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O diabetes tipo 1 (DT1) é uma doenca caracterizada pela incapacidade do
individuo de produzir o hormdénio insulina devido a destruicdo das células-p
pancreaticas pelas células imune do préprio organismo. Ainda ndo existe uma
terapia 100 % eficaz para tratar os sintomas do DT1. Os tratamentos atuais
envolvem monitoramento constante dos niveis de glicose do sangue e injecdes
periédicas de insulina. Os processos inflamatérios estdo associados com o
desenvolvimento e a progressdo do DT1 e, por isso, novas terapias envolvendo
farmacos com propriedades anti-inflamatérias tém sido alvo crescente de interesse
no meio cientifico. Os polifenois sdo uma classe de compostos heterociclicos dos
quais fazem parte as antocianinas e o acido rosmarinico, conhecidos por suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Neste trabalho, estudamos os
efeitos de dois extratos ricos em polifenois — batata cozida e alecrim - e de um
concentrado de antocianinas em um modelo de ratos com diabetes tipo 1 induzido
por estreptozotocina. Os extratos foram administrados por gavagem durante 30 dias.
Apds, os ratos foram eutanasiados e verificou-se os efeitos do tratamento sobre a
atividade da acetilcolinesterase (AChE) de linfocitos e da butirilcolinesterase
(BUChE) de soro, devido a importancia dessas enzimas como biomarcadores de
inflamagéo. As atividades de ambas as enzimas mostraram-se aumentadas nos
ratos diabéticos em relacdo aos controles. O extrato de casca de batata cozida e as
antocianinas concentradas néo alteraram significativamente a atividade da AChE em
linfécitos, provavelmente devido a sua baixa biodisponibilidade, enquanto o extrato
de alecrim foi um potente inibidor dessa enzima. Nenhum dos tratamentos surtiu
efeito sobre a atividade da BuChE de soro. Estes resultados reforcam a hipotese
inflamatoria na patologia do DT1 e apresentam o extrato de alecrim como uma
possivel terapia secundaria para o tratamento de doencgas associadas a inflamacéo,
como o diabetes tipo 1.

Palavras-chave: Alecrim; Batata; Colinesterases; Diabetes; Linfocitos.
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Type 1 diabetes (T1D) is a disease characterized by the individual's inability to
produce the hormone insulin due to destruction of pancreatic $-cells by the immune
cells of the organism itself. So far, there is no 100% effective therapy for treating the
symptoms of T1D. Current treatments involve constant monitoring of blood glucose
levels and regular insulin injections. Inflammatory processes are associated with the
development and progression of T1D, and so new therapies involving drugs with anti-
inflammatory properties have been the subject of increasing interest in the scientific
community. Polyphenols are a class of heterocyclic compounds that include
anthocyanins and rosmarinic acid, both known for their antioxidant and anti-
inflammatory properties. We studied the effects of two polyphenol rich extracts
(cooked potato and rosemary) and a concentrate of anthocyanins in a model of type
1 streptozotocin-induced diabetic rats. The extracts were administered by gavage for
30 days. After this period, the rats were euthanized and we assessed
acetylcholinesterase (AChE) activity in lymphocytes and serum butyrylcholinesterase
(BuChE) activity, because of the importance of these enzymes as biomarkers of
inflammation. The activities of both enzymes were shown to be increased in diabetic
rats compared to controls. The cooked potato peel extract and concentrated
anthocyanins did not altered AChE activity in lymphocytes, probably due to low
bioavailability, while rosemary extract was a potent inhibitor and reverted the activity
to normal levels. None of the treatments had any effect on serum BuChE activity.
These results support the involvement of inflammatory processes on TD1 pathology
and present the rosemary extracts as a promising alternative for future
phytochemical therapies for the treatment of inflammatory-related diseases, such as
type 1 diabetes.

Keywords: Cholinesterases; Diabetes; Lymphocytes; Potato; Rosemary.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados na
forma de manuscrito, o qual se encontra na devida secdo. As secdes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas encontram-se no
proprio manuscrito e representam a integra deste estudo.

O item Conclusédo, encontrado no final desta dissertacdo, apresenta
interpretacdes e comentarios gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho.

As referéncias bibliogréficas referem-se somente as citacdes que aparecem
nos itens Introducgédo, Revisao de Literatura e Concluséo desta dissertagéo.

O manuscrito estd em fase de preparacao.



1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca multifatorial que atinge uma parcela
significativa e crescente da populacdo mundial. Estima-se que o numero de
portadores da sindrome j& ultrapasse os 300 milhdes e que em poucas décadas ja
serdo mais de 500 milhdes de afetados em todo o globo (WHO, 2014). O DM é
caracterizado por altos niveis de glicose no sangue, configurando assim um quadro
de hiperglicemia crénica. Este aumento da quantidade de acuUcar circulante se deve
a uma diminuicdo na secrecdo de insulina e/ou a uma resisténcia adquirida a este
horménio (GILLESPIE, 2006). A Associagao Brasileira de Diabetes (ABD) classifica
o diabetes em dois tipos principais: o diabetes do tipo 1 (DT1) - também chamado
insulinodependente, imunomediado ou infanto-juvenil - de etiologia autoimune,
fortemente influenciado por fatores genéticos e ambientais e mais prevalente em
criancas e adolescentes e o diabetes do tipo 2 (DT2) — também conhecido por
diabetes adquirido, do adulto ou nao-insulinodependente - que pode ser
desencadeado por fatores como obesidade, sedentarismo e dieta hipercal6rica e
atinge principalmente a populacdo entre 30 e 69 anos (KEANEY &
LOSCALZO,1999). Além desses dois tipos, dependendo da predisposicao genética
de cada individuo, podem ocorrer também casos de diabetes associado a gestacao,
ou a doencas como pancreatites, hemocromatoses ou fibrose cistica, ou ainda
devido ao uso de certos medicamentos, como diuréticos, corticoides e
betabloqueadores (BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010).

As causas do diabetes tipo 1 ainda ndo sao inteiramente conhecidas, mas
evidéncias sugerem que alteracbes em fatores ambientais podem levar a
manifestagdo de um processo inflamatorio exacerbado em individuos geneticamente
predispostos, disparando uma resposta autoimune do organismo (PICCIRILLO et al.,
2004). Os linfécitos, desorientados, passam a reconhecer e atacar as proprias
células-p do pancreas, que sao responsaveis pela producéao e liberagao do horménio
insulina. Quando a destruicdo atinge um nivel critico, o organismo perde a
capacidade de controlar a homeostase da glicose no sangue e o individuo torna-se
dependente de injecOes regulares de insulina para sobreviver (VAN BELLE,
COPPIETERS & VON HERRATH, 2011). Sendo de natureza autoimune, muitos

eventos inflamatoérios tém sido associados com a patogénese e progressao do DT1.
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A inflamagdo € um mecanismo natural de defesa do nosso corpo contra
patbgenos invasores e envolve a atuacdo conjunta de defesas inatas (pele,
mucosas, macréfagos nao especificos, etc.) e defesas especificas adquiridas
(glébulos brancos ou leucocitos). Em geral, a resposta imune é rigorosamente
controlada e dura de apenas algumas horas até poucos dias (OLIVEIRA, 2009).
Porém, falhas na regulacdo podem levar a casos de inflamacgé&o cronica, que duram
meses ou até anos e estdo associadas a diversas doencas, como hipertenséo,
aterosclerose, Alzheimer, Parkinson e diabetes melito, entre outras (SCHALKWIJK
et al.,, 1999). Um dos mecanismos regulatorios das respostas imunes envolve a
participacéo da acetilcolina (ACh).

A molécula da ACh, inicialmente descoberta como um neurotransmissor, atua
em tecidos ndo-neuronais como uma molécula sinalizadora (TONIN, 2014). Os
linfécitos, células responsaveis pela defesa especifica contra patdgenos, sdo os
principais promotores da destruicdo das células-B. Foi demonstrado que os linfocitos
possuem um sistema colinérgico completo, incluindo as enzimas necessarias para a
sintese e transporte da ACh e as enzimas responsaveis pela sua degradacédo, das
quais a acetilcolinesterase (AChE) é a principal. E sabido que a atividade da AChE
em linfécitos de pacientes diabéticos encontra-se aumentada (FUJJI et al., 2003;
KAWASHIMA & FUJII, 2003). No sangue, a principal enzima responsavel pela
degradacdo dos ésteres de colina é a butirilcolinesterase. Ambas as enzimas tém
sido usadas como marcadores de inflamacéo (SANTARPIA, et al., 2013).

