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Do uso recreacional aos problemas sociais, 0 etanol € a droga mais consumida no
mundo. Ao atingir praticamente todos os sistemas fisiolégicos, o consumo de etanol
provoca inuUmeras alteracdes fisiologicas. Os efeitos farmacoldgicos e toxicolégicos do
etanol dependem de suas concentracdes e de seus metabdlitos no organismo, e da
duracdo da exposicao a estas substancias. Adenosina desaminase (ADA, E.C. 3.5.4.4)
€ considerada uma enzima chave no metabolismo das purinas. Ela auxilia na regulacéo
extracelular de adenosina, que desempenha um importante papel de neuromodulacéo
no sistema nervoso central e também na liberacdo de mediadores inflamatorios agindo
nos receptores presentes nas células do sistema imune. Além disso, a adenosina pode
desempenhar um papel crucial na mediacdo de muitos efeitos neuronais do etanol. O
Syzygium cumini (S. cumini), conhecido popularmente como jambol&o, € uma planta que
apresenta propriedades hipoglicEémicas, antiinflamatérias, antipiréticas e antioxidantes.
Considerando as inlmeras alteracfes provocadas pelo consumo agudo de alcool em
excesso associado a importancia que a utilizacdo de plantas medicinais representa para
grande parte da populagcdo juntamente com o grande potencial de alternativas
terapéuticas relacionadas as mesmas, este estudo teve como objetivo avaliar, através
da realizagdo de um modelo animal de intoxicacdo aguda, o efeito que uma alta dose de
etanol pode provocar a atividade da ADA e aos niveis de mediadores inflamatorios.
Simultaneamente, verificar o efeito protetor do extrato aquoso das folhas de S. cumini
(ASc) sobre as possiveis alteragcbes provocadas nos parametros avaliados. Os
resultados demonstraram que apos 6 horas da intoxicagdo aguda por etanol, na dose de
5g/Kg, a atividade da ADA do soro e nos linfécitos do bago aumenta, enquanto no cortex
cerebral observa-se uma reducdo desta atividade. Ao analisarmos o0s niveis de
mediadores de inflamag&o no soro, os resultados mostram que o etanol provoca um
aumento na liberacdo dos mediadores de inflamacédo IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y e NOy e
uma reducdo da citocina anti-inflamatéria IL-10. Beneficamente, observamos que o
tratamento com ASc na dose de 0,4g/Kg, foi capaz de prevenir as alteracbes
provocadas pelo etanol sobre a atividade da ADA e os niveis de NOy e IL-10. Assim,
nossos resultados sugerem que a acdo do etanol sobre o sistema purinérgico pode ser
um dos mecanismos pelo quais 0 etanol exerce seus efeitos sobre a liberacdo de
mediadores inflamatérios e o sistema nervoso central, bem como, que o ASc pode
minimizar s alteracdes decorrentes de exposicdo aguda ao etanol, uma vez que a
reducdo na atividade da ADA pode afetar varios processos fisioldgicos e patoldgicos.

Palavras-chave: Etanol. Adenosina Desaminase. Mediadores inflamatoérios. Oxido
Nitrico.



ABSTRACT

Dissertation of Marter’s Degree
Graduation Program of Pharmaceutical Sciences
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil
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From the social use to problematic, ethanol is the most commonly drug used in the
world. As it reaches almost all physiological systems, the ethanol consumption
causes many physiological changes. The pharmacological and toxicological effects
of ethanol depend on their concentration and their metabolites in the body, and the
exposure time to these substances. Adenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) is
considered a key enzyme in the metabolism of purines. It assists in the regulation of
extracellular adenosine, which plays an important role in neuromodulation in the
central nervous system and also in the release of inflammatory mediators acting on
receptors in cells of the immune system. Furthermore, adenosine may play a crucial
role in the mediation of many neuronal effects of ethanol. The Syzygium cumini (S.
cumini), popularly known as jambolan, is a plant that has hypoglycemic, anti-
inflammatory, antipyretic and antioxidant properties. Considering the many changes
caused by acute excessive consumption of alcohol associated with the importance
that the use of medicinal plants is to a great part of the population along with the
great potential of therapeutic alternatives related to these plants, this study aimed to
evaluate, by conducting an animal model of acute intoxication, the effect that a high
dose of ethanol may cause to the ADA activity and to the levels of inflammatory
mediators. At the same time, check the protective effect of the aqueous extract of the
leaves of S. cumini (ASc) on the possible changes caused in the evaluated
parameters. The results showed that after 6 hours of acute intoxication with ethanol,
at a dose of 5g /Kg, the serum ADA activity, as well as of the spleen lymphocytes
increases, whereas in the cerebral cortex was observed a decrease in this activity.
When analyzing the levels of inflammatory mediators, the results showed that
ethanol causes an increase in the release of inflammatory mediators IL-1, IL-6, TNF-
a, INF-y and NOx and a reduction of the anti-inflammatory cytokine IL-10.
Beneficially, we found that the treatment with ASc, at a dose of 0.4g / kg, was able to
prevent the changes caused by ethanol in the ADA activity and NOx and IL-10 levels.
Thus, our results suggest that the action of ethanol on the purinergic system may be
a mechanism by which ethanol exerts its effects on the release of inflammatory
mediators and on the central nervous system, and that the ASC can minimize
changes resulting from acute exposure to ethanol, since the reduction of ADA activity
can affect various physiological and pathological.

Keywords: Ethanol. Adenosine Deaminase. Inflammatory mediators. Nitric oxide.
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APRESENTACAO

No item INTRODUC;AO ¢ feita uma abordagem geral sobre o tema desta
Dissertacdo de Mestrado. No item REVISAO BIBLIOGRAFICA esta descrita

uma sucinta revisdo sobre os temas trabalhados.

As secOes materiais e métodos, resultados, discussdo estao apresentados
sob a forma de manuscrito, o qual se encontra no item MANUSCRITO e
representam a integra deste estudo.

Por fim, a secio REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS disposta no final

desta dissertagdo referem-se somente as citagcdes dos itens INTRODUQAO e

REVISAO BIBLIOGRAFICA.



1 INTRODUCAO

O grande interesse em etilismo, tanto do ponto de vista clinico quanto
socioldgico, resultou em um nimero impressionante de estudos sobre os efeitos do
etanol. No entanto, os resultados ndo tém sido ainda unanimes, pois os modelos
utiizados tém sido extremamente variaveis. A intoxicacdo aguda tem sido
considerada a mais apropriada para estudos com finalidade de avaliar os efeitos
diretos do etanol a nivel celular e molecular (COPORTI et al., 2010).

O uso de etanol pode estar relacionado com uma variedade de danos a
saude, sendo alguns deles bem conhecidos como: hepatopatia alcodlica,
pancreatite, cardiopatias, lesbes no SNC e neoplasias (HAKULINEN et al., 1974;
LUNDY et al., 1974; GRAMENZI et al., 2006). Além disso, o consumo de etanol
contribui para modificacdes em respostas inflamatérias/imunolégicas e os produtos
gerados durante seu metabolismo tem sido associados a processos auto-imune
(SZABO; MANDREKAR; MAYERLE, 2007).

A adenosina é liberada durante insultos metabdlitos ou traumaticos,
exercendo funcbes de protecdo de orgaos e tecidos (HASKO; CRONSTEIN,
2004). Uma enzima chave do seu metabolismo é a Adenosina Desaminase (E.C.
3.5.4.4, ADA) que promove a desaminagao irreversivel da adenosina ou 2’-
deoxiadenosina em inosina ou 2’-desoxinosina e amoénia (FRANCO et al.,, 1997,
ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005). A ADA possui um papel importante no sistema
imune, alta atividade nos linfocitos e macrofagos e tem sido objeto de interesse
devido ao seu papel na manutencéo dos niveis intra e extracelulares de adenosina
(GORGUNER; CERCI; GORGUNER, 2000).

O uso de plantas medicinais no tratamento e prevengao de doencgas é pratica
comum, por ser uma alternativa terapéutica util devido a sua eficacia aliada a um
baixo custo operacional e a uma relativa facilidade para aquisicdo. Devido a essa
ampla utilizagdo, plantas medicinais tradicionais vém sendo estudadas em relag&o
as suas diversas propriedades farmacolégicas (BHUIYAN et al., 2010).

O Syzygium cumini (Sc), pertencente a familia das Myrtaceaea e
popularmente conhecida no Brasil como Jamboldo, apresenta propriedades

hipoglicémicas, antiinflamatérias, antipiréticas, hipolipidémicas e antioxidantes
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(BRAGANCA, 1996; STANELY et al.,, 2003). O Sc praticamente n&o tem sido
explorado em relacdo as suas propriedades medicinais frente as alteracGes

decorrentes do consumo de alcool.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etanol

O etanol, também referido como "alcool etilico", apresenta uma estrutura
guimica simples, composta de dois carbonos e um grupamento hidroxila ligado a um
carbono saturado (Figura 1), sendo que esta ligacdo o caracteriza como uma
molécula orgéanica da familia do alcool (GIGLIOTTI et al., 2008). Este composto
organico € um componente béasico e a molécula ativa de bebidas alcodlicas. A
graduacdo alcoolica de uma bebida é definida pela porcentagem volumétrica de
alcool puro nele contido. Assim, por exemplo: um vinho de 10° significa que 1L
contém 10% de &lcool, que representa 100 ml ou 80 gramas de alcool (MELLO
et al., 2001).

Figura 1 — Estrutura quimica do etanol. Adaptado de RUSSEL, JB. Quimica geral, v. 1, ed.2.

Por ser uma droga licita, seu consumo € admitido e estimulado pela
sociedade, o0 que o torna uma das drogas psicoativas mais usadas no mundo,
apesar dos inumeros problemas de saude e sociais que estdo relacionados ao seu
uso (RUI; JUN, 2010).

O etanol é uma molécula amplamente estudada em muitos institutos de
pesquisa em todo o mundo, o que tem sido frutifero em revelar uma grande

variedade de alvos moleculares nos quais o etanol atua (COPORTI et al., 2010).
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2.2 Consumo de etanol

O consumo de etanol provoca danos a sociedade como um todo. Fatores
ambientais, tais como o desenvolvimento econdmico, a cultura, a disponibilidade de
alcool e o nivel de eficacia das politicas do alcool sao relevantes para explicar as
diferencas e as tendéncias historicas no consumo de alcool e seus efeitos nocivos
(BUCHELE; MARQUES; CARVALHO, 2004).

As bebidas alcodlicas fazem parte da histéria da humanidade, tendo o seu
consumo integrado a muitas culturas por milhares de anos (McGOVERN, 2009).
Anteriormente a era moderna, as bebidas alcodlicas eram produzidas em pequena
escala como atividade doméstica ou artesanal para o consumo tradicional. Muitas
vezes, desenvolvida como atividade ocasional e comunitaria pelas sociedades tribais
e aldeias (GUMEDE, 1995; PARRY; BENNET, 1998; SALA et al., 2002).

Com a industrializagcdo, na era moderna, foram criados outros padrdes de
producdo e consumo, assim como a obtencdo de novas bebidas alcodlicas,
tornando-as um bem de mercado, resultando em uma maior disponibilidade
(JERNIGAN, 2000). Associado a isso, no século XIX, sociedades industrializadas na
Europa e em outros lugares viram o aumento do consumo de etanol como um
problema social e de saude substancial. Uma vez que o consumo do etanol
prejudicava a for¢ca de trabalho sébria e atenta que era necesséria, 0 consumo de
etanol tornou-se um problema socialmente relevante (BERRIDGE, 2014), levando ao
surgimento de movimentos sociais populares, contando com a participacéo e forca
politica para limitar e até mesmo proibir o consumo de etanol (OMS, 2011). Foi neste
século que a palavra alcoolismo foi usada pela primeira vez para se referir a
sindrome da dependéncia do alcool (BAU, 2002).

