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RESUMO 
 
 

EFEITO DO EXTRATO AQUOSO E DE NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 
CONTENDO SEMENTES DE Syzygium cumini SOBRE COMPLICAÇÕES DO 

DIABETES MELLITUS IN VITRO E IN VIVO 
 
 

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

 
 

Em longo prazo, pacientes diabéticos apresentam comprometimento do sistema cardiovascular, 
além de um desbalanço no sistema imunológico, que leva ao aumento na suscetibilidade desses 
em contrair infecções fúngicas. O diabetes mellitus (DM) também pode levar a uma alteração 
nos níveis de mediadores inflamatórios, como os pertencentes aos sistemas purinérgico e 
colinérgicos, citocinas e óxido nítrico (NO). Syzygium cumini é uma planta medicinal amplamente 
utilizada pela população na terapêutica do DM, sendo as sementes fonte de altas concentrações 
de compostos fitoquímicos com relevantes ações farmacológicas. Novos sistemas de 
administração de fármacos como as nanopartículas poliméricas podem aumentar o índice 
terapêutico e melhorar a estabilidade de extratos vegetais. Considerando os poucos estudos 
sobre a inter-relação desses com a infecção fúngica no DM, bem como a utilização de S. cumini 
frente a complicações do DM e na elaboração de novas formas de utilização, o objetivo desse 
estudo foi utilizar o extrato aquoso de sementes de S. cumini (ASc) no desenvolvimento de uma 
nanopartícula polimérica (NPASc) e avaliar suas atividades farmacológicas frente a parâmetros 
bioquímicos e inflamatórios em modelos de complicações do DM desenvolvidos in vitro e in vivo, 
bem como verificar possíveis efeitos tóxicos de NPASc em comparação com o ASc. O 
desenvolvimento da NPASc foi realizado com êxito, uma vez que demonstrou características 
compatíveis com os sistemas nanométricos. ASc e NPASc apresentaram uma alta concentração 
de compostos fenólicos e flavonoides, além do grande potencial antioxidante nos testes 
scavenger de DPPH, FRAP e contra a oxidação de partículas de LDL, comprovando que a 
formulação NPASc foi capaz de manter as propriedades do extrato. NPASc melhorou a atividade 
antifúngica in vitro de ASc frente a Candida guilliermondii e C. haemulonii. Observou-se ausência 
de toxicidade de ASc, NPASc e NPb nos testes de letalidade com Artemia salina e nos 
parâmetros analisados relacionados à toxicidade aguda em ratos. Foi observado um aumento 
nos parâmetros bioquímicos e citocinas pró-inflamatórias em soro, urina, atividade sérica e 
plaquetária das ectonucleotidases e níveis de NO, além de aumento na atividade da ADA, 
DPP-IV, acetilcolinesterase e níveis de NO em linfócitos nos grupos com DM e DM infectados 
com C. albicans. O mesmo observou-se em relação à atividade da ADA e aos níveis de NO, 
TBARS e AOPP em tecido renal, hepático e pancreático. Cabe ressaltar que o grupo de animais 
infectados por C. albicans apresentou altos níveis de creatinina sérica e citocinas pró-
inflamatórias, além de um aumento na atividade das enzimas purinérgicas. ASc e NPASc foram 
capazes de atuar em diferentes rotas relacionadas ao sistema inflamatório, como na diminuição 
das atividades das ectonucleotidases, na regulação dos níveis de citocinas e NO, além de 
reduzir o estresse oxidativo e atenuar os níveis dos parâmetros bioquímicos nas amostras 
analisadas. Portanto, é possível concluir que as alterações encontradas em ratos diabéticos 
durante a infecção fúngica podem estar relacionadas a processos inflamatórios e tanto ASc 
quanto NPASc podem contribuir para um melhor entendimento e aplicabilidade da utilização 
dessa planta frente às complicações do DM. 
 
 
Palavras-chave: Complicações 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.ª DR.ª 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-IV 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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APRESENTAÇÃO 

O presente trabalho consiste na apresentação dos resultados obtidos até o 

momento para fins de defesa de tese de Doutorado. Tais resultados são 

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 INTRODUÇÃO e OBJETIVOS, sendo seguida pela seções ARTIGOS e 

MANUSCRITO, onde são apresentados três trabalhos. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão e Referencias são apresentadas nos próprios 

artigos ou manuscrito e representam os resultados desse trabalho.  

Na sequência, o item CONSIDERAÇÕES GERAIS e CONCLUSÃO 

apresentam uma síntese dos resultados e comentários gerais sobre os trabalhos 

apresentados. 

Por fim, as REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS utilizadas para as citações dos 

itens INTRODUÇÃO e CONSIDERAÇÕES GERAIS desse trabalho. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 DIABETES MELLITUS 

1.1.1 Definição e classificação 

Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos 

que apresenta em comum a hiperglicemia, consequência de defeitos na 

ação/secreção da insulina. O hormônio insulina é o principal sinal de controle para a 

conversão da glicose em glicogênio, para armazenamento interno de glicose em 

células hepáticas e musculares, desempenhando um papel de extrema importância 

em todas as formas de DM (GROSS et al., 1999; SBD, 2015). A classificação atual 

do DM considera a etiologia dos distúrbios glicêmicos, definidos de acordo com 

defeitos ou processos específicos (SBD, 2015; AAD, 2016). 

O DM tipo 1 (DM 1) é caracterizado por uma severa ou total destruição 

autoimune das células β pancreáticas que eventualmente leva à deficiência absoluta 

de insulina e, consequentemente, à hiperglicemia devido à superprodução hepática 

de glicose pela glicogenólise/gliconeogênese e diminuição celular do consumo de 

glicose na circulação (SBD, 2015; AAD, 2016). Na ausência de insulina há também 

aumento na quebra de lipídeos e oxidação de ácidos graxos, resultando em 

produção excessiva de cetonas, gerando um quadro cetogênico que quando não 

tratado, conduz progressivamente à depressão do sistema nervoso central, coma e 

morte (SBD, 2015; AAD, 2016). Esses eventos dão origem aos sintomas clássicos 

do DM 1 como sede e fome excessiva, fraqueza muscular, hiperglicemia, 

dislipidemia, hipertensão arterial, anormalidades nas funções hematológicas, 

disfunção endotelial e cetoacidose (SBD, 2015; AAD, 2016).  

Ainda, a taxa de destruição das células β pode ser váriavel, sendo que a 

forma lentamente progressiva ocorre em adultos, sendo referida como diabetes 

autoimune latente do adulto (LADA, acrônimo em inglês de latent autoimmune 

diabetes in adults). Porém, existe uma minoria de casos em que não há evidências 

de processo autoimune, sendo, portanto, referidos como forma idiopática de DM 1. 

Os casos de DM 1 compreendem cerca de 10% do total, tendo início abrupto, 

acometendo principalmente crianças e adolescentes sem excesso de peso. Os 

marcadores de autoimunidade do DM 1 são os autoanticorpos anti-insulina, 
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antidescarboxilase do ácido glutâmico, antitirosinafosfatases e antitransportador de 

zinco (SBD, 2015; AAD, 2016). 

O DM tipo 2 (DM 2) é uma alteração metabólica caracterizada por distúrbios 

na ação e secreção de insulina, com predomínio de um deles, e por um longo 

período assintomático, sendo a forma presente em cerca de 90% dos casos de DM. 

No DM 2, ocorre uma incapacidade de absorção de glicose pelas células que 

acabam não metabolizando a glicose de forma eficiente, caracterizando a resistência 

insulínica. Fatores genéticos, ambientais e quadros de obesidade podem contribuir 

para o desenvolvimento do DM 2. A cetoacidose é rara, existindo uma prevalência 

de anormalidades lipídicas que contribuem para taxas mais elevadas de doença 

arterial coronariana, infarto agudo do miocárdio e acidente vascular cerebral, os 

quais constituem as principais causas de morte desses pacientes (SBD, 2015; AAD, 

2016). 

O DM gestacional é a diminuição da tolerância à glicose, diagnosticada pela 

primeira vez na gestação podendo ou não persistir após o parto (SBD, 2015). Similar 

ao DM 2, o DM gestacional associa-se tanto à resistência à insulina quanto à 

diminuição da função das células β. Devem-se reavaliar as pacientes com DM 

gestacional 4 a 6 semanas após o parto e reclassificá-las (portadora de DM; glicemia 

de jejum alterada; tolerância à glicose diminuída ou normoglicêmica), já que em 

grande parte dos casos, há reversão após a gravidez. Porém, existe de 10-63% de 

risco de a paciente desenvolver DM 2 dentro de 5-16 anos após o parto (KIM; 

NEWTON; KNOOP, 2002; JARVELA et al., 2006). 

