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RESUMO

EFEITO DO EXTRATO AQUOSO E DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS
CONTENDO SEMENTES DE Syzygium cumini SOBRE COMPLICACOES DO
DIABETES MELLITUS IN VITRO E IN VIVO

AUTORA: Paula Eliete Rodrigues Bitencourt
ORIENTADORA: Prof.2 Dr.2 Maria Beatriz Moretto
COORIENTADOR: Prof. Dr. Sydney Hartz Alves

Em longo prazo, pacientes diabéticos apresentam comprometimento do sistema cardiovascular,
além de um desbalanc¢o no sistema imunolégico, que leva ao aumento na suscetibilidade desses
em contrair infeccdes flngicas. O diabetes mellitus (DM) também pode levar a uma alteracdo
nos niveis de mediadores inflamatérios, como o0s pertencentes aos sistemas purinérgico e
colinérgicos, citocinas e oxido nitrico (NO). Syzygium cumini € uma planta medicinal amplamente
utilizada pela populagéo na terapéutica do DM, sendo as sementes fonte de altas concentracdes
de compostos fitoquimicos com relevantes acdes farmacoldgicas. Novos sistemas de
administracdo de farmacos como as nanoparticulas poliméricas podem aumentar o indice
terapéutico e melhorar a estabilidade de extratos vegetais. Considerando os poucos estudos
sobre a inter-relagdo desses com a infeccao fungica no DM, bem como a utilizacdo de S. cumini
frente a complicacdes do DM e na elaboracdo de novas formas de utilizagcdo, o objetivo desse
estudo foi utilizar o extrato aquoso de sementes de S. cumini (ASc) no desenvolvimento de uma
nanoparticula polimérica (NPASc) e avaliar suas atividades farmacolégicas frente a parametros
bioguimicos e inflamatérios em modelos de complicacdes do DM desenvolvidos in vitro e in vivo,
bem como verificar possiveis efeitos toxicos de NPASc em comparacdo com o ASc. O
desenvolvimento da NPASc foi realizado com éxito, uma vez que demonstrou caracteristicas
compativeis com os sistemas nanométricos. ASc e NPASc apresentaram uma alta concentracao
de compostos fendlicos e flavonoides, além do grande potencial antioxidante nos testes
scavenger de DPPH, FRAP e contra a oxidacdo de particulas de LDL, comprovando que a
formulacdo NPASc foi capaz de manter as propriedades do extrato. NPASc melhorou a atividade
antifingica in vitro de ASc frente a Candida guilliermondii e C. haemulonii. Observou-se auséncia
de toxicidade de ASc, NPASc e NPb nos testes de letalidade com Artemia salina e nos
parametros analisados relacionados a toxicidade aguda em ratos. Foi observado um aumento
nos parametros bioquimicos e citocinas proé-inflamatérias em soro, urina, atividade sérica e
plaquetaria das ectonucleotidases e niveis de NO, além de aumento na atividade da ADA,
DPP-1V, acetilcolinesterase e niveis de NO em linfécitos nos grupos com DM e DM infectados
com C. albicans. O mesmo observou-se em relagdo a atividade da ADA e aos niveis de NO,
TBARS e AOPP em tecido renal, hepatico e pancreatico. Cabe ressaltar que o grupo de animais
infectados por C. albicans apresentou altos niveis de creatinina sérica e citocinas pro-
inflamatdrias, além de um aumento na atividade das enzimas purinérgicas. ASc e NPASc foram
capazes de atuar em diferentes rotas relacionadas ao sistema inflamatdrio, como na diminuicao
das atividades das ectonucleotidases, na regulacdo dos niveis de citocinas e NO, além de
reduzir o estresse oxidativo e atenuar os niveis dos parametros bioquimicos nas amostras
analisadas. Portanto, € possivel concluir que as alteragbes encontradas em ratos diabéticos
durante a infeccdo fungica podem estar relacionadas a processos inflamatérios e tanto ASc
quanto NPASc podem contribuir para um melhor entendimento e aplicabilidade da utilizacdo
dessa planta frente as complicagées do DM.

Palavras-chave: Complicacdes do Diabetes mellitus. Ectonucleotidases. Nanotecnologia. S.
cumini. Toxicidade.






ABSTRACT

EFFECT OF AQUEOUS EXTRACT AND CRUDE AND NANOPARTICULATE OF
THE SEED Syzygium cumini ON PURINERGIC SYSTEM COMPONENTS AND
COMPLICATIONS OF DIABETES MELLITUS

AUTHOR: PAULA ELIETE RODRIGUES BITENCOURT
ADVISOR: PROF.2 DR.2 MARIA BEATRIZ MORETTO
CO-ADVISOR: PROF. DR. SYDNEY HARTZ ALVES

In the long term, diabetic patients have impaired cardiovascular system, as well as an imbalance
in the immune system, which leads to increased susceptibility of these in contracting fungal
infections. Diabetes mellitus (DM) may also lead to a change in levels of inflammatory mediators
such as those belonging to the purinergic and cholinergic systems, cytokines and nitric oxide
(NO). Syzygium cumini is a medicinal plant widely used by the population in the treatment of DM,
whose seeds are source of high concentrations of phytochemical compounds with relevant
pharmacological actions. New drug delivery systems such as polymeric nanoparticles, can
enhance the therapeutic index and improving stability of plant extracts. Considering the few
studies on the interrelationship of these systems with fungal infection in DM, the use of S. cumini
against DM complications and the development of new forms of use of this plant, the aim of this
study was to use the aqueous seed extract of S. cumini (ASc) in the development of a polymeric
nanoparticle (NPASc) and to evaluate pharmacological activities of both formulations on
biochemical and inflammatory parameters of DM complications developed in vitro and in vivo, as
well as to identify possible toxic effects of NPASc compared with ASc. The development of
NPASc was successful, as it demonstrated characteristics compatible with nanometric systems.
ASC and NPASc had a high concentration of flavonoids and phenolic compounds, besides the
great antioxidant scavenger potential in the DPPH test, FRAP and against the oxidation of LDL
particles, proving that the NPASc formulation was able to maintain the properties of the extract.
NPASc improved ASc antifungal activity in vitro against Candida guilliermondii and C. haemulonii.
No toxicity was observed for ASc, NPASc and NPB in the Artemia salina lethality test and in the
analyzed parameters related to acute toxicity in mice. An increase in the biochemical parameters
and proinflammatory cytokines was observed in serum and urine, in the serum activity of platelet
ectonucleotidases and in NO levels, as well in ADA, DPP-|V acetylcholinesterase activities and in
NO levels in lymphocytes in the groups with DM and DM followed by C. albicans infection. The
same was observed compared to the activity of ADA and NO levels, TBARS and AOPP in kidney,
liver and pancreatic tissues. It is noteworthy that the group of animals infected with C. albicans
showed high levels of serum creatinine, pro-inflammatory cytokines and an increase in the activity
of purinergic enzymes. ASc and NPASc were able to act on different routes related to the
inflammatory system, such as the reduction in ectonucleotidase activities, in regulating the levels
of cytokines and NO, in reducing oxidative stress and mitigating the levels of biochemical
parameters in the samples. Therefore, we conclude that the changes found in diabetic rats during
fungal infection may be related to inflammatory processes and both ASc as NPASc can
contribute to a better understanding and applicability in the use of this plant against DM
complications.

Keywords: Diabetes mellitus complications. Ectonucleotidases. Nanotechnology. S. cumini.
Toxicity.
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APRESENTACAO

O presente trabalho consiste na apresentacado dos resultados obtidos até o
momento para fins de defesa de tese de Doutorado. Tais resultados sao
apresentados na forma de um artigo publicado, um artigo aceito e um manuscrito.

Este trabalho encontra-se organizado da seguinte forma: a primeira parte
refere-se a INTRODUCAO e OBJETIVOS, sendo seguida pela se¢cdes ARTIGOS e
MANUSCRITO, onde sao apresentados trés trabalhos. As sec¢des Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo e Referencias sdo apresentadas nos proprios
artigos ou manuscrito e representam os resultados desse trabalho.

Na sequéncia, o item CONSIDERACOES GERAIS e CONCLUSAO
apresentam uma sintese dos resultados e comentérios gerais sobre os trabalhos
apresentados.

Por fim, as REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS utilizadas para as citacbes dos
itens INTRODUCAO e CONSIDERACOES GERAIS desse trabalho.
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1 INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLITUS
1.1.1 Definicéo e classificacéo

Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de distlrbios metabdlicos
que apresenta em comum a hiperglicemia, consequéncia de defeitos na
acao/secrecdo da insulina. O horménio insulina é o principal sinal de controle para a
conversdo da glicose em glicogénio, para armazenamento interno de glicose em
células hepaticas e musculares, desempenhando um papel de extrema importancia
em todas as formas de DM (GROSS et al., 1999; SBD, 2015). A classificagcao atual
do DM considera a etiologia dos disturbios glicémicos, definidos de acordo com
defeitos ou processos especificos (SBD, 2015; AAD, 2016).

O DM tipo 1 (DM 1) é caracterizado por uma severa ou total destruicdo
autoimune das células 3 pancreaticas que eventualmente leva a deficiéncia absoluta
de insulina e, consequentemente, a hiperglicemia devido a superproducdo hepatica
de glicose pela glicogendlise/gliconeogénese e diminuicdo celular do consumo de
glicose na circulacédo (SBD, 2015; AAD, 2016). Na auséncia de insulina ha também
aumento na quebra de lipideos e oxidacdo de &cidos graxos, resultando em
producdo excessiva de cetonas, gerando um quadro cetogénico que quando nao
tratado, conduz progressivamente a depressao do sistema nervoso central, coma e
morte (SBD, 2015; AAD, 2016). Esses eventos ddo origem aos sintomas classicos
do DM 1 como sede e fome excessiva, fragueza muscular, hiperglicemia,
dislipidemia, hipertensdo arterial, anormalidades nas fun¢Bes hematoldgicas,
disfuncéo endotelial e cetoacidose (SBD, 2015; AAD, 2016).

Ainda, a taxa de destruicao das células B pode ser variavel, sendo que a
forma lentamente progressiva ocorre em adultos, sendo referida como diabetes
autoimune latente do adulto (LADA, acrénimo em inglés de latent autoimmune
diabetes in adults). Porém, existe uma minoria de casos em que ndo ha evidéncias
de processo autoimune, sendo, portanto, referidos como forma idiopatica de DM 1.
Os casos de DM 1 compreendem cerca de 10% do total, tendo inicio abrupto,
acometendo principalmente criancas e adolescentes sem excesso de peso. Os

marcadores de autoimunidade do DM 1 sdo os autoanticorpos anti-insulina,



24

antidescarboxilase do acido glutamico, antitirosinafosfatases e antitransportador de
zinco (SBD, 2015; AAD, 2016).

O DM tipo 2 (DM 2) é uma alteracdo metabdlica caracterizada por disturbios
na acao e secrec¢do de insulina, com predominio de um deles, e por um longo
periodo assintomatico, sendo a forma presente em cerca de 90% dos casos de DM.
No DM 2, ocorre uma incapacidade de absorcdo de glicose pelas células que
acabam nao metabolizando a glicose de forma eficiente, caracterizando a resisténcia
insulinica. Fatores genéticos, ambientais e quadros de obesidade podem contribuir
para o desenvolvimento do DM 2. A cetoacidose é rara, existindo uma prevaléncia
de anormalidades lipidicas que contribuem para taxas mais elevadas de doenca
arterial coronariana, infarto agudo do miocéardio e acidente vascular cerebral, os
guais constituem as principais causas de morte desses pacientes (SBD, 2015; AAD,
2016).

O DM gestacional € a diminuicdo da tolerancia a glicose, diagnosticada pela
primeira vez na gestacdo podendo ou nao persistir apds o parto (SBD, 2015). Similar
ao DM 2, o DM gestacional associa-se tanto a resisténcia a insulina quanto a
diminuicdo da funcdo das células . Devem-se reavaliar as pacientes com DM
gestacional 4 a 6 semanas apoés o parto e reclassifica-las (portadora de DM; glicemia
de jejum alterada; tolerdncia a glicose diminuida ou normoglicémica), j& que em
grande parte dos casos, ha reversdo apos a gravidez. Porém, existe de 10-63% de
risco de a paciente desenvolver DM 2 dentro de 5-16 anos apés o parto (KIM;
NEWTON; KNOOP, 2002; JARVELA et al., 2006).

Outros tipos menos frequentes de DM podem ser decorrentes de defeitos
genéticos associados a funcdo das células B e a acdo da insulina, doencas
exdcrinas do pancreas, endocrinopatias ou efeito colateral de medicamentos (AAD,
2016). Ainda, ha uma classe intermediaria de DM referida como pré-diabetes, que
inclui pacientes com os niveis de glicemia de jejum alterado e tolerancia a glicose
diminuida. Essa classe ndo é uma entidade clinica, mas séo considerados fatores de

risco para o desenvolvimento de DM e doencgas cardiovasculares (SBD, 2015).

1.1.2 Epidemiologia

O DM estéa associado a uma enorme carga social e econdmica. Os custos

diretos com DM variam entre 2,5% e 15% do orcamento anual da saude de um pais,
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dependendo de sua prevaléncia e do grau de complexidade do tratamento
disponivel. Estima-se que a cada 6 segundos uma pessoa morra por causa do DM
(FID, 2015). De acordo com a Fundacéo Internacional de Diabetes (FID), atualmente
existe cerca de 415 milhGes de pacientes diabéticos (8,8%), sendo que no ano de
2040 essa patologia afetara 642 milhdes de pessoas (10,4%) (Figura 1). Em relacédo
aos paises com maior nimero de pacientes adultos com DM tem-se a China, india,

EUA, Brasil e Russia nas cinco primeiras colocacdes (FID, 2015).

Figura 1 — Estimativa do nimero de pessoas (20-79 anos) com DM em todo o
mundo e por regido em 2015 e para o0 ano 2040

América do Norte e Caribe
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Fonte: Adaptado de FID (2015).

Apesar dos diversos estudos de prevaléncia dessa patologia, ndo é possivel
reportar a proporcao exata de DM 1 e DM 2, ja que considera-se apenas o0s valores
de referéncia de glicose para o diagndstico de DM na amostra de sangue utilizada
(FID, 2015). Alguns estudos relatam que em paises desenvolvidos, de 87% a 91%
sao diagnosticados com DM 2, apenas de 7% a 12% sao DM 1 e até 3% outros tipos
de DM (BRUNO et al., 2005; HOLMAN et al., 2015).

Apesar do DM 1 ser o tipo menos comum, ocorre um aumento de 3% a cada
ano, particularmente entre as criangas. Cerca de 90 mil criancas desenvolvem DM 1
a cada ano e quando a insulina ndo esta disponivel, a expectativa de vida dessa
crianca € muito curta (FID, 2015). Dentre os paises com maior niumero de criangas

portadoras do DM 1 est&o os EUA, seguidos pela india e pelo Brasil (FID, 2015).
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O Brasil tem o maior nimero de pessoas com DM na América Latina,
chegando a aproximadamente 14 milhdes de casos, cerca de 10% da populacéo
(FID, 2015; SBD, 2015). O panorama mundial do DM se repete no Brasil, ja que
persiste um grande numero de pacientes nao diagnosticados (3 milhdes) seguidos
por um grande numero de mortes causadas por DM (130.700 mil) (FID, 2015).

Um estudo publicado por Filho et al. (2016), demonstrou que a populagéo
brasileira possui grau de conhecimento insuficiente, além de alta incidéncia de
pacientes portadores de DM 2 com controle glicémico inadequado. Faz-se
necessario uma melhor abordagem dessa patologia para a populacdo, uma vez que
esse mesmo estudo demonstrou que, quando realizada uma intervencgao
especializada através da prescricdo de farmacos hipoglicémicos, foi possivel
melhorar o controle glicémico, reduzir o indice de massa corpérea e a medida da
circunferéncia. Ainda, é proposto que a combinacdo de diferentes intervencdes
educativas fornecidas individualmente ou em grupo a pacientes adultos com DM
exerce influéncia na reducdo de complicacbes vasculares e, consequentemente,
mortes associadas a essa patologia (MENEZES et al., 2016).

Em relacdo a estudos epidemioldgicos relacionados ao DM realizados no
Brasil, tem-se o0 estudo ERICA (Estudo de Riscos Cardiovasculares em
Adolescentes) com acesso disponivel on-line (http://www.erica.ufrj.br/), o LINDA
(Lifesytle Intervention for Diabetes Prevention After Pregnancy - Brasil) pesquisa
multicéntrica com sede em Pelotas - RS, o ELSA (Estudo Longitudinal de Saude do
Adulto) (LOTUFO, 2013), além do sistema de vigilancia de fatores de risco por meio
de inquérito telefénico (VIGITEL), implantado desde 2006 em 27 capitais. O VIGITEL
realizado em 2014 apontou prevaléncia de 8,7% de pacientes com DM autorreferido,
sendo que 8,1% sdo homens, 9,1% mulheres e 5,5% sdo mulheres com DM
diagnosticada durante a gravidez (VIGITEL BRASIL, 2015). Em relagdo ao
tratamento, 20,1% desses pacientes faz uso de insulina, 82,7% faz uso de
hipoglicemiantes orais e 16,1% faz uso da terapia combinada
(insulina+hipoglicemiante oral). Dados mais preocupantes tém sido relatados para
subgrupos da populacdo, como os indigenas e de ascendéncia oriental (devido a
predisposicao genética) (VIGITEL BRASIL, 2007). Foram registradas 247.500 mil
mortes por DM na América do Sul e mais da metade ocorreu no Brasil (FID, 2015).
Os numeros relacionados a morbi-mortalidade por DM sdo preocupantes devido a

seu impacto na saude da populacao brasileira.
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1.1.3 Diagndstico, monitoramento e tratamento

De acordo com a Sociedade Brasileira de DM (SBD), devem ser realizados os
seguintes testes para diagndstico de DM: glicose plasmatica de jejum, Teste de
Tolerancia Oral a Glicose (TOTG), medida da glicose casual e do acompanhamento
de sintomas classicos de hiperglicemia (Tabela 1) (SBD, 2015).

O termo pré-diabetes tem sido bastante utilizado para enquadrar individuos
gue nao preenchem totalmente os critérios do DM. Porém, destes, uma parcela
consideravel ja4 apresenta envolvimento de oOrgdos-alvo, em especial lesdes
microvasculares caracteristicas do DM que podem levar a cegueira, a insuficiéncia

renal e a amputacdes (SBD, 2015).

Tabela 1 — Valores de glicose plasmatica (mg/dL) para diagnéstico do DM e
estagios pré-clinicos

2h ap6s 75 g de

Categoria Jejum* ; Casual**
glicose
Glicemia normal <100 <140
Toleréncia a glicose
diminuida >100 a <126 2140 a <200
DM 2126 2200 2200***

*O jejum é definido como falta de ingestéo calérica por no minimo oito horas; **Glicemia plasmatica
casual é aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo desde a Ultima
refeicéo;

***Acompanhado de sintomas classicos de DM que incluem polidria, polidipsia e perda ndo explicada
de peso. Nota: o diagndstico de DM deve ser sempre confirmado pela repeticdo do teste em outro
dia, a menos que haja hiperglicemia inequivoca com descompensa¢do metabodlica ou sintomas
Obvios de DM (SBD, 2015).

A utilizacdo dos niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) foi proposta em 2009
como ferramenta auxiliar no diagnéstico do DM, uma vez que reflete a glicemia
média pregressa dos ultimos 2 a 4 meses, além de possuir uma boa correlagdo com
lesdo microvascular e, em menor proporcao, com lesdo macrovascular. Atualmente
a Associacdo Americana de Diabetes (2015) recomenda que HbAlc seja utilizada
para fins diagndsticos sob os seguintes critérios: diabetes - HbAlc > 6,5% a ser
confirmada em outra coleta, sendo dispensavel em caso de sintomas ou glicemia >
200 mg/dL; individuos com alto risco para o desenvolvimento de DM - HbAlc entre
5,7% e 6,4%. No Brasil, de acordo com a SBD, a HbAlc ainda € recomendada como
opcao de monitoramento dos niveis de glicemia, devido a estudos que relataram

algumas dificuldades para a utilizacdo desse parametro, principalmente em relacéo
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as etnias, ja que individuos afrodescendentes possuem niveis mais elevados de
HbAlc do que os caucasoides. Asiaticos também apresentam niveis de HbAlc mais
elevados quando comparados a caucasoides com niveis glicémicos semelhantes
(JOHN, 2012). Uma alternativa util nos casos em que a confiabilidade da dosagem
de HbAlc €& comprometida por fatores como anemias ou hemoglobinopatias €
recomendado a determinacdo da frutosamina que reflete um periodo de 2 a 3
semanas do controle glicémico.

Além da determinacdo de glicose plasmatica/sérica de jejum (preconizada
para pacientes com DM 1 e 2), o controle glicémico pode ser feito diariamente, com
o auxilio de glicosimetros portateis disponiveis no mercado. Nesse contexto,
glicemia média estimada, obtida através de calculo matematico, € um novo conceito
na avaliacdo do controle glicémico e sua utilizacdo, em conjunto com os resultados
da HbAlc, estda sendo recomendada por entidades médicas internacionais
relacionadas com o diabetes (SBD, 2015). No entanto, sua utilizacdo ainda é
bastante debatida no Brasil.

Um exame que ainda ndo esta disponivel na rotina clinica, mas é possivel
gue sua relevancia clinica cresca ao longo dos anos, € o 1,5 anidroglucitol (1,5-AG),
o principal poliol circulante, que tem sido proposto como um indicador de
hiperglicemia pés-prandial. Sua reabsorcdo nos tubulos renais é inibida de forma
competitiva pela glicose. Dessa forma, conforme aumenta a filtragcdo glomerular de
glicose em vigéncia de hiperglicemia, cai a sua reabsorcdo tubular, o que provoca
elevacao de sua excrecdo renal e queda de seu nivel sérico (DUNGAN, 2008).

Um dos grandes avancos na area da tecnologia para monitoramento do DM
foi o desenvolvimento da técnica de leitura da glicose intersticial e sua correlacao
com a glicemia capilar. A monitorizacdo continua da glicose intersticial fornece
informacdes detalhadas do perfil de glicose identificando as flutuacdes de glicemias
anteriormente nao detectadas pela automonitorizagcado convencional. O procedimento
requer a introduc@o de um sensor de glicose no tecido subcutaneo do paciente, que
gera medidas continuas de glicose intersticial. Este método pode ser utilizado para a
avaliacdo das flutuacdes glicémicas em pacientes com DM 1 e 2 em terapia com
insulina ou medicacdo oral. Este método de monitorizacdo glicémica devera ser
cada vez mais utilizado na pratica clinica, tanto para avaliacdo do perfil glicémico,
guanto para ajuste da terapéutica nos pacientes com DM (SBD, 2015).

Uma vez identificado o tipo de DM o qual o paciente é portador, o clinico
entdo faz a indicagcédo do tratamento mais adequado. Quando o paciente & portador
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de DM 1, faz uso da insulina exdégena injetavel por toda a vida, em doses multiplas
(3-4 injecdes subcutaneas/dia) ou continua, nas seguintes apresentacdes: insulina
de acdo ultra-rapida (inicio da acdo de até 15 min com duracao de até 5 h), insulina
de acdo rapida (inicio da acdo de até 30 min com duracdo de até 6 h), insulina de
acdo intermediaria (inicio da acao de até 4 h com duragéo de até 18 h) e insulina de
acdo lenta (inicio da acdo de até 2 h com duracdo de 24 h), dependendo da
necessidade do paciente (SBD, 2015). Atualmente, tem-se discutido o risco da
hipoglicemia frequente/noturna no paciente DM 1 e a utilizacdo de bombas de
insulina nesses casos (AAD, 2015).

A terapia sugerida no estado pré-diabético e inicio de DM 2 se da,
inicialmente, através de mudancas no estilo de vida, alimentacao saudavel, reducéo
de peso e atividade fisica (SBD, 2015). Em um estudo desenvolvido pelo Diabetes
Prevention Program Research Group (EUA), a tentativa de prevencédo farmacolégica
da doenca utilizando o farmaco metformina, trouxe resultados inferiores ao
observados com a mudanca no estilo de vida (KNOWLER et al., 2002). A prescricao
de antidiabéticos orais para pacientes com DM 2 é frequentemente indicada e a
escolha considera aspectos individuais dos pacientes como: idade, peso, niveis de
glicose sanguinea e aspectos clinicos indicativos de resisténcia ou deficiéncia
insulinica.

De acordo com o mecanismo de acdo, os hipoglicemiantes orais podem ser
separados nas seguintes classes: aqueles que incrementam a secrecao pancreatica
de insulina (clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida e glimepirida); os que
reduzem a velocidade de absorcdo de glicidios (acarbose, inibidores das a-
glicosidases); os que diminuem a producdo hepéatica de glicose (metformina,
biguanidas); e/ou os que aumentam a utilizacdo periférica de glicose (pioglitazona,
glitazonas); capazes de aumentar a secrecdo de insulina quando ocorre aumento da
glicemia [acdo semelhante do “glucagon-like peptide-7” (GLP-1, exenatida e
liraglutida)]; inibidores da enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-IV, sitagliptina,
linagliptina e vildagliptina) e os inibidores do contratransporte de sédio glicose 2
(SGLT2, dapaglifozina e canaglifozina) (ZAGURY; ZAGURY, 2009; RAHMOUNE
etal., 2005; ABDUL-GHANI; DEFRONZzO, 2008; AHREN, 2006; DRUCKER;
NAUCK, 2006; RISTIC; BATES, 2006, HERMAN et al., 2007). Também, quando o
controle glicémico persiste em continuar de forma inadequada sao utilizadas

combinacgdes de insulina com hipoglicémicos orais em pacientes com DM 2.
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1.2 COMPLICACOES DO DM

O aumento na sobrevida dos pacientes diabéticos e, consequentemente, 0
aumento no tempo de exposi¢cdo a hiperglicemia, tem aumentado os casos de
desenvolvimento das complicacdes crénicas do DM. No inicio do século XXI,
estimou-se que 5,2% de todos os 6bitos no mundo foram atribuidos ao DM (ROGLIC
et al., 2005).

Evidéncias sugerem que as complicacbes relacionadas ao DM comecam
precocemente, ainda na fase de minimas alteragBes na glicemia progredindo nos
estagios de pré-diabetes e, posteriormente, DM. As complicacdes crbnicas séo
descritas por apresentarem origens multifatoriais, ja que a hiperglicemia crénica esta
envolvida no desenvolvimento e progressao de muitas doencas. Entre elas estéo
doencas macrovasculares e microvasculares (GROSS, 1999; QUEIROZ et al., 2011;
AAD, 2016). Doencas microvasculares sdo caracterizadas por enfermidades nos
pequenos vasos, associada de forma especifica ao DM e que se manifesta como
retinopatia (quando associada a hipertensdo, causa cegueira) e doenca renal
diabética (nefropatia diabética). Na macroangiopatia, a hiperglicemia atua na
formagcdo de espécies reativas que vao atuar no sistema vascular (coronarias,
carétidas e periféricas) e em processos inflamatorios que vao modificar membranas
celulares (AAD, 2016). A neuropatia diabética pode se manifestar tanto por lesdo em
nervos periféricos, levando a amputacfes das extremidades, como por disfuncao
autbnoma podendo afetar varios sistemas como o cardiovascular, o digestorio e o
geniturinario (SATO et al., 2006; SBD, 2015; AAD, 2016).

1.2.1 Complicagdes do DM: o envolvimento do estresse oxidativo

A hiperglicemia pode atuar aumentando intensamente a formacédo de radicais
livres (RL), fazendo com que ocorra um desequilibrio no estado redox desses
pacientes (PFAFFLY, 2001). RL sdo &atomos ou moléculas produzidas
continuamente durante os processos metabdlicos e atuam como mediadores
guimicos para a transferéncia de elétrons em diversas reacdes
bioquimicas (DALLE-DONNE et al., 2006). As principais fontes de RL séo organelas
citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio, nitrogénio e cloro, gerando uma grande
guantidade de metabdlitos, sendo que seu alvo celular esta relacionado com seu
sitio de acdo (MENDEZ FILHO; RODRIGUEZ, 1997). A concentracdo desses
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radicais € mantida pelo balanco entre sua producdo e sua depuracdo por
antioxidantes que podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos.

Os mecanismos enzimaticos compreendem enzimas como catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR). Ja os mecanismos nao enzimaticos sdo provenientes da dieta (vitamina C,
vitamina E, provitamina A, compostos fendlicos e flavonoides). Quando ocorre um
desequilbrio entre os niveis de oxidantes e antioxidantes ocorre 0 processo
denominado estresse oxidativo que pode causar reducdo na resisténcia celular e
consequente dano oxidativo as proteinas, aos lipidios e a molécula de DNA
(MATES; SANCHEZ-JIMENEZ, 1999), favorecendo o desenvolvimento de
insulino-resisténcia e a diminuicdo da secrecao de insulina (EVANS et al., 2002).
Além disso, estudos tém descrito o papel do estresse oxidativo tanto no
desenvolvimento quanto na progressao das complicacdes do DM (REIS et al., 2008;
WANG et al., 2013; BADAWY et al., 2015).

O estresse oxidativo no DM pode ocorrer por diversos mecanismos, como a
auto-oxidacdo da glicose, que pode causar danos a biomoléculas como lipideos e
também destruir as células B-pancreaticas, a glicacdo proteica ndo enziméatica
formando produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) e a ativacdo da via dos
polidis (PFAFFLY, 2001; ZHAO, 2001; REIS et al., 2008). O estresse oxidativo e 0
processo inflamatorio exercem um papel crucial na patogénese das complicacdes
diabéticas tardias, jA& que o aparecimento de AGEs, que atuam modificando
proteinas intracelulares, pode interferir na sinalizacdo celular via receptores
especificos multiligantes (RAGEs) e ainda, estimular a producdo de citocinas
inflamatérias (WAUTIER; GUILLAUSSEAU, 2001; BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA,
2008).

Ainda relacionado ao estresse oxidativo, foi descrita uma nova classe de
compostos com caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes aos AGEs, a qual
foi designada como Produtos Proteicos de Oxidacdo Avancada (AOPP), que estima
o grau de modificacbes oxidativas nas proteinas e também na inflamacao
(SALAVEJ; SPALTEHOLZ;, ARNHOLD, 2006; SELMECI, 2011). AOPP é
caracterizado por ser um grupo homogéneo de proteinas oxidadas de baixo peso
molecular (albumina oxidada) e alto peso molecular (agregados de albumina
formados através de ligacdes dissulfeto e/ou ligagdes cruzadas contendo ditirosina),
modificadas por cloroaminas, mas principalmente pela acdo do &acido hipocloroso
(HOCI), que € um agente oxidante gerado pela enzima mieloperoxidase (MPO,
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enzima envolvida em eventos inflamatérios) (SALAVEJ; SPALTEHOLZ; ARNHOLD,
2006; PIWOWAR, 2010). Além da albumina, o fibrinogénio também pode participar
da formagéo de AOPP no plasma (SELMECI et al., 2006; PIWOWAR, 2010). Essa
nova classe apresenta vantagens em relacdo a outros marcadores devido a sua
rapida formacdo, grande estabilidade, confiabilidade e meia vida longa
(DALLE-DONNE et al., 2003). Estudos demonstram que esses produtos proteicos
agem de forma semelhante aos AGES, inclusive interagindo nos mesmos receptores
RAGEs (WITKO-SARSAT et al., 1996; WITKO-SARSAT et al., 1998). Essa interagao
AOPP-RAGE pode vir a promover complicacdes inflamatoérias (estimulando citocinas
pré-inflamatérias), levando ao aumento da producdo de fatores protromboéticos e
proliferacdo celular mediada por esse receptor (WITKO-SARSAT et al.,, 1996;
WITKO-SARSAT et al., 1998).