Terapias envolvendo o uso de plantas, ou moléculas derivadas delas, estao
entre os tratamentos naturais mais antigos de que se tem noticia (FERREIRA et al.,
2014). Os extratos de plantas contendo polifenois tém se mostrado bastante Uteis no
combate a doencas diversas, sendo associados a propriedades anticancerigena,
antimicrobiana, antiproliferativa, citoprotetora, antioxidante, anti-inflamatoria, entre
outras (ROCHA et al.,, 2006). O alecrim e a batata possuem diversos compostos
polifendlicos em sua composigdo, em especial o acido rosmarinico, no primeiro, e as
antocianinas, no segundo (KONTOGIANNI et al., 2013; MULINACCI et al., 2008).

Assim, considerando que ainda n&o existe uma terapia 100 % eficaz para o
tratamento do diabetes melito e que sua patologia esta associada a um processo
inflamatorio regulado pelo sistema colinérgico, considera-se relevante investigar os
efeitos de extratos ricos em polifenois sobre a atividade dessas enzimas em

modelos de diabetes tipo 1.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar o potencial anti-colinesterasico de extratos de batata cozida e alecrim

em um modelo de diabetes tipo 1 induzido por estreptozotocina em ratos.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar o efeito do tratamento com extratos de batata roxa cozida e alecrim

sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase de linfocitos;

- Verificar o efeito do tratamento com extratos de batata roxa cozida e alecrim

sobre a atividade da enzima butirilcolinesterase de soro;

- Discutir o potencial desses compostos naturais em terapias anti-

inflamatoérias no tratamento do diabetes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O diabetes melito (DM)

Segundo dados de novembro de 2014 divulgados pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), existem cerca de 347 milhdes de pessoas com diabetes no
mundo, sendo que mais de 80 % delas vivem em paises de baixa e média renda per
capita. Em 2030, estima-se que o diabetes ter4 alcancado a marca de 552 milhdes
de afetados e sera a 72 maior causa global de mortalidade. No Brasil, j& sdo mais de
13,4 milhdes de diabéticos, segundo a pesquisa “Diabetes: mude seus habitos”,
realizada pelo Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica (Ibope) em 2013.
Esta pesquisa revelou ainda que, do total de casos, 90 % correspondem a forma
adquirida da doenca, que os numeros estao crescendo em propor¢cdes alarmantes e
gue a populacdo em geral desconhece as causas e sintomas do diabetes. (WHO,
2014)

O diagnostico do diabetes é feito medindo-se as alteracdes nos niveis de
glicose plasmatica de jejum de 8 a 10 horas e por teste oral de tolerancia a glicose,
duas horas apOs sobrecarga de 75 g de glicose, considerando como normais
pacientes com niveis de glicemia de jejum inferior a 100 mg/dL e tolerancia a glicose
inferior a 140 mg/dL. Pacientes com glicemia de jejum entre 100 e 126 mg/dL e
tolerancia a glicose entre 140 e 199 mg/dL sdo considerados pré-diabéticos em
risco, enquanto pacientes com glicemia superior a 126 mg/dL e tolerancia a glicose
acima de 200 mg/dL sdo considerados diabéticos (SBD, 2014).

E fundamental que o diagndstico seja feito logo no inicio da doenca, para
combater os sintomas associados a hiperglicemia, que incluem: politria, sede
excessiva, cansacgo, perda de peso (mais comum no tipo 1, mas também pode
ocorrer no tipo 2), aumento do apetite, visdo embacada, deficiéncia nos processos
de cicatrizacdo e de combate a infeccOes e cetoacidose (GILLESPIE, 2006). Além
disso, o diabetes esta associado a incidéncia de sobrepeso e obesidade e a uma
série de outras complicacdes vasculares, que podem levar a doencas cardiacas,
cegueira, amputacdes, neuropatias e faléncia dos rins (BURGOYNE, 1961).

O tratamento para o diabetes resume-se a controlar a glicemia do sangue e

manter um estilo de vida saudavel, com préaticas fisicas regulares e uma alimentacao
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balanceada. Para os pacientes com diabetes do tipo 1, a aplicacdo de doses de
insulina €& fundamental, o que ndo costuma ser muito apreciado visto que a
administracéo € por via subcutanea (VAN BELLE, COPPIETERS & VON HERRATH,
2011). Ja os pacientes com diabetes tipo 2 (DT2) podem valer-se de medicamentos
por via oral para o controle dos niveis glicémicos, sendo que a maioria destes
farmacos atua aumentando a sensibilidade e/ou a secre¢do de insulina ou entédo

diminuindo a secrecao de glucagon (NGUYEN et al., 2011).

3.1.1 O diabetes tipo 1 (DT1)

O diabetes do tipo 1 pode ser considerado como uma resposta autoimune do
corpo, que passa a atacar as células-f pancreaticas responsaveis pela producédo do
horménio insulina (ATKINSON, 2012). Fatores genéticos, ambientais e imunol6gicos
sdo apontados como 0s principais responsaveis pela manifestacdo da doenca, mas
existem evidéncias que sugerem que infeccbes virais também poderiam
desencadear o processo autoimune caracteristico do DT1, sobretudo aquelas
causadas por enterovirus, rotavirus e rubéola (BLUESTONE; HEROLD;
EISENBARTH, 2010). Uma sequéncia de eventos desencadeadores parece
preceder a manifestacdo da hiperglicemia por meses ou até anos, dificultando o
estabelecimento claro dos fatores que levam ao aparecimento do DT1. O diabetes
melito insulinodependente acomete principalmente criancas, adolescentes e jovens
adultos, sendo por isso também conhecido como diabetes juvenil e compreende
cerca de 10 % dos casos de diabetes registrados anualmente no mundo
(DANEMAN, 2006).

Antes que o0s sintomas aparentes do diabetes tipo 1 se manifestem, é
possivel verificar a ocorréncia de uma cascata de eventos imunes silenciosos que
culmina na destruicdo das células-B pancreaticas responsaveis pela produgcao de
insulina. Esta cascata tem inicio quando ocorre uma falha nos mecanismos de
reconhecimento do sistema imunolégico e em decorréncia disso sdo produzidos
autoanticorpos, ou seja, anticorpos que atuam contra uma ou mais proteinas do
préprio organismo. Em seguida, os linfocitos auto reativos sao ativados e invadem o
pancreas para destruir as células-pf das ilhotas de Langerhans (FAIDEAU et al.,
2005). Essa destruicdo sistematica pode ocorrer durante anos sem ser detectada,

até que um numero suficientemente grande de células do pancreas tenham sido
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destruidas e o individuo torne-se dependente de administracdes regulares de

insulina para sobreviver (Figura 1).

“Gatilho”
ambiental

|
Autoanticorpos | Quadro
Insulite ' clinico

Perda totaldo
peptidio-C

]
Susceptibilidade
genética

Massa de células-B

Tempo'

Figura 1 - Modelo de decaimento linear da massa de células-B pancreéaticas apos
estimulo primério. Em individuos geneticamente predispostos, um gatilho ambiental
induz autoimunidade e destruicdo das células- 3 das ilhotas de Langerhans, levando
a um quadro de pré-diabetes e, quando a destruicdo atinge um estado critico,
culminando em diabetes melito tipo 1 (Adaptado de VAN BELLE, COPPIETERS &
VON HERRATH, 2011).