Outros tipos menos frequentes de DM podem ser decorrentes de defeitos 

genéticos associados à função das células β e à ação da insulina, doenças 

exócrinas do pâncreas, endocrinopatias ou efeito colateral de medicamentos (AAD, 

2016). Ainda, há uma classe intermediária de DM referida como pré-diabetes, que 

inclui pacientes com os níveis de glicemia de jejum alterado e tolerância à glicose 

diminuída. Essa classe não é uma entidade clínica, mas são considerados fatores de 

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

1.1.2 Epidemiologia 

O DM está associado a uma enorme carga social e econômica. Os custos 

diretos com DM variam entre 2,5% e 15% do orçamento anual da saúde de um país, 
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dependendo de sua prevalência e do grau de complexidade do tratamento 

disponível. Estima-se que a cada 6 segundos uma pessoa morra por causa do DM 

(FID, 2015). De acordo com a Fundação Internacional de Diabetes (FID), atualmente 

existe cerca de 415 milhões de pacientes diabéticos (8,8%), sendo que no ano de 

2040 essa patologia afetará 642 milhões de pessoas (10,4%) (Figura 1). Em relação 

aos países com maior número de pacientes adultos com DM tem-se a China, Índia, 

EUA, Brasil e Rússia nas cinco primeiras colocações (FID, 2015).  

 

Figura 1 – Estimativa do número de pessoas (20-79 anos) com DM em todo o 
mundo e por região em 2015 e para o ano 2040 

 

Fonte: Adaptado de FID (2015). 

 

Apesar dos diversos estudos de prevalência dessa patologia, não é possível 

reportar a proporção exata de DM 1 e DM 2, já que considera-se apenas os valores 

de referência de glicose para o diagnóstico de DM na amostra de sangue utilizada 

(FID, 2015). Alguns estudos relatam que em países desenvolvidos, de 87% a 91% 

são diagnosticados com DM 2, apenas de 7% a 12% são 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 crianças. Cerca de 90 mil crianças desenvolvem DM 1 

a cada ano e quando a insulina não está disponível, a expectativa de vida dessa 

criança é muito curta (FID, 2015). Dentre os países com maior número de crianças 

portadoras do DM 1 estão os EUA, seguidos pela Índia e pelo Brasil (FID, 2015). 
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O Brasil tem o maior número de pessoas com DM na América Latina, 

chegando a aproximadamente 14 milhões de casos, cerca de 10% da população 

(FID, 2015; SBD, 2015). O panorama mundial do DM se repete no Brasil, já que 

persiste um grande número de pacientes não diagnosticados (3 milhões) seguidos 

por um grande número de mortes causadas por DM (130.700 mil) (FID, 2015).  

Um estudo publicado por Filho et al. (2016), demonstrou que a população 

brasileira possui grau de conhecimento insuficiente, além de alta incidência de 

pacientes portadores de DM 2 com controle glicêmico inadequado. Faz-se 

necessário uma melhor abordagem dessa patologia para a população, uma vez que 

esse mesmo estudo demonstrou que, quando realizada uma intervenção 

especializada através da prescrição de fármacos hipoglicêmicos, foi possível 

melhorar o controle glicêmico, reduzir o índice de massa corpórea e a medida da 

circunferência. Ainda, é proposto que a combinação de diferentes intervenções 

educativas fornecidas individualmente ou em grupo a pacientes adultos com DM 

exerce influência na redução de complicações vasculares e, consequentemente, 

mortes associadas a essa patologia (MENEZES et al., 2016). 

Em relação a estudos epidemiológicos relacionados ao DM realizados no 

Brasil, tem-se o estudo ERICA (Estudo de Riscos Cardiovasculares em 

Adolescentes) com acesso disponível on-line (http://www.erica.ufrj.br/), o LINDA 

(Lifesytle Intervention for Diabetes Prevention After Pregnancy - Brasil) pesquisa 

multicêntrica com sede em Pelotas - RS, o ELSA (Estudo Longitudinal de Saúde do 

Adulto) (LOTUFO, 2013), além do sistema de vigilância de fatores de risco por meio 

de inquérito telefônico (VIGITEL), implantado desde 2006 em 27 capitais. O VIGITEL 

realizado em 2014 apontou prevalência de 8,7% de pacientes com DM autorreferido, 

sendo que 8,1% são homens, 9,1% mulheres e 5,5% são mulheres com DM 

diagnosticada durante a gravidez (VIGITEL BRASIL, 2015). Em relação 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 têm sido relatados para 

subgrupos da população, como os indígenas e de ascendência oriental (devido à 

predisposição 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 números relacionados à morbi-mortalidade por DM são preocupantes devido a 

seu impacto na saúde da população brasileira.  
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1.1.3 Diagnóstico, monitoramento e tratamento 

De acordo com a Sociedade Brasileira de DM (SBD), devem ser realizados os 

seguintes testes para diagnóstico de DM: glicose plasmática de jejum, Teste de 

Tolerância Oral à Glicose (TOTG), medida da glicose casual e do acompanhamento 

de sintomas clássicos de hiperglicemia (Tabela 1) (SBD, 2015).  

O termo pré-diabetes tem sido bastante utilizado para enquadrar indivíduos 

que não preenchem totalmente os critérios do DM. Porém, destes, uma parcela 

considerável já apresenta envolvimento de órgãos-alvo, em especial lesões 

microvasculares características do DM que podem levar à cegueira, à insuficiência 

renal e a amputações (SBD, 2015).  

 

Tabela 1 – Valores de glicose plasmática (mg/dL) para diagnóstico do DM e 
estágios pré-clínicos 

Categoria Jejum* 
2 h após 75 g de 

glicose 
Casual** 

Glicemia normal <100 <140  

Tolerância à glicose 
diminuída 

>100 a <126 ≥140 a <200  

DM ≥126 ≥200 ≥200*** 

*O jejum é definido como falta de ingestão calórica por no mínimo oito horas; **Glicemia plasmática 
casual é aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o intervalo desde a última 
refeição; 
***Acompanhado de sintomas clássicos de DM que incluem poliúria, polidipsia e perda não explicada 
de peso. Nota: o diagnóstico de DM deve ser sempre confirmado pela repetição do teste em outro 
dia, a menos que haja hiperglicemia inequívoca com descompensação metabólica ou sintomas 
óbvios de DM (SBD, 2015). 

 

A utilização dos níveis de hemoglobina glicada (HbA1c) foi proposta em 2009 

como ferramenta auxiliar no diagnóstico do DM, uma vez que reflete a glicemia 

média pregressa dos últimos 2 a 4 meses, além de possuir uma boa correlação com 

lesão microvascular e, em menor proporção, com lesão macrovascular. Atualmente 

a Associação Americana de Diabetes (2015) recomenda que HbA1c seja utilizada 

para fins diagnósticos sob os seguintes critérios: diabetes - HbA1c > 6,5% a ser 

confirmada em outra coleta, sendo dispensável em caso de sintomas ou glicemia > 

200 mg/dL; indivíduos com alto risco para o desenvolvimento de DM - HbA1c entre 

5,7% e 6,4%. No Brasil, de acordo com a SBD, a HbA1c ainda é recomendada como 

opção de monitoramento dos níveis de glicemia, devido a estudos que relataram 

algumas dificuldades para a utilização desse parâmetro, principalmente em relação 



28 

 

as etnias, já que indivíduos afrodescendentes possuem níveis mais elevados de 

HbA1c do que os caucasoides. Asiáticos também apresentam níveis de HbA1c mais 

elevados quando comparados a caucasoides com níveis glicêmicos semelhantes 

(JOHN, 2012). Uma alternativa útil nos casos em que a confiabilidade da dosagem 

de HbA1c é comprometida por fatores como anemias ou hemoglobinopatias é 

recomendado a determinação da frutosamina que reflete um período de 2 a 3 

semanas do controle glicêmico.  

Além da determinação de glicose plasmática/sérica de jejum (preconizada 

para pacientes com DM 1 e 2), o controle glicêmico pode ser feito diariamente, com 

o auxílio de glicosímetros portáteis disponíveis no mercado. Nesse contexto, 

glicemia média estimada, obtida através de cálculo matemático, é um novo conceito 

na avaliação do controle glicêmico e sua utilização, em conjunto com os resultados 

da HbA1c, está sendo recomendada por entidades médicas internacionais 

relacionadas com o diabetes (SBD, 2015). No entanto, sua utilização ainda é 

bastante debatida no Brasil. 