Até o final da década de cinquenta, acreditava-se que as doencas
provenientes do consumo excessivo de etanol estavam associadas exclusivamente
a ma nutricao (LIEBER, 1993). Di Luzio (1962) e Lieber e Davidson (1962) foram os
pesquisadores pioneiros a postularem que o etanol afeta o equilibrio antioxidante
das células hepaticas, exercendo entdo, efeito toxicos per se. A partir da década de
sessenta, foi dado inicio a pesquisas cujo objetivo era a amplificacdo de

conhecimentos acerca dos efeitos do etanol no organismo (KOCH et al., 2004).
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O equilibrio entre efeitos benéficos e adversos do consumo de alcool é
complexo. Efeitos benéficos do consumo de quantidades moderadas de bebidas
alcodlicas ja foram postuladas como fator de protecdo sobre doencas
cardiovasculares (MOREIRA et al.,, 1996), porém o consumo abusivo leva a
problemas sociolégicos e toxicolégicos de grande importancia, como esteatose
hepatica, hepatite alcodlica e cirrose hepatica (NANCHAHAL; ASHTON; WOOD,
2000; TUMA 2002; HINES; WHEELER, 2004; ALBANO, 2009).

2.3 Dados epidemiolégicos

Do uso social ao problematico, o etanol é a droga mais consumida no mundo.
Segundo dados de 2004 da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
aproximadamente dois bilhdes de pessoas consomem bebidas alcodlicas.
Contribuindo para a diminuicdo da satde mundial, o consumo indevido de etanol foi
responsavel por 3,2% de todas as mortes e por 4% de todos os anos perdidos de
vida util no ano de 2004 (OMS, 2011). J4 em 2012, 5,9% de todas as mortes no
mundo foram atribuidas ao etanol, o que corresponde a uma em cada 20 pessoas
ou a 3,3 milhdes de vidas perdidas (OMS, 2014).

Quando esses indices sdo analisados em relacdo a América Latina, o alcool
assume uma importancia ainda maior. Cerca de 16% dos anos de vida util perdidos
neste continente estédo relacionados ao uso indevido dessa substancia, indice quatro
vezes maior do que a média mundial (OMS, 2011).

Segundo dados mais recentes da OMS, existe uma grande variagdo no
consumo de etanol em todas as regides do mundo, sendo que 0s niveis mais altos
continuam a ser encontrados nos paises mais desenvolvidos, em particular, na
regido Europeia e na regido das Americas. A nivel mundial, os individuos acima de
15 anos de idade bebem em média 6,2 litros de alcool puro por ano, que equivalem
a 13,5 g de élcool puro por dia. Estima-se que para 0s proOXimos cinco anos o
consumo de etanol permaneca estavel nas regides Africana, Europeia e das
Américas, apesar de alguns paises da regido Europeia e Africana relatarem

reducdes significativas no seu consumo (OMS, 2014).
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7

Globalmente, 50,1% de alcool total registrado é consumido na forma de
bebidas espirituosas, sendo também o tipo de bebida mais consumida nas regides
do Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental. O segundo tipo de bebida mais consumida
€ a cerveja, o que representa 34,8% de todo o alcool consumido no mundo e é o tipo
mais consumido na Regido das Américas, representando 55,3% do total (OMS
2014).

O | Levantamento nacional sobre os padrdes de consumo de alcool realizado
em 2007 mostrou que no Brasil 52% da populacédo brasileira consome bebidas
alcodlicas, tendo predominio de homens (65%) em reacdo as mulheres (41%). Do
conjunto dos homens, 11% bebem todos os dias e 28% consomem bebida alcodlica
de 1 a 4 vezes por semana. Embora a maior porcentagem de pessoas que bebem
esteja nas classes A e B e na Regido Sul, é nos Estados do Norte, do Centro-Oeste
e do Nordeste e na classe E que se consome 0 maior nimero de doses a cada vez
gue se bebe (BRASIL, 2007).

Ainda no Brasil, o consumo de etanol é responsavel por mais de 90% das
internacdes por dependéncia quimica, e estd associado a mais da metade dos
acidentes de transito, principal causa de morte na faixa etaria de 16 a 20 anos
(BRASIL, 2007).

2.4 Metabolismo do etanol

O esclarecimento do metabolismo do etanol é essencial para a compreensao
e controle das a¢des provocadas no organismo, visto que os efeitos farmacologicos
e potencialmente patologicos do etanol dependem da concentracdo de etanol e de
seus metabolitos no organismo, e também a duracdo da exposicdo a estas
substancias.

Etanol consumido por via oral é absorvido rapidamente a partir do trato
gastrintestinal (estbmago, intestino delgado) para o sangue. A absorcdao é
influenciada por fatores como concentragcao alcodlica da bebida ingerida, presenca e
composicado dos alimentos no estbmago, taxa de ingestao e esvaziamento gastricos.
Ao ser absorvido, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas de ser uma

molécula pequena e sollvel tanto em meio aquoso como meio lipidico, o etanol é
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amplamente distribuido pelos tecidos do organismo e afeta a maioria das funcdes
vitais (GILMAN et al. 1996; RAMCHANDANI et al. 2001).

Sendo o figado o 6rgéo responsavel por aproximadamente 90% da oxidagao
do etanol, € este 0 mais susceptivel aos efeitos toxicos exercidos pelo consumo em
excesso de bebidas alcodlicas (LIEBER, 1980).

O metabolismo do etanol ocorre através de trés rotas enziméticas, uma
principal, através da alcool desidrogenase (ADH), e duas acessoérias que
representam apenas uma pequena fracdo do metabolismo do etanol, CYP2ELl e

catalase (Figura 2).
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Figura 2. Metabolismo oxidativo do etanol, demonstrando as trés vias enzimaticas envolvidas.
Adaptado de BERMOND II; TOSE, 2000.
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Através da acao da ADH, o etanol é transformado em acetaldeido, ocorrendo
a liberacdo de um hidrogénio que é transferido para o cofator nicotinamida adenina
di-nucleotideo (NAD"), que é convertido na sua forma reduzida (NADH). A principal
via de biotransformacé&o ocorre no citoplasma das células hepéticas, mas também é
encontrada em outros 6rgaos como cérebro e estbmago (KATZUNG, 2003).

O etanol também pode ser biotransformado pela catalase e CYP2EL] principal
componente do sistema microssomal hepatico de oxidacdo do etanol (MEOS-
Microssomal Ethanol Oxidation System)]. Esta via de metabolismo ocorre nos
microssomas dos hepatdcitos e requer como cofator NADPH, enquanto a catalase
metaboliza o etanol utilizando H,O, e estd localizada nos peroxissomas dos
hepatdcitos. Além dos metabdlitos especificos, essas duas rotas enzimaticas
também terdo como produto o acetaldeido (ARTEEL et al., 2003). Posteriormente, o
acetaldeido formado é metabolizado a acetato e agua, pela acdo da enzima
acetaldeido desidrogenase, que esta localizada na matriz e membrana mitocondrial
externa, nos microssomos e no citoplasma das células hepaticas (LIEBER e
ABITTAN, 1999).

Finalmente, o acetato sera convertido em acetil coenzima A, com consumo de
adenosina trifosfato (ATP) e formacdo de adenosina monofosfato (AMP) que sera
novamente fosforilado ou degradado a purinas e acido urico (REIS e COPLE, 2003).

Assim, o metabolismo do etanol resulta na geracdo de acetaldeido, acetato e
um excesso de equivalentes redutores no figado. Estudos tem demonstrado que
além do etanol, seus metabdlitos também contribuem para o dano celular e tecidual
(LIEBER, 2004).

Neste contexto, o acetaldeido, substancia que induz uma variedade de
respostas toxicas, farmacologicas e comportamentais, € o principal metabdlito ativo
do alcool. O acetaldeido é uma molécula altamente reativa e extremamente toxica
(TUMA, 2002), capaz de se combinar com fosfolipidios, aminoacidos e grupos
sulfidrilicos (BERTELLI; CONCI, 1997). Seus niveis elevados sdo responsaveis
pelos efeitos mais comumente observados ap0s a ingestdo excessiva de etanol
(HUNT, 1996).

A producdo de acetaldeido resulta diretamente na formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), em uma biodisponibilidade de oxido nitrico (NO), na

expressdo de moléculas de adesdo e na producdo de citocinas proé-inflamatérias
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(ZHANG et al.,, 2004, GUERRI; MONTOLIU; RENAU-PIQUERAS, 1994; DENG;
DEITRICH, 2007; PAI et al., 2006).

2.5 Manifestacdes clinicas do uso do etanol

Ao atingir praticamente todos os sistemas fisiol6gicos, além da dependéncia
alcodlica, o consumo de etanol provoca inUmeras alteragdes fisioldgicas e esta
relacionado com o desenvolvimento de condi¢cdes patologicas.

Fisiologicamente, uma das manifestagdes primarias observadas ao consumir
bebidas alcodlicas € a sensacdo de prazer e bem estar, que estao relacionadas com
os efeitos vasculares do etanol, ao aumentar a circulagdo sanguinea e o0s
batimentos cardiacos. Posteriormente, a medida que a concentragdo sanguinea de
etanol aumenta, os efeitos depressores predominam.

O etanol afeta muitos processos neuroquimicos provocando um desequilibrio
de vias excitatorias e vias inibitérias (HEINZ; GOLDMAN, 2000; RATSMA; VAN DER
STELT; GUNNING, 2002; PIVAC et al., 2004). Através da atuagcdo em diversos alvos
celulares, como o sistema glutamatérgico, no qual o etanol atua inibindo, e também
o0 GABAérgico, no qual atua de forma a ativar este sistema (CREWS et al., 1996,
KUMARI; TICKU, 2000; VENGELIENE et al, 2008).

Os consumidores de bebidas alcodlicas em grandes quantidades estdo mais
sujeitos a apresentarem alguma alteracédo em detrimento do consumo de etanol, do
gue os consumidores moderados (ROMEO et al., 2007), ja que o consumo de altas
doses de etanol esta relacionado com alteracdes do sistema neurolégico, cardiaco,
gastrointestinal, imunoldgico, hematolégico e musculo-esquelético (STANDRIDGE;
ZYLSTRA; ADAMS, 2004).

Em especial, estudos das ultimas décadas tém revelado que o consumo de
alcool, seja de forma crbnica ou aguda, resulta em alteracdes em componentes
celulares do sistema imune inato e adaptativo (NELSON; KOLLS, 2002). MATOS e
colaboradores (2013) observaram que pacientes alcodlatras, independente da
presenca de alguma doenca hepatica, apresentam linfopenia decorrentes da

reducéo tanto do niumero de células B quanto de células T (MATOS et al., 2013).
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2.6 Estresse oxidativo

O termo estresse oxidativo € usado para descrever um desequilibrio entre as
reacdes envolvidas na geracao de radicais livres e de outras moléculas reativas com
seus respectivos sistemas de defesa (HALLIWELL, 1996; HARRISON et al., 2003).

As espécies radicalares, conhecidas como radicais livres sdo moléculas ou
fragmentos de moléculas com um ou mais elétrons desemparelhados (SLATER,
1984) que, juntamente com as espécies ndo-radicalares, sdo altamente reativas a
outras biomoléculas como lipideos, proteinas e &cidos nucléicos (POLI et al., 2004).

As proteinas, um dos maiores componentes dos sistemas biolégicos, podem
sofrer modificagcbes oxidativas através da acdo direta de espécies radicalares ou
indireta através de reacbes com produtos secundarios do estresse oxidativo
(DALLE-DONE et al., 2006). O dano oxidativo a estas proteinas pode prejudicar o
funcionamento de receptores, transportadores e enzimas, afetando processos
celulares essenciais (PENG et al., 1997). Existe uma variedade de biomarcadores
gue podem indicar danos causados pelo estresse oxidativo as macromoléculas.
Entre eles, produtos proteicos de oxidagdo avancada (AOPP) formam uma classe de
compostos gerados em consequéncia do estresse oxidativo, sendo considerados
marcadores confidveis e abrangentes para estimar o grau de modificacbes
oxidativas de proteinas (PIWOMAR et al., 2007).

