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O Diabetes mellitus (DM) é uma disfuncao metabdlica de mdltipla etiologia caracterizado por
hiperglicemia cronica resultante da deficiéncia da producdo e/ou acédo da insulina. Esse
estado de hiperglicemia pode provocar uma série de complicacdes cardiovasculares, renais,
neurolégicas e oculares. A adenosina deaminase (ADA), ecto-5 nucleotidase (5'NT) e
acetilcolinesterase (AChE) sdo importantes enzimas responsaveis por regular os niveis de
adenosina (ado) e acetilcolina (ACh), respectivamente, e alteracdes nas suas atividades tém
sido demonstradas em varias doencas, incluindo o DM. O Syzygium cumini € uma das
plantas mais utilizadas no tratamento do DM, apresenta propriedades hipoglicémicas,
antiinflamatorias, antipiréticas e antioxidantes. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito
do extrato aquoso das folhas de Syzygium cumini (ASc), nas concentragbes de 100 e 200
pMg/mL, in vitro, sobre as enzimas 5’NT em plaquetas, ADA em eritrécitos e plaguetas e
AChE em eritrécitos, bem como sobre parametros de estresse oxidativo em amostras de
pacientes diabéticos Tipo 2. Os resultados demonstraram um aumento na atividade das
enzimas ADA e 5NT em plaquetas de diabéticos (n=30) em relacdo ao grupo controle
(n=17), assim como nos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). ASc,
nas concentracfes de 100 e 200 ug/mL foi capaz de reverter estes efeitos. Correlacdes
entre a atividade da 5’'NT e os niveis de triglicerideos, bem como entre a atividade da ADA e
0s niveis de glicose também foram encontradas nesse trabalho. Um aumento na atividade
das enzimas ADA e AChE em eritrocitos de pacientes com Diabetes tipo 2 (n=30) em
relacdo ao grupo controle (n=20), além de alteracdes nos parametros de estresse oxidativo,
como aumento nos niveis de TBARS e reducdo na atividade da enzima Superdxido
Dismutase (SOD) e nos niveis de grupamentos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) nessas
células também foram observados. Igualmente, ASc reduziu a atividade das enzimas ADA e
AChE e a lipoperoxidacédo, e reverteu o efeito dos parametros oxidantes avaliados. Ainda
foram encontradas correlacdes positivas significativas entre os niveis de Vitamina C e
grupamentos sulfidrilicos protéicos (P-SH), glicose plasmética e niveis de P-SH e NP-SH,
niveis de P-SH e atividade da ADA, além de correlacdo negativa entre os niveis de TBARS
e NP-SH. Portanto, é possivel sugerir que o ASc foi capaz de promover uma resposta
compensatoria na fungdo plaquetaria, podendo atuar na manutencdo dos niveis de
adenosina e na vasodilatagdo e, assim, contribuindo para a manutencdo da integridade
vascular importante no estado hiperglicémico, tendo em vista o papel cardioprotetor exercido
pela mesma. Também é possivel que ASc possa modular os niveis de ACh, interferindo no
estresse oxidativo e/ou nos processos inflamatérios provenientes do estado diabético. Ao
mesmo tempo esses resultados corroboram com as ja conhecidas propriedades
antioxidantes de Syzygium cumini, 0 que faz com que esse composto apresente efeitos
significativos no metabolismo celular, bem como na reducdo e prevengdo do risco de
doenca cardiovascular em diabéticos.

Palavras chaves: Acetilcolinesterase; Adenosina deaminase; Diabetes mellitus; Ecto- 5’
Nucleotidase; Estresse Oxidativo; Syzygium cumini;
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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 200ug/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 pug / 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;



LISTA DE ABREVIATURAS

AA- Acido Ascorbico

ASc- Extrato aquoso de Syzygium cumini
ado- Adenosina

AChE- Acetilcolinesterase

ACh- Acetilcolina

ADA-Adenosina desaminase

ADP- Difosfato de adenosina

AIDS- Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
AMP- Monofosfato de adenosina

ATP- Trifosfato de adenosina

Alc- Hemoglobina glicada

BuChE- Butirilcolinesterase

ChAT- Colina acetiltransferase

ChT- Transportador de colina

CAT- Catalase

CMP- 5'- citidina monofosfato

dAdo- 2’ Desoxiadenosina

DM- Diabetes mellitus

DPPIV- Dipeptidil Peptidase IV
Ecto-ADA- Ecto-adenosina desaminase

EHNA- Hidrocloreto de eritro-9-(2-hidréxi-3-nonil) adenina



ERNSs- Espécies Reativas de Nitrogénio
EROs- Espécies Reativas de Oxigénio

GPI- Glicosil fosfatidilinositol

GPx- Glutationa Peroxidase

GSH- Glutationa

H,O,- Perdxido de Hidrogénio

HNO,- Acido Nitroso

IDDM- Diabetes mellitus insulino-dependente
IMP- 5’- inosina monofosfato

LADA- Doencga auto-imune latente em adultos
MAChR- Receptores de Ach muscarinicos
MDA- Malondialdeido

NAChR- Receptores de Ach nicotinicos
NADH- Nicotinamida adenina dinucleotideo
NADPH- Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NO - Oxido Nitrico

NIDDM- Diabetes mellitus n&o insulino-dependente
N20.- Oxido Nitroso

NO; - Nitritos

NOj3 - Nitratos

RBC- red blood cells

‘RO’ - Peroxila

SAH- S adenosilhomocisteina

SH- grupos sulfidril



Sc — Syzygium cumini

SNC- Sistema Nervoso Central

SNP- Sistema Nervoso Periférico

SOD - Superoxido Dismutase

TBARS- Espécies Reativas ao acido tiobarbitirico
TOTG- Teste oral de tolerancia a glicose

‘0, - Superoxido

‘OH’" - Hidroxila

UMP- 5’- uridina monofosfato

VAChHT- Transportador de acetilcolina vesicular

5’NT- Ecto- 5’ Nucleotidase



LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1- Vias de produgédo, metabolismo e transporte de adenosina ..................... 34
Figura 2 - A) Estrutura da ecto-5’ Nucleotidase ancorada @ membrana;

B) Estrutura cristalina da enzima ecto-5" Nucleotidase ...............cccccceeo... 35
Figura 3 - A) Estrutura da ADA;

B) estrutura tridimensional da enzima, com o sitio ativo no centro da
estrutura, e as cadeias laterais polares e ndo polares representadas em rosa e
amarelo, reSPECHVAMENTE .........cooiiiiiiiiiieei e et e e e e e e e e e e eeeeeeeennees 37

Figura 4 - Reac0es catalizadas pela ADA, tendo como substrato a adenosina (ado)
e a 2’-desoxiadenosina (d-ad0) .........uuuuiiiiiiiiii e 38

Figura 5 - Producéo e circulagdo da ACh como um dos principais moduladores
VASCUIBIES. ... .ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e et er e e e e e aeeeesanns 41

Figura 6 - A) Estrutura da enzima AChE;

B) Isoformas da enzima ACKE............oouiiiiiiiiiii e 42
Figura 7 - Célula sofrendo acao pelos radicaiS liVIES ........cccceeviiiiieieieieeieeeiiieeiiiiiens 45
Figura 8 - Balanco entre producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e os
diferentes tipos de sequestradores de radicais liVIeS ..........coovvvvvvveviiiiiiieeee e, 45
Figura 9 - Mecanismo enzimatico antioxXidante ................ouuveuvveeiiiiiineeene e eeveeeeeeeenns 47
Figura 10 - Estrutura quimica da vitamina C...........ccooeeiiiieiiiiiiiieeeeee e 49
Figura 11 - Autoxidacdo de monossacarideos redutoresS........cooeveeeeeeeeeeeeevevivvennnnnnnns 51
Figura 12 - Processo de glicacdo NA0 eNZIMALICA ..........ceeevvvuuruniiiiiiiiieeeeeeeeeeereinnnnnns 52
Figura 13 - Via do poliois ativada na hiperglicemia e espécies reativas................... 53
Figura 14 - Representacdo de uma célula plaguetaria ............ccccovvvvvviviiiieneen e, 55

Figura 15 - Syzygium cumini (L.) Skeels (Scc) (sin. Eugenia jambolana Lam.
Syzygium jambolanum DC)...........uuuuiiiiiiiie e ———— 59



ARTIGO

Figura 1 - A. HPLC fingerprint of the Syzygium cumini aqueous leaves extract
showing typical patterns of gallic acid (1), kaempferol(2), chlorogenic acid (3) and
rutin (4) in the 257 nm.

B. Molecular structures of compounds found inthe ASC....................... 67

Figura 2 - In vitro exposure of platelets obtained from diabetics and control patients
t0 ASC ON &'NT ACHVItY. ..ot 68

Figura 3 - A. Effect of ASc on ADA activity in platelets obtained from diabetics and
control patients in vitro.

B. Effect of in vitro exposure of platelets obtained from type 2 DM
patients to ASc and 100 UM EHNA on ADA activity.

Figura 4 - Effect of in vitro exposure of platelets obtained from type 2 DM and
control patients to ASc on TBARS leVelS. ..o 69

Figura 5 - A. Association between platelets 5’NT activities and triglycerides levels.
B. Association between platelets ADA activies and glucose
LBV LS. o 69

MANUSCRITO

Figura 1 — Molecular structures of compounds found in the Syzygium cumini
AQUEOUS leaf EXIrACT. .. .uei e 96

Figura 2 - Effect of ASc on ADA activity in ghosts obtained from diabetics and control
O[T a1 3 T Y 1 o T PP 97

Figura 3 - In vitro exposure of erythrocytes obtained from diabetics and control
patients to ASC 0N ACHhE aCtiVItY..........ccoiiiiiiii e 97

Figura 4 - Effect of in vitro exposure of ghosts obtained from type 2 DM and control
patients to ASC 0N TBARS [EVEIS. ..., 98

Figura 5- Effect of exposure of erythrocytes to ASc on NP-SH levels from type 2 DM
and control patients, IN VItrO...........oiiii e 98



LISTA DE TABELAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 1: Antidiabéticos orais disponiveis comercialmente no Brasil....................... 32

ARTIGO

Table 1. Biochemical and hematological parameters of the experimental groups....67

Table 2. Levels of antioxidants enzymes in platelets of different study groups........ 69
MANUSCRITO

Table 1. Clinical characteristics of the experimental groups............ccocvevviiineinnn.e. 94
Table 2. Levels of antioxidants in control group and patients with type 2 DM......... 95

Table 3. Correlations between biochemical estimations in the Type 2 DM group....96



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A — Comprovante de submissdo do artigo a revista European Journal of

PRArmMaCOIOgY ... ..ccoii e e e e e e e e 131

ANEXO B — Produgao bibliografiCa ...........ueviiiiiiiiiiiiieciee e 132



SUMARIO

DEDICATORIA ...ttt ettt ettt e teete e nsene s 04
AGRADECIMENTOS ...ttt n ettt ses e en e st en st 05
RESUMO.......coiieieeeeeeeeeetee et tee ettt en et en ettt et ee s ettt et s e an et ee s et e s en s s aens 07
F =13 127X OO 08
LISTA DE ABREVIATURAS. ......ooiviiiietieeeiee ettt s eeesess e eees st en st eaennen e 09
LISTA DE FIGURAS. ..ottt ettt n e n et nn s e, 12
LISTA DE TABELAS. ..ottt ee et en et n e en et n st eneeenen s 14
LISTA DE ANEXOS.......ociiuieieeieeeeeeeeeeeee et ae s e st ene st n s, 15
APRESENTAGAO . ...ttt enene s 18
(I N 270 510 07.Y @ T 20

2. OBJETIVOS

2.1 ODJELIVO GEIAL.. ..ot e e e e e 23
2.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS . iiiiiii i ittt e e e e e e e e e e e aaanees 23
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Diabetes MellitUsS. ..o 26
I I 111 (o ] o PP PP PP 26
3.1.2 Conceito € fiSIoPatolOgia..........ueevurrriiiiiie e 27
G 00 G B =1 o] T (=T 010 ] (o o | - VR 28
3.1.4 ClaSSIfICAGAD. ......cceieeeeeeiee i e e e e e e e e e et e e e e aaaaaae s 28
G300 3N D - Vo [ 0 1 1 [ o J P 30
3.1.6 Controle e tratamento dO DM...........ccooiiiiiiiiiiiee e e 31
3.2 SiStEMA PUINEIQICO....cciiiiiiiieiiiiice e et s e e e e e e e e e e e e eeaaeeaaaaaans 32
3.2.1 AUBNOSING. ... ettt ettt e e e e et e e e e e e e e e e eas 33
3.2.2 Enzimas que degradam nucleotideos e nucleosideos de adenina................... 34
3.2.2.1 ECtO-5" NUCIEOHAASE. ... ...t 34
3.2.2.2 ADENOSINA HESAMINGSE. .....cciiuiiiiiieeeeitiee et e e e e ettt e e e e re e e e e e e e e e sanneaee 36
3.2.2.3 1S0fOrmMAaS da ADA..... ..t 38

R 000 ] 11 1o1o] (=] = 1= TR 40



3.3, ACEUICOINESIEIASE. ...cn et 42

3.4 RAAICAIS LIVIES ...ttt e e et e e e e e e e 44
3.5 Estresse oxidativo e sistemas de defesa antioxidantes...........cccccuvvvvveeeeeennnn. 46
3.5.1 Defesas antioXidantes eNZIMALICAS. ...........eeeieieeiiit i 47
3.5.2 Defesas antioxidantes N0 ENZIMALICAS. .......ccceeiiuiiiiiiiin e 48
3.6 PeroXidagao lIPIdiCa. . .cuuee it et 50
3.7 Estresse oxidativo e Diabetes mellitus............uueviiiiii, 51
S o - To [ U T= = TSP PP PO PPPPPPPP 53
G 1 o 1o 1 (o 1= PRSP 55
3.10 Plantas medicinais e Diabetes mellitusS. ..o 56
3.10.1 Syzygium cumini (L.) SKEEIS.........uuiiiiiiiiiiiiiii e 57
4. METODOS E RESULTADOS...... oottt ettt 61
N 4 o o OO P PP 63
AV =T 10 ] of o | o TP PP 75
5. DISCUSSAOD. ...ttt ettt se ettt 101
B. CONCLUSOES.......coooeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee ettt e ste st eae e eaeeaeeens 104
7. PERSPE CT IV A S . e e 107
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....coeoeeeeeeeeeeete e 109

ANEXOS ... 131



APRESENTACAO

Esta dissertacdo foi escrita sob a forma de artigo publicado e manuscrito
submetido a publicacdo. As sec¢des Materiais e Métodos, Resultados, Discussédo dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se nos proprios artigo e
manuscrito e representam na integra este estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSAO, dispostos apds o artigo e o
manuscrito, contém interpretacdes e comentarios gerais referentes ao presente
estudo.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS sdo relacionadas as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO
desta dissertacao.

