, um fator estabilizador da fibrina e o fator de crescimento (LEE et 

al., 1998) (Figura 14). 

As plaquetas são componentes essenciais do equilíbrio hemostático fisiológico 

e constituem a primeira linha de defesa contra a perda da integridade do endotélio. 

Estão diretamente envolvidas em diversas patologias importantes, sejam estas 

síndromes ou quadros trombóticos graves como a trombose arterial (GREGG & 

GLODSCHIMIDT-CLERMONT, 2003).  

A morfologia e a função das plaquetas podem estar alteradas em pacientes 

com DM (STRATMANN & TSCHOEPE., 2005), e vários estudos demonstram um  

aumento da atividade plaquetária nestes pacientes (ROSOVE et al., 1984; SOBOL & 

WATALA, 2000; CARR, 2001; ANGIOLOLLI et al.,2007) e, em consequência, um 

risco maior de complicações cardiovasculares de etiologia aterosclerótica (MEDINA 

et al., 2001). Segundo VIBERTI (2003), o DM é um importante fator de risco 

cardiovascular, ocasionado, em grande parte, por danos vasculares que predispõem 

a uma aceleração da instalação da aterosclerose. 

 A presença de hiperatividade plaquetária em pacientes diabéticos com 

glicemia controlada e sem complicações está associada ao aumento no estresse 

oxidativo e com um deficiente sistema antioxidante (VÉRICEL et al., 2004). A 

glicação não enzimática de proteínas é um dos mecanismos-chave na patogênese 

das complicações diabéticas e pode ser significativa na aterotrombose diabética, 

uma vez que a maioria das proteínas de membrana das plaquetas, após sofrerem 

glicação, podem ser incorporadas aos trombos (CHAPPEY et al., 1997; YAMAGISHI 

et al., 2005). 
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Figura 14: Representação de uma célula plaquetária. 

 

 

3.9 Eritrócitos 

 

 

O eritrócito humano maduro é uma célula simples, que vive aproximadamente 

120 dias na circulação periférica, com flexibilidade fisiológica notável.  Os eritrócitos 

são responsáveis pelo transporte de oxigênio através da hemoglobina e estão 

constantemente expostos às EROs (JOZWIK et al., 1997; TIANO et al., 2000), sendo 

que diversos parâmetros da integridade e funcionalidade das células vermelhas são 

negativamente afetados pelo aumento do estresse oxidativo (FERNANDEZ & FINK, 

2000). Deste modo, os eritrócitos se apresentam como marcadores biológicos das 

agressões tóxicas e oxidantes em diferentes órgãos e sistemas. 

A membrana dos eritrócitos tem um papel chave na manutenção da sua 

forma, sendo constituída por 42% de lipídios, 52% de proteínas e 7% de 

carboidratos. A oxidação dos eritrócitos tem sido estudada extensivamente como um 

modelo de dano oxidativo de biomembranas, e tem sido mostrado que as EROs 

atacam a membrana dos eritrócitos causando a oxidação de lipídios e proteínas e 

eventualmente causam hemólise (KONDO et al., 1997; RACEK et al., 2001).  

Estudos demonstram que os eritrócitos fazem parte de um sistema refinado 

de distribuição de glicose aos tecidos em diferentes condições fisiológicas ou   
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patológicas tais como estresse, atividade física e DM e podem participar 

efetivamente da regulação glicêmica (SILVA, 1997; SILVA et al., 2005). 

 

 

3.10 Plantas Medicinais e Diabetes mellitus 

 

 

As plantas medicinais com seus vários princípios ativos e propriedades têm 

sido usadas desde os tempos remotos para o tratamento do DM. Várias pesquisas 

sobre a atuação de produtos naturais nos diversos mecanismos da fisiopatologia do 

DM têm sido realizadas nas últimas décadas. Na medicina chinesa tradicional, 82 

plantas medicinais têm sido usadas como medicamentos naturais para o tratamento 

do diabetes e suas complicações (LI et al., 2004). A maioria das plantas que são 

utilizadas como antidiabéticas ao serem avaliadas farmacologicamente 

demonstraram ter atividade hipoglicemiante e possuir constituintes químicos que 

podem ser utilizados como modelos para novos agentes hipoglicemiantes. Algumas  

destas substâncias podem ter potencial terapêutico, enquanto outras podem 

produzir hipoglicemia como efeito colateral devido à sua toxicidade, especialmente 

hepatotoxicidade (BAE et al., 1999; WANG & NG, 1999; LAMBA et al., 2000; PÉREZ 

GUTIÉRREZ, 2002). 

O mecanismo de ação pelos quais as plantas baixam a taxa de glicose do 

sangue pode ser atribuído aos seguintes fatores: aumento da liberação de insulina 

através da estimulação das células β-pancreáticas; resistência aos hormônios que 

aumentam a taxa de glicose; aumento do número e da sensibilidade do sítio receptor 

de insulina; diminuição da perda de glicogênio; aumento do consumo de glicose nos 

tecidos e órgãos; eliminação de radicais livres; resistência à peroxidação de lipídeos 

e estímulo ao aumento da microcirculação do sangue no organismo (MARLES & 

FARNSWORTH, 1995; SAID et al., 2002; VOLPATO et al., 2002; HUO et al., 2003; 

LI et al., 2004). 
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3.10.1 Syzygium cumini (L.) Skeels 

 

 

O Syzygium cumini (L.) Skeels (Sc) (sin. Eugenia jambolana Lam. Syzygium 

jambolanum DC) (Figura 15) é uma planta originária da Índia, pertencente a família 

Mirtaceae e conhecida popularmente como Jambolão, que pode ser encontrado em 

diversos estados do Brasil, incluindo Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do 

Sul e São Paulo (BRAGANÇA, 1996). 

O Sc possui em seus constituintes os flavonóides, as saponinas, os ácidos 

graxos, o tanino, o eugenol, a antimielina e os triterpenos. Todas as partes da planta 

são utilizadas para fins medicinais e têm grande tradição na medicina alternativa 

(SIANI et al., 2000). A casca, o fruto, a semente e a folha dessa planta, são 

frequentemente utilizados no tratamento do diabetes e administrados na forma de 

diferentes preparados como o extrato aquoso ou decocção, extrato etanólico ou o 

suco da planta crua (PEPATO et al., 2001). Apresenta propriedades hipoglicêmicas, 

antiinflamatórias (BRAGA et al., 2007; LIMA et al., 2007), antipiréticas, 

hipolipidêmicas e antioxidantes (STANLEY et al., 2003), além de ação antiviral e 

anticarcinogência (ONG & KHOO, 2000) e há uma variedade de relatos indicando a  

atividade antidiabética do Sc com diferentes modelos de estudos (SHARMA et al., 

2006). 