Para minimizar estes efeitos provocados pelo excesso de radicais livres, o
organismo possui um complexo sistema de defesa antioxidante (FINKEL, 2003;
SCANDALIOS, 2005). Estas defesas sao classificadas em enziméticas,
representadas principalmente pelas enzimas superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase e em ndo enzimaticas como pequenas moléculas como
vitaminas C e E, flavonoides, selénio, bilirrubina, acido drico e carotenoides
(VASCONCELOS et al., 2007).

Estudos tem demonstrado que o estresse oxidativo contribui para a toxicidade
do etanol. As evidéncias disponiveis indicam que, ao favorecer a transicdo da
permeabilidade mitocondrial, 0 estresse oxidativo promove necrose e/ou apoptose
de hepatdcitos e esta implicado na sensibilizagdo de hepatécitos para a agcao pro-

apoptética por TNF-a induzido por etanol. Também, por desencadear a liberagéo de



23

citocinas proé-fibréticas em células estreladas hepéticas, os mecanismos oxidativos
podem contribuir para o desenvolvimento de fibrose hepatica.

Além disso, as citocinas, ao reagirem com produtos de peroxidacéao lipidica e
com proteinas hepéticas, estimulam reagdes imunes humorais e celulares. Assim, as
respostas imunes pode representar o mecanismo pelo qual o estresse oxidativo
induzido por élcool contribui para a perpetuacdo da inflamacdo hepética crbnica
(ALBANO, 2006).

2.7 Resposta Inflamatéria

Reacdes inflamatodrias estdo associadas a um complexo padréo de respostas
citotoxicas e imunoldgicas. A resposta inflamatéria aguda desempenha um papel de
protecao extremamente importante em situagdes nas quais o organismo sofra algum
efeito nocivo, como durante infeccdes e lesbes teciduais. Essa resposta € acionada
por citocinas e quimiocinas que se ligam a receptores celulares e iniciam a ativagao
da sinalizacdo celular e mobilizac&o de células ao local da les&o. Por sua vez, essas
células secretam mediadores inflamatérios que sd@o responsaveis por promover a
restauracdo dos danos teciduais causados. Em contrapartida, quando o agente
causador permanece por mais tempo no organismo pode levar a uma resposta
aguda desregulada que poderd evoluir para uma resposta inflamatéria crénica
(WANG et al., 2012).

Mediadores das respostas inflamatorias apresentam papel chave na ativagédo
das respostas celulares do sistema imune inato e adaptativo. Estes mediadores, em
condicbes de dano celular e em resposta a infeccdes, sdo produzidos em
quantidades superiores as consideradas fisiolégicas (JANEWAY; MEDZHITOV,
2002).

Dentre estes mediadores, as citocinas sdo um pequeno grupo de proteinas
com peso molecular que varia de 8 a 40000 Da e sé&o produzidas por quase todas as
células nucleadas (STANLEY; LACY, 2010). Existem mais de 200 citocinas que sao
classificadas em interleucinas, fatores de crescimento, quimiocinas, interferons, fator
estimulador de hematopoiese e de coldnias. Tradicionalmente as citocinas sao

divididas em proé-inflamatoria (por exemplo, IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-B) e anti-
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inflamatoéria (por exemplo, IL-4, IL-10, IL-13). Um desequilibrio entre citocinas pr6 e
anti-inflamatérios tem sido observado em varias doencas (OPAL; DePATO, 2000).

O o6xido nitrico (NOy), um radical livre, além de estar relacionado com
alteracOes oxidativas, também estd associado a inflamagdo aguda e cronica
(MacMICKING; XIE; NATHAN, 1997; SENA; PEREIRA; SEICA, 2013), sendo
produzido em quantidades significativas por macréfagos e outras células do sistema
imune que expressam a isoforma induzivel da NO sintase (BARRETO; CORREIA;
MUSCARA, 2005).

2.7.1 Estado inflamatério e o consumo de etanol

Estudos experimentais e epidemiologicos tem demonstrado que o0 consumo
de etanol exerce efeitos significativos sobre o estado inflamatério, influenciando a
resposta inflamatéria e os mecanismos dependentes (MOLINA, 2014; GOODMAN et
al., 2013; WANG et al., 2012; Li et al., 2012).

As acbes do etanol dependem de muitos fatores individuais e ambientais,
como por exemplo o padrdo de consumo (agudo ou cronico) e a quantidade
consumida (moderado ou em excesso). Muitos dos efeitos do etanol sobre os
mediadores inflamatérios acontecem de forma dose-dependente, sendo que o etanol
age de forma distinta dependendo do padrdao de consumo. O uso agudo ou
moderado estd associado com uma resposta inflamatéria atenuada, enquanto o
consumo pesado estéa relacionado com a exacerbacdo da producdo de mediadores
inflamatorios (GORAL et al., 2008; BAGBY et al., 1998; BOE et al., 2003; KHORUTS
et al., 1991; McClain et al., 1993).

Muitos estudos in vitro e in vivo mostram que, frente a exposicao a varios
patogenos, o tratamento agudo com etanol reduz a producdo de mediadores
inflamatorios.

Hideyuki e colaboradores avaliaram em ratos a resposta do organismo frente
a um estimulo inflamatorio apds duas horas de exposi¢cdo aguda a uma baixa dose
de etanol (100 mg/Kg/h). Foi observado que o etanol inibiu a liberac&o da citocina
plasmatica TNF-a induzida pela endotoxina, mas né&o influenciou a liberacédo da IL-6
(HIDEYUKI et al., 2012).
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Pruett e colaboradores (2010) observaram uma reducdo na producao de
mediadores pré-inflamatérios em camundongos pré-tratados com etanol 30 min
antes da inducéo de sepse com Escherichia coli (PRUETT et al., 2010).

Assim, o consumo agudo e moderado de etanol, ao inibir a producéo dos
mediadores inflamatérios, prejudica a sinalizacdo e ativacdo das defesas do
organismo, como a quimiotaxia de neutréfilos (ARBABI et al., 1999), bem como
dificulta as interacGes entre as células linfoides e endoteliais, 0 que poderia resultar
no recrutamento inadequado de células linfoides para os sitios de inflamacéo
(SAEED et al., 2004). Usando modelo animal de inflamacéo, Saeed e colaboradores
(2004) analisaram, entre outros fatores, o efeito do tempo de administracdo do
etanol (5g/Kg) sobre o recrutamento de leucdcitos, demonstrando que o etanol
provoca efeito inibitério sobre a migracdo de leucécitos para o sitio inflamatério de
forma tempo-dependente.

Em contrapartida, o consumo cronico e em excesso de etanol esta
relacionado com uma ruptura no balan¢co e funcdo de citocinas (DOMINGUEZ-
SANTALLA, 2001; CREWS et al., 2006). Como consequéncia do consumo crénico
de etanol, foi observado um aumento dos niveis circulantes de TNF-a e de outras
citocinas pro-inflamatorias (DIEHL, 1999).

Neste contexto, em um experimento em que ratos receberam durante uma
semana 3 doses de etanol (5g/Kg) foi observado um aumento nos niveis hepaticos
de TNF-a (KHAN; NAFEES; SULTANA, 2011).

Romeo e colaboradores (2007) observaram que um aumento nas
concentracfes de TNF-a e IL-6, bem como uma reduc¢éo nos niveis de IL-10, IFN-y e
IL-2 tém sido frequentemente associados a pacientes dependentes de etanol com
cirrose. Além disso, Heberlein e colaboradores (2014) observaram gue mesmo
durante o periodo de 14 dias de abstinéncia os niveis de TNF-a permanecem
elevados em pacientes dependentes de etanol, enquanto a concentracdo de IL-6
reduz durante este periodo (HEBERLEIN et al., 2014).

O estado inflamatério tecidual quando prolongado e em excesso tem sido
relacionado como mecanismo principal das injurias teciduais provocadas pelo etanol
(McClain et al., 2004; SZABO et al., 2007). Niveis elevados de TNF-a, IL-1 e IL-6
circulantes podem contribuir para a maior parte dos sinais e sintomas observados
em pacientes com doenca hepética alcodlica, como por exemplo, metabolismo

aumentado, febre, perda de peso, diminuicdo da albumina sérica e os marcadores
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de desnutricdo (McCLAIN; COHEN, 1989; DEVIERE et al, 1989; KHORUTS et al,
1991). Além disso, os danos provocados por TNF-a sensibilizam os hepatdcitos
(HINES; WHEELER, 2004) e, assim, as células tornam-se mais suscetiveis a
apoptose. Assim, o aumento de mediadores inflamatorios parece contribuir para a
maioria das alteracdes fisiologicas em pacientes com hepatite alcodlica (DIAZ et al,
2002).

Além da relagdo entre o aumento nos niveis circulantes de mediadores
inflamatorios e as doencas hepéticas, as alteracdes inflamatorias provocadas pelo
etanol também acometem outros oOrgdos. Alguns estudos tem relacionado o
consumo de etanol com a neuroinflamacédo. Qin e colaboradores (2008) verificaram
ao final de dez dias de tratamento com etanol (5g/Kg) o aumento nos niveis
hepéaticos de TNF-a e também observaram niveis elevados no tecido cerebral de
ratos. Enquanto os niveis de IL-10 foram encontrados diminuidos no figado e
aumentados no cérebro.

Outros 6rgdos que sofrem os efeitos das mudancas no estado inflamatério
proporcionado pelo etanol sdo os pulmdes, nos quais 0 consumo de etanol esta
relacionado com uma reducdo das defesas a agentes infecciosos. A reducédo da
resposta inflamatoria observada em pacientes dependentes de etanol esta
associado a uma maior propensdo destes pacientes em desenvolverem infec¢des
pulmonares, Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) e Sindrome de Angustia
Respiratoria do Adulto (SARA) (LIANG; YELIGAR; BROWN, 2012; MOSS
et al.,1996; PABST et al., 2011).

2.8 Sistema purinérgico

O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalizagédo
importante em diversos tecidos, estando envolvido em mecanismos neuronais e nao
neuronais e em eventos de curta e longa duracdo, incluindo resposta imune,
inflamacédo, dor, agregacdo plaquetéaria, vasodilatagdo mediada pelo endotélio,
proliferacdo e morte celular (BURNSTOCK; KNIGHT, 2004). Componentes
importantes desse sistema s&o 0s nucleotideos extracelulares de adenina,

Adenosina trifosfato (ATP), Adenosina monofosfato (AMP) e Adenosina difosfato
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(ADP), e o nucleosideo Adenosina. Esses representam uma importante classe de
moléculas extracelulares de sinalizacao, que atuam modulando vias cruciais para o
funcionamento normal do sistema imune, através de receptores purinérgicos
(YEGUTKIN, 2008).

Metabolicamente, as ectonucleotidases, enzimas presentes na superficie das
células, sao responsaveis por regular os eventos de sinalizacéo induzidos ATP, ADP
e adenosina (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

2.8.1 Adenosina

Quimicamente, a adenosina é um ribonucleosideo constituido por uma base
purica (adenina) ligada a uma pentose (D-ribose). Esse nucleosideo € uma molécula
sinalizadora enddgena que regula numerosos processos fisioldégicos e patoldgicos
(FREDHOLM et al.,, 2007). No tecido cardiaco, a adenosina exerce funcao
vasodilatadora e reduz a pressao cardiaca (SATO et al., 2005) e em outros sistemas
apresenta fungcbes como modulacdo da liberagcdo de neurotransmissores e de
citocinas, inibicdo da lipdlise e inducdo de broncoconstricdo (BOUMA; VAN DEN
WILDENBERG; BUURMAN, 1997; VAN DER GRAAF et al., 1999). Tais funcfes sao
exercidas através da interacdo da adenosina com quatro receptores acoplados a
proteinas, classificados como Al, A2A, A2B e A3 gue sdo expressos na maioria das
células em diferentes quantidades e combinagdes (FREDHOLM et al., 2011). Esta
interac&o pode resultar na ativagao ou supresséo de func¢des celulares (JACOBSON;
GAO, 2006).