Os artigo e 0 manuscrito estdo estruturados de acordo com as normas das

revistas cientificas na qual foram submetidos:

Artigo publicado: Cellular Physiology and Biochemistry

Manuscrito: European Journal of Pharmacology



1. INTRODUCAO



Introducgéo 20

Diabetes mellitus (DM) € uma sindrome caracterizada por hiperglicemia, que
altera o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (KISS et al., 2006), além
de provocar uma série de complicacdes cardiovasculares, renais, neurolégicas e
oculares (MAHDI et al., 2003). DM est4 situada entre as dez principais causas de
morte nos paises ocidentais e, apesar dos progressos em seu controle clinico, ainda
ndo foi possivel controlar de fato as suas consequéncias letais (NORTHAM et al.,
2006).

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante enddgena
(TANIYAMA & GRIENDLING, 2003), e tem sido implicado em varias doencas, dentre
elas o DM (HALLIWELL, 1997). Modelos experimentais de estresse oxidativo
demonstram aumento da fragilidade osmoética de eritrocitos (BATNA & FUCHS,
1997; KONDO et al., 1997; FERNANDEZ & FINK, 2000), e, consequentemente, a
ocorréncia de uma cascata de eventos que leva a oxidagéo de lipidios e proteinas
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000). Além disso, a morfologia e a funcao das
plaquetas também podem estar alteradas em pacientes com DM (STRATMANN &
TSCHOEPE, 2005), e varios estudos demonstram um aumento da reatividade
plaquetaria nestes pacientes (ROSOVE et al.,, 1984; SOBOL & WATALA, 2000;
CARR, 2001).

Os nucleotideos de adenina, ATP (trifosfato de adenosina) e ADP (difosfato
de adenosina), e o nucleosideo correspondente adenosina (ado), representam uma
importante classe de moléculas extracelulares que, ao interagirem com receptores
especificos, sinalizam vias que sdo 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 hidrélise de AMP (monofosfato de adenosina; produzido a
partir da hidrdlise de ATP e ADP) a adenosina (ZIMMERMANN, 1996; COLGAN et
al.,, 2006). A Adenosina desaminase (EC 3.5.4.4, ADA) catalisa a hidrélise de
adenosina para inosina, e esta localizada no citosol e na membrana celular (IWAKI-
EGAWA et al., 2004; IBIS et al., 2007). Dados recentes tém demonstrado alteracdes
na atividade das enzimas 5’NT e ADA em pacientes hiperglicémicos 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 sinalizacao purinérgica pode estar alterada
no estado diabético.

A acetilcolinesterase (AChE) € uma importante enzima regulatéria capaz de
provocar a rapida hidrélise e inativacéo da acetilcolina (ACh) (GRISARU et al., 1999;
SOREQ & SEIDMAN, 2001), e alteragGes na sua atividade tém sido relacionadas a
patologias como o DM (SANCHEZ-CHAVEZ & SALCEDA, 2000; KUHAD et al.,
2008). A ACh provoca vasodilatagdo em artérias coronarias normais (COX et al.,
1989), além de facilitar a liberagdo de insulina em um modo dependente de glicose
(GILON & HENQUIN, 2001).

O Syzygium cumini (L.) Skeels (Sc) € uma das plantas mais utilizadas no
tratamento do DM. E uma arvore originaria da india, pertencente a familia Mirtaceae,
vulgarmente conhecido no Brasil como Jamboldo (MAZZANTI et al.,, 2004). O Sc
apresenta propriedades hipoglicemiantes, antiinflamatérias, 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
eritrocitos de pacientes com DM tipo 2, in vitro, ainda sao pouco documentados na
literatura. Nesse contexto, considerando que o DM pode desencadear alteracdes
nas principais enzimas envolvidas no metabolismo da adenosina, bem como na
AChE e no perfil oxidativo, € de grande interesse clinico e cientifico verificar o efeito

do Sc sobre estes parametros em pacientes diagnosticados como diabéticos Tipo 2.



2. OBJETIVOS
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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 determinacéo da atividade das
enzimas 5’NT, ADA e AChE, e sobre parametros de estresse oxidativo, in vitro, em
amostras de pacientes portadores de Diabetes mellitus tipo 2.

2.2 Objetivos especificos

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-hidroéxi-3-nonil) adenina (EHNA), um potente inibidor da ADAL.

Determinar o nivel de peroxidacao lipidica, através da medida de espécies

reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).

Determinar a atividade das enzimas do sistema antioxidante endogeno, tais

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

Avaliar a acdo do extrato aquoso das folhas de Syzygium cumini sobre a
atividade das enzimas 5’NT e ADA, e sobre os niveis de espécies reativas ao

acido tiobarbiturico, in vitro.
Em amostras de eritrocitos:
e Determinar a atividade das enzimas ADA e AChE.

e Determinar o nivel de peroxidacao lipidica, através da medida de espécies

reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).



Objetivos 24

e Determinar a atividade das enzimas do sistema antioxidante enddgeno, tais
como CAT e SOD.

e Determinar os niveis sanguineos de antioxidantes ndo enzimaticos como o
SH (grupo sulfidril) proteico e néo proteico.

e Avaliar o efeito do extrato aquoso das folhas de Syzygium cumini sobre a
atividade das enzimas ADA e AChE, e sobre os niveis de espécies reativas
ao &cido tiobarbiturico e niveis de SH né&o proteico, in vitro.

Em amostras de plasma:

e Determinar os niveis sanguineos de antioxidantes ndo enzimaticos como o
SH (grupo sulfidril) proteico e Vitamina C.

e Verificar possiveis correlagcbes entre as variaveis, a partir dos resultados
obtidos.
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3.1 Diabetes mellitus

3.1.1 Histérico

O conhecimento do DM ja data de varios séculos. Por volta do século XV
antes de Cristo, ja se descreviam sintomas que pareciam corresponder ao diabetes.
Foi o médico Areteu da Capadocia quem, no século Il da era cristd, deu a esta
afeccdo o nome de diabetes, que em grego significa sifédo, referindo-se ao simbolo
mais chamativo que € a eliminacdo exagerada de agua pelos rins, expressando que
a agua entrava e saia do organismo do diabético sem fixar-se nele. Apés um longo
intervalo foi Thomas Willis quem, em 1679, fez uma descricdo magistral do diabetes,
ficando desde entdo reconhecida por sua sintomatologia como entidade clinica. Foi
ele quem, referindo-se ao sabor doce daurina, lhe deu o nome de diabetes
mellitus (sabor de mel) (DINSMOOR, 1996).

Em 1775, Dopson identificou a presenca de glicose na wurina. Os
primeirostrabalhos experimentais relacionados com o] metabolismo
dos glicidios foram realizados por Claude Bernard, o qual descobriu, em 1848,
o glicogénio hepético e provocou a apari¢cao de glicose na urina excitando os centros
bulbares. Na metade do século XIX, o grande clinico francés Bouchardat assinalou a
importancia da obesidade e da vida sedentaria na origem do diabetes e tracou as
normas para o tratamento dietético, baseando-se na restricdo dos glicidios e no
baixo valor calérico da dieta (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2009).

A busca do suposto horménio produzido pelas ilhotas de Langerhans, células
do pancreas 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 hipoglicEmico (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 biolégico para o estudo do diabetes e do metabolismo dos glicidios.
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3.1.2 Conceito e fisiopatologia

O DM é uma desordem metabdlica de etiologia multipla, decorrente da
diminuicdo da secrecao de insulina e/ou da perda da capacidade desse horménio de
exercer adequadamente seus efeitos. A resisténcia a insulina ou a falta absoluta da
mesma, resulta no comprometimento do controle metabdlico da glicemia,
culminando com um quadro de hiperglicemia que é considerado o fator de risco
classico para o desenvolvimento das chamadas complicacdes do diabetes (TIWARI
& RAO, 2002).

O DM é uma condicdo na qual o organismo perdeu, parcialmente, o poder de
“‘queimar” os acgucares fornecidos pelos alimentos ingeridos. Como resultado, o
acucar que nao é queimado acumula-se no sangue e nao se transforma em energia
(BENNETT, 1983; LIENHARD et al., 1992). O excesso de acucar ndo queimado no
sangue, com a consequente falta de producdo de energia, dara origem aos sintomas
classicos do diabetes, tais como sede e fome excessivas, fraqueza muscular, perda
de peso e elevacdo do nivel de glicose no sangue, 0 que resulta na excrecdo da
glicose pela urina (SHOELSON, 1995; BERNE & GENUTH, 2000; GODOY, 2000;
SAID et al.,, 2002). No entanto, a auséncia dos mesmos € comum em muitos
pacientes e ndo descarta a possibilidade de que exista um grau de hiperglicemia
suficiente para causar alteracdes funcionais ou patologicas antes que o diagndstico
seja estabelecido (ATKINSON & EISENBARTH, 2001).

A hiperglicemia crbnica do Diabetes esta associada a um lento e progressivo
dano a varios 6rgdos e tecidos, especialmente olhos, rins, coracdo, vasos
sanguineos, nervos periféricos e cérebro (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2009), o que pode acarretar complicacbes que compreendem a nefropatia,
retinopatia, neuropatia periférica e amputacdes. Além disso, pacientes diabéticos
apresentam elevado risco de doenca vascular aterosclerética, como as doencas
coronariana, arterial periférica e vascular cerebral, sendo estas consideradas as
principais causas da reducdo 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 saude publica,
alcancando expressiva importancia em virtude das suas repercussdes sociais e
econdmicas, 0 que se traduz tanto por mortes prematuras e incapacidade para o
trabalho, quanto por custos associados ao seu controle ou ao tratamento de suas
complicagles, principalmente as de natureza ocular, renal e vascular (BRASIL,
1993; BARCELO et al., 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o numero de diabéticos no
mundo € de 180 milhdes, com projecdo de aumentar para 380 milhdes
no ano de 2025 (WILD et al., 2004; LEBECHE et al., 2008), sendo que cerca de dois
tercos desses individuos com DM vivem nos paises em desenvolvimento, onde a
epidemia tem maior intensidade (WILD et al., 2004). No Brasil existem
aproximadamente 11 milhdes de diabéticos correspondendo a cerca de 7,6% da
populacdo adulta entre 30 e 69 anos e 0,3% das gestantes, sendo que
aproximadamente 50 % destes pacientes desconhecem o diagndéstico (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

No Brasil, 0 DM é a sexta causa mais frequente de internacdo hospitalar e
representa aproxidamente 40% dos pacientes que internam em Unidades
Coronarianas Intensivas e 46% dos pacientes que ingressam em tratamento de
didlise, além de ser responsavel por 9% da mortalidade mundial total. Além disso, o
DM é considerado a principal causa de amputacdes de membros inferiores e de
cegueira adquirida devido a problemas de microvascularizacdo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

3.1.4 Classificacao

A classificacdo atual do DM toma como referéncia a etiologia dos disturbios

glicémicos, definidos de acordo com defeitos ou processos especificos, sendo que a
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grande maioria dos pacientes diabéticos pertence a uma das duas classes
etiopatogénicas: 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 (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2007).

O DM tipo 1, que antigamente fora denominado de DM insulino dependente
(IDDM), € caracterizado por uma severa ou total destruicdo auto-imune das células
B pancredticas que eventualmente leva ao estagio de deficiéncia absoluta de
insulina (CNOP et al., 2005). Fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos séo
considerados os principais responsaveis pela génese do processo de destruicao das
células B do pancreas e, consequentemente, pela manifestagcdo da doenca. O trago
clinico mais relevante € a tendéncia a hiperglicemia grave e cetoacidose. Em geral,
o inicio é abrupto, acometendo, principalmente, criancas e adolescentes sem
excesso de peso (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O DM tipo 2, antigamente denominado de DM n&o-insulinodependente
(NIDDM), é uma alteracdo metabdlica, caracterizada por disturbios da acdo e
secrecdo da insulina, com predominio de um ou outro componente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999). O problema esta na incapacidade de absorcao
das células musculares e adiposas, que, por muitas razdes, nao conseguem
metabolizar a glicose suficiente da corrente sanguinea, caracterizando uma
anomalia chamada de "resisténcia insulinica” (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2009).