Diversas patologias tém sido associadas com o aumento na formacéo de
AOPP, incluindo o DM. A influéncia dessa molécula no desenvolvimento de
complicagBes inflamatérias crénicas do DM pode estar associada ao fato de que a
formacao de AOPP pode induzir a expresséo de proteina quimiotética de mondcitos
(MCP-1), através da ativacdo da via espécies reativas ao oxigénio (EROS)/fator
nuclear fator nuclear kappa B (NF-kB) (WANG et al., 2013).

O aumento nos niveis de AOPP em plasma de ratos com DM induzida
experimentalmente por estreptozotocina (STZ) tem sido associado com a
hiperglicemia na formacao de dano oxidativo de proteinas (LEE et al., 2010; TIWARI
et al., 2014; KOROGLU et al., 2015; BADAWY et al., 2015; YILDIRIMTURK et al.,
2016; SACAN et al., 2016). Além do plasma, a formacédo de AOPP em tecidos como
pancreas, rim e figado, bem como a exposicdo de células a essas proteinas vém
sendo cada vez mais estudados ao longo dos anos com a intengcdo de aumentar o
conhecimento sobre as possiveis vias de desenvolvimento de complicacbes do DM
(CUMAOGLU et al., 2007; ARDESTANI; YAZDANPARAST; JAMSHIDI, 2008; SHI
et al., 2008; SEFI et al., 2012; SEFI et al., 2010; WANG et al., 2013; BOCHI et al.,
2016).

1.2.2 Complica¢cdes do DM: particulas de LDL e sua oxidagéo

O DM é um importante fator de risco independente para doencas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral e doenca arterial periférica, mesmo
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quando ajustado para idade, hipertensdo, tabagismo, hipercolesterolemia e
hipertrofia de ventriculo esquerdo (COLWELL et al., 2003; SBD, 2015).

Sabe-se que o aumento da concentracdo de particulas de proteinas de baixa
densidade (Low Density Lipoprotein, LDL) est& relacionado ao desenvolvimento da
aterosclerose e de um complexo processo inflamatério (LUSIS, 2000; YOUNIS et al.,
2009). A LDL apresenta uma camada externa composta por uma monocamada de
fosfolipidios contendo colesteréis néo esterificados livres. Ja a parte interna é
formada por um ndcleo apolar composto basicamente por ésteres de colesterol e em
menor quantidade por triglicerideos e alguns colesterois ndo esterificados (PRASSL;
LAGGNER, 2009). A apolipoproteina B (ApoB-100), além de estabilizar a estrutura,
tem como sua principal funcdo controlar o metabolismo da lipoproteina ligando-se a
receptores de membrana especificos (YOUNIS et al., 2009). Associado a
monocamada fosfolipidica da particula de LDL estdo presentes os antioxidantes
associados como o a-tocoferol (mais abundante), 3-caroteno e licopeno (BATLOUNI,
1997).

O evento inicial da aterosclerose é o acumulo de LDL na matrix subendotelial
(Figura 2). O acumulo da LDL na parede das artérias apresenta lugares
preferenciais devido a variacdo de fluxo sanguineo. A LDL difunde passivamente
através das juncdes de células endoteliais, e a retencdo na parede do vaso ocorre
devido a interacfes entre a ApoB-100 e a matrix proteoglicana (LUSIS, 2000). Em
lesBes iniciais, uma das modificacbes mais importantes na particula de LDL € a
oxidacgdo lipidica devido a exposicdo a residuos oxidativos de células vasculares
(PARASASSI et al.,, 2001). Devido ao acumulo de lipoproteinas na intima das
artérias, os mondcitos passam a aderir a superficie do endotélio e posteriormente os
mondcitos migram através da monocamada endotelial para a intima, se proliferando
e diferenciando-se em macréfagos que consomem as lipoproteinas formando as
células espumosas (foam cells). As placas podem tornar-se cada vez mais
complexas com o surgimento de calcificacdo, ulceracdo na superficie luminal e
hemorragia dos pequenos vasos que crescem no sentido da lesé&o. As lesbes mais
avancadas crescem o suficiente para bloquear o fluxo de sangue, formando trombos
ou coagulos de sangue resultando em infarto do miocéardio (YOSHIDA; KISUGI,
2010).
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Figura 2 — Mecanismos da oxidac&o de LDL
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Fonte: Yoshida e Kisugi, (2010).

Estudos mostraram que a LDL oxidada (LDL-ox) € mais aterogénica que a
LDL em seu estado nativo (ESTERBAUER et al., 1989; STOCKER; KEANEY, 2004,
ITABE, 2009). A modificacdo da particula de LDL in vivo envolve espécies reativas
de oxigénio produzidas por células endoteliais e macréfagos e algumas enzimas tais
como MPO (DAUGHERTY et al., 1994), lipoxigenases (YLA-HERTTUALA et al.,
1989) e hemeoxigenases | (WANG, et al., 1996) presentes na intima da artéria que
podem promover um processo de modificacdo da LDL (SICCHIERI, 2012). Visando
uma melhor compreensdo e controle desse processo, a oxidacdo da LDL in vitro
vem sendo extensivamente estudada em associacdo com o DM, porque além da
glicacdo de lipoproteinas facilitar a oxidacdo dessa particula, aumentando o poder
de agressdo ao endotélio, ha formacédo de outros produtos finais de glicacdo, que
acabam por promover a disfuncdo endotelial generalizada (LAAKSO, 1999; MELO,
2014).

Uma das maneiras de se oxidar a lipoproteina in vitro € feita através de ions
metalicos, como ferro e cobre (ESTERBAUER et al., 1989; CHATTERJEE et al.,
2004), os quais funcionam como catalisadores da decomposicéo de lipoperoxidos.

7

Outra maneira € através da utilizacdo do agente oxidante 2-amidinopropano
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dihidroclorido (AAPH), um azo composto hidrossollvel que, durante o processo de
decomposicdo dependente de temperatura, produz radicais peroxila (NIKI, 1990;
CELEDON et al., 2001). O AAPH tem uma taxa constante de geracdo de radicais
peroxil (1,36 x 10° AAPH mol/litro/segundo) durante as primeiras horas em solucéo,
apresentando meia-vida de 175 horas em pH neutro (NIKI, 1990). Durante as trés
primeiras horas do processo de decomposicdo, tem-se uma reducdo da
concentracdo do AAPH inferior a 3% por hora (STEFEK et al., 2005), promovendo a
oxidacdo da lipoproteina de forma semelhante aos eventos fisiolégicos (KRISKO;
KVEDER; PIFAT, 2005).

1.2.3 Complica¢6es do DM: o envolvimento do sistema inflamatdrio

Reacdes inflamatdrias estdo associadas a um complexo padrdo de respostas
citotoxicas e imunologicas que envolvem citocinas e quimiocinas que se ligam a
receptores celulares e iniciam a ativacado da sinalizacédo celular e mobilizacdo de
células ao local da lesdo (WANG et al., 2012). Entre as moléculas envolvidas nas
respostas inflamatoérias tém-se as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7, fator de necrose
tumoral-a (FNT-a) e interferon-y (IFN-y) que possuem acéao proé-inflamatérias (Thl) e
as IL-4, IL-10, IL-13 e o fator transformador de crescimento  (FTC-B) com acdes
anti-inflamatérias (Th2). As respostas geradas por essas citocinas podem ser
suprimidas por linfocitos T regulatérios (Treg, que além de supresséo, tém acéo na
producado ou na funcéo dessas células reguladoras) (TEIXEIRA-SALUM et al., 2010).
Células T auxiliares (ThQ) sdo capazes de secretar citocinas tanto Th1l como Th2.

A familia da IL-1 é composta por duas proteinas homoélogas: IL-1a, IL-1pB.
Essas proteinas sdo secretadas por todas as células nucleadas, principalmente por
macrofagos, mas também por mondcitos, fibroblastos, células sinoviais, endotélio,
neutrofilos, linfocitos dentre outras. Essas citocinas estimulam a liberagdo de FNT-a,
e ainda sdo capazes de aumentar as moléculas de adesédo, promovendo a
guimiotaxia de leucocitos para o sitio de inflamacéo (DINARELLO, 2011). Estudos
sugerem o0 envolvimento dessa interleucina na destruicdo das células
B pancreaticas, inclusive a anulagédo genética ou farmacoldgica da acdo da IL-1 foi
capaz de reduzir a incidéncia do DM 1 em modelos animais, podendo ser um
potencial alvo de intervencéo nesse tipo de DM (MANDRUP-POULSEN et al., 2010).

J& a IL-6 é sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos, sendo que a
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hiperglicemia tem relagdo com a sua sintese imediata. Pacientes com DM 1 com
proteindria evidente, quando em comparacdo com aqueles com microalbumindria,
apresentam altos niveis dessa interleucina (KATHERINE et al., 2002).

A IL-10 foi identificada pela sua habilidade em antagonizar a imunidade
celular, é produzida por mondcitos, macréfagos e linfocitos (DE WAAL et al., 1991;
MOORE et al., 1993; MOSMANN et al., 1994; ABBAS et al., 2008). Inibe as citocinas
pré-inflamatérias, principalmente FNT, IL-1 e IL-6, estimulando a producdo
enddgena de citocinas anti-inflamatodrias (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJ,
1997; ZHANG, 2007).

O FNT-a é sintetizado por neutrofilos, macréfagos, linfocitos T e B, células
natural killer (NK), mondcitos, células endoteliais, células musculares cardiacas,
fibroblastos, osteoclastos entre outras, através de estimulo via INF-y, IL-1 e IL-2. O
FNT-a tem a capacidade de induzir a liberacdo de outras citocinas, como a IL-1(, a
producdo de moléculas de adeséo e a quimiotaxia celular para o tecido lesado. Além
disso, promove a ativacdo do NF-kB, que, por sua vez, induz novamente a sintese e
a liberacdo de varios mediadores proé-inflamatérios, atuando em varias cascatas de
sinalizagdo, perpetuando o processo inflamatorio (BRADLEY, 2008). J4 o IFN-y € a
principal citocina ativadora de macrofagos e exerce fungdes criticas na imunidade
inata e na imunidade adaptativa mediada por células (ABBAS et al., 2008). O IFN-y
ativa os neutréfilos e provoca a agao citotoxica das células NK (ABBAS et al., 2008).

Pacientes com DM 1 possuem altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, ja
que, além de ser uma doenca autoimune, caracterizada por uma infiltracao linfocitica
levando a insulite, a hiperglicemia conduz a um constante estado inflamatorio
(SARIKONDA et al.,, 2014). Vérios estudos tém demonstrado que pacientes
diabéticos possuem altos niveis de citocinas pro-inflamatérias, e evidéncias
cientificas destacam a importancia da hiperglicemia associada a inflamacao tanto na
iniciacdo, quanto na progressao das complicacbes do DM (NISHIKAWA;
EDELSTEIN; BROWNLEE, 2000; ESPOSITO et al.,, 2002; ROSENZWAJG et al.,
2014; LONGO et al., 2014; URURAHY et al., 2015).

Juntamente com as ILs, o NO pode ser considerado umas das mais
importantes moléculas reguladoras do sistema inflamatério (MOILANEN;
VAPPATALO, 1995; YOON et al., 2002). O NO é um RL gasoso, lipofilico e bastante
reativo, liberado principalmente por células endoteliais, neutréfilos e macrofagos,

agindo como uma molécula mensageira, mediando diversos eventos fisioldgicos
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relacionados ao sistema vascular como: inflamacédo, agregacdo e inibicao
plaquetaria, funcdes neuronais, apoptose e contracdo de vias aéreas e vasos
sanguineos. Derivado da L-arginina, NO é produzido através de enzimas
denominadas NO sintases: constitutivas (cNOS) e induzidas (INOS, expressa em
tecidos inflamados, como em ilhotas pancreaticas no DM ) (AVOGARO et al., 2006).
O NO é amplamente estudado com relac¢do a regulagdo do tdnus vascular e fluxo
sanguineo, no entanto, evidéncias propdem um papel essencial do NO diretamente
na funcao de células imunes como os linfécitos, podendo atuar como um modulador
bifuncional capaz de estimular ou inibir a apoptose. Como descrito anteriormente, no
DM sé&o encontrados altos niveis de citocinas pré-inflamatoérias e RL que levam a
ativacdo da via NF-kB que, consequentemente, acaba por regular a expressdo de
NOS II (isoforma descoberta de citocinas e macroéfafos induzidos- INOS), levando ao
aumento na producdo de NO provocando apoptose de células B e tendo como
desfecho o desenvolvimento do DM 1 (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Além dos véarios componentes desse complexo conjunto, as células imunes
também possuem um sistema colinérgico completo consistindo de acetilcolina (ACh)
receptores nicotinicos e muscarinicos, acetiltransferase de colina e a
acetilcolinesterase (AChE) (KAWASHIMA; FUJII, 2000). Estudos tém demonstrado
que os linfécitos possuem a maioria dos componentes necessarios para a
constituicdo de um sistema colinérgico ndo neuronal independente que esta
envolvido na regulacdo do sistema imune (KAWASHIMA; FUJII, 2003). A via
colinérgica anti-inflamatéria € mediada pela ACh, que é sintetizada e liberada pelos
linfécitos exercendo sua funcdo imunomoduladora nos receptores nicotinicos e
muscarinicos. Quando liberada pelos linfécitos, a ACh é capaz de inibir a producao
das citocinas pro-inflamatérias, como o FNT e IL-1 (KAWASHIMA; FUJII, 2003).

Os niveis de ACh no espaco extracelular sdo regulados pelas colinesterases,
que séo divididas em pelo menos duas familias principais: AChE (EC 3.1.1.7) e
butirilcolinesterases (EC 3.1.1.8, BuChE) (SOREQ; SEIDMAN, 2001). A AChE
hidrolisa ésteres do grupamento acetil (como a ACh), sendo preferencialmente
encontrada no cérebro, juncdo neuromuscular, linfoécitos e eritrécitos (TAYEBATI
et al., 2002). Nos tecidos linfoides, a AChE regula a quantidade de ACh das células
de acordo com as demandas imunoldgicas, contribuindo de forma importante para o
controle de processos inflamatérios. Além disso, tem sido demonstrado que

inibidores de AChE reduzem a proliferacdo de linfocitos e a secrecdo de citocinas e
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podem atenuar a inflamagdo por aumentar a concentracdo de ACh no espaco
extracelular (NIZRI; HAMRA-AMITAY, 2006).

Sabe-se que para o desenvolvimento do DM 1, macrofagos séo estimulados
por IFN-y e liberam outras citocinas como IL-1B, TNF-a e radicais livres, toxicos para
células B pancreaticas, levando-as a apoptose, sem prejudicar os demais
componentes da ilhota (KUKREJA; MACLAREN, 1999; ICHINOSE; KAWASAKI,
EGUCHI, 2007; MAHON; SOSENKO; RAFKIN-MERVIS, 2009). De fato, estudos
utilizando camundongos “Non-obese diabetic" (NOD) tém demonstrado que o perfil
de secrecdo de citocinas durante o desenvolvimento do DM 1 é de padréo Thl, onde
se tem como principal constituinte a IL-2, o FNT-a e o INF-y, além de uma
diminuicdo nos niveis de IL-10 (SESTERHEIM; SAITOVITCH; STAUB, 2007). A
participacdo dos RL produzidos especialmente sob a influéncia de citocinas pro-
inflamatérias nas células 3, como o NO, também € um aspecto importante, ja que
esse radical esta presente nos macrofagos e no tecido pancreético de camundongos
NOD (RABINOVITCH, 1996).

Sabe-se que tanto o DM 1 quanto o 2 podem exibir semelhantes condi¢bes
inflamatérias e autoimunes (PIETROPAOLO et al.,, 2000; WINER et al., 2011;
BROOKS-WORRELL; NARLA; PALMER, 2013). Recentemente, foi relatado que
células T CD4+ autorreativas podem ser encontradas em ambos pacientes
portadores dessa doenca. Altos niveis plasmaticos de IL-6, IL-12, IL-10 e IL-17 s&o
encontrados em pacientes com DM 1 quando comparados com pacientes DM 2
(SARIKONDA et al, 2014). Recentemente, tanto a dislipidemia quanto a
lipoperoxidacdo podem estar associadas com o aumento no status inflamatério
encontrado em pacientes diabéticos (BASTOS et al., 2016). O sistema colinérgico
tem sido mais explorado quando relacionado a danos cerebrais causados pelo DM
em modelos animais, como o déficit cognitivo (KUHAD; CHOPRA, 2007; KUHAD;
SETHI; CHOPRA, 2008) e estresse oxidativo (EL- AKABAWY; EL- KHOLY, 2014).

1.2.4 Complicagdes cronicas do DM: infec¢des por Candida albicans

O excesso de glicose pode causar danos ao sistema imunolégico, ja que a
hiperglicemia pode promover uma diminuicdo da funcéo de células do sistema imune
como aderéncia, quimiotaxia, fagocitose e capacidade bactericida intracelular, sendo

que estudos demonstram uma relagdo inversa entre este Ultimo mecanismo
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imunitario e os niveis de HbA;C, principalmente no DM 1 (MULLER, 2005;
FRAGA-SILVA et al.,, 2015). Sendo assim, com essas fun¢cfes diminuidas, ocorre
uma diminuicdo na formacdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN), EROS e
fluxos catidnicos, formados diretamente pelas células do sistema imunitario durante
uma infeccdo microbiana para auxiliar na eliminacdo do agente patogénico,
consequentemente, esta via de eliminagdo do patdgeno fica prejudicada em DM
(Miramén et al., 2012). Além disso, também foi reportado que a hiperglicemia
provoca uma estimulacdo permanente dessas células e, portanto, tem uma resposta
celular menos pronunciada a um estimulo infeccioso (DELAMAIRE et al., 1997,
BUCHTA et al.,, 2013). Esses fatos estdo associados com o0 aumento da
susceptibilidade dos pacientes com DM a uma variedade de infeccdes sistémicas e
superficiais (VALERIUS et al., 1982; DELMAIRE et al., 1997; GEERLINGS;
HOEPELMAN, 1999; DOOLEY; CHAISSON, 2009). No entanto, € sabido que se o
paciente faz o controle glicémico e mantém um tratamento adequado, ocorre uma
melhora na imunidade celular controlada (SBD, 2015).

O aumento da susceptibilidade em pacientes com DM pode favorecer
infecgbes por cocos Gram-positivos, enterobactérias, micobactérias, virus e fungos
no trato respiratorio inferior, trato urinario, pele e mucosas (JOSHI et al., 1999;
DONDERS, 2002; MULLER et al., 2005; PELEG et al., 2007; AHMED; REID;
KHARDORI, 2008; BADER, 2008; JEON; MURRAY, 2008; LETH et al., 2011;
GREENE et al., 2012).

A candidiase ou candidose é uma micose oportunista, endégena ou exdgena,
causada por leveduras do género Candida. Espécies do género Candida séo
classificadas da seguinte forma, segundo a taxonomia: Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae (GUARRO; GENE; STCHIGEL,1999). As espécies do género
Candida sdo microrganismos Gram-positivos, leveduriformes, aerdbios, sendo
capazes de crescer em anaerobiose (PETTINATI, 1980; DAHLE; OLSEN, 1991).
Esse fungo forma colénias brancas ou branco-amareladas, imidas, cremosas e com
odor caracteristico (MEYER et al., 1984).

E um fungo que pode crescer sob duas diferentes formas e ambas s&o de
grande importancia na patogénese. Na forma de levedura, apresenta-se como célula
globosa, ovalada ou alongada e pode formar hifas verdadeiras, e na forma de

micélio suas células apresentam-se como pseudo-hifas, podendo também formar
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hifas verdadeiras. A mudanca na morfologia de fase leveduriforme para filamentosa
pode ser induzida por uma variedade de condicbes ambientais, como variacdo de
temperatura, pH e, apesar disso, ndo é considerado um fungo dimoérfico ja que as
duas formas podem coexistir (Figura 3) (CANNON et al., 1995; MEYER et al., 1984).

Figura 3 — Levedura e hifa de C. albicans

Fonte: Adaptado de Farias (2014).

Espécies de Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota
normal dos individuos sadios. As formas clinicas podem ser divididas em superficial,
cutdneo-mucosas (orofaringe, esoféagica, vulvovaginal), profunda, invasiva e
sistémicas/disseminadas (BUZZINI; MARTINI, 2001; SIDRIM; ROCHA, 2004). A
patogénese da candidiase é facilitada por varios fatores de viruléncia, sendo que
nenhum é dominante, podendo ser dependente da predisposicdo do hospedeiro
(imunodepresséo) e viruléncia fangica.

Todavia, quando ha uma ruptura no balanco normal da microbiota ou o
sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, como ocorre no DM, as
espécies do género Candida tendem a manifestagbes agressivas, tornando-se
patogénicas. Entre os diversos tipos de fungos frequentemente isolados de
pacientes portadores de DM, estdo as seguintes espécies: Candida dubliniensis, C.
haemulonii, C. glabrata, C. tropicalis e C. albicans (ERBEN et al., 2013).

Mulheres e criancas portadoras de DM tipo 1 apresentam maior colonizacéo
por C. albicans (RAYFIELD et al., 1982; WILSON; TOMLINSON; REEVES, 1987;
BOHANNON, 1998; KOWALEWSKA et al., 2016). Uma possivel explicacdo seria a
diferenga na duracéo da infeccdo: mulheres com DM séo suceptiveis a infecgédo por
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C. albicans, no entanto, aquelas portadoras do DM 1 teriam uma funcao limitada nos
neutrofilos, inclusive na capacidade desses em fagocitar esses fungos (WILLIAMS
et al., 1975; RAYFIELD et al., 1982; WILSON; TOMLINSON; REEVES, 1987).

C. albicans € a espécie mais frequentemente isolada de infecgfes superficiais
e invasivas, e também € a espécie da qual se tem maior conhecimento sobre
patogenicidade, devido a diversidade de fatores de viruléncia descobertos.
Habitualmente, se considera que o sitio de origem de C. albicans causadora de
infeccbes seja a microbiota do trato digestorio humano (organismo comensal),
porém diversos casos tém sido relatados de forma horizontal. C. albicans foi o
primeiro fungo zoopatogénico que teve o seu genoma sequenciado, o que possibilita
uma variedade de experimentos e, por conseguinte, um grande avan¢o nos estudos
relacionados a esse fungo (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Com relacdo a sua biologia, a identificacdo da atividade da enzima
N-acetil-B-D-glucosaminidase (E.C. 3.2.1.30, NAG) em C. albicans pode auxiliar nos
estudos sobre a viruléncia dessa levedura em especifico, ja que ndo € encontrada
em outras espécies de Candida (JENKINSON; SHEPHERD, 1987; KAMIYAMA
et al., 1989). Essa enzima pode né&o ter uma funcéo essencial, mas pode possibilitar
para C. albicans uma vantagem para seu crescimento e colonizacdo de células
hospedeiras, ja que opera em coordenacdo com quitinases promovendo a hidrélise
de quitina, que é essencial para o metabolismo fungico (JENKINSON; SHEPHERD,
1987; NIIMI et al., 1997; MUNRO et al., 2001).

Pacientes portadores de DM apresentam funcgéo renal bastante comprometida
em longo prazo e a atividade dessa enzima, além de ser detectada quando ha danos
profundos nesse 0rgéo, ja que esta presente em altas concentracdes nas células
tubulares proximais do rim e niveis aumentados da excrecdo urinaria dessa enzima
estdo associados com complicagbes micro e macrovasculares, pode facilitar a
patogenicidade de C. albicans no organismo desses pacientes com o sistema imune
ja tdo debilitado (HONG et al., 2000; NORDBERG et al., 2009).

O sistema imune desenvolve uma resposta apos a infeccdo com o intuito de
controlar os agentes patogénicos. Os neutréfilos e macrofagos podem eliminar o
fungo via fagocitose, e a ativacdo de macrofagos leva a liberacdo de varios
mediadores como as citocinas e NO. Em modelos animais de vaginite ocasionada
por C. albicans, foi relatado um aumento na producdo de IL-1B pelas células

epiteliais, promovendo um recrutamento de células PMN para a vagina, produzindo
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uma intensa resposta inflamatéria (YANO et al., 2012; NASH et al., 2016). Sabe-se
gue citocinas produzidas por respostas do tipo Thl tém um papel crucial na protecéo
anticandida, ja que IFN-y (acdo de estimular os macrofagos a destruir os
microrganismos fagocitados) e FNT-a (principal mediador da resposta inflamatoria
aguda induzida por microrganismos infecciosos) promovem a ativacdo de fagocitos
gue auxiliam na geracédo de uma resposta protetora. No entanto, as produzidas por
Th2, como IL-4 e IL-10, agravam a doenca por inibir respostas do tipo Thl, ja que
tém a propriedade de desativar as células efetoras da acéo fungicida. A resisténcia
do paciente a candidiase disseminada exige uma acdo coordenada das defesas
imune inata e adaptativa, uma acao harmonizada entre as varias citocinas e demais
moléculas envolvidas.

Com relacdo ao NO, como descrito anteriormente, esse € produzido por
enzimas que podem ser classificadas como cNOS e iNOS. A iNOS é liberada por
macrofagos, células endoteliais, células da musculatura lisa apés estimulos
causados por bactérias ou por citocinas pro-inflamatorias e catalisa a converséo de
arginina em citrulina, liberando NO difundivel, que pode combinar-se rapidamente
com radicais como peroxido (H.O,), para produzir radicais peroxinitritos (ONOO)
altamente reativos, que podem auxiliar na eliminagcdo de agentes patogénicos
(BECKMAN; KOPPENOL, 1996). No entanto, o papel exato do NO em combate a
patégenos através de PMNSs, tanto pela via de formacéo de RL quanto pela liberacéo
de mediadores pro-inflamatorios, ainda ndo é completamente elucidado (KORCHAK
et al., 1984; KUMAR et al., 2015).

Além disso, o NO esta envolvido com a sinalizacdo purinérgica, no qual apés
ligacdo de nucleosideos e nucleotideos com seus respectivos receptores, atua como
segundo mensageiro intracelular (BURNSTOCK, 2007). O sistema purinérgico, que
serd mais bem abordado nos subitens a seguir, € formado por nucleosideos
(adenosina trifosfato- ATP; adenosina difosfato- ADP, adenosina monofosfato- AMP)
e nucleotideo (adenosina- Ado) de adenina que sdo importantes moléculas
sinalizadoras em varios tecidos, sendo que ATP e Ado tém importancia na regulacéo
do sistema imune, uma vez que, além de apresentarem ac¢des antagOnicas, atuam
sobre a liberacdo de citocinas (BOURS et al., 2006). O controle dos niveis
extracelulares desses substratos é regulado por varias enzimas ancoradas a

superficie celular, dentre elas a enzima 5' nucleotidase (5'NT) que ja teve sua
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atividade evidenciada na membrana plasmatica de leveduras e micélios de C.
albicans (MARRIOT, 1975).

Recentemente, outro sistema enzimatico demonstrou possibilidade de
envolvimento na patogenicidade das infec¢cdes por C. albicans. A ACh demonstrou
ser capaz de inibir a formacdo de biofilme in vitro e in vivo, além de reduzir a
inflamacdo de 6rgdos em modelo desenvolvido em Galleria mellonella, modelo
alternativo para estudos sobre biofilme (RAJENDRAN et al., 2015; NETT, 2016).

Para a identificacdo e isolamento desse agente patogénico em amostras, é
feita a cultura em agar Sabouraud, meio de Nickerson, Pagano-Levine e Chromagar,
onde a amostra biologica é utilizada para isolamento do agente etioloégico e
observacdo da macromorfologia. Para tanto, devera ser semeada sobre a superficie
do meio de cultura sélido, podendo ser em tubos ou placas de Petri, que devera
apresentar colbnias caracteristicas da espécie (LARONE, 2002). Técnicas de
biologia molecular como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a amplificacao
dos genes 14-a-DM, também tém sido bastante utilizadas.

Para o tratamento da candidiase, é recomendado a retirada dos fatores
predisponentes e o restabelecimento da imunidade, combinados com medicamentos
e pomadas antimicoticos de derivados de azdlicos (fenticonazol, cetoconazol,
miconazol, fluconazol, isoconazol, itraconazol, tioconazol, voriconazol, ravucozanol,
posaconazol, albaconazol), poliénicos (nistatina, anfotericina B) e equinocandinas
(caspofungina, micafungina e anidulafungina). A escolha do tipo de tratamento e da
via de aplicacdo depende da espécie de Candida identificada, bem como forma e
local da infeccdo (RANG; DALE, 2012).

Varios grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo de desenvolvimento de
novos farmacos com acgdo antifingica, uma vez que o tratamento convencional
possui diversos efeitos adversos como: reducdo da funcdo hepatica e renal,
nauseas, alteragcbes sanguineas, além das limitacbes na via de administracao
devido a toxicidade de alguns desses farmacos (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).
Nesse sentido, compostos de origem natural vém recebendo uma maior atencéo
atualmente. Dentre o0s varios testes para avaliar a suscetibilidade dos
microrganismos frente a esses novos compostos, a determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), correspondente a menor concentracdo da substancia em
estudo capaz de inibir o desenvolvimento do microrganismo, tem sido bastante

utilizada para testes piloto para identificacdo de uma possivel acéo farmacolodgica.
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1.3 O ENVOLVIMENTO DO SISTEMA PURINERGICO NO DM

O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalizacdo
importante para diferentes tecidos, sendo capaz de desencadear mdultiplos efeitos
celulares como resposta imune, inflamagdo, dor, agregacdo plaquetaria,
vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular, além de
mecanismos neuronais e nao neuronais. Trés componentes principais fazem parte
do sistema purinérgico: nucleotideos e nucleosideos extracelulares, seus receptores
e as ectoenzimas responsaveis pela regulacdo dos niveis dessas moléculas
(YEGUTKIN, 2008). Os nucleotideos ATP, ADP e o nucleosideo Ado séo
considerados importantes moléculas sinalizadoras (ILLES; RIBEIRO, 2004;
BURNSTOCK, 2007). Disturbios no metabolismo celular provocados pelo DM podem
levar a alteracGes nas concentracdes desses nucleotideos e nucleosideos intra- e
extracelulares (LUNKES et al., 2008; RUCKER et al., 2010; SCHMATZ et al., 2013;
KREFT et al., 2016).