As funcdes bioldgicas reguladas pela adenosina dependem da sua
concentracdo extracelular. Esse nucleosideo € formado de forma continua tanto
intracelularmente quanto extracelularmente, sendo encontrada em condi¢des
nanomolares (10 a 200 nM) sob condices normais. Todavia, em locais de dano
tecidual, quantidades maiores sdo produzidas, atingindo concentracdes
micromolares (10 a 100 pM) (FREDHOLM, 2001; FREDHOLM, 2007). Os niveis
atingidos pela adenosina na biofase de seus receptores sdo estritamente regulados

por mecanismos dindmicos, como biossintese intracelular e extracelular, transporte e
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metabolismo, e eles estdo intimamente ligados ao estado de energia disponivel nos
tecidos (ANTONIOLI et al., 2012).

A fonte mais importante para o aumento dos niveis de adenosina extracelular
durante situacdes de estresse metabdlico é a liberacédo de ATP intracelular, seguido
do catabolismo extracelular desse nucleotideo, até a geracdo de adenosina por acao
das ectonucleotidases (HASKO; PACHER, 2008).

Como podemos observar na Figura 3, a principal via de producédo de
adenosina no meio extracelular é através da atividade da enzima ecto-5'-
nucleotidade (5’NT) que converte o 5-AMP em adenosina. J& no meio intracelular, a
adenosina também pode ser formada através da quebra de 5-AMP pela 5NT e
também através hidrélise de S-adenosilhomocisteina (SAH) pela acdo da enzima S-
adenosilhomocisteina hidrolase (LLOYD et al., 1988; PAK et al., 1994). Finalmente,
a adenosina pode ser transformada em AMP pela adenosina kinase ou inativada
através da acdo da adenosina desaminase, sendo convertida a inosina (LATINI,

PEDATA, 2001).
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Figura 3. Vias de sintese, degradacao e recapta¢do da adenosina. Adaptado de LATINI & PEDATA,
2001
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2.8.2 Adenosina e inflamagao

Diversos estudos indicam que os niveis de adenosina extracelular estdo
sujeitos a variacdes acentuadas na presenca de diferentes condicbes adversas
(SITKOVSKY, OHTA, 2005; THIEL, CALDWELL, SITKOVSKY, 2003). Existem
evidéncias de que o sistema adenosinérgico apresenta um importante papel na
regulacdo de processos relacionados com a resposta inflamatoria e protecdo de
tecidos lesionados (SITKOVSKY; OHTA, 2005; HASKO; CRONSTEIN, 2004;
FREDHOLM, 2007; ANTONIOLI et al., 2008). Por exemplo, em condi¢cOes adversas
como na hipoxia, foi demonstrado que um aumento agudo dos niveis de adenosina
exercia agcao protetora por meio da atenuacdo do edema e inflamacao excessiva
(VAN LINDEN, ELTZSCHIG, 2007).

A adenosina, através do aumento local da sua concentragdo, age como um
freio natural de funcbes celulares imunolégicas, limitando assim as respostas
inflamatorias exacerbadas a insultos nocivos em condigcdes metabdlicas adversas
(SITKOVSKY; OHTA, 2005; GESSI et al., 2008).

Em particular, a adenosina desempenha fun¢des anti-inflamatérias via
receptores presentes nas células do sistema imune, através dos quais regula a
liberacdo de mediadores inflamatérios (Figura 4). Ao ativar receptores presentes na
superficie dos macrofagos e mondcitos, a adenosina estimula a liberacdo de IL-10 e
inibe a liberacdo de IL-12, TNF-a e nos macrofagos a liberacdo de oxido nitrico.
Esses efeitos favorecem um ambiente de estado anti-inflamatério (HASKO;
CRONSTEIN, 2004)
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Figura 4. Interagdo do nucleosideo adenosina com seus receptores presentes na superficie de
células do sistema imune e os efeitos modulatérios. Adaptado de HASKO; CRONSTEIN, 2004.

O aumento dos niveis extracelulares de adenosina é proporcionado pela
alteracdo na atividade das enzimas envolvidas na regulacdo dos seus niveis,
estimulando as enzimas responsaveis pela sintese e inibindo as enzimas
relacionadas com a degradacdo da adenosina (ELTZSCHIG et al, 2006). Neste
contexto, a enzima catabdlica adenosina desaminase (ADA) representa um ponto de
controle importante para regular os niveis extracelulares de adenosina e,
consequentemente, modular a estimulacdo do receptor de adenosina,
desempenhando um papel crucial no controle da magnitude da resposta purinérgica
em eventos patolégicos (HASHIKAWA et al, 2004). Assim, a avaliacdo da expressao
tecidual e a funcdo de enzimas incumbidas de sintetizar ou remover a adenosina é
de extremo interesse para a compreensao do papel de suas vias na fisiopatologia de

varias doencgas.

2.8.3 Adenosina desaminase (ADA, adenosina aminohidrolase, E.C. 3.5.4.4)

A ADA é uma enzima monomérica (40kDa) composta por 363 residuos de

aminoacidos e representa a principal via de degradacdo da Ado, promovendo a
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desaminagao hidrolitica irreversivel da Ado em inosina e 2’-desoxiadenosina (dAdo)
em 2’-desoxinosina (iBIS et al., 2007; IWAKI- EGAWA et al., 2004) (Figura 5).

Figura 5. Estrutura da enzima adenosina desaminase. Fonte: Disponivel em:
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adenosina_deaminase

Essa enzima estd amplamente distribuida, sendo encontrada em plantas,
bactérias, invertebrados, vertebrados e mamiferos (LUPIDI et al., 1992; AIKAWA
et al., 1977; DADDONA, 1981). Além de ser encontrada no citoplasma das células, a
ADA também pode ser encontrada na superficie celular como uma ecto-enzima que
€ responsavel por controlar os niveis extracelulares de Ado (FRANCO et al., 1998).
Na superficie de linfocitos T, encontra-se complexada com a Dipeptidil Peptidase IV
(DPP IV, CD26, E.C 3.4.14.5) (MORRISON et al., 1993; BLANCO et al., 1998). Na
forma de ecto-enzima, a ADA também pode ser encontrada na superficie de células
do sistema nervoso central (SNC), incluindo os neurdnios (FRANCO et al., 1997).

A ADA apresenta duas isoenzimas, ADA1 e ADA2. A ADA1 existe em duas
formas moleculares principais, um mondmero e um dimero complexado com
proteinas, tendo um alto peso molecular. Essa é encontrada em todas as células,
especialmente em linfocitos e monécitos (VAN DER WEYDEN; KELLEY, 1976). J4 a
ADA2 existe apenas como um monOémero estando presente em mondacitos,

macrofagos, soro e em menor quantidade no plasma (CRISTALLI et al., 2001; VAN
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DER WEYDEN; KELLEY, 1979). Em tecidos como figado, rins e intestino encontram-
se ambas as formas. Nos tecidos humanos, a quantidade de enzima encontrada
apresenta grande variacdo, sendo que uma alta densidade € encontrada no sistema
linfoide (linfonodos, bago, timo) (IWAKI- EGAWA et al., 2004).

O envolvimento do metabolismo das purinas na atividade das células
imunoldgicas aponta um papel crucial da ADA tanto no desenvolvimento quanto na
funcéo do sistema imune (ALDRICH; BLACKBURN; KELLEMS, 2000; FRANCO et
al, 2007), uma vez que a ADA participa da regulacdo de macrofagos, linfocitos,
neutrdéfilos e células dendriticas (GORGUNER et al., 2000).

Estudos tem demonstrado o envolvimento central da adenosina na
proliferacdo dos linfocitos, assim como na producdo e diferenciacdo de citocinas
Th1/Th2 (NEMETH et al., 2007; CSOKA et al., 2008), confirmando, assim, um papel
critico desempenhado pela ADA na atividade dos linfécitos, através da modulagéo
dos niveis enddgenos de adenosina. Também, ja esta estabelecido que altos niveis
de adenosina inibem a ativacdo e proliferacdo de linfécitos, como na Sindrome da
Imunodeficiéncia Combinada (SCID), em que o paciente tem deficiéncia de ADAL
(FREDHOLM et al., 2008).

Esses efeitos da ADA na modulacdo das fungcdes do sistema
imunitario/inflamatério corroboram com a hipotese de que as alteracbes no
metabolismo da adenosina poderiam afetar a atividade das células imunoldgicas e
com o conceito de que a sinalizacdo desse nucleosideo representa um passo

importante no processo de decisdo molecular, controlando a inflamacao.

2.8.4 Sistema purinérgico e o etanol

Como dito anteriormente, o sistema purinérgico, através da acdo dos seus
componentes, desempenha papel crucial na regulacdo de diversas funcdes
fisiol6gicas e patoldgicas. Dentre estas, as alteracdes decorrentes do consumo de
etanol. A semelhanca farmacoldgica entre o etanol e a adenosina forneceu uma forte
evidéncia circunstancial para uma modulacdo adenosinérgica nas acdes do etanol
no SNC. Estudos tem demonstrado um papel importante da Ado como

neuromodulador na mediacdo dos efeitos agudos e cronicos do consumo de etanol.
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DAR e colaboradores (1983) foram os primeiros pesquisadores a relacionarem
etanol e adenosina ao demonstrarem que a inibicéo do transportador de nucleosideo
equilibrative tipo 1 (ENT1) provocou ataxia, uma das manifestacbes mais
comumente observadas apoés a ingestao de etanol. Ao inibir o transportador ENT1, o
etanol leva a um aumento dos niveis extraneuronais de adenosina que por sua vez,
ativam seus receptores, mediando os efeitos do etanol (DIAMOND; GORDON, 1994;
DUNWIDDIE; MASINO, 2001).

Além deste transportador, outros componentes do sistema purinérgico
também sdao alterados pelo consumo de etanol. O etanol, exerce efeitos agudos e
cronicos sobre a atividade das enzimas NTPDase e 5NT neuronais em modelo
animal de zebrafish. Foi demonstrado que tanto a exposi¢cdo aguda quanto crbénica
ao etanol promove mudancas na atividade e expressao dessa via enzimatica que é
responsavel por controlar os niveis de nucleotideos extracelulares, e
consequentemente a sinalizagao purinérgica (RICO et al., 2008; RICO et al., 2011).

Além dos efeitos no SNC, o etanol é conhecido por afetar a estrutura da
membrana e atuar como um vasodilatador coronério, assim como a adenosina que
atua como uma substancia vasodilatadora quando liberada localmente. Dessa
forma, enzimas de membrana, tais como 5'NT e ADA, em condi¢des de intoxicacdo
por etanol, apresentaram a atividades aumentadas no tecido do miocéardio devido a
administracao de etanol (ANAND; ANAND; SADASIVUDU, 1985).

Associado a alteragcbes no tecido cardiaco, um estudo realizado em ratos
demonstrou que a exposicdo aguda a diferentes doses de etanol induz um efeito
bifasico na hidrdlise plaquetaria dos nucleotideos ATP, ADP e AMP. Em baixas
doses (0,8 e 2g/Kg), o etanol provocou um aumento da atividade das enzimas
NTPDase e 5NT, enquanto que em altas doses (4 — 8g/Kg) inibiu a atividade destas
enzimas. J4 a exposicao crénica ao etanol induziu diminuicdo da hidrélise de ATP e
ADP e aumento na hidrolise de AMP. Estes resultados podem sugerir um possivel
mecanismo pelo qual o etanol provoca alteracbes nas fungbes plaquetarias,
comumente observadas em pacientes dependentes de etanol (DIAS et al., 2008).