3.2 O sistema imunoldgico e os processos inflamatérios

O sistema imunolégico é o mecanismo de defesa do nosso organismo contra
bactérias, virus, germes, microbios, toxinas e demais corpos estranhos que
poderiam vir a nos infectar. O sistema imune geralmente € dividido em duas partes:
as defesas inatas, com as quais o individuo j& nasce, tais como a pele, mucosas, 0
suco gastrico e macrofagos néo-especificos; e as defesas adaptativas ou adquiridas
(imunidade) contra invasores especificos, que se desenvolvem durante a vida toda e
permitem que o organismo identifique e defenda-se de um patégeno com o qual ele
ja teve contato previamente (PARKIN & COHEN, 2001). A defesa contra patégenos
especificos é feita pelos glébulos brancos (ou leucdcitos), que por sua vez podem
ser divididos em neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos e linfocitos, conforme a
Figura 2 (DEMPSEY, VAIDYA & CHENG, 2003).
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Figura 2 — Tipos de leucécitos responsaveis pela defesa do nosso organismo
(Adaptado de Pinto, 2011).

Os linfécitos sdo derivados das células-tronco hematopoiéticas produzidas na
medula éssea vermelha e podem ser classificados em linfécitos B ou T, sendo que
0S primeiros estdo envolvidos na resposta imune humoral e os segundos fazem
parte da resposta imune mediada por células (CHAPLIN, D. D., 2006). Os linfécitos T
reconhecem um patdgeno somente apés pequenos fragmentos deste (chamados
antigenos) terem sido reconhecidos e combinados com um receptor denominado
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH). A deteccao dos antigenos é feita
pelas células B, que entdo produzem anticorpos especificos para eles e “marcam” os
invasores a serem destruidos, ao que entram em cena os linfécitos T auxiliares
(CD4+) que produzem e liberam citocinas que recrutam células efetoras para lidar
com o corpo estranho. Entre as células recrutadas, encontram-se os linfocitos T
citotoxicos (CD8+), cuja funcdo é destruir células anormais ou infectadas (BONILLA
& OETTGEN, 2010). Uma das primeiras respostas do sistema imunolégico no
combate a invasores é a inflamacéo.

A inflamacao € uma resposta fisioloégica natural do organismo a uma leséo de
tecido ou a presenca de um patégeno ou outro agente irritante. E um processo
finamente regulado por mediadores pr6é e anti-inflamatérios que atuam no
recrutamento de células do sistema imune, tais como leucdcitos, macrofagos e

linfocitos (OLIVEIRA, 2009). Entre os principais mecanismos que regulam a resposta
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inflamatdria, podemos citar as citocinas, as quimiocinas, as moléculas de adesao
celular, as células natural killer, as enzimas sintetizadoras de prostaglandinas, o
oxido nitrico (NO), entre outros mediadores que controlam o inicio e fim da resposta
inflamatoria, que geralmente dura de algumas horas a poucos dias (AHMED, 2011).
Porém, deficiéncias nos mecanismos de terminacao do processo inflamatério podem
levar a um quadro de inflamacéo crbnica, que pode durar meses ou até anos e
contribui para o desenvolvimento de doencas autoimunes, em que O organismo
passa a reconhecer como invasor as proprias células e tecidos do corpo
(MURAKAMI & HIRANO, 2012).

Embora a patologia do Diabetes Tipo 1 (DT1l) ndo seja inteiramente
conhecida até o presente momento, uma das teorias sugere que um dano primario
(que poderia ser uma infeccéo viral, p.e.) seria o responsavel por desencadear uma
resposta inflamatoria tipica do sistema imunoldgico inato. Tal evento promoveria
consideravel estresse sobre a homeostase das células-f pancreaticas, resultando
em uma mudanca no perfil de expressdo génica em individuos predispostos e
culminando na destruicdo das células-B do pancreas pelo préprio organismo
(BAUMANN, SALEM & BOEHM, 2012). Ainda, acredita-se que as células-p
poderiam estar envolvidas no processo de sua prépria destruicdo devido a um
segundo tipo de estresse celular intrinseco desencadeado por uma fase de alta
demanda de insulina (KARUNAKARAN & PARK, 2013).

3.3 O sistema colinérgico: da neurotransmisséao a inflamacéo

3.3.1 O sistema colinérgico neuronal

O sistema colinérgico envolve o mediador quimico acetilcolina (ACh) e o
aparato enzimatico responsavel pela sua sintese e degradacéo. Desde a descoberta
em 1914 do papel da ACh como neurotransmissor, por Sir Henry Dale, o sistema
colinérgico tem sido estudado como alvo para o desenvolvimento de terapias
visando o tratamento de sindromes neurolégicas, como transtorno de humor,
esquizofrenia, epilepsia, morte subita infantil e as doencas de Parkinson e Alzheimer
(SERRES, 2011).

A sintese da acetilcolina é feita pela enzima colina-o-acetil-transferase (ChAT,

EC 2.3.1.6) a partir da acetil-coenzima A formada durante a respiracao celular e da
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colina proveniente do metabolismo dos lipidios. Uma vez sintetizada, a ACh é
carregada pelo transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) e armazenada em
vesiculas sinapticas, aonde permanece até ser liberada por exocitose e ligar com o0s
receptores colinérgicos presentes nas membranas pré- e pos-sinapticas,
transmitindo assim o impulso nervoso (SCHMATZ et al., 2009). O término da
neurotransmissdao € mediado pela acdo das colinesterases, que promovem a

hidrolise da ACh em acetato e colina na fenda sinaptica (ver Figura 4).
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Figura 3 - Representacdo da sinalizacdo colinérgica que ocorre nas fendas
sinapticas durante a transmissdo de impulsos nervosos. A acetilcolina (ACh) é
sintetizada pela colina acetil-transferase (ChAT) e armazenada nos transportadores
de ACh vesicular (vVAChT). No momento do impulso nervoso, a ACh é liberada na
fenda sinaptica e interage com os receptores muscarinicos do tipo 1 (M1) e do tipo 2
(M2). Apds, a ACh restante € prontamente hidrolisada pela acetilcolinesterase
(AChE) em colina e acetato (Adaptado de Serres, 2011).

As colinesterases pertencem a classe enzimatica das hidrolases e seu
principal alvo catalitico s&o os ésteres de colina. Dependendo da sua especificidade,
as colinesterases sao classificadas em acetilcolinesterases (AChE, EC 3.1.1.7) ou
colinesterases verdadeiras, se hidrolisam preferencialmente a acetilcolina ou em

butirilcolinesterases (BUChg, EC 3.1.1.8) ou pseudocolinesterases, se hidrolisam
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preferencialmente a butirilcolina ou outros ésteres de maneira nao-especifica
(TAYLOR, 1991).

A acetilcolinesterase (Figura 5) é a principal enzima regulatoria responsavel
pela terminacdo dos impulsos nervosos, possuindo uma enorme eficiéncia catalitica
(uma Unica molécula da enzima é capaz de hidrolisar até 6x10° moléculas de ACh
em um Unico minuto) e alta especificidade pelo seu substrato (DUTRA, 2013).
Porém, a funcdo da AChE ndo se restringe as transmissfes nervosas, pois ela
também tem sido associada ao crescimento dos neuritos, a regulacédo estrutural da
diferenciacdo pOs-sinaptica, a osteogénese e a atividade hematopoiética. Além
disso, sua presenca em linfocitos parece implicar um possivel papel na regulagcédo

das funcdes imunes (KAWASHIMA & FUJII, 2000).

Canal do
sitio
ativo

Figura 4 - Estrutura cristalografica da acetilcolinesterase (AChE), ressaltando o sitio
catalitico onde ocorre a hidrolise da acetilcolina (ACh) em colina e acetato.
(Adaptado de Bourne et al., 2003).

A partir da elucidacdo da estrutura tridimensional da AChE, novas
possibilidades terapéuticas passaram a ser investigadas. Uma das principais
revelacdes sobre a estrutura dessa enzima foi a presenca de um sitio ativo contendo
uma triade catalitica semelhante a de outras hidrolases de serina. A triade,
composta por residuos de glutamato 334, serina 203 e histidina 447, esta localizada
na base de uma profunda (~20 A) e estreita fenda, denominada “gorge aromatico”,

gue contém ainda alguns poucos residuos negativamente carregados a sua volta.
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Dentro do gorge, localizam-se dois sitios anibnicos, formados primariamente por
triptofanos. O primeiro deles, denominado Sitio Anidnico Periférico (SAP), é
responsavel pela captura da acetilcolina por meio de interacfes cation-1r e ligagdes
de hidrogénio entre a carbonila do grupo acetil e um residuo de tirosina mais abaixo.
O segundo sitio, chamado Sitio Anidnico Catalitico (SAC), trabalha posicionando a
acetilcolina para que a triade catalitica atue sobre ela (TAYLOR, 1991).

a Sitio b
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Figura 5 — Acetilcolinesterase: sitio e reacdo. a) Representacdo da enzima, com o
sitio ativo localizado no fundo de um canal estreito, alinhado com cadeias laterais
hidrofébicas de aminoacidos b) A AChE promove a hidrélise da acetilcolina pela
formacdo de um intermediario acetil-AChE com a liberacdo de colina e a
subsequente hidrélise do intermediario para liberar acetato (Adaptado de Serres,
2011).