O mecanismo de ação dos componentes do Sc, bem como suas possíveis 

interações ainda não estão bem esclarecidos. Contudo, PRINCE e colaboradores 

(1998) demonstraram que a planta possui propriedades antioxidantes por elevar a 

atividade das enzimas removedoras de radicais livres no fígado, rim e coração de 

ratos diabéticos induzidos com aloxano e, desta forma, proteger esses tecidos do 

estresse oxidativo gerado pela hiperglicemia diabética (HUNT et al., 1988). Estudos 

também mostraram que o extrato aquoso das sementes de Sc aumentou a atividade 

da hexoquinase e reduziu a atividade de glicose-6-fosfatase no fígado de ratos com 

diabetes induzido por aloxano, controlando assim a concentração de glicose 

sanguínea, sendo os resultados da ação do extrato melhores do que os da utilização 

de glibenclamida no controle dos níveis de glicemia dos animais experimentais 

(PRINCE et al., 1997). 
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Às substâncias das folhas do jambolão é atribuida ação anti-diabética 

(PEPATO et al., 2001), exercendo a função hipoglicemiante, mimetizando as ações 

da insulina, regulando os níveis glicêmicos e influenciando no metabolismo e 

estoque de glicogênio hepático (ONG & KHOO, 2000), além de se mostrarem 

eficientes na redução dos sinais clínicos da patologia, como polifagia e polidipsia 

(SOARES et al., 2000; SHAFI et al., 2002). Entretanto, estudos mostraram 

controvérsias com relação aos efeitos hipoglicemiantes do Sc. Segundo TEIXEIRA e 

colaboradores (2000), o tratamento com extrato cru preparado das folhas em DM 

induzido por streptozotocina não apresentou ação antihiperglicemiante. A decocção 

das folhas não apresentou atividade antidiabética em ratos (TEIXEIRA et al., 1997, 

TEIXEIRA et al., 2000 e PEPATO et al., 2001) nem alterou os testes de tolerância à 

glicose em humanos não diabéticos (TEIXEIRA et al., 2000). Esta discordância entre 

autores quanto à atividade hipoglicemiante do jambolão pode estar relacionada à 

influência dos fatores edáfico-climático na síntese dos seus compostos bioativos, 

além de que, embora a decocção seja amplamente utilizada pela população, sua 

preparação pode inativar substâncias com atividade farmacológica e ter contribuído 

à falta de efeito nestes estudos relatados. 

Além disso, estudos relataram efeito inibitório do extrato da casca de Sc na 

atividade da enzima AChE quando associado à indução de diabetes com Aloxano,  

indicando que essa planta pode induzir alterações na funcionalidade do sistema 

colinérgico (MAZZANTI et al., 2004) e vascular, bem como em processos 

inflamatórios. Entretanto, outros estudos utilizando doses semelhantes não 

conseguiram demonstrar este efeito (MAZZANTI et al., 2003; SCHOSSLER et al., 

2004), mostrando ainda haver controvérsias em relação às propriedades medicinais 

do jambolão.  

Estudos realizados em nosso laboratório demonstraram efeito do extrato 

aquoso das folhas de Syzygium cumini (ASc) sobre a atividade da enzima ADA em 

eritrócitos e soros hiperglicêmicos (BOPP et al., 2009) e na atividade das enzimas 

ADA e 5’NT em plaquetas de pacientes com DM tipo 2 (DE BONA et al., 2010). 

Baseado nestes resultados, pode- se sugerir que o Sc seja capaz de auxiliar na 

manutenção da integridade vascular, prevenindo o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. 

 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T8D-4GSBGST-5&_user=687358&_coverDate=12%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=6f1a65e991685c8d2b65500bfff26f65#bib15#bib15
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T8D-4GSBGST-5&_user=687358&_coverDate=12%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=6f1a65e991685c8d2b65500bfff26f65#bib16#bib16
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T8D-4GSBGST-5&_user=687358&_coverDate=12%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=6f1a65e991685c8d2b65500bfff26f65#bib10#bib10
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T8D-4GSBGST-5&_user=687358&_coverDate=12%2F01%2F2005&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=6f1a65e991685c8d2b65500bfff26f65#bib16#bib16
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Figura 15 - Syzygium cumini (L.) Skeels (Scc) (sin. Eugenia jambolana Lam. Syzygium jambolanum DC) 

(LORENZI et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MÉTODOS E RESULTADOS 

 

 

 

 



 

 

Métodos e Resultados 61 

 

 

Os métodos e resultados que fazem parte desta dissertação estão 

apresentados sob a forma de manuscritos, os quais se encontram aqui organizados. 

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências 

Bibliográficas, encontram-se nos próprios manuscritos. As apresentações estão 

baseadas no artigo publicado na revista Cellular Physiology and Biochemistry e no 

manuscrito submetido para publicação na revista European Journal of 

Pharmacology.  

 

4.1 Artigo: Syzygium cumini Extract Decrease Adenosine Deaminase, 

5’Nucleotidase Activities and Oxidative Damage in Platelets of Diabetic Patients 

 

4.2  Manuscrito: Erythrocytic Enzymes and Antioxidant Status in Patients with Type 

2 Diabetes: Ameliorating Effect of Syzygium cumini Leaf Extract 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 ARTIGO 

 

 
 
 



 

 

Artigo 63 

 

 
 
 
 
 
 



 

 

Artigo 64 

 

 
 
 
 
 



 

 

Artigo 65 

 
 

 
 
 
 



 

 

Artigo 66 

 
 

 
 
 
 



 

 

Artigo 67 

 
 

 
 
 
 
 



 

 

Artigo 68 

 
 
 

 
 
 
 



 

 

Artigo 69 

 
 

 
 
 
 
 



 

 

Artigo 70 

 
 

 
 
 
 
 



 

 

Artigo 71 

 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

Artigo 72 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Artigo 73 

 

 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 MANUSCRITO 

 

 

 



 

 

Manuscrito 75 

 

Erythrocytic Enzymes and Antioxidant Status in Patients with Type 2 Diabetes: 

Ameliorating Effect of Syzygium cumini Leaf Extract  

 

 

Karine Santos De Bonaa, Luziane Potrich Belléb, Paula Eliete Rodrigues Bittencourta, 

Gabriela Bonfantib, Victor Camera Pimentelc, Amanda Roggia Ruviarod, Maria Rosa 

Chitolina Schetingerc, Tatiana Emanuellid, Maria Beatriz Morettoa 

 

 

 

 

 

aPostgraduate Program in Pharmaceutical Sciences 

Health Science Centre 

Federal University of Santa Maria (UFSM) 

 97105-900 - Santa Maria, RS, Brazil  

bPostgraduate Program in Pharmacology- UFSM -Santa Maria - Brazil 

cDepartment of Chemistry - UFSM -Santa Maria – Brazil 

dDepartment of Technology and Food Science – UFSM- Santa Maria- Brazil 

 