Os nucleotideos e 0 nucleosideos podem exercer seus efeitos através da
ativacdo de receptores purinérgicos subdivididos em dois grandes grupos: P1 e P2
(Figura 4). Os purinoreceptores do tipo P1 sdo mais eficientemente ativados por Ado
e quatro diferentes subtipos foram clonados e caracterizados: A1, Az, A € Ag,
todos membros da superfamilia de receptores ligados a proteina G. Os receptores
para adenosina P1 estdo presentes em varias espécies animais e em varios tecidos.
No entanto, a distribuicdo destes receptores € bastante irregular entre as espécies e
principalmente entre os tecidos (FREDHOLM et al., 2011). Os receptores A; e Aoa
sdo ativados por concentracdes de Ado na faixa de nanomolar, ja os subtipos Azs €
Az tornam-se ativos somente quando os niveis extracelulares de Ado se elevam na
faixa de micromolar, como durante periodos de inflamacao, hipoxia ou isquemia
(OLAH; STILES, 1995; BARALDI; BOREA, 2000). Recentemente foi descrito que a
Ado, ao promover a estimulacdo de receptores A,, através de um agonista em
modelo animal de DM, é capaz de previnir a proteindria e reduzir o dano glomerular,
além de reduzir as vias inflamatérias alteradas por essa patologia (PERSSON et al.,
2016).

J& os purinoreceptores P2 séo ativados por ATP e sao divididos em dois
grupos bem distintos: os receptores ionotropicos P2X, que sao canais ibnicos

dependentes de ligantes, e o0s receptores metabotropicos P2Y, que sédo acoplados a
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proteina G (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Membros de ambos os tipos de
receptores encontram-se amplamente distribuidos, inclusive em células de ilhotas e
vasos sanguineos pancreaticos, e estdo envolvidos em varias fun¢cdes (BARNARD
et al., 1997; BURNSTOCK; KNIGTH, 2004).

Figura 4 — Componentes da sinalizacdo purinérgica

. Extracelular | Recaptagio de

Adenosina

- Hidroliseda
Sinalizagaovia
° p1 Adenosina

S— °, Adenosina o= 5"

f Sinalizagdovia ]
P2

Hidralise de
ATP

Hidrolise de

Libe i
iberagao de AMP

ATP

o

ATP o ® °
(+]

MLP o AMP Inosina
[«]

S )

[ wembrana
| Celular A A O, 0

t \‘
(<] F& ! (U&
P2y CTNs, Pl

|"(NC€|U|€" ldnu(-x-u 1SNIP: ?X ENTPDs : CcD73 l ENTs Adenosina
° '

s Desaminase
:
f‘\ Vool

'
AH . Reciclagem da
Adenosina

§

o

H
H
. ' J 8
Y H v '

H e
Informagao ‘eeanccnes > INfOrmacio | €ee=eseseeccccanaceanas 4
qualitativa quantitativa

Resposta
Funcional

F

(A); receptor do tipo P1 (B); Receptor do tipo P2X (C); Receptor do tipo P2Y (D); ATP liberado
extracelularmente (E); Adenosina formada a partir do ATP via CD39 e CD 73 (F); E-NTPDase (ou
CD39) (G); 5 nucleotidase (ou CD 73) (H); e E-ADA (I).
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O ATP, além de sua funcao energética, atua como uma molécula sinalizadora
e, juntamente com outros nucleotideos extracelulares, modula multiplas funcbes
como: fluxo sanguineo, secrecéo, inflamacao e respostas imunolégicas, além de ser
uma molécula associada ao perigo "Danger-Associated Molecular Patterns" (DAMP)
(DI VIRGILIO, 2005; ROBSON et al., 2006). A funcdo sinalizadora do ATP
extracelular esta intimamente ligada a Ado, o produto final de sua hidrdlise, sendo
que a concentracdo de ATP extracelular é regulada pela enzima ectonucleosideo
trifosfato difosfoidrolase (EC 3.6.1.5, E-NTPDase). A liberagéo de ATP pode ocorrer
durante a resposta imune ou por células do endotélio danificadas, contribuindo para
o desencadeamento de diversas respostas inflamatérias, inclusive no DM
(BURNSTOCK, 2006).

O ATP possui agbes pr6 e anti-inflamatérias, dependendo da sua
concentracéo extracelular, tipo de receptor envolvido e local de acdo (DI VIRGILIO,
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2005; BOEYNAEMS; COMMUNI, 2006; DI VIRGILIO et al., 2009). O ATP
extracelular pode agir como uma molécula pré-inflamatoéria, que através da ligacéo
aos receptores P2, promove o recrutamento de macréfagos, células dendriticas,
linfocitos T CD4+ e CD8+, linfécitos B e aumenta a liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias. Em casos em que o ATP extracelular é encontrado em elevadas
concentragfes, esse pode atuar como uma potente molécula citotdxica, capaz de
levar a morte diferentes classes de células pela formacdo de grandes poros na
membrana plasmaética (FILIPPINI et al., 1990).

Contraditoriamente, o ATP extracelular também pode desempenhar um papel
imunossupressor, por inibir a proliferacdo de células T e, consequentemente,
bloguear a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias (DEAGLIO et al., 2007; GESSI
et al., 2007). Esse mecanismo se d& principalmente quando o ATP estd em baixas
concentracOes extracelulares, aumentando a sua afinidade por receptores do tipo
P2Y, localizados na superficie dos linfocitos. Estes receptores quando estimulados
promovem uma “downregulation” e levam a liberacdo de citocinas anti-inflamatdrias,
promovendo um efeito protetor contra danos teciduais excessivos (BOURS et al.,
2006). A modulacdo dessa sinalizacdo € indispensavel para um melhor
entendimento da fisiopatologia do DM bem como suas complicacdes, uma vez que a
sinalizagcdo purinérgica atua no sistema vascular e tem o potencial de influenciar
funcdes cardiacas, participar de respostas vasomotoras e controlar muitas funcdes
plaquetarias (BURNSTOCK, 2006).

Em relacdo a agregacao plaquetéria, o ATP possui um papel complexo nesse
mecanismo, uma vez que em baixas concentracdes ativa e em altas concentracdes
inibe a agregacao de plaquetas induzida pelo ADP (SOSLAU; YOUNPRAPAKON,
1997; ROZALSKI; NOCUN; WATALA, 2005), que é um importante estimulante da
agregacdo plaquetaria, ativando e recrutando plaquetas para o sitio da injuria
tecidual (MARCUS et al., 2003b).

As plaquetas sao células anucleadas, com formato discoide sendo bastante
heterogéneas quanto as caracteristicas de tamanho, densidade e coloragdo, sendo
formadas a partir da fragmentacado dos megacariécitos (GUYTON; HALL, 1997; LEE
et al., 1998). O citoplasma da plaqueta € constituido por quatro tipos de granulos,
sendo que nos granulos densos é que estao presentes cerca de 60% da quantidade
total dos nucleotideos da adenina contidos nas plaquetas, que sao liberados para o
meio extracelular em resposta a estimulacdo ou a ativagdo plaquetaria (HOLMSEN,
1985), ADP, ATP, aléem de conter calcio, serotonina e pirofosfato (QAWI; ROBSON,
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2000). A principal funcédo das plaguetas sanguineas é a manutencdo da integridade
vascular, participando da tromborregulacédo, ou seja, dos processos pelos quais as
células sanguineas interagem com as células das paredes dos vasos para regular
ou inibir a formacéao de trombos (MARCUS et al., 2003a).

O ADP constitui o principal agonista envolvido no recrutamento e agregacao
das plaguetas em locais de injaria vascular. A agregacao espontanea das plaquetas
estd ausente, ou raramente é observada em individuos sadios, enquanto esta
presente em pacientes com DM, angina instavel, infarto do miorcardio, dislipidemia,
estresse emocional e em exercicios fisicos extenuantes (MUDALIAR et al., 2004). A
aterosclerose acelerada observada nas pessoas portadoras de DM é atribuida, em
parte, juntamente com a incidéncia de trombose arterial, & hiper-reatividade das
plaquetas (GABBIANELLI et al., 2003). Varios estudos tém fornecido evidéncias
sobre a ativacdo reforcada ou aumento da atividade das plaquetas em pacientes e
em ratos com DM, devido a um desequilibrio na homeostase purinérgica plaquetéria
(LUNKES et al., 2003; LUNKES et al., 2008; FERREIRO et al., 2013; SCHMATZ
et al.,, 2013; CALGAROTO et al.,, 2015). Sendo assim, altera¢cdes na agregacéao,
adesdo e ativacdo de plaguetas, parecem representar um fator decisivo na sua
hipersensibilidade e funcdo nos pacientes diabéticos, desencadeamento de
processos inflamatoérios nos vasos, podendo levar a complicagcdes macrovasculares.

Além de acdo antitrombadtica, a Ado estad envolvida em funcdes cruciais no
SNC, como neuromodulacdo da transmissao sindptica e neuroprotecdo (ROZALSKI
et al., 2005; FREDHOLM et al., 2005). De modo geral, a Ado atua como um
mensageiro intercelular, embora ndo seja considerada um neurotransmissor
classico, pelo fato de ndo ser armazenada em vesiculas, ndo ser liberada por
exocitose e nao atuar predominantemente em sinapses (BRUNDEGE; DUNWIDDIE,
1996; FREDHOLM, 2005). Sob condi¢cdes normais, ela é continuamente formada
tanto intracelularmente quanto extracelularmente (FREDHOLM, 2001). Entretanto,
em locais de dano tecidual, é produzida em altas concentra¢des, desempenhando
importante papel na regulagdo da homeostase de muitos sistemas fisioldgicos
incluindo cardiovascular (vasodilatacdo e diminuicdo da pressdo sanguinea),
nervoso (regulacdo da liberagdo de neurotransmissores) e renal, além de atuar
como um regulador endégeno da imunidade inata e em les&o tecidual excessiva
associada a inflamacdo (RATHBONE et al.,, 1999; ALDRICH; BLACKBURN;
KELLEMS, 2000; BERAUDI et al., 2003; HASKO; CRONSTEIN, 2004; SITKOVSKY;
OHTA, 2005; BURNSTOCK, 2006; DESROSIERS et al., 2007). A utilizacdo de Ado
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em modelo de dano renal provocado por DM foi capaz de diminuir os niveis de FNT-
a e demais marcadores de dano renal, demonstrando que essa via pode ser
importante para futuras intervengbes farmacologicas (TASKIRAN et al., 2016).
Ainda, a utilizacdo de dipiridamol em modelo animal semelhante foi capaz de
restaurar os niveis de Ado, reduzidos pelo DM, além de equilibrar o balanco entre
citocinas pro e anti-inflamatorias in vivo e in vitro (ELSHERBINY; AL-GAYYAR; ABD
EL GALIL, 2015).

O DM provoca uma exagerada estimulacdo da inflamacao e do sistema imune
gue pode conduzir a uma inflamacéo descontrolada, resultando em danos celulares
e destruicdo de tecidos. Na tentativa de regulacdo dessa condicdo, o ATP e a Ado,
juntamente com 0s receptores purinérgicos e a atividade das ectonucleotidases,
colaboram com estas respostas, compreendendo um sistema de feedback
purinérgico (BOURS et al.,, 2006), sendo a Ado considerada uma molécula
sinalizadora de dano celular, porém com ac¢des antagbnicas as do ATP (BOURS
et al., 2006). Na superficie dos macrofagos e mondcitos, a Ado estimula a liberacéo
de IL-10 e inibe a liberacdo de IL-12, FNT-a e, somente nos macrofagos, de NO,
consequentemente, favorecendo a acdo anti-inflamatéria (Figura 5) (HASKO;
CRONSTEIN, 2004).

Figura 5 — Interacdo do nucleosideo Ado com seus receptores presentes na
superficie de células do sistema imune e os efeitos modulatérios
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A regulacdo dos niveis de Ado ocorre através do seu transporte bi-direcional
(Figura 6). A principal via de producdo de Ado no meio extracelular é através da
atividade da ecto-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5, E-5'NT), que converte
Ado 5-monofosfato (AMP) em Ado. Por sua vez, o AMP pode ser proveniente de
duas fontes, isto €, da conversdo de nucleotideos (a partir da hidrélise de ATP e
ADP através da enzima E-NTPDase) ou pela liberacdo de Ado 3',5'-monofosfato
ciclico (AMPc). O AMPc é liberado pelas células por um transportador e convertido
no meio extracelular em AMP por uma ecto-fosfodiesterase (E-PDE) (BRUNTON;
MAYER, 1979; HENDERSON; STRAUSS, 1991). A remocédo da Ado extracelular é
dada em parte pela recaptacdo através do transportador bidirecional, seguida por
sua fosforilacdo a AMP pela enzima Ado quinase (AK), e em parte por sua
degradacdo a inosina pela enzima Ado deaminase (E.C. 3.5.4.4, ADA). Outra via ja
descrita para a producdo de Ado ocorre por hidrolise de S-adenosilhomocisteina
pela S-adenosilhomocisteina hidrolase (LLOYD et al., 1988). Entretanto, essa via
nao possui uma grande importancia na producdo deste nucleosideo (PAK et al.,
1994). J& no meio extracelular ela € metabolizada pela ecto-ADA.

Figura 6 — Vias de sintese, degradacéao e recaptacdo de Ado
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Os metabdlitos da Ado s&o: inosina, hipoxantina, xantina e acido Urico, esse
ultimo excretado através da urina (TRAMS; LAUTER, 1974; LOGUERCIO et al.,
1996; BOROWIEC et al., 2006). A inosina apresenta alta concentracao extracelular
em caso de injaria, quando o nivel de Ado também estiver elevado. Esse metabdlito
pode ligar-se aos mesmos receptores da Ado e iniciar eventos sinalizadores
intracelulares, assim como, interferir na funcéo celular independente de receptores
(GOMEZ; SITKOVSKY, 2003; HASKO; CRONSTEIN, 2004). Os efeitos
imunomodulatérios da inosina sdo atribuidos a supressédo da sintese de citocinas
pro-inflamatérias, inibicdo da ativagdo de neutrdfilos e linfocitos e inducdo de
producéo da IL-10 (HASKO; CRONSTEIN, 2004).

1.3.1 Enzimas que degradam nucleotideos e nucleosideos de adenina

Os nucleotideos extracelulares sdo degradados por uma cascata de hidrélise
constituida por enzimas que estdo localizadas na superficie celular (ancoradas na
membrana celular), chamadas de ectonucleotidases, cujo sitio ativo esta voltado
para 0 meio extracelular, ou estdo presentes na forma solivel no meio intersticial,
produzindo seus respectivos nucleotideos/nucleosideos e fosfato livre. Este conjunto
de enzimas inclui a familia das ectonucleosideos trifosfato difosfoidrolases
(EC 3.6.1.5, E-NTPDase), ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (EC 3.1.4.1,
E-NPP), as fosfatases alcalinas (CD73, E.C.3.1.3.5), a E-5'NT e a ADA (ROBSON
et al.,, 2006) (Figura 7). Estas enzimas ja foram relacionadas com varias funcgoées,
porém, o principal papel funcional consiste no término da sinalizacdo por
nucleotideos, formac@o do nucleosideo Ado, seguido pela recaptacdo de purinas
(ZIMMERMANN, 2001).
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Figura 7 — Ectonucleotidases e suas principais caracteristicas
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Fonte: Adaptado de Cognato e Bonan (2010).

1.3.1.1 Ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase (EC 3.6.1.5, E-NTPDase)

A familia E-NTPDase (superfamilia GDA1-CD39) é composta por oito
membros, ja caracterizados e clonados. Quatro membros desta familia de enzimas
estdo localizados na superficie das células, com um sitio catalitico extracelular,
sendo eles E-NTPDases 1, 2, 3 e 8. A E-NTPDasel hidrolisa ATP e ADP igualmente
bem, enquanto a E-NTPDase3 e a E-NTPDase8 apresentam preferéncia por ATP
como substrato. A E-NTPDase2 se caracteriza por possuir uma alta preferéncia por
nucleotideos trifosfatados (KACZMAREK et al., 1996; CHADWICK; FRISCHAUF,
1997; SMITH; KIRLEY, 1998; SEVIGNY et al., 2000; ROBSON et al., 2006). Outros
dois membros conhecidos como E-NTPDases 5 e 6 apresentam localizacao
intracelular, (MULERO et al.,, 1999; BRAUN et al.,, 2000). As E-NTPDases 4 e 7
apresentam localizacdo intracelular com o sitio ativo voltado para o lumen de
organelas citoplasmaticas (WANG et al.,, 1998; BIEDERBICK, 2000; SHI et al.,

2001). Estas enzimas formam AMP na presenca de ions célcio e magnésio, que &
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entdo convertido & Ado pela E-5'NT (CHAN et al., 1986; ZIMMERMANN, 2011;
ROBSON et al., 2006).

A E-NTPDase desempenha importante controle da funcdo dos linfocitos,
incluindo o reconhecimento do antigeno e ativacdo de funcbes efetoras das células
T citotoxicas (FILIPPINI et al., 1990), e a capacidade de gerar sinais que amplificam
interagcdes célula-célula (KACZMAREK et al., 1996).

1.3.1.2 Ecto-5* nucleotidase (EC 3.1.3.5, E-5'NT)

Essa enzima é presente em inumeros tecidos como o renal, o nervoso, 0
hepético, a placenta, o endotélio vascular e as plaguetas (BARMAN, 1696). Esta
envolvida em diferentes fung¢Bes, como na adesédo celular, além de representar um
marcador de maturacdo de linfécitos T e B. Juntamente com as E-NTPDases
hidroliza AMP até Ado na circulagcdo. Também, a E-5'NT € classificada de acordo
com sua localizacao celular e propriedades bioguimicas, podendo ser uma enzima
ancorada a membrana plasmatica via glicosilfosfatidil inositol (GPI) ou apresentar-se
na forma sollavel, no meio extracelular ou no citoplasma (ZIMMERMANN, 2001). Até
o momento, sete subtipos da enzima 5'NT foram isoladas e caracterizadas em
humanos. Esses subtipos variam na localizagdo subcelular, sendo cinco deles
localizadas no citosol, um na matriz mitocondrial e um anexado a membrana
plasmatica externa (HUNSUCKER et al., 2005).

O aumento na atividade dessa enzima, juntamente com a E-NTPDase, pode
surgir como um mecanismo adaptativo com a finalidade de reduzir os niveis de ATP
e aumentar os niveis de Ado no meio (LUNKES et al., 2004; SPANEVELLO et al.,
2006; KAIZER et al., 2007). Como citado anteriormente, a atividade dessa enzima €
considerada a principal via de producédo de Ado no meio extracelular.

Tanto em pacientes diabéticos quanto em modelo experimental de DM, séo
encontradas alteracdes nas atividades das ectonucleotidases, em funcdo de uma
resposta a complexa patofisiologia dessa doenca. Foi demonstrado um aumento na
hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP no SNC e em plaquetas de animais
diabéticos (SCHMATZ et al., 2009b; SCHMATZ et al., 2013). Pacientes com DM tipo
2 e hipertensos tém atividade das enzimas 5NT e NTPDases plaquetarias
aumentadas em relacdo ao grupo controle (LUNKES et al., 2003). Em modelo

animal de DM com dano renal foi evidenciado um aumento na atividade dessa
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enzima em tecido renal e na excrecdo urinaria de Ado, sugerindo ser um possivel
candidato a marcador de dano renal inicial (OYARZUN et al., 2015).

1.3.1.3 Adenosina deaminase (E.C. 3.5.4.4, ADA)

A enzima ADA promove a desaminacédo hidrolitica da Ado em inosina. Além
deste nucleosideo, outro substrato que é capaz de ser clivado pela ADA é a
2’-desoxiadenosina, a qual € convertida a 2’-desoxinosina (LATINI; PEDATA, 2001,
IWAKI-EGAWA et al., 2004). Essa enzima estad presente em plantas, bactérias,
invertebrados, vertebrados e mamiferos (AIKAWA et al., 1977; DADDONA, 1981;
LUPIDI et al., 1992), sendo que sua quantidade difere entre os tecidos humanos. A
ADA é encontrada como uma enzima citosélica e também pode ser expressa na
superficie celular como uma ectoenzima.

Ha duas isoenzimas distintas da ADA, ADA1 e ADA2. A ADA1 é uma enzima
monomérica, cuja massa molecular € de aproximadamente 30-40 kDa (VAN DER
WEYDEN; KELLEY, 1976). A isoenzima ADA1 é encontrada em todas as células,
especialmente em linfocitos e monécitos (VAN DER WEYDEN; KELLEY, 1976). Nos
eritrocitos, encontra-se somente a forma menor da isoenzima ADAL.

Evidéncias demonstram a ADA 1 pode ser associada a uma proteina de
ligacdo conhecida como CD26 ou DPP-IV, uma glicoproteina multifuncional, que
pode ser encontrada na forma solUvel ou integrada a membrana, sendo amplamente
expressa em linfocitos T, B e células NK (GORRELL et al., 2001; GORRELL, 2005).
A CD26 também possui atividade peptidasica e funciona como uma molécula de
adesdo a matriz extracelular, podendo influenciar processos de sinalizacdo celular
(GORRELL et al., 2001). Essa associacao entre ecto-ADA com a DPP-IV sugere que
esta enzima pode auxiliar na regulacdo da concentracdo extracelular de Ado, além
de estar diretamente envolvida na ativacdo de células T (DONG et al., 1996; DONG
et al., 1997).

Diferentemente da ADA1l, a ADA2 apresenta diferencas, tanto estruturais
guanto cinéticas e representa uma menor parte da atividade da ADA em tecidos,
sendo abundante em plasma (RATECH; HIRSCHHORN, 1981; IWAKI-EGAWA et
al., 2004). Dados recentes tém sugerido que ela pode ser secretada por monocitos
ativados em processos inflamatorios (IWAKI-EGAWA et al., 2006).
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A deficiéncia inata da ADA no sistema imune estd diretamente relacionada
com a sindrome da imunodeficiéncia severa combinada (SIDSC) e a auséncia de
linfocitos T e B funcionais em individuos afetados, ocasionando lesGes e problemas
funcionais de muitos Orgdos com a alteracdo do metabolismo de purinas
(MORTELLARO et al., 2006). Através da modulacao dos niveis enddgenos de Ado,
essa enzima desempenha um papel critico na atividade dos linfocitos, j& que esta
envolvida na proliferacdo dos linfocitos, assim como na producao e diferenciacao de
citocinas Th1/Th2 (HASKO; CRONSTEIN, 2013). Esses efeitos da ADA na
modulagdo das func¢des do sistema imunitario/inflamatério e no metabolismo da
glicose corroboram com a hipo6tese de que as alteracdes no metabolismo da Ado
poderiam afetar a atividade das células imunol6égicas e com o conceito de que a
sinalizacdo desse nucleosideo representa um passo importante no processo de
decisdo molecular, controlando a inflamag&o no DM.

Por outro lado, um aumento na atividade da enzima em diferentes fluidos
biolégicos (liquidos pleural, pericardico, peritoneal, intra-articular e fluidos
cerebroespinhais) tem sido utilizado para diagndstico de tuberculose (BAGANHA
etal.,, 1990; DA CUNHA, 1991), peritonite infecciosa, mononucleose infecciosa,
febre tifoide, sinusite, meningite e SIDA (Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida)
(TITARENKO et al., 2006).

A ADA desempenha um papel importante na modulagéo e na acao da insulina
sobre o metabolismo da glicose em varios tecidos (RUTKIEWICZ; GORSKI, 1990).
Em pacientes com DM 1, a atividade da ADA em soro demonstrou estar elevada,
principalmente a atividade da isoforma ADA2 (HOSHINO et al., 1994). Por esta
razao, varios compostos sédo estudados com a intencdo de modular o sistema
purinérgico no DM. De fato, a vitamina D foi capaz de previnir o aumento provocado
pelo DM, na atividade de todas as enzimas envolvidas nessa cascata (CALGAROTO
et al., 2015). O resveratrol também demonstrou um aumento na atividade das
ectonucleotidases e uma diminuicdo na atividade da ADA em sinaptossomas e
plaquetas de ratos diabéticos (SCHMATZ et al., 2009a; SCHMATZ et al., 2009b).
Além disso, o tratamento com vinho tinto e suco de uva demonstrou efeitos
semelhantes aos do resveratrol em plaquetas de ratos diabéticos (SCHMATZ et al.,
2013). Em outro estudo utilizando modelo animal de DM e hipertensao, o tratamento
cronico com vinho tinto foi capaz de melhorar as alteracbes provocadas nos

receptores P1 e P2 (MUSIAL et al., 2016) confirmando o papel desses receptores no
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desenvolvimento da hipertenséo e do DM (GUIMARAES; ALBINO-TEIXEIRA, 2012;
MUSIAL et al., 2012).

Em nosso laboratério, diversos estudos reportaram a alteracdo da atividade
dessa enzima em diferentes condicdbes. Em intoxicagcbes por diferentes
concentracbes de metilmercurio (MeHg), ocorre um aumento na atividade da ADA
ndo somente no hipocampo, como também no figado e nos rins de ratos recém
nascidos (ABDALLA et al., 2011; ABDALLA et al.,, 2012). Também, Bellé e
colaboradores (2009), demonstraram que a atividade da ADA no cortex total € maior
em ratos mais jovens (sete dias) quando comparada com ratos de 60 dias. A
atividade da ADA também foi investigada na Sindrome Metabdlica, demonstrando
um aumento na atividade da ADA em linfécitos (DE BONA et al., 2012; DE BONA
et al., 2013). Além disso, a atividade da ADA apresenta-se aumentada em condi¢cdes
hiperglicémicas tanto in vitro quanto in vivo (DE BONA et al., 2010; DE BONA et al.,
2011; BELLE et al., 2011; SCHMATZ et al., 2013; BELLE et al., 2014; DE BONA
et al., 2014; BITENCOURT et al., 2015).

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DM E SUAS COMPLICACOES IN VIVO

Modelos animais de DM sao considerados ferramentas Uteis para estudar a
fisiopatologia e aspectos clinicos da doenca, inclusive sendo utilizados como o
primeiro passo para a investigacao de novas alternativas de terapia. S&o utilizados
modelos que ou desenvolvem DM de forma espontanea (camundongo NOD, ratos
Biobreading-BB) ou através de técnicas quimicas, cirargicas (mais utilizada em
modelo de DM tipo 2, retirada parcial do pancreas) ou ainda, genética (trangénicos
ou "knock-outs") (CHATZIGEORGIOU et al., 2009). Os modelos de DM permitem
investigar varios eventos e mecanismos de acdo envolvendo estresse oxidativo,
inflamacgéo crénica, e consequentemente complicagbes cronicas, para substancias
que, futuramente, poderéo ser utilizadas como tratamento no DM.

As substancias quimicas mais utilizadas para o desenvolvimento de modelos
de DM experimental sdo o aloxano e a estreptozotocina (STZ). Ambos resultam em
hiperglicemia e insulinopenia em espécies como ratos, camundongos e coelhos
(SZKUDELSKI, 2001). No entanto, devido a maior estabilidade quimica, STZ tem
sido o0 agente mais usado para reproducéo do DM em roedores (LENZEN, 2008).
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O STZ (CgH15N307) € uma nitrosureia glicosideo natural, isolado da bactéria
Streptomyces achromogenes, com conhecida agdo antibiotica e antineoplésica,
sendo utilizado em baixas doses nesses tratamentos. Tem sua acao diabetogénica
através de mecanismos como a presenca de 2-desoxi-D-glicose em sua estrutura,
que facilita a sua captacao preferencial por células 3 pancreaticas, além de acelerar
a geracdo de espécies reativas de oxigénio e desencadear a fragmentacdo do DNA
destas células (TAKASU et al., 1991; LEUNG; CHAN, 2009). Alternativamente, pode
atuar como um doador de NO intracelular que, juntamente com superoxido e radicais
hidroxil, contribuem para a necrose das células B (TURK et al., 1993).

Este xenobidtico pode ser utilizado para induzir tanto o DM 1 quanto o
2, dependendo da concentracdo e da via de administracdo em animais
(SZKUDELSKI, 2001; NEGRI, 2005). Tratamentos com pequenas concentracdes e
em dias consecutivos culminam com o aparecimento de lesbes inflamatérias nas
ilhotas pancreaticas através de reacdo imune mediada pelas células T (LENZEN,
2008). Também, baixas concentracbes associadas a uma dieta hipercalérica por
pelo menos 60 dias, é desenvolvido o modelo de DM 2 em roedores. Ja na dose de
60 mg/Kg, além da inducdo de DM 1, também reproduz de forma eficaz um modelo
experimental de doenca renal diabética em ratos (SZKUDELSKI, 2001; LENZEN,
2008; SHIVANNA et al., 2012). A utilizacdo de STZ para o desenvolvimento de
modelos de DM é bem caracterizado e padronizado em animais, pois se observa
claramente a triade do DM: polidria, polifagia e polidipsia, além de perda de peso
(LENZEN et al., 2008).

O STZ também tem sido utilizado para mimetizar um modelo de complicacao
do DM por infecgcdo com C. albicans, jA que como o paciente diabético, o animal
diabético estd mais susceptivel a infec¢des (FISHER; LEE; TARRY, 1989; DHULEY,
2001). Este modelo de infecgéo fangica utiliza 10° UFC/mL via intraperitonial (I.P.)/
intravenosa (l.V.), promovendo uma infeccdo sistémica subaguda, geralmente,
sendo bem tolerado pelos animais durante varias semanas, sem haver cura
espontanea e sendo capaz de mimetizar a infeccdo humana (Figura 8) (DHULEY,
1999; BOKAEIAN et al., 2010a; BOKAEIAN et al., 2010b). Dentre as espécies de
Candida, C. albicans € a que possui maior capacidade de aderéncia as células
epiteliais e outras superficies, o que pode estar diretamente relacionado com sua
maior patogenicidade (HOWLETT, 1976; KIMURA; PEARSAL, 1978; DOUGLAS,
1985), sendo assim uma espécie adequada para reproduzir modelo seguro de
infecgcdo em roedores.
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Figura 8 — Esquema de inducdo de DM seguido por infec¢cdo em ratos
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1.5 PLANTAS MEDICINAIS

O homem sempre utilizou o0s recursos naturais para 0 Seu interesse,
explorando-os para a sua sobrevivéncia. Os vegetais sdo utilizados para diversos
fins, principalmente nutricional e medicinal. A medicina tradicional chinesa e
ayurveda sdo as mais antigas praticas de medicina, ja que no florescimento de suas
civilizacBes existiam inimeros escritos sobre plantas medicinais (BOTSARIS, 1995).
O registro mais antigo da utilizacdo de plantas medicinais pelo homem encontra-se
na medicina chinesa pelo imperador Shen Nong (2000 a.C.), que investigou o
potencial medicinal de diversas plantas e outros produtos naturais, registrados no
“Livro da Medicina Interna do Imperador Amarelo”, onde constavam registros de 365
drogas vegetais (POSSE, 2007). No entanto, o manuscrito egipcio “Papiro de Ebers”
é considerado um dos mais importantes livros da cultura médica (VIEGAS, 2005).

A busca por especiarias, extremamente valiosas e cobicadas em meados de
1500, foi o motivo da criacdo de diversas rotas comerciais terrestres e maritimas
com a intencdo de fazer a conexdo entre os continentes. A colonizacdo do
continente americano por nacdes europeias fez com que se introduzissem o plantio
de especiarias asiaticas, mas também levou novas espécies de plantas para o Velho
Mundo que posteriormente tornaram-se habito no cotidiano europeu como exemplo
a batata, o café e o cha preto (ALMEIDA, 2000).