A butirilcolinesterase, por sua vez, € bastante semelhante estruturalmente a
AChE (elas possuem uma homologia de cerca de 65 % em suas sequéncias de
aminoacidos e tém sitios cataliticos parecidos), mas diferem em suas funcgdes,
distribuicdo e especificidade pelos substratos. Especula-se que ambas as enzimas
tenham surgido de um precursor comum, dadas as grandes semelhancas entre os
genes que as codificam (DARVESH, HOPKINS & GEULA, 2003). Enquanto a AChE
€ bastante especifica para a acetilcolina, a BUChE é capaz de hidrolisar uma
quantidade maior de ésteres e, dessa forma, exerce algumas funcdes mais

diversificadas em varios 6rgados do corpo, como no figado, na pele, no cérebro, no
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musculo liso gastrointestinal e no plasma sanguineo em forma solUvel (SANTARPIA,
et al., 2013).

3.3.2 O sistema colinérgico ndo-neuronal

Como discutido anteriormente, o primeiro papel bioquimico proposto para a
acetilcolina foi o de um neurotransmissor, dando origem a diversos estudos sobre a
sua atuacdo em sistemas neuronais, sobretudo nas sinapses. No entanto, hoje
sabemos que sua presenca nao esta restrita aos neurbnios e que ela se encontra
expressa em diversos outros tecidos e 6rgdos ndo-neuronais de mamiferos, como
nas ceélulas endoteliais, mesoteliais, parenquimais, epiteliais e nas células imune
(TONIN, 2014). Nestes meios, a ACh exerce as funcbes de molécula sinalizadora
e/ou citotransmissora.

Dentre as células que apresentam o “maquinario” bioquimico necessario para
sintetizar, regular e reconhecer acetilcolina, os linfécitos possuem a maior parte dos
componentes para constituir um sistema colinérgico ndo-neuronal independente e
funcional (FUJJI et al., 2003). Uma das diferencas notaveis entre o sistema
colinérgico de linfocitos e o sistema colinérgico neuronal classico é que, em
linfécitos, ndo se conseguiu detectar a presenca de compartimentos vesiculares para
0 armazenamento de acetilcolina, sugerindo que a ACh seja produzida pelos
linfécitos conforme necessidade e liberada imediatamente, sem ser estocada
(KAWASHIMA & FUJII, 2003). No entanto, o mecanismo de terminagdo do sinal
permanece idéntico: ap0s a interacdo com o0s receptores, a ACh é prontamente
hidrolisada pelas enzimas colinesterases (Figura 7). Outros estudos ainda
demonstraram que as células T auxiliares sdo a maior fonte de ACh em sangue e
gue a sua ativagcdo modula os processos de sinalizacdo intracelular por meio da
expressdo de receptores muscarinicos e nicotinicos, com a ACh agindo como
imunomodulador (ANWAR et al., 2012).
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Figura 6 — Diagrama esquematico ilustrando os diversos caminhos regulatorios que
afetam e sdo afetados pelo sistema colinérgico de linfécitos durante respostas
imunolégicas. ACh, acetilcolina; AChE, acetilcolinesterase; AcCoA, acetil-coenzima
A; APC, célula apresentadora de antigeno; ChAT, colina acetil-transferase; CHTL1,
transportador de colina de alta afinidade; DAG, diacil glicerol; ER, reticulo
endoplasmatico; ICAM-1, molécula de adeséao intercelular-1; IP3, inositol-1,4,5-
trifosfato; mAChR, receptor muscarinico de ACh; MAPK, proteina quinase ativada
por mitdbgeno; MAPKK, quinase da MAPK; MHC Il, complexo de
Histocompatibilidade principal classe Il; nAChR, receptor nicotinico de ACh; PIP2,
fosfatidilinositol—4,5-bifosfato; PKC, proteina quinase C; PLC, fosfolipase C; TCR,
receptor de célula T (Adaptado de KAWASHIMA & FUJII, 2003).

3.3.3 Interacgéo entre os sistemas colinérgicos neuronal e ndo-neuronal

Evidéncias da interacdo entre os sistemas colinérgicos neuronal e nao-
neuronal foram obtidas a partir de experimentos em que o bloqueio de certos
componentes do sistema nervoso (hipotalamo dorsal ou hipoéfise, p.e.) afetavam
também o sistema imune, indicando uma espécie de mecanismo concertado entre

resposta neurologica e resposta imune. Gomes (2013) resume dessa forma:

“os sistemas imune e nervoso fornecem ferramentas de forma coordenada e
independente no controle dos processos biolégicos [...] apontando uma via
de mao dupla através do reconhecimento de efetores celulares como
citocinas, neurotransmissores e horménios que podem ser detectados tanto

por células do sistema imune quanto do sistema nervoso”. (GOMES, 2013)
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Um agente principal na interagdo do sistema nervoso com o sistema imune é
0 nervo vago, apontado como mediador das respostas do sistema nervoso central
(SNC) a presenca de estimulos inflamatérios na circulacdo. O nervo vago, que se
estende do tronco cerebral até os érgaos viscerais, é o responsavel pela regulacédo
dos movimentos cardiacos e gastrointestinais e, ao que as evidéncias indicam, pela
regulacdo das respostas anti-inflamatoérias, que ocorre por meio da ativacdo das
fiboras aferentes deste nervo por produtos inflamatorios (ZIMMER, 2006). A
informacdo € entdo transmitida até o sistema nervoso, estimulando a producdo de
ACh pelo nervo vago eferente. A ACh passa a atuar como sinalizadora para a
inibicdo da sintese e da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias pelas células de
defesa do organismo, encerrando assim o processo inflamatério (PAVLOV et al.,
2009).

3.4 Modelos experimentais com animais

Ferreira, Hochman e Barbosa (2005) definem os modelos experimentais em
pesquisa como sendo “a materializagdo de uma parte da realidade, por meio da
representacdo simples de uma ocorréncia recente ou antiga”. Assim, um modelo
experimental deve ser capaz de reproduzir o mais fidedignamente possivel as
condicBes as quais estad se propondo. Para tal, precisa ser testado e comprovado
previamente, de forma a apresentar uma precisao cientifica adequada. Além disso, é
fundamental que se conhecam as suas limitac6es em relacao a realidade que tenta
representar (CBRA, 2014).

A utilizacdo de animais em estudos sobre anatomia e fisiologia ndo é
novidade para o homem: existem registros de que 0s povos babilénios e assirios ja
realizavam cirurgias em animais em datas tao longinquas quanto 2000 a.C. O grego
Aristoteles (384-382 a.C), considerado o “pai da Biologia”, descreveu em seus
tratados a disseccao de animais com fins de elucidar as diferencgas internas entre as
variadas espécies, mas foi Eraristratus (304-258 a.C.) quem de fato comecou a
desenvolver experimentos com animais vivos semelhantes aos modelos que
utilizamos hoje em dia (ERICSSON, CRIM & FRANKLIN, 2013). A Antiguidade
Classica (séculos VIl a.C. a V d.C.) foi um periodo bastante fértil para a Medicina,

com muito do funcionamento dos Orgaos internos sendo elucidado a partir de



29

dissecacBes em animais e cadaveres humanos. Porém, as pesquisas cientificas,
sobretudo no que tange as praticas ligadas a dissecagdo animal, viriam a sofrer um
baque violento e permanecer estagnadas por muitos anos durante o periodo
conhecido como Idade Média (séculos V a XV), devido em grande parte a proibicoes
de cunho eclesidstico. Com o fim da Inquisicdo medieval, a Humanidade veria
ressurgir o interesse pelos modelos experimentais em Medicina, com pesquisadores
como Andrea Versalius (1514-1564), fundador da anatomia moderna, com suas
demonstracdes publicas em cadaveres de cades e porcos. Dai em diante, muitas
descobertas importantes foram sendo feitas, como por exemplo o trabalho de
William Harvey (1578-1657) sobre os movimentos do coragdo e do sangue, ou O
trabalho de Stephan Hayles, quem primeiro reportou a medida da presséo
sanguinea (FRANCO, 2013).