Um exame que ainda não está disponível na rotina clínica, mas é possível 

que sua relevância clínica cresça ao longo dos anos, é o 1,5 anidroglucitol (1,5-AG), 

o principal poliol circulante, que tem sido proposto como um indicador de 

hiperglicemia pós-prandial. Sua reabsorção nos túbulos renais é inibida de forma 

competitiva pela glicose. Dessa forma, conforme aumenta a filtração glomerular de 

glicose em vigência de hiperglicemia, cai a sua reabsorção tubular, o que provoca 

elevação de sua excreção renal e queda de seu nível sérico (DUNGAN, 2008). 

Um dos grandes avanços na área da tecnologia para monitoramento do DM 

foi o desenvolvimento da técnica de leitura da glicose intersticial e sua correlação 

com a glicemia capilar. A monitorização contínua da glicose intersticial fornece 

informações detalhadas do perfil de glicose identificando as flutuações de glicemias 

anteriormente não detectadas pela automonitorização convencional. O procedimento 

requer a introdução de um sensor de glicose no tecido subcutâneo do paciente, que 

gera medidas contínuas de glicose intersticial. Este método pode ser utilizado para a 

avaliação das flutuações glicêmicas em pacientes com DM 1 e 2 em terapia com 

insulina ou medicação oral. Este método de monitorização glicêmica deverá ser 

cada vez mais utilizado na prática clínica, tanto para avaliação do perfil glicêmico, 

quanto para ajuste da terapêutica nos pacientes com DM (SBD, 2015). 

Uma vez identificado o tipo de DM o qual o paciente é portador, o clínico 

então faz a indicação do tratamento mais adequado. Quando o paciente é portador 
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de DM 1, faz uso da insulina exógena injetável por toda a vida, em doses múltiplas 

(3-4 injeções subcutâneas/dia) ou contínua, nas seguintes apresentações: insulina 

de ação ultra-rápida (início da ação de até 15 min com duração de até 5 h), insulina 

de ação rápida (início da ação de até 30 min com duração de até 6 h), insulina de 

ação intermediária (início da ação de até 4 h com duração de até 18 h) e insulina de 

ação lenta (início da ação de até 2 h com duração 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 utilização de bombas de 

insulina nesses casos (AAD, 2015). 

A terapia sugerida no estado pré-diabético e início de DM 2 se dá, 

inicialmente, através de mudanças no estilo de vida, alimentação saudável, redução 

de peso e atividade física (SBD, 2015). Em um estudo desenvolvido pelo Diabetes 

Prevention Program Research Group (EUA), a tentativa de prevenção farmacológica 

da doença utilizando o fármaco metformina, trouxe resultados inferiores ao 

observados com a mudança no estilo de vida (KNOWLER et al., 2002). A prescrição 

de antidiabéticos orais para pacientes com DM 2 é frequentemente indicada e a 

escolha considera aspectos individuais dos pacientes como: idade, peso, níveis de 

glicose sanguínea e aspectos clínicos indicativos de resistência ou deficiência 

insulínica.  

De acordo com o mecanismo de ação, os hipoglicemiantes orais podem ser 

separados nas seguintes classes: aqueles que incrementam a secreção pancreática 

de insulina (clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida e glimepirida); os que 

reduzem a velocidade de absorção de glicídios (acarbose, inibidores das α-

glicosidases); os que diminuem a produção hepática de glicose (metformina, 

biguanidas); e/ou os que aumentam a utilização periférica de glicose (pioglitazona, 

glitazonas); capazes de aumentar a secreção de insulina quando ocorre aumento da 

glicemia [ação semelhante do “glucagon-like peptide-1” (GLP-1, exenatida e 

liraglutida)]; inibidores da enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-IV, sitagliptina, 

linagliptina e vildagliptina) e os inibidores do contratransporte de sódio glicose 2 

(SGLT2, dapaglifozina e canaglifozina) (ZAGURY; ZAGURY, 2009; RAHMOUNE 

et al., 2005; ABDUL-GHANI; DEFRONZO, 2008; AHREN, 2006; DRUCKER; 

NAUCK, 2006; RISTIC; BATES, 2006, HERMAN et al., 2007). Também, quando o 

controle glicêmico persiste em continuar de forma inadequada são utilizadas 

combinações de insulina com hipoglicêmicos orais em pacientes com DM 2. 
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1.2 COMPLICAÇÕES DO DM 

O aumento na sobrevida dos pacientes diabéticos e, consequentemente, o 

aumento no tempo de exposição à hiperglicemia, tem aumentado os casos de 

desenvolvimento das complicações crônicas do DM. No início do século XXI, 

estimou-se que 5,2% de todos os óbitos no mundo foram atribuídos ao DM (ROGLIC 

et al., 2005). 

Evidências sugerem que as complicações relacionadas ao DM começam 

precocemente, ainda na fase de mínimas alterações na glicemia progredindo nos 

estágios de pré-diabetes e, posteriormente, DM. As complicações crônicas são 

descritas por apresentarem origens multifatoriais, já que a hiperglicemia crônica está 

envolvida no desenvolvimento e progressão de muitas doenças. Entre elas estão 

doenças macrovasculares e microvasculares (GROSS, 1999; QUEIROZ et al., 2011; 

AAD, 2016). Doenças microvasculares são caracterizadas por enfermidades nos 

pequenos vasos, associada de forma específica ao DM e que se manifesta como 

retinopatia (quando associada à hipertensão, causa cegueira) e doença renal 

diabética (nefropatia diabética). Na macroangiopatia, a hiperglicemia atua na 

formação de espécies reativas que vão atuar no sistema vascular (coronárias, 

carótidas e periféricas) e em processos inflamatórios que vão modificar membranas 

celulares (AAD, 2016). A neuropatia diabética pode se manifestar tanto por lesão em 

nervos periféricos, levando a amputações das extremidades, como por disfunção 

autônoma podendo afetar vários sistemas como o cardiovascular, o digestório e o 

geniturinário (SATO et al., 2006; SBD, 2015; AAD, 2016). 

1.2.1 Complicações do DM: o envolvimento do estresse oxidativo 

A hiperglicemia pode atuar aumentando intensamente a formação de radicais 

livres (RL), fazendo com que ocorra um desequilíbrio no estado redox desses 

pacientes (PFAFFLY, 2001). RL são átomos ou moléculas produzidas 

continuamente durante os processos metabólicos e atuam como mediadores 

químicos para a transferência de elétrons em diversas reações 

bioquímicas (DALLE-DONNE et al., 2006). As principais fontes de RL são organelas 

citoplasmáticas que metabolizam o oxigênio, nitrogênio e cloro, gerando uma grande 

quantidade de metabólitos, sendo que seu alvo celular está relacionado com seu 

sítio de ação (MÉNDEZ FILHO; RODRIGUEZ, 1997). A concentração desses 
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radicais é mantida pelo balanço entre sua produção e sua depuração por 

antioxidantes que podem ser enzimáticos e não enzimáticos.  

Os mecanismos enzimáticos compreendem enzimas como catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase 

(GR). Já os mecanismos não enzimáticos são provenientes da dieta (vitamina C, 

vitamina E, provitamina A, compostos fenólicos e flavonoides). Quando ocorre um 

desequílbrio entre os níveis de oxidantes e antioxidantes ocorre o processo 

denominado estresse oxidativo que pode causar redução na resistência celular e 

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

(MATÉS; SANCHEZ-JIMENEZ, 1999), favorecendo o desenvolvimento de 

insulino-resistência e a diminuição da secreção de insulina (EVANS et al., 2002). 

Além disso, estudos têm descrito o papel do estresse oxidativo tanto no 

desenvolvimento quanto na progressão das complicações 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-oxidação da glicose, que pode causar danos a biomoléculas como lipídeos e 

também destruir as células β-pancreáticas, a glicação proteica não enzimática 

formando produtos finais de glicação avançada (AGEs) e a ativação da via dos 

polióis (PFAFFLY, 2001; ZHAO, 2001; REIS et al., 2008). O estresse oxidativo e o 

processo inflamatório exercem um papel crucial na patogênese das complicações 

diabéticas tardias, já que o aparecimento de AGEs, que atuam modificando 

proteínas intracelulares, pode interferir na sinalização celular via receptores 

específicos multiligantes (RAGEs) e ainda, estimular a produção de citocinas 

inflamatórias (WAUTIER; GUILLAUSSEAU, 2001; BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 

2008). 