A idade de inicio do DM tipo 2 é variavel, sendo mais frequente apos os 40
anos de idade, com pico de incidéncia ao redor dos 60 anos. Caracteriza-se em
geral, por um prolongado periodo assintomatico na maioria das populacoes, e a
suspeita clinica se caracteriza por hiperglicemia de jejum e pelo aparecimento de
alguns sintomas como sede excessiva, cansaco, polilria e prurido. Apresenta
elevado componente hereditario, além de fatores genéticos, ambientais e quadros
de obesidade, que contribuem para o surgimento do DM tipo 2 e, como
consequéncia os pacientes podem desenvolver complicacdes nos sistemas micro e

macrovascular (VERICEL et al., 2004). A cetoacidose é rara e, quando presente, é
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acompanhada de infeccdo ou estresse muito grave. Pacientes com DM tipo 2 tém
uma prevaléncia aumentada de anormalidades lipidicas que contribuem para taxas
mais elevadas de doencga arterial coronariana, e o infarto agudo do miocéardio (IAM)
e 0 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 tolerancia diminuida aos carboidratos, em graus
variados de intensidade, diagnosticado pela primeira vez durante a gestacao,
podendo ou nao persistir apés o parto (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).
Ainda existem alguns tipos especificos, menos frequentes, que podem surgir de
forma secundaria a algum fator que cause destruicdo das ilhotas pancreéticas, como
defeitos genéticos da fungcdo das células B e na agédo da insulina, doengas do
pancreas exocrino, endocrinopatias, infeccdes e efeito colateral de medicamentos e
produtos quimicos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007).

3.1.5 Diagndstico

Algumas vezes o diagnostico do DM é feito a partir de complicagcfes cronicas
como neuropatia, retinopatia ou doenca cardiovascular aterosclerética (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006), porém, os testes diagnosticos mais comumente utilizados para
suspeita de Diabetes ou regulacdo glicémica alterada baseiam-se na glicose
plasmatica de jejum (8 horas), nos pontos de jejum e de 2h apés sobrecarga oral de
759 de glicose (teste oral de tolerancia a glicose — TOTG) e na medida da glicose
plasmatica 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, sdo considerados com glicemia normal, com glicemia de
jejum entre 100 e 125 mg/dL e TOTG entre 140 e 199 mg/dL, sdo caracterizados
como pré-diabéticos ou intolerantes a glicose , sendo considerado diabético todo
individuo 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 prética clinica, a avaliagdo do controle glicémico é feita através da
utiizagdo de dois recursos laboratoriais: os testes de glicemia e os testes de
hemoglobina glicada (Alc), cada um com seu significado clinico especifico. Os
testes de glicemia refletem o nivel glicémico atual e instantdneo no momento exato
do teste, enquanto os testes de AL1C refletem a glicemia média pregressa dos
ultimos dois a quatro meses. Os testes de glicemia podem ser realizados por
técnicas laboratoriais tradicionais em laboratorios clinicos ou, entdo, através da
pratica da automonitorizacdo domiciliar, que, quando realizada de forma racional,
pode proporcionar uma visédo bastante realista do nivel do controle glicémico durante
todo o dia (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2008).

Estudos clinicos, realizados em grandes centros foram capazes de
demonstrar que a manutengdo de Alc em valores 0o mais proximo possivel do
normal ou abaixo de 7% foi acompanhada de reducéo significativa do surgimento e
da progressao das complicagcdes micro e macro-vasculares, tanto em pessoas com
diabetes do tipo 1, quanto do tipo 2 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2009).

Com frequéncia é indicada a prescricdo de antidiabéticos orais (tabela 1) para
pacientes com DM Tipo 2. A escolha deve levar em consideracdo aspectos
individuais do paciente, como idade, peso, niveis da glicose sanguinea (jejum e pos-
prandial) e aspectos clinicos indicativos de resisténcia ou deficiéncia insulinica como
mecanismo fisiopatolégico predominante (DEFRONZO, 1999). Se a glicemia de
jejum estiver muito alta (acima de 270 mg/dL) e ou na presenca de infeccéo,
provavelmente o paciente necessitara de um tratamento com insulina. Isso podera
ser necessario por curto periodo de tempo, até atingir niveis de glicemia que possam
ser controlados com os hipoglicemiantes orais, ou com o tratamento definitivo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Além do uso de antidiabéticos orais, recomendam-
se mudancas no estilo de vida, como alimentacdo saudavel, reducdo de peso,

atividade fisica regular e abandono de vicios (fumo, alcool, entre outros).
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Classes de antidiabéticos orais disponiveis comercialmente no Brasil

Classes de drogas Agente Principal Acao

Sulfanilureias Primeira geragao Secretagogo beta-pancreatico de
Clorpropamida acao lenta

Segunda geracao
Glibenclamida
Gliclazida
Glipizida
Glimepirida

Glitinidas Repaglinida Secretagogos heta-pancreaticos de acao
Nateglinida rapida

Biguanidas Metformina Diminui a produgao hepatica de glicose e
aumenta a sensibilidade a insulina

Tiazolenedionas Rosiglitazona Aumentam a sensibilidade a insulina e
Pioglitazona diminuem a producao hepatica de glicose

Inibidores da alfa-glicosidase Acarbose Retarda a absorcao intestinal de
carboidratos

Tabela 1: Antidiabéticos orais disponiveis comercialmente no Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2004).

3.2 Sistema purinérgico

O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalizacdo
importante em diversos tecidos, sendo considerado um sistema primitivo envolvido
em muitos mecanismos neuronais e ndo neuronais e em eventos de curta e longa
duracdo, incluindo resposta imune, inflamacdo, dor, agregacdo plaquetaria,
vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacédo e morte celular (BURNSTOCK &
KNIGHT, 2004). A sinalizacdo purinérgica envolve trés principais componentes: 1)
os nucleotideos de adenina, 2) os receptores através dos quais eles exercem seus
efeitos e 3) as ectoenzimas, responsaveis pelo controle dos niveis destas moléculas
no meio extracelular (ATKINSON et al., 2006). Os nucleotideos extracelulares de
adenina, ATP e ADP, e o nucleosideo adenosina sdo considerados, atualmente

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

3.2.1 Adenosina

A adenosina € um importante nucleosideo componente do sistema
purinérgico. Esta presente em todos os tecidos de vertebrados, onde atua
modulando os diversos processos fisioldgicos. No tecido cardiaco, a adenosina
produz vasodilatacdo e diminuicdo da pressdo cardiaca (SATO et al., 2005). Em
outros sistemas apresenta diversas fungbes como modulacdo da liberacdo de
neurotransmissores (CUNHA, 2001) e de citocinas, inibicdo da lipdlise, inducdo de
broncoconstricdo (BOUMA et al., 1997; VAN DER GRAAF et al., 1999; FAN et al.,
2003), além de exercer importante papel na modulacdo da acdo da insulina no
metabolismo da glicose em diferentes tecidos (RUTKIEWICZ & GORSKI, 1990).
Outro aspecto que exemplifica o papel neuroprotetor da adenosina € o seu efeito na
ativacdo das enzimas do sistema antioxidante como a catalase, superoxido
dismutase e glutationa peroxidase (GPx) (MAGGIRWAR et al., 1994).

A adenosina extracelular e os derivados da adenina s&o moduladores do
tbnus vascular e da funcao plaquetaria (COADE & PEARSON, 1989). A adenosina
também apresenta uma acéo cardioprotetora em episodios de isquemia/reperfusédo,
como também na insuficiéncia cardiaca, atenuando a liberacdo de catecolaminas,
aumentando o fluxo sanguineo coronario e inibindo a ativacdo de plaquetas e
leucocitos (KINUGAWA et al., 2006).

A adenosina é produzida por diferentes vias e sua sintese ocorre tanto no
meio intracelular quanto no meio extracelular. No meio intracelular, a sua producéo
pode ocorrer a partir de 5°-AMP que, através da enzima 5'NT, € convertida em
adenosina, sendo esta metabolizada em inosina pela enzima ADA (LATINI &
PEDATA, 2001). Uma segunda via de sintese ocorre a partir da hidrélise de
Sadenosilhomocisteina (SAH) pela S-adenosilhomocisteina hidrolase, entretanto,
nao € uma via de grande importancia, 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 acdo da enzima ecto-Adenosina desaminase (ecto-ADA) (LATINI &
PEDATA, 2001).
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Figura 1: Vias de producédo, metabolismo e transporte de adenosina (Disponivel em :
www. bioscience. org).

3.2.2 Enzimas que degradam nucleotideos e nucleosideos de adenina:

3.2.2.1 Ecto-5’ Nucleotidase

A ecto-5" Nucleotidase (E.C. 3.1.3.5, CD73, 5’NT) € uma glicoproteina ligada
a membrana via um glicosil fosfatidilinositol (GPI) com seu sitio catalitico voltado
para 0 meio extracelular (Figuras 2A e 2B), que catalisa a desfosforilacdo de varios
nucleotideos ecto-5- monofosfatados como CMP, IMP, UMP, GMP e AMP a seus
respectivos nucleosideos (ZIMMERMANN, 1996). No entanto, foi demonstrado que
a 5'NT hidrolisa mais eficientemente o AMP, sendo por isto considerada a principal
enzima responsavel pela formacéo de adenosina (ZIMMERMANN, 1996). Ocorre na
forma de dimero e seu peso molecular esta na faixa de 62 a 74 Kd (ZIMMERMANN,
2001; HUNSUCKER et al., 2005).

Essa enzima € encontrada em bactérias, animais e plantas (ZIMMERMANN,
1992), estando presente em iniUmeros tecidos como o renal, o nervoso, o hepatico, 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 localizagéao subcelular, sendo 5 deles localizadas no citosol, um
na matriz mitocondrial e um anexada a membrana plasmatica externa
(HUNSUCKER et al., 2005).

Ecto-5"- A
Nucleotidase

NH.

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

As fungdes da 5’'NT correlacionam-se diretamente ao seu papel na producéo
de adenosina. Assim, de acordo com a sua localizacéo tecidual, ela desempenha
importantes fun¢cdes como, por exemplo, o controle da agregacao plaquetaria, a
regulacdo do ténus vascular, além de atuar na neuromodulacdo e neuroprotecédo do
sistema nervoso (ZIMMERMANN et al.,, 1998; KAWASHIMA et al., 2000;
DUNWIDDIE & MASINO, 2001).

Alguns estudos relacionam alteragcbes da atividade da 5’NT a situagdes
patolégicas como isquemia (SCHETINGER et al., 1994; FRASSETO et al., 2000), e
mais recentemente alteracdes 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 cardiacas de ratos
diabéticos (PODGORSKA et al., 2006) e em linfocitos de pacientes diabéticos tipo 2
guando comparados ao grupo controle (STEFANOVIC et al., 2006).
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3.2.2.2 Adenosina desaminase

A Adenosina desaminase (ADA, adenosina aminohidrolase, EC 3.5.4.4)
(Figura 3) € uma enzima polimérfica da rota metabdlica das purinas (VAN DER
WEYDEN & KELLEY, 1976; DADONNA & KELLEY,1977), que est4 presente
principalmente no citoplasma das células, mas aparece também na superficie celular
como ecto-enzima (ecto-ADA), sendo assim objeto de consideravel interesse devido
ao seu papel na manutencdo dos niveis de ado intra e extracelulares (FRANCO et
al., 1997).

A ADA catalisa irreversivelmente a clivagem hidrolitica da adenosina a inosina
e 2'-desoxiadenosina (dado) em 2'-desoxinosina (Figura 4) (IWAKI-EGAWA et al.,
2004; IBIS et al.,, 2007; POSPISILOVA & FREBORT, 2007). Esta presente em
plantas, bactérias (LUPIDI et al.,, 1992), invertebrados (AIKAWA et al., 1977),
vertebrados (MA & FISHER, 1968), mamiferos (LUPIDI et al., 1992), e humanos
(DADDONA, 1981), onde encontra-se distribuida em todo o organismo e age como
sinal extracelular mediando um grande numero de respostas via interacdo com seus
receptores de membrana (RODWELL, 1998).

A ADA possui um importante papel biologico no metabolismo dos
nucleotideos puricos, € essencial para a proliferacdo e diferenciacdo de células
linféides, particularmente células T, e maturacdo de mondcitos (BOTA et al., 2001).
A deficiéncia congénita de ADA causa Imunodeficiéncia Severa Combinada, que é
caracterizada pela auséncia de linfocitos B e T funcionais (HIRSCHORN, 1990) e,
também, pela auséncia da isoforma 1 da ADA em linfécitos, mas sem nenhum efeito
na isoforma 2 (UNGERER et al.,1992).

Por outro lado, um aumento na atividade da enzima em diferentes fluidos
biologicos (liquidos pleural, pericardico, peritoneal, intra-articular e fluidos
cerebroespinhais) tem sido utilizado para diagnostico de tuberculose (BAGANHA et
al., 1990; DA CUNHA, 1991), peritonite infecciosa, mononucleose infecciosa, febre
tifoide, sinusite, meningite e AIDS (Sindrome de Imunodeficiéncia 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 laboratério, observamos um aumento da
atividade da ADA em soro e eritrocitos hiperglicémicos (BOPP et al., 2009) e em
plaguetas de pacientes diabéticos (DE BONA et al., 2010), reduzindo assim o0s
niveis de adenosina. Por outro lado, outros estudos relataram que nao houve
diferenca significativa na atividade da ADA em células cardiacas de ratos diabéticos,
(PODGORSKA et al., 2006).

Figura 3 - A) Estrutura da ADA. B) estrutura tridimensional da enzima, com o sitio ativo no centro
da estrutura, e as cadeias laterais polares e ndo polares representadas em rosa e amarelo,
respectivamente (FRANCO et al., 1998).
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Figura 4 - Reag0es 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 trés formas moleculares: ADA1
(forma pequena), a qual € um monbmero com massa molecular de
aproximadamente 35 KDa, a ADAL1 + CP (forma grande), com massa molecular de
aproximadamente 280 KDa a qual é formada por duas moléculas de ADAl
combinadas por uma proteina de ligacdo (CP) (ecto-ADA) e a ADA2 codificada por
um gene separado de posicdo ainda desconhecida, e com massa molecular de
aproximadamente 100 kDa (HIRSHHORN & RATECH, 1980). Estudos recentes
reportam que as isoformas da ADA apresentam caracteristicas cinéticas distintas, o
gue faz com que desempenhem funcdes diferentes no organismo (SHAROYAN et
al., 2006).
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A isoenzima ADALl é encontrada em todas as células, especialmente em
linfécitos e mondcitos (VAN DER WEYDEN & KELLEY, 1976). Nos eritrocitos,
encontra-se somente a forma menor da isoenzima ADAL, e nos tecidos como figado,
rns e intestino encontram-se ambas as isoformas da enzima, ADAl1 e a ADA2
(IWAKI-EGAWA et al., 2004). Pesquisas realizadas a partir do nosso grupo de
estudos demonstraram predominio da isoenzima ADAl1 em eritrocitos
hiperglicémicos (BOPP et al., 2009) e em plaquetas de pacientes com DM tipo 2 (DE
BONA et al., 2010).