A experimentacdo em animais, atualmente, € um ramo bem definido das
ciéncias bioldgicas e farmacéuticas e conta com legislacdo e diretrizes éticas
préprias para assegurar que 0s animais sejam mantidos em condi¢cdes ideais,
atendendo parametros sanitarios e genéticos de qualidade que garantam o bem
estar animal e a fidedignidade dos resultados. Ainda, 0s experimentos com animais
devem ser meticulosamente planejados para obter-se dados relevantes utilizando o
minimo de animais possivel (BROM, 2002). O descarte adequado do material
biolégico é outro fator que deve ser levado em conta no planejamento dos

experimentos.
3.4.1 Modelos de DM em animais

A forma mais comumente utilizada para a inducéo de diabetes melito em
modelos animais € a injecdo parenteral Unica (intraperitoneal ou endovenosa) de
substancia quimica, geralmente estreptozotocina (STZ) ou aloxana, sendo que a
dose necesséaria para exercer efeito diabetogénico varia conforme a rota de
administracdo e a espécie e estado de nutricdo do animal (SILVA et al., 2011).
Outros mecanismos de inducdo incluem manipulagdo cirdrgica ou genética dos
animais, sendo mais complicados e, por isso, menos utilizados (SHARMA et al.,
2013). A maioria dos experimentos é realizada em roedores, devido a sua fisiologia
propicia (o funcionamento dos seus 6rgdos internos assemelha-se bastante ao de

seres humanos) e a grande quantidade de linhagens disponiveis atualmente.
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O STZ (Figura 3) é um antibiético obtido das bactérias Streptomyces
achromogenes e é o unico derivado conhecido da N-metil-N-nitrosuréia que ocorre
naturalmente (SINGARAM, LAWRENCE & HORNEMAAN, 1978). Seu mecanismo
de acdo envolve a sua captacdo pelas células pancreaticas que contém
transportadores de glicose GLUT-2, seguida por uma alquilagdo do DNA celular e
ativacdo da poli-ADP ribose sintetase, 0 que ocasiona uma diminuicdo rapida e
potencialmente letal nos niveis de adenosina trifostato (ATP) das células
pancreaticas, causando a destruicdo das células por necrose (DELFINO et al.,
2002). Em ratos adultos, a dose mais utilizada é de 60 mg STZ/kg de rato, mas

doses mais altas e mais baixas também séao utilizadas.

Figura 7 - Férmula estrutural da estreptozotocina (C1sH1sN307)

3.5 Uso de plantas com fins medicinais

A fitoterapia €, certamente, uma das praticas medicinais mais antigas
empregadas pela Humanidade. Logo que o0s primeiros hominideos passaram a
observar o comportamento dos outros animais e perceberam que mascar certas
ervas ou comer raizes de determinadas plantas ajudava a amenizar sintomas de
enxaqueca, gastrite, constipacdo e diversas outras aflicbes, surgia uma pratica
milenar de estudo das propriedades medicinais das plantas e que viria, com 0
tempo, a evoluir de simples sabedoria popular para textos misticos mais elaborados,
até adquirir carater cientifico e firmar as bases para as ciéncias farmacéuticas atuais
(FERREIRA et al., 2014). No entanto, apesar de anos de refinamento das praticas,
0s usos fitoterapicos mais primitivos - como o da velha receita de familia para fazer

cha de carqueja - convivem ainda lado a lado com aspectos mais sofisticados de
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exploragdo dos recursos medicinais das plantas, como acontece nas industrias
milion&rias especializadas em extrair principios ativos de produtos naturais e vende-
los encapsulados (EL-ABHAR & SCHAALAN, 2014).

3.5.1 Os polifenois

Os polifenois sdo metabdlitos naturais das plantas, caracterizados pela
presenca de varios grupos fenol em sua estrutura, geralmente derivados da L-
fenilalanina. Dependendo do numero de anéis fendlicos e dos elementos estruturais
que mantém estes anéis ligados, os polifenois podem ser divididos em varias
classes: acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico), flavonoides,
estilbenos e lignanas (GHARRAS, 2009). Os flavonoides constituem um grupo de
moléculas bastante variado e podem ser divididos em flavonois, flavonas,

flavononas, isoflavonas e antocianidina (Figura 8).

Flavonas Isoflavonas Flavanonas

Apigenina 5=7=4'=0H Naringenina
Luteolina 5=7=3'=0H, 4 OCH, Hesperitina
= 0OCH; Diosmetina 7=4'= OH Daidzeina Naringenina-7-neohesperidoside Naringina
= Glicose Isovitexina 5=7=4'=0H Genisteina Hesperitina-7-rutinoside Hesperidina

Flavanodis Antocianidinas (a) e Antocianinas (b)

5=7 Catequina (2°R. 3*S) Pelargonidina
5=7 Epicatequina (2'R, 3'R) 5=7= Caempferol Cianidina
5=7. Epigalocatequina (2°R, 3'R) 5=7= Quercetina Delfinidina
5=7=3'=4'=OH, 5=7= Morina ‘= OCH; Malvidina
3-éster de acido galico  Epicatequina galate (2'R. 3'R) 7=3=4 Fisetina

5=7=3'=4'=5'=0H, 5=7=3'=4'=5"=0H Miricetina (b) Cianidina 3-glicosideo

3-esterde acidogalico Epigalocatequina galate (2'R, 2'R) Cianidina 3-galactosideo

Cianidina 3-rutinosideo
Malvidina 3-glicosideo

Figura 8 — Estrutura basica dos principais tipos de flavonoides. A posi¢do dos anéis
aromaticos e dos substituintes (geralmente hidroxilas) determina o tipo de flavonoide
(Adaptado de BAHADORAN, MIRMIRAN & AZIZI, 2013).
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As fontes mais comuns de polifenois em nossa dieta sdo as frutas e bebidas
como chas, vinho tinto e café, mas algumas verduras, leguminosas e cereais
também possuem quantidades significativas desses compostos (ANHE et al., 2013).
As plantas utilizam os polifenois com fins de defesa contra micro-organismos e raios
ultravioleta, ou como atrativos para insetos polinizadores (MANACH et al., 2005). Os
polifenois contribuem amplamente para as propriedades organolépticas (sabor, cor,
aroma) dos alimentos, sendo por isso muito visados por chefs de cozinha e
vinicultores em busca de diferentes caracteristicas sensoriais para 0s seus produtos.

Os principais beneficios dos polifenois para a nossa saude dizem respeito as
suas propriedades antioxidantes, por meio da captura de radicais livres, da
diminuicdo da peroxidacdo lipidica e da inibicdo da producdo de espécies reativas.
Além do seu potencial antioxidante, também as atividades anticarcinogénicas e
antiarterioesclerdticas de alguns chas tém sido associadas a presenca de
compostos polifendlicos (BAHADORAN, MIRMIRAN & AZIZI, 2013). Outros autores
também tém reportado atividade antimicrobiana, antiproliferativa,
antineurodegenerativa e anti-inflamatéria. Devido a essas caracteristicas, 0s
polifenois tém sido estudados como alternativas para o tratamento de diversas
patologias, entre elas: hipertensao, aterosclerose, fibromialgia, entre outras doencas
(WILLIAMSON & MANACH, 2005).

3.5.2 A batata e as antocianinas

A batata (Solanum tuberosum L.), assim como outras plantas, acumula uma
grande variedade de metabdlitos secundarios em seus tecidos, incluindo acidos
fendlicos, glicoalcaloides e antocianinas, que se concentram principalmente na
casca do tubérculo e contribuem para a protecdo da planta contra estresse bidtico e
abidtico (TAI et al., 2014). Em suas mais diversas variedades, a batata possui uma
vasta aplicacdo culinaria ao redor do mundo, devido as suas propriedades
organolépticas e nutritivas. Friedman (1997) demonstrou, ainda, que o conteudo
polifendlico total das batatas sofre poucas alteracées mesmo apds 0 seu cozimento.
A cor das batatas, sobretudo as roxas e vermelhas, é devido a presenca de
antocianinas em sua casca.