Ainda relacionado ao estresse oxidativo, foi descrita uma nova classe de 

compostos com características físico-químicas muito semelhantes aos AGEs, a qual 

foi designada como Produtos Proteicos de Oxidação Avançada (AOPP), que estima 

o grau de modificações oxidativas nas proteínas e também na inflamação 

(SALAVEJ; SPALTEHOLZ; ARNHOLD, 2006; SELMECI, 2011). AOPP é 

caracterizado por ser um grupo homogêneo de proteínas oxidadas de baixo peso 

molecular (albumina oxidada) e alto peso molecular (agregados de albumina 

formados através de ligações dissulfeto e/ou ligações cruzadas contendo ditirosina), 

modificadas por cloroaminas, mas principalmente pela ação do ácido hipocloroso 

(HOCl), que é um agente oxidante gerado pela enzima mieloperoxidase (MPO, 
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enzima envolvida em eventos inflamatórios) (SALAVEJ; SPALTEHOLZ; ARNHOLD, 

2006; PIWOWAR, 2010). Além da albumina, o fibrinogênio também pode participar 

da formação de AOPP no plasma (SELMECI et al., 2006; PIWOWAR, 2010). Essa 

nova classe apresenta vantagens em relação a outros marcadores devido a sua 

rápida formação, 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 interação 

AOPP-RAGE pode vir a promover complicações inflamatórias (estimulando citocinas 

pró-inflamatórias), levando ao aumento da produção de fatores protrombóticos e 

proliferação celular mediada por esse receptor (WITKO-SARSAT et al., 1996; 

WITKO-SARSAT et al., 1998). 

Diversas patologias têm sido associadas com o aumento na formação de 

AOPP, incluindo o DM. A influência dessa molécula no desenvolvimento de 

complicações inflamatórias crônicas do DM pode estar associada ao fato de que a 

formação de AOPP pode induzir a expressão de proteína quimiotática de monócitos 

(MCP-1), através da ativação da via espécies reativas ao oxigênio (EROS)/fator 

nuclear fator nuclear kappa β (NF-κβ) (WANG et al., 2013). 

O aumento nos níveis de AOPP em plasma de ratos com DM induzida 

experimentalmente por estreptozotocina (STZ) tem sido associado com a 

hiperglicemia na formação de dano oxidativo de proteínas (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 formação de AOPP em tecidos como 

pâncreas, rim e fígado, bem como a exposição de células a essas proteínas vêm 

sendo cada vez mais estudados ao longo dos anos com a intenção de aumentar o 

conhecimento sobre as possíveis vias de desenvolvimento de complicações 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 Complicações do DM: partículas de LDL e sua oxidação 

O DM é um importante fator de risco independente para doenças 

cardiovasculares, acidente vascular cerebral e doença arterial periférica, mesmo 
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quando ajustado para idade, hipertensão, tabagismo, hipercolesterolemia e 

hipertrofia de ventrículo esquerdo (COLWELL et al., 2003; SBD, 2015). 

Sabe-se que o aumento da concentração de partículas de proteínas de baixa 

densidade (Low Density Lipoprotein, LDL) está relacionado ao desenvolvimento da 

aterosclerose e de um complexo processo inflamatório (LUSIS, 2000; YOUNIS et al., 

2009). A LDL apresenta uma camada externa composta por uma monocamada de 

fosfolipídios contendo colesteróis não esterificados livres. Já a parte interna é 

formada por um núcleo apolar composto basicamente por ésteres de colesterol e em 

menor quantidade por triglicerídeos e alguns colesteróis não esterificados (PRASSL; 

LAGGNER, 2009). A apolipoproteína B (ApoB-100), além de estabilizar a estrutura, 

tem como sua principal função controlar o metabolismo da lipoproteína ligando-se a 

receptores de membrana específicos (YOUNIS et al., 2009). Associado a 

monocamada fosfolipídica da partícula de LDL estão presentes os antioxidantes 

associados como o α-tocoferol (mais abundante), β-caroteno e licopeno (BATLOUNI, 

1997). 

O evento inicial da aterosclerose é o acúmulo de LDL na matrix subendotelial 

(Figura 2). O acúmulo da LDL na parede das artérias apresenta lugares 

preferenciais devido à variação de fluxo sanguíneo. A LDL difunde passivamente 

através das junções de células endoteliais, e a retenção na parede do vaso ocorre 

devido a interações entre a ApoB-100 e a matrix proteoglicana (LUSIS, 2000). Em 

lesões iniciais, uma das modificações mais importantes na partícula de LDL é a 

oxidação lipídica devido à exposição a resíduos oxidativos de células vasculares 

(PARASASSI et al., 2001). Devido ao acúmulo de lipoproteínas na íntima das 

artérias, os monócitos passam a aderir à superfície do endotélio e posteriormente os 

monócitos migram através da monocamada endotelial para a íntima, se proliferando 

e diferenciando-se em macrófagos que consomem as lipoproteínas formando as 

células espumosas (foam cells). As placas podem tornar-se cada vez mais 

complexas com o surgimento de calcificação, ulceração na superfície luminal e 

hemorragia dos pequenos vasos que crescem no sentido da lesão. As lesões mais 

avançadas crescem o suficiente para bloquear o fluxo de sangue, formando trombos 

ou coágulos de sangue resultando em infarto do miocárdio (YOSHIDA; KISUGI, 

2010). 
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Figura 2 – Mecanismos da oxidação de LDL 

 

Fonte: Yoshida e Kisugi, (2010). 

 

Estudos mostraram que a LDL oxidada (LDL-ox) é mais aterogênica que a 

LDL em seu estado nativo (ESTERBAUER et al., 1989; STOCKER; KEANEY, 2004; 

ITABE, 2009). A modificação da partícula de LDL in vivo envolve espécies reativas 

de oxigênio produzidas por células endoteliais e macrófagos e algumas enzimas tais 

como MPO (DAUGHERTY et al., 1994), lipoxigenases (YLÄ-HERTTUALA et al., 

1989) e hemeoxigenases I (WANG, et al., 1996) presentes na íntima da artéria que 

podem promover um processo de modificação da LDL (SICCHIERI, 2012). Visando 

uma melhor compreensão e controle desse processo, a oxidação da LDL in vitro 

vem sendo extensivamente estudada em associação com o DM, porque além da 

glicação de lipoproteínas facilitar a oxidação dessa partícula, aumentando o poder 

de agressão ao endotélio, há formação de outros produtos finais de glicação, que 

acabam por promover a disfunção endotelial generalizada (LAAKSO, 1999; MELO, 

2014). 

Uma das maneiras de se oxidar a lipoproteína in vitro é feita através de íons 

metálicos, como ferro e cobre (ESTERBAUER et al., 1989; CHATTERJEE et al., 

2004), os quais funcionam como catalisadores da decomposição de lipoperóxidos. 

Outra maneira é através da utilização do agente oxidante 2-amidinopropano 
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dihidroclorido (AAPH), um azo composto hidrossolúvel que, durante o processo de 

decomposição dependente de temperatura, produz radicais peroxila (NIKI, 1990; 

CELEDON et al., 2001). O AAPH tem uma taxa constante de geração de radicais 

peroxil (1,36 x 10-6 AAPH mol/litro/segundo) durante as primeiras horas em solução, 

apresentando meia-vida de 175 horas em pH neutro (NIKI, 1990). Durante as três 

primeiras horas do processo de decomposição, tem-se uma redução da 

concentração do AAPH inferior a 3% por hora (STEFEK et al., 2005), promovendo a 

oxidação da lipoproteína de forma semelhante aos eventos fisiológicos (KRISKO; 

KVEDER; PIFAT, 2005). 

1.2.3 Complicações do DM: o envolvimento do sistema inflamatório 

Reações inflamatórias estão associadas a um complexo padrão de respostas 

citotóxicas e imunológicas que envolvem citocinas e quimiocinas que se ligam a 

receptores celulares e iniciam a ativação da sinalização celular e mobilização de 

células ao local da lesão (WANG et al., 2012). Entre as moléculas envolvidas nas 

respostas inflamatórias têm-se as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7, fator de necrose 

tumoral-α (FNT-α) e interferon-γ (IFN-γ) que possuem ação pró-inflamatórias (Th1) e 

as IL-4, IL-10, IL-13 e o fator transformador de crescimento β (FTC-β) com ações 

anti-inflamatórias (Th2). As respostas geradas por essas citocinas podem ser 

suprimidas por linfócitos T regulatórios (Treg, que além de supressão, têm ação na 

produção ou na função dessas células reguladoras) (TEIXEIRA-SALUM et al., 2010). 