ADA2 esta presente principalmente em mondcitos, macrofagos
(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 funcéo da
ADAZ2 plasmatica ainda ndo estdo completamente esclarecidas (KOBAYASHI et al.,
1993). Dados recentes tém sugerido que ela pode ser secretada por monocitos
ativados em processos inflamatorios (IWAKI-EGAWA et al., 2006 ).

Defeitos genéticos no metabolismo das purinas em humanos resultam em
sérias desordens metabdlicas (BLACKBURN et al., 1998). Aumento nos niveis, tanto
de ADAl quanto de ADA2 no soro/ plasma tem sido utilizado como marcador
bioquimico para doencas infecciosas (GALANTI et al.,, 1981; GAKIS et al., 1989;
CORRAL et al., 2004).

A ecto-ADA (ADA1 + CP) é responsavel por controlar os niveis de adenosina
extracelulares (FRANCO et al., 1997). Evidéncias demonstram que esta proteina de
ligacdo é uma glicoproteina multifuncional do tipo IlI, conhecida como CD26 ou
Dipeptidil Peptidase IV (DPPIV), a qual pode ser encontrada na forma solluvel ou
integrada a membrana (GORRELL, 2005).

ADA1 é completamente inibida por 100 uM de EHNA, enquanto a ADA2 é
resistente a essa inibicdo (UNGERER et al., 1992 e 1994). O EHNA apresenta um
mecanismo particular de inibicdo. De acordo com o mecanismo proposto de
interacdo da ADA com o EHNA, a ligacdo de derivados do EHNA ao complexo
enzima-DPPIV resulta em um rearranjo conformacional mais pronunciado proximo
ao centro ativo da enzima, levando a formacdo de um complexo enzima-inibidor

mais estavel. Provavelmente, se a ADA esta ligada a DPPIV, sua porcédo hidrofébica
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de ligacdo torna-se mais exposta e se liga a fracdo hidrofobica de derivados do
EHNA mais fortemente (MARDANYAN et al., 2001).

Além disso, muitos constituintes das plantas podem exercer efeitos biolégicos
através da inibicdo da ADA, entre eles os flavondides, que apresentam interessantes
propriedades bioldgicas, e ja existem estudos demonstrando moderada inibicdo da
enzima por esses compostos (KOCH et al.,, 1992; MELZIG, 1996). A inibicdo
competitiva realizada por derivados fendlicos de plantas e a subsequente
acumulacdo de ado enddgena pode explicar alguns dos efeitos farmacologicos
destes compostos (CRISTALLI et al., 2001).

3.3 Colinesterases

A ACh foi a primeira substancia encontrada e definida como
neurotransmissor. E sintetizada pela acetiltransferase a partir da colina, um
importante produto do metabolismo dos lipideos da dieta, e acetil CoA, um produto
do metabolismo celular (PRADO et al., 2002), e é carregada até as vesiculas
sinapticas pelo transportador vesicular da ACh onde fica armazenada até sua
liberacdo (RAND, 2007). Sua acao é finalizada através de hidrdlise realizada pela
enzima AChE.

A ACh desempenha um papel fundamental no SNC e esta longe de ser
exclusivamente um neurotransmissor, fazendo assim, muito mais do que apenas
mediar uma rapida comunicacdo entre os neurdnios e células efetoras. A ACh tem
se mostrado presente na circulagdo humana, sendo produzida por linfécitos T e
endotélio vascular (WESSLER et al., 2007; WESSLER & KIRKPATRICK, 2008)
(Figura 5). Atua na proliferacdo celular, organizacdo cortical do movimento
(MESULAM et al., 2002; MORETTO et al., 2004), provoca vasodilatacdo em artérias
corondrias normais, a partir da liberacdo de oxido nitrico, com consequente aumento
do fluxo sanguineo (COX et al., 1989), além de facilitar a liberacdo de insulina em
um modo dependente de glicose, através da ativacdo de receptores muscarinicos
localizados nas células B pancreaticas (GILON & HENQUIN, 2001). Tem sido

demonstrado também que a ACh apresenta a¢des anti-inflamatorias e inibe a
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producdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral e
interleucina 1 (RAO et al., 2007).

ch i —_— .
‘ 'A' 't\‘ ‘\‘. & fluxo sanguineo
eucocitos
- N //@

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

As colinesterases sdo enzimas que desempenham papéis importantes na
neurotransmissao colinérgica central e periférica, aléem de serem utilizadas como
marcadoras de inflamacéo sistémica de baixo grau, como na Doenca de Alzheimer e
DM (RAO et al., 2007).

Existem dois tipos de colinesterases, classificadas de acordo com as suas
propriedades cataliticas e especificidade a substratos, sensibilidade a inibidores e
distribuicdo tecidual (MASSOULIE et al., 1993): a acetilcolinesterase (AChE, E.C.
3.1.1.7) também chamada de colinesterase verdadeira ou especifica, hidrolisa
preferencialmente ésteres com grupamento aceti (como a ACh) e ¢é
predominantemente encontrada em cérebro, jungcdo neurmomuscular e eritrocitos
(COKUGRAS, 2003) e a Dbutiilcolinesterase (BuChe, E.C.3.1.8) ou
pseudocolinesterase que hidrolisa outros tipos de ésteres como a butirilcolina, sendo
principalmente encontrada em plasma, rins, figado, intestino, pulmdo e tem uma
distribuicdo neuronal muito mais restrita que a AChE (MESULAM et al., 2002).
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3.3.1 Acetilcolinesterase

A AChE (Figura 6A) & uma enzima amplamente distribuida no Sistema
Nervoso Central (SNC), sendo também encontrada em eritrocitos, linfocitos e
plaguetas de mamiferos (SILVA, 1988). A AChE apresenta diferentes formas
moleculares, trés formas globulares (G1, G2 e G4) e trés formas assimétricas (A4,
A8 e Al12). O SNC contém, principalmente, as formas globulares, que podem ser
sollveis ou ancoradas a membrana por sequéncias de aminoacidos hidrofébicos,
enquanto outras formas séo ligadas a membrana através de glicofosfolipideos
(TALESA, 2001). As formas assimeétricas sdo encontradas principalmente no sistema
nervoso periférico (SNP) e musculo (RAKONCZAY et al., 2005) (Figura 6B). Os
eritrocitos mostram um predominio da forma globular dimérica (G2), encontrada em
até 98% das células como foi demonstrado por RAKONCZAY e colaboradores
(2005).
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Figura 6: A) Estrutura da enzima AChE ( disponivel em: www.neuromed88.com). B) Isoformas da
enzima AChE ( disponivel em : http://www.chemistry.emory.edu/ach_inactivation.htm.)

A AChE é uma importante enzima regulatéria que controla a transmissao do
impulso nervoso através da sinapse colinérgica pela rapida hidrdlise e inativacdo da

ACh modulando a concentracdo desse neurotransmissor nas sinapses (GRISARU et
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al., 1999; SOREQ & SEIDMAN, 2001). Além de seu papel classico na transmissao
colinérgica, a AChE tem sido implicada em varias a¢des néo colinérgicas (SOREQ &
SEIDMAN, 2001; DAY & GREENFIELD, 2002; CHACON et al., 2003). Assim uma
inibicdo ou ativacdo desta enzima pode ter consequéncias devastadoras no cérebro
e outros 6rgédos (MESULAN et al., 2002).

Os eritrécitos sado os elementos do sangue com o maior conteudo de AChE
(NEUMANN et al.,, 2007). Também é interessante ressaltar que a AChE nos
eritrécitos tem demonstrado propriedades funcionais e estruturais similares aquelas
da AChE do cérebro (THIERMANN et al., 2005) e pode atuar como um bom
marcador de integridade e estado funcional da membrana de células sanguineas
(SZELENYI et al., 1987).

Estudos em humanos e modelos experimentais de diabetes tem encontrado
alteracoes na atividade da AChE (SANCHEZ-CHAVEZ & SALCEDA, 2000; KUHAD
et al., 2008; SCHMATZ et al., 2009). Um aumento na atividade da AChE leva a
reducdo nos niveis de ACh, e, consequentemente, a diminuicdo das acles anti-
inflamatorias exercidas pela mesma (RAO et al., 2007). Além disso, estudos
epidemiologicos tém demonstrado que ha um aumento no risco de faléncia cardiaca
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 diminuicdo na atividade da AChE em
membrana de eritrocitos de pacientes com DM tipo 1. Este resultado pode ser
explicado em parte, pelas alteracdes nas caracteristicas de fluidez da membrana em
resposta aos baixos niveis de insulina em condi¢cdes diabéticas. Em outro estudo,
ratos diabéticos induzidos por streptozotocina apresentaram aumento na atividade
da enzima no cortex cerebral e soro, e diminuicdo de 30-40% em eritrécitos. Estes
resultados sugerem que o diabetes pode influenciar em um subconjunto especifico
de células e isoformas das colinesterases e afetar as propriedades cinéticas das
mesmas, levando as alteracbes que estdo associadas as complicacdes diabéticas
(KHANDKAR et al., 1995; SANCHEZ-CHAVEZ & SALCEDA, 2000 & 2001).
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3.4 Radicais livres

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente
durante os processos metabdlicos, apresentam em sua 6rbita mais externa, um ou
mais elétrons ndo pareados e atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons em varias reacdes bioquimicas, desempenhando func¢bes relevantes no
metabolismo. As principais fontes de radicais livres sdo as organelas citoplasmaticas
gue metabolizam o oxigénio, o nitrogénio e o cloro, gerando grande quantidade de
metabolitos (MENDEZ FILHO & RODRIGUEZ, 1997), sendo que o seu alvo celular
(proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) estad relacionado com o seu sitio de
formac&o (YU & ANDERSON, 1997).

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados espécies reativas de oxigénio
(EROs) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (PIETTA, 2000; VISIOLI, 2000),
respectivamente. As principais EROs sao: hidroxila (OH’), superoxido (O, ),
peroxila (ROO™) e alcoxila (RO, oxigénio, peroxido de hidrogénio (H,O,) e acido
hipocloroso. O ‘O, apresenta uma baixa capacidade de oxidacdo, o 'OH mostra
uma pequena capacidade de difusdo e € o mais reativo na inducédo de lesbes nas
moléculas celulares e o H,O, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir
danos na molécula de DNA por meio de reac¢des enzimaticas, como mostra a Figura
7 (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Dentre as ERNSs incluem-se o éxido nitrico
(NO), oxido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO,), nitritos (NO; ), nitratos (NO3 ) e
peroxinitritos (ONOO).
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Figura 7- Célula sofrendo acédo pelos radicais livres (disponivel em:
http://quimica.fe.usp.br/global/ca8/radica.htm, acesso em 10 de novembro de 2010).

A concentracao destes radicais € mantida pelo balan¢o entre sua producéo e
sua depuragéo por antioxidantes (DRODGE, 2002). O aumentado nivel de oxidantes
associado a alteragcbes nos niveis de antioxidantes desenvolve 0 processo
denominado estresse oxidativo (Figura 8), que pode causar reducdo na resisténcia
celular e consequente dano oxidativo as proteinas, aos lipidios e a molécula de DNA
(MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999; MATES et al., 1999), além de ser o processo
final de lesdo celular da grande maioria dos fatores de risco cardiovascular
(GRIENDLING & FITZGERALD, 2003). O alvo primario do estresse oxidativo
depende do tipo de célula, da natureza do estresse imposto, do sitio de geracao, da
proximidade das EROs de um alvo especifico e da gravidade do estresse produzido
(DALLE-DONNE et al., 2006).
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Figura 8 - Balango entre producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os diferentes tipos de
sequestradores de radicais livres (Adaptado de DROGE, 2002).
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3.5 Estresse Oxidativo e sistemas de defesa antioxidantes

O estresse oxidativo foi definido em 1991 como “um disturbio do equilibrio
pré-oxidante/oxidante em favor do pré-oxidante, levando ao dano potencial”
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Assim, a diminuicdo dos sistemas de defesa
antioxidante, ou, 0 aumento da geracdo de espécies oxidantes, radicalares ou néo,
pode resultar em lesdes oxidativas em macromoléculas e diversas estruturas
celulares que, se ndo forem reparadas, alterardo a funcionalidade de células, tecidos
e o6rgdos (DHALA et al., 2000). Devido a isso, 0 estresse oxidativo tem sido
implicado em varias doencas como DM (HALLIWELL, 1997), doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, bem como no processo de
envelhecimento (KOVACIC & JACINTHO, 2001; VALKO et al., 2007).

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com HALLIWELL (2000),
"Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o0 substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo”. Os antioxidantes produzidos pelo corpo
agem enzimaticamente (Figura 9), a exemplo da Glutationa Peroxidase (GPXx),
Catalase (CAT) e Superoxido Dismutase (SOD) ou, ndo enzimaticamente a exemplo
de Glutationa reduzida (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro
(transferrina e ferritina) e acido diidrolipoico. Além dos antioxidantes produzidos pelo
corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol
(vitamina “E”), B-caroteno (provitamina “A”), acido ascérbico (vitamina “C”), e
compostos fenolicos onde se destacam os flavondides e poliflavondides
(HALLIWELL, 1995).
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Figura 9- Mecanismo enzimatico antioxidante (NORDBERG & ARNER, 2001).