Na década de 50, apés a segunda guerra mundial, houve um crescimento

industrial nos paises do terceiro mundo, principalmente incentivado pelo capital
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estrangeiro (HOBSBAWM, 1995). Com o interesse no lucro, os medicamentos
sintéticos conquistaram lugar na terapéutica, modificando completamente a forma de
tratar doencas, o que fez surgir o atual complexo médico- industrial- hospitalar
(OLIVEIRA, 1985). Em consequéncia desse processo, 0 conhecimento tradicional do
uso de plantas medicinais passou a ser posto em segundo plano. Assim, o uso de
plantas medicinais tornou-se sindbnimo de atraso tecnolégico (por falta de estudos
cientificos), fazendo com que usuarios, meédicos e pesquisadores se afastarem
desse campo (LORENZI; MATOS, 2002).

Na década de 70, o movimento social urbano da Contracultura incluiu, dentre
outros campos, a importacdo de sistemas terapéuticos distintos daqueles ja
existentes, como a Medicina Tradicional Chinesa, Ayurvédica e Homeopatia.
Acompanhando esse processo historico mundial, em 1978, a OMS criou o Programa
de Medicina Tradicional e da Medicina Complementar, que visou facilitar a
integracdo da medicina tradicional e da medicina complementar alternativa nos
sistemas nacionais de atencdo a saude, promovendo o0 uso racional dessa
integracdo. Atualmente, alguns paises ja contam com politicas nacionais que
regulam a praticas da medicina tradicional, sdo eles: Brasil, China, Dinamarca,
Gana, Japdo, Noruega, Republica da Coreia e Arabia Saudita (OMS, 2011).

Segundo a Resolu¢cdo RDC n°10 (2010), planta medicinal € uma espécie
vegetal utilizada com propdésitos terapéuticos. Caso tenha sofrido algum processo de
estabilizacdo ou de secagem, esta passa a ser chamada de droga vegetal, podendo
ser encontrada integra, rasurada ou triturada (BRASIL, 1973; BRASIL, 2010). Os
medicamentos fitoterapicos sdo obtidos exclusivamente com matérias-primas
vegetais ativas, em que a sua seguranca e eficacia sdo validadas por meio de
levantamentos etnofarmacoldgicos, de utilizacdo e de documentacdes técnico-
cientificas ou de evidéncias clinicas. Estes sdo caracterizados pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de
qualidade (BRASIL, 1973; BRASIL, 2010). Para transformar uma planta medicinal
em droga vegetal, uma série de fatores diretamente ligados ao vegetal precisam ser
controlados como: variagcdes climaticas, tipo de solo, época de colheita,
caracteristicas genéticas, condicbes de secagem e de armazenamento (FATIMA,
1999; OLIVEIRA et al., 2011). E essa fundamentacéo cientifica necessaria para o
desenvolvimento de um produto fitoterapico que o diferencia das plantas medicinais

a das preparacdes utilizadas na medicina popular (SONAGLIO et al., 2007).
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O consumo das plantas medicinais pode ser feito na forma de chas, que sao
preparados por decocc¢do, quando a droga vegetal fica em ebulicio em agua por
tempo determinado, sendo indicado para partes da planta mais rigidas, como
cascas, raizes, rizomas, caules e sementes; ou por infusdo, onde se coloca agua
fervente sobre a droga vegetal, abafando logo em seguida, por um determinado
periodo de tempo. Esta Ultima € indicada para flores, folhas, inflorescéncias e frutos.
Para as drogas vegetais, que possuem substancias que degradam com o
aguecimento, é indicada a maceracdo com agua, que consiste no contato dessa
droga com &gua, a temperatura ambiente, por um tempo determinado (BRASIL,
2010). Cerca de 50% das espécies medicinais sdo consumidas via oral na forma de
ché e xaropes, seguido do uso topico na forma de alcoolaturas (mistura com alto
teor alcodlico e grande quantidade de ervas).

Plantas medicinais e seus derivados (como por exemplo, os fitoterapicos) séo
usados como medicagao prescrita ou sem receita, automedicagcdo ou autocuidado,
remédio caseiro, como suplemento dietético, alimentos funcionais, fitoprotetores,
dentre outros (OMS, 2011). As indicacbes terapéuticas mais frequentes estédo
relacionadas com doencas do aparelho respiratorio e digestivo, tratamento de dores
e febres, afec¢Bes do sistema geniturinario e circulatorio. Muitas espécies de plantas
medicinais sdo comercializadas por erveiros ou feirantes, em mercados e feiras
livres de cidades de todo pais (ALVES; SILVA; ALVES, 2008; ROCHA et al., 2013).

Aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, sendo: 25%
originarios de plantas, 12% de microrganismos e 3% de animais. No caso de
medicamentos antitumorais e antimicrobianos, cerca de 60% deles sdo derivados de
plantas medicinais. Cerca de 13.000 plantas sdo usadas como farmacos ou para a
sintese de moléculas medicinais (SIMOES et al., 2004). De acordo com a OMS
(2009), 65-80% da populacdo mundial nos paises em desenvolvimento depende
essencialmente de plantas para o cuidado primario devido, muitas vezes, a pobreza
ou a falta de acesso a medicina moderna (CALIXTO, 2005). No entanto, apenas um
pequeno percentual das 250.000-500.000 espécies de plantas existentes teve o seu
potencial fitoquimico estudado (VASHIST; JINDAL, 2012).

No entanto, vale ressaltar que apesar de muitas plantas serem Uteis ao
homem, existem aquelas que produzem substancias téxicas ou venenosas que

através da utilizacdo inadequada, poderdo trazer efeitos indesejados. E preciso
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conhecer bem as caracteristicas de cada planta para poder usa-la como remédio, ter
conhecimento da doenca ou do sintoma apresentado para fazer a sele¢éo correta da
planta a ser utilizada e da preparacdo mais adequada. A forma de uso, a frequéncia
e a quantidade séo aspectos muito importantes para sua utilizacao.

Apesar da grande evolugdo da medicina alopética, ainda existem obstaculos
basicos na sua utilizacdo pelas populacfes carentes, que vao desde o acesso aos
centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos,
caréncia de recursos de 6rgdos publicos de salde e incessantes aumentos nos
precos nos medicamentos alopéticos. Diante dos fatos apresentados, associado
com a facil obtencdo, grande tradicdo do uso de plantas medicinais e os efeitos
colaterais provocados por alguns medicamentos, a utilizacdo da pesquisa para
aumentar as informacdes etnobotanicas de plantas medicinais tem merecido
atencdo consideravel de varios segmentos da comunidade cientifica (HEINRICH,
2000).

1.5.1 Plantas medicinais no Brasil

No Brasil, a primeira descricdo sobre o uso de plantas como medicamento foi
feita por Gabriel Soares de Souza, autor do Tratado Descritivo do Brasil, em 1587.
Esse tratado descrevia os produtos medicinais utilizados pelos indios como “as
arvores e ervas da virtude”. Os Jesuitas trouxeram as boticas portateis para tratar os
colonos e nativos acometidos por doencas como tuberculose, variola e sarampo. No
entanto, com o passar do tempo foram forcados a assimilar as plantas nativas
utilizadas pelos indios para suprir as deficiéncias de Portugal (DUNIAU, 2003).

A publicacdo da primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira, elaborada por
Rodolfo Albino, representou um esforco significativo de regulamentar a manipulacao
de produtos derivados das plantas medicinais. Ao longo de todas as edi¢cbes
(atualmente a Farmacopeia encontra-se na 5° edicdo) sdo contempladas mais de
260 espécies botanicas. No ano de 2011, o Brasil ganhou sua primeira edicdo do
Formulario Nacional de Fitoterapicos, que traz na integra 83 monografias de
medicamentos, como infusdes, xaropes e pomadas.

A politica de uso de plantas medicinais teve inicio no Brasil na década de 80
com o apoio da OMS, onde foi definido o estudo de plantas medicinais como uma

das prioridades de investigacdo clinica. Mais recentemente, instituiu a Relacdo
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Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que apresenta
plantas medicinais que apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao
SUS. Tem a funcdo de orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a
elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RENAFITO),
além do desenvolvimento e inovacao na area de pesquisa com plantas medicinais e
fitoterdpicos (CARVALHO, 2008).

Alguns estados e municipios brasileiros por meio de instrumentos normativos
ja regulamentavam os servicos de fitoterapia na rede publica de salde mesmo antes
das politicas anteriormente citadas e, dentre esses podemos citar o Rio Grande do
Sul. Sobre a oferta de servicos ou acdes em fitoterapia no pais, segundo um
diagnéstico de 2008, estas acfes estdo presentes em 350 municipios/estados em
todas as regibes da federacdo (Figura 9). No RS, estado com maior numero de
municipios que oferecem plantas medicinais ou fitoterapicos, a fitoterapia é a mais

frequente dentre as préticas integrativas e complementares nos municipios.

Figura 9 — Distribuicdo dos municipios que possuem ac¢des/servicos com plantas
medicinais e fitoterapia nas unidades federais

o N

Fonte: Rodrigues, Simoni e Machado (2011).

Apesar de conter mais de 20% do total de espécies conhecidas, o0s

investimentos em pesquisa e desenvolvimento de novos fitomedicamentos s&o
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escassos no Brasil (KLEIN et al., 2009). Estima-se que apenas 10% da populacéo
brasileira consumam fitoterapicos. Esse fato por ser explicado, em parte, pelo fato
de que o mercado brasileiro nessa area ainda € recente quando comparado com
paises europeus e asiaticos, pela baixa frequéncia de prescricdes médicas desses
produtos e pela falta de conhecimento dos beneficios dos medicamentos
fitoterapicos (VALECIO, 2013). Apesar do estudo com plantas medicinais
apresentarem limitacdes, ainda assim, existem dados suficientes que justificam

novos estudos.
1.5.1.1 Plantas medicinais utilizadas no tratamento do DM: Syzygium cumini

Mais de 800 plantas sdo usadas como remedios tradicionais para o
tratamento do DM em todo o mundo (ALARCON-AGUILARA et al., 1998). Dentre as
plantas mais estudadas, podemos citar S. cumini (sin. Eugenia jambolana, Syzygium
jambolana, Eugenia cumini, Myrtus cumini, Eugenia caryophyllifolia-S. cumini). S.
cumini pertencente a familia Myrtaceae, sendo conhecido popularmente como
jambol&o, é originaria da india, podendo ser encontrada em varias regides do Brasil,
inclusive no RS (BRAGANCA, 1996). A arvore (Figura 10) é de grande porte,
podendo atingir varios metros de altura, possui o caule aéreo, ereto, tipo tronco
lenhoso e cilindrico e os ramos sdo abundantes, retorcidos com folhas dispostas em
filotaxia oposta (VIZZOTO; PEREIRA, 2008). As folhas sdo simples, pecioladas,
lanceoladas ou lanceoladas oblongas até elipticas, com margens onduladas, apices
cuspidados e bases cuneadas (OLIVEIRA; AKISUE, 2000; MIGLIATO et al., 2006).
As flores estdo dispostas em inflorescéncias, de coloragcéo branca a creme, axilares,
racemosas, plurifloras compostas, que caracterizam outros géneros pertencentes a
familia Myrtaceae (OLIVEIRA; AKISUE, 2000; MIGLIATO et al., 2006).
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Figura 10 — Arvore de S. cumini

Fonte: Adaptado de Vizzoto e Pereira, (2008).

Os frutos (Figura 11) sdo do tipo baga, elipticos, com Unica semente,
envolvido por uma polpa carnosa e comestivel, mucilaginosa, doce e adstringente,
com pericarpo de coloracdo roxa escura intensa, sendo geralmente agradaveis ao
paladar (LORENZI; MATOS, 2002). No Brasil, o fruto é encontrado nos meses de
dezembro a fevereiro e, geralmente é consumido in natura, porém esta fruta pode
ser processada na forma de compotas, licores, vinhos, vinagre, geleias, tortas e
doces, entre outras (VIZZOTO; PEREIRA, 2008).

Figura 11 — Aparéncia externa e interna do fruto e semente de S. cumini

Fonte: Adaptado de Vizzoto e Pereira, (2008).

A casca do caule, do fruto, da folha e da semente, inclusive diferentes partes

gue constituem a semente, sao bastante estudados como alternativa de tratamento



64

do DM, sendo que diversos compostos fitoquimicos importantes e outros que ainda
nao tinham sido relatados foram identificados (Tabela 2) (HELMSTADTER, 2008;

AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

Tabela 2 — Compostos fitoquimicos identificados nas diferentes partes de S. cumini

Partes da Compostos fitoquimicos identificados

planta

Raizes Glicosideo flavonoide e isoramnetina 3-O- rutinosideo.

Acido betulinico, friedelin, epifriedelanol, ester de epifriedelanol, eugenina, acido

Cascado B-sitosterol, acido B-sitosterol-D-glucosideo, campferol-3-glicosideo, acido graxo,

caule guercetina, canferol, miricetina, astragalina, acido galico e elagico, bergeninas,
flavonoides, taninos galo e elagi.

Flavonoides glicosideos acilados, terpenoides, sitosterol, acido betdlico,

crategoélico, galico, clorogénico, cafeico, elagico, quercetina, miricetina, miricitina,

Folhas catequina, epicatequina, metil galato, canferol, 3-O-acetil-L-ramnopiranosideo,

triterpenoides, rutina, quercitina, isoquercitrina, quercitrina, esterase, carboxilase
galoil e taninos.
Canferol, quercetina, miricetina, isoquercitina, mirecetina-3-L-arabinosideo,

Flores guercitina-3-D-galactoside, diidromiricetina, &cido oleandlico, &cido oleandlico

acetil, eugenol triterpenoide Ae B
Rafinose, glicose, frutose, manose, frutose, acido citrico, malico, oxalico e galico,
antocianinas, taninos, delfinidina-3-gentiobioside, malvidina-3-laminaribioside,

Frutas petuQidina—S—gentiopioside, di_glicoside,o .cianidina, pe_tuni@ina, malvidina, ,Flllc,

proteina, gordura, fibra, carboidrato, célcio, de magnésio, fosforo, ferro, potassio,
cobre, enxofre, cloro, vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina, acido ascérbico,
colina, acido félico, malvidina-3- glucosideo e petunidina-3- glicosideo.
Catequina, epicatequina, rutina, quercitina, isoquercitrina, quercitrina, canferol,
clorofila, resinas, taninos flavondides, fendlicos, &cido galico, clorogénico, cafeico,
Semente elégic_o, _ ferrulico, proteiqgs, célcip, agl]car:_ sais minerais, ,vi_tamina C,
antocianinas, monoterpendides, rutina, quercitina, B-sitosterol acidos graxo
insaturados e saturados, glicosideo jamboline, LH 1l Sc2, micaminose,
cuminoside, além de ser rico em fibras sollveis e insollveis.

Aleos a-p@neno, canf_eno, B-pineno, mirceno, !imoneno, trans—O-cimeno, cis-Ocimeno, y-
essenciais terpllneno, terpmo_leno, acetato de_bornll, a-copaeno, B-carofllgno, a-hamuleno, Y-
obtidos da cadmeno,. .6-cad|n_eno, _ trans-ommeno, cis-ocimeno, B-r_nlrceno, q-tgrpmeol,

folha. caule acetato d|h|droca_rV|I, butirato geranil, valerato terpinil, a-terplne_ol, B-carloﬂle,nc_), a-
seméntes e, h'umuleno,_ p-_sellneno, ,c.alacoren(,),. a-muur_‘olol, _a-sgntalol, C|,s:farnesol, ,a_C|dos

frutas laurico, miristico, palmitico, esteérico, oleico, linoleico, mavalico, esterdlico e

vernolico.

Fonte: Ayyanar e Subash-Babu (2012); Srivastava e Chandra (2013).

Essas partes sdo utilizadas na forma de infusdes, sucos, diferentes fragbes de

extratos, além de participarem da formulacdo de compostos de ervas bastante
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utilizados pela populagédo indiana como Dianex®, DCBT, Diabecon®, Diabeta®,
Hyponidd®, MTEC e Dihar®) (AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU, 2013;
PAL et al., 2016). No sul do Brasil, a populacdo faz infusbes com as folhas e
consome via oral no lugar da agua, como tratamento para o DM (VIZZOTO;
PEREIRA, 2008). J& no norte do pais, nas comunidades Quilombolas, as folhas séo
usadas para, além do tratamento do DM, problemas renais (DA SILVA et al., 2012).

Desde a década de 1880 existem relatos de estudos, in vitro e in vivo
(utiizando modelos desenvolvidos em animais e administracdo via oral em
pacientes) sobre os beneficios da utilizagdo dessa planta medicinal. Em 1900 as
sementes de S. cumini ja tinham sido adicionadas a literatura padrdo na categoria de
fitoterapico terapéutico (HARTWICH, 1897; MARTINDALE; WESTCOTT, 1901,
ZORNIG, 1911; SCHADEWALDT, 1972; HELMSTADTER, 2008). Cabe ressaltar que
S. cumini é uma das plantas com potencial interesse pelo SUS, sendo incluida no
RENISUS recentemente.

Além das acdes hipoglicemiante, hipolipidemiante, antimicrobiano,
antifangico, antiviral, antigenotoxico, anti-inflamatério, antitllcerogénico,
cardioprotetor, antialérgico, antitumoral, quimioprotetor, radioprotetor, “scavenger” de
RL, antioxidante, hepatoprotetor, antidiarreico, anti-infertilidade (AYYANAR;
SUBASH-BABU, 2012; AYYANAR; SUBASH-BABUB; IGNACIMUTHU, 2013;
SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013), atualmente varios grupos de pesquisa tém
dedicado estudos para evidenciar cientificamente novas acdes farmacoldgicas das

diferentes fracdes de extrato originadas das diferentes parte dessa planta (Tabela 3).

Tabela 3 — Acbes farmacoldgicas de diferentes partes da planta S. cumini

(continua)

Partes da ~ Acdo
FracOes P
planta farmacolégica

Hipoglicemico, hipolipidémico, antidiarreico, a¢cdo em inflamacdes
locais, anti-helmintico, antisséptico bucal, adstringente, aumento no
namero de eritrécitos e linfocitos T.

Cascado Aquoso e
caule metanolico

Aquoso, Modulacéo do sistema purinérgico no DM 2, em eritrocitos submetidos
metandlico, a hiperglicemia, intoxicacdo aguda por etanol, anti-inflamatério,
etandlico, digestivo, adstringente, protecdo contra toxicidade provocada por
butandlico tetracloreto de carbono in vivo e atividade hipoglicemiante* in vitro;

e é|99 Oleo essencial possui agdo moluscicida e leishmanicida.
essencial

Folhas
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(concluséo)

Partes da ~ Acéo
Fracdes .

planta farmacologica
Diminuicdo do volume urinario, albumina urinaria, hipertrofia renal e
glicose;
Tratamento gastrointestinal, hipoglicémico, antipirético e
cardioprotetor;

Frutas Aquoso In vivo: aumenta os niveis de insulina em coelhos controle e diabético;

In vitro: estimula a secregéo de insulina das ilhotas de Langerhans e
inibe a atividade da insulinase (66).

Demonstra ser candidato, juntamente com as sementes, para o0
tratamento de complicacdes do DM.

Metandlico, Cardioprotetor em toxicidade induzida por pesticidas,
etandlico  Protetor contra danos no miocardio provocados por isopreterenol.

*Dados sobre seu efeito hipoglicemiante sdo bastante contrarios na literatura: as fragdes etandlica,
butandlica e aquosa demonstraram efeito hipoglicémico em camundongos, ndo demonstrando efeitos
em camundongos normoglicémicos. J& estudos envolvendo humanos com DM 1 e 2 e em modelo
animal de DM, a administracao de cha de folhas de S. cumini, parece ndo demonstrar esse efeito.
Fonte: Helmstadter (2008); Ayyanar e Subash-Babu (2012); Srivastava e Chandra (2013); Ayyanar;
Subash-Babu, Ignacimuthu (2013).

Os extratos de sementes (fragbes aquosa, hidroalcodlica, etandlica,
cloroférmica, éter de petrdleo e metandlica) sdo considerados os mais efetivos nos
modelos de DM experimental desenvolvidos in vivo, atenuando/revertendo diversos
parametros afetados por essa doenca mesmo em curtos periodos de tratamento,
tanto que um estudo revela efeitos hipoglicémicos do extrato de semente apds
quatro dias do inicio do tratamento (CHATURVEDI et al., 2009; SRIVASTAVA,
CHANDRA, 2013). A maioria dos estudos mencionados nas revisées bibliograficas
publicadas sobre S. cumini, fez a utilizacdo de extratos aquoso ou etandlico das
sementes, nas doses de 100-200 mg/Kg, em modelo animal utilizando camundongo,
rato e coelho, tendo a via oral como via administracdo (MAHAPATRA et al., 1985;
KOHLI; SINGH, 1993; ZAMAN; SHARIQ, 1995; ASHOK; DARADKA, 2001; SHARMA
et al., 2003; SHARMA et al, 2006; HELMSTADTER, 2008; AYYANAR;
SUBASH-BABU, 2012; SRIVASTAVA, CHANDRA, 2013; AYYANAR;
SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU, 2013; SEN; CHAKRABORTY; DE, 2016). A
escolha da utilizacdo de um extrato aquoso em estudos cientificos justifica-se pelo
fato de que essa fracdo de extrato € isento de residuos quimicos provenientes de
extracdo, além de ser mais proximo das formas comumente utilizadas pela
populacdo, o que pode vir favorecer a comprovacéo cientifica de conhecimentos

etnofarmacologicos ja existentes, bem como incentivar novos estudos.
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O extrato aquoso de sementes (2,5, 5 e 7,5 g/Kg) demonstrou melhora em
diversos parametros bioquimicos (perfil glicidico e lipidico, ureia, creatinina, enzimas
hepaticas) parametros de estresse oxidativo (PRINCE; KAMALAKKANNAN;
MENON, 1998). A fracdo aquosa (100 mg/Kg) foi capaz de diminuir a
lipoperoxidac@o e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH) e glutationa peroxidase (GPx)
em tecidos, além de ter acdo sobre a a-glicosidase e a-amilase pancreética
(PRINCE; KAMALAKKANNAN; MENON, 2003; REKHA; BALAJI; DEECARAMAN,
2008). Quando esse extrato foi liofilizado, esse foi capaz de aumentar o conteudo de
glicogénio hepético e muscular por aumentar as enzimas hexoquinase, glicoquinase
e fosfofrutoquinase (GROVER; VATS; RATHI, 2000). O extrato aguoso da semente
foi capaz de previnir a hiperglicemia e hiperinsulinemia em ratos com DM tipo 2,
além de exercer efeitos benéficos em pacientes portadores de DM tipo 2, como
reducdo dos niveis do perfil lipidico (VIKRANT et al., 2001; SAFDAR; KHAN, 2006;
SHARMA et al., 2012; SIDANA et al.,, 2016). Fibras isoladas do extrato aquoso
demonstraram reduzir os niveis de glicose e de TOTG (PANDEY; KHAN, 2002).

Estudos publicados recentemente pelo nosso grupo demonstraram que tanto
as folhas quanto as sementes de S. cumini demonstraram efeitos sobre as enzimas
5'NT e ADA no DM. O extrato de folha de S. cumini foi capaz de diminuir a atividade
da enzima 5'NT em plaquetas e da ADA de membranas de eritrocitos de pacientes
com DM 2 (DE BONA et al., 2010; DE BONA et al., 2011). Quando S. cumini e seus
principais constituintes (acido gélico, &cido clorogénico e rutina) foram testados em
eritrocitos expostos a condicfes hiperglicEmicas, pdde-se observar que o efeito de
inibicdo do extrato sobre a atividade da ADA é mais significativo do que a
combinacdo dos compostos em estudo. Ainda, a insulina, a cafeina e o dipiridamol
foram capazes de impedir 0 aumento da atividade da ADA per se, e o efeito inibidor
causado pelo extrato permaneceu praticamente 0 mesmo ap0s a combinacdo desse
com insulina ou cafeina. No entanto, quando o extrato e o dipiridamol foram
utilizados em associacao, o dipiridamol atenuou o efeito de S. cumini na atividade na
ADA, sugerindo um antagonismo/competicdo pelo mesmo local de acdo (DE BONA
et al., 2014). As sementes de S. cumini demonstraram impedir 0 aumento da
atividade da ADA em rim e no soro de ratos submetidos a um modelo de DM de
curto prazo (BITENCOURT et al., 2015). Nesse mesmo estudo € possivel verificar

gue o0 extrato aquoso da semente nao foi capaz de recuperar as
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ilhotas B pancreaticas, mas recuperou o conteudo de glicogénio hepatico e impediu
o0 aumento do Modelo de Avaliacdo da Homeostase (HOMA-IR) em ratos diabéticos
tratados (BITENCOURT et al., 2015). Esses resultados reforcam a hipétese de que
S. cumini poderia modular o estado hiperglicémico através da captacdo de glicose
periférica direta. Além disso, esse extrato demonstrou acdo protetora sobre a
toxicidade do metilmercario em ratos e também uma boa acgdo antifungica e
antimicrobiana in vitro, mas os estudos ainda sao restritos (ABDALLA et al., 2011;
DJIPA; DELMEE; QUETIN-LECLERCQ, 2000; SHAFIA et al, 2002;
CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004; KUMAR et al., 2008a; SHAD et al.,
2014).

Tanto o extrato aquoso quanto etandlico de sementes tiveram sua ac¢ao
investigada frente a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo dos
carboidratos. Foi demonstrado um aumento na enzima hexoquinase e no contetdo
de glicogénio hepético, bem como uma diminuicdo na atividade da glicose-6-
fosfatase em ratos (PRINCE; MENON; PARI, 1997). Essas fracdes também sé&o
consideradas agentes potentes contra 0 estresse oxidativo em modelos de DM in
vivo (PRINCE; KAMALAKKANNAN; MENON, 2004; RAVI; SIVAGNANAM,;
SUBRAMANIAN, 2004b; AHMED; HUDED; MALIK, 2010). Ainda ndo existem
estudos do extrato aquoso relacionado a acdo anti-inflamatoria e frente a oxidacéo
de particulas de LDL, somente de fracdo etil acetato, metandlica e extrato de
sementes rico em flavonoides (KUMAR; PADMANABHAN; KRISHANA, 2007;
KUMAR et al., 2008b; SHARMA et al., 2008; JADEJA et al., 2012).

Alguns compostos como, micaminose, cuminoside, LH II, Flic, que até o
momento ndo haviam sido descritos nessa planta pela literatura, foram isolados e
purificados nas fracdes de extratos de semente (KUMAR et al., 2008c; FARSWAN
et al., 2009; SHARMA et al., 2011; TANWAR et al.,, 2010; TANWAR et al., 2011).
Além disso, recentemente foi publicado uma analise proteébmica, no qual os autores
fornecem dados sobre 15 tipos de proteinas presentes nas sementes de S. cumini
(BINITA et al.,, 2014). Esses dados podem vir a auxiliar no desenvolvimento de
futuras pesquisas sobre um melhor aproveitamento das propriedades dessas
sementes.

Ao realizar estudos sobre toxicidade de extrato de folha, semente e casca (de
acordo com a “Organization for Economic Co-operation and Development™-OECD),
foi observado que esses ndo demonstraram nenhum indicio de toxicidade nos
parédmetros analisados mesmo quando utilizando altas doses (5 g/Kg) (RAVI et al.,



69

2004c; YELE; VEERANJANEYULU, 2010; TRIPATHI; KOHLI, 2014). Diante dos
dados descritos, sdo pertinentes os intensos esforcos no desenvolvimento de
opcOes terapéuticas alternativas a base de sementes de S. cumini, ndo somente
para o DM, mas também para as suas complicacdes.

Em relacdo ao mecanismo de acdo e possiveis interacdes de S. cumini no
DM, bem como sobre outros fatores relacionados a essa doenca, 0s mesmos ainda
nao estdo completamente esclarecidos. Entretanto, ja existem alguns mecanismos
sugeridos (Figura 12), que incluem a diminuicdo na atividade de importantes
enzimas envolvidas no metabolismo dos carboidratos, inibicho da atividade
insulinase extra-hepatica, aumento/prevencdo da deplecdo do conteudo de
glicogénio hepético e muscular, estimulacdo da secrecdo de insulina a partir das
células B remanescentes e atividade mimética a insulina, que pode resultar na
captacdo de glicose periférica direta. Além disso, a planta parece estimular enzimas
envolvidas na utilizacdo periférica de glicose. S. cumini também promoveu um
aumento da atividade da catepsina B pancreatica (converte pré-insulina em insulina),
restauracdo da arquitetura das ilhotas pancreaticas, reducdo do estresse oxidativo e
acdo antioxidante, melhora da dislipidemia (inibe enzimas envolvidas no
metabolidmo do colesterol), regulacdo do transportador de glicose GLUT-4. Também
ja foi reportado que S. cumini, por apresentar resultados semelhantes aos de
medicamentos padrdo no tratamento do DM, pode ter uma acdo semelhante as
biguanidas e sulfonilureias (estimulacdo de células [-pancreaticas) (LAL;
CHOUDHURI, 1968; BANSAL; AHMAD; KIDWAI, 1981; PEPATO et al.,, 2001;
SINGH; GUPTA, 2007; HELMSTADTER, 2008; AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012;
SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013; AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU,
2013; SAWANT et al., 2015). Contudo, 0os mecanismos de acao relacionados a
complicacBes crbnicas do DM ainda sdo pouco explorados.
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Figura 12 — Mecanismos de acdo propostos até o momento sobre a acéo
hipoglicémica das principais partes de S. cumini
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Fonte: Adaptado de Ayyanar; Subash-Babu e Ignacimuthu (2013).

1.6 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar que se dedica ao
desenvolvimento de sistemas com dimensdo nanométrica (inferior a 1 pm),
apresentando um crescimento nas ultimas décadas (PARVEEN; MISRA; SAHOO,
2012). Grande parte dos estudos tém se concentrado nas areas relacionadas as
ciéncias da saude, onde é possivel elencar algumas das diversas aplicacoes desses
sistemas, como, a otimizacdo da liberacdo de farmacos, a melhora da
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biodisponibilidade oral e da distribuicdo ocular, pulmonar e parenteral, protecéo de
farmacos frente a degradacdo quimica e enzimatica, aumento da atividade
antioxidante de substancias ativas incorporadas, melhora da solubilidade dos
farmacos e de seus parametros farmacocinéticos (PALUMBO et al., 2002;
PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004; BILATI et al., 2005; YI et al., 2007; YANG,;
WIEDERHOLD; WILLIAMS, 2008; MULLER; GOHLA; KECK, 2011; GAO et al.,
2012). As vantagens estdo relacionadas principalmente ao tamanho reduzido das
particulas, o que proporciona maior area superficial em relacdo ao volume, podendo
acarretar no aumento da solubilidade e da dissolugdo de moléculas insolUveis ou
pouco sollveis, e com isso um aumento da biodisponibilidade do farmaco
(MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE, 2008).

Na literatura existem relatos de inUmeros farmacos que ja foram incorporados
em diferentes sistemas nanoestruturados como alternativa as formas farmacéuticas
convencionais. Dentre as diversas classes que usam essa inovacao tecnoldgica
estdo: anticoagulantes, anti-hipertensivos, antidepressivos, antitumorais, antibioticos,
anti-inflamatérios, corticosteroides e antifungicos (AHLIN et al., 2002; PANDEY et al.,
2005; CAFAGGI et al., 2007; MATSUO et al., 2009; MARGULIS-GOSHEN et al.,
2010; PALIWAL et al., 2012; KASSAMALI et al. , 2013; HAQUE et al., 2014).