Células T auxiliares (Th0) são capazes de secretar citocinas tanto Th1 como Th2.  

A família da IL-1 é composta por duas proteínas homólogas: IL-1α, IL-1β. 

Essas proteínas são secretadas por todas as células nucleadas, principalmente por 

macrófagos, mas também por monócitos, fibroblastos, células sinoviais, endotélio, 

neutrófilos, linfócitos dentre outras. Essas citocinas estimulam a liberação de FNT-α, 

e ainda são capazes de aumentar as moléculas de adesão, promovendo a 

quimiotaxia de leucócitos para o sítio de inflamação (DINARELLO, 2011). Estudos 

sugerem o envolvimento dessa interleucina na destruição das células 

β pancreáticas, inclusive a anulação genética ou farmacológica da ação da IL-1 foi 

capaz de reduzir a incidência do DM 1 em modelos animais, podendo ser um 

potencial alvo de intervenção nesse tipo de DM (MANDRUP-POULSEN et al., 2010). 

Já a IL-6 é sintetizada por monócitos, células endoteliais, fibroblastos, sendo que a 
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hiperglicemia tem relação com a sua síntese imediata. Pacientes com DM 1 com 

proteinúria evidente, quando em comparação com aqueles com microalbuminúria, 

apresentam altos níveis dessa interleucina (KATHERINE et al., 2002). 

A IL-10 foi identificada pela sua habilidade em antagonizar a imunidade 

celular, é produzida por monócitos, macrófagos e linfócitos (DE WAAL et al., 1991; 

MOORE et al., 1993; MOSMANN et al., 1994; ABBAS et al., 2008). Inibe as citocinas 

pró-inflamatórias, principalmente FNT, IL-1 e IL-6, estimulando a produção 

endógena de citocinas anti-inflamatórias (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJ, 

1997; ZHANG, 2007). 

O FNT-α é sintetizado por neutrófilos, macrófagos, linfócitos T e B, células 

natural killer (NK), monócitos, células endoteliais, células musculares cardíacas, 

fibroblastos, osteoclastos entre outras, através de estímulo via INF-ɣ, IL-1 e IL-2. O 

FNT-α tem a capacidade de induzir a liberação de outras citocinas, como a IL-1β, a 

produção de moléculas de adesão e a quimiotaxia celular para o tecido lesado. Além 

disso, promove a ativação do NF-κB, que, por sua vez, induz novamente a síntese e 

a liberação de vários mediadores pró-inflamatórios, atuando em várias cascatas de 

sinalização, perpetuando o processo inflamatório (BRADLEY, 2008). Já o IFN-γ é a 

principal citocina ativadora de macrófagos e exerce funções críticas na imunidade 

inata e na imunidade adaptativa mediada por células (ABBAS et al., 2008). O IFN-γ 

ativa os neutrófilos e provoca a ação citotóxica das células NK (ABBAS et al., 2008).  

Pacientes com DM 1 possuem altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, já 

que, além de ser uma doença autoimune, caracterizada por uma infiltração linfocítica 

levando à insulite, a hiperglicemia conduz a um constante estado inflamatório 

(SARIKONDA et al., 2014). Vários estudos têm demonstrado que pacientes 

diabéticos possuem altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, e evidências 

científicas destacam a importância da hiperglicemia associada à inflamação tanto na 

iniciação, quanto na progressão das complicações 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 inflamatório (MOILANEN; 

VAPPATALO, 1995; YOON et al., 2002). O NO é um RL gasoso, lipofílico e bastante 

reativo, liberado principalmente por células endoteliais, neutrófilos e macrófagos, 

agindo como uma molécula mensageira, mediando diversos eventos fisiológicos 
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relacionados ao sistema vascular como: inflamação, agregação e inibição 

plaquetária, funções neuronais, apoptose e contração de vias aéreas e vasos 

sanguíneos. 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 pancreáticas no DM ) (AVOGARO et al., 2006). 

O NO é amplamente estudado com relação a regulação do tônus vascular e fluxo 

sanguíneo, no entanto, evidências propõem um papel essencial do NO diretamente 

na função de células imunes como os linfócitos, podendo atuar como um modulador 

bifuncional capaz de estimular ou inibir a apoptose. Como descrito anteriormente, no 

DM são encontrados altos níveis de citocinas pró-inflamatórias e RL que levam a 

ativação da via NF-κβ que, consequentemente, acaba por regular a expressão de 

NOS II (isoforma descoberta de citocinas e macrófafos induzidos- iNOS), levando ao 

aumento na produção de NO provocando apoptose de células β e tendo como 

desfecho o desenvolvimento do DM 1 (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).  

Além dos vários componentes desse complexo conjunto, as células imunes 

também possuem um sistema colinérgico completo consistindo de acetilcolina (ACh) 

receptores nicotínicos e muscarínicos, acetiltransferase de colina e a 

acetilcolinesterase (AChE) (KAWASHIMA; FUJII, 2000). Estudos têm demonstrado 

que os linfócitos possuem a maioria dos componentes necessários para a 

constituição de um sistema colinérgico não neuronal independente que está 

envolvido na regulação do sistema imune (KAWASHIMA; FUJII, 2003). A via 

colinérgica anti-inflamatória é mediada pela ACh, que é sintetizada e liberada pelos 

linfócitos exercendo sua função imunomoduladora nos receptores nicotínicos e 

muscarínicos. Quando liberada pelos linfócitos, a ACh é capaz de inibir a produção 

das citocinas pró-inflamatórias, como o FNT e IL-1 (KAWASHIMA; FUJII, 2003). 

Os níveis de ACh no espaço extracelular são regulados pelas colinesterases, 

que são divididas em pelo menos duas famílias 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, junção neuromuscular, linfócitos e eritrócitos (TAYEBATI 

et al., 2002). Nos tecidos linfoides, a AChE regula a quantidade de ACh das células 

de acordo com as demandas imunológicas, contribuindo de forma importante para o 

controle de processos inflamatórios. Além disso, tem sido demonstrado que 

inibidores de AChE reduzem a proliferação de linfócitos e a secreção de citocinas e 
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podem atenuar a inflamação por aumentar a concentração de ACh no espaço 

extracelular (NIZRI; HAMRA-AMITAY, 2006).  

Sabe-se que para o desenvolvimento do DM 1, macrófagos são estimulados 

por IFN-γ e liberam outras citocinas como IL-1β, TNF-α e radicais livres, tóxicos para 

células β pancreáticas, levando-as à 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) têm demonstrado que o perfil 

de secreção de citocinas durante o desenvolvimento do DM 1 é de padrão Th1, onde 

se tem como principal constituinte a IL-2, o FNT-α e o INF-γ, além de uma 

diminuição nos níveis de IL-10 (SESTERHEIM; SAITOVITCH; STAUB, 2007). A 

participação dos RL produzidos especialmente sob a influência de citocinas pró-

inflamatórias nas células β, como o NO, também é um aspecto importante, já que 

esse radical está presente nos macrófagos e no tecido pancreático de camundongos 

NOD (RABINOVITCH, 1996).  