3.5.1 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

- Catalase

A catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) é uma hemeproteina citoplasmatica
responsavel pela degradacdo do H,O, em altas concentracbes, conduzindo a
formacdo de agua e oxigénio (CHAUDIERE & FERRARI-ILIOU, 1999; MATES &
SANCHEZ-JIMENEZ, 1999; MATES et al., 1999). E encontrada no sangue, medula
0ssea, mucosas, rim e figado (MAYES, 1990).

CAT
2H-0- — 2H,0 + O,
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Se ndo neutralizado, o H,O, interage com cations de ferro (ou cobre),
originando o ion hidroxila e o radical livre hidroxila. Além de seu papel como ERO e,
portanto, causador de estresse oxidativo, o0 H,O, em excesso causa oxidacdo da
hemoglobina e, consequentemente, diminuicdo das concentragcdes de oxigénio na
célula, o que pode estar envolvido no desenvolvimento de diversas patologias
(WIEACKER et al., 1980).

- Supero6xido Dismutase

A Superoxido Dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) corresponde a uma familia de
enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composi¢cao. Existem diferentes
tipos de SOD, dependendo do metal que atua como co-fator em seu sitio catalitico,
mas todas elas agem basicamente de acordo com a mesma reacao descrita por
McCord e Fridovich em 1969:

O T+ O T+ 2H —4—4—4 > O, + H,0O,

As SOD que contém cobre e zinco (CuZnSOD) sado estaveis e estdo
presentes em quase todas as células eucaridticas (plantas ou animais)
(HALLIWEELL & GUTTERIDGE, 1985). Ja as SOD dependentes de manganés
(MnSOD) apresentam estabilidade de acordo com os tecidos e espécies onde
atuam. A remocao do Mn dos sitios ativos causa perda da atividade catalitica, ndo
podendo ser reposto por nenhum ion de transicdo, pois perde a sua atividade
funcional (HALLIWEELL & GUTTERIDGE, 1989).

3.5.2 Defesas Antioxidantes Nao enzimaticas:

- Acido Ascoérbico
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O &cido ascorbico (AA) ou vitamina C (Figura 10) é comumente encontrado
em nosso organismo na forma de ascorbato. E uma vitamina hidrossolivel e
termolabil, essencial para o organismo humano, pois participa de diversos processos
metabdlicos e fisioldgicos, dentre eles a regeneragao do a-tocoferol, a formacdo do
colageno, sintese de epinefrina, corticosterdides e 4cidos biliares.

O AA é um dos antioxidantes mais importantes em tecidos de mamiferos
(BANHEGYI et al., 1997), com a capacidade de neutralizar radicais como o0 O, “e 0
OH" (NAMIKI, 1990). Além de suas propriedades antioxidantes, o ascorbato pode
participar de reagcdes opostas, as oxidacdes, sendo um potente indutor de radicais
livres, agindo como um pr6é oxidante (HALLIWELLI, 1990). A concentracdo e a
localizacéo intracelular da vitamina C pode ser um fator decisivo na atividade desta
vitamina como oxidante ou antioxidante (BASU & DONALDSON, 2003).

H,COH

!
HCOH
o
H o

-0 OH
Figura 10 : Estrutura quimica da vitamina C (MAY, 1999).

- Glutationa (GSH)

Os tidis nao-protéicos tém uma importante funcdo na defesa contra as EROs
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; MASSELA et al., 2005). A Glutationa reduzida
€ o tiol ndo-protéico mais abundante nas células animais e € considerada a defesa
antioxidante primaria e o maior tampao redox intracelular, sendo um bom indicativo
do estado redox da célula (VALKO et al., 2006). O seu potencial antioxidante esta
intimamente ligado a presenca de seu grupo sulfidril (SH), uma vez que este grupo
tem um grande papel no carater doador de elétrons da glutationa (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). A medida que os elétrons s&o perdidos a molécula da GSH se
torna oxidada (GSSG) (KIDD, 1997; GUL et al., 2000).
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A glutationa apresenta muitas func¢des bioldgicas e a diminuicdo do conteudo
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 proteinas e ions Fe de grupos heme,
além de atuar como um nucledfilo, com reatividade para se combinar com varias
drogas, gerando metabdlitos que facilitam a excrecdo urinaria ou biliar desses
xenobioticos (ESTEVEZ et al.,1994).

3.6 Peroxidacao Lipidica

Quando um radical livre é produzido em excesso, ele pode reagir com acidos
graxos poliinsaturados, presentes na membrana, processo este denominado de
peroxidagéo lipidica (SLATER, 1984; VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007). Esse
processo frequentemente causa danos a estrutura da membrana, podendo resultar
em modificagcdes na permeabilidade e perda de seletividade da mesma, fazendo
com que ocorra a entrada ou saida de moléculas importantes (SLATER, 1984;
FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007).

Um dos mais conhecidos produtos da lipoperoxidacdo € o malondialdeido
(MDA) (ALEXANDROVA & BOCHEYV, 2005; CHERUBINI et al., 2005), o qual é o
produto final da degradacao ndo enzimatica de acidos graxos poliinsaturados. Altos
niveis de MDA elevam a formacédo de lipoperéxidos e indicam um aumento da
lipoperoxidacdo (KASHYAP et al., 2005), apresentando, assim, papel fundamental
na patogénese de varias doencas e processos antiinflamatoérios (SOVIC et al., 2001;
ZHANG et al., 2002). A literatura demonstra a relacdo entre os niveis de
malondialdeido (MDA), ou da dosagem de substancias reativas ao &acido
tiobarbitirico (TBARS) e DM, sendo que na maior parte dos trabalhos pode-se
evidenciar um aumento nos niveis de TBARS ou MDA na circulacdo 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 sdo marcas de doencas
cronicas e o diabetes ndo € excecdo (PFAFFLY, 2001). O aumento na producao de
radicais livres tem importante papel na peroxidacéo lipidica e oxidacao proteica de
estruturas celulares, causando injuria celular e complicagcbes vasculares em
pacientes diabéticos (HALLIWELL, 1997; TIWARI, 2004).

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

por varios mecanismos, incluindo:

- autooxidacao da glicose — ocorre quando os agucares redutores sofrem enolizacao
e reduzem a molécula de oxigénio (Figura 11), em condi¢cbes fisiologicas, na
presenca de metais de transi¢do, resultando em intermediarios oxidantes, tais como
0O, ", H,0O, e 'OH e acetoaldeidos (reagem ainda mais facilmente com as proteinas).
Estes podem causar danos a biomoléculas como lipideos, DNA e proteinas e, ainda,
podem destruir as células B-pancreéaticas (HUNT et al., 1990, ZYZAK et al., 1995,
ELGAWISH et al., 1996);

2 a 0= 0
oH R—C —¢C—H R —C==C—H
| 0- Dicarbaonila /—\n. S v
R—C —C_‘f U . e SILCE] Ao SIS
ey hd
rll o Q2 - N
Hid 2 140, '
romiacido 05 Lt
>\ 102 \ M
. OH OH \
HO', . |
R —"-'I: —G0, OHO -
| |

H OH ‘\J“‘x QH oH R—G=C—H

R;[h?i 0, R _C._r’i —H Enedid

perced OH :

Radical L
Hidroecialouila
qHoH QO
_— R—C—C —H
R—CG—C—H H.0
H OH Hidremialdeido
Tidvescialdeicdo
hidrat ado

Figura 11: Autoxidacdo de monossacarideos redutores. AGE: produtos finais de glicacdo ndo
enzimatica avancada (ROCHA et al., 2006).
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- glicacdo proteica ndo enzimatica — € o processo pelo qual a glicose une-se
guimicamente com proteinas, sem a ajuda de enzimas. No processo de glicacao
ocorre formacédo de ligac6es cruzadas entre proteinas e fragmentacdo das mesmas,
além da formacéo de espécies mais reativas (Figura 12). Tanto as bases de Schiff,
quanto os produtos de Amadori, sdo compostos intermediarios quimicamente
reversiveis chamados de produtos iniciais de glicosilagdo ndo enzimética. A partir de
reacdes sofridas pelos produtos de Amadori € que se formam produtos irreversiveis,
chamados produtos terminais de glicosilacdo avancada ou AGE’s (MOHAMED et al.,
1999).

Figura 12: Processo de glicacdo ndo enzimética (ROCHA et al., 2006).

- ativacdo da via dos polibis - o aumento nos niveis de glicose leva a um aumento da
atividade das enzimas aldose-redutase e  sorbitol-desidrogenase e,
consequentemente, a um acumulo intracelular de sorbitol e frutose, além de uma
diminuicdo na relacdo NADPH/NADP+ (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato)
e um aumento na relacdo NADH/NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotideo) (Figura
13) (SCHMIDT & STERN, 2000; PFAFFLY, 2001; ZHAO, 2001).
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Figura 13: Via dos polidis ativada na hiperglicemia e espécies reativas (ROCHA et al, 2006).

Aléem disso, pacientes diabéticos também apresentam um declinio nos
mecanismos de defesa antioxidante, levando ao dano de organelas celulares e
enzimas e resisténcia a insulina (ZHAO, 2001). Por essa razao, varios
pesquisadores tém usado modelos de animais diabéticos, pacientes diabéticos e
cultura de células vasculares para avaliar o efeito de antioxidantes classicos, como
as vitaminas C e E, o beta-caroteno, o acido lipdico, entre outros, na prevencao e no
tratamento das complicacdes do diabetes (NISHIKAWA et al., 2000; ZHAO, 2001,
INOGUCHI et al., 2003).

3.8 Plaquetas

As plaquetas séo fragmentos citoplasmaticos anucleados presentes no sangue
e produzidos a partir de megacariécitos na medula 6ssea (ITALIANO & HARTWIG,
2002; LEVIN, 2002). Do total das plaguetas presentes no organismo humano, 70%
estdo presentes na circulacdo e 30% no baco, permanecendo na circulacdo durante
uma média de dez dias, quando sédo retiradas pelas células reticuloendoteliais do
baco e do figado (ITALIANO & HARTWIG, 2002; ANDREWS & BERNDT, 2004;
SCHULZE & SHIVDASANI, 2005). O seu citoplasma possui moléculas e organelas,

tais como: moléculas de miosina, actina, e trombostenina; residuos de reticulo
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endoplasmatico e aparato de Golgi, que sintetizam varias enzimas e armazenam
fons calcio; mitocbndrias e sistemas enzimaticos, que sintetizam ADP, ATP e
prostaglandinas, um fator estabilizador da fibrina e o fator de crescimento (LEE et
al., 1998) (Figura 14).

As plaquetas sdo componentes essenciais do equilibrio hemostatico fisiologico
e constituem a primeira linha de defesa contra a perda da integridade do endotélio.
Estdo diretamente envolvidas em diversas patologias importantes, sejam estas
sindromes ou quadros trombdticos graves como a trombose arterial (GREGG &
GLODSCHIMIDT-CLERMONT, 2003).

A morfologia e a fungédo das plaquetas podem estar alteradas em pacientes
com DM (STRATMANN & TSCHOEPE., 2005), e varios estudos demonstram um
aumento da atividade plaquetéaria nestes pacientes (ROSOVE et al., 1984; SOBOL &
WATALA, 2000; CARR, 2001; ANGIOLOLLI et al.,2007) e, em consequéncia, um
risco maior de complicacdes cardiovasculares de etiologia aterosclerética (MEDINA
et al., 2001). Segundo VIBERTI (2003), o DM € um importante fator de risco
cardiovascular, ocasionado, em grande parte, por danos vasculares que predispdem
a uma aceleracao da instalacao da aterosclerose.

A presenca de hiperatividade plaquetaria em pacientes diabéticos com
glicemia controlada e sem complicacfes esta associada ao aumento no estresse
oxidativo e com um deficiente sistema antioxidante (VERICEL et al., 2004). A
glicacdo ndo enzimatica de proteinas € um dos mecanismos-chave na patogénese
das complicacGes diabéticas e pode ser significativa na aterotrombose diabética,
uma vez que a maioria das proteinas de membrana das plaquetas, apds sofrerem
glicacdo, podem ser incorporadas aos trombos (CHAPPEY et al., 1997; YAMAGISHI
et al., 2005).
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Figura 14: Representacdo de uma célula plaguetaria.

3.9 Eritrocitos

O eritrécito humano maduro é uma célula simples, que vive aproximadamente
120 dias na circulacao periférica, com flexibilidade fisiologica notavel. Os eritrocitos
sdo responsaveis pelo transporte de oxigénio através da hemoglobina e estédo
constantemente expostos as EROs (JOZWIK et al., 1997; TIANO et al., 2000), sendo
gue diversos parametros da integridade e funcionalidade das células vermelhas sao
negativamente afetados pelo aumento do estresse oxidativo (FERNANDEZ & FINK,
2000). Deste modo, os eritrécitos se apresentam como marcadores biolégicos das
agressoes toxicas e oxidantes em diferentes 6rgaos e sistemas.

A membrana dos eritrocitos tem um papel chave na manutencdo da sua
forma, sendo constituida por 42% de lipidios, 52% de proteinas e 7% de
carboidratos. A oxidacao dos eritrécitos tem sido estudada extensivamente como um
modelo de dano oxidativo de biomembranas, e tem sido mostrado que as EROs
atacam a membrana dos eritrocitos causando a oxidacao de lipidios e proteinas e
eventualmente causam hemoélise (KONDO et al., 1997; RACEK et al., 2001).

Estudos demonstram que os eritrocitos fazem parte de um sistema refinado

de distribuic&o de glicose aos tecidos em diferentes condicdes fisioldgicas ou
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patologicas tais como estresse, atividade fisica e DM e podem participar
efetivamente da regulagéo glicémica (SILVA, 1997; SILVA et al., 2005).