Os carreadores nanoestruturados podem ser sintetizados a partir de
diferentes matérias primas, bem como podem apresentar arranjos estruturais
variados, dependendo da sua composicdo quali- quantitativa. Dentre os sistemas
mais estudados € possivel destacar: lipossomas, nanoemulsdes, micelas,
nanoparticulas  poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas), nanoparticulas
magnéticas, nanoparticulas lipidicas sdélidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados (SCHAFFAZICK et al.,, 2003). Sendo assim, frente a uma
aplicagdo farmacéutica, a sele¢do do sistema a ser utilizado no carreamento de
farmacos, bem como sua composicdo, esta relacionada a acdo desejada e a
compatibilidade fisico-quimica com o farmaco em questdo. A seguir, 0 estudo sera
focado na classe das nanoparticulas poliméricas (NP’s), um dos dispositivos

nanometricos mais explorados.
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1.6.1 Nanoparticulas poliméricas

As NP’s sdo sistemas coloidais, de tamanho submicrométrico, compostas
essencialmente por polimeros naturais ou sintéticos. Estas particulas devem possuir
tamanho menor do que 1000 nm, sendo que a maioria varia entre 100-500 nm
(QUINTANAR-GUERRERO et al.,, 1998a). De acordo com a composi¢cao quali-
quantitativa e organizacdo a nivel molecular as nanoparticulas poliméricas
diferenciam-se em: a) Nanocapsulas: sdo do tipo reservatorio, constituidas por um
nucleo liquido, podendo ser oleoso ou aquoso, envolto por uma parede polimérica. A
molécula incorporada pode estar dissolvida ou dispersa no nucleo e/ou adsorvida a
parede polimérica (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; RAO; GECKELER, 2011). b)
Nanoesferas: sdo sistemas matriciais, compostas por uma matriz sélida de polimero,
onde a substancia carreada encontra-se molecularmente dispersa ou adsorvida na
matriz polimérica (RAO; GECKELER, 2011).

O diametro médio da particula € uma das propriedades mais importantes
deste tipo de sistema, o qual pode ser modificado controlando parametros
envolvidos no método de preparacdo tais como: temperatura, velocidade de
evaporacdo do solvente, volume das fases, tipo e concentragdo do tensoativo e
velocidade de homogeneizacdo, em se tratando de métodos de emulsificacdo (RAO;
GECKELER, 2011). O diametro reduzido das NP’s confere inUmeras vantagens
farmacocinéticas em comparacdo a outros sistemas que apresentam dimensdes
maiores, como a maior capacidade de transpor barreiras biolégicas, uma vez que as
fenestragbes presentes nas barreiras endoteliais sdo da ordem de nanbGmetros,
proporcionando maior interagdo com os componentes biologicos (MAINARDES
et al., 2007; JAIN; ALEXIS et al., 2008; KUMAR; YADAV; KUMAR, 2010). Ainda, é
possivel controlar a liberacdo dos farmacos, had a possibilidade de vetorizar
substancias ativas a sitios de acdo especificos e apresentam maior estabilidade
comparada a outros sistemas. Além disso, estes sistemas devem ser
biocompativeis, podendo ou ndo ter a propriedade de biodegradabilidade
(GUINEBRETIERE et al., 2002; LEITE et al., 2007; OURIQUE et al., 2008).

Os polimeros empregados nas formulacbes de NP’s podem ser de origem
sintética ou natural. Com relagdo aos polimeros naturais (gelatina, albumina e
guitosana), seu emprego em estudos de nanotecnologia farmacéutica € reduzido em

relacdo aos polimeros sintéticos, devido a limitagdo de manipulacdo de suas
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propriedades fisico-quimicas. A vantagem dos polimeros sintéticos esta relacionada
a versatilidade quanto a manipulacdo de sua organizacdo monomeérica, 0 que resulta
em propriedades como degradabilidade e compatibilidade em meio bioldgico, além
de apresentarem elevada pureza em comparacdo aos polimeros naturais
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Dentre os polimeros sintéticos
amplamente empregados (acido poli (lactico)- PLA, acido poli (lactico-co-glicélico)-
PLGA), a poli (e-caprolactona) (PCL) € um polimero bastante adequado para a
preparacdo de NP’s em funcio da sua elevada permeabilidade e por ndo apresentar
toxicidade (MURTHY; WILSON; SY, 2012). A PCL é soluvel em solventes organicos,
pode formar misturas misciveis com varios polimeros, tem baixo ponto de fuséo
(59-64 °C) e carga negativa, devido aos grupamentos ésteres presentes em sua
estrutura. Também, sofre degradacao hidrolitica, possuindo degradacao lenta, o que
se torna uma vantagem para farmacos que necessitam de liberacdo lenta (SINHA
et al., 2004).

Recentemente, a PCL vem sendo utilizada no desenvolvimento de NP’s com
produtos de origem natural, mas os estudos ainda sdo bastante restritos.
Nanoparticulas utilizando PCL e extrato de Uncaria tomentosa, em diferentes
solventes organicos, apresentaram Otimos resultados relacionados com as
caracteristicas fisico-quimicas de NP’s (RIBEIRO et al., 2013). A PCL foi utilizada
para o desenvolvimento de nanoparticulas contendo cha branco, apresentando
manutenc¢do da capacidade antioxidante do cha e uma boa capacidade de liberacéo
de polifenéis em meio gastrico simulado (SANNA et al.,, 2015). O resveratrol
conjugado com PCL e PEG foi capaz de melhorar a questdo da baixa solubilidade e
sua estabilidade em plasma de ratos (NG et al., 2015).

1.6.2 Métodos de obtencédo: emulsificacdo/ evaporacao do solvente

A possivel modulagdo das variaveis envolvidas na obtencdo de NP’s pode
conferir-lnes propriedades que atendam a finalidade de sua aplicagcdo. Neste
sentido, numerosas técnicas de preparacdo de NP’s estdo disponiveis (Figura 13), e
baseiam-se na dispersdo de polimeros pré-formados ou na polimerizagdo a partir de
mondmeros de polimeros (RAO; GECKELER, 2011).
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Figura 13 — Representagao das técnicas de preparagao de NP’s
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Fonte: Adaptado de Rao e Geckeler, (2011).

Dentre os diferentes métodos descritos na literatura para a preparacdo de
nanoparticula poliméricas, neste trabalho foi empregado o método de emulsificacéo/
evaporacao de solvente (MORA-HUERTAS et al., 2012). Método esse que, além de
ser bastante utilizado na formacdo de nanoparticulas biodegradaveis, apresenta
uma boa reprodutibilidade (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997). De fato, esse
método inclui a utilizacdo de polimero pré-formado que proporciona além de menor
toxicidade, um maior controle das particulas formadas em relacdo aos métodos de
polimerizacdo in situ. Outra vantagem dessa técnica € a possibilidade de
desenvolvimento de estruturas que carregam ativos hidrofilicos ou hidrofébicos,
devido a possibilidade de formacdo de emulsGes duplas agua-em-Gleo-em-agua
(A/O/A) ou simples o6leo-em-agua (O/A), respectivamente (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010). No entanto, como limitacdo apresenta impossibilidade de
ser utilizado em farmacos ndo sollveis em solventes parcialmente misciveis em
agua, além de agregacdo de polimero quando utilizado em alta concentracédo
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998Db).

A técnica de emulsificacdo/ evaporacdo de solvente consiste na formagéo de
uma emulsdo simples A/O; a partir de uma fase aquosa contendo o ativo e
tensoativo de alto EHL (Tween 80), é vertida em uma fase contendo um solvente
parcialmente miscivel com a agua (chamada de fase organica- FO, que pode ter

como solvente o acetato de etila), contendo polimero e um tensoativo de baixo EHL
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(Span 80). A essa emulsdo primaria, é adicionada outra fase aquosa (FA2) contendo
agua e tensoativo de alto EHL, formando uma emulsdo multipla A/O/A, que é levada
a um homogeneizador de alta rotacdo com o intuito de reduzir o tamanho das
particulas formadas. A emulsdo multipla é levada ao rotavapor para remocdo do
excesso de agua e solvente organico (Figura 14). A técnica de emulsdo mdltipla é

ideal para farmacos com caracteristicas hidrossolaveis.

Figura 14 —Esquema de formacdo de emulsdo multipla para o método
emulsificacao/ evaporacao solvente
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Esquema de formacao de emulsdo multipla para o método emulsificacdo/ evaporacao solvente. FA1:
Fase aquosa 1; FA2: Fase aquosa 2; FO1: Fase o6rganica 1.
Fonte: Adaptado de Schaffazick et al. (2003).

1.6.3 Caracterizacao de sistemas nanoestruturados poliméricos

Os sistemas nanoestruturados poliméricos sdo sistemas de complexa
caracterizacdo fisico-quimica, em funcdo do aspecto coloidal das suspensfes
(SOPPIMATH et al., 2001). A caracterizacdo fisico-quimica dessas nanoparticulas
usualmente é realizada em termos de: analise de morfologia, tamanho e indice de
polidispersao (IPD), potencial zeta (C), pH, teor total, eficiéncia de encapsulamento
(EE%), interagdo farmaco e outros componentes e estabilidade da formulagdo ao
longo do tempo de armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003; KHAYATA et al.,
2012).

A andlise da morfologia de sistemas nanoestruturados pode ser realizada por

microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia eletrbnica de transmissao
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(MET) e microscopia de for¢a atbmica (MFA), que permitem ndo sé a analise da
forma, mas também a medida das dimensbes de nanoparticulas (DOMINGO;
SAURINA, 2012).

O didametro médio das particulas, bem como sua polidispersidade pode ser
determinado por diversas técnicas entre elas: espalhamento dindmico de luz
(Dinamic Light Scattering— DLS), analise de nanoparticulas por rastreamento
(Nanopatrticle tracking analysis— NTA) e andlise por difracdo laser (Laser Diffraction
Particle Size Analyzer). A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) € a mais
utiizada para determinar tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas
nanométricas, sendo a mais disseminada no meio cientifico e a que foi utilizada
nesse trabalho. Trata-se de uma técnica onde € fornecida a média da intensidade de
espalhamento de luz das particulas que estdo em movimento browniano em um
sistema de suspenséo coloidal (GOLDBURG, 1999).

Potencial Zeta (C) reflete a carga de superficie das NP’s e pode ser
influenciado pela presenca dos grupos funcionais dos polimeros e por alteracdes na
interface. O potencial zeta € usado como indicativo de estabilidade, visto que valores
elevados (em modulo) predizem uma repulséo entre as particulas, reduzindo assim
a presenca de fenbmenos de agregacédo. A técnica mais utilizada para determinar a
carga de superficie de NPs é a mobilidade eletroforética (SCHAFFAZICK et al.,
2003; KIRBY; HASSELBRINK, 2004).

O pH é dependente dos componentes da formulacédo e do farmaco presente.
A avaliacdo do pH é importante pois pode-se monitorar a estabilidade do sistema em
relacdo ao tempo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Degradacédo do polimero e/ou do
farmaco podem ser visualizadas através da variacao de pH (CALVO et al., 2011).

A eficiéncia de encapsulamento representa a divisdo da fracdo de farmaco
encapsulado sobre a fracdo de farmaco total adicionado ao sistema, multiplicado por
100 (MENDES et al., 2013). A dificuldade de se obter o valor resulta na separacao
da fragdo de farmaco livre da fracdo associada. A separacdo das duas fracbes é
realizada na maioria dos casos por ultracentrifugacdo (TIYABOONCHAI,
LIMPEANCHOB, 2007; KHAYATA et al, 2012), podendo ser também por
ultrafiltracao/centrifugacédo (LIU et al., 2008) e por agitacdo mecanica (ESSA;
RABANEL; HILDGEN, 2011; SILVA et al., 2011).
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1.6.4 Nanoparticulas e a utilizacdo de extratos de plantas medicinais

Novos sistemas de administracdo de farmacos podem auxiliar a superar 0s
problemas associados a utilizacdo de plantas medicinais, ja que antes de chegar a
circulacdo sanguinea, alguns constituintes das plantas com acédo farmacologica
podem ser inativados pelo pH acido do estdmago e outros podem ser metabolizados
pelo figado (FERRIZ; VINOVA, 2010; SARAF et al., 2015; GOPI et al., 2016). A
guantidade resultante desses compostos ndo consegue atingir a corrente sanguinea
de forma efetiva e, consequentemente, demonstrar pouco/nenhum efeito terapéutico
(CONTE et al., 2016).

Dentre os novos sistemas de administracdo encontram-se as nanoparticulas
poliméricas que previnem o metabolismo de primeira passagem e aumentam o
tempo de permanéncia na circulagéo devido ao seu tamanho reduzido (BONIFACIO
et al.,, 2014). Ainda, outros fatores motivaram estudos com nanocarreadores
contendo plantas medicinais, como o fato de que as fracbes de extratos utilizam
solventes organicos, o que pode vir a ser inadequado para o uso humano, além da
baixa adesdo do paciente ao tratamento com as fitoformulacdes disponiveis e dos
efeitos colaterais associados a medicamentos industrializados (BONIFACIO et al.,
2014). Além disso, evidéncias mostram que muitas substancias terapéuticas atuais
tém acdo de suprimir apenas 0s sintomas e acaba por ignorar 0S Processos
subjacentes da doenca. Em contraste, muitos produtos naturais parecem abordar as
muitas causas das doencas, produzindo resultados clinicos superiores. Atualmente,
a comunidade cientifica tem se dedicado ao estudo de desenvolvimento de sistemas
nanomeétricos utilizando extratos naturais principalmente em duas vias: além das
NP’s, a “green syntesis”- quimica verde (MITTAL et al., 2014).

Nos ultimos anos, varias plantas medicinais e metabodlitos secundarios tém
sido estudados com o intuito de desenvolver diferentes tipos de nanoparticulas
(principalmente nanoparticulas poliméricas, lipossomas e micelas) com as mais
diversas acgbes farmacologicas. A acdo antitumoral € uma das mais visadas,
justamente pelo fato de que muitos medicamentos anticarcinogénicos tiveram como
precursores um produto de origem natural, além da possibilidade de reducédo dos
conhecidos efeitos toxicos (ANSARI; ISLAM; SAMEEM, 2012; BAKER et al., 2013).

S. cumini tem sido bastante utilizado no desenvolvimento de nanoparticulas

metalicas, por apresentar uma alta atividade contra radicais livres, por potencializar
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a capacidade antioxidante da formulacdo, além de demonstrar suas demais acdes
farmacolégicas nessa forma nanoparticulada (KUMAR; YADAV; KUMAR, 2010;
KUMAR; YADAYV, 2012; PRASAD et al., 2012; MITTAL et al., 2014).

Em relagcdo ao desenvolvimento de NP’S, recentemente foi publicado um
estudo onde foi verificado o efeito do extrato etandlico de sementes de S. cumini
incorporado em nanoparticulas de PLGA, em modelo de hiperglicemia induzida por
arsénio. Testes realizados in vitro, utilizando células L6, e in vivo, utilizando ratos,
demonstraram que essas nanoparticulas poliméricas proporcionaram um melhor
potencial de acdo em parametros relacionados a hiperglicemia e estresse oxidativo,
do que apenas a utilizagdo do extrato bruto (SAMADDER et al., 2012).

A caracterizagdo do extrato aquoso de S. cumini apresenta uma grande
guantidade de compostos fendlicos e flavonoides, que requerem a formulagéo de um
produto capaz de manter a integridade estrutural, até o consumo ou a administracéo,
mascarar o sabor, aumentar biodisponibilidade e vetorizar para um alvo fisiol6gico
(BITENCOURT et al., 2015). Nesse contexto, o encapsulamento do extrato torna-se

uma alternativa vantajosa para alcancar esses objetivos.

1.6.5 Nanotoxicologia e modelos experimentais de toxicologia

A toxicidade das nanoparticulas € um ponto bastante relevante na pesquisa
cientifica. Devido ao tamanho nanométrico destas estruturas, pode ocorrer uma
difusdo facilitada entre os tecidos e células, sendo capaz de provocar um efeito
toxico bastante acentuado, podendo levar a morte. Inclusive, as caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas podem facilitar ndo somente a entrada, mas
também seu acimulo nos organismos vivos (PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM,
2010).

De modo geral, a biocompatibilidade, biodegradabilidade e toxicidade de
novos nanomateriais devem ser evidenciadas. Devido ao pouco conhecimento sobre
a nanotoxicologia e os efeitos da utilizacdo de produtos de natureza
nanotecnoldgica, a criagdo de leis especificas para ordenar a producao, distribuicéo
e descarte de produtos que contenham esses materiais tem sido um desafio. Por
esse motivo, é possivel observar que pesquisadores tém usado como material de

apoio o guia da OECD (2001), quando o objetivo do estudo é testar a toxicidade de
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nanoparticulas poliméricas com extrato vegetal (SONAJE et al., 2007; SILVA, 2011,
BULCAO et al., 2012; ZHANG et al., 2014).

Considerando a tendéncia atual de substituicdo dos testes toxicolégicos em
animais de laboratério, 0 modelo de Artemia salina tem sido bastante utilizado como
um bioensaio de laboratorio para desenvolver ensaios de toxicidade padrao (ATES
et al., 2013a; ATES et al., 2013b). A. salina é a larva do camaréo de agua salgada,
invertebrado da fauna dos ecossitemas aquaticos, que se reproduz com facilidade e
rapidez, sendo que seus ovos, quando secos, podem ser conservados durante anos.
O ensaio de toxicidade é rapido, de baixo custo, ndo requer equipamentos especiais
e utiliza quantidades de amostras relativamente pequenas (MEYER et al., 1982).

O nivel de toxicidade é dado através da estimativa da concentracdo letal
meédia (CLsp), ou seja, a concentracdo capaz de causar a morte de metade das
larvas de A. salina envolvidas no ensaio. Valores de CLsy superiores a 1000 pg/mL
para extratos de plantas sdo considerados ndo toxicos. Resultados desse teste
demonstraram ser bem correlacionados com a atividade citotoxica contra alguns
tipos de tumores solidos humanos, podendo ser utilizados como uma ferramenta
para a pesquisa pré-screening de candidatos a novos farmacos (KPOVIESSI et al.,
2012; SANTOS et al., 2010). Além disso, estudos jA demonstraram uma boa
correlacéo entre a CLso obtida no teste A. salina e DLsg em camundongos (toxicidade
aguda, via oral) (LOGARTO et al., 2011). Apesar de todas as vantagens descritas,
ainda tem sido pouco utilizado como teste toxicolégico para sistemas
nanoparticulados.

Além desse, existem diversos testes utilizando modelos alternativos aos
animais, como teste de hemolise, fragilidade osmatica e cultura celular (TAI et al.,
2011; PAULA et al., 2012; GHOSHA; CHAKRABORTYB; MUKHERJEEA, 2013;
SIGWARD et al., 2013; THASNEEM et al., 2013). No entanto modelos de toxicidade
in vivo ainda sao bastante empregados, uma vez que consideram o metabolismo do
organismo como um todo. Existem dois principais protocolos a serem utilizados, a
toxicidade aguda e a de doses repetidas (crénica), de acordo com OECD 2001 e
Resolucdo N° 90 de 2004 (Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade
pré-clinica de fitoterapicos) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2004).

No teste de toxicidade aguda, OECD 423, os animais (n=6 por grupo)

recebem uma Unica dose da substancia a ser testada (mesma via proposta para o
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uso do produto), em concentra¢cdes diferentes, apos um periodo de 12 h de jejum.
Sao avaliados parametros como mudanca no peso, mortalidade, mudangas no
padrdo de comportamento como agressividade, recusa de alimentos ou agua,
diarreia, salivacédo, secrecdo dos olhos e ouvidos, respiracao ruidosa, alteracdes na
atividade locomotora, piloerecdo, tremores, convulsdes, coma, lesdo, dor ou
qualquer sinal da doenca/desconforto em cada grupo, na primeira hora apés a
administracao, perfazendo um total de 14 dias (MALATHI; GOMAZ, 2008; ROSIDAH
et al., 2009). ApGs esse periodo, os animais sdo eutanasiados e sao realizadas
determinagdes que possam dar indicativos sobre a toxicidade como: analises
bioguimicas em soro (alanina aminotransferase (AST), aspartato aminotransferase
(ALT), proteina, glicose, colesterol total, triglicerideos, ureia e creatinina),
hemograma completo, peso relativo de tecidos e avaliacdo de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) em tecidos mais susceptiveis a toxicidade, como
cérebro, baco, rins e figado (MALATHI; GOMAZ, 2008; ROSIDAH et al., 2009).

Ja no teste de toxicidade crénica, OECD407, s&o observados e realizados os
mesmos testes descritos acima, no entanto, os animais recebem doses repetidas,
durante 28 dias, de diferentes concentracbes dos compostos em estudo, além de
realizar o teste em pelo menos duas espécies diferentes como roedores (n=10) e
nao roedores (n=3).

Considerando o fato de que a incidéncia e prevaléncia do DM estéao
alcancando proporcdes epidémicas, inclusive no Brasil e que o desenvolvimento e a
progressdo de complicagbes do DM, além de estarem acometendo um nimero cada
vez maior de pacientes, podem estar relacionados com disfuncfes inflamatérias e
estresse oxidativo, se faz necessario a busca por inovacdes tecnoldgicas que
possam otimizar acGes farmacoldgicas de plantas medicinais de uso popular, como
o S. cumini em diferentes modelos experimentais que possam contribuir para o
conhecimento de suas propriedades bioquimicas, farmacologicas e toxicoldgicas.
Sendo assim, esse estudo reveste-se de mérito, além de fundamentar as bases de

inovacgao.



81

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar uma formulacdo de nanoparticulas poliméricas

contendo extrato aquoso da semente de S. cumini, bem como verificar parametros

bioquimicos relacionados a toxicidade e demais efeitos sobre complicagbes do DM

in vitro e in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Em extrato aquoso de sementes de S. cumini (ASc) e em nanoparticulas

poliméricas contendo o extrato (NPASc)

a)

b)

Realizar a caracterizacdo fitoquimica do ASc, através de andlise por
CLAE-DAD;

Desenvolver NPASc e realizar sua caracterizacdo fitoquimica e fisico-
quimica;

Avaliar a capacidade antioxidante através da avaliacdo do poder redutor
pelo método de ferro (FRAP) e scavenging de DPPH, in vitro;

Verificar a propriedade antioxidante/antiaterogénica frente a particulas de
LDL oxidadas por AAPH, in vitro;

Determinar a atividade antifangica através da determinacdo da

Concentracgdo inibitéria minima (CIM) frente a espécies de Candida spp.

2.2.2 Estimar a toxicidade de ASc, NPb e NPASc

a)
b)

Avaliar a letalidade pelo teste de A. salina;

Verificar parametros de toxicidade gerais como consumo de agua e
comida, ganho de peso, peso relativo dos 6rgéos (rim, figado, baco) e
alteracdes de comportamento em modelo de toxicidade aguda em ratos;
Avaliar marcadores séricos bioquimicos da funcdo hepética (enzimas
transaminases), renal (ureia e creatinina) e proteinas totais, assim como o
perfil glicidico e lipidico (niveis de colesterol total e triglicerideos) em

modelo de toxicidade aguda em ratos;
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d) Realizar perfil hematolégico completo em modelo de toxicidade aguda em
ratos;

e) Quantificar niveis de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) em
tecidos hepatico, renal, cortex cerebral e baco em modelo de toxicidade

aguda em ratos.

2.2.3 Em modelo animal de DM seguido de infec¢cao por C. albicans e tratados

com ASc e NPASc, avaliar

2.2.3.1 Em soro e urina

a) Atividade das enzimas 5'NT, NTPDase, ADA, DPP-IV, niveis de NO e
AOPP, lipoperoxidacado, citocinas, perfil glicidico (niveis de glicose,
frutosamina e insulina), perfil lipidico (colesterol total e trigliceridos),
proteinas totais e creatinina em soro;

b) Niveis de glicose, proteinas totais em urina e atividade da enzima NAG na

urina.

2.2.3.2 Em células

a) Atividade das enzimas 5'NT, NTPDases, ADA e niveis de NO em
plaquetas;
b) Atividade das enzimas ADA, DPP-IV e AChE em linfécitos.

2.2.3.3 Em tecidos

a) Atividade da enzima ADA, lipoperoxidacdo e niveis de NO e AOPP em
tecidos hepatico, renal e pancreatico;

b) Quantificacdo de unidades formadoras de colénias (UFC) em tecido renal
e hepatico;

c) Atividade da enzima NAG em tecido renal.
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Syzygium cumini seeds were used for the preparation of an agqueous extract (ASc) and of polymeric
nanoparticles containing ASc (NPASc) with the aim to evaluate and compare their in vitro efficacy against
the complications of Diabetes mellitus (DM) and the in vivo toxicity. NPASc were produced by the emul-
sification/evaporation solvent technigue, employing poly-e-caprolactone, a biocompatible polymer. The
antioxidant activity of both ASc and NPASc was evaluated by the scavenging of DPPH radicals and by the
ferric reducing antioxidant power assay (FRAP). The in vitro efficacy of both formulations against oxidized
LDL particles (ox-LDL) and fungal species was also assessed.

NPASc presented properties compatible with nanometric systems, and chromatogram analysis demon-
strated that the composition of 5. cumini was not affected. The antioxidant properties of the extract were
also maintained in the new formulation. Indeed, both formulations showed high protection against ox-
LDL. The antifungal activity of NPASc against Candida guilliermondii and Candida haemulonii was superior
to that observed for the ASc. Noacute toxicity was observed in the Artemia salina lethality assay and in rats.
These findings highlight the possibility of expanding the use of 5. cumini to ameliorate the chronic com-
plications of DM. The lack of toxicity of the nanoparticles indicates that NPASc might be a safe candidate
for drug delivery systems.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a heterogeneous group of metabolic
disorders mainly characterized by hyperglycemia which affects
over 10% of the world population, representing a fast growing
medical problem (ADA, 2013; SBD, 2015). Several studies have
demonstrated that diabetes-induced oxidized low-density lipopro-
tein (ox-LDL) or its products can affect several components of

* Corresponding author at: Department of Clinical and Toxicological Analysis,
Health Science Center, Federal University of Santa Maria (UFSM), Roraima Avenue
1000, 97105-000 Santa Maria, RS, Brazil.

E-matl address: beatriz. morettod@yahoo.com.br (M_B. Moretto).

hitp: i dx.doi.org 10.1016j.indcrop.2016.01.007
092 5-6E00/ o 2016 Elsevier BV, All rights reserved,

the atherogenic process, including lesion initiation and thrombosis
(Younis et al,, 2009; Jin et al,, 2011). Moreover, diabetes-mediated
changes in immune status may render patients more prone to
infections such as those caused by fungi (Delamaire et al., 1997;
Sun et al, 2012; Fraga-Silva et al., 2015). The most commonly
fungal pathogens found in diabetic patients are Candida spp., Cryp-
tococcus spp., Aspergillus fumigatus and Rhizopus oryzae (Kauffman
et al, 2011). DM requires continuing medical care, ongoing patient
self-management and support to help patients optimize metabolic
control, prevent and manage complications in order to improve
and maximize their quality of life. There are several drugs of plant
origin containing substantial amounts of antioxidant substances
such as flavonoids with fewer side effects, and that can be useful
for the management of DM (Ayyanar et al., 2012). Therefore, it is
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necessary to develop a traditionally adapted, but more advanced,
complementary and alternative drug formulation to treat the sev-
eral symptoms of DM and its complications.

The use of nanotechnology for medical therapy has dramatically
increased over the past few decades, especially because this tech-
nology has the potential to improve treatment strategies against
many important diseases (Pautler and Brenner, 2010). However,
the use of plant extracts is much less reported due to the complex-
ity of this type of biological matrix (Ribeiro et al., 2015). Among
the nanostructured systems, polymeric nanoparticles are one of
the most promising nanocarriers being developed. Manufactured
with a mean diameter in the range of 10-1000nm, polymeric
nanoparticles are mainly composed of synthetic biodegradable
polymers such as the poly-e-caprolactone (PCL). Indeed, studies
have reported PCL as the polymeric matrix of choice because of
its low cost, biocompatibility and US Food and Drug Administra-
tion approval (Rao and Geckeler, 2011; Woodruff and Hutmacher,
2010).

Nanodosage forms can provide a number of advantages for
herbal drugs, including enhancement of solubility and bioavail-
ability, reduction of toxicity, increase of therapeutic index,
improvement of stability, controlled delivery and protection from
physical and chemical degradation. At the same time, the toxicity
of nanoparticles is a very important point in scientific research due
to the nanometer size of these structures that can provide facil-
itated diffusion between tissues and promote their accumulation
(Fadeel and Garcia-Bennett, 2010). Monetheless, a limited number
of studies have been conducted on this issue.

Herbal drugs have gained popularity both in developing and
developed countries because of their natural origin and lesser side
effects. Syzygium cumini (L.) Skeels is an evergreen tropical tree of
the Myrtaceae family. All parts of the plant have been widely used
as an alternative medicine in various diseases. Seeds in particu-
lar are an important source of phenolic and flavonoid compounds,
therefore possessing a promising role in regulating DM (Ayyanar
etal., 2012). In fact, recent studies from our group have shown that
the extract obtained from different parts of S. cumini demonstrated
beneficial effects against DM in vitro and in vivo (De Bona et al,
2010, 2011, 2014; Bitencourt et al., 2015).

Considering the potentialities of nanoparticles and the paucity
of data on the use of 5. cumini against the chronic complications of
DM, this study was aimed to develop PCL nanoparticles containing
an aqueous seed extract of S. cumini (ASc) and to evaluate their
antioxidant and antifungal activities in vitro and toxicity in vivo.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Ethyl acetate, methanol, acetonitrile and acetic, gallic, chlore-
genic, caffeic and ellagic acids were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Polysorbate 80 (Tween 80"), PCL, Sor-
bitan monooleate (Span 80%), 2,2'-azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH). 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
thiobarbituric acid, catechin, epicatechin, quercetin, isoquercitrin,
quercitrin, kaempferol and rutin reference standards were acquired
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other chemicals
were of analytical grade and were obtained from standard com-
mercial suppliers.

2.2, Plant material and extract preparation

S. cumini seeds were collected at Santa Maria, Rio Grande do Sul,
southern Brazil (29°43'22"S and 53°43'47"W). They were identified
by the Laboratory of Botanic and Pharmacognosy of the Federal

University of Santa Maria (UFSM) and a voucher specimen (SMDB
14.001) was deposited in the herbarium of the Institution. Eighty
zrams of the seed powder were extracted with 400 mL of distilled
water for 1h under reflux (Prince et al., 1998). The yield of the
extract was 6.2% wjw.