Correspondent author: 

Maria Beatriz Moretto 

Beatriz@smail.ufsm.br  

Fax: +55 - 3220 8018 

 

 

http://w3.ufsm.br/toxsul/palestras/PalestraMariaRosa.pdf
http://w3.ufsm.br/toxsul/palestras/PalestraMariaRosa.pdf
mailto:Beatriz@smail.ufsm.br


 

 

Manuscrito 76 

 

ABSTRACT 

 

 Type 2 Diabetes mellitus (DM) is a complex metabolic disease that involves 

numerous biochemical abnormalities. The function and integrity of erythrocyte are 

affected by increased oxidative stress and by changes in membrane fluidity caused 

by hyperglycemic conditions. In view of the hypoglycemiant effects of Syzygium 

cumini (Sc), the aim of the present study was to investigate the effects of aqueous 

Syzygium cumini leaf extract (ASc) at 100 µg/mL and 200 µg/mL on Adenosine 

deaminase (ADA) activity, important in the regulation of adenosine (Ado) levels, on 

Acetylcholinesterase (AChE) activity, important for many vital functions, and on 

oxidative stress parameters under in vitro conditions using erythrocytes and plasma 

of patients with type 2 DM. The results demonstrated that ADA and AChE activities, 

and Thiobarbituric Acid-Reactive Substances (TBARS) levels were significantly 

higher in erythrocytes of diabetic group, while SOD activity and Non protein thiol 

groups (NP-SH) levels were decreased in type 2 diabetics when compared to control 

group.  ASc, in vitro, reduced the increase of ADA and AChE activities and provided 

some protection against stress oxidative. Furthermore, we observed significant 

correlations between Vitamin C (VIT C) and Protein thiol groups (P-SH), fasting 

glucose and P-SH and (NP-SH) levels, P-SH levels and ADA activity, as well as NP-

SH and TBARS levels in the diabetic group. The results suggest that ASc is able to 

favor the reduction of erythrocyte membrane fluidity, the inflammation and the 

oxidative stress, and exerted a beneficial action against changes occurring in the 

patients studied, once the parameters evaluated play an important role in DM. 

 

Keywords: Acetylcholinesterase; Adenosine deaminase; Diabetes mellitus; Oxidative 

stress; Syzygium cumini;  
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1.Introduction 

  

Diabetes mellitus (DM) is characterized by insulin resistance with significant 

metabolic dysfunction and abnormal endothelial function (Hsueh et al., 2004). Many 

in vitro and in vivo studies have demonstrated that several parameters of erythrocyte 

function and integrity, including changes in membrane fluidity, enzymatic properties 

of membrane bound enzymes, increase in lipid peroxidation, have all been described 

following the exposure of oxidative stress to erythrocytes (Halliwell and Gutteridge, 

1986; Rohn et al., 1998). 

Adenosine plays an important role in the regulation of many metabolic 

processes, including modulation of blood flow, adipocyte tissue metabolism and 

glycogen turnover in the liver (Sands and Palmer, 2005; Uluoglu et al., 2008). DM 

may affect the metabolism of adenosine by changing the activities of the principal 

enzymes involved in nucleoside production and degradation (Pawelczyk et al., 2000). 

Adenosine deaminase (EC 3.5.4.4, ADA) is present in all mammalian cells. It 

catalyses the irreversible deamination of adenosine and 2’-deoxyadenosine into 

inosine and 2’-deoxyinosine, respectively (Bax et al., 2000). In the human 

erythrocyte, about 30 per cent of the total ADA activity is membrane associated 

(Bielat and Tritsch, 1989). 

In the same way, another enzyme, Acetylcholinesterase (AChE), which 

promotes the hydrolysis of the neurotransmissor acetylcholine, has an essential role 

in regulating many vital functions, and responds to various insults including oxidative 

stress, an important event that has been related to the pathogenesis and progression 

of DM (Silman and Sussman, 2005; Mazzanti et al., 2006; Kuhad et al., 2008). 

 Many traditionally used medicinally important plants have been proved for 

their antidiabetic potential (Grover et al., 2002; Sabu and Kuttan, 2002).  Among 

these medicinal plants, Syzygium cumini (L.) Skeels (Sc) of the Myrtaceae family has 

been intensively studied as an antidiabetic agent and has often been recommended 

as an adjuvant for the treatment of DM. Experimental data revealed the potential 

hypoglycemic activity of Sc leaf extract (Prince et al., 2003; Villasenõr and Lamadrid, 

2006).  Also, it has been shown that both seed and bark extracts of Sc can decrease  
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blood glucose levels of diabetic and normal rabbits (Ratsimamanga et al., 1973; Kedar 

and Chakrabarti, 1983). 

Recently, we demonstrated that ADA activity was higher in erythrocytes 

obtained from hyperglycemic patients than in the control group (Bopp et al., 2009) 

and that aqueous Syzygium cumini leaf extract (ASc) inhibited the increase of ADA 

activity in erythrocytes and platelets (Bopp et al., 2009; De Bona et al., 2010).  Thus, 

since erythrocytes are the blood elements with the highest content of AChE and 

contain large quantities of ADA (Willis et al., 1987; Geiger et al., 1991; Neumann et 

al., 2007) and in view of the protective effects of ASc in diabetic patients, the present 

study was carried out to evaluate the effect of ASc on ADA and AChE activities and 

oxidative stress parameters in erythrocytes (RBC) from diabetics, under in vitro 

conditions.  

 

2. Materials and methods 

 

 2.1. Chemicals 

Adenosine was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Acetylthiocoline 

iodide and 5,5’ dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) were obtained from Sigma 

Chemical Co (St. Louis, MO, USA). All other chemicals were of analytical grade and 

were obtained from standard commercial suppliers. 

 

2.2. Plant material and aqueous leaves extract of Syzygium cumini (L.) Skeels (ASc) 

preparation 

Leaves of Sc were freshly locally collected, cleaned, dried, and powdered. 

They were identified by the Laboratory of Botanic and Pharmacognosy of the 

Franciscan University Center – UNIFRA - Santa Maria, RS, Brazil. The leaves were 

dried in a greenhouse / (renewal of air) at 40°C for approximately 48 h. Then, they 

were smashed in the knife mill. The products were submitted to extraction with 

ethanol 80% in a Soxhlet apparatus until exaustion. After extraction, the solvent was  
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evaporated by a rotavapor, supplying the crude extract. The mother solution 1% was 

made from the crude extract dissolving 1g of this extract in 100ml of 0.9% NaCl 

solution (Eidi et al., 2006). The chemical characterization of the extract was 

determined in recent study. HPLC analysis revealed that hydrolyzable tannins (galic), 

flavonoids (rutin) and phenolic are the major components of the extract (De Bona et 

al., 2010). Molecular structures are shown in Fig. 1. 