3.10 Plantas Medicinais e Diabetes mellitus

As plantas medicinais com seus varios principios ativos e propriedades tém
sido usadas desde os tempos remotos para o tratamento do DM. Vérias pesquisas
sobre a atuacéo de produtos naturais nos diversos mecanismos da fisiopatologia do
DM tém sido realizadas nas Ultimas décadas. Na medicina chinesa tradicional, 82
plantas medicinais tém sido usadas como medicamentos naturais para o tratamento
do diabetes e suas complicacdes (LI et al., 2004). A maioria das plantas que sao
utilizadas como antidiabéticas ao serem avaliadas farmacologicamente
demonstraram ter atividade hipoglicemiante e possuir constituintes quimicos que
podem ser utilizados como modelos para novos agentes hipoglicemiantes. Algumas
destas substancias podem ter potencial terapéutico, enquanto outras podem
produzir hipoglicemia como efeito colateral devido a sua toxicidade, especialmente
hepatotoxicidade (BAE et al., 1999; WANG & NG, 1999; LAMBA et al., 2000; PEREZ
GUTIERREZ, 2002).

O mecanismo de acao pelos quais as plantas baixam a taxa de glicose do
sangue pode ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberacdo de insulina
através da estimulacdo das células B-pancreaticas; resisténcia aos horménios que
aumentam a taxa de glicose; aumento do nimero e da sensibilidade do sitio receptor
de insulina; diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos
tecidos e orgaos; eliminacéo de radicais livres; resisténcia a peroxidacao de lipideos
e estimulo ao aumento da microcirculacdo do sangue no organismo (MARLES &
FARNSWORTH, 1995; SAID et al., 2002; VOLPATO et al., 2002; HUO et al., 2003;
Ll 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 originaria da india, pertencente a familia
Mirtaceae e conhecida popularmente como Jambolédo, que pode ser encontrado em
diversos estados do Brasil, incluindo Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do
Sul e Séo Paulo (BRAGANCA, 1996).

O Sc possui em seus constituintes os flavondides, as saponinas, os acidos
graxos, o tanino, o eugenol, a antimielina e os triterpenos. Todas as partes da planta
séo utilizadas para fins medicinais e tém grande tradicdo na medicina alternativa
(SIANI et al., 2000). A casca, o fruto, a semente e a folha dessa planta, sao
frequentemente utilizados no tratamento do diabetes e administrados na forma de
diferentes preparados como o extrato aquoso ou decocgéo, extrato etandlico ou o
suco da planta crua (PEPATO et al., 2001). Apresenta propriedades hipoglicémicas,
antiinflamatérias (BRAGA et al.,, 2007; LIMA et al, 2007), antipiréticas,
hipolipidémicas e antioxidantes (STANLEY et al., 2003), além de acéao antiviral e
anticarcinogéncia (ONG & KHOO, 2000) e ha uma variedade de relatos indicando a
atividade antidiabética do Sc com diferentes modelos de estudos (SHARMA et al.,
2006).

O mecanismo de acdo dos componentes do Sc, bem como suas possiveis
interacdes ainda ndo estdo 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 figado, rim e coracao 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 figado de ratos com
diabetes induzido por aloxano, controlando assim a concentracdo de glicose
sanguinea, sendo os resultados da acdo do extrato melhores do que os da utilizacéo
de glibenclamida no controle dos niveis de glicemia dos animais experimentais
(PRINCE et al., 1997).
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As substancias das folhas do jamboldo ¢ atribuida acdo anti-diabética
(PEPATO et al., 2001), exercendo a funcéo hipoglicemiante, mimetizando as agbes
da insulina, regulando os niveis glicémicos e influenciando no metabolismo e
estoque de glicogénio hepéatico (ONG & KHOO, 2000), além de se mostrarem
eficientes na reducdo dos sinais clinicos da patologia, como polifagia e polidipsia
(SOARES et al.,, 2000; SHAFI et al., 2002). Entretanto, estudos mostraram
controvérsias com relacéo aos efeitos hipoglicemiantes do Sc. Segundo TEIXEIRA e
colaboradores (2000), o tratamento com extrato cru preparado das folhas em DM
induzido por streptozotocina nédo apresentou acao antihiperglicemiante. A decocc¢ao
das folhas ndo apresentou atividade antidiabética em ratos (TEIXEIRA et al., 1997,
TEIXEIRA et al., 2000 e PEPATO et al., 2001) nem alterou os testes de tolerancia a
glicose em humanos nao diabéticos (TEIXEIRA et al., 2000). Esta discordancia entre
autores quanto a atividade hipoglicemiante do jamboldo pode estar relacionada a
influéncia dos fatores edafico-climatico na sintese dos seus compostos bioativos,
além de que, embora a decoccdo seja amplamente utilizada pela populacdo, sua
preparacao pode inativar substancias com atividade farmacologica e ter contribuido
a falta de efeito nestes estudos relatados.

Além disso, estudos relataram efeito inibitorio do extrato da casca de Sc na
atividade da enzima AChE quando associado a inducao de diabetes com Aloxano,
indicando que essa planta pode induzir alteracdes na funcionalidade do sistema
colinérgico (MAZZANTI et al.,, 2004) e vascular, bem como em processos
inflamatorios. Entretanto, outros estudos utilizando doses semelhantes néo
conseguiram demonstrar este efeito (MAZZANTI et al., 2003; SCHOSSLER et al.,
2004), mostrando ainda haver controvérsias em relacdo as propriedades medicinais
do jambol&o.

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram efeito do extrato
aquoso das folhas de Syzygium cumini (ASc) sobre a atividade da enzima ADA em
eritrocitos e soros hiperglicémicos (BOPP et al., 2009) e na atividade das enzimas
ADA e 5NT em plaquetas de pacientes com DM tipo 2 (DE BONA et al., 2010).
Baseado nestes resultados, pode- se sugerir que 0 Sc seja capaz de auxiliar na
manutencdo da integridade vascular, prevenindo o desenvolvimento de doencas

cardiovasculares.
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Figura 15 - Syzygium cumini (L.) Skeels (Scc) (sin. Eugenia jambolana Lam. Syzygium jambolanum DC)
(LORENZI et al., 2003).
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Os métodos e resultados que fazem parte desta dissertacdo estao
apresentados sob a forma de manuscritos, 0s quais se encontram aqui organizados.
Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussédo dos Resultados e Referéncias
Bibliogréficas, encontram-se nos préprios manuscritos. As apresentacfes estédo
baseadas no artigo publicado na revista Cellular Physiology and Biochemistry e no
manuscrito submetido para publicacdo 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
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Abstract

Diabetes mellitus, a chronic metabolic disorder, has
assumed epidemic proportions and its long-term
complications can have devastating consequences.
The oxidative stress in diabetes was greatly increased
due to prolonged exposure to hyperglycemia and
impairment of oxidant/antioxidant equilibrium.
Syzygium cuminiis being widely used to treat diabetes
by the traditional practitioners over many centuries.
Adenosine deaminase (ADA) and 5'-Nucleotidase
(5'NT) are enzymes of purine nucleoside metabolism
that play an important role in the regulation of
adenosine (Ado) levels. In this study, we investigated
the effect of Syzygium cumini aqueous leaves extract
(ASc) on ADA and 5'NT activities and on parameters
of oxidative stress under in vitro conditions, using
platelets of patients with Type 2 diabetes mellitus.
Platelet-Rich Plasma (PRP) was assayed by ADA,
5'NT, Catalase (CAT), Superoxide Dismutase (SOD)
activities and Thiobarbituric acid reactive substances

(TBARS) levels. We observed that ADA, 5'NT
activities and TBARS levels were significantly higher
when compared to the control group, and ASc (100
and 200 pg/mL) prevented these effects. Our study
demonstrates that ASc was able to remove oxidant
species generated in diabetic conditions and
modulates in the Ado levels. Then, ASc may promote
a compensatory response in platelet function,
improving the susceptibility-induced by the diabetes
mellitus.

Copyright © 2010 S. Karger AG, Basel

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a worldwide health
problem predisposing to markedly increased
cardiovascular mortality and morbidity [1, 2].The
prevalence of type 2 DM continues to increase globally
and brings a parallel increase in complications associated
with cardiovascular disease [3-5]. Indeed, individuals with
type 2 DM have a 2- to 4-fold higher risk of developing
atherosclerotic cardiovascular disease [6]. Given the
myriad perturbations of endothelial dysfunction,
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inflammation, thrombosis, oxidative stress, dyslipidaemia
associated with DM, platelet function plays an important
role in the long-term development of vascular disease in
these patients.

Platelets are responsible for maintaining vascular
integrity [7]. Vascular disease associated with altered
vascular reactivity is a major complication of DM [8].
Platelets from diabetic patients show greater adhesion
and aggregation [9]. Also, blood platelets generate
reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) that can
be involved in regulation and modulation of their function
[10-12]. Moreover, increased free radical activity is
suggested to play an important role in lipid peroxidation
and protein oxidation of cellular structures causing cell
injury and is implicated in the pathogenesis of vascular
disease in type 2 DM [13-15]. Platelets are also a very
good model for the study of oxidative stress. Oxidative
stress reflects an unfavorable imbalance between
potentially harmful oxidants and protective antioxidants
leading to altered cellular redox state [16]. ROS/RNS
have been reported to modulate and, as second
messengers, regulate the physiological response of blood
platelets (which are involved in hemostasis) to different
stimuli [17, 12]. Intracellular sources of ROS in activated
platelets are the arachidonic acid pathway (via
cyclooxygenase or 12-lipoxygenase) stimulated by
different agonists, the GSH cycle [18, 11], and metabolism
of phosphoinositides [12].

Platelets express several enzymes on their surface,
which constitute a highly organized enzymatic cascade.
These enzymes are able to regulate the extracellular
concentrations of adenine nucleotides and nucleosides and
play an important role in the maintenance of normal
hemostasis and thrombogenesis, mainly by regulating the
platelet aggregation status [19-21]. One of these enzymes
is Adenosine deaminase (Adenosine aminohydrolase, EC
3.5.4.4, ADA) that is one of the key enzymes of purine
nucleoside metabolism, participating in the conversion of
adenosine (Ado) to inosine and 2’-deoxyadenosine (dAdo)
[22]. Two different isoenzymes of ADA designated as
ADA1 and ADA2 have been found in mammals and in
lower vertebrates. The ADA1 isoenzyme is found in all
cells, with the highest activity in lymphocytes and
monocytes, whereas ADA2 is the predominant isoenzyme
in the serum of normal subjects [23]. ADA is suggested
to be an important enzyme for modulating the bioactivity
of insulin [24] and in the acute and protracted
inflammatory responses [25, 26].

Recent studies have shown that ADA activity was
higher in the brains of young rats, when compared to the

60-day-old adult rats [27]. Furthermore, observed an
increase in the activity of ADA in the cerebral cortex of
rats eight days after neonatal Hypoxia Ischemia [28] and
the administration of Metothrexate (MTX) induced a
significant decreased in the ADA activity in the cerebral
cortex, kidney and liver tissues of young rats [29].
Besides, ADA activity is decreased in plasma of rats
exposed to aged and diluted sidestream smoke [30], and
in lymphocytes and platelets of patients with multiple
sclerosis [31, 32].

The enzyme ecto-5’-Nucleotidase (E.C. 3.1.3.5,
CD73, 5°NT) is located in the platelet membrane and
promotes the hydrolysis of AMP to its nucleoside,
adenosine, in the extracellular medium [33, 34]. Recent
studies report that 5’NT is altered in type 2 DM and
hypertensive patients probably related with the
thromboregulation process [35, 36]. The product of 5°NT,
adenosine, is an important modulator of vascular tone,
and it is a well-known inhibitor of platelet aggregation
[37,38].

Plant infusions and decoctions have been used as
popular medicines in several underdeveloped and
developing countries as an alternative treatment for various
conditions, including DM [39]. Among these medicinal
plants, Syzygium cumini (L.) Skeels (sin.: Eugenia
Jjambolana Lam., Syzygium jambolanum DC) of family
Myrtaceae has been intensively studied as an antidiabetic
agent and is often recommended as an adjuvant for
treatment of type 2 DM. Most of the people prepared an
infusion or decoction of dry leaves in an average dilution
of 2.5 g/L (0.2-6.9) for Syzygium cumini [40]. In other
studies, each patient received 2.0 g/day of dry leaf to
prepare 1 L of tea [41]. It has been demonstrated that
the bark, fruits, seeds or leaves of this plant collected
from various regions of the world and administered in
different pharmaceutical preparations (e.g. tinctures and
aqueous extracts) decrease blood glucose levels in
diabetic animals [42] and that polyphenolic compounds,
including flavonoids and phenolic acids have various
physiological functions, such as antioxidant,
antihyperglycemic and antihypertensive properties [43].

Previous findings have reported alterations in 5S’NT
and ADA activity in platelets from Streptozotocin-induced
diabetic rats [21]. Recently, we demonstrated that ADA
activities were higher in serum and erythrocytes of
hyperglycemic subjects than in control subjects [44]. Both
enzymes modulate the concentration of adenosine that
can affect the platelets function and contribute for the
pathogenesis of the vascular complications. Also, we
observed that Syzygium cumini leaves extract (ASc)
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inhibited ADA activity and reduced glucose levels in
hyperglycemic patients [44]. In this regard, due to the
significant properties in the hyperglycemic conditions and
the meaning of enzymes that hydrolyzes adenine
nucleotides in the mechanism of thromboregulation, the
present study was undertaken to evaluate the effect of
ASc on ADA and 5’NT activities and oxidative stress
parameters in platelets from type 2 diabetics under in
vitro conditions. Finally, we to aim to identify the isoforms
of ADA present in these platelets, using the Erythro-9-
(2-hydroxy-3-nonyl)adenine (EHNA), the well-
establishment inhibitor of ADA 1.