2.3, HPLC-DAD phytochemical analysis

Reverse phase chromatography analyses were carried out
under gradient conditions using a Cig column (4.6 mm = 150 mm,
5pum). The mobile phase was composed of water containing 2%
acetic acid (A) and acetonitrile (B), and the composition gradient
was: 13% of B until 10min and changed to obtain 20%, 40%, 50%,
60%, 70% and 100% B at 20, 30, 40, 50, 60 and 80 min, respectively.
The ASc was analyzed at 10 mg/mL concentration. The presence of
11 antioxidant compounds was investigated, namely gallic, chloro-
genic, caffeic and ellagic acids and 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 commercial stan-
dards. The flow rate was 0.7 mL/min, the injection volume 50 L
and the wavelength was 254nm for gallic acid, 280 nm for cate-
chin and epicatechin, 327 nm for chlorogenic, ellagic and caffeic
acids and 365nm for rutin, isoquercitrin, quercitrin, kaempferol
and quercetin. The samples and mobile phases were filtered
through 0.45 wm membrane filter (Millipore) and then degassed
by ultrasonic bath prior to use. The chromatography peaks were
confirmed by comparing their retention time with those of ref-
erence standards and by DAD spectra (200-500 nm). Calibration
curves for each substance were: gallic acid, ¥-13973x+1095.6
(r=09993); catechin, Y=-11840x+11782 (r-09998); epi-
catechin, Y-12542x+1412.7 (r-0.9991); chlorogenic acid,
Y=11864x+1252.8 (r=0.9994); caffeic acid, Y=13178x+1267.2
(r=0.9999); ellagic acid, Y=12681x+1164.9 (r-0.9998); rutin,
¥Y=13077x+1265.4 (r-0.9992); isoquercitrin, ¥=-11927x+1306.2
(r=0.9996); quercitrin, Y=13470x+1293.7 (r=-0.9994) and
quercetin, Y=-12693x+1176.0 (r-0.9997). All chromatographic
operations were carried out at ambient temperature and in tripli-
cate. 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. LOD and
LOQ were calculated as 3.3 and 10a/S, respectively, where o is
the standard deviation of the response and § is the slope of the
calibration curve.

2.4. Preparation of the nanoparticle suspension containing ASc
(NPASC)

Manoparticles were prepared by the emulsification/evaporation
solvent method described by Quintanar-Guerrero et al. (1998),
with modifications. Briefly, 10mg of ASc were dissolved in an
aqueous phase containing 1% polysorbate 80. An organic phase
(ethyl acetate) containing 1% PCL and 1% sorbitan monooleate was
also prepared. Both phases remained under moderate stirring at
40°C. After 60min, the aqueous phase was added in the organic
phase, forming the primary emulsion. This emulsion was kept
under strong magnetic stirring during 20min and then a second
aqueous phase containing 2% polysorbate 80 was added in the pri-
mary emulsion. After 20min, the emulsion was transferred to a
high shear mixer (Marconi, MA-102/PLUS) and stirred at 6000 rpm
during 10 min. Then, ethyl acetate was eliminated and water was
concentrated by evaporation under reduced pressure to achieve
10 mL final volume. For comparison purposes, blank nanoparticles
(NPb) were prepared.
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2.5. Characterization of nanoparticle suspensions

2.5.1. Particle size analysis, polydispersity index, pH and zeta
potential

The mean droplet size and polydispersity index (PDI) (n=3)
were measured at 25°C by photon correlation spectroscopy (Zeta-
sizer Manoseries, Malvern Instruments, UK) after diluting the
samples in ultrapure water (1:500). Zeta potential analyses (ZF)
were performed using the same instrument after the samples were
diluted in 10 mM NacCl (1:500).

The pH values of nanoparticles were determined by directly
immersing the electrode of a calibrate potentiometer in the formu-
lations. Measures were performed at room temperature (25 +2°C)
in triplicate.

2.5.2. HPLC-DAD phenolic content analysis and encapsulation
efficiency

The total phenolic content present in NPASc (n-3) was deter-
mined by diluting an aliquot of the sample in 10 mL acetonitrile
followed by sonication for 10min. Samples were filtered through
a 45 pm membrane and injected into the HPLC system according
to the method described before. For the determination of encapsu-
lation efficiency, an aliquot of each sample was placed in a 10,000
MW centrifugal device (Amicon® Ultra, Millipore) and free phenolic
compounds were separated from the nanostructures by ultrafiltra-
tion at 2200 g for 10min. The difference between the total and the
free concentrations of compounds, determined in the nanostruc-
tures and in the ultrafiltrate, respectively, was calculated as the
encapsulation efficiency (EE%), according to the equation: EE- Total
content — Free content/Total content = 100.

2.6. Antioxidant activities

2.6.1. Free radical scavenging ability by the use of a stable DPPH
radical

DPPH free radical scavenging activity of the formulations was
performed as reported earlier (Joshi et al, 2011). ASc, NPb,
NPASc and gallic acid at the concentrations of 100, 250, 500 and
1000 pg/mL, respectively, were added to an ethanolic DPFH solu-
tion (6 mM). The mixture was incubated at room temperature for
30min before the change in absorbance at 518 nm was observed
and percent inhibition was calculated.

2.6.2. Ferric reducing antioxidant power (FRAF) assay

The FRAP assay was used to measure the total antioxidant power
of ASc, NPASc, NPb and gallic acid. The assay was based on a
published procedure (Benzie and Strain, 1996). The results were
presented as M Fe?* /L of compounds.

2.7. In vitro biological activities

2.7.1. LDL separation, preincubation and oxidation

LDL was isolated from fresh human serum (n-6) by the pre-
cipitation method described previously (Ahotupa et al., 1998).
Protein concentration in LDL solution was determined according to
Peterson (1977). LDL isolated samples (1 mg of protein/mL) were
incubated with or without ASc, NPASc, NPb and gallic acid (100,
250, 500 and 1000 pg/mL) at 37 °C for 30 min. At the end of incuba-
tion samples were oxidized in the presence of 20 WM AAPH for 4 h at
37 °Ctoproduce ox-LDL. The oxidation was estimated by measuring
the production of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
(Okawa et al., 1979). The results were expressed in nmol of malon-
dialdehyde (MDA)/mg of protein. This study was approved by the
Ethic Committee of UFSM (number 0049.0.243.000-08).

2.7.2. 2 Invitro antifungal activity

Antifungal activity of ASc, NPASc, NPb and gallic acid was eval-
vated against Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida guilliermondii, Candida haemulonii, Candida tropicalis, Cryp-
tococcus sp., Aspergillus fumigatus and Rhizopus sp. Fungi were
grown at 35°C for 48 h on Sabouraud dextrose agar. Inoculum sus-
pensions were prepared using sterile and, after mixing in a vortex,
a cell density of a 0.5 McFarland scale was adjusted spectrophoto-
metrically (4 =530nm). The broth microdilution assay was carried
out following the M27-A3 (CLSI, 2007) and M38-A2 (CLSI, 2008)
standard protocols for yeast and filamentous fungi, respectively.
Candida parapsilosis (ATCC 22019) and Candida kruise (ATCC6258)
were used as quality control organisms. The minimum inhibitory
concentration (MIC) was defined as the lowest concentration at
which no wvisual growth was observed compared to the positive
control wells (cells under optimal growth conditions) after 48 h of
incubation at 37 °C. The assays were carried out in duplicate in two
different days.

2.8. In vivo preliminary toxicity assays

2.8.1. Artemia salina lethality test

Different concentrations of the compounds were evaluated for
toxicity using the Artemia salina test (Meyer, 1982). Briefly, dried
shrimp eggs were obtained in saline medium (35 g of sea salt, pH
8), under controlled conditions of aeration and lighting. After 24 h
of hatching, 10 larvae were transferred to 10mL vials containing
the ASc/NPASc/NPb dilutions or saline (control). Each concentration
was evaluated in duplicate.

2.8.2. Acute toxicity in rats

Male adult albino Wistar rats (150-200g) were randomly
divided into seven groups (n-6): a control group that received
water and six groups that were treated by gavage with a single
dose (10mg/mL/Kg body weight) of the concentrations of 100 or
500 mg/mL of ASc, NPASc or NPb (Zhang et al., 2014; with medifi-
cations). Tap water and a standard pellet diet were provided ad
libitum throughout the experiment, except for the short fasting
period where the drinking water was in free access but no food sup-
ply was provided 12 h prior to the treatment. General observations
as mortality, behavioral pattern changes such as aggressiveness,
food or water refusal, diarrhea, salivation, discharge from eyes and
ears, noisy breathing, changes in locomotor activity, piloerection,
tremors, convulsion, coma, injury, painor any signsofillness ineach
treated group were monitored continuously for 1h after dosing,
periodically during the first 24 h (with special attention given dur-
ing the first 4 h), and daily thereafter for a total of 14 days. Rats were
weighed on days 1, 7 and 14 after treatment and food and water
consumptions were measured daily. On the 15th day of experiment
the rats were anesthetized with isoflurane and euthanized.

The cerebral cortex, spleen, liver and kidney of all animals
were observed macroscopically in situ, based on the position, color,
shape, size and consistency of the organs. Body weight and weight
of the organs were measured and recorded. The relative organ
weight of each animal was then calculated according to the equa-
tion: Relative organ weight= Absolute organ weight/Body weight
of the rat on the day of euthanasia = 100%.

The animals were used according to the guidelines of the Com-
mittee on Care and Use of Experimental Animal Resources of UFSM,
Brazil (number 074/2014). All efforts were made to minimize the
number of animals used and their suffering.

Blood samples were collected by cardiac puncture into tubes
with EDTA for hematological analysis. White blood cells count
(WEC), red blood cells count {RBC), hemoglobin concentration (Hb),
hematocrit (Ht), red blood cell distribution width (RDW), mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH),
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Table 1
Physicochemical characteristics of the nanoparticle suspensions,
Average PDI Zeta potential pH
diameter (nm) (mV)
NFb 191 £6.21 0.205+0.02 —0.90 +0.69 65053
NPASC 196+B5 0.198+0,03 —-1511+181 47 +044

Data are mean+ 5.0, (n=2]. PDI. polydispersity index: NFb, blank nanoparticles;
MNPASc, nanoparticle suspension containing Syzyglum cumini aqueous seed extract.

mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and platelet
and differential leukocyte counts were analyzed. Hematological
analyses were performed using a fully automated hematological
analyzer (KX-21N, Sysmex, Japan).

Serum was collected and analyzed for the following biochemical
parameters: alanine aminotransferase (ALT), aspartate amino-
transferase (AST), protein, glucose, total cholesterol, triglycerides,
urea and creatinine. Measurements of biochemical parameters
were performed using commercial kits (Labtest, Minas Gerais,
Brazil).

Samples of cerebral cortex, spleen, liver and kidney tissues were
rapidly dissected, weighed and placed on ice. The tissues were
immediately homogenized in 10mM Tris-HCl, pH 7.4 (1/10w/v).
The homogenates were centrifuged at 4000 = g at 4°C for 10min
to yield a low-speed supernatant (S1) that was used for the deter-
mination of lipoperoxidation by a modification of the method of
Buege and Aust (1978). Calculations were made based on standard
curves and presented as nmol MDA/mg of protein.

2.9. Statistical analysis

The analyses were performed using Statistica for Windows, ver-
sion 6.0 (StatSoft Inc., OK, USA). Data were analyzed using one way
AMOVA followed by Duncan multiple range test and presented as
mean +standard error of mean (S.E.M.). A value of p<0.05 was
considered statistically significant for all analyses. In the A. salina
lethality test, the number of dead larvae was counted after 24 h and
used to calculate the 50% lethal concentration (LCsg) by trimmed
Spearman-Karber analysis.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of nanoparticle suspensions

Manoparticle systems have been considered promising carriers
of therapeutic drugs and the application of these particles as carri-
ers of natural compounds has been studied over the past few years.
The results of the physicochemical characterization of the double
emulsion/solvent evaporation method for the development of NPb
and NPASc are observed in Table 1. The nanoparticles showed aver-
age diameters lower than 200nm and PDI less than 0.2, which
indicates a narrow distribution. The zeta potential was negative,
a characteristic of nanoparticles prepared with polysorbate 80 and
PCL. Moreover, the presence of the phenolic compounds could have
contributed to the negative zeta potential, since NPASc was more
acid than NPb. Besides the characteristics compatible with colloidal
suspensions, NPASc presented homogeneous and milky appear-
ance.

The chromatographic profiles of ASc and NPASc showed that the
encapsulation did not alter the phenolic composition of the ASc
(Fig. 1). Moreover, the results of the EE showed that almost 100% of
the phenolic compounds were entrapped within the particle. The
development of aqueous plant extract-loaded nanoparticles pre-
senting high entrapment efficiencies for all the present compounds
could be considered a real challenge, particularly if hydrophilic
active principles are involved because water soluble substances

tend to partition in the aqueous phase and not in the polymeric par-
ticles (Ribeiroetal.,2013). As faraswe know, this is the first attempt
to prepare nanoparticles with an antihyperglycemic hydrophilic
extract of plant origin using the multiple emulsion approach.

3.2, Antioxidant activities

3.2.1. DPPH and FRAP

Besides the known hypoglycemic activity of extracts obtained
from different 5. cumini plant parts, several studies have drawn
attention to the high antioxidant activity of crude extracts, which
appears to be associated with the efficacy of this medicinal plant in
the treatment of diverse pathologies (Helmstadter, 2008; Ayyanar
et al., 2013). There are few reports where different fractions of 5
cumini have been used in the synthesis of silver, gold and poly-
D,L-lactide-co-glycolide nanoparticles (Kumar et al., 2010; Kumar
and Yadav, 2012; Samadder et al., 2012). However, to the authors’
knowledge, there are no data using ASc and nanoparticles with the
PCL polymer. The antioxidant activities of the ASc and of NPASc
were compared to the antioxidant activity of gallic acid, a compo-
nent found in higher concentration in the ASc and which was used
as positive control in the in vitro tests. It was found thatboth ASc and
NPASc have a high capacity to inhibit DPPH radicals (Fig. 2), even
at the lowest concentration studied (p<0.05). Statistical analyses
showed that both formulations have a similar reduction power in
the FRAP assay (Fig. 2). It is important to note that the entrapment
of the ASc in the nanoparticles did not affect its antioxidant scav-
enging activity, since both formulations showed similar results in
the DPPH and FRAF assays, which are methods commonly used to
investigate the antioxidant potential of plant extracts (Braca et al.,
2002; Srivastava and Chandra, 2013).

3.3, In vitro biological activities

3.3.1. ox-LDL

Chronic complications of DM may also be associated with the
formation of atherosclerotic plagues that involves cleavage of
polyunsaturated fatty acids within the LDL particle, which can
lead to cardiovascular compromise (Khan et al., 2014). This is
the first study on the action of nanoparticulate systems contain-
ing S. cumini against ox-LDL Our results demonstrate that both
ASc and NPASc protected LDL particles from the oxidation by the
AAPH, corroborating with the finding that the antioxidant activ-
ity of 5 cumini was maintained in the nanoparticle formulation.
(Fig. 2). Moreover. 5. cumini could act to lower the presence of ox-
LDL in bloodstream and the number of proatherogenic potentials,
such as inflammatory cytokines, recruitment of monocytes and its
subsequent differentiation into macrophages, thus reducing the
formation of atherosclerotic lesions. Gallic acid showed a signifi-
cant antioxidant activity when compared with ASc and NPASc. A
previous study reported that 5. cumini seed extract enriched with
zallic acid was not only able to prevent LDL oxidation by cooper
in vitro but also inhibited the formation of foam-cells (Jadeja et al.,
2012), confirming the possible antiatherogenic potential of the
extract. Importantly, NPb did not exhibit any antioxidant activity
in the DPPH, FRAP and ox-LDL assays.

3.3.2. Antifungal activity

The MICs of the ASc and of NPASc can be observed in Table 2. Both
5. cumini formulations showed species-dependent activity against
Candida spp., although NPASc showed increased antifungal activity
against C. guilliermondii and C. haemulonii. No antifungal activity
against filamentous fungi was observed for both formulations at
the concentrations tested.

Interestingly, the major component of the ASc, gallic acid,
did not show antifungal activity, with exception for C. albicans
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NPASc

00 250 500  min oo 280 &0 min
ASc (10mg) NPASc (10mg)

Compounds ma‘g mg/mL
Gallic acid 10.88+0.15 10.25+0.23
Catechin  2.25+0.01 2.22+0.01
Chlorogenic  5.96+0.02 5.3840.14
Caffeic acid 2.69+0.02 2.28+0.16
Ellagic acid 2.07+0.05 2.06+0.03
Epicatechin  2.82+0.36 2.75+0.03
Rutin 7.7940.03 7.54+0.05
Isoquercitrin = 1.93+0.07 1.87+0.06
Quercitrin -~ 6.02+0.01 5.2240.35
Quercetin  2.74+0.25 2.73+0.01
Kaempferol 3.09£0.04 2.86£0.11

Fig. 1. HPLC chromatogram obtained from the ASc and NPASC. Gallic acid (peak 1), catechin {peak 2), chlorogenic acid (peak 3), caffeic acid (peak 4), ellagic acid (peak
5), epicatechin (peak &), rutin (peak 7), isoquercitrin (peak 8), quercetin (peak 9) and kaempferol {peak 10). ASc, aqueous seed extract of 5. cumini; NPASc, nanoparticle

SUSPENsion containing ASC.

Table 2
Minimum inhibitory concentrations (pg/mlL) of ASc and NPASc against yeast and
filamentous fungi.

Microorganisms ASc NPASc Gallic acid
Candida allMcans 320 320 320

C. glabrata =1280° =1280 =1280

C. kruset 320 320 =1280

C. guilliermondil G40 160 =1280

C. haemulonit =1280 320 =1280

C. tropicalts =1280 =1280 =1280
Cryptococcus sp 320 320 160
Aspergillus fumigatus =1280 =1280 =1280
Rhizopus =1280 =1280 =1280

4 The highest concentration tested. ASc, agueous seed extract of 5. cumini.

and Cryptococcus spp., which lead us to conclude that this com-
pound is not the main responsible for the antifungal activity of
the extract. The activity observed against the yeasts, although
maoderate, warrant further evaluation in vivo as adjuvant therapy,
especially against strains that are resistant to antifungal drugs.
Indeed, because of their size, these nanoparticles could be inter-
nalized by fungal cells (Peng et al., 2008), increasing the antifungal
activity of the plant extract, as observed using NPASc against C.
guilliermondii and C. haemulonii. NPb did not exhibit any antifungal
activity against the strains tested (data not shown).

34. 41Invivo toxicity of ASc and NPASc
34.1. salina lethality test

The results of A. salina testing showed a decreasing trend
in the percentage of survival by increasing sample concentra-

tion (50-1000 pg/mL). A LCsq > 1000 pug/mL was observed for ASc,
NPASc and NPb (Supplementary material). According to previous
studies, this value is considered not bicactive for active plant con-
stituents (Meyer et al., 1982; Kpoviessi et al., 2012).

3.4.2. Effect of ASc, NPASc and NFPb on toxicity parameters

No clinical signs of toxicity or death were observed in all treated
animals throughout the 14 days following treatment. The admin-
istration of the ASc or of NPASc did not affect the consumption
of food and water in the treated and control groups. Moreover,
no significant difference was observed in organ and mean body
weights among the groups and no abnormality or gross lesions
were observed in the organs (Supplementary material).

For a concise toxicological evaluation related to administration
of nanoparticles, not only changes in organs but also the biochem-
ical and hematological profiles (Tables 3 and 4) of the treated
animals should be evaluated (Lasagna-Reeves et al, 2010). The
results demonstrated no significant alterations in hematological
parameters and in serum levels of proteins and enzymatic mark-
ers of liver (AST, ALT) and kidney (urea, creatinine) dysfunction.
Corroborating these findings, no changes in the lipoperoxidation
levels were observed in the cerebral cortex, spleen, kidney and liver
(Table 5). These results indicate that the administration of ASc and
NPASc is considered safe in the doses used. These results corrob-
orate previous reports that showed the safety on use of S. cumini
seeds and bark even in high doses (Ravi et al., 2004; Tripathi and
Kohli, 2014). The data also reflect the biological safety of the PCL,
a synthetic, biodegradable and biocompatible polymer (Fontana
et al., 2010).
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Fig. 2. Antioxidant activities of ASc, NPASc and GA. (a) DPPH assay (% of inhibition); (b) FRAP (umel Fe2{L); and (c) ox-LDL (% of inhibition), The data represent mean+5.EM
(n=-6), *p<0.001 when compared with 100 pg/mL; **p<0.001 when compared with 100 and 250 pg/mL; # p< 0,001 different from 100, 250 and 500 pg/mL; 2p<0,01 when
compared with 100 pg/mL of NPASC; bp< 0,01 when compared with 250 pg/mL of ASc and NPASC; p <0.01 when compared with 500 pg/mL of ASc and NPSASc. ASc, agueous
seed extract of 5. cumini; NPASc, nanoparticle suspension containing ASc; GA, gallic acid.

Table 3
Serum biochemical parameters in rats treated with a single dose of ASc, NPb and NPASC,
Control ASc100mg'ml/kg  AScS00mg/ml/kg  NPb 100mg/ml/kg NPbSO0Omg/ml/kg  NPASc 100mg/mLkg  NPASc 500 mg/mLfks

Glucose B2,18x9004 84661117 909564 BG40 +12.44 95.91 =068 06,66 +2.97 90,76 +£9.18
Cholesterol 07 78+883 1065+693 1085+1.18 a0 19+£514 1047 £11.8 103.2+444 1062+1135
Triglycerides  1388+858 137.09£137 13038+ 15.01 1383+£12.87 1340+£601 14261010 14318027
Total protein 564026 503024 557 006 540014 58014 G06+0.26 5.85+029
Urea 3B75+£230  422:402 4435444 45457 441406 45 £2.80 IBE£152
Creatinine 046002 044002 04004 042003 04004 04+002 038003
ALT 35147 35£562 3475£125 182422 3475125 3757+£22 305+1.8
AST 1192+906 1128024 105.5£497 109.8+4.28 1043+377 104.4+2.08 107.8+699

The data represent mean+5EM. (n- &) and were submitted to one-way ANOVA followed by Duncan multiple range test. ASc. agueous seed extract of 5. cumint; NPb, blank
nanoparticles; NPASc, nanoparticle suspension containing ASc. Glucose (mg/dL); Cholesterol (mg/dL}; Triglycerides (mg/dL); Total protein (g/'dL); Urea (mg/dL); Creatinine
(mg/dL): ALT: Alanine transaminase, (U/L); AST: Aspartate ransaminase (LJ/L).

Table 4
Hematological parameters in rats treated with a single dose of ASc, NPb and NPASCc,
Control ASC 100 mg/mL/kg ASc 500 mg/mLlkg NPb100mg/mLkg NPb500mg/ml/kg NPASC100mg/ml/kg NPASCc 500 mg/mL/kg

RBC 710044 6.8 £0.44 6.86+0.26 7.02+0.18 7.19x0.11 721015 7.6+0.08
HGE 134062 126+07 1203£0.26 1324035 1323+028 13.2+024 1365018
HCT 4158+£222 3006246 3095+1.18 404126 412071 41,77 =089 4371057
MCHC 3228£037  3232:031 326303 328024 32102 3163203 3135024
MVIC 5704060 5746007 5748061 57.58£008 5743£050 58046 5760+049
MCH 187£037 1858038 1808036 1868 £048 1854£026 17.85+015 1832+023
PLT 04721045 97161827 928 +£139.1 1110+ 1456 1127 £53.92 9937 £70.98 1050+£33.35
Leukocytes (%) 552066 45043 562058 58412 577 056 4632047 495+06
Lymphocytes (%) 6575+£396 604177 73227 7375£7.30 72+7.24 71.00£285 T £31
Meutrophils (%)  27.2+4.04 26+1.54 225330 2625272 2425+375 2600230 28.00+432

The data represent mean+5EM. (n- &) and were submitted to one-way ANOVA followed by Duncan multiple range test. ASc, aqueous seed extract of 5. cumini; NPb: blank
nanoparticles; NPASc, nanoparticle suspension containing ASc; RBC, red blood cells (106 ful); HGB, hemoglobin (g/dL); HCT, hematocrit (%); MCHC, mean cell hemoglobin
concentration (g/dL); MCV, mean corpuscular volume (fL); MCH, mean cell hemoglobin (pg); PLT, platelets (103 ful).
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Table 5

Lipoperoxidation levels (nmol MDA/mg of protein) in cerebral cortex, spleen, kidney and liver of rats treated with a single dose of ASc, NFb and NPASc.

Groups Contral ASC100mg/ml/Kg ASCS00mg/ml/Kz NPb100mg/mLKg NPb500mg/mL/Kg NPASc 100mg/mL/Kg NPASc 500 mg/mLiKg
Cerebral cortex  037+006 036+003 034004 0322001 037+002 0.26+0.0.04 0.25+002
Spleen 020004 03004 020+0.04 0242002 028+005 023+003 024+003
Kidney 045006 0434005 042+ 0.06 0412004 036+0.01 0,37 £0.04 0.28+0.02
Liver 045003 0454005 0.40+0.02 0.48 £0.04 038+0.01 0,40+ 0.06 040+ 0,02

The data represent mean+ 5.E.M. (n- G) and were submitted to one-way ANOVA followed by Duncan multiple range test. ASc, agueous seed extract of & cumini; NPb: blank

nanoparticles; NPASc, nanoparticle suspension containing ASc.

4. Conclusion

This study showed that a nanoparticle preparation containing an
aqueous plant extract and using PCL as polymer was successfully
performed by the emulsification/evaporation solvent method. Our
results revealed that ASc-loaded nanoparticles present physico-
chemical characteristics compatible with nanoparticulate systems
and that the phytochemical chromatography is a good parameter
for assessing the efficiency of the encapsulating process. The devel-
opment of the formulation did not affect the substantial antioxidant
activity of 5. cumini, since no significant difference was observed
between ASc and NPASc in DPPH and FRAP tests. Indeed, both for-
mulations demonstrated a high inhibitory activity against ox-LDL
particles. NPASc also showed a higher in vitro activity against fungi
such as C. guilliermondii and C. haemulonii in comparison to ASc. The
lack of toxicity in A. salina and in rats, which is a pivotal factor in
the development of strategies for testing the toxicity of biodegrad-
able polymeric nanoparticles, highlights the safety potential of 5.
cumini-loaded polymeric nanoparticles and warrant further studies
against the chronic complications of DM.
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Table 1. Relative weights organs of rats treated with single dose of ASc, NFb and NPASCc.

ASc ASc NPD NFb NPASC NPASC

Control 100mgimUKg  500mg/mL/Kg  100mg/mL/Kg 500mg/mL/Kg 100mg/mU/Kg  500mg/mLiKg

Cerebral cortex 034 £ 002 g42+0M 0322002 0.39 002 0.36 +0.03 0.37+002 0.37 +0.01

Spleen 0.26 + 0.02 0.3 £0.01 02+002 0.29 2003 0.29+0.05 03001 0.28 +0.01
Kidney 0.36 £0.03 0.33+0.04 0.33=z002 033:0.01 0.32+002 0.36£0.01 0.36 £ 0.01
Liver 362+009 3.79+0.20 2842048 3512005 320024 355014 35029

The data (%) represent mean + S.E M (n=6) and were submitied to one-way ANOVA followed by Duncan multiple range test. ASc,
aqueous seed extract 5. cumini: NPh, blank nanoparticle; NPASc, nanoparticles agueous seed extract 5. cumini.

Table 2. Mean body weight of rats treated with single dose of ASc, NPb and NPASC..

Control ASC ASC NPb NPb NPASC NPASC
100mg/mU/Kg  500mg/mL/Kg  100mg/mU/Kg 500mgimL/Kg 100mg/mU/Kg 500mg/mL/Kg
M?;’;;ﬁ" 458+5 302:2.1 45451 40885 4632723 468+04 394+44

The data (g) represent mean + S.E.M (n=6) and were submitted to one-way ANOWVA followed by Duncan multiple range test. ASc,
aqueous seed extract 5. cuming; NPh, blank nanoparticle; NPASc, nancparticles agueous seed extract 5. cumini.

Figure 1. Survival percentage of A. salina.
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Values are mean = SEM. C. control; ASc, aqueous seed extract 5. cumini; NPb, blank nanoparticle; NPASc: nanoparticles
aqueous seed extract 5. cumini The % of surviving was: ASc (50ug/mlL: 87 5+2 5; 100ug/mL: 86 5+2 5; 250ug/mL:86.50+1 83;
500ug/mL: 81.25+1.83; 1000ug/mL: 73.33£1.25); NPb (50ug/mL: 92.50£2.5, 100ug/mL: 925025, 250ug/mL. 88.75+2.26;
500ug/mL: 82 50+1.63; 1000ug/mL: 73.33+2 10); NPASc (50ug/ml: 92.50+2 26; 100ug/mL: 92 5042 5; 250ug/mL: 91 25+2 26;
500ug/mL: 90.00+1.89; 1000ug/mL: 76.67+2_10).
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Figure 2. Macroscopic analysis of structures

Brain Spleen Kidney Liver

Macroscopic analysis of the organs brain, spleen, liver and kidney. (A) Control; (B) ASc 100mg/mL; (C) ASc 500mg/mL; (D) NPb
100mg/mL; (E) NPb 500mg/mL; (F) NPASc 100mg/mL; (G) NPASc 500mg/mL; ASc, aqueous seed extract S. cumini; NPb, blank
nanoparticle; NPASc: nanoparticles aqueous seed extract S. cumini.
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CANDIDA ALBICANS
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The role of Syzyeium cumini against chronic complications of Disbetes mellin (D), such as fimgal infection
and inflanmation, has been poorly explored. Hers, we evalusted the oeatment with 5. cumind agueons seed
exmract (ASc, 100mgEg) and polymeric nanoparticles comtaining ASc (MPASc, 100mg/Er) in disbetic
infected or not by Candida alficans (CA). Male Wistar mts were divided in comtrol; DM, CA; CA+ASC
CA+NPASc;, DM+CA; DM+CA+ASc; and DM+CA+NPASc, Fat were daily treated for 21 days, when
ghycemic profile, ectomicleotidzse (WIPDase and 5-MT), adencsine desminaze (ADA), acetylcholinesterase
(AChE) and dipeptidy]l peptidase IV (DPP-IV) activities and nifric cedde (MNO) and cytokine levels wers
analyzed in semem, platelats, hymphocytes and tisswes. The results showed that WTPDase, 5'-NT and ADA
activifies and MO, IL-1, IL-6, THF-o and IFN-y levels were increased in O albicans, DM and DM+CA The
reatment with ASc and NPASc decessed ectonncleotidase and AChE activities and MO levels. Both treatments
also prevented the increase in ADA activity and pro-inflanmatory cytokines i cells snd semmm In liver and
pancress, NPASC decreased MO levels more efficiently than A5c. The modulation of ectoenzyme activities can
be one of the mechanizms by which 5 cumumd act on cyiokines that affect the development of chromic
complications in DM

INTRODUCTION

Dhabetes mellinus (DM, a disorder charactenzed by
chrome hyperglycemia and impaired msulin signaling, generates
eventually affect all body tissues (Boteanu e al, 2015). Several
different mmooume deficits have been  described m  diabetic

¥ Corresponding Author

patients, grven that cell-mediated ooty seems to be
particularly affected mchudmgz dysfunctions of white blood cells
such as impamwed leukocyte adherence, chemotaxas, oxmdative burst
and bactericidal activity (Fraga-Silva er al, 2015). The
cholimergic anti-inflammatory pathway mediated by acetylcholine
(ACh) regulates immume responses fo pathogens (Borovikova et
al, 2000, but the role of this pathway m mfechons is not well
characterized. Momeover, pro-inflammatory mediators such as
nitrie oxde (MO) play an mmpeortant role mediating vanous cellular

Maria Beatriz Moverto, Departamento de Andiises Clinicas @
Teovicolagicas, Cantro de Ciéncias da Savide, Programa de Pos-
Graduagio em Citncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa
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signaling pathways and inducing pro-mflammatory and destructive
effects, exerting anfimicrobial action (Shahani and Sawa, 2011;
Samarghandian e al., 2013).

i 2016 Paula E. B Bitencourt @ al This is an open access article distributed under the temms of the Creative Commons Attriation License -NonCommercial-

ShareAlikeUnperted License (hitp.//creativecommons org/licensesTry-nc-sa3.00.
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enhanced drug bicavalabbty within the cells, tssues, or both
besides the mmnimzation of the degradation process (Samadder ar
al, 2012; Bonifacio er al, 2014}

Fecently, ouwr group demonstated that polmenec
nancparticles contaming an aqueous extrzct of 5. cumind (NPASC)
were able to maimfam the anfiowadant properties of the extact
{ASc) and lack tomcity in Arfemia zalina and in rats, highlightimg
their potentizl in the treatment of DM and ifs complications
{Bitencourt sf al, 2016).