         

2.3. Sample collection and preparation 

 

The study was in accordance with the guidelines of the Ethics Committee of 

the Federal University of Santa Maria which approved the experimental protocol 

(23081.004068-76) and with the Declaration of Helsinki (2000) of the World Medical 

Association. All subjects were interviewed and all volunteers (diabetic patients and 

normal subjects) were informed about the nature of the study and their consent to 

participate in the study was obtained. Blood samples were taken from 30 patients (13 

men and 17 women) with type 2 DM who have done routine tests at the Center of 

Diagnosis and Secondary Support (Centro de Diagnóstico e Apoio Secundário - 

CEDAS – Santa Maria – RS/Brazil). The mean (± SEM) age of the patients was 

57.83 (± 2.16) years old and fasting glucose levels were 152.1 (±8.12) mg/dL. 

Alcoholic subjects, pregnant women, and people with cancer were excluded from the 

study. All patients were under treatment with hypoglycemic agents. The control group 

consisted of 20 healthy subjects (9 men and 11women). The general characteristics 

of the participants are shown in Table 1.  

Whole blood was collected in tubes with EDTA, centrifuged for 15 min at 2500 

rpm, and the erythrocytes were washed twice in 0,9% NaCl and recovered by 

centrifugation, finally, packed erythrocytes were obtained. The erythrocytes 

hemolysates (RBC) were used to make Non protein thiol groups (NP-SH), AChE, 

Catalase (CAT) and Superoxide Dismutase (SOD) activities. The erythrocyte 

membranes (ghosts) were obtained following the method described by Marchesi and 

Palade (1967), with minor modifications. The erythrocyte hemolysate was lysed in 10 

volumes of 5 mM Tris-HCI (pH 7.0), mixed 15-20 min and centrifuged 25.000 g, 30 

min.  The supernatant was discarded and red cells were resuspended in same 

medium, mixed and centrifuged. The red cells were suspended in 0.05 M Tris-HCl  

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T57-4XP37YF-3&_user=687358&_coverDate=02%2F02%2F2010&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=cdcce60be578f611cfb76679dfaeccba#tbl1
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(pH 7.0), 0.50 M NaCI, and centrifuged 25.000 g, 10 min. Red cells (now faint pink in 

color) were suspended in 5 mM Tris-HCI (pH 7.0), and centrifuged twice at 25.000 g, 

10 min, until the membrane became colourless. The ghosts were used for the 

estimations of ADA activity, TBARS levels and Protein thiol groups (P-SH). The 

samples of plasma obtained with EDTA were used for P-SH and Vitamin C (VIT C) 

determinations. Biochemical and hematological parameters were determined using 

routine clinical chemical assays. 

 

2.4. ADA activity assay  

The samples of ghosts were incubated with ASc at 100 µg/mL and 200 µg/mL 

concentrations during the experimental procedure for 60 min, and ADA activities 

were measured spectrophotometrically using the method of Giusti and Gakis (1971). 

Results were expressed in units per g protein (U/g protein).  

 

2.5. AChE activity assay 

 

AChE activity was determined by the method of Elmann et al. (1961), modified 

by Worek et al. (1999). The samples of RBC were incubated with ASc at 100 µg/mL 

and 200 µg/mL. To achieve temperature equilibration and complete reaction of 

sample matrix sulfhydryl groups with DTNB, the mixture was incubated for 10 min 

prior to the addition of substrate. Enzyme activity was corrected for spontaneous 

hydrolysis of the substrate and DTNB degradation. The butyrylcholinesterase (BChE, 

EC 3.1.1.8) was inhibited by ethopropazine. AChE activity was measured at 436 nm 

and 37°C using polystyrol cuvets. All samples were run in duplicate or triplicate and 

the enzyme activity was expressed in µmol AcSCh/h/hemoglobin. 

 

2.6. Thiobarbituric Acid-Reactive Substances (TBARS) assay 

The analysis of the production of TBARS was performed essentially by the 

method of Moore et al. (1989), with minor modifications. The samples of ghosts were  
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incubated with ASc at 200 µg/mL for 15 min. Then, they were mixed with 

thiobarbituric acid (0.47%) also containing 0.4 g of trichloroacetic acid. This solution 

was then boiled for 15 min and allowed to cool before the measurement of UV 

absorption at 532 nm. Results were expressed as nanomoles of MDA/mg protein. 

 

2.7. CAT activity assay 

CAT activity in RBC was measured by the method of Aebi (1984). 20 µL of 

RBC sample was added to a cuvette and the reaction was started by the addition of 

freshly prepared 0,5 M hydrogen peroxide (H2O2) in 50 mM phosphate buffer (pH 

7.0). The rate of H2O2 decomposition was measured spectrophotometrically at 

240nm during 120 seconds. The activity of CAT was expressed as µmol H2O2/min/ 

ml erythrocytes. 

 

2.8. SOD activity assay 

SOD (E.C.1.15.1.1) activity in RBC was assayed spectrophotometrically as 

described by McCord and Fridowich (1969). This method is based on the capacity of 

SOD to inhibit autoxidation of adrenaline to adrenochrome. The color reaction was 

measured at 480nm. One unit of enzyme was defined as the amount of enzyme 

required to inhibit the rate of epinephrine autoxidation by 50% at 26°C. The activity of 

SOD was expressed as USOD/ ml erythrocytes. 

 

2.9. VIT C determination 

Plasma VIT C was estimated as described by Galley et al. (1996) with some 

modifications by Jacqes-Silva et al. (2001). Plasma was precipitated with 1 volume of 

a cold 5% trichloroacetic acid solution followed by centrifugation. An aliquot of 300 µL 

of the supernatants were mixed with 2,4-dinitrophenylhydrazine (4.5 mg/mL) and 

13.3% trichloroacetic acid and incubated for 3h at 37°C. Then, 1 mL 65% sulfuric 

acid was added to the medium and the orange red compound was measured at 520 

nm. The content of ascorbic acid was calculated using a standard curve (1.5 – 4.5  
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µmol/L ascorbic acid freshly prepared in sulfuric acid) and expressed as µg/mL 

plasma. 

 

2.10. P-SH determination 

P-SH were assayed in plasma and ghosts by the method of Boyne and Ellman 

(1972) modified by Jacques-Silva et al. (2001), which consisted on the reduction of 

DTNB in 0.3 M phosphate buffer (pH 7.0) measured at 37°C, 412 nm. Quantification 

of total P–SH groups may indicate thiol status and may also indicate the general 

state of thiol-containing proteins and, indirectly, the redox state of the blood cells. A 

standard curve using glutathione was constructed in order to calculate the protein 

thiol groups. The results were expressed as nmol P-SH/mL (plasma) and nmol P-

SH/mg protein (ghosts). 