Tem sido demonstrado um papel da sinalizacdo adenosinérgica no
desenvolvimento de doencas hepaticas alcodlicas. O aumento nos niveis
extracelulares de adenosina observado em figado de ratos tem sido relacionado com

muitos mecanismos que incluem o metabolismo oxidativo do etanol, inibicdo da
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captacdo da adenosina via ENT1, bem como pelo metabolismo do AMP via 5’NT
(NAGY, 1992; NAGY et al., 1990; PENG et al., 2008).

Aléem disso, os receptores de adenosina também apresentam papel
importante na prevencdo de doencas hepaticas alcodlicas. Como demonstrado
recentemente por CHIANG e colaboradores (2013), antagonistas de receptores A,A
podem prevenir e reverter a fibrose hepatica provocada pelo etanol. Enquanto YANG
e colaboradores (2013) demonstraram que a ativacdo de receptores Al protege
camundongos de alteracbes hepéticas provocadas pela administracdo aguda de
etanol por reduzir o estresse oxidativo e diminuir o acimulo de lipidios no tecido

hepético.

2.9 Plantas medicinais

As plantas medicinais representaram durante séculos a base da terapéutica
medicamentosa para o homem. No século XIX, com o desenvolvimento da quimica,
as plantas ganharam grande importancia no desenvolvimento de medicamentos, por
serem a primeira fonte de obtencdo de substéncias necessarias para a producéo de
medicamentos (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; ZARONI et al., 2004,
ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Apesar de toda a evolucdo da industria
farmacéutica no desenvolvimento de inovacdes terapéuticas, o acesso as terapias
modernas pelas populacdes carentes ainda enfrentam obstaculos bésicos, que vao
desde dificuldade ao acesso aos centros de atendimento hospitalares a obtencéo de
exames e medicamentos, a caréncia de recursos dos 6érgdos publicos de saude e
incessantes aumentos de preco nos medicamentos alopéaticos (PARENTE; ROSA,
2001; VEIGA Jr.; PINTO; MACIEL, 2005).

Dados recentes divulgados pela OMS mostram que 70% a 90% da populacéo
dos paises em desenvolvimento dependem das plantas medicinais no que se refere
a Atencdo Primaria a Saude (OMS 1993; 2011). Além disso, em paises
industrializados como Canada, Franca, Alemanha e Itélia a utilizacdo de produtos
naturais é igualmente significativa. Cerca de 70% a 90% de sua popula¢éo utilizam
esses recursos da medicina tradicional sob a denominacdo de complementar,

alternativa ou nao convencional (OMS, 2011).
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No Brasil, Gabriel Soares de Souza, autor do Tratado Descritivo do Brasil,
1587, descreveu pela primeira vez o uso de plantas como remédio (VEIGA, 2002).
Geralmente utilizados como alternativa aos produtos medicinais alopaticos, estudos
sobre a medicina popular tem demonstrado que as plantas medicinais sdo utilizadas
na forma bruta (ndo processadas), como infusfes, decoc¢des e tinturas ou como
fitoterapicos (extratos padronizados e formulados de plantas) (GURIB-FAKIM, 2006;
VALE, 2002).

Nos ultimos anos, espécies tradicionalmente utilizadas pela sabedoria popular
tem recebido atencdo consideravel de varios segmentos da comunidade cientifica
(HEINRICH, 2000), estimulando estudos em muitos paises e tem se tornado uma
fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, que podem resultar na
descoberta de novos farmacos, para as mais diversas doencas. Além disso, dos 252
medicamentos considerados basicos e essenciais pela OMS, 11% sao de origem
vegetal e um numero significativo de farmacos sintéticos sdo obtidos a partir de
precursores naturais (RATES, 2001).

Atualmente, associado ao desejo de adotar um estilo de vida “natural’, a
facilidade de obtencdo e o baixo custo de producdo tem levado a utilizacdo
crescente de novas formas de terapia. Dentro deste contexto, o Brasil em 2005,
através do Sistema Unico de Saude (SUS), propds a inclusdo das plantas medicinais
e fitoterapia como opc¢des terapéuticas no sistema publico de saude, contanto que

esses produtos a base de plantas atendam a legislacéo vigente (BRASIL, 2006).

2.9.1 Syzygium cumini

Syzygium cumini (L) Skeels (sinbnimo Eugenia jambolana, Syzygium
jambolanum, Eugenia cumini, Eugenia jambolana (Figura 6) pertence a familia
Myrtaceae. E uma planta de origem indiana e pode ser encontrada em varias
regides do Brasil, inclusive no Rio Grande do Sul (BRAGANCA, 1996). Conhecida
popularmente como Jambol&o, esta planta é consumida principalmente na forma de
cha (PEPATO et al., 2001; RAVI et al., 2004; SHARMA et al., 2006).
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Figura 6. Syzygium cumini
Fonte: EMBRAPA, 2008.

Ja foram identificados alguns compostos quimicos no S. cumini como:
flavonoides, saponinas, acidos graxos, tanino, eugenol e triterpenos (SHARMA et al.,
2006). Com grande tradicdo na medicina alternativa, ja foram reportadas na
literatura propriedades hipoglicémicas, antiinflamatorias, antipiréticas,
hipolipidémicas e antioxidantes do S. cumini e ainda existe uma variedade de relatos
indicando a atividade antidiabética em diferentes modelos experimentais (ONG;
KHOO, 2000; STANLEY; KAMALAKKANNAN; MENON, 2003; SHARMA et al., 2006;
LIMA et al., 2007) e também ao dano provocado por tratamento crénico com etanol
(HOSSAIN et al., 2011).

As diversas partes da planta sdo utilizadas para fins terapéuticos (SIANI et al.,
2000). Em especial, as folhas possuem propriedades antibacterianas e também tém
sido extensivamente usada para o tratamento da DM, febre e gastropatia (PEPATO
et al.,, 2001; JAGETIA; BALIGA, 2002; PARI; SARAVAN, 2002; SHARMA et al.,
2006). Além dessas acdes farmacologicas, as folhas ja demonstraram efeito contra o
dano hepatico produzido por CCls (MORESCO et al., 2007).

Considerando as inumeras alteracfes provocadas pelo etanol a importantes
sistemas fisiologicos, em especial aos efeitos do consumo agudo em excesso,
associado a importancia que a utilizacdo de plantas medicinais representa para

grande parte da populacdo juntamente com o grande potencial de alternativas
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terapéuticas relacionadas, € de grande valor a busca continua de substancias que

contribuam para reverter o quadro de danos provocados pelo etanol.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar, através da realizacdo de um modelo animal de intoxicacdo aguda, o
efeito que uma alta dose de etanol pode provocar a atividade da ADA e a niveis de
mediadores inflamatérios. Simultaneamente, verificar o efeito protetor do extrato
aquoso das folhas de S. cumini (ASc) sobre as possiveis alteracfes provocadas nos

parametros avaliados.

3.2 Especificos

Avaliar, em ratos machos adultos, os efeitos do etanol e da administracéo do
extrato aquoso da folha de S.cumini sobre:
e Marcadores bioquimicos de funcdo hepatica, AST e ALT,;
e Marcador de estresse oxidativo, AOPP;
e Atividade da ADA em soro, linfécitos e cortex cerebral;
e Niveis séricos de mediadores inflamatérios, NOXx, IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a e
INF-vy;
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Abstract

The consumption of a large quantity of alcohol over a relatively short time, commonly
referred to as binge drinking, is an increasingly important public health issue in the
world. At the same time, herbal drugs have received much attention in the treatment
of many diseases. Syzygium cumini has anti-inflammatory, antipyretic and
antioxidant properties. Hence, this study aimed to investigate the activity of the
enzyme adenosine deaminase (ADA) and the release of inflammatory mediators in
an animal model of acute ethanol intoxication. We also investigated the possible
beneficial effects of an aqueous leaf extract of S. cumini (ASc). To address this
issue, two groups of rats received a single oral dose of ethanol (5g/kg). After 30 min,
a group was treated with 0.4 g/kg of ASc. A control group and a group treated only
with ASc were also included in the experiment. After 6 h, we found that the acute
administration of ethanol increased ADA activity in serum and in spleen lymphocytes
and the IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y and NO,serum levels. Moreover, ethanol decreased
the levels of IL-10 and ADA activity in the cerebral cortex. The ASc treatment was
effective in reversing the changes in ADA activity in the serum and spleen
lymphocytes and in the levels of NO and IL-10. In conclusion, our results suggest
that the effect on the purinergic system is one of the mechanisms by which ethanol
exerts its effects on the inflammatory mediators and on the central nervous system.
The results also highlight the potential effect of S. cumini treatment in ameliorating

changes caused by acute ethanol intoxication.

Keywords: Adenosine deaminase activity; acute ethanol intoxication; inflammation;

Syzygium cumini;
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Introduction

Ethanol is a substance that is widely used. When consumed in excess,
ethanol causes harmful health effects; therefore, policies to reduce and prevent its
use are considered high-priority public health issues (WHO, 2014). In patrticular, the
acute ethanol intoxication is a clinically harmful condition that results from the
ingestion of a large amount of alcohol. This intoxication can promote heterogeneous
clinical manifestations and involve different organs and apparatuses, with behavioral,
cardiac, gastrointestinal, neuronal, pulmonary and metabolic effects (Vonghia et al.,
2008). Ethanol consumption also exerts influence on the inflammatory response and
dependent mechanisms of this response (Molina, 2014; Goodman et al., 2013; Li et
al., 2011). Among the changes produced by high doses of alcohol are those involving
the adenosinergic system. In fact, adenosine signaling has been implicated in the
pathophysiology of many central nervous system (CNS) disorders, including
alcoholism (Burnstock, 2008; Dunwiddie and Masino, 2001; Fredholm et al., 2005a).

The adenosine system is considered a powerful mechanism for regulation of
various processes related to inflammatory response and protection of tissues from
injury (Sitkoysky and Ohta, 2005; Antonioli et al., 2008). Furthermore, adenosine
contributes to the resolution of inflammation by interacting with adenosine receptors
at later stages of immune or inflammatory processes (Lawrence et al., 2002). When
combined with other pathological mechanisms, the inflammation is suggested to
contribute to the development of hepatic disease associated with excessive ethanol
consumption (Beier and McClain, 2010).

The inflammatory changes caused by ethanol differ according to its
consumption. Acute or moderate ethanol use causes an attenuated inflammatory
response, whereas the heavy use is related to increased inflammation (Goral et al.,
2008). In spite of the benefits of the development of immune and inflammatory
responses of the body to an external injury, when in excess, they can cause
significant tissue damage (Rodriguez-Molinero et al., 2007). In this sense, the
demand for mechanisms of regulation of these processes is highlighted. By
interacting with immune cell receptors, adenosine plays a powerful role in
immunosuppression, regulating immune responses and limiting inflammatory
responses to harmful external insults (Sitkoyssky and Ohta, 2005; Gessi et al., 2008).