Sabe-se que tanto o DM 1 quanto o 2 podem exibir semelhantes condições 

inflamatórias 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 doença. Altos níveis plasmáticos de IL-6, IL-12, IL-10 e IL-17 são 

encontrados em pacientes com DM 1 quando comparados com pacientes DM 2 

(SARIKONDA et al., 2014). Recentemente, tanto a dislipidemia quanto a 

lipoperoxidação podem estar associadas com o aumento no status inflamatório 

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 Complicações crônicas do DM: infecções por Candida albicans 

O excesso de glicose pode causar danos ao sistema imunológico, já que a 

hiperglicemia pode promover uma diminuição da função de células do sistema imune 

como aderência, quimiotaxia, fagocitose e capacidade bactericida intracelular, sendo 

que estudos demonstram uma relação inversa entre este último mecanismo 
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imunitário e os níveis de HbA1C, principalmente no DM 1 (MULLER, 2005; 

FRAGA-SILVA et al., 2015). Sendo assim, com essas funções diminuídas, ocorre 

uma diminuição na formação de espécies reativas de nitrogênio (ERN), EROS e 

fluxos catiônicos, formados diretamente pelas células do sistema imunitário durante 

uma infecção microbiana para auxiliar na eliminação do agente patogênico, 

consequentemente, esta via de eliminação do patógeno fica prejudicada em DM 

(Miramón et al., 2012). Além disso, também foi reportado que a hiperglicemia 

provoca uma estimulação permanente dessas células e, portanto, tem uma resposta 

celular menos pronunciada a um estímulo infeccioso (DELAMAIRE et al., 1997; 

BUCHTA et al., 2013). Esses fatos estão associados com o aumento da 

susceptibilidade dos pacientes com DM a uma variedade de infecções sistêmicas e 

superficiais (VALERIUS et al., 1982; DELMAIRE et al., 1997; GEERLINGS; 

HOEPELMAN, 1999; DOOLEY; CHAISSON, 2009). No entanto, é sabido que se o 

paciente faz o controle glicêmico e mantém um tratamento adequado, ocorre uma 

melhora na imunidade celular controlada (SBD, 2015).  

O aumento da susceptibilidade em pacientes com DM pode favorecer 

infecções por cocos Gram-positivos, enterobactérias, micobactérias, vírus e fungos 

no trato respiratório inferior, trato urinário, 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 candidíase ou candidose é uma micose oportunista, endógena ou exógena, 

causada por leveduras do gênero Candida. Espécies do gênero Candida são 

classificadas da seguinte forma, segundo a taxonomia: Reino Fungi, Filo 

Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Família 

Saccharomycetaceae (GUARRO; GENÉ; STCHIGEL,1999). As espécies do gênero 

Candida são microrganismos Gram-positivos, leveduriformes, aeróbios, sendo 

capazes de crescer em anaerobiose (PETTINATI, 1980; DAHLE; OLSEN, 1991). 

Esse fungo forma colônias brancas ou branco-amareladas, úmidas, cremosas e com 

odor característico (MEYER et al., 1984). 

É um fungo que pode crescer sob duas diferentes formas e ambas são de 

grande importância na patogênese. 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 mudança na morfologia de fase leveduriforme para filamentosa 

pode ser induzida por uma variedade de condições ambientais, como variação de 

temperatura, pH e, apesar disso, não é considerado um fungo dimórfico já 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 indivíduos sadios. As formas clínicas podem ser divididas em superficial, 

cutâneo-mucosas (orofaringe, esofágica, vulvovaginal), profunda, invasiva e 

sistêmicas/disseminadas (BUZZINI; MARTINI, 2001; SIDRIM; ROCHA, 2004). A 

patogênese da candidíase é facilitada por vários fatores de virulência, sendo que 

nenhum é dominante, podendo ser dependente da predisposição do hospedeiro 

(imunodepressão) e virulência fúngica.  

Todavia, quando há uma ruptura no balanço normal da microbiota ou o 

sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, como ocorre no DM, as 

espécies do gênero Candida tendem a manifestações agressivas, tornando-se 

patogênicas. Entre os diversos tipos de fungos frequentemente isolados de 

pacientes portadores de DM, estão as seguintes espécies: Candida dubliniensis, C. 

haemulonii, C. glabrata, C. tropicalis e C. albicans (ERBEN et al., 2013).  

Mulheres e crianças portadoras de DM tipo 1 apresentam maior colonização 

por C. albicans (RAYFIELD et al., 1982; WILSON; TOMLINSON; REEVES, 1987; 

BOHANNON, 1998; KOWALEWSKA et al., 2016). Uma possível explicação seria a 

diferença na duração da infecção: mulheres com DM são suceptíveis à infecção por 
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C. albicans, no entanto, aquelas portadoras do DM 1 teriam uma função limitada nos 

neutrófilos, inclusive na capacidade desses em fagocitar esses fungos (WILLIAMS 

et al., 1975; RAYFIELD et al., 1982; WILSON; TOMLINSON; REEVES, 1987).  

C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada de infecções superficiais 

e invasivas, e também é a espécie da qual se tem maior conhecimento sobre 

patogenicidade, devido à diversidade de fatores de virulência descobertos. 

Habitualmente, se considera que o sítio de origem de C. albicans causadora de 

infecções seja a microbiota do trato digestório humano (organismo comensal), 

porém diversos casos têm sido relatados de forma horizontal. C. albicans foi o 

primeiro fungo zoopatogênico que teve o seu genoma sequenciado, o que possibilita 

uma variedade de experimentos e, por conseguinte, um grande avanço nos estudos 

relacionados a esse fungo (BARBEDO; SGARBI, 2010). 

Com relação a sua biologia, a identificação da atividade da enzima 

N-acetil-β-D-glucosaminidase (E.C. 3.2.1.30, NAG) em C. albicans pode auxiliar nos 

estudos sobre a virulência dessa levedura em específico, já que não é encontrada 

em outras espécies de Candida (JENKINSON; SHEPHERD, 1987; KAMIYAMA 

et al., 1989). Essa enzima pode não ter uma função essencial, mas pode possibilitar 

para C. albicans uma vantagem para seu crescimento e colonização de células 

hospedeiras, já que opera em coordenação com quitinases promovendo a hidrólise 

de quitina, que é essencial para o metabolismo fúngico (JENKINSON; SHEPHERD, 

1987; NIIMI et al., 1997; MUNRO et al., 2001). 

Pacientes portadores de DM apresentam função renal bastante comprometida 

em longo prazo e a atividade dessa enzima, além de ser detectada quando há danos 

profundos nesse órgão, já que está presente em altas concentrações nas células 

tubulares proximais do rim e níveis aumentados da excreção urinária dessa enzima 

estão associados com complicações micro e macrovasculares, pode facilitar a 

patogenicidade de C. albicans no organismo desses pacientes com o sistema imune 

já tão debilitado (HONG et al., 2000; NORDBERG et al., 2009). 

O sistema imune desenvolve uma resposta após a infecção com o intuito de 

controlar os agentes patogênicos. Os neutrófilos e macrófagos podem eliminar o 

fungo via fagocitose, e a ativação de macrófagos leva à liberação de vários 

mediadores como as citocinas e NO. Em modelos animais de vaginite ocasionada 

por C. albicans, foi relatado um aumento na produção de IL-1β pelas células 

epiteliais, promovendo um recrutamento de células PMN para a vagina, produzindo 
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uma intensa resposta inflamatória (YANO et al., 2012; NASH et al., 2016). Sabe-se 

que citocinas produzidas por respostas do tipo Th1 têm um papel crucial na proteção 

anticandida, já que IFN-ɣ (ação de estimular os macrófagos a destruir os 

microrganismos fagocitados) e FNT-α (principal mediador da resposta inflamatória 

aguda induzida por microrganismos infecciosos) promovem a ativação de fagócitos 

que auxiliam na geração de uma resposta protetora. No entanto, as produzidas por 

Th2, como IL-4 e IL-10, agravam a doença por inibir respostas do tipo Th1, já que 

têm a propriedade de desativar as células efetoras da ação fungicida. A resistência 

do paciente à candidíase disseminada exige uma ação coordenada das defesas 

imune inata e adaptativa, uma ação harmonizada entre as várias citocinas e demais 

moléculas envolvidas. 

Com relação ao NO, como descrito anteriormente, esse é produzido por 

enzimas que podem ser classificadas como cNOS e iNOS. A iNOS é liberada por 

macrófagos, células endoteliais, células da musculatura lisa após estímulos 

causados por bactérias ou por citocinas pró-inflamatórias e catalisa a conversão de 

arginina em citrulina, liberando NO difundível, que pode combinar-se rapidamente 

com radicais como peróxido (H2O2), para produzir radicais peroxinitritos (ONOO-) 

altamente reativos, que podem auxiliar na eliminação de agentes patogênicos 

(BECKMAN; KOPPENOL, 1996). No entanto, o papel exato do NO em combate a 

patógenos através de PMNs, tanto pela via de formação de RL quanto pela liberação 

de mediadores pró-inflamatórios, ainda não é completamente elucidado (KORCHAK 

et al., 1984; KUMAR et al., 2015). 