 

2.11. NP-SH determination 

RBC non protein thiol groups were determined as described by Boyne and 

Ellman (1972) modified by Jacques-Silva et al. (2001). Erythrocytes (300 µL) 

obtained after centrifugation of whole blood were hemolyzed with 10% triton solution 

(100 µL) for 10 min. Then, the protein fraction was precipitated with 200 µL of 20% 

trichloroacetic acid followed by centrifugation. The samples were incubated with ASc 

at 100 µg/mL and 200 µg/mL concentrations for 60 min.  Quantification of NP-SH 

groups may indicate 90% of GSH content in the blood (LeBoeuf and Hoekstra, 1983),  

which is one of the most important reducing agents in different mammal cells (Jonas 

et al., 2000).  The colorimetric assay was carried out in 1M phosphate buffer (pH 

7.4). A standard curve using glutathione was constructed in order to calculate non 

protein thiol groups. The NP-SH level was measured at 412 nm and expressed as 

nmol NP-SH/mL erythrocytes. 

2.12. Protein determination 

Protein content was determined according to Peterson (1977), using bovine 

serum albumin as standard. 
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 2.13. Statistical analysis 

Statistical differences among groups were analyzed by Student’s t-test and 

one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s multiple range test, 

when appropriate. The results were expressed in mean ± Standard Error of the Mean 

(SEM). The correlations were assessed by Pearson rank correlation coefficient. 

Differences were considered statistically significant when P<0.05.  

 

3. Results 

 

3.1. Clinical characteristics of experimental groups 

Clinical characteristics of DM patients and control subjects used in this study 

are depicted in Table 1.The state of glycemic control was evaluated from fasting 

plasma glucose and blood GlyHb, that were higher in the group of diabetic patients 

than in the healthy group (P˂0.001; P˂0.01, respectively). Total cholesterol levels in 

the group of DM patients were higher than in the healthy group (P˂0.01). The other 

parameters of diabetic patients did not differ significantly from the values in healthy 

subjects.    

 

3.2. Effect of ASc on ADA and AChE activities of DM subjects and healthy controls 

The results of the present study demonstrated that ADA and AChE activities 

were altered in DM subjects. The results obtained for ADA activity in ghosts are 

presents in Fig. 2. As can be observed, subjects with DM (0.7231±0.1586) showed a 

significant increase on the ADA activity when compared to the control group 

(0.3256±0.036) (P<0.05). When the control group was exposed to ASc, no significant 

difference was found in both concentrations tested. However, experimental data 

demonstrated that ADA activity in ghosts of diabetic subjects was significantly 

decreased to 33.04% in the presence of 200 µg/mL of ASc (P˂0.05), whereas 100 

µg/mL of ASc did not present effect in the diabetic group.  
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The results obtained for AChE activity in RBC were similar to those found for 

ADA activity. AChE activity was significantly increased in type 2 DM group 

(183.3±17.8; P˂0.05) compared to the control group (137.0±10.5) (Fig. 3). When 

erythrocytes were incubated with ASc (200 µg/mL) we observed a significant 

inhibition in the enzyme activity to 62.95% in the control group (P˂ 0.05) and 39.88% 

in the DM group (P˂0.001). However, 100 µg/mL of ASc did not present effect on the 

AChE activity in the control and DM groups. 

 

3.3. Effect of ASc on TBARS levels in ghosts of Type 2 DM subjects and healthy 

controls 

We observed that TBARS levels were significantly increased in the DM group 

when compared to the control group (P˂0.05) (Fig. 4). When ghosts were incubated 

with ASc, we verified a significant reduction in TBARS levels to 34.78% in the type 2 

DM group (P˂0.01), compared with the healthy subjects. However, in the control 

group ASc did not present any effect.   

 

 

3.4. Measure of parameters of oxidative stress in groups studied  

 

As shown in Table 2, no significant difference was found between levels of P-

SH plasma, P-SH ghosts, VIT C and CAT activity in the subjects studied. However, 

DM patients showed a significant decrease in SOD activity (P<0.05) when compared 

to the control group. In DM patients, NP-SH RBC levels (P<0.05) also presented a 

significantly decrease when compared to the control group. Moreover, experimental 

data demonstrated that in presence of ASc (100 and 200µg/mL) there was an 

increasing of the NP-SH levels of diabetic subjects in 115.2% and 125.4%, 

respectively (P˂0.01) (Fig. 5).  

Furthermore, in the present study, we observed some correlations between 

the parameters analyzed in the diabetic patients (Table 3). The experimental data 

presented a significant positive correlation between VIT C and P-SH plasma levels 

(r= 0.3945, P˂0.05). Also, the results showed a positive correlation between glucose 

and P-SH plasma (r= 0.3886, p˂0.05) and NP-SH RBC levels (r= 0.4076, P˂0.05).  
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Moreover, P- SH plasma levels correlated positively with ADA activity (r=0.6775, 

P˂0.001) and NP-SH RBC levels correlated negatively with TBARS levels (r=-

0.5215, P˂0.05). 

 

4. Discussion 

 

Hyperglycaemia resulting from uncontrolled glucose regulation has been 

widely recognized as a causal link between diabetes and diabetic complications 

(Rolo and Palmeira, 2006).  It has been reported that various proteins, including 

haemoglobin undergo non-enzymatic glycosylation in diabetes (Kumar et al., 2005). 

Our findings corroborate with the fact that the GlyHb concentration reflects the extent 

as well as the management of diabetic condition (Wolffenbuttel et al., 1996), as 

showed in Table 1.  

In the present study, ADA activity was increased in ghosts of diabetic patients 

(Fig. 2), would lead to reduction of adenosine levels. Adenosine, a degradation 

product of adenine nucleotides, has been proved to play an important role in the 

modulation of insulin action on glucose metabolism in different tissues (Rutkiewicz 

and Gorski, 1990). Insulin has several actions in vascular cells and some 

mechanisms have been proposed to account for insulin-induced vasodilatation, 

including the release of adenosine (Mckay and Hester, 1996; Abbink-Zandbergen et 

al., 1999). In fact, extracellular adenosine serves as anti-

vasooclusive/cardioprotective function (Jackson et al., 1996). These effects would 

affect the development of vascular complications observed in the diabetic state. 