Whereas the biological functions regulated by adenosine depend on its concentration
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in the biophase receptors, the catabolic enzyme adenosine deaminase (ADA) thus
plays a pivotal role in the modulation of purinergic responses (Antonioli et al., 2012).
Several lines of evidence support a complex regulatory role played by ADA in
different immune cell functions, as well as a significant involvement of this catabolic
enzyme in the pathophysiology of several inflammatory diseases. Metabolically, ADA
is an enzyme that catalyzes the conversion of adenosine to inosine, thus the
increase in ADA activity may affect adenosine levels available for stimulation of
adenosine receptors expressed on T-cell surface, contributing to impaired immune
regulation (Hershfield, 2005; Mandapathil, 2010; Gessi et al., 2007) and protracted
inflammatory responses (Conlon and Law, 2004);

The use of plants for medicinal purposes is widespread throughout the world.
Because of this widespread use, traditional medicinal plants have been studied in
relation to its various pharmacological properties (Bhuiyan et al., 2010). In this
context, Sygygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) has been shown to possess
bioactive compounds such as flavonoids, glycosides, tannins, anthocyanins and
ascorbic acid, to which are assigned the pharmacological activities of this plant. In
particular, the leaves have antibacterial and anti-inflammatory properties and have
been extensively used for the treatment of Diabetes (Pepato et al., 2001; Jagetia and
Baliga, 2002; Pari Saravan, 2002; Sharma et al.,, 2006). In addition to these
pharmacological actions, the leaves already showed effect against liver damage
produced by carbon tetrachloride (Moresco et al., 2007). Indeed, Hossain et al.
(2011) were the first to identify the hepatoprotective effect of the extract of S. cumini
in an animal model of chronic ethanol exposure. Furthermore, previous studies have
demonstrated that the aqueous leaf extract of S. cumini (ASc) exhibits protective
properties to the increase in ADA activity observed in serum and cells of diabetic and
hyperglycemic patients in vitro (Bopp et al., 2009; De Bona et al., 2010).

Thus, considering the numerous pathophysiological changes caused by
excessive ethanol consumption, among which are inflammatory alterations, and also
the wide use of S. cumini in folk medicine against inflammation and its known effects
on the adenosine system, the present study was aimed at investigating the activity of
ADA and the release of inflammatory mediators in acute ethanol intoxication using
rats as an experimental model. The possible beneficial effect of an ASc in this model

was also evaluated.
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Materials and methods
Chemicals

Adenosine was obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).
Ethanol was obtained from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). All other chemicals were of

analytical grade and were obtained from standard commercial suppliers.

Plant material and ASc preparation

Leaves of S. cumini were freshly locally collected, cleaned, dried and
powdered. They were identified by the Laboratory of Botanic and Pharmacognosy of
the Franciscan University Center, Santa Maria, Brazil. The leaves were dried in a
greenhouse with air circulation at 40 °C for approximately 48 h. Then, they were
ground in a knife mill. The products were submitted to extraction in a Soxhlet
apparatus until exhaustion. After extraction, the solvent was evaporated in a
rotavapor to give the crude extract. The stock solution was made dissolving 1 g of the
crude extract in 100 mL NaCl 0.9%. A voucher specimen (SMDB 14.001) was

identified and deposited at the Herbarium of the Federal University of Santa Maria.

High-performance liquid chromatography characterization of the ASc

Reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient
conditions using Cjis columns (4.6 mm x 150 mm) packed with 5 pym diameter
particles. The mobile phase was: (A) acetonitrile: water (95:5, v/v) and (B) water:
phosphoric acid (98:2, v/v), and the composition gradient was: 5% of A until 10 min
and changed to obtain 20%, 40%, 50%, 60%, 70% and 100% A at 20, 30, 40, 50, 60,
and 80 min, respectively, following the method described by Kamdem et al (2013),
with slight modifications. ASc was analyzed at a concentration of 1 mg/mL. The
presence of eleven antioxidant compounds was investigated, namely gallic,
chlorogenic, caffeic, and ellagic acid, catechin, epicatechin, quercetin, quercitrin,
isoquercitrin, kaempferol and rutin. Identification of these compounds was performed

by comparing their retention time and UV absorption spectrum with those of the
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commercial standards. The flow rate was 0.6 mL/min, injection volume was 40 ul and
wavelength was 254 nm for gallic acid, 280 nm for catechin and epicatechin, 325 nm
for chlorogenic, ellagic and caffeic acids, and 366 nm for rutin, isoquercitrin,
quercitrin, kaempferol and quercetin. The samples and mobile phase were filtered
through 0.45 ym membrane filter (Millipore) and then degassed by ultrasonic bath
prior to use. Stock solutions of standard references were prepared in the HPLC
mobile phase at a concentration range of 0.025 - 0.300 mg/ml for quercetin,
quercitrin, isoquercitrin, kaempferol and rutin; 0.040 - 0.250 mg/ml for gallic,
chlorogenic, caffeic and ellagic acids; and 0.03 - 350 mg/ml for catechin and
epicatechin. The chromatography peaks were confirmed by comparing their retention
time with those of reference standards and by DAD spectra (200 to 600 nm).
Calibration curve for gallic acid: Y = 12674x + 1185.3 (r = 0.9995); catechin: Y =
12840x + 1178.2 (r = 0.9999); epicatechin: Y = 13042x + 1363.7 (r = 0.9998);
chlorogenic acid: Y = 11969x + 1241.8 (r = 0.9994); caffeic acid: Y = 13158x +
1196.4 (r = 0.9997); ellagic acid: Y = 12547x + 1243.9 (r = 0.9996); rutin: Y = 12873x
+ 1265.4 (r = 0.9993); isoquercitrin: Y= 11987x + 1273.2 (r = 0.9996); quercitrin: Y =
11970x + 1283.7 (r = 0.9995); kaempferol: Y = 12650x + 1359.5 (r = 0.9999) and
quercetin: Y = 12693x + 1365.2 (r = 0.9997). All chromatographic operations were
carried out at ambient temperature and in triplicate. The limit of detection (LOD) and
limit of quantification (LOQ) were calculated based on the standard deviation of the
responses and the slope using three independent analytical curves, as defined by
Boligon et al. LOD and LOQ were calculated as 3.3 and 10 o/S, respectively, where

o is the standard deviation of the response and S is the slope of the calibration curve.

Animals

Twenty four male Wistar rats weighing 190-210 g were used for the
experiment. The procedures followed the guidelines of the Committee on Care and
Use of Experimental Animal Resources of the Federal University of Santa Maria
(protocol number 074/2013). All efforts were made to minimize the number of animals

used and their suffering.
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Experimental protocol

After the acclimation period, the animals were randomly separated into four
groups of six animals each: control, ethanol (EtOH), ASc and ethanol plus ASc
(EtOH+ASC). Initially, the control and ASc groups received water by gavage. The
remaining groups received an acute (5 g/kg of body weight) dose of 40% (w/v)
ethanol in aqueous solution (Portari et al., 2008). After thirty minutes, animals from
control and EtOH groups received water by gavage, whereas animals from ASc and
EtOH+ASc groups received 400 mg/kg of ASc by gavage (Hossain et al., 2011).

The animals were left to recover with free access to water, and 6 h after
ethanol administration were anesthetized using isoflurane and euthanized to collect
serum and tissues. The cerebral cortex tissue was homogenized, centrifuged and the

supernatant was stored at -80°C. The spleen was used for isolation of lymphocytes.

Isolation of rat spleen lymphocytes

Lymphocytes were isolated from the rat spleens under aseptic conditions as
described by Sai Ram et al. (1997). Briefly, spleens were taken out, washed with cold
PBS, cut into several pieces and gently crushed in PBS. Subsequently, cells were
collected by centrifugation. Erythrocytes were lysed with lysis buffer (0.15 M NH4CI,
1 mM NaHCO3, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) and washed and resuspended in PBS. Cell
number and viability were determined by trypan blue exclusion. More than 95% of the
cells were found to be viable. Final cell suspension was performed in PBS (pH 7.4)

and 3x10° cells/mL were used for each analysis.

Measurement of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST)

and advanced oxidation protein products (AOPP) serum levels

The levels of AST and AST in the serum were detected using enzymatic
methods with commercial kits from Labtest Diagnostica S.A. (Brazil) using a semi-

automatic biochemical analyzer (LABQUEST). The results were expressed as UJ/L.
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AOPP was measured by the semiautomated method as described by Witko-Sarsat et

al. (1998), with results expressed as pM/L.

ADA activity assay in serum, lymphocytes and cerebral cortex

ADA activity was estimated spectrophotometrically using the method of Giusti
and Gakis (1971), which is based on the direct measurement of the formation of
ammonia produced when ADA acts in excess of adenosine. The results were

expressed in U/L for serum and lymphocytes and in U/g protein for the tissues.

Measurement of IFN-0, TNF-a, IL-1, IL-6, NOy and IL-10 serum levels

Inflammatory cytokine quantification was assessed by ELISA using
commercial kits IFN-8, TNF-a, IL-1, IL-6 and IL-10 (R&D Systems, Minnesota, USA),
according to manufacturer’s instructions. Briefly, 96-well microplates were sensitized
with the primary antibody at room temperature for 30 min. Then, the samples were
added and incubated at 37 °C for 30 min. After washing, the secondary antibody
conjugated with peroxidase was added and incubated. The presence and
concentration of the cytokines were determined by the intensity of the color
measured by spectrometry in a micro-ELISA reader.

Oxide nitric (NO) was determined indirectly by quantifying serum NOXx (Tatsch
et al., 2011), measured by the modified Griess method using the Cobas Mira®

automated analyzer. The results were expressed as uM/L.

Statistical analysis

The analyses were performed using STATISTICA for Windows, version 6.0
(StatSoft. Inc., Tulsa, OK, USA). All data were analyzed using two way ANOVA,
followed by the Duncan multiple range test and presented as mean + standard
deviation (SD). A value of p<0.05 was considered statistically significant for all

analyses.
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Results

HPLC analysis

HPLC fingerprinting of ASc revealed the presence of gallic acid (tg = 11.56

min), catechin (tr= 17.09 min), chlorogenic acid (tr = 23.64 min), caffeic acid (tr

25.13 min), ellagic acid (tr = 30.15 min), epicatechin (tg = 35.84 min), rutin (tr

39.96 min), quercitrin (tr = 44.83 min), isoquercitrin (tg = 46.57 min), quercetin (tr
51.23 min) and kaempferol (tg = 60.34 min) (Table 1).

Effect on ADA activity

Initially, we observed that a high dose of ethanol caused a significant increase
in the ADA activity in serum (a) and lymphocytes (b) when compared to the control
(p<0.001) (Figure 1). However, ADA activity in the serum and lymphocytes of rats
treated with ASc 30 minutes after ethanol administration returned to values
comparable to those of control animals.

In contrast to the changes caused by ethanol in serum and lymphocytes, ADA
activity was reduced in the cerebral cortex after acute ethanol administration when
compared to the control group (p<0.01). Such effect was also reversed by ASc

treatment (Figure 3).

Effect on inflammatory parameters

As shown in Figure 2, acute ethanol intoxication has the potential to change
inflammatory cytokines and mediator levels. The administration of ethanol was able
to cause a significant increase in the serum levels of the proinflammatory mediators
IL-1, IL-6, TNF-a, INF-6 and NOy, and a decrease in the anti-inflammatory cytokine
IL-10 (p<0.001). Although ASc treatment did not prevent the increase in the levels of
the proinflammatory cytokines IL-1, IL-6, TNF-a and INF-8, the beneficial effect of

ASc was observed in preventing the ethanol-induced NOx increase. Moreover, ASc
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partially prevented the reduction in IL-10 levels caused by ethanol intoxication
(p<0.01).

Effect of the acute ethanol intoxication on the levels of AST, ALT and AOPP

After six hours of ethanol administration, no significant alterations were

observed in the activity of the liver enzymes AST and ALT and in the AOPP level
(Table 2).
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Discussion

The present study demonstrated that after six hours of acute intoxication,
although ethanol did not change serum AST, ALT and AOPP levels, we observed
significant immunological and inflammatory changes. Ethanol promoted an increase
in the serum levels of proinflammatory mediators (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-& and NO,)
and a reduction in the anti-inflammatory cytokine IL-10. A significant finding in this
study was the fact that ethanol caused an increase in ADA activity in serum and
splenic lymphocytes. Despite increasing amounts of knowledge regarding the
physiological role of ADA activity, there is currently no conclusive information on this
enzymatic function under acute ethanol intoxication conditions, particularly under
inflammatory conditions.