Materials and Methods

Chemicals

Adenosine was obtained from Merck (Darmstadt,
Germany). The substrate AMP was obtained from Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, USA) and bovine serum albumin
from Reagen (Parana, Brazil). All other chemicals were of
analytical grade and were obtained from standard commercial
suppliers.

Plant material and aqueous leaves extract of Sygyzium

cumini (L.) Skeels (ASc) preparation

Leaves of Syzygium cumini 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 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
[45].

High-performance liquid chromatography (HPLC)

characterization of the extract

Chromatographic analyses were carried out in isocratic
conditions using RP-C,, column (4.6 mm x 250 mm) packed with
5 pm diameter particles. The mobile phase was methanol-
acetonitrile-water (40:15:45, v/v/v) containing 1.0% acetic acid.
The flow rate was 0.8 mL/min, injection volume 20 pl and the
wavelength 257 nm. The mobile phase was filtered through a
membrane filter 0.45 pm and then degassed by an ultrasonic
sound before use. The solutions of standards (rutin, kaempferol,
chlorogenic acid and caffeic acid) were prepared in the same
mobile phase of HPLC to the standard curve in the
concentration range of 0.0125 to 0.200 mg/ml. The
chromatographic peaks were confirmed by comparing its
retention time with those of reference standards and
quantification was performed by peak integration using the

external standard method. The calibration curve for chlorogenic
acfd was: Y =30153x — 214576 (r = 0.9998), the curve of gallic
acid was: Y = 16324x - 661582 (r= 0.9967), and the curve of rutin
was: Y=19217x— 16949 (r= 1). All chromatographic operations
were performed at room temperature and in triplicate [46].

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).
Blood samples were taken from 30 patients (19 men and 11
women) with type 2 DM who have done routine tests at the
Center of Diagnosis and Secondary Support (Centro de
Diagnéstico e Apoio Secundério - CEDAS — Santa Maria — RS’
Brazil). The mean (+ SE) age of the patients was 56.83 + 2.13
years old and fasting glucose levels were 169.9 (+10.26) mg/dL.
Data such as age, medication use, presence of malignancy or
other status were obtained through the requirements brought
by patients at the time of the blood collection. These patients
did not use Non steroidal anti inflammatory drug (NSAID) and
antiplatelet drugs. Alcoholic subjects, pregnant women, and
people with cancer were excluded from the study. The control
group consisted of 17 healthy subjects (11 men and 6 women).

Platelet-Rich Plasma (PRP) was prepared by the method
of Pilla [31] with the following minor modifications. Total blood
was collected with 0.120 M sodium citrate as anticoagulant.
The total blood—citrate system was centrifuged at 160 xg during
15 min. Next, the PRP was centrifuged at 1400 xg for 30 min and
washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0, containing
142 mM NaCl, 2.5 mM KCl and 5.5 mM glucose. Platelet pellets
were resuspended in HEPES buffer and used to determine
enzymatic activities. Biochemical and hematological parameters
were determined using routine clinical chemical assays.

5-NT from platelet assay

The ASc was added to the incubation medium at the
following concentrations 100 and 200 pg/mL. Enzymatic assay
was carried out in a reaction medium containing 10 mM MgCl,,
100 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM glucose and 50 mM Tris-HCl
buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 pl as described by Lunkes
[35]. Twenty microliters of the enzyme preparation (8-10 pg of
protein) was added to the reaction mixture and the pre-
incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction was
initiated by the addition of AMP at a final concentration of 2.0
mM, and the time of incubation was 60 min. The reaction was
stopped by the addition of 200 pl of 10% trichloroacetic acid
(TCA) to provide a final concentration of 5%. After this, the
inorganic phosphate released by AMP hydrolysis was
determined in triplicate by the method of Chan [47] using KH,PO,
as standard. The same process was carried out on the control
tubes to exclude non enzymatic hydrolysis, by adding twenty
microliters of protein to the reaction medium after TCA. The
results were expressed as nmol inorganic phosphate released/
minute/ milligram of protein (nmol Pi released/ min/ mg protein).

ADA activity
ADA activities were measured spectrophotometrically in
platelets using the method of Giusti and Gakis [48]. ASc was
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Control type 2 DM

83:: (years) 5394+ 3.2 56.83%2.13
/Q 11/6 19/11

HbAlc (2%) 5.98+ 021 *°8.06 = 0.43
Glucose (mg/dL) 9184+ 181 T1699=10.26
Urea (mg/dL) 382+ 241 36525
Creatinine(mg/dL) 0.95+0.06 0,9+ 003
Triglycerides (mg/dL) 12811215  "2526+327
Total Cholesterol(mg/dL) 204.6+ 9.4 209.9 +10.34
HDL-C (Mg/dL) 4716 +4.6 4647+ 16
Hemoglobin (g/dL) 1430£05 140+0.3
Hematocrit (%) 4328+132 4205+ 0.72
Platelets (n/mm3) 223200+ 12.31  251.300+ 11.86

Table 1. Biochemical and hematological parameters of the
experimental groups: Data are presented as mean + SEM.
HbAlc= 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).

added to the incubation medium at the concentrations cited
above during the experimental procedure for 60 min. The
activities of total ADA in the presence and absence of EHNA
were measured. Platelets were treated with 100 pM EHNA, a
potent ADA1 inhibitor. ADA1 activities were calculated by
subtracting the activity of ADA2 (measured in the presence of
EHNA) from that of total ADA. The combinations of EHNA
plus ASc (100 and 200 pg/mL) were tested in platelets to better
evaluate the inhibition of EHNA alone and EHNA plus ASc on
ADA activities. The protein content used for the platelet
experiment was adjusted to between 0.7 and 0.9 mg/mL. Results
were expressed in units per liter (U/L).

TBARS levels

The samples of platelet suspensions were incubated with
ASc at 100 pg/mL and 200 pg/mL concentrations for 15 min.
Then, they were mixed with an equal volume of 15% (w/v) cold
trichloroacetic acid in 0.25 M HCI and with an equal volume of
0.37% (w/v) thiobarbituric acid in 0.25 M HCI. Next, the samples
were immersed in a boiling water bath for 10 min. After cooling
and centrifugation, absorbance at 535 nm was measured, and
results were expressed as nanomoles of MDA/mg protein [16].

CAT assay

CAT activity was measured by the method of Aebi [49].
20 pL of platelets sample was added to a cuvette and the
reaction was started by the addition of freshly prepared 0,5 M
H202 in phosphate buffer (S0mM, pH 7.0). The rate of hydrogen
peroxide (H,0,) decomposition was measured spectro-
photometrically at 240nm during 120 seconds. The activity of
catalase was expressed as pmol PgO]mw ml platelets.

SOD assay

SOD (E.C.1.15.1.1) activity in tests was assayed
spectrophotometrically as described by McCord and Fridowich
[50]. This method is based on the capacity of SOD to inhibit
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Fig. 1. A. HPLC fingerprint of the Syzygium cumini aqueous
leaves extract ; A) showing typical patterns of gallic acid (1),
kaempferol(2), chlorogenic acid (3) and rutin (4) in the 257 nm.
B. Molecular structures of compounds found in the ASc.

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.

Protein determination
Protein content was determined according to Bradford
[51], using bovine serum albumin as standard.

Statistical analysis

Statistical differences among groups were analyzed by
Student’s t-test and one-way analysis of variance, followed by
Tukey’s multiple range test, when appropriate. The correlations
were assessed by Pearson rank correlation coefficient.
Differences were considered statistically significant when
p<0.05.
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Fig. 2. In vitro exposure of platelets obtained from diabetics
and control patients to ASc on 5’NT activity. All samples were
run in triplicate. Data are reported as mean + SEM and expressed
as nmol Pi/min/mg 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; *'p<0.01 compared with type 2
DM group).

Results

Biochemical and hematological characteristics

of experimental groups

Biochemical and hematological parameters of the
study subjects, type 2 DM and healthy controls are
depicted in Table 1. Plasma glucose, serum triglyceride
levels, and HbA1C levels in the group of diabetic patients
were higher than in the healthy group (85.00%, 97.2%,
and 34.78% respectively). Total cholesterol, HDL-C,
creatinine, hemoglobin, hematocrit and platelets count of
type 2 DM patients did not differ significantly from values
in healthy subjects.

Chemical characterization of the extract

HPLC fingerprinting of the aqueous leaf extract
showed an elution diagram when the peaks were grouped
into three regions based on the UV absorption profile.
These regions showed typical patterns of UV absorption,
supporting the presence of gallic acid (1), kaempferol (2),
chlorogenic acid (3) and rutin (4) in ASc (Fig. 1A), in the
concentrations of 0,729% (1), 0,0093%(3) and
0,0304%(4), respectively. Molecular structures are shown
in Fig. 1B. Therefore, HPLC analysis revealed that
hydrolyzable tannins (galic), flavonoids (rutin) and phenolic
are the major components of the extract. The results are
similar to other studies [52-57].

Effect of ASc on 5°NT activity in platelets of type

2 DM subjects and healthy controls

5’NT activity in platelets of type 2 DM subjects were
significantly higher than [mean 4.7 (£0.52)] that observed
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Fig. 3. A. Effect of ASc on ADA activity in platelets obtained
from diabetics and control patients in vitro. All samples were
run in triplicate. Data are reported as mean + SEM and expressed
as U/L. 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). B. Effect of in
vitro exposure of platelets obtained from type 2 DM patients
to ASc and 100 pM EHNA on ADA activity. All samples were
run in triplicate. Data are reported as mean = SEM and expressed
as U/L. 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 ASc 100 pg/
mL and 200 pg/mL; ** p<0.01 compared with ASc 100 pg/
mL;"*p<0.001 compared with type 2 DM group).

in the control group [mean 2.77 (£0.37) p<0.05]. When
platelets of diabetic patients were incubated with ASc
(100 and 200 pg/mL) we observed 51.28% and 41.91%
of 5’NT activity, respectively (Fig. 2). In the control
group, however, no significant difference was found. We
also observed a significant positive correlation between
5°NT activity and triglycerides levels of diabetic patients,
as shown in Fig. 5A.

Effect of ASc on ADA activity in platelets of type

2 DM subjects and healthy controls

As illustrated in Fig. 3A, ADA activity in platelets of
diabetic subjects were significantly higher than [mean 5.00
U/L (+0.4)] observed in controls [mean 3.18 (+0.4) U/L,
p< 0.05]. Also, we evaluated the effects of ASc on the
ADA activity. Experimental data demonstrated that ADA
activity in platelets of diabetic subjects in the presence of
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Fig. 4. Effect of in vitro exposure of platelets 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<0.05; “p< 0.01 compared with type 2
DM group).

100 and 200 pg/mL of ASc was 57.7% and 52.03%,
respectively. However, in the control group ASc did not
present any effect. When ASc (100 and 200 pg/mL) was
incubated with EHNA we observed 15.03 % and
26.015% of ADA2 activity. These findings indicate that
in the presence of ASc (100 and 200 pg/mL), ADAI
activity was 42.66 % and 26.015 % in platelets of type 2
DM subjects (Fig. 3B). We also observed a significant
positive correlation between ADA activities and blood
glucose levels, as shown in Fig. 5B.

TBARS levels and antioxidant enzymes

We observed that there was a significant increase
in TBARS levels in platelets of type 2 DM subjects (1.18
+0.12) when compared to the control group [(0.7 £ 0.04),
p<0.05] (Fig. 4). However, after the samples were
incubated with ASc, we verified a significant reduction in
TBARS levels to 0.74 (£0.10) and 0.62 (£0.07) at 100
pg/mL and 200 pg/mL, respectively, in diabetic subjects.
As shown in Table 2, no significant difference was found
between the SOD and CAT activities in the subjects
studied.

Discussion

Many pathological alterations, such as vascular
disease, increased platelet reactivity, and altered platelet
morphology have been reported in patients with DM [58-
60]. Platelets are an important source of purine signaling
molecules for blood, such as ATP and ADP, which are
related to several physiological events. Of particular
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Fig. 5. A. Association between platelets 5'NT activities and
triglycerides levels. There was observed a significant positive
correlation (r = 0,4255, p<0.05). 5’NT activities are expressed in
nmol Pi/min/mg protein, and triglycerides levels are expressed
in mg/dL. B. Association between platelets ADA activities and
glucose levels. There was observed a significant positive
correlation (r=0,4175, p< 0.05). ADA activities are expressed in
U/L, and glucose levels are expressed in mg/dL.

Control type 2 DM
SOD
(U SOD/ ml platelets) 9746 +3.17 95.04 401
CATALASE
(umol H202/min/ml platelets)  146.2 + 18.52 1239+ 1244

Table 2. Levels of antioxidants enzymes in platelets of different
study groups: SOD and CAT activities in the platelets of type
2 DM subjects and control group (data are expressed as mean
+ SEM).There were no significant differences, as determined
by Student’s t-test.

interest, the metabolism of extracellular nucleotides plays
an important regulatory role in the control of adequate
hemostasis, mainly by regulating platelet coagulant status
[61]. In the present study, we observed an increase of
5°NT activity in diabetic platelets (Fig. 2) would lead to
an increase in the level of Ado. In fact, Ado, is an
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important modulator of vascular tone, and it is a well-
known inhibitor of platelet aggregation both in vitro and
in vivo [62-64]. Recent studies have indicated a significant
increase in 5’NT activities in platelets from diabetic type
2, hypertensive and diabetic type 2/hypertensive patients
[35] and in platelets of Alloxan-treated rats [65].