 Furthermore, we observed an increase in AChE activity in diabetic patients 

(Fig. 3). The increased RBC concentrations of AChE indirectly may reflect the 

reduced concentration of acetylcholine that, in turn, enhance local and systemic 

inflammatory events. These results imply that AChE could serve as a marker of low-

grade systemic inflammation and could be useful to predict prognosis and response 

to treatment in type 2 DM (Rao et al., 2007).  Also, we may suggest that these effects 

may cause development of vascular complications, since acetylcholine produces 

vasodilatation in normal coronary arteries, with consequent increase of blood flow 

(Cox et al., 1989).   
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Concerning the results above, we also observed that ASc improved both 

enzymatic activities, ADA in ghosts (Fig. 2) and AChE (Fig. 3) in RBC of diabetic 

patients. The reduction of ADA and AChE activities caused by ASc would be related 

with anti- inflammatory properties of ASc (Koch et al., 1992; Melzig, 1996).   

Interestingly, ASc also reduced lipid peroxidation in ghosts of diabetic patients 

whose TBARS were elevated (Fig. 4). Peroxidation of membrane lipids can result in 

the inactivation of enzymes and cross-linking of membrane lipids and proteins and in 

cell death (Snyder et al., 1985; Hebbel et al., 1990).  We assume that the ASc 

constituents, including gallic acid, chlorogenic acid and rutin may be responsible for 

these effects and may provide some protection against the development of long-term 

diabetic complications by the reduction of lipid peroxidation. 

Moreover, no significant differences were found in CAT activity, VIT C and P-

SH plasma and ghosts levels (Table 2). Corroborating with our results, Peuchant et 

al. (1997) and Olczyk et al. (1994) observed no differences between diabetic and 

control groups for erythrocyte antioxidant enzymatic activities. However, the activity 

of SOD decreased in erythrocytes of diabetic patients, which could be due to the 

increased utilization for scavenging free radicals and this finding supports the 

hypothesis of free radical mediated injury in diabetes (Ramakrishna and Jailkhani, 

2008).  We observed a positive correlation between P-SH plasma and VIT C (Table 

3). GSH and Vitamin C are connected through a redox coupling. They can substitute 

and save each other in different species (Mãrtensson et al., 1993).  It has been 

shown that besides this redox connection, GSH deficiency induces glycogen 

breakdown and de novo ascorbate synthesis independently of the origin of GSH 

depletion (Braun et al., 1996). 

Another significant finding in the study was that the NP-SH RBC levels were 

significantly reduced in diabetic patients (Table 2). ASc increased the NP-SH levels 

of diabetic patients contributing in the protection of normal cell structure and function, 

since –SH groups are involved in maintaining the redox homeostasis, quenching of 

free radicals and participating in detoxification reactions (Fig. 5). We also observed a 

moderate positive correlation between glucose levels and P-SH plasma and NP-SH 

RBC levels (Table 3). Adverse biochemical changes associated with hyperglycemia 

include increased flux of glucose through the polyol pathway, leading to the depletion 

of NADPH which reduces the glutathione- redox cycle (Lapenna et al., 2004). Indeed,  
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GSH depletion increases the sensitivity of cells to various aggressions and has also 

several metabolic effects, such as a decrease in the rate of gluconeogenesis or an 

increase in glycogenolysis (Yu, 1994). 

On the other hand, a negative correlation between TBARS in ghosts and NP-

SH RBC in diabetic patients was observed (Table 3). This finding indicates that an 

increase in the level of TBARS in circulation may be associated with a decrease in 

SH erythrocyte levels, probably due to the effect of increased peroxidation and 

oxygen damage to the cell membranes which appears as a result of increased ROS 

generation in diabetic patients. A positive correlation between ADA activity and P-SH 

plasma levels (Table 3) was also observed. In this condition, is possible that Ado 

released into the extracellular space as product of the enzymatic action of adenosine 

triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP) and adenosine monophosphate 

(AMP), interacts with endothelial receptors, inhibiting the metabolism oxidative and 

free radicals production, which are important mediators of cellular damage (Howell et 

al., 2000). 

In conclusion, the results of this study demonstrated that ASc was able to 

ameliorate the alterations in ADA, AChE activities as well as antioxidant status in 

patients with type 2 DM. Thus, we can suggest that ASc exerted a beneficial action 

against changes occurring in the patients studied, once the parameters evaluated 

play an important role in DM.  
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 Tables: 

Table 1. Clinical characteristics of the experimental groups. 

                                                         Control                               Type 2 DM 

♂/ ♀                                                    9/11                                     13/17 

Age (years)                                    54.45 ±3.2                            57.83±2.16 

Diabetes duration (years)                     -                                       10.5±2.1 

Weight (Kg)                                    73.27±3.02                               75±1.95 

GlyHb (g%)                                     5.84 ± 0.2                         **7.65 ± 0.42 

Glucose (mg/dL)                             91.8 ± 1.66                    ***152.1 ± 8.12 

Urea (mg/dL)                                  32.9 ± 1.9                            36,5 ± 1.85 

Creatinine(mg/dL)                          0,84 ± 0.04                           0,86 ± 0.04 

Triglycerides (mg/dL)                   124,2 ± 12.61                       173.0 ± 19.5 

Total Cholesterol(mg/dL)              170,6 ± 6.9                        **204,2 ± 8.7 

HDL-C (mg/dL)                             52.43 ± 3.67                         50.44 ± 3.5 

Hemoglobin (g/dL)                        13.81 ± 0.34                        13.02 ± 0.2 

Hematocrit (%)                               42.1 ± 0.92                          40.9 ± 0.72 

Erythrocytes (n° x 106/mm3)            4.5 ± 0.13                             4.5 ± 0.1 

 

Drugs 

Metformin                                               -                                         n=19                                       

Glibenclamide                                        -                                         n=11 
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Data are presented as mean ± SEM. GlyHb = glycosylated hemoglobin; HDL-C=high 

density lipoprotein cholesterol. Statistically significant differences from controls, as 

determined by Student’s t-test (**P<0.01; ***P<0.001). 

 

Table 2. Levels of antioxidants in control group and patients with type 2 DM.   

             Control             Type 2 DM 

  NP-SH RBC  

  (nmol NP-SH/mL) 

         2373 (±144.5)          *2028 (±88.88) 

  P-SH plasma  

 (nmol P-SH/mL) 

        112.2 (±8.88)           127.4 (±10.4) 

  P-SH ghosts 

  (nmol P-SH/mg protein) 

          20.7 (±3.2)            23.32 (±2.4) 

  VIT C 

 (µg/mL plasma) 

       13.48 (±2.22)           13.57 (±1.3) 

 CAT 

 (µmol H202/min/mL) 

        136.4 (±3.1)           136.3 (±3.65) 

SOD                                                    

(USOD/mL) 

       129.3 (±14.19)          *96.54 (±6.02) 

Data are presented as mean ± SEM. P-SH: Protein thiol groups, NP-SH: Non protein 

thiol groups; VIT C: Ascorbic acid; CAT: Catalase; SOD: Superoxide dismutase. 

Statistically significant differences from controls, as determined by Student’s t-test 

(*P<0.05). 
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Table 3. Correlations between biochemical estimations in the Type 2 DM group. 