As antocianinas correspondem a um grupo de pigmentos polifenélicos

naturais sollveis em agua, responsaveis pelas cores vermelha, laranja brilhante,
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roxa, rosa e azul escura de diversas frutas, vegetais e flores (IERI et al., 2011). A
palavra “antocianina” é derivada das palavras gregas anthos (flor) e kyanos (azul).
Sua importancia bioldgica vai desde a protecdo contra os raios-ultravioleta até a
atracdo de insetos polinizadores (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
Quimicamente, as antocianinas sdo compostos polifendlicos bastante
instaveis, pertencentes a classe dos flavonoides (rever Figura 8). Sua estrutura
basica consiste de uma antocianidina (ou aglicona) ligada a uma unidade de acucar.
As agliconas sao estruturas formadas por um anel aromatico ligado a um anel
heterociclico contendo oxigénio, o qual esta ligado a um terceiro anel aromético por
meio de uma ligagdo carbono-carbono (RAGHVENDRA, 2011). Em 1939, Pauling
propds que as cores intensas e variadas exibidas por estas moléculas seriam
devidas aos efeitos de ressonancia do ion flavilio que compde as agliconas. As
antocianinas sdo bastante dispersas na natureza, sendo que, atualmente, s&o
conhecidas mais de 635 variantes dessa classe, que diferem entre si quanto ao
namero de grupos hidroxilados presentes na molécula de aglicona e quanto a
natureza e ao numero de acucares ligados na estrutura, bem como dos carboxilatos

alifaticos ou aromaticos ligados nestes (HE & GIUSTI, 2010).

3.5.3 O alecrim e o acido rosmarinico

A espécie Rosmarinus officinalis L., popularmente conhecida como alecrim, é
uma planta de origem mediterrdnea utilizada largamente como tempero culinério
devido ao seu aroma forte e as suas propriedades antioxidantes, conservantes e
antimicrobianas. Mais recentemente, estudos tém associado o alecrim e seus
metabdlitos com atividades antiviral, antimutagénica, antidiabetogénicas e anti-
inflamatorias (ULBRICHT, et al., 2010). O teor de compostos fendlicos presentes no
alecrim varia bastante conforme as condigcbes ambientais, como a disponibilidade de
agua ou a exposicdo a altas temperaturas e raios-ultravioleta (BEGUM et al., 2013).
Dentre os seus componentes, um dos que mais tem recebido destaque em
pesquisas € o acido rosmarinico.

O &cido rosmarinico (ou rosemarico) € um polifenol encontrado em diversas
plantas das familias Boraginaceae e Lamiaceae, mas também ja foi reportado, em
menores quantidades, nas plantas das familias Blechnaceae, Zosteraceae,
Potamogetonaceae, entre outras (JAYANTHY & SUBRAMANIAN, 2014). Esta
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presente em grande quantidade no alecrim, endro, manjerona, poejo, salvia,
orégano e outros (MUSHTAQ et al., 2014). Seu nome € originado do Rosmarinus
officinalis (alecrim), a primeira planta da qual ele foi extraido e isolado, em 1958,
pelos pesquisadores italianos Scarpati e Oriente.

Quimicamente, o acido rosmarinico € um éster dos acidos cafeico e 3,4-di-
hidroxifenillatico, de formula molecular CisH160s. Esta registrado sobre o nimero
CAS 20283-92-5 e sua nomenclatura oficial diverge, mas as mais aceitas sao a-O-
cafeoil-3,4-di-hidroxifenillatico, acido a-[3-(3,4-dihidroxifenil)-1-oxo-2-propenil]-3,4-di-
hidroxi-benzenopropandico ou &cido 3-(3,4-di-hidroxifenil)-2-[3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-
o0xo0-2-propeniloxi]-propandico (AZEVEDO et al.,, 2011). Uma vez que possui um
centro quiral, o acido rosmarinico apresenta-se em duas formas enantioméricas

distintas: a forma (R)(+) e a forma (S)(-), vide Figura 9.

OH

HO
OH

Figura 9 — Formula estrutural do acido rosmarinico (CisH160s).

Assim, considerando o papel das enzimas regulatorias do sistema colinérgico
na patologia do diabetes tipo 1, julga-se relevante estudar os efeitos de extratos
ricos em acido rosmarinico e antocianinas sobre estas enzimas em modelo de

diabetes em ratos.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is a disease characterized by the individual's inability to
produce the hormone insulin due to destruction of pancreatic $-cells by the immune
cells of the organism itself. So far, there is no 100% effective therapy for treating the
symptoms of T1D. Current treatments involve constant monitoring of blood glucose
levels and regular insulin injections. The inflammatory processes are associated with
the development and progression of T1D. Thus, new therapies involving drugs with
anti-inflammatory properties have been the subject of increasing interest in the
scientific community. Polyphenols are a class of heterocyclic compounds that include
anthocyanins and rosmarinic acid, both known for their antioxidant and anti-
inflammatory properties. We studied the effects of two polyphenol rich extracts
(cooked potato peel and rosemary) and a concentrate of anthocyanins in a model of
type 1 streptozotocin-induce diabetic rats. The extracts were administered by gavage
for 30 days. After this period, the rats were euthanized and we assessed
acetylcholinesterase (AChE) activity in lymphocytes and serum butyrylcholinesterase
(BUChE) activity, because of the importance of these enzymes as biomarkers of
inflammation. The activities of both enzymes were shown to be increased in diabetic
rats compared to controls. The cooked potato peel extract and concentrated
anthocyanins did not altered AChE activity in lymphocytes, probably due to low
bioavailability, while rosemary extract was a potent inhibitor and reverted the activity
to normal levels. None of the treatments had any effect on serum BUChE activity.
These results support the involvement of inflammatory processes on TD1 pathology
and present the rosemary extracts as a promising alternative for future
phytochemical therapies for the treatment of inflammatory-related diseases, such as
type 1 diabetes.

Keywords: Cholinesterases; Diabetes; Lymphocytes; Potato; Rosemary

1 Introduction

According to the World Health Organization (WHO), in 2013 there were more
than 345 million people with diabetes around the globe. By 2030, this number is
expected to be over 550 million, making diabetes the seventh largest cause of
mortality worldwide. In Brazil, a 2013 report made by the Brazilian Institute of Public
Opinion and Statistics has revealed that there are more than 13.4 million diabetics in
the nation and that this figure is rapidly rising (WHO, 2013).

Diabetes mellitus (DM) is a multifactor disease characterized by abnormal high
levels of sugar in the blood, due to a deficiency in insulin secretion and/or an
acquired resistance to this hormone (GILLESPIE, 2006). There are two main kinds of
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diabetes: the insulin-dependent form (or type 1 diabetes) and the acquired form, also
known as type 2 diabetes. Beside these two, there are also kinds of diabetes
associated with other diseases, like pancreatitis, hemochromatosis and cystic
fibrosis, or triggered by the use of certain drugs, like diuretics, corticoids, and beta
adrenergic blocking agents. There is also a form of diabetes associated with
gestation (BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010).

Type 1 diabetes (T1D) is responsible for approximately 10 % of all registered
cases worldwide, and affects mainly children and young adults. Its symptoms include
increased thirst, frequent urination, extreme hunger, unintended weight loss, blurred
vision, fatigue and weakness (BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010). Its
etiology is not entirely understood, but it is associated with a malfunction in the
organism’s natural immune response system, which leads to the destruction of the
pancreatic B-cells responsible for the insulin production, in a cascade of autoimmune
events that seem to be triggered by environmental changes (like viral infections) and
is strongly tied to a genetic predisposition (PICCIRILLO et al., 2004).