It has been shown that augmented ADA activity reflects accelerated purine
turnover and high salvage pathway activity which may lead to reduce adenosine
levels (Gulec et al., 2003; Kather, 1990) and to further tissue damage by interfering
with the role of this nucleoside in the regulation of inflammation (Ohta and Sitkovsky,
2001). Moreover, this increased ADA activity may be related to changes in the levels
of IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-6 and NOx, observed after acute exposure to high
doses of ethanol. Acute inflammation is a critical homeostatic mechanism for
protecting a host against noxious conditions, including tissue injury (Wang et al.,
2012). In fact, many of the activities of effector cells of innate and adaptive immunity
are mediated by cytokines. In this regard, several studies have demonstrated the
pivotal involvement of adenosine in lymphocyte proliferation as well as in cytokine
production and differentiation (Csoka et al., 2008; Németh et al.,, 2007), thus
confirming a critical role played by ADA activity in lymphocyte action. Alcohol
consumption, whether acute or chronic, has a significant impact on phenotypic and
functional aspects of immune cells. Hence, the ethanol-induced increase in the ADA
activity in spleen lymphocytes can also harm this control exercised by ADA in the
cells of the immune system.

Alcoholism has been associated with a disruption in the balance and function
of cytokines (Crews et al., 2006; Gonzalez-Quintela et al., 2000). Changes such as
increased levels of IL-4 and IFN-a in the stomach, systemic changes such as

increased synthesis of IL-4 and decreased production of IL-10 by splenocytes are
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observed (Andrade et al.,, 2006). Patients with alcoholic cirrhosis present increased
concentrations of TNF-a and IL-6 as well as decreased production of IL-10 and IL-2
(Romeo et al.,, 2007). Interestingly, we observed these changes with only one
exposure to a high ethanol dose.

Considering the exacerbation of proinflammatory mediators and the reduction
in the levels of anti-inflammatory mediators, it is necessary to find alternatives to
prevent these harmful effects triggered by the use of ethanol. In this sense,
numerous studies are dedicated to evaluate the protective effects of drugs or nature
compounds on binge drinking (Zhang et al., 2012; Lv et al., 2010; Song et al., 2006).
In this context, ASc was able to prevent the increase in ADA activity in serum and
lymphocytes. It also reduced the serum levels of NOx and partially re-established
levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10. It is assumed that the mechanisms
described in this study are advantageous in situations of acute high-dose ethanol
exposure, since the reduction of ADA activity can result in increased levels of
adenosine, which affect various physiological and pathological processes in cells,
such as the release of inflammatory cytokines (Hask6 and Cronstein, 2004).

This promising therapeutic effect may be related to the various phytochemicals
present in the ASc. Furthermore, polyphenolic compounds including flavonoids and
phenolic acids are known to have various physiological activities, such as
antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial and anticancer properties (Ushida et al.,
2008).

Many neuronal responses to ethanol are suggested to be mediated by
adenosine. Our results suggest that the reduction in ADA activity observed after
acute exposure to ethanol can lead to accumulation of adenosine in the cerebral
cortex of rats. In fact, the nucleoside adenosine is an important neuromodulator in
the CNS having a key role in the control of excitatory and inhibitory functions
(Fredholm et al., 2005b). Indeed, ataxia is one of the most significant depressant
effects observed after excessive intake of ethanol (Choi et al., 2004; Clark and Dar,
1989). Therefore, these results may corroborate other study showing that ethanol
acts directly on the brain to increase extracellular levels of adenosine (Sharma et al.,
2010). It is consolidated products of ethanol metabolism play a key role in the brain
mediating some actions of ethanol (Deitrich, 2004; Israel et al., 1994;). Thus, the
reduction of ADA activity in the cerebral cortex could be mediated by these

metabolites.
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ASc was able to restore ADA activity to levels observed in the control animals.
This action caused by ASc treatment can establish the homeostasis of adenosine in
the CNS, preventing its accumulation and hence avoiding the effect of excess

adenosine in the cerebral cortex.
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Conclusion

The acute ethanol intoxication in rats caused changes in the release of
inflammatory mediators and in ADA activity. The ASc was effective in protecting
changes in ADA activity and partially prevented the changes in the levels of the
inflammatory mediators. These activities might be attributed, at least in part, to the
high phenolic and flavonoid contents present in the ASc. Our results also suggest
that the effect on the purinergic system is one of the mechanisms by which ethanol

exerts its effects on the inflammatory mediators and on the CNS.

Conflict of interest

The authors declare that there are no conflicts of interest.

Acknowledgements

The authors wish to thank the Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) and Federal University of Santa Maria (UFSM), RS,

Brazil, for supporting in this study.



54

References

Andrade, M.C., Menezes, J.S., Cassali, G.D., Martins-Filho, O.A., Cara, D.C., Faria,
A.M., 2006. Alcoholinduced gastritis prevents oral tolerance induction in mice. Clin
Exp Immunol. 146, 312-322.

Antonioli, L., Colucci, R., La Motta, C., Toccori, M., Awwad, O., 2012. Adenosine
Deaminase in the Modulation of Immune System and its Potential as a Novel Target
for Treatment of Inflammatory Disorders. Current Drug Targets. 13, 842-862.

Antonioli, L., Fornai, M., Colucci, R., Ghisu, N., Tuccori, M., Del Tacca, M., Blandizzi,
C., 2008. Regulation of enteric functions by adenosine: pathophysiological and
pharmacological implications. Pharmacol Ther. 120, 233-253.

Beier, J.l., McClain, C.J., 2010. Mechanisms and cell signaling in alcoholic liver
disease. Biol. Chem. 391, 1249-1264.

Bhuyan, Z.A., Rokeya, B., Masum, N., Hossain, S., Mahmud, I., 2010. Antidiabetic
effect of Syzygium cumini (L) seed on type Il diabetic rats. Dhaka Univ J Biol Sci. 19,
157-164

Boligon, A.A., Brum, T.F., Frolhich, J.K., Froeder, A.L.F., Athayde, M.L., 2012.
HPLC/DAD profile and determination of total phenolics, flavonoids, tannins and
alkaloids contents of Scutia buxifolia Reissek stem bark. Research J Phytochem. 6,
84-91.

Bopp, A., De Bona, K.S., Bellg, L.P., Moresco, R.N., Moretto, M.B., 2009. Syzygium
cumini inhibits adenosine deaminase activity and reduces glucose levels in
hyperglycemic patients. Fundam Clin Pharmacol. 23,501-507.

Burnstock, G., 2008. Purinergic signalling and disorders of the central nervous
system. Nat Rev Drug Discov. 7,575-590.

Clark, M., Dar, M.S., 1989. Effect of acute ethanol on release of endogenous
adenosine from rat cerebellar synaptosomes. J Neurochem. 52:1859-1865.

Choi, D.S., Cascini, M.G., Mailliard, W., Young, H., Paredes, P., McMahon, T.,
Diamond, I., Bonci, A., Messing, R.O., 2004. The type 1 equilibrative nucleoside
transporter regulates ethanol intoxication and preference. Nat Neurosci. 7,855-861.

Conlon, B.A., Law, W.R., 2004. Macrophages are a source of extracellular adenosine
deaminase-2 during inflammatory responses. Clin Exp Immunol. 138, 14-20.

Crews, F.T., Bechara, R., Brown, L. A., Guidot, D.M., Mandrekar, P., Oak, S., Qin, L.,
Szabo, G., Wheeler, M., Zo, J., 2006. Cytokines and Alcohol.Alcohol Clin. Exp. Res.
30, 720-730.

CsOka, B., Himer, L., Selmeczy, Z., Vizi, E.S., Pacher, P., Ledent, C., Deitch, E.A.,
Spolarics, Z., Németh, Z.H., Haskod, G., 2008. Adenosine A2A receptor activation


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antonioli%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fornai%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colucci%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghisu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuccori%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Del%20Tacca%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blandizzi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blandizzi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18848843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vizi%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18625677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pacher%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18625677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ledent%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18625677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deitch%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18625677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spolarics%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18625677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=N%C3%A9meth%20ZH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18625677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hask%C3%B3%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18625677

55

inhibits T helper 1 and T helper 2 cell development and effector function. FASEB J.
22,3491-3499.

De Bona, K.S., Bellé, L.P., Sari, M.H., Thomé, G., Schetinger, M.R., Morsch, V.M.,
Boligon, A., Athayde, M.L., Pigatto, A.S., Moretto, M.B., 2010. Syzygium cumini
extract decrease adenosine deaminase, 5'nucleotidase activities and oxidative
damage in platelets of diabetic patients. Cell Physiol Biochem. 26,729-738.

Deitrich, R.A., 2004. Acetaldehyde: Deja Vu du Jour. J Stud Alcohol. 65,557-572.

Dunwiddie, T.V., Masino, S.A., 2001. The role and regulation of adenosine in the
central nervous system. Annu Rev Neurosci. 24,31-55.

Fredholm, B.B., Chen, J.F., Masino, S.A., Vaugeois, J.M., 2005a. Actions of
adenosine at its receptors in the CNS: insights from knockouts and drugs. Annu Rev
Pharmacol Toxicol. 45,385-412.

Fredholm, B.B., Chen, J.F., Cunha, R.A., Svenningsson, P., Vaugeois, J.M., 2005b.
Adenosine and brain function. Int. Rev. Neurobiol. 63,191-270.

Gessi, S., Merighi, S., Varani, K., Leung, E., Mac Lennan, S., Borea, P.A., 2008 The
A3 adenosine receptor: an enigmatic player in cell biology. Pharmacol Ther. 117,
123-140.

Gessi, S., Varani, K., Merighi, S., Fogli, E., Sacchetto, V., Benini, A., Leung, E., Mac-
Lennan, S., Borea, S.A., 2007. Adenosine and lymphocyte regulation. Purinergic
Signal. 3,109-116.

Giusti, G., Gakis, C., 1971. Temperature conversion factors, activation energy,
relative substrate specificity and optimum pH of adenosine deaminase from human
serum and tissues. Enzyme. 12,417-425.

Gonzélez-Quintela, A., Dominguez-Santalla, M.J., Pérez, L.F., Vidal, C., Lojo, S.,
Barrio, E., 2000. Influence of acute alcohol intake and alcohol withdrawal on
circulating levels of IL-6, IL-8, IL-10 and IL-12.Cytokine. 12 (9), 1437-1440.

Goodman, M.D., Makley, A.T., Campion, E.M., Friend, L.AW., Lentsch, A.B., Pritts,
T.A., 2013. Preinjury alcohol exposure attenuates the neuroinflammatory response to
traumatic brain injury. Journal of Surgical Research. 184, 1053-1058.

Goral, J., Karavitis, J., Kovacs, E.J., 2008. Exposure-dependent effects of ethanol on
the innate immune system. Alcohol. 42(4), 237-247.

Gulec, M., Akin, H., Ylce, H., Ergin, E., Elyas, H., Yal¢cin, O., Akyol, O., 2003.
Adenosine deaminase and xanthine oxidase activities in bladder washing fluid from
patients with bladder cancer: a preliminary study. Clin Biochem. 36,193-196.

Haské, G., Cronstein, B.N., 2004. Adenosine: an endogenous regulator of innate
immunity.Trends Immunol.25(1), 33-39.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dominguez-Santalla%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10976010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10976010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidal%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10976010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lojo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10976010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barrio%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10976010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=goral+2008+inflammation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hask%C3%B3%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14698282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cronstein%20BN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14698282

56

Hershfield, M.S., 2005. New insights into adenosine-receptor-mediated
immunosuppression and the role of adenosine in causing the immunodeficiency
associated with adenosine deaminase deficiency. Eur J Immunol. 35, 25-30.

Hossain, S., Chowdhury, I.H., Basunia, M.A., Nahar, T., Rahaman, A., Choudhury,
B.K., Choudhuri, S.K., Mahmud, I., Uddin, B., 2011. Syzygium cumini Seed Extract
Protects the Liver Against Lipid Peroxidation with Concurrent Amelioration of Hepatic
Enzymes and Lipid Profile of Alcoholic Rats. J Complem Int Med. 8.