 VIT C ADA Glucose TBARS 

P-SH *0.3945 ***0.6775 *0.3886 - 

NP-SH - - *0.4076 *- 0.5215 

TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; VIT C: Ascorbic acid; P-SH: Protein 

thiol groups; NP-SH: Non protein thiol groups; ADA: Adenosine deaminase; 

Statistically significant differences (*P<0.05; ***P<0.001). 

 

Figures:  

Fig.1. 
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Fig.2. 

 

 

Fig.3. 
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Fig.4. 

 

 

Fig.5. 
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Legends 

 

Fig. 1. Molecular structures of compounds found in the Syzygium cumini aqueous 

leaf extract. 

Fig. 2. Effect of ASc on ADA activity in ghosts obtained from diabetics and control 

patients in vitro. All samples were run in triplicate. Data are reported as mean ± SEM 

and expressed as U/g protein. Statistically significant differences from controls and 

type 2 DM group, as determined by ANOVA followed by Tukey multiple comparison 

test (*P<0.05 compared with control group, *P0.05 compared with type 2 DM group 

and with type 2 DM group with ASc 100 µg/mL). 

Fig. 3. In vitro exposure of erythrocytes obtained from diabetics and control patients 

to ASc on AChE activity. All samples were run in triplicate. Data are reported as 

mean ± SEM and expressed as μmoL AcSCh/h/hemoglobin. Statistically significant 

differences from controls and type 2 DM group, as determined by ANOVA followed 

by Tukey multiple comparison test (*P<0.05 compared with control group, ***P0.001 

compared with type 2 DM group). 

Fig. 4. Effect of in vitro exposure of ghosts obtained from type 2 DM and control 

patients to ASc on TBARS levels. Data are reported as mean ± SEM. Statistically 

significant differences from controls and type 2 DM group as determined by ANOVA 

followed by Tukey multiple comparison test (*P<0.05 compared with control group; 

**P<0.01 compared with type 2 DM group). 

Fig. 5. Effect of exposure of erythrocytes to ASc on NP-SH levels from type 2 DM 

and control patients, in vitro. Data are reported as mean±SEM and expressed as % 

NP-SH erythrocytes. Statistically significant differences from controls and type 2 DM 

group as determined by ANOVA followed by Tukey multiple comparison test 

(*P<0.05 compared with control group; **P<0.01 compared with type 2 DM group). 
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No presente estudo avaliamos a atividade de enzimas que degradam 

nucleotídeos e nucleosídeos de adenina, como a 5’NT e ADA, além da atividade da 

enzima AChE e parâmetros de estresse oxidativo em amostras de pacientes 

diagnosticados como diabéticos tipo 2. 

A adenosina é um importante nucleosídeo componente do sistema 

purinérgico, que desempenha um papel fundamental no metabolismo celular e atua 

como um regulador fisiológico do sistema cardiovascular (ROSALES et al., 2004; 

PEART & GROSS, 2005). Neste estudo, foi observado um aumento na atividade das 

enzimas 5’NT e ADA em pacientes diabéticos, influenciando assim nos níveis de 

adenosina, uma vez que sua produção pode ocorrer através da enzima 5´NT, sendo 

posteriormente metabolizada em inosina pela enzima ADA (LATINI & PEDATA, 

2001). Consequentemente, estes efeitos podem influenciar no desenvolvimento de 

complicações vasculares observadas no estado diabético, uma vez que a adenosina 

exerce importante papel na prevenção do processo trombótico. 

Além disso, observamos um aumento na atividade da enzima AChE em 

eritrócitos de pacientes com DM tipo 2, podendo levar à redução nos níveis de ACh. 

Corroborando com nossos resultados, KUHAD & CHOPRA (2007) também 

observaram um aumento na atividade desta enzima em soro de ratos diabéticos. 

Dessa forma, é possível que as funções exercidas pela ACh estejam prejudicadas, 

provocando, assim, redução nas ações anti-inflamatórias exercidas pela mesma e 

contribuindo para progressivas disfunções vasculares observadas em pacientes 

diabéticos. Pode-se também sugerir que o aumento da atividade da AChE, 

observada neste estudo, esteja associada ao processo de estresse oxidativo que 

ocorre durante o DM, uma vez que o aumento da peroxidação lipídica é capaz de 

alterar o estado conformacional da molécula de AChE e, consequentemente, sua 

atividade (DAS et al., 2001; ALDUNATE et al.,2004). 

Neste estudo observamos que o ASc foi capaz de reduzir o efeito das 

atividades das enzimas 5’NT, ADA e AChE em plaquetas e eritrócitos de pacientes 

diabéticos.  Dessa maneira, é possível sugerir que o ASc seja capaz de manter os 

níveis de adenosina e ACh, auxiliando na manutenção da integridade vascular 

importante no estado hiperglicêmico, além de auxiliar em processos inflamatórios. 

Os compostos fenólicos presentes no Sc podem ser os principais responsáveis por  
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suas funções fisiológicas, uma vez que apresentam propriedades antioxidantes e 

antihiperglicêmicas (LOPEZ -VELEZ  et al., 2003; USHIDA et al., 2008). 

Em relação ao perfil oxidativo, observamos um aumento nos níveis de 

TBARS, bem como deficiência em alguns sistemas de defesa antioxidante em 

pacientes diabéticos. Durante a hiperglicemia persistente do DM, ocorre um 

aumento da produção de EROs e da peroxidação lipídica, causando injúria celular e 

danos às membranas celulares, além de complicações vasculares em pacientes 

diabéticos (ESTERBAUER et al., 1991; HALLIWELL, 1997; TIWARI, 2004). Além 

disso, pacientes diabéticos também apresentam um declínio nos mecanismos de 

defesa antioxidante, levando ao dano de organelas celulares e enzimas e resistência 

à insulina (PAWLAK et al., 1998, ZHAO, 2001). O ASc foi capaz de reduzir os níveis 

de TBARS em plaquetas e membrana de eritrócitos, além de provocar um aumento 

nos níveis de grupamentos SH não proteicos em eritrócitos, demonstrando que o 

extrato das folhas de Sc poderia apresentar propriedades antioxidantes, e, desta 

forma, estaria protegendo do estresse oxidativo gerado pela hiperglicemia diabética. 