Previous studies from our group have mvestgated the
effects 5 cumini and adencsme im DM (De Bona er al, 2014;
Bitencowt ef al, 2015). Nonetheless, as there is paucity of data
evaluating the effects of ASc and WPASc on the clromic
complications of DM, mnchiding increased susceptibality to fimgal
infections, the present study was aimed- 1) to evaluate changes in
cholmergic and purmergic systems in DM rats infected or not by

standards and by DAD spectra (200 to 500 nm) Al
chromatographic  operations were camed out at  ambient
temperature and in triplicate. Calibrafion curves for each substance
were: gallic acid ¥ = 13973z + 10956 (r=0.9993); catechin ¥ =
11840= + 1178.2 {r = 0.9998); eprcatechin, ¥ = 12542x + 14127
r= 09991} chlorogemec acid, ¥ = 11864x + 1252.8 (r = 0.9994);
caffeic acid, ¥ = 13178z + 12672 (r = 0.9999); ellagic acid, ¥ =
12681= + 1164.9 (v = 0.9998); rutin, ¥ = 13077x + 12654 {r =
09992} isoquercimn, Y= 11927x + 13062 (r = 0.999g);
querctirin, ¥ = 13470x + 1293.7 {r = 0.9994) and quercetin, ¥ =
12693= + 1176.0 {r = 0.9997). The himit of detection {LOD) and
bmit of quantification (LOQ) were caleulated based on the
standard dewiation of the responses and the slope usmg three
mdependent analyiical curves. LOD and 1O were caleulated as
3.3 and 10 oS, respectively, where o 1s the standard deviation of
the response and S is the slope of the calibration curve. For the
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The associafion between dizbetes and the prevalence of
mucrobial nfections such as those caused by fung has also been
reported (Joshi er al., 1999).

Distwrbances m cell metabolism cansed by DM can lead
to changes m infra- and extracellular concentrations of ademime
nucleotides and nucleosides. The extracellular metabolism of ATP,
which 15 released m response to cellular stress or damage, to
adenozine 15 usually mediated by a vanety of enzymes such as
tnphosphate  diphosphohydrolase  (WNTPDase), which albso
hydrolyzes ADF to adenosine.

Addiionally, following bydrelysis of ATP to AMP,
AMP i= dephosphorylated by '-ouecleotidase (3-NT) to produce
adenozsine, which has anfi-inflammatory and mmunosuppressive
functions ({Schmatz et al, 2013). The extracellular concentrations
of adenosine are regulated through the enzyme adenosine
deaminase (ADA) which can also interact with membrane
proteins such as dipeptidyl peptidase IV (CD26/DFPP-IV) (Gorrell
et al, 2001} This process 15 directly involved in T-cell actvation
(Eameoka ar al, 1993).

Syovgium  cwmimd L. Skeels, a3 tradibonal
medicinal  tropical plant of Myrtaceae fammly wadely
known as jambolan or janmm, possesses bypoglyveemic, anfi-
inflammatory and anticcodant properties (for review, see
Ayyanar et al, 2013). In Braml the most used pats of
the plant are frmts, which are consumed fresh and leaves
(Vizzotto, 2008), whose mfusion 15 used by the Southem
populztion to treat DM and by qulombe commmumities to treat
kidney, heart and hyperlipiderma (Da Silva ef al, 2012). 5 cumini
1z meleded m the List of Medicinal Plants of Interest for
the Public Health Systemn (Fenisus) issued by the Bramlian
Mimstry of Health which meclodes plants considered as
potentially valuable for the generation of herbal medicmes (Brasil,
20040.

Phencls and flavonoids present m high amounts m 5
cumini are responsible for the several biclogical activifies
observed in vitro. However, these compounds do not have the
same profile of activity i we. In this sense, polymenc
nanoparticles offer a non-toxic and effictent camer system for

Candida albicans; 2) to evaluate whether ASc and NPASec have
potenfial as anh-inflammatory and antifungzl candidates.

MATEFRIALS AND METHODS

Chemicals

Ethyl acetate, methanol, acetonitnle and acetic, gallic,
chlorogenic, caffeic and ellagic acids were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Polysorbate 80 (Tween 80%)., poly-s-
caprolactone (PCL, 85 g'mol), sorbifan monocleate (Span Sﬂtj,
adencsme, ATP, ADP, steptozotocm, catechin, epicatechin
standards were acquired from Sigma Chemmcazl Co. (5t Lows,
MO, USA). All other chemicals were of analytical zrade and were
obtained from standard commercial suppliers.

A% anmd NPAS: preparation,
phytochemical analyzis

5 cumini seeds were collected (29°4322°5 and
33°43'47TW, Santa Mana, Fio Grande do 5Sul, Bra=l) fresh
locally and they were cleaned, dned and powdered They were
1dentified by the Laboratory of Botanic and Pharmacognosy of the
Federal Unmersity of Santa Mana and a voucher specimen
(SMDE 14.001) was deposited m the Herbarmum of the mstitufion.
ASc was prepared according to Prnnce et al. (1998). NPASc were
prepared by the emulsification’evaporation solvent method
desenbed by Chuntanar-Guerrero ef al. (1998), with modifications
according to Bifencourt et al. (2018).

The presence of 11 antomdant compounds m ASc and
MPASc, namely gallic, chlorogenic, caffeic and ellagic amds and
catechin, epicatechin, quercetin, quercinn, iscquercitiin
kaempferol and mitin was investigated by HFLC-DAD.
Identification of these compounds was performed by companng
their retention tome and UV absorption spectrum with those of the
commercial standards. Feverse phase chromatography analyses
were camied ouf under gradient conditions using a C,3 column (4.6
mm x 150 mm 5 pm). The chromatography peaks were confirmed
by comparing ther refention tme with those of reference

characterization and
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determination of encapsulation efficiency (EE), free phenchc
compounds were separated from the nanestructures by
ultrafiltration (Bitencourt et al, 2016). The difference between the
total and the free concentrations of compounds, determined in the
nanostuctures and m the ultrafiltate, respectively, was caleulated
according fo the equation: EE = Totzl content — Free confent /
Total content x 100.

Animals

Male albine Wistar rats (weighing 150-200 g) were
housed in colony cages (six rats per cage). All animal experiments
were conducted in accordance with principles for laboratory
animzl use and care, as described in the sndelines of the Ethaes
Committes for Amimal Research of the Federal University of Santa
Maria, which approved the expernimental protocel (n® 0742014).
All efforts were made to mimnuze the number of anmmals wsed and

Induction of DA, animal infection and experimental design

DM type I was mduced by the mbraperitonezl
admimistrafion of 2 single dose of streptozocm (STZ) (60 mg'ks)
dissolved m freshly prepared 0.1 M aitate buffer, pH 4.5, Control
animazls received only citrate buffer. Dizbetic mts were allowed to
drink 5% glucose soluton overmight to overcome the dmg-induced
hypoglyeemia and only diabetic rats with a fasting blood ghucose
level of at least 250 mg/dl were meluded in the experiment.

Inocubom was obtained from a chimical C albicans stram
grown for 20 b at 30 "C. Yeast cells were harvested by
centrifugation at 3000 rpm for 10 min washed three times with
sterile PBS, counted in 2 hemocytometer and resuspended in
sterile PBS to the required inoculim concentration (10° colony
forming umits (CFUYmL). Fifteen days after DM mduction, mts
assigned to O albicans infection were inoculated intrapentoneally
with 0.2 ml of yeast suspension (Fisher e al, 1989). Ths
inoculum consistently infects =90% of normal rats m this model.

ASec or NPASc were admimistered by gavage at a dose of
100 mg'ks (Bitencowrt ef al., 2015). Rats were divided into eight
groups of six animals each, according to the following schematic
fimeline of the expernimental design:

Control
ChA
CA+ASe Adrpialion
A+ NPASe E e e
oM = e
DM+CA —t T
DM+ CA + ASc

DM + CA +NPASs

Tdaye  Gdws  ddap Hdaye

At day 21 of treatment, the rats were anesthetized with 1soflurane,
euthanized and the blood was collected by cardiac punchure.
Samples of Iver and kidney were rapidly dissected, weighed and
placed on i1ce. Moreover, kidney and lLver fragments were
asephically removed and 0.1 z of each crgan was homogenized m

sterile saline. Samples were culhwed onto Sabouraud dexirose
agar, meubated at 30 °C for 72 b, and the mumber of yeasts was
expressed as CFU/g of tissue.

Platelet preparation

Platelet-nich plasma (FEF) was prepared by the method
of Lunkes et al (2003} and the protemn concentrafion was
mezsured by the method of Lowry et al (1981), using bevine
serum albumin as the standard.

Lymphocyte izolation
Fat hmphocytes were 1solated from the spleen under

asephic condifions, a5 deseribed by Sz Bam et al. (1997). The final
cell suspension was resuspended in PBS (pH 7.4) and 3 x 10°
cells'ml. were used for each analyms. The protein concentration
was measured by the method of Lowry et al. (1981}, using bevine
serum albumin as the standard.

Acetylcholmesterase (AChE) was determined in
hmphocyte  suspension by a2 modificaion of the
spectrophotometnic method of Ellman et al. (1961). The enzymatic
activity was expressed in pumol AcSCh'h'mg of protem.

Bischemical and inflammatory analyses

Serum  obtzmmed by centifugstion was  analyzed
spectrophotometmcally for glucose and fructosamine levels using
commercial diagnoste  kits  (Labtest Dhagnostica, Brazil).
Plasmatic msulin was measured by radiommunoassay (DPC Coat-
a-Count kit, CA TUUSA) in a gamma counter. Serum inflammatory
cytokine quantification was assessed by ELISA using commercial
kits for mterferon (IFMN)-y, tumor necrosis factor (TNF)-o,
miefdeukin (IL}-1, IL-6 apd IL-10 (R&D Systems, MM, USA),
according to manufacturer’s instruchons.

DPP-IV activity

DPP-IV actnity was measured spectrophotometrically m
serum and lymphocyte suspension by the method of Jarmelowska
et al. (2007) and Schén et al (1984), respectively. Samples were
meubated with Gly-Pro p-mitroambide p-toluenesulfonate for 120
min azt 37 “C. The maction was stopped by adding 1 M acetate

buffer (pH 4.5). P-nitroambide was used as standard and the vahies
were expressed in U/L

NTPDaze and 5'-NT activities

The reaction medmm used to assay ATF, ADP and AMP
hydrolysis in rat platelets and serum was prepared as descnibed by
Lumkes et al. (2003) and Oses et al (2004), respectively, and the
morgamie phosphate (P1) released was measwred as previcusly
desenibed (Chan et al., 1986). Enzryme activities were expressed as
nmo] Pi relezsed/min/mg of protem.

ADA activity

ADA activity m semm, platelets, mphocytes and
fissues (homogemzed mm 50 mM PBS, pH 7) was estimated
spectrophotometmically as previously descnbed (Gmstt and
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Galanfi, 1984). The results were expressed as UL in semum and
ULmg of protemn m lymphocytes and tissues The
protein concentration was measured by the method of Lowry et al.
(1980).

Oxide nitric (W) meazurement

MO was determuined mdmectly by quantfying serum,
lymphocytes and tissues (homogenized m 10 mA Trns—-HC] buffer
solution, pH 7.4). N0 was measared by the meodified Griess
method using the Cobas Mirz" automated analyzer (Tatsch ar al,
2011). The results were expressed as uhd/L.

Statistical analy=ziz

Datz were analyzed by one-way analysis of vanance
(ANOVA) followed by Duncan's post bock fest using Stahistica
6.0 software (StatSoft Inc, USA) The lmut of statishical
significance was set at p=10.05. The results were expressed as mean
+5EM.

EESULTS

Characterization of NPASc

The chromatographic profiles of NPASe showed that
nancencapsulation did not alter the phenolic composition of ASc
(Fig. 1A) and the results of encapsulation  efficiency showed that

almost 100% of phenolic compounds were entrapped within the
particle (Fig. 15). Nanoparticles showed average diameters lower
than 200 mm and PDI less than 0.2, which mdicates a narmow
distmbution (data pot shown).

Biochemical and immunclogical parameters

As expected, there was an increase in the levels of
glucose, fructosamme and a decrease m the levels of insuhn m DM
and DM+HCA groups when compared with the confrol group (Table
). The admimstration of ASc (DM+CA+ASCE) attenuated these
levels, but did not prevent the decrease of insulm levels when
compared to DM+CA NPAS: (DM+CA+NPASc) decreased
fructosamine and glucose levels and awoided the decrease of
msubin levels when compared with DM+CA (p=0.01). Levels of
the pro-inflammatory cytokines IL-1, IL-6, THNF-a and INF-y were
mereased m DM, CA and mainly in DM+CA when compared to
control (p=0.01). ASc (CA+ASc) and NPASc (DM+CA+NPASC)
were able fo reduce these levels when compared to respective
controls (CA and DM+CA). Furthermore, we observed a decrease
m IL10 levels m DM, CA and DM+CA when compared to
control. Imterestingly, ASc did not affect this parameter, but
HPASc were able to merease IL10 levels m CA+NPASc and
DM+-CA-NPASc, in companson fo the respective controls.
DPPIV actrvity was not altered

B Pl
207
'16—f
109
5
ot
—r T T T T T T T T T T T
0o 250 500 min ] i) e min
Compounnds AS (a) mp's NFPASc (b) me's
Gallic acid 10.72=0.002 10.08=0.01
Catec hin 2.26=0.003 2.23=0.02
Chlorogenic 5.57=0.001 5.48=0.03
Caffeic acid 2.461=0.014 2.08=0.01
Ellagic acid 2.08=0.007 2.01=0.01
Epic atechin 2.85=0.005 2.74=0.02
rutin T7.75=0.012 7.65=0.03
Isoquercitrin 5.94=0.003 4.92=0.01
Querc etin 2.83=0.009 2.76=0.02
Eaempferol 3.76=0.015 2.30=0.01

Fig. 1: HPLC chromatogram obfamed from ASc, WPASc (A) and EE (B).

Gallic acid (peak la and b). catechin (peak 2a and b)), chlorogenic acid (peak 3a and b)), caffeic acid (peak 4a and b), ellagic acid (peak 5a and b, epicatechin
(peak §a and k), rutin (peak Ta and b), isequercitrn (peak 2a and b), quercetin (peak %2 and b) and kaempferol (peak 102 and b). ASc., aqueous seed extract of 5.

cumin, WPASC, nanoparticle suspension confaming A5%c.
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Table 1. Effect of the meamment with ASc and WPASc on serum hiochemical and immunoelogical paameters in mis.

Gromps CGlucose Fructosamin Insulin DFFIV L1 ILd TNE-a IFN-y IL1D
Control 83251 58b 0800060  034=002Za 33.10x234a 36.50=202d  4375=l40d  S000=1.8Te 74732118 DAO0=D.
CA 83756900 0830116 030=00Za 3555360  1300=5485ab  136.0=324b 1583x1.40b 200526052 395021
CA+ASc 00054 53b 0260100  030=002a 3434x381a 90,7540 85¢c 1130=1 852 1373=170f 1878=561c G6S50=1
CA+NPASC 00.50=1 91k 1.06=0.03b  035=00Za 33162380 000091 1010=248ce  127.0=2354f 1778B=614c TO50=2
DM 358.2=18 80 21540132 0170016 37.86+3.13a B6.753.T0c 03255327c  1201.8=233d  126.0=204d G650
DM+CA 346.50=1490a 2040272 0.1&001b 3021+305ab 14084510 1603485  1803=61la 215828132 S51.00=1)
DM+CA+ASc 180.2=8 T5c 1070100 018002 41042305  1403=50Gabe 140.0=703b 175527630 2030=01la 54501
DM=CA+NPASc  153.10=8.83d 1020040 0370032 4447211 1706350 14156340 16687710 206.0=1.68a 65751

Valaes are expressad as mean = SEM. Values are expressed as mean = SEM. Different letters indicate significant difference among groups (p< 0.05, ANOVA-
Cuncan’s test). Ghucose (mg/'dL); froctosamine (mmoel'L); msulin (ng'ml); DFP-IV (UVL); IL1, IL4, IL10 and THF-o (pg‘mL); IFW-y (ugmlL).

Table 2. Effect of the treatment with ASc and WPASc on biochemical parametars in lymphocyts suspension.

Gromps ADA DFFIV AChE NOz
Control 1352015 104.00=491c 0670040 37.68=4.75d
CA 6.59=0170 153 2026 54a 0.760.03b 130 10=10.72h
CA+ASc 4.65=0.33c 140505 47ab 0.76=:0. 05 254 T8 68h
CA+HNPASC 1.73=0.15 154.40=0 409 0.78=0.08b 248 0d=12 240
CM 73040540 1313042 560 1.13=0.09a 130.10=12 5%
DM+CA 6.24=0.11b 132504760 1.11=0.07a 237.00=12.4Th
DM=CA+ASC 5.13=0.3%c 125 70+7 360 0.65=0.01b 13500=7 41c
DM=-CA+NPASC 3.30=037d 128 80=10.02b 0.730.01b 13832722

WValues are expressed as mean = SEM. Values are expressed as mean = SEM. Different letters indicate significant difference among groups (p< 0.05, ANOVA-
Cuncan’s test). ADA (U/L'mg of profein); DPPTV (U/L); NOw (umolL). ACBE {umal Ac5Chh'mg of protein).
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Fig. 2: NTPDase using ATP and ADP and 3'NT using AMP serum activities and NO serum levels in control, diabetic and'or C. albicans-infected rats treated or
noc with ASc or NPASc. Values are expressed as mean = SEM. Different letters indicate significant difference among zroups (p= 0.05. ANOVA-Duncan’s test).
2= ADA (UL). b= AMP, c= ADP (nmo! Pv/'min‘protem); d= ATP (nmol Pi/min/protem) and e= NO (umoll).

Bischemical parameters in lymphocyte suspension

Tzble 2 shows an merease m hmphocyhe ADA DPFIV
and ACEE activities and m NO levels m DM and DM+CA r=ts,
when compared to control. The adoumistration of ASe and NPASe
prevented the merease in these values, except for DPPIV activity
in companson with DM+CA Moreover, it was observed an
increzse in ADA and DPPIV activity and in NO levels m C
albicanz-nfected rats. Only ADA activify was reversed by the
treatment with ASc and NPASe in these anmmals.

ADA, 5'-NT and NTPDase activities and NO level: in serum
An merease m oserum ADA, 5-NT and NTPDase
actvities was observed in DM and DM+CA when compared to

control. ASc (DM+CA+ASc) and NPASc (DM+CA+NPASC)
were able to decrease these actmvities when compared to DM+CA
(Fig. 2). The activifies of thess enrymes were also mereased m CA
group m relation to control, and once agam, both treatments
(CA-ASc and CA+NPASC) effectively decreased ADA 5-NT
and NTPDlase activities when compared to CA.

N0 levels were increased im DM (p=0.05) and CA
(p=0.05) and an exacerbated increase was observed m DM+CA
{p=0.01) m relstion to control The admimstration of ASc or
MPASc reversed these levels when compared to DM-+CA
Comversely, ASc did not affect MO levels in CA+ASe, but NPASe
freatment (CA+MNPASS) was able to reverse this parameter to near

normaley.
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Table 3: Effect of the weamment with ASc and WPASC on ADA activity and WOk levels in tissues.

Groups Hidney Liver Pamcreas
ADA Nz ADA N0z ADA NOz

Contrel 37.72=3.72d 14530=11.40e 6.88=0.72d 569 0=15.0T 11 851 0%hc 41T B=4147d
CA 45.04=3 12be 265.00=8 46b 13.63=0 36a 637.2+37 20ab 13,130 7%« 5335230530
CA=ASc 39.41=2.64cd 198.30=5.82d 12500 44ab 642 7+25 87ab 9.83=0.85c 41105024
CA+NPASc 44.02=2.05b 192.30=13.12d 12.650.38ab 552836100 10.81=1 9o 374.0=3394d
oM 55.44=4 000 183 400 28ab 14.750.67a 67283895 17.35=1.T4a 52001103
DM+CA 51031930 203 20=3.T0a 14.52=1 30 G80.0=28 G0a 13.740 50b §30.0=33 66b
CM+CA+AS 39.98=2 45cd 234008 42c 10350, 50bc T03 63727 10.750.91bc 811.5=16.79a
CM+CA-NPASC 40.79=40.86cd 212227.33d 0.92=1.23¢c 550.2+31.830 10840 BiFbc §37.9=144Th

Values are expressed as mean = SEM. Values are expreszed as mean = SEM. Different lemers indicate sipnificant difference among groups (pe 0.05, ANOVA-

Dhmncan’s test). ADA (U'L/'mg of protein); NOw (pmelL).
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Fig 3: NTFDase using ATP and ADP and 5'WT using AMP activities and WO levels in platelets of control, diabetic and'or . albicans-mfected mis reated or not
with ASc or WPASc. Values are expressed as mean = SEM. Different letters indicate sisnificant difference among groups (p< 0.03, ANOVA-Duncan’s test). o=
ADA (UL); b= AMP, = ADP (nmol P{/'minprotein); 4= ATP (nmoel Pi‘mn protein) and &= WO (umolL).

ADA, 5'-NT and NTPDasze activities and NO level: in platelets

Simlarly to the effects observed mn serum ADA 5-NT
and MNTPDase activifies were also mcreased m platelets of DM
and'or C. albicans-infected ammals. The enzymatic activities were
decreased in the groups treated with ASc and NPASe Likewise,
N0 levels were also mnereased in DM, CA and DM+CA but the
treatment was cnly able fo pommahze NO levels m CA+NPASe
{Fig. 3).

ADA and NO in tiszues

ADA activity was increased in animals with DM andfor
infacted with C. albicans, mainly m the kidney and lver. Kidney
and liver ADA activities in DM animals infected with C. albicans
and treated with ASe (DM+CA-ASc) o NPASe
(DM+CA+NPAS:) were decreased when compared fo the
respective comirol (DM{+CA) (Table 3). This effect was not
observed in non-diabetic rats mfected with C. albicans and treated
with ASc (CA+ASC) or NPASe (DM+ACA+NPASC). Pancreas
ADA actmity did not differ among groups, except for the
sigmficant increase observed m DM (p=0.01). Eidney NO levels
were also increased m rats with DM and'or C. albican: mfection In

companson to the control group. Groups teated wath ASc
(CA+ASc and DM+CA+ASc) and MPASc (CA+NPASc and
DM+CA+-NPASE) showed a sigmificant decrease m kidney MO
levels In companson to their respective controls (CA and
DM+CA). In the lnver, an increase m MO levels was observed m
DM and CA, and the treatment with ASe (DM+HCA+ASe) and
NPASe (DM+CA=+NPASe) had effect when compared to DM=CA
(p=0.01}. Fmally, an increase m MO levels was observed in the
pancrezs of ammals m DM, CA and DM+CA groups when
compared to the control group. The treatment was only effective in
CA+ASe and CA+NPASe when compared with CA.

In vive antifungal activity

Fungal fissue burden counts m kidney and lrver were of
10.25+0.85 CFU/'g and 2 532039 CFU/g (CA) and of 13.25+1.25
and 3.66+0 8 CFU'g (DM+CA), respectively. Kidney and lver of
rats treated with ASc showed fimgal load of 9.5£0.5 and 2.5+0.5
CFUz (CA+ASc) and 12252101 and 2057 CFUg
(DM+HCA+ASC), mespectively. Kidney and liver of rats treated wath
NPASe showed fimgal load of 7305 and 2401 CFUg
(CA=NPASc) and 112205 and 1254025 CFUg
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(DM+CANPASE), respectively. No fungi were recovered from
amimals not infected by C. albicans (control and D).

DISCUSSION

We examined the metabolic changes m a short-term DM
model with O  albicans mfecthon, their associzton with
inflammatory changes and distwbances in adenime mucleosides and
nucleotides and the treatment with 5. cumini seeds in the form of
extract and polimenic nanoparticles. DM promoted an merease i
5-NT and NTPDzse actvities in semum and platelsts as a response
to mefzbolic meult, which 1= In agreement with other studies
{(Lunkes er al, 2003; Lunkes et al, 2004; Schmatz ot al, 2013).
Curiously, the animals moculated with O albicans also showed an
increzse n AT, ADP and AMP hydrolysis in serum and platelets,
confributing to an increase in adencsme production. This was
accompanied by an increase im ADA activity, which could be
related fto an attempt of the migamsm to compensate orgamc
alterations such as the high lewvels of ATP meleased dunng
inflammzhon, leadmg to an merease m adenosme deamination. In
line with the enhancement of ectonuclectidase actvifies m serum
and platelets, ADA actrvity was increased m kidoey, bver and
pancrezas of DM ammals, comroborating previcus studies studies
(Schmate af al, 200%; Brencowrt st al, 2015). An increase in
ADA actrvity was also observed m the same organs of O allicarns-
infected ammals The decrease m adencsme levels is lLikely to
confnbute to 2 high inflammatory state well-known mm DM, with
increased release of pro-mflammatory cytokines (IL-1, IL-6, THF-
o and IFN-y) and MO, as observed in DM, CA and DM+CA
groups. These groups also showed mereased ADA and DPPIV
actvities 1n lymphocyte suspension. This may be related to the
interaction of ADA and DPPFIV on T cells, resulting in
costimmlatory signs responsible for the actrvation of the T-cell
receptor, presenting an mmporfant role n mmwme responses
(Gorrell et al, 2001; Elgin e al, 2001).

Taken together, these findings mdicate that the
upregulation of ectoenrymes m serum and lymphocyies, which
reflects in the inwmume system, and m the platelets, an mportant
source of meleotides and nuclessides, may play mmportant roles i
(1) controlling cellular responses induced by diabetes
complications and (2) attenuating systemme changes caused by the
fungal mfechion (Schmatz et al, 2013; Idzko er al, 2014). An
important finding of this study was that both ASc and NPASe
were able to reduce 5-NT, NTPDase and ADA actvities in cells
and serum and thus facihtating the regulation of the inwmine
system for assisting the host response In an atfempt to control the
inflammation caused by DM and C. albicans. Moreover, ASc and
HWPASc decreased the activity of this enzyme m the kidney and
liver of the treated groups, tlms meodulating adenocsine
concenfrations. Thes effect 1= highly relevant, since adenosine has
been proven to play an important role m the modulation of insulin
acton on glucose metabolism in different tissues and to reduce
inflamymation and tissue oy (Rutkiewier and Gorskr, 1990;

Cuzzocrea er al., 2000). The model of candidiasis wsed m the
present expeniment is a sub-acute systerme mfection that 15 wsually
well tolerated by the ammals for several weeks, is not cleared
spontaneously and mimues buman infechion (Fisher er al, 1989).
Therefore, as expected, we observed an Increase m pro-
mflammatory cyvtokines m the group infected wath O albicans.
Maoreover, byperglyveenua 1s known to mcrease the producton of
free radicals and to nduce mflammaton, which can lead to a
permanent stomlation of mmmme cells (Buchta er al, 2013; Kim
et al 2014).

This 13 m agreement with the extremely strong
mflammatory mwesponse observed m DM rats mmfected wath O
albicans. Monetheless, ASc and NPASe were able to decrease the
levels of pro-nflammatery cytokines and to increase the levels of
the anfi-mflamsmatory cytokme IL-10, attermating the deleterious
effects of the exacerbated mflammatory response. These results are
hikely to be related to the modulation of ectonuclectidase actvities
by 5 cumini, reflecting in the increase of extracellular adenosine
and, consequently, regulafing host mrmme responses. Maoreowver,
secondary metabolites of 5. cumini extract have been reported to
block the activaton of puclear factor kappa B (NF-B), a
proinflammatory transenphion factor that leads to actvation of
mflammatory mediators in several pathologes (Donepudi sr al.,
2012; Swami st al., 2012).

The antifimgzl activity of 5. cumini in vitre 15 stll quite
controversial (Chandrasekaran and Venkatesalu, 2004; Shad et al.
2014), possibly due to different concentrations of phytochemieal
compounds present in extract formulations of plants obtained from
different geographical areas. Previously, we have reported that
galic and chlorogenic acids, compounds which are present m
greater quanfities in the extract, showed low or no anhfungal
actvity against fungl when evaluated alone. MNotwithstandmg, the
formmulations contaming the whele extract, ASc and NPASe
showed increased antifimgal activity i wvitro, demonstrating a
synergistic effect when the compounds are used fogether
{Bitencowt et al., 2016).

Here we observed that DM rats had higher fungal burden
than pon-diabetic. Mo anfifungal activity was observed for ASe,
but liver and kidney of rmts treated with NPASc showed lower
fungal burden in comparison to confrols. The antifimgal actiaty,
associate with the immmme response developed by the animals,
support the hypothesis that the anfi-inflammatory activity of the
extract i vive 15 more prominent than the antifimgal actmaty. To
the authors” knowledge, this is the first study evaluating the effects
of 5. cumini m DM rats with candidiasis.

The role that host-dermved ACh plays m modulating the
growth and pathogemcity of mucroorgamisms 15 unclear. We
observed an increase in AChE activity in lymphocyte suspensions
m DM, CA and DM=+CA groups. ASc and NPASc were equally
zble to decrease the actmity of ACHE m DM+CA+ASc and
DM+-CA+NPASe increasing ACh levels, which has recently been
shown to be an mhubitor of O albicans biofilm formation and
pathogenicity (Rajendran er al., 2015).
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Indeed Indeed, ACh has anti-nflammatory properties
that could have modulated the mmmume responses in the rats,
contributing to merease IL-10 levels. In lne with Helmstadter
(2008}, we observed a hypoglycemic effect in the ammals treated
with ASc, but NPASc treatment was able to reduce the glucose
maore effectively, probably because of its capacity to nommalize
insulin levels. PCL polymer has been used m the development of
nanoparticulate systems of natwal products and has presented
several advantages such as mainfaming the antioxadant capacity,
bioavailabality, solubility and stabulity of polyphenols (Sanna et al,
2015; Mg et al, 2015). Consequently, it can promote an
mmprovement of the known phammacological actmvity of these
substances such as stmulzting insulnm  secrefion from the
remaining B-cells and mumucking msulin actrvity, resulfing in
penpheral glucose uptake (Ayvanar s al, 2013).