The immunologic system is our body’s own mechanism of defense against
bacteria, virus, germen and toxins. It is generally divided in two parts: the innate
defense system, like our skin, mucosa, gastric juice and non-specific macrophages;
and the adaptive defense system, which involves the acquired immunity against
specific targets and allows the body to protect itself against a pathogen that it has
already been in contact before (PARKIN & COHEN, 2001). The main cells
responsible for the specific recognition and destruction of pathogens are the
leukocytes, which can be further divided in neutrophils, eosinophils, basophils,
monocytes and lymphocytes (DEMPSEY, VAIDYA & CHENG, 2003). A normal
immune response begins when a pathogen infiltrates the organism, and is promptly
“scanned” by B cells that recognize the antigens in it and start producing specific
antibodies to mark the invaders. Then, the T helper lymphocytes (CD4+ cells) “read”
these markings and release cytokines to recruit effector cells to deal with the
pathogen. Among the recruited cells, are the cytotoxic lymphocytes (CD8+), which
have the function to seek and destroy the abnormal or infected cells (BONILLA &
OETTGEN, 2010).

Being a very important defense mechanism against pathogens, the
inflammation process must be highly coordinated in order to prevent the occurrence

of malfunctions (OLIVEIRA, 2009). In Ilymphocytes, the signaling molecule
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acetylcholine (ACh) acts as an immunomodulator, by means of binding to T helper
cells muscarinic receptors and mediating its action (KAWASHIMA & FUJII, 2003).
Thus, the activities of acetylcholinesterase in lymphocytes and butyrylcholinesterase
in serum are good indicatives of the occurrence of inflammation processes (FUJII,
2003).

Because of its autoimmune nature, research parties aiming to treat T1D are
starting to include anti-inflammatory drugs on their trials, as a manner to minimize
adverse effects and insulin-dependence. Some of the drugs that use anti-
inflammatory approaches to treat diabetes currently on clinical trials are anakinra
(LARSEN et al., 2007), atorvastatin (ARCA, M., 2007), simvastatin (ELDOR & RAZ,
2009), aldesleukin (HULME et al., 2012), salsalate (FLEISCHMAN et al., 2008) and
diacerein (RAMOS-ZAVALA et al., 2011), among others. In addition, the well-known
modulator of inflammatory processes and widely administered drug aspirin has been
recommended by the American Diabetes Association as a secondary prevention
strategy in patients with a history of vascular episodes (ADS, 2014).

Some of the current diabetes treatment involve phytochemicals - leaf and root
teas being among the more common ones (CHANG et al., 2013). Plants possess
many health-promoting properties. Fruits and vegetables containing polyphenolic
compounds in their composition have been associated with a series of benefits,
mainly as antioxidants, but also as antiproliferative, anticarcinogenic, antimicrobial,
antineurodegenerative and anti-inflammatory (GHARRAS, 2009).

Thus, considering the role of inflammatory processes in type 1 diabetes
progression and the importance of the cholinesterases on the regulation of these
processes, this work aimed to study the effects of two extracts (potato and rosemary)
containing natural anti-inflammatory polyphenols on the activities of enzymes
acetylcholinesterase of lymphocytes and blood serum butyrylcholinesterase in a
model of type 1 diabetes.
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2 Materials and Methods

2.1 Chemicals

Acetylthiocholine iodide (ASChl), butirylthiocholine iodide (BuSChl), Percoll, tris
(hydroxymethil)-aminomethane GR, Coomassie Brilliant Blue G, trizma and
streptozotocin were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).
Anthocyanins were purified from grape skin (AC-12-R-WS-P/10120/Gin:601412) and
are commercially available by Christian Hansen A/S. All other reagents and solvents
used in these experiments were obtained from commercial sources and were of

analytical grade and of the highest purity available.

2.2 Animals

Adult male Wistar rats (70-90 days) weighing from 200 to 300 g were used in
the experiments. The animals were obtained from the university’s Central Animal
House and were housed five to a cage on a natural 12 h day/night cycle at a constant
temperature of 23 +1 °C, with free access to water and standard chow at libitum. All
of the experimental protocols were performed in accordance with the guidelines of
the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and in
accordance with international guidelines for animal experimentation. This study was
approved by the local Ethical Committee of the Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) under the protocol number 23/2011.

2.3 Diabetes induction by streptozotocin

The experimental protocol for diabetes induction was performed according to
Schmatz et al. (2011). Briefly, the animals were submitted to a single intraperitoneal
injection of 55 mg/kg streptozotocin (STZ), diluted in 0.1 M sodium-citrate buffer pH
4.5. Controls received an equal volume of the sodium-citrate buffer only. For the next

24 h after induction, STZ-treated rats were given a 5 % glucose solution instead of
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water, in order to prevent death due to hypoglycemic shock. The glucose levels were
measured 48 h after STZ or vehicle injection using a portable glucometer
(ADVANTAGE, Boehringer-Mannheim, MO, USA). The animals with fasting glycemia

over 250 mg/dL were considered diabetic and used for the present study.

2.4 Treatment with baked potato extract (BP), anthocyanins (AN) and rosemary
extract acid (RE)

Two different cooked potato and two rosemary extracts were provided by
Italian professor Nadia Mulinnacci, from the Department of Pharmaceutical Sciences
of University of Florence. Their compositions, determined by High Performance
Liguid Chromatography (HPLC), are represented in Table 1 and Table 2,
respectively. The extracts with the highest polyphenolic content were chosen for the
treatment. Therefore, the animals were treated with extracts Pizzoli064 and
Rosemary Il. We added a third treatment group of pure anthocyanins to compare to
the results of the total potato extract, as a mean to assess the role of anthocyanins in
polyphenolic activity. Treatment doses of the extracts were selected based on the
literature (LIONETTO et al.,, 2010; BAKIREL et al.,, 2007; KANG et al., 2013).
Anthocyanins dose was selected in a way that it was equivalent to the amount of

anthocyanins present in the cooked potato extract.

Table 1 - Composition of the cooked potato extracts

Total _ _ )
Phenolic acids  Anthocyanins
Extract  polyphenols

(Mo/g) (Mo/g)
(ng/g)
Pizzoli
620.1 556.68 64.1
128
Pizzoli
1620.1 1182.86 437.2

064
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Table 2 - Composition of the rosemary extracts

Extract Total Total Total Rosmarinic
polyphenols terpenoids flavonoids acid
(% wiw) (% wiw) (% wiw) (% wiw)
Rosemary 5.57 3.49 1.28 0.8
I
Rosemary 16.96 10.28 2.57 411

The animals were randomly divided into 8 groups with at least 5 rats per
group: | - Control/Water; 1l - Control/Baked potato extract 50 mg/kg;
Control/Anthocyanins 15 mg/kg; Control/Rosemary extract 25 mg/kg; Diabetic/Water;
Diabetic/Baked potato extract 50 mg/kg; Diabetic/Anthocyanins 15 mg/kg and
Diabetic/Rosemary extract 25 mg/kg. Two weeks after diabetes induction, we started
treatment administration by gavage. All compounds were freshly prepared in distilled
water and were administered once a day, between 2 and 4 p.m., during 30 days.
Control animals received an equivalent volume of water instead. At the end of the
treatment period, animals were anesthetized with halotan, and then their blood was
collected from the still-beating heart, quickly followed by euthanasia. Structures were

separated and kept in ice or frozen for posterior analysis.

2.5 Protein determination

Protein was measured by the Coomassie Blue method as described by

Bradford (1976), using bovine serum albumin as standard.
2.6 Isolation of lymphocytes from blood
Lymphocytes were isolated from animal blood collected with EDTA, employing

a Fycoll-Hypaque gradient, as described by Boyum (1968). About 4 mL of whole

blood were used for the cells isolation.
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2.7 Acetylcholinesterase activity in lymphocytes

The AChE activity was determined according to the method described by
Ellman et al. (1961), modified by Fitzgerald and Costa (1993). Briefly, 0.2 mL of intact
cells were added to a solution containing 1.0 mM acetylthiocholine (AcSCh), 0.1 mM
5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) and 0.1 M phosphate buffer pH 8.0. The
absorbance was read at 412 nm, immediately before and after 30 min of incubation,
in a SpectramaxPlux 340 microplate reader. AChE activity was expressed as the

number of AcSCh pmols hydrolyzed in an hour per milligram of protein.