Em resumo, a partir deste trabalho pode-se demonstrar que o DM está 

associado a uma série de alterações nos sistemas purinérgico e colinérgico, além de 

provocar um desequilíbrio entre a produção de espécies altamente reativas e 

defesas antioxidantes, o que conduz frequentemente a lesão celular e tecidual. É 

importante salientar que os resultados mais significativos obtidos neste estudo se 

referem ao efeito do ASc sobre as enzimas 5’NT, ADA e AChE. Assim, pode-se 

sugerir que o Sc é um composto natural promissor com efeitos significativos no 

metabolismo celular. Portanto, é de grande utilidade, que, em um futuro próximo, 

possam ser desenvolvidos um maior número de investigações clínicas expressivas 

para melhor entendimento das propriedades e mecanismos de ação do Sc, com a 

intenção de ampliar a gama de compostos naturais que podem ser utlizados como 

modelos para novos agentes antidiabéticos. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 
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Podemos concluir que: 

 

 A atividade das enzimas 5’NT e ADA encontram-se aumentadas em 

plaquetas e membranas de eritrócitos de pacientes com DM tipo 2, 

indicando que a sinalização purinérgica pode estar alterada no estado 

diabético; 

 

 O aumento da atividade da enzima AChE em eritrócitos de pacientes 

diabéticos pode estar associado ao processo de estresse oxidativo, 

bem como com a sua participação nos mecanismos inflamatórios; 

 

 A ADA 1 é a isoenzima predominante em plaquetas de pacientes com 

DM tipo 2; 

 

 O aumento nos níveis de TBARS, bem como deficiência em alguns 

sistemas de defesa antioxidante durante a hiperglicemia persistente do 

DM ocorre devido a um aumento da produção de EROs e da 

peroxidação lipídica; 

 

 O ASc provocou redução na atividade das enzimas 5’NT e ADA, 

podendo auxiliar na manutenção dos níveis de adenosina e assim, 

contribuindo para a manutenção da integridade vascular importante no 

estado hiperglicêmico, tendo em vista o papel cardioprotetor exercido 

pela mesma. 

 

  Da mesma forma, o ASc provocou diminuição na atividade da enzima 

AChE nos eritrócitos, podendo levar a um aumento nos níveis de ACh 

e, assim, contribuindo para eventos anti-inflamatórios locais e 

sistêmicos, para o aumento do fluxo sanguíneo e redução de 

complicações vasculares. 

 



 

 

  O Sc é um importante composto natural que pode atuar como potente 

antioxidante, uma vez que foi capaz de provocar redução de alguns 

parâmetros de medida de estresse oxidativo avaliados, além de 

contribuir para melhoria nas defesas antioxidantes;   

 

 Os compostos fenólicos presentes no Sc podem ser os principais 

responsáveis por suas propriedades químicas.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.  PERSPECTIVAS 
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Particularmente, há o interesse em dar continuidade ao estudo aqui 

apresentado, buscando responder questões ainda não avaliadas neste trabalho. 

Através da abordagem da questão da Síndrome Metabólica, temos o 

interesse de avaliar os seguintes pontos: 

 

Em plaquetas, eritrócitos, linfócitos e soro de pacientes portadores de 

Síndrome Metabólica: 

  

 Determinar a atividade das enzimas Adenosina deaminase, Dipeptidil 

Peptidase IV e Hexoquinase; 

 Avaliar parâmetros de estresse oxidativo, como os níveis de espécies reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e níveis de antioxidantes, como a Catalase, 

Superóxido Dismutase e Vitamina C; 

 Avaliar Proteína C reativa, NAG e ceruloplasmina como biomarcadores 

inflamatórios; 

 Avaliar parâmetros bioquímicos rotineiros (glicose, perfil lipídico, uréia, 

creatinina e insulina); 

 Avaliar os níveis de Óxido Nítrico como marcador de disfunção endotelial; 

 Comparar o efeito do extrato das folhas de Syzygium cumini e da rutina, 

constituinte químico do Syzygium cumini, sobre os parâmetros citados acima, 

sob condições in vitro; 
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ANEXO B: Produção bibliográfica obtida durante o período de realização do 

Mestrado:  

 

1)Efeito do Syzygium cumini (L.) Skeels sobre a atividade das enzimas adenosina 

deaminase e 5’ nucleotidase, in vitro, em plaquetas de diabéticos. Jornada 

Acadêmica Integrada, UFSM, 2009 (apresentação oral de trabalho). 

 

2)Efeito do extrato aquoso de Syzygium cumini sobre a atividade da enzima 

adenosina deaminase e dano oxidativo em plaquetas de pacientes diabéticos. XIII 

Congresso Catarinense de Farmacêuticos e Bioquímicos (Farmapolis), 2010 

(apresentação de trabalho na forma de pôster). 

 

3)Efeito do Syzygium cumini (L.) Skeels sobre a atividade das enzimas adenosina 

deaminase e 5' nucleotidase, in vitro, em plaquetas de diabéticos. 24 °Jornada 

Acadêmica Integrada, UFSM, 2010 (apresentação de trabalho na forma de pôster). 

 

4)Artigo publicado na revista Cellular Physiology and Biochemistry (2010): ―Syzygium 

cumini extract decrease Adenosine deaminase, 5 nucleotidase activities and 

oxidative damage in platelets of diabetic patients‖. 

 

5)Artigo submetido à revista European Journal of Pharmacology: ―Erythrocytic 

Enzymes and Antioxidant Status in Patients with Type 2 Diabetes: Ameliorating 

Effect of Syzygium cumini Leaf Extract‖. 

 

6) Artigo publicado: Abdalla, F.H., Belle, L. P., De Bona, K. S., Bittencourt, P. E. R., 

Pigatto, A.S., Moretto, M. B. Allium sativum l. extract prevents methyl mercury- 

induced cytotoxicity in peripheral blood leukocytes (ls). Food and Chemical 

Toxicology. , v.48, p.417 - 421, 2010. 

 

7) Artigo publicado: Pinheiro, F.V., Pimentel, V. C., De Bona, K. S., Scola, G., 

Salvador, M., Funchal, C.S., Moretto, M. B. Decrease of adenosine deaminase 

activity and increase of lipid peroxidation after Metothrexate treatment in rats: 

protective effects of grape seed. Cell Biochemistry and Function. , v.28, p.89 - 94,  
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2010. 

 

8) Artigo publicado: G. R. Thomé, C. M. Mazzanti, M. Ahmed, M. Corrêa, R. M. 

Spanevello, P. A. Maldonado, C. Luchese, D. Cargnelutti, V. M. Morsch, DE BONA, 

K. S., M. M. M. F. Duarte, A. Mazzanti, A. M. Fiorenza, C. W. Nogueira, M. R. C. 

Schetinger. Activity of ectonucleotidases and adenosine deaminase in rats exposed 

to cigarette smoke. Inhalation Toxicology. , 2009. 

 

9) Artigo publicado: Pimentel, V. C., Bellé, L. P., Pinheiro, F.V., De Bona, K. S., 

Moretto, M. B. Adenosine deaminase activity, lipid peroxidation and astrocyte 

responses in the cerebral cortex of rats after neonatal hypoxia ischemia. International 

Journal of Developmental Neuroscience. , 2009. 

 

 

 
 
 