Além disso, o NO está envolvido com a sinalização purinérgica, no qual após 

ligação de nucleosídeos e nucleotídeos com seus respectivos receptores, atua como 

segundo mensageiro intracelular (BURNSTOCK, 2007). O sistema purinérgico, que 

será mais bem abordado nos subitens a seguir, é formado por nucleosídeos 

(adenosina trifosfato- ATP; adenosina difosfato- ADP, adenosina monofosfato- AMP) 

e nucleotídeo (adenosina- Ado) de adenina que são importantes moléculas 

sinalizadoras em vários tecidos, sendo que ATP e Ado têm importância na regulação 

do sistema imune, uma vez que, além de apresentarem ações antagônicas, atuam 

sobre a liberação de citocinas (BOURS et al., 2006). O controle dos níveis 

extracelulares desses substratos é regulado por várias enzimas ancoradas à 

superfície celular, dentre elas a enzima 5' nucleotidase (5'NT) que já teve sua 
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atividade evidenciada na membrana plasmática de leveduras e micélios de C. 

albicans (MARRIOT, 1975). 

Recentemente, outro sistema enzimático demonstrou possibilidade de 

envolvimento na patogenicidade das infecções por C. albicans. A ACh demonstrou 

ser capaz de inibir a formação de biofilme in vitro e in vivo, além de reduzir a 

inflamação de órgãos em modelo desenvolvido em Galleria mellonella, modelo 

alternativo para estudos sobre biofilme (RAJENDRAN et al., 2015; NETT, 2016). 

Para a identificação e isolamento desse agente patogênico em amostras, é 

feita a cultura em ágar Sabouraud, meio de Nickerson, Pagano-Levine e Chromagar, 

onde a amostra biológica é utilizada para isolamento do agente etiológico e 

observação da macromorfologia. Para tanto, deverá ser semeada sobre a superfície 

do meio de cultura sólido, podendo ser em tubos ou placas de Petri, que deverá 

apresentar colônias características da espécie (LARONE, 2002). Técnicas de 

biologia molecular como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e a amplificação 

dos genes 14-α-DM, também têm sido bastante utilizadas. 

Para o tratamento da candidíase, é recomendado a retirada dos fatores 

predisponentes e o restabelecimento da imunidade, combinados com medicamentos 

e pomadas antimicóticos de derivados de azólicos (fenticonazol, cetoconazol, 

miconazol, fluconazol, isoconazol, itraconazol, tioconazol, voriconazol, ravucozanol, 

posaconazol, albaconazol), poliênicos (nistatina, anfotericina B) e equinocandinas 

(caspofungina, micafungina e anidulafungina). A escolha do tipo de tratamento e da 

via de aplicação depende da espécie de Candida identificada, bem como forma e 

local da infecção (RANG; DALE, 2012). 

Vários grupos de pesquisa têm se dedicado ao estudo de desenvolvimento de 

novos fármacos com ação antifúngica, uma vez que o tratamento convencional 

possui diversos efeitos adversos como: redução da função hepática e renal, 

náuseas, alterações sanguíneas, além das limitações na via de administração 

devido à toxicidade de alguns desses fármacos (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). 

Nesse sentido, compostos de origem natural vêm recebendo uma maior atenção 

atualmente. Dentre os vários testes para avaliar a suscetibilidade dos 

microrganismos frente a esses novos compostos, a determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM), correspondente a menor concentração da substância em 

estudo capaz de inibir o desenvolvimento do microrganismo, tem sido bastante 

utilizada para testes piloto para identificação de uma possível ação farmacológica. 
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1.3 O ENVOLVIMENTO DO SISTEMA PURINÉRGICO NO DM 

O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalização 

importante para diferentes tecidos, sendo capaz de desencadear múltiplos efeitos 

celulares como resposta imune, inflamação, dor, agregação plaquetária, 

vasodilatação mediada pelo endotélio, proliferação e morte celular, além de 

mecanismos neuronais e não neuronais. Três componentes principais fazem parte 

do sistema purinérgico: nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares, seus receptores 

e as ectoenzimas responsáveis pela regulação dos níveis dessas moléculas 

(YEGUTKIN, 2008). Os nucleotídeos ATP, ADP e o nucleosídeo Ado são 

considerados importantes moléculas sinalizadoras (ILLES; RIBEIRO, 2004; 

BURNSTOCK, 2007). Distúrbios no metabolismo celular provocados pelo DM podem 

levar a alterações nas concentrações desses nucleotídeos e nucleosídeos intra- e 

extracelulares (LUNKES et al., 2008; RÜCKER et al., 2010; SCHMATZ et al., 2013; 

KREFT et al., 2016). 

Os nucleotídeos e o nucleosídeos podem exercer seus efeitos através da 

ativação de receptores purinérgicos subdivididos em dois grandes grupos: P1 e P2 

(Figura 4). Os purinoreceptores do tipo P1 são mais eficientemente ativados por Ado 

e quatro diferentes subtipos foram clonados e caracterizados: A1, A2A, A2B e A3, 

todos membros da superfamília de receptores ligados à proteína G. Os receptores 

para adenosina P1 estão presentes em várias espécies animais e em vários tecidos. 

No entanto, a distribuição destes receptores é bastante irregular entre as espécies e 

principalmente entre os tecidos (FREDHOLM et al., 2011). Os receptores A1 e A2A 

são ativados por concentrações de Ado na faixa de nanomolar, já os subtipos A2B e 

A3 tornam-se ativos somente quando os níveis extracelulares de Ado se elevam na 

faixa de micromolar, como durante períodos de inflamação, hipóxia ou isquemia 

(OLAH; STILES, 1995; BARALDI; BOREA, 2000). Recentemente foi descrito que a 

Ado, ao promover a estimulação de receptores A2a através de um agonista em 

modelo animal de DM, é capaz de previnir a proteinúria e reduzir o dano glomerular, 

além de reduzir as vias inflamatórias alteradas por essa patologia (PERSSON et al., 

2016).  

Já os purinoreceptores P2 são ativados por ATP e são divididos em dois 

grupos bem distintos: os receptores ionotrópicos P2X, que são canais iônicos 

dependentes de ligantes, e os receptores metabotrópicos P2Y, que são acoplados à 
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proteína G (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Membros de ambos os tipos de 

receptores encontram-se amplamente distribuídos, inclusive em células de ilhotas e 

vasos sanguíneos pancreáticos, e estão envolvidos em várias funções (BARNARD 

et al., 1997; BURNSTOCK; KNIGTH, 2004).  

 

Figura 4 – Componentes da sinalização purinérgica 

 

(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). 
Fonte: Adaptada de Junger (2011). 

 

O ATP, além de sua função energética, atua como uma molécula sinalizadora 

e, juntamente com outros nucleotídeos extracelulares, modula múltiplas funções 

como: fluxo sanguíneo, secreção, inflamação e respostas imunológicas, além de ser 

uma molécula associada ao perigo "Danger-Associated Molecular Patterns" (DAMP) 

(DI VIRGILIO, 2005; ROBSON et al., 2006). A função sinalizadora do ATP 

extracelular está intimamente ligada à Ado, o produto final de sua hidrólise, sendo 

que a concentração de ATP extracelular é regulada pela enzima ectonucleosídeo 

trifosfato difosfoidrolase (EC 3.6.1.5, E-NTPDase). A liberação de ATP pode ocorrer 

durante a resposta imune ou por células do endotélio danificadas, contribuindo para 

o desencadeamento de diversas respostas inflamatórias, inclusive no DM 

(BURNSTOCK, 2006).  

O ATP possui ações pró e anti-inflamatórias, dependendo da sua 

concentração extracelular, tipo de receptor envolvido e local de ação (DI VIRGILIO, 
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2005; BOEYNAEMS; COMMUNI, 2006; DI VIRGILIO et al., 2009). O ATP 

extracelular pode agir como uma molécula pró-inflamatória, que através da ligação 

aos receptores P2, promove o recrutamento de macrófagos, células dendríticas, 

linfócitos T CD4+ e CD8+, linfócitos B e aumenta a liberação de citocinas pró-

inflamatórias. Em casos em que o ATP extracelular é encontrado em elevadas 

concentrações, esse pode atuar como uma potente molécula citotóxica, capaz de 

levar à morte diferentes classes de células pela formação de grandes poros na 

membrana plasmática (FILIPPINI et al., 1990).  