Israel, Y., Orrego, H., Carmichael, F.J., 1994. Acetate-mediated effects of
ethanol. Alcohol Clin. Exp. Res. 18, 144-148.

Jagetia, G.C., Baliga, M.S., 2002. Syzygium cumini (Jamun) reduces the radiation-
induced DNA damage in the cultured human peripheral blood lymphocytes: a
preliminary study. Toxicol. Lett.132, 19-25.

Kamdem, J.P., Olalekan, E.O., Hassan, W., Kade, 1.J., Yetunde, O., Boligon, A.A.,
Athayde, M.L., Souza, D.O., Rocha, J.B.T., (2013).Trichilia catigua (Catuaba) bark
extract exerts neuroprotection againstoxidative stress induced by different neurotoxic
agents in rathippocampal slices. Ind Crops Prod 50, 625— 632.

Kather, H.,1990. Pathways of purine metabolism in human adipocytes. Further
evidence against a role of adenosine as an endogenous regulator of human fat cell
function. J Biol Chem. 265,96-102.

Lawrence, T., Willoughby, D.A., Gilroy, D.W., 2002. Anti-inflammatory lipid mediators
and insights into the resolution of inflammation. Nat. Rev. Immunol. 2,787-795.

Li, X., Akhtar, S., Kovacs, E. J., Gamelli, R.L., Choudhry, M.A., 2011. Inflammatory
response in multiple organs in a mouse model of acute alcohol intoxication and burn
injury. J Burn Care Res. 32(4), 489-497.

Lv, X., Chen, Z.,, Li, J., Zhang, L., Liu, H., Huang, C., Zhu, P., 2010. Caffeine protects
against alcoholic liver injury by attenuating inflammatory response and oxidative
stress. Inflamm. Res. 59, 635-645.

Mandapathil, M., Hilldorfer, B., Szczepanski, M.J., Czystowska, M., Szajnik, M., Ren,
J., Lang, S., Jackson, E.K., Gorelik, E., Whiteside, T.L., 2010. Generation and
accumulation of immunosuppressive adenosine by human CD4+CD25highFOXP3+
regulatory T cells. J Biol Chem.285, 7176— 7186.

Molina, P.E, 2014. Alcohol binging exacerbates adipose tissue inflammation following
burn injury. Alcohol clin Exp Res. 38 (1), 33-35.

Moresco, R.N., Sperotto, R.L., Bernardi, A.S., Cardoso, R.F., Gomes, P., 2007.
Effect of the Aqueous Extract of Syzygium cumini on Carbon Tetrachloride-induced
Hepatotoxicity in Rats. Phytother. Res. 21, 793-795.



57

Németh, Z.H., Csdka, B., Wilmanski, J., Xu, D., Lu, Q., Ledent, C., Deitch, E.A,,
Pacher, P., Spolarics, Z., Haskd, G., 2006. Adenosine A2A receptor inactivation
increases survival in polymicrobial sepsis. J Immunol. 176, 5616-26.

Ohta, A., Sitkovsky, M., 2001. Role of G-protein-coupled adenosine receptors in
downregulation of inflammation and protection from tissue damage. Nature. 414,
916-920.

Pari, L., Saravanan, G., 2002. Antidiabetic effect of Cogent db, a herbal drug in
alloxaninduced Diabetes mellitus. Comp. Biochem. Physiol. C: Toxicol. Pharmacol.,
131, 19-25.

Pepato, M. T., Folgado, V.B., Kettelhut, I.C., Brunetti, I.L., 2001. Lack of antidiabetic
effect of Eugenia jambolana leaf decoction on rat streptozotocin diabetes. Braz J
Med Biol Res. 34(3), 389- 395.

Portari, G.V., Marchini, J.S., Vannucchi, H., Jordao, A.A., 2008. Antioxidant effect of
thiamine on acutely alcoholized rats and lack of efficacy using thiamine or glucose to
reduce blood alcohol content. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol. 103, 482-486.

Rodriguez-Molinero, A., Lopez-Diéguez, M., Banegas, J.R., 2007. Tissue
homeostasis and cancer. Med Hypotheses. 68, 1333-1341.

Romeo, J., Warnberg, J., Diaz, L.E., Gonzalez-Gross, M., Marcos, A., 2007. Effects
of moderate beer consumption on first-line immunity of healthy adults. J Physiol
Biochem. 63, 153-160.

Sharma, S. B., Nasir, A., Prabhu, K.M., Murthy, P.S., 2006. Antihyperglycemic effect
of the fruit-pulp of Eugenia jambolana in experimental diabetes mellitus. Journal of
Ethnopharmacology.104, 367-373.

Sai Ram, M., Sharma, S.K., llavazhagan, G., Kumar, D., Selvamurthy, W., 1997.
Immunomodulatory effects of NIM-— 76, a volatile fraction fromneemoil. J
Ethnopharmacol. 55: 133-139.

Sharma, R., Engemann, S.C., Sahota, P., Thakkar, M.M., 2010. Effects of ethanol on
extracellular levels of adenosine in the basal forebrain: an in vivo microdialysis study
in freely behaving rats. Alcohol Clin Exp Res., 34(5):813-818.

Sitkovsky MV, Ohta A. The 'danger’ sensors that STOP the immune response: the A2
adenosine receptors? Trends Immunol 2005; 26: 299-304.

Song, Z., Deaciuc, I., Song, M., Lee, D.Y., Liu, Y., Ji, X., McClain, C., 2006. Silymarin
protects against acute ethanol-induced hepatotoxicity in mice. Alcohol. Clin. Exp.
Res. 30, 407-413.

Tatsch, E., Bochi, G.V., Pereira Rda, S., Kober, H., Agertt, V.A., de Campos, M.M.,
Gomes, P., Duarte, M.M., Moresco, R.N., 2011. A simple and inexpensive automated
technique for measurement of serum nitrite/nitrate. Clin Biochem. 44(4), 348-350.


http://www.jimmunol.org/search?author1=DaZhong+Xu&sortspec=date&submit=Submit

58

Ushida, Y., Matsui, T., Tanaka, M., Matsumoto, K., Hosoyama, H., Mitomi, A.,
Sagesaka, Y., Kakuda, T., 2008. Endothelium-dependent vasorelaxation effect of
rutinfree tartary buckwheat extract in isolated rat thoracic aorta. J Nutr Biochem.
19,700-707.

Vonghia, L., Leggio, L., Ferrulli, A., Bertini, M., Gasbarrini, G., Addolarato, G., 2008.
Acute alcohol intoxication. European Journal of Internal Medicine. 19, 561-567.

Wang, J., Gao, B., Zakhari, S., Nagy, L.E., 2012. Inflammation in Alcoholic Liver
Disease H. Annu Rev Nutr. 32, 343-368.

Witko-Sarsat, V., Nguyen Khoa,T., Jungers, P., Drueke, T., Descamps-Latscha, B.,
1998. Advanced oxidation protein products: oxidative stress markers and mediators
of inflammation in uremia. Adv Neph Necker Hospital. 28, 321-341.

World Health Organization, 2014. Global status report on alcohol and health — 2014
ed.

Zhang, F., Zhang, J., Li, Y., 2012. Corn oligopeptides protect against early alcoholic
liver injury in rats. Food Chem Toxicol. 50, 2149-2154.



59

FIGURA 1

a i- b 20-

w
1
-
(3,]
[

ADA activity (U/L)
N
1

ADA activity (U/L)
=

-
1
(4]
1

T T T T T T
C EtOH ASc EtOH + ASc C EtOH ASc EtOH + ASc

Figurel. Effect of the acute ethanol intoxication and/or ASc treatment on ADA activity in serum (a)
and lymphocytes (b) of rats. Data are reported as mean = SD and expressed as units per liter.
Statistically significant differences were determined by two-way ANOVA followed by the Duncan
multiple range test. *p<0.05 in comparison with the control group (h=6). C, control; EtOH, ethanal;
ASc, aqueous leaf extract of Syzygium cumini.
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Figure2. Effects of the acute ethanol administration and/or ASc treatment on inflammatory parameters
(IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y and NOx) of rats. Data are reported as mean = SD. Statistically
significant differences were determined by two-way ANOVA followed by the Duncan multiple range
test. *p<0.01; **p<0.001 in comparison with the control group; “p<0.01 in comparison with the EtOH
group; (n=4). C, control; EtOH, ethanol; ASc, aqueous leaf extract of Syzygium cumini.
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Figure3. Effect the acute ethanol intoxication and or ASc treatment on ADA activity in the cerebral
cortex of rats. Data are reported as mean + SD and expressed as units per mg protein. Statistically
significant differences were determined by the Duncan test. *p<0.01 in comparison with the control
group; “p<0.01 in comparison with the EtOH group (n=6). C, control; EtOH, ethanol; ASc, aqueous leaf

extract of Syzygium cumini.
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TABELA 1

Table 1. Composition of the aqueous leaf extract of Syzygium cumini.

Syzygium cumini LOD LOQ

Compounds
mg/g % pg/mL  pg/mL
Gallic acid 29.82 +0.01a 2.98 0.027  0.089
Quercetin 19.07 £ 0.02b  1.90 0.010 0.034
Caffeic acid 1750 £ 0.02b 1.75 0.016 0.054
Isoquercitrin 15.46 £ 0.05b 1.54 0.025 0.082
Rutin 11.31 £ 0.01c 1.13 0.009 0.030
Ellagic acid 10.62 £0.0lc 1.06 0.022 0.074
Quercitrin 9.84 +£0.04c 0.982 0.031 0.102
Chlorogenic 6.15+0.03d 0.61 0.018 0.059
Epicatechin 498 +0.03e 0.49 0.007 0.023
Kaempferol 458+ 0.0le 045 0.043 0.141
Catechin 4.37+£0.0le 043 0.036 0.119

Results are expressed as mean + SD of three determinations. Means followed by different letters differ
(p < 0.01) by the Tukey test.
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TABELA 2

Table 2. Effect of the acute ethanol intoxication on AST, ALT and AOPP levels.

Control EtOH ASc EtOH + ASc

AST (U/L) 120.4 + 16.8 131.5+23.4 123.0 + 13.3 120.9 £ 19.3

ALT (U/L) 48.6 + 9.6 444 + 4.9 52+7.1 475+ 9

AOPP (uM/L) 12.0+2.2 10.6 + 1.8 9.67+2.2 9.28+1.31

Data are reported as mean = SD (n=6). ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate
aminotransferase; AOPP, advanced oxidation protein products; EtOH, ethanol; ASc, aqueous leaf
extract of Syzygium cumini.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que apés

seis horas da intoxicagéo por etanol:

1.

Nao foram observadas alteracbes nos niveis dos marcadores de funcado
hepatica e de estresse oxidativo, AOPP;

Houve um aumento na atividade da ADA no soro e linfécitos do baco e
reducdo na atividade do cortex cerebral, mostrando que o sistema purinérgico
€ influenciado nesta situacao;

Houve um aumento dos niveis séricos de IL-1, IL-6, TNF-a , INF-y e NOy e
diminuicdo de IL-10, demonstrando que mesmo uma Unica exposi¢cdo ao
etanol é capaz de provocar alteracdo na liberacdo de mediadores
inflamatorios, favorecendo um estado pro-inflamatorio;

O ASc preveniu o aumento da atividade da ADA em soro e linfécitos
provocados pelo etanol e também preveniu a reducdo no coértex cerebral
representando um importante mecanismo de preservacdo dos niveis de
adenosina;

O ASc também foi capaz de prevenir alteracdo dos mediadores inflamatérios
NOx e IL-10, podendo exercer um mecanismo de controle do estado

inflamatorio provocado pela intoxicacdo aguda por etanol;
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Anexo A - Comprovante de submissdo do manuscrito a revista Food and

Chemical Toxicology.
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