The effects of 5TZ on p-cells may be mediated by local
liberation of NO from S5TZ within islets, contmbuting to a part of
it diabetogemc potential and exagperating f-cell necroms (Twk e
al, 1993). In fact, other studwes have reported an increased MO
concentration in serum and tissues (Yang er al, 2014; Sckolovska
et al, 2015; Varsha e al, 2015) and mducible miric oxde
synthase (INOS) overexpression in STZ-induced diabetic rats (Al-
Fejaie et al., 2015). In this context, we observed an mmcrease m MO
levels not only In pancreas, but also in the Irver and kidneys of DM
and'or C albicans-infected ammals, which can be related to the
fact that besides of the enhancement n mterachons of supercxide
with MO m the coadative diabetic emvironment, NO is mvolved in
pathogen killing mechamsm and conmbutes to damage in other
tissues (Shaham and Sawa, 2011; Samarghandian er al, 2013}
The higher effect of NPASe in decreasing the levels of NO in
fissues in companson to ASec can be atmbuted to the physico-
chemical characteristics of nanoparticles that can facilitate
crossing membranes and interacting more effectively (Jam and
Eumar, 2010). A second advantage of this formoulation is its high
capacity to encapsulate not only hydrophilic but alse hpophihe
compounds such as mtin and querctim, which have mmportant
pharmacological actons and can be adsorbed in the polymenc
wall In addihon, ths system provides greater protechon agamst
segments of infestine, where phenolic substances present in the
extract have major absaption (Mora-Huertas, 2010; Femz and
Vmova, 2010; Bomfacio eral, 2014).

CONCLUSION

In conclusion, the mvelvement of ectomucleotidases
dunng mfections has been described for several microorzanisms.
However, there 15 hitle information on how these ensymes would
contribute to the understanding of pathological condition in fimgal
infections. Bats with DM and'or Candida infection showed
increased levels of ectonucleotidases and pro-mflammatory
cytokines, ASc and NPASc were able to attenuate hyperglycemia
and to prevent the merease i cytokine lewels and in
ectomuclectidase and AChE activities. As punnes are recognized

for thewr mportant mwle n modulating processes Imked to
mflammation, this may take action to regulate cytckme levels
which in tum helped to decrease MO levels. Thus, we suggest that
the modulaton of ectoenzyme activifies can be one of the
mechanisms by which 5. cumini act on cytokines that affect the
development of chronic complications of DM. Of note, zince
MNPASc was able to maintzin the properties of the crude extract,

thiz dmg delivery system may be used for other hydroplabic drugs
of medicinal plant orgin.
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Abstract

Context: Syzygium cumini (Myrtaceae) is a medicinal plant widely used in folk medicine for
the treatment of diabetes mellitus (DM). However, studies on the use of this plant and of
nanoparticle formulations against DM-related fungal infections are scarce.

Objective: To evaluate the effect of the treatments with aqueous seed extract of S. cumini
(ASc) and ASc-loaded polymeric nanoparticles (NPASc) on biochemical parameters in
diabetic rats infected or not by Candida albicans.

Materials and methods: Male Wistar rats were divided into eight groups: Control, DM, C.
albicans, C. albicans + ASc, C. albicans + NPASc, DM + C. albicans, DM + C. albicans +
ASc and DM + C. albicans + NPASc. Rats were daily treated with ASc or NPASc (100
mg/kg) for 21 days. Biochemical parameters in serum and urine, advanced oxidation protein
product (AOPP) and TBARS levels in serum, kidney, liver and pancreas and N-acetyl-B-d-
glucosaminidase (NAG) activities in kidney and urine were evaluated.

Results: Biochemical and oxidative stress parameters increased in rats with DM and/or
candidiasis. NPASc was more effective than ASc in decreasing glucose (56%), cholesterol
(33%) and creatinine (51%) levels; serum (16%) and pancreatic (46%) AOPP and serum
(25%) and renal (48%) TBARS levels when compared with DM + C. albicans group. In C.
albicans group, both treatments decreased NAG activity but did not decrease creatinine
levels.

Conclusion: These data suggest that the use of nanotechnology is able to improve plant
extract properties such as antioxidant activity that may be useful in diabetes-related

complications.

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic condition that occurs in response to the lack or
reduction of insulin production or by the ineffectiveness of the insulin produced, resulting in
increased levels of glucose in the blood. According to the International Diabetes Federation
(IDF 2015), there are currently about 415 million diabetic patients, while in 2040 this disease
will affect 642 million people. Over time, the resulting high levels of glucose in the blood
causes damage to many tissues in the body, leading to the development of disabling and life-
threatening health complications (IDF 2015).

Exposure to hyperglycemia not only causes a decrease in leukocyte function but also

lead to a permanent stimulation of polymorphonuclear cells and therefore a less pronounced
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cellular response to an infective stimulus (Buchta et al. 2013). This is associated with an
increased susceptibility of DM patients to fungal infections, such as those caused by Candida
albicans. During microbial infection, the immune system cells expose the microbes to various
insults including reactive nitrogen species (RNS), reactive oxygen species (ROS) and cationic
streams. A lower formation of these free radicals and consequently in this route of microbial
elimination is observed in DM (Miramon et al. 2012).

The conventional antifungal therapy has shown many adverse effects, including
damage to the liver and kidneys, which may contribute to the aggravation of renal lesions in
diabetic patients. In this context, it is necessary to increase the number of studies on the use of
natural products with strong pharmacological actions and that can act in the pathophysiology
of DM, preventing the development and progression of the complications of this disease.
Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) is a plant known for its hypoglycemic,
hypolipidemic, antifungal, anti-inflammatory and antioxidant pharmacological properties,
which are attributed to the presence of bioactive compounds in different parts of the plant,
especially the seeds (Ayyanar & Subash-babu 2012; Ayyanar et al. 2013; Srivastava &
Chandra 2013). Nevertheless, the therapeutic effect of medicinal plants has been questioned
due to very low bioavailability of the main constituents after metabolic transformation by the
liver (Conte et al. 2016). Recently our group demonstrated that polimeric nanoparticles
containing an aqueous extract of S. cumini were able to maintain the antioxidant properties
and to enhance the antifungal activity of the extract in vitro (Bitencourt et al. 2016). In
particular, polymeric nanoparticles prove to be a valuable alternative, since they can control
the release of drugs, are biocompatible, biodegradable and exhibit increased stability when
compared to other systems. Considering the growing number of diabetic patients, the
recurrent cases of fungal infection in this population and the search for alternative treatments
that can alleviate the deleterious effects of DM, this study was aimed at evaluating the effect
of treatments with an aqueous seed extract of S. cumini (ASc) and ASC-loaded polymeric
nanoparticles (NPASc) on biochemical parameters in rats with DM infected or not
by C. albicans.

Methods
Chemicals

Ethyl acetate, methanol, acetonitrile, acetic acid, gallic acid, chlorogenic acid, caffeic
acid and ellagic acid were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Polysorbate 80

(Tween 80®), poly-e-caprolactone (PCL), sorbitan monooleate (Span 80%), streptozotocin
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(STZ), catechin, quercetin and rutin reference standards were acquired from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). All other chemicals were of analytical grade and were obtained

from standard commercial suppliers.

Extract and nanoparticle suspension preparation, characterization and phytochemical
analysis

S. cumini seeds were collected (29°43'22"S and 53°43'47"W, Santa Maria, Rio Grande
do Sul, Brazil) and identified by the Laboratory of Botanic and Pharmacognosy of the Federal
University of Santa Maria (voucher number SMDB 14.001). A suspension of 100 g of seeds
in 200 ml of distilled water was stirred magnetically overnight (12 h) at room temperature.
This was repeated three consecutive times. The residue was removed by filtration and the
extract evaporated to dryness at a lower temperature (40 °C) under reduced pressure in a
rotary evaporator. The residual extract was dissolved in water for further use (Prince et al.
1998). NPASc were prepared by the emulsification/evaporation solvent method (Quintanar-
Guerrero et al. 1998), with modifications according to Bitencourt et al. (2016). Briefly, 10 mg
of ASc were dissolved in an aqueous phase containing 1% polysorbate 80. An organic phase
(ethyl acetate) containing 1% PCL and 1% sorbitan monooleate was also prepared. After 60
min, the aqueous phase was added to the organic phase, forming the primary emulsion. This
emulsion was kept under strong magnetic stirring for 20 min and then a second aqueous phase
containing 2% polysorbate 80 was added to the primary emulsion. After 20 min, the emulsion
was transferred to a high shear mixer (Marconi, MA-102/PLUS) and stirred at 6000 rpm
during 10 min. Then, ethyl acetate was eliminated through rotary evaporation. The total
phenolic content present in NPASc (n= 3) was determined by diluting an aliquot of the
sample in 10 mL acetonitrile followed by 10 min sonication. Samples were filtered and
injected into the HPLC system.

The presence of seven antioxidant compounds in ASc and NPASc, namely gallic,
chlorogenic, caffeic and ellagic acids and catechin, quercetin and rutin was investigated by
HPLC-DAD. Reverse phase chromatography analyses were carried out under gradient
conditions using a Cig column (4.6 mm x 150 mm, 5 um). The mobile phase was composed of
water containing 2% acetic acid (A) and acetonitrile (B). The chromatography peaks were
confirmed by comparing their retention times with those of reference standards and by DAD
spectra (200 to 500 nm). Calibration curves for each substance were: gallic acid, Y = 13973x
+ 1095.6 (r = 0.9993); catechin, Y = 11840x + 1178.2 (r = 0.9998); epicatechin, Y = 12542x
+1412.7 (r = 0.9991); chlorogenic acid, Y = 11864x + 1252.8 (r = 0.9994); caffeic acid, Y =
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13178x + 1267.2 (r = 0.9999); ellagic acid, Y = 12681x + 1164.9 (r = 0.9998); rutin, Y =
13077x + 1265.4 (r = 0.9992); isoquercitrin, Y= 11927x + 1306.2 (r = 0.9996); quercitrin, Y
= 13470x + 1293.7 (r = 0.9994) and quercetin, Y = 12693x + 1176.0 (r = 0.9997). All
chromatographic operations were carried out at ambient temperature and in triplicate.

Induction of diabetes, Candida albicans infection and experimental design

The rats were reared, before and after treatment, under similar environmental
conditions, with food and drinking water ad libitum. In this study, the animals were divided
into eight groups (n= 6) as follows:

Control rats;

DM: diabetic rats;

CA: rats infected with C. albicans;

CA+ASc: rats infected with C. albicans and treated with ASc;

CA+NPASc: rats infected with C. albicans and treated with NPASc;

DM+CA: diabetic rats infected with C. albicans;

DM+CA+ASc: diabetic rats infected with C. albicans and treated with ASc;

DM+CA+NPASc: diabetic rats infected with C. albicans and treated with NPASc.

Type 1 DM was induced in male albino Wistar rats (weighing 150-200 g) by
intraperitoneal injection of streptozotocin at a dose of 60 mg/kg (Bitencourt et al. 2015). Only
diabetic rats with a fasting blood glucose level of at least 250 mg/dL were included in the
experiment. Fifteen days after DM induction, rats in groups 3-8 were inoculated
intraperitoneally with 0.2 mL of a suspension containing 10° colony forming units (CFU)/mL
obtained from a clinical C. albicans strain (Fischer et al. 1989).

ASc and NPASc were administered by gavage at a dose of 100 mg/kg (Bitencourt et
al. 2015). At day 21 of experiment, the rats were anesthetized with isoflurane, euthanized by
decaptation and blood and urine were collected. Samples of liver, kidneys and pancreas were
rapidly dissected, weighed and homogenized in appropriate buffer.

All animal experiments were conducted in accordance with principles for laboratory
animal use and care, as described in the guidelines of the Ethics Committee for Animal
Research of the Federal University of Santa Maria, which approved the experimental protocol
(n° 074/2014).

Biochemical analysis
Serum obtained by centrifugation was analyzed spectrophotometrically for glucose,

fructosamine, total protein, cholesterol, triacylglycerol and creatinine levels using commercial
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diagnostic Kits (Labtest Diagndstica, Brazil). The hepatic glycogen content was determined by
the method previously described (Krisman 1962) and the results were expressed as mg of

glycogen per mg of tissue.

Oxidative stress levels

The protein oxidation was assessed through measurement of advanced oxidation
protein product (AOPP) concentrations in serum and tissues (Witko-Sarsat et al. 1998). Lipid
peroxidation was estimated in serum and tissues by measurement of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) (Ohkawa et al. 1979; Buege & Aust 1978). The protein
concentration was measured by the method of Lowry et al. 1981, using bovine serum albumin

as the standard.

N-acetyl-g-d-glucosaminidase (NAG) assay and urinary parameters

Kidney homogenates and urine samples were added to an enzyme reaction mixture
that consists of a substrate (p-nitrophenyl-n-acetyl-p-d-glucosaminide) dissolved in sodium
citrate buffer (pH 4.4). Samples were incubated at 37 °C for 15 min, and the reaction was
stopped by adding 2-amino-2-methyl-1-propanol buffer (pH 10.25). NAG activity is
proportional to the absorbance of the liberated p-nitrophenylate ion measured
spectrophotometrically at 405 nm after correction of absorbance using a urine blank sample
(Horak et al. 1981). The protein concentration was measured by the method of Lowry et al.
(1980). Urinary glucose levels and total protein were determined using commercial diagnostic

Kits (Labtest Diagndstica, Brazil).

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s
post hoc test using Statistica 6.0 software (StatSoft. Inc., USA). The limit of statistical
significance was set at p < 0.05. The results were expressed as mean + SEM.

Results and Discussion

Efforts have been made on the developing nanoparticles with physical, chemical and
biological biocompatible properties that can be applied to optimize and overcome limitations
on the use of medicinal plants, improving solubility and increasing the rate of release,

penetration and distribution of vegetal extracts (Mora-Huertas 2010; Rezaei-kelishadi et al.
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2014; Bonifécio et al. 2014). ASc has high concentrations of phenols and flavonoids (gallic
acid: 10.79 mg/g; catechin: 2.25 mg/g; chlorogenic acid: 5.62 mg/g; caffeic acid: 2.65 mg/g;
ellagic acid: 2.08 mg/g; rutin: 7.76 mg/g; quercetin: 2.78 mg/g), which were not altered in
NPASc (gallic acid: 10.16 mg/g; catechin: 2.23 mg/g; chlorogenic: 5.44 mg/g; caffeic acid:
2.18 mg/g; ellagic acid: 2.02 mg/g; rutin: 7.60 mg/g; quercetin: 2.75 mg/g). The development
of NPASc was successful, as already previously demonstrated (Bitencourt et al. 2016).

As expected, animals with DM (DM and DM+CA groups) showed significantly
increased serum levels of glucose, fructosamine, cholesterol, triglycerides and creatinine, and
significantly decreased levels of protein and hepatic glycogen (Table 1), when compared to
Control. The treatment of diabetic animals infected with C. albicans with NPASc
(DM+CA+NPASc) achieved better therapeutic effect than the treatment with ASc
(DM+CA+ASC) in attenuating total cholesterol, creatinine and serum glucose levels, when
compared to DM+CA group. The hypoglycemic and hypolipidemic action of the ASc has
been shown in the literature (Ayyanar et al. 2013; Bitencourt et al. 2015). In addition, the
main compounds found in ASc and NPASc, gallic acid, chlorogenic acid and rutin, have been
studied for their hypoglycemic activity in rat models of DM (Saklani et al. 2016, Kade et al.
2014; Meng et al. 2013). Nonetheless, the superior effects observed for NPASc are likely to
be related to the physicochemical properties of these structures such as greater protection
against oxidation and other degrading reactions that occur in the initial segments of intestine,
where the phenolic substances present in the extract have major absorption (Ferriz & Vinova
2010; Bonifacio et al. 2014).

A significant increase in proteinuria, glycosuria and NAG urinary excretion was
observed in diabetic animals infected or not by C. albicans (DM and DM+CA). It has been
demonstrated that DM causes changes in the activity of kidney enzymes, thereby leading to
increased excretion of proteins and glucose and culminating in the development of kidney
damage (Komala et al. 2014). NAG is a lysosomal brush border enzyme found in the
proximal tubular cells and, because of its relatively high molecular weight (>130 kDa), it is
not filtered through the glomeruli. However, NAG is released into the urine after renal tubular
injury, which justifies its use as a marker of proximal tubular injury of diverse causes
(Liangos et al. 2007; Vaidya et al. 2008; Moresco et al. 2013). In addition, previous studies
have suggested that this enzyme is also produced by C. albicans strains, and is likely to be
involved in the pathogenicity of this fungal species, favoring the growth and colonization of

cell surfaces (Niimi et al. 1997). Interestingly, an increase in serum creatinine levels and in
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kidney and urinary NAG activity was also observed in nondiabetic rats infected with C.
albicans (CA; Table 1).

In non-diabetic rats infected with C. albicans, the treatments with ASc and NPASc
were effective in reducing urinary and kidney NAG activity, but did not reduce serum
creatinine levels. In diabetic groups infected with C. albicans, treatments reduced serum
creatinine levels, proteinuria and glycosuria. Indeed, NPASc was more effective than ASc in
reducing the levels of serum creatinine and urinary NAG activity. Under inflammation,
interstitial spaces are wider, allowing the retention of polymeric nanoparticles and the release
of the extract to exert its pharmacological actions within the affected tissue (Tian et al. 2011).

Oxidative stress in DM increases non-enzymatic protein glycation forming advanced
glycation end-products (AGEs) and a class of compounds with physicochemical
characteristics similar to AGEs, named AOPP (Selmeci 2011). In the present study, we
observed an increased in the AOPP levels in serum and kidney in DM, CA and DM+CA
groups when compared to Control (Table 2). The increase in AOPP formation is related to the
degree of oxidative modifications in proteins and to inflammation, in line with the results of
kidney NAG activity. A significantly increase in AOPP levels was also observed in the liver
and pancreas of the DM group in comparison to Control. The increase in AOPP levels has
been associated with DM, including in animal models, and may influence the development of
chronic inflammatory complications of this pathology (Lee et al. 2010; Tiwari et al. 2014;
Koroglu et al. 2015; Badawy et al. 2015). NPASc treatments (CA+NPASc and
DM+CA+NPASc) had superior effect (P<0.01) when compared to ASc (P<0.05; CA+ASc
and DM+CA+NPASc) in decreasing the AOPP levels in serum and pancreas, when compared
to respective controls (CA and CA+DM). Most of S. cumini active principles such as
flavonoids are highly soluble in water and have poor lipid solubility. These characteristics
severely limit their ability to cross biological membranes, altering the pharmacodynamic
profile of therapeutic compounds. Therefore, the results observed with AOPP may be related
to the characteristics of polymeric nanoparticles such as enhancement of solubility,
bioavailability, therapeutic index, stability and controlled delivery, as well as to the
antioxidant and anti-inflammatory properties of the extract constituents (Rasoanaivo et al.
2011; Conte et al. 2016). Recently, a liposomal formulation was able to improve the oral
bioavailability and antioxidant activity of chlorogenic acid (Feng et al. 2016). Moreover,
chlorogenic acid-loaded chitosan nanoparticles showed a controlled release profile and a
preserved antioxidant activity under in vitro conditions (Nallamuthu et al. 2015). Chitosan is a
nontoxicity polymer with permeation enhancing properties that is very used in combination
with PCL. In the same way, a d-o-tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate
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nanoemulsion showed significant improvement in solubility, in vitro release, ex vivo
permeation and antioxidant activity of rutin (Sharma et al. 2015). A silica nanoparticle
presented similar effects for gallic acid (Hu et al. 2013).

TBARS levels in serum, kidney, liver and pancreas showed a similar, significant
increase in DM, CA and DM+CA groups when compared to Control (Table 2). This shows
that both the infection and the DM promote oxidative stress but do not act synergistically.
Nonetheless, despite the production of free radicals is a mechanism by which macrophages
kill pathogens, systemic oxidative stress is not considered a threat to the pathogen (Enjalbert
et al. 2007). Therefore, attenuating this process would benefit the host against the deleterious
effects of oxidative stress. ASc and NPASc treatments were able to decrease TBARS levels in
the treated groups (CA+ASc, CA+NPASc, DM+CA+NPASc, DM+CA+NPASc) when
compared to respective control groups (CA and DM+CA). The high antioxidant power of S.
cumini is attributed to the presence of phenols and flavonoids, which helps to counteract the
pro-oxidant response of the host (Ayyanar et al. 2013).

Conclusions

The present study demonstrated that diabetes and/or C. albicans infection alter
biochemical parameters in serum, urine and tissues of rats. The evaluated parameters
indicated that NPASc was more effective than ASc improving the antioxidant properties of
the extract and ameliorating oxidative burst evoked by DM and/or candida infection in rats.
Therefore, ASc and NPASc could be used as an adjunctive therapy for chronic complications
of DM.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Dentre as plantas que exibem alto potencial farmacoldgico, além de ser
amplamente utilizada pela populacdo, destaca-se S. cumini, que apesar de extensa
utilizacao de diferentes partes dessa planta, € a semente que concentra 0s principais
metabdlitos responséveis pelas suas diversas propriedades ja relatadas. O extrato
aguoso de sementes de S. cumini (ASc) apresentou uma alta concentracdo de
compostos fendlicos e flavonoides na sua caracterizacao fitoquimica, que devido as
suas caracteristicas, torna relevante o desenvolvimento de uma nanoparticula
polimérica. A NPASc apresentou resultados compativeis com sistemas
nanométricos, além de manter a composi¢do fitoquimica do extrato de forma
praticamente inalterada, exibir alto potencial antioxidante frente as metodologias
testadas (DPPH, FRAP e LDL-0x) e até mesmo potencializar a atividade antifungica
do extrato frente as espécies como C. guilliermondii e C. haemulonii.

Os testes de toxicidade realizados, A. salina e toxicidade aguda em ratos,
refletem que o polimero PCL e o extrato utilizado ndo apresentam toxicidade nas
concentracfes testadas. Tal fato € corroborado com estudos anteriores que nao
demonstraram toxicidade de ASc mesmo em altas concentragbes (RAVI et al.,
2004a). E importante ressaltar que a nanoparticula branca (NPb) foi igualmente
submetida aos testes, ndo demonstrando qualquer atividade per se ou toxicidade. A
importancia e ineditismo de nosso trabalho encontram-se, principalmente, na
utilizacdo de um extrato aquoso de sementes de S. cumini, ja que até o momento,
somente Samadder et al. (2012), descreveram a utilizacdo de um extrato etandlico
de sementes de S. cumini no desenvolvimento de nanoparticulas utilizando um
polimero com caracteristicas bastante semelhantes ao PCL.

O S. cumini é bastante utilizado pela populacdo e estudos demonstraram
relevantes acdes farmacolégicas como acdo hipoglicemica, hipolipidémica,
antioxidante dentre outras (AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU, 2013).

O aumento na exposicao a hiperglicemia prejudica o sistema imunoldgico dos
pacientes diabéticos. Neste estudo, o modelo de DM induzida experimentalmente
em ratos, seguido pela infecgcdo por C. albicans foi utilizado para avaliacdo de
parametros relacionados a inflamacdo e ao estresse oxidativo ap0s o tratamento
com ASc e NPASc. Nos parametros relacionados com o DM no soro, os resultados

foram compativeis com a condicdo diabetogénica e especialmente, no grupo de
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animais somente infectados com C. albicans e nédo tratados, que além do aumento
nos niveis séricos de creatinina, apresentou um aumento na atividade da enzima
NAG renal e urinaria.

Ao mesmo tempo, NPASc teve efeito superior ao do ASc na reducdo dos
niveis de glicose e aumento nos niveis de insulina, possivelmente devido as
caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas nanométricos que podem ter
potencializados as propriedades ja descritas para S. cumini. Além disso, ambos 0s
tratamentos foram capazes de reduzir estes parametros nos grupos de animais
diabéticos. Porém, no grupo submetido apenas a infeccdo fungica, ambos o0s
tratamentos foram capazes de reduzir somente a atividade da NAG renal e urinaria.
O efeito superior do tratamento nos animais dos grupos diabéticos pode ser
atribuido ao fato de que as células tubulares desses estdo em intenso processo
inflamatério, onde as células estdo mais espacadas (efeito evidenciado de
permeabilidade e retencdo), sendo possivel que as nanoparticulas poliméricas
tenham ficado retidas neste espaco, permitindo que o extrato exerca suas acdes
farmacoldgicas no tecido afetado (TIAN et al., 2011).

Como esperado, 0s animais diabéticos apresentaram um aumento nas
atividades 5'-NT e NTPDase em soro e plaguetas (LUNKES et al., 2003; LUNKES
et al., 2004; SCHMATZ et al., 2009a). Curiosamente, o grupo de animais diabéticos
+ C. albicans e o grupo de animais inoculados apenas com C. albicans também
demonstraram resultados semelhantes. Outra importante enzima dessa cascata, a
ADA, apresentou resultados similares nesses mesmos grupos, em tecido renal e
hepatico, sendo que os linfocitos também apresentaram um aumento na atividade da
DPP-IV e AChE, o que pode estar relacionado com o aumento nas citocinas proé-
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNT-a e IFN-y). O desbalanco na atividade das enzimas
relacionadas ao sistema purinérgico pode ser um dos mecanismos pelo qual é
possivel verificar 0 aumento na producdo dos niveis séricos e celulares de NO
nesses grupos, outra molécula também envolvida na regulacdo do processo
inflamatério (BECKMAN; KOPPENOL, 1996).

No entanto, com relacdo aos niveis de NO foi verificado um aumento em
todos os tecidos testados (rim, figado e pancreas), o que pode estar relacionado
com a administracdo de STZ, que tem na geragao de NO um dos seus mecanismos
de acdo, além do aumento na formacdo de NO por parte do hospedeiro contra os
agentes patogénicos (TURK et al., 1993; KUMAR et al., 2015). O conjunto desses
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resultados demonstra que, de fato, todo o sistema purinérgico estd em desequilibrio
durante o DM e também na infeccéo por C. albicans, apesar de que, quando juntas
essas condicdes patoldgicas apresentam semelhante aumento nas atividades
enzimaticas e niveis de NO, do que quando analisadas de forma separada.

Os tratamentos com ASc e NPASc foram igualmente capazes de diminuir ndo
somente a atividade das ectonucleotidases e, possivelmente prevenindo o aumento
nos niveis de NO no soro e em plaquetas, mas também na diminuicdo da atividade
da ADA, AChE e NO nos linfocitos dos animais infectados com C. albicans, DM e
DM+ C. albicans. A regulacdo desses sistemas pode ter levado a diminuicdo dos
niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias e ao aumento nos niveis de IL-10
(anti-inflamatdria), demonstrando que ambos os tratamentos demonstram
capacidade de atuar em diferentes vias de forma sistémica relacionadas a
inflamag&o no DM. Tanto ASc quanto NPASc foram capazes de diminuir a atividade
da ADA em rim e figado dos animais do grupo DM, C. albicans e DM + C. albicans,
demonstrando a capacidade de S. cumini na regulacao tecidual dos niveis de Ado.
No entanto, com relagcdo somente a infeccdo por C. albicans, a resposta
apresentada pelos tratamentos, juntamente com a reducdo de citocinas pro-
inflamatorias, necessarias para a fagocitose do fungo, associada a moderada
atividade antifingica demonstrada no teste de suscetibilidade do ASc, NPASc e
acido galico sugerem que a atividade anti-inflamatoéria do extrato € mais proeminente
do que a atividade antifungica.

Cabe ressaltar que essas alteracBes encontradas no sistema purinérgico e
inflamatério também podem estar relacionadas com o estresse oxidativo, como
demonstrado nesse trabalho, onde houve um aumento na lipoperoxidacdo e AOPP
no soro e tecidos (renal, hepatico e pancreético) nos grupos de animais diabéticos
corroborando com achados da literatura que evidenciam sua relacdo com as
complicagcbes crénicas do DM (PFAFFLY, 2001). Além disso, no grupo de animais
somente infectados com C. albicans foi possivel observar um aumento nos niveis
renais de TBARS e AOPP, demonstrando que esse tecido parece ser bastante
afetado no modelo desenvolvido nesse trabalho, jA& que também foi possivel
observar um aumento nos niveis séricos de creatinina, na atividade da enzima NAG
renal e urinéria, comprovando que a infec¢cdo foi capaz de provocar danos nos

tubulos renais.
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O efeito superior das NPASc na diminuicdo dos niveis de NO (em tecido
renal, hepético e pancreatico) e AOPP (tecido renal e pancreatico) pode estar
relacionado com propriedades conferidas as nanoparticulas poliméricas como a
protecdo contra degradac0es fisico-quimicas. Além disso, os compostos fendlicos e
flavonodides presentes no S. cumini podem ter sido responsaveis pela reducédo da
lipoperoxidacdo em todos os tecidos de todos os grupos tratados, ja que estruturas
nanomeétricas podem melhorar a biodistribuicdo dos compostos encontrados em
maior quantidade no extrato, como acido galico, acido clorogenico e rutina (HU et al.,
2013; NALLAMUTHU et al., 2015; SHARMA et al., 2015; FENG et al., 2016). Esse
resultado é bastante relevante para o hospedeiro, uma vez que, quando na presenga
de uma agente infeccioso, 0 organismo passa a produzir um excesso de radicais
livres na tentativa de remover o microrganismo, o que pode provocar um desbalanco
ainda maior em pacientes portadores de alguma outra patologia também produtora
de RL, como o DM.

Como ainda séo restritos os estudos que relacionam o efeito da infeccdo por
C. albicans no DM sobre alteracdo de biomarcadores no hospedeiro, esses
resultados representam uma importante abordagem para esclarecer o uso do extrato
desta planta. Além de fornecer dados para o melhor entendimento do DM e suas
complicagcbes reforcando sua importancia e o desafio em desenvolver
nanoparticulas poliméricas com substancias hidrofilicas através do aprimoramento

de uma formulacdo em escala nanométrica.
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6 CONCLUSOES

Os modelos experimentais investigados resultaram nas seguintes conclusoes:

O desenvolvimento das NPASc contendo ASc foi realizado com éxito, uma
vez que as NPASc apresentaram caracteristicas compativeis com as dos
sistemas nanométricos, mantendo a atividade antioxidante de S. cumini frente
a testes realizados in vitro, além de potencializar a atividade antifungica do
extrato frente a C. guilliermondii e C. haemulonii;

ASc, NPb e NPASc ndo apresentaram toxicidade nos testes de letalidade de
A. salina e nos parametros avaliados relacionados a toxicidade aguda em
ratos, refletindo a seguranca do polimero e extrato utilizado;

Em modelo experimental de complicacdo do DM é possivel observar um
desequilibrio nos pardmetros bioquimicos quantificados em soro, enzimaticos
em tecidos e células e de estresse oxidativo em soro e tecidos nos grupos C.
albicans, DM, e DM + C. albicans;

Nesses mesmos grupos pode ser verificado um aumento nas atividades das
enzimas envolvidas no sistema purinérgico em soro, células e tecidos e,
consecutivamente uma elevacdo de citocinas pro-inflamatérias e NO,
demonstrando o desequilibrio desse sistema;

Tanto o ASc quanto as NPASc foram capazes de atenuar as alteracdes
provocadas pelo DM e pela infeccdo, sugerindo que um dos possiveis
mecanismos pelo qual S. cumini pode atuar no controle dos desequilibrios
encontrados nesse modelo € através da modulagdo do sistema purinérgico,
aumentando os niveis de Ado e assim, diminuindo as citocinas pro-
inflamatorias, os niveis de NO e melhorando o status redox do hospedeiro.
Consequentemente, a acdo orquestrada dessas rotas pode regular a

inflamacé&o provocada pela infec¢éao fungica no DM.
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