Likewise, ADA activity was increased in platelets
of diabetics (Fig. 3A). Corroborating with these results,
Rutkiewicz and Gorski [24] also found a significant
elevation in ADA activity in tissues of diabetic rats induced
with Streptozotocin (STZ), leading reduction Ado levels.
Ado acts directly to stimulate or increase sensitivity to
insulin [66] and to induce vasodilatation. Studies have
suggested that the insulin is involved in the regulation of
ADA activity in diabetes, and insulin administration is
capable of decreasing the elevated activity of this enzyme
in these tissues [67, 68]. Consequently, these effects would
affect the development of vascular complications
observed in the diabetic state, since Ado has an important
role in preventing the thrombotic process. In fact, platelet
activation, shape change, alterations in platelet cell
membrane are implicated in different cellular signaling
pathways in diabetic state [9].

We observed that ASc decreased significantly the
5’NT and ADA activities (Fig. 2 and Fig. 3A) in the
platelets of subjects with type 2 DM. Based on our
findings, we may suggest that ASc is able to maintain a
level of Ado in the extracellular environment, which
promotes vasodilatation and has an important protective
role under pathophysiological conditions caused by the
hyperglycemic state. Furthermore, studies showed that
the thrombosis is inhibited by polyphenolic compounds
which are present in ASc. These compounds can act
through mechanisms like platelet activation associated to
signal transduction and attenuation of generation of
reactive oxygen species [69]. In addition, the inhibition of
ADA can have protective effects on the ischemic tissues
by preventing free radical-mediated injury and this is
related to the improvement of cardiovascular activity [70].
In this regard, we can suggest that ASc may help in
maintaining vascular integrity important in the
hyperglycemic state. Further studies in the understanding
of effect of ASc are currently under investigation by our
group.

The diabetic state increased the production of levels
of thiobarbituric acid in the circulation (Fig. 4). The
hyperglycaemia can generate oxidative stress which has
been suggested to play a primary role which may mediate
tissue injury in Diabetes [71, 72]. In DM free radical over-
production is not only specifically involved to the

fievelopmem of the complications [73], but is also involved
in generating endothelial dysfunction and is linked toan
increased risk of cardiovascular disease [74]. Not only in
resting blood platelets but also during platelet activation
that different reactive oxygen species are generated [10,
12].

Similarly, ASc reduced significantly TBARS levels
(Fig. 4) in diabetic subjects. The main compounds present
in the ASc (gallic acid, chlorogenic acid and rutin) can be
responsible for these effects, since they have been known
by their antioxidant capacity. The protection effect of ASc
observed in the present study is consistent with the
beneficial results found by Stanley [75], Moresco [76]
and Bopp [44].

Controversies about activities of SOD and CAT have
been reported in diabetics [77-79]. However, no significant
difference was found in our study (Table 2). These
controversial results may be due to a compensation
mechanism of the body. Moreover, Hartnett [80] found a
strong association between reduced SOD activity and
diabetes, and considered their results to be unexpected in
a disease with elevated oxidative compounds. Interestingly,
we observed a moderate positive correlation between
ADA activity and glucose levels (Fig. 5B) in diabetic
subjects. Studies have been shown that a decrease in the
level of Ado in circulation may be associated with a
decrease in insulin-stimulated glucose uptake [81, 82].
Adenosine directly stimulates insulin activity via several
processes, such as glucose transport, lipid synthesis,
pyruvate dehydrogenase activity, leucine oxidation and
cyclic nucleotide phosphodiesterase activity [24, 83, 84].
Then, the increase in ADA activity may reflect the
decrease in adenosine circulation, leading the declining
of sensivity by insulin and consequently the increase of
glucose.

Also, we observed a positive correlation between
triglycerides levels and 5’NT activity (Fig 5A). The level
of serum lipids is usually raised in diabetes and seems to
be associated with an increase in the risk of vascular
disease. Significant disorders of lipid metabolism occur
in the course of diabetes, manifested by total cholesterol
level increase and changes in proportions and levels of
serum lipid fractions [85]. There is evidence that
adenosine can regulate several aspects of adipose tissue
function including lipolysis [86, 87]. It is also pertinent
that insulin administration in vivo decreases blood flow
in rat white adipose tissue, and it has been hypothesized
that this is achieved by decreased production of adenosine
[88]. Furthermore, ADA1 activity was higher in platelets
of type 2 DM subjects, corroborating with our previous

Syzygium cumini Decrease Enzyme Activities and Oxidative Damage
in Diabetic Patients

Cell Physiol Biochem 2010;26:729-738 735



Artigo

71

findings observed in erythrocytes of hyperglycemic
samples [44].

In conclusion, ADA and 5’NT activities were higher
in platelets of diabetics than control subjects, as well as
TBARS levels. These oxidative phenomena were
prevented by co-incubation with ASc. As a further
confirmation of our hypothesis, in this paper we show
that hyperglycemia is the prominent cause for the
production of free radicals and modulation of enzymatics
activities and platelet homeostasis, since these enzymes
have a substantial function in the regulation of platelet
aggregation. Moreover, the effects of ASc may be
associated with the presence of gallic acid, chlorogenic
acid and rutin. Thus, we can suggest that ASc could
promote a compensatory response in platelet function,
once that maintains levels of adenosine and contributes

to the vasodilatation and inhibition of platelet aggregation
beyond present antioxidant properties that play an
important role in the prevention of various cardiovascular
diseases.
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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 pg/mL and 200 pg/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; Villasendr 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 Diagndstico e Apoio Secundario -
CEDAS - Santa Maria — RS/Brazil). The mean (+ SEM) age of the patients was
57.83 (x 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
rpom, 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-HCI
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(pH 7.0), 0.50 M NaCl, 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 pg/mL and 200 pg/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 EImann et al. (1961), modified
by Worek et al. (1999). The samples of RBC were incubated with ASc at 100 pg/mL
and 200 pg/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 umol 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 pg/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 pL of
RBC sample was added to a cuvette and the reaction was started by the addition of
freshly prepared 0,5 M hydrogen peroxide (H,O2) in 50 mM phosphate buffer (pH
7.0). The rate of H,O, decomposition was measured spectrophotometrically at
240nm during 120 seconds. The activity of CAT was expressed as pmol H,O,/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 Jacqges-Silva et al. (2001). Plasma was precipitated with 1 volume of
a cold 5% trichloroacetic acid solution followed by centrifugation. An aliquot of 300 pL
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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pmol/L ascorbic acid freshly prepared in sulfuric acid) and expressed as pg/mL
plasma.

2.10. P-SH determination

P-SH were assayed in plasma and ghosts by the method of Boyne and Eliman
(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 pL)
obtained after centrifugation of whole blood were hemolyzed with 10% triton solution
(100 pL) for 10 min. Then, the protein fraction was precipitated with 200 uL of 20%
trichloroacetic acid followed by centrifugation. The samples were incubated with ASc
at 100 pg/mL and 200 pg/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 ug/mL of ASc (P<0.05), whereas 100
pg/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 pg/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 pg/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 200ug/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 (Martensson 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
3R 9/11 1317
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) 329+1.9 36,5+1.85
Creatinine(mg/dL) 0,84 £0.04 0,86 £ 0.04
Triglycerides (mg/dL) 1242 £+ 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 10%/mm®) 4.5+0.13 45+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 2373 (£144.5) *2028 (+88.88)
(nmol NP-SH/mL)

P-SH plasma 112.2 (£8.88) 127.4 (£10.4)
(nmol P-SH/mL)

P-SH ghosts 20.7 (+3.2) 23.32 (+2.4)
(nmol P-SH/mg protein)

VIT C 13.48 (+2.22) 13.57 (+1.3)
(ng/mL plasma)

CAT 136.4 (3.1) 136.3 (+3.65)
(umol H202/min/mL)

SOD 129.3 (+14.19) *96.54 (+6.02)
(USOD/mL)

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).
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Fig.2.
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Legends

Fig. 1. Molecular structures of compounds found in the Syzygium cumini agueous
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 pg/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 pymoL 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 meanSEM 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
nucleotideos e nucleosideos de adenina, como a 5’NT e ADA, além da atividade da
enzima AChE e parametros de estresse oxidativo em amostras de pacientes
diagnosticados como diabéticos tipo 2.

A adenosina € um importante nucleosideo componente do sistema
purinérgico, que desempenha um papel fundamental no metabolismo celular e atua
como um regulador fisiolégico 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 niveis de
adenosina, uma vez que sua producdo 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
complicagbes vasculares observadas no estado diabético, uma vez que a adenosina
exerce importante papel na prevencao do processo trombatico.

Além disso, observamos um aumento na atividade da enzima AChE em
eritrocitos de pacientes com DM tipo 2, podendo levar a reducdo nos niveis 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 possivel que as funcdes exercidas pela ACh estejam prejudicadas,
provocando, assim, reducdo nas acdes anti-inflamatérias exercidas pela mesma e
contribuindo para progressivas disfuncdes 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 peroxidacéo lipidica € 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 eritrocitos de pacientes
diabéticos. Dessa maneira, é possivel sugerir que 0 ASc seja capaz de manter 0s
niveis de adenosina e ACh, auxiliando na manutencdo da integridade vascular
importante no estado hiperglicémico, além de auxiliar em processos inflamatorios.

Os compostos fendlicos presentes no Sc podem ser 0s principais responsaveis por
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suas fungdes fisiologicas, uma vez que apresentam propriedades antioxidantes e
antihiperglicémicas (LOPEZ -VELEZ et al., 2003; USHIDA et al., 2008).

Em relacdo ao perfil oxidativo, observamos um aumento nos niveis de
TBARS, bem como deficiéncia em alguns sistemas de defesa antioxidante em
pacientes diabéticos. Durante a hiperglicemia persistente do DM, ocorre um
aumento da producdo de EROs e da peroxidacao lipidica, causando injaria celular e
danos as membranas celulares, além de complicacbes vasculares em pacientes
diabéticos (ESTERBAUER et al., 1991; HALLIWELL, 1997; TIWARI, 2004). Além
disso, pacientes diabéticos também apresentam um declinio nos mecanismos de
defesa antioxidante, levando ao dano de organelas celulares e enzimas e resisténcia
a insulina (PAWLAK et al., 1998, ZHAO, 2001). O ASc foi capaz de reduzir os niveis
de TBARS em plaquetas e membrana de eritrocitos, além de provocar um aumento
nos niveis de grupamentos SH nao proteicos em eritrocitos, 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 esta
associado a uma série de alteracdes nos sistemas purinérgico e colinérgico, além de
provocar um desequilibrio entre a producdo de espécies altamente reativas e
defesas antioxidantes, o que conduz frequentemente a lesdo celular e tecidual. E
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 0 Sc € um composto natural promissor com efeitos significativos no
metabolismo celular. Portanto, é de grande utilidade, que, em um futuro proximo,
possam ser desenvolvidos um maior nimero de investigacfes clinicas expressivas
para melhor entendimento das propriedades e mecanismos de acdo do Sc, com a
intencdo de ampliar a gama de compostos naturais que podem ser utlizados como

modelos para novos agentes antidiabéticos.
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Podemos concluir que:

A atividade das enzimas 5’NT e ADA encontram-se aumentadas em
plaguetas e membranas de eritrécitos de pacientes com DM tipo 2,
indicando que a sinalizacao purinérgica pode estar alterada no estado
diabético;

O aumento da atividade da enzima AChE em eritrécitos de pacientes
diabéticos pode estar associado ao processo de estresse oxidativo,

bem como com a sua participacdo nos mecanismos inflamatérios;

A ADA 1 é aisoenzima predominante em plaquetas de pacientes com
DM tipo 2;

O aumento nos niveis de TBARS, bem como deficiéncia em alguns
sistemas de defesa antioxidante durante a hiperglicemia persistente do
DM ocorre devido a um aumento da producdo de EROs e da

peroxidacao lipidica;

O ASc provocou redugdo na atividade das enzimas 5NT e ADA,
podendo auxiliar na manutencdo dos niveis de adenosina e assim,
contribuindo para a manutencéo da integridade vascular importante no
estado hiperglicémico, tendo em vista o papel cardioprotetor exercido

pela mesma.

Da mesma forma, o ASc provocou diminuicdo na atividade da enzima
AChE nos eritrocitos, podendo levar a um aumento nos niveis de ACh
e, assim, contribuindo para eventos anti-inflamatérios locais e
sistémicos, para o aumento do fluxo sanguineo e reducdo de

complicagBes vasculares.



e O Sc é um importante composto natural que pode atuar como potente
antioxidante, uma vez que foi capaz de provocar reducdo de alguns
parametros de medida de estresse oxidativo avaliados, além de

contribuir para melhoria nas defesas antioxidantes;

e Os compostos fendlicos presentes no Sc podem ser 0s principais

responsaveis por suas propriedades quimicas.
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Particularmente, h&d o interesse em dar continuidade ao estudo aqui

apresentado, buscando responder questdes ainda ndo avaliadas neste trabalho.

Através da abordagem da questdo da Sindrome Metabdlica, temos o
interesse de avaliar 0s seguintes pontos:

Em plaquetas, eritrocitos, linfocitos e soro de pacientes portadores de
Sindrome Metabdlica:

e Determinar a atividade das enzimas Adenosina deaminase, Dipeptidil
Peptidase IV e Hexoquinase;

e Avaliar parametros de estresse oxidativo, como 0s niveis de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) e niveis de antioxidantes, como a Catalase,

Superoxido Dismutase e Vitamina C;

e Avaliar Proteina C reativa, NAG e ceruloplasmina como biomarcadores

inflamatorios;

e Avaliar parametros bioquimicos rotineiros (glicose, perfil lipidico, uréia,

creatinina e insulina);
e Avaliar os niveis de Oxido Nitrico como marcador de disfun¢éo endotelial;

e Comparar o efeito do extrato das folhas de Syzygium cumini e da rutina,
constituinte quimico do Syzygium cumini, sobre os parametros citados acima,

sob condicdes in vitro;
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