2.8 Butyrylcholinesterase activity in blood serum

BuChE activity in serum was determined by the spectrophotometric method of
Ellman et al. (1961) adapted to microplates. The reaction mixture (300 pL final
volume) contained 100 mM phosphate buffer pH 7.5 and 1.0 mM DTNB. Reaction
was started by adding 0.8 mM butyrylthiocholine substrate. The method is based on
the formation of the yellow anion thionitrobenzoate, which can be measured
photometrically at 420 nm. The absorbance was read during 2 min of incubation at

37 °C and the BuChE activity was expressed as pmol BuSCh/h/mg protein.
2.9 Statistical analysis

The statistical method employed was one-way ANOVA, followed by Tukey’s
multiple-comparison test. Values of P < 0.05 were considered representative of

statistical significance among the data. All data were analyzed by commercial
software GraphPad Prism 5.0 and were expressed as mean = S.D.

3 Results and discussion

3.1 Efficacy of STZ-diabetes induction
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During treatment, signs of polyuria were observed in all diabetic animals’
boxes, along with increased thirst and hunger. It wasn’t noticed any abnormal
aggressive behavior by any of the subjects. In general, rats from diabetic groups
seemed more physically debilitated and lost more weight (see Table 3), in
comparison to the control groups, which looked healthier and gained weight as
expected. Aside from two rats of the Diabetic/H20 box, all other diabetic animals kept
their fasting glycemia over 250 mg/dL, while control groups were below 200 mg/dL.

We consider loss of weight and elevated blood glucose, as well increased thirst,

polyuria and hunger, as being indicatives that diabetes induction worked well.

Table 3 — Animal’'s weights and glycemia at last day of treatment

Weight Glycemia Weight Glycemia
Group Group
(@) (mg/dL) (@) (mg/dL)
CT/H2O0  359.2+32 150.3%15 DB/H20 278.1 + 36 411.8 £92
CT/BP DB/BP
367.0+37 155.8 +13 267.3+35 475.0 £ 26
50 mg/kg 50 mg/kg
CT/AN DB/AN
379.4+54 136.4+21 2525+ 35 4840171
15 mg/kg 15 mg/kg
CT/RO DB/RO
3440+31 164.6 £33 269.4 + 40 4251+ 76
25 mg/kg 25 mg/kg

3.2 Acetylcholinesterase activity in lymphocytes

Figure 1 shows that the acetylcholinesterase activity in lymphocytes is
increased in diabetic rats (19.8 + 4.4), in comparison to the control group (10.6 + 4.7),
indicating that an inflammatory process is probably taking place, which could

contribute to the progression of the autoimmune condition that characterizes type 1
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diabetes. While treatment with cooked potato extract (l1a) and concentrated
anthocyanins (1b) were not particularly good at inhibiting AChE activity in
lymphocytes of diabetic rats, the rosemary extract (1c) was capable of bringing down
AChE activity in diabetic rats back to normal levels (10.7 + 4.2). These results are in
agreement with previous reports of rosemary extract being a potent anti-inflammatory
agent (TAKAKI et al., 2008; JUHAS, S. et al., 2008). In addition, Rosmarinus
officinalis anti-inflammation properties have been linked to the presence of rosmarinic
acid (RA) on its extract (BOONYARIKPUNCHAI, SUKRONG & TOWIWAT, 2014). In
this report, we suggest that RA anti-inflammatory activity might be due to its inhibition
of the AChE enzyme in lymphocytes.

(a) Baked potato extract (b) Anthocyanins concentrate
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Figure 1 — Acetylcholinesterase activity in lymphocytes of rats treated with (a) baked
potato extract 50 mg/kg, (b) anthocyanins concentrate 15 mg/kg and (c) rosemary
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extract 25 mg/kg. Different letters indicate statistical difference (p < 0.05). Results are
expressed as mean * SD.

On the other hand, the cooked potato extract (1a) and the purified
anthocyanins (1b) did not show great potential as cholinesterase inhibitors in
lymphocytes or blood serum, despite of anthocyanins’ previously reported inhibition
of brain AChE by our group (GUTIERRES et al., 2013) and others (PERVIN et al.,
2014; MAEDA-YAMAMOTO et al., 2012). It seems that, as suggested by Fernandes
et al. (2014), anthocyanins might not have a good bioavailability in blood as they
have in brain. Talavéra et al. (2005) demonstrated that anthocyanins are readily
absorbed by the organism but excreted almost as fast, while Kalt et al. (2008) found
that some of it can be accumulated in liver, eyes, cortex and cerebellum of pigs,
though none could be detected in plasma or urine. Therefore, we think that the low
bioavailability of anthocyanins on lymphocytes and blood serum might explain why it
was not able to inhibit AChE activity in these structures as well as it does in brain.
However, further experiments must be performed in order to assess the truth on this

matter, as the cause remains unclear

3.3 Butyrylcholinesterase activity in blood serum

The butyrylcholinesterase activity in blood serum was also elevated in diabetic
rats when compared to the control group, as shown in Figure 2. These findings
support the role of ACh as an anti-inflammatory signaling molecule and of BUChE as
an interesting marker of systemic inflammation, as previously proposed by Abbott et
al. (1993) and reinforced by Das (2012). However, neither treatment tested in this
experiment was able to revert this condition, indicating that these polyphenols could
interact more specifically with the AChE enzyme than with BuChE. Another
hypothesis, as discussed on previous topic, is that these compounds may not be as

much available in blood. Further experiments shall aim to elucidate this matter.
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Figure 2 — Butyrylcholinesterase activity in blood serum of rats treated with 50 mg/kg
baked potato (BP) and 25 mg/kg rosemary (RO) extracts and with a concentrate of
15 mg/kg anthocyanins (AN). Different letters indicate statistical difference (p < 0.05).
Results are expressed as mean + SD.

4 Conclusion

We conclude that rosemary extract from Rosmarinus officinalis has the
potential to inhibit acetylcholinesterase activity in lymphocytes, even in a low-medium
dose. These results add to previous works of our group about the beneficial
properties of R. officinalis, which have shown that rosmarinic acid was able to
prevent lipid peroxidation and oxidative damage in the brain of diabetic rats, by
inhibiting brain AChE (MUSHTAQ et al., 2014). Combining anti-inflammatory and
anti-oxidant properties, rosemary extract could be used as a complementary therapy
for the treatment of type 1 diabetes, as well as other autoimmune and chronic
inflammation-related diseases.

Future studies regarding anthocyanins should assess the matter of their
bioavailability, as it appears to be a limiting agent of their beneficial properties. In
addition, in vitro studies offering insight on these compounds stability as well as
cholinesterases activities from other tissues might be of great value on solving the

puzzle of anthocyanins.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho vem a somar com outras pesquisas que evidenciam a existéncia
de processos inflamatorios na patologia do diabetes melito tipo 1 (DMT1) e
apresenta o extrato de alecrim como um possivel complemento secundéario para
novas terapias fitoquimicas anti-inflamatorias.

Em nossos experimentos, o extrato de alecrim mostrou-se um potente inibidor
da enzima acetilcolinesterase de linfocitos. No entanto, o outro extrato polifendlico
testado (batata) ndo foi bem sucedido em alterar a atividade da AChE nessas
células, embora trabalhos anteriores do nosso grupo j& tenham demonstrado a
inibicdo da AChE em cérebro de ratos pelas antocianinas. Neste relato, discutimos a
possibilidade dessa discrepancia entre as atividades em cérebro e em linfocitos ser
devido a baixa biodisponibilidade destes compostos no sangue, enquanto ja foi
demonstrado que eles podem se acumular em estruturas cerebrais. Mais testes
nesse sentido precisam ser realizados para melhor elucidar esta questéo.

Para trabalhos futuros, sugerimos ainda que sejam estudados os efeitos
destes extratos sobre outros biomarcadores de inflamacédo, sobre o estresse
oxidativo e sobre a peroxidacao lipidica de outras estruturas afetadas pelo diabetes,
como figado, rins e sistema nervoso central. Ainda, testes in vitro para verificar a
estabilidade das antocianinas sob diversas condicdes pode fornecer respostas

importantes sobre a sua biodisponibilidade em diferentes estruturas do organismo.
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