Contraditoriamente, o ATP extracelular também pode desempenhar um papel 

imunossupressor, por inibir a proliferação de células T e, consequentemente, 

bloquear a liberação de citocinas pró-inflamatórias (DEAGLIO et al., 2007; GESSI 

et al., 2007). Esse mecanismo se dá principalmente quando o ATP está em baixas 

concentrações extracelulares, aumentando a sua afinidade por receptores do tipo 

P2Y, localizados na superfície dos linfócitos. Estes receptores quando estimulados 

promovem uma “downregulation” e levam à liberação de citocinas anti-inflamatórias, 

promovendo um efeito protetor contra danos teciduais excessivos (BOURS et al., 

2006). A modulação dessa sinalização é indispensável para um melhor 

entendimento da fisiopatologia do DM bem como suas complicações, uma vez que a 

sinalização purinérgica atua no sistema vascular e tem o potencial de influenciar 

funções cardíacas, participar de respostas vasomotoras e controlar muitas funções 

plaquetárias (BURNSTOCK, 2006).  

Em relação à agregação plaquetária, o ATP possui um papel complexo nesse 

mecanismo, uma vez que em baixas concentrações ativa e em altas concentrações 

inibe a agregação de plaquetas induzida pelo ADP (SOSLAU; YOUNPRAPAKON, 

1997; ROZALSKI; NOCUN; WATALA, 2005), que é um importante estimulante da 

agregação plaquetária, ativando e recrutando plaquetas para o sítio da injúria 

tecidual (MARCUS et al., 2003b).  

As plaquetas são células anucleadas, com formato discoide sendo bastante 

heterogêneas quanto às características de tamanho, densidade e coloração, sendo 

formadas a partir da fragmentação dos megacariócitos (GUYTON; HALL, 1997; LEE 

et al., 1998). O citoplasma da plaqueta é constituído por quatro tipos de grânulos, 

sendo que nos grânulos densos é que estão presentes cerca de 60% da quantidade 

total dos nucleotídeos da adenina contidos nas plaquetas, que são liberados para o 

meio extracelular em resposta à estimulação ou à ativação plaquetária (HOLMSEN, 

1985), ADP, ATP, além de conter cálcio, serotonina e pirofosfato (QAWI; ROBSON, 
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2000). A principal função das plaquetas sanguíneas é a manutenção da integridade 

vascular, participando da tromborregulação, ou seja, dos processos pelos quais as 

células sanguíneas interagem com as células das paredes dos vasos para regular 

ou inibir a formação de trombos (MARCUS et al., 2003a).  

O ADP constitui o principal agonista envolvido no recrutamento e agregação 

das plaquetas em locais de injúria vascular. A agregação espontânea das plaquetas 

está ausente, ou raramente é observada em indivíduos sadios, enquanto está 

presente em pacientes com DM, angina instável, infarto do miorcárdio, dislipidemia, 

estresse emocional e em exercícios físicos extenuantes (MUDALIAR et al., 2004). A 

aterosclerose acelerada observada nas pessoas portadoras de DM é atribuída, em 

parte, juntamente com a incidência de trombose arterial, à hiper-reatividade das 

plaquetas (GABBIANELLI et al., 2003). Vários estudos têm fornecido evidências 

sobre a ativação reforçada ou aumento da atividade das plaquetas em pacientes e 

em ratos com DM, devido a um desequilíbrio na homeostase purinérgica plaquetária 

(LUNKES et al., 2003; LUNKES et al., 2008; FERREIRO et al., 2013; SCHMATZ 

et al., 2013; CALGAROTO et al., 2015). Sendo assim, alterações na agregação, 

adesão e ativação de plaquetas, parecem representar um fator decisivo na sua 

hipersensibilidade e função nos pacientes diabéticos, desencadeamento de 

processos inflamatórios nos vasos, podendo levar a complicações macrovasculares. 

Além de ação antitrombótica, a Ado está envolvida em funções cruciais no 

SNC, como neuromodulação da transmissão sináptica e neuroproteção (ROZALSKI 

et al., 2005; FREDHOLM et al., 2005). De modo geral, a Ado atua como um 

mensageiro intercelular, embora não seja considerada um neurotransmissor 

clássico, pelo fato de não ser armazenada em vesículas, não ser liberada por 

exocitose e não atuar predominantemente em sinapses (BRUNDEGE; DUNWIDDIE, 

1996; FREDHOLM, 2005). Sob condições normais, ela é continuamente formada 

tanto intracelularmente quanto extracelularmente (FREDHOLM, 2001). Entretanto, 

em locais de dano tecidual, é produzida em altas concentrações, desempenhando 

importante papel na regulação da homeostase de muitos sistemas fisiológicos 

incluindo cardiovascular (vasodilatação e diminuição da pressão sanguínea), 

nervoso (regulação da liberação de neurotransmissores) e renal, além de atuar 

como um regulador endógeno da imunidade inata e em lesão tecidual excessiva 

associada à inflamação (RATHBONE et al., 1999; ALDRICH; BLACKBURN; 

KELLEMS, 2000; BERAUDI et al., 2003; HASKÓ; CRONSTEIN, 2004; SITKOVSKY; 

OHTA, 2005; BURNSTOCK, 2006; DESROSIERS et al., 2007). A utilização de Ado 
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em modelo de dano renal provocado por DM foi capaz de diminuir os níveis de FNT-

α e demais marcadores de dano renal, demonstrando que essa via pode ser 

importante para futuras intervenções farmacológicas (TAŞKIRAN et al., 2016). 

Ainda, a utilização de dipiridamol em modelo animal semelhante foi capaz de 

restaurar os níveis de Ado, reduzidos pelo DM, além de equilibrar o balanço entre 

citocinas pró e anti-inflamatórias in vivo e in vitro (ELSHERBINY; AL-GAYYAR; ABD 

EL GALIL, 2015). 

O DM provoca uma exagerada estimulação da inflamação e do sistema imune 

que pode conduzir a uma inflamação descontrolada, resultando em danos celulares 

e destruição de tecidos. Na tentativa de regulação dessa condição, o ATP e a Ado, 

juntamente com os 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 ações antagônicas às do ATP (BOURS 

et al., 2006). Na superfície dos macrófagos e monócitos, a Ado estimula a liberação 

de IL-10 e inibe a liberação de IL-12, FNT-α e, somente nos macrófagos, de NO, 

consequentemente, favorecendo a ação anti-inflamatória (Figura 5) (HASKÓ; 

CRONSTEIN, 2004).  

 

Figura 5 – Interação do nucleosídeo Ado com seus receptores presentes na 
superfície de células do sistema imune e os efeitos modulatórios 

 

Fonte: Adaptado de Haskó e Cronstein (2004). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Gayyar%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26596562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abd%20El%20Galil%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26596562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abd%20El%20Galil%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26596562
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A regulação dos níveis de Ado ocorre através do seu transporte bi-direcional 

(Figura 6). A principal via de produção 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 é, da conversão de nucleotídeos (a partir da hidrólise de ATP e 

ADP através da enzima E-NTPDase) ou pela liberação de Ado 3',5'-monofosfato 

cíclico (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 remoção da Ado extracelular é 

dada em parte pela recaptação através do transportador bidirecional, seguida por 

sua fosforilação à AMP pela enzima Ado quinase (AK), e em parte por sua 

degradação à inosina pela enzima Ado deaminase (E.C. 3.5.4.4, ADA). Outra via já 

descrita para a produção de Ado ocorre por hidrólise de S-adenosilhomocisteína 

pela S-adenosilhomocisteína hidrolase (LLOYD et al., 1988). Entretanto, essa via 

não possui uma grande importância na produção deste nucleosídeo (PAK et al., 

1994). Já no meio extracelular ela é metabolizada pela ecto-ADA. 

 

Figura 6 – Vias de síntese, degradação e recaptação de Ado 

 

Fonte: Adaptado de Latini e Pedata (2001). 
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Os metabólitos da Ado são: inosina, hipoxantina, xantina e ácido úrico, esse 

último excretado através da urina (TRAMS; LAUTER, 1974; LOGUERCIO et al., 

1996; BOROWIEC et al., 2006). A inosina apresenta alta concentração extracelular 

em caso de injúria, quando o nível de Ado também estiver elevado. Esse metabólito 

pode ligar-se aos mesmos receptores da Ado e iniciar eventos sinalizadores 

intracelulares, assim como, interferir na função celular independente de receptores 

(GOMEZ; SITKOVSKY, 2003; HASKÓ; CRONSTEIN, 2004). Os efeitos 

imunomodulatórios da inosina são atribuídos à supressão da síntese de citocinas 

pró-inflamatórias, inibição da ativação de neutrófilos e linfócitos e indução de 

produção da IL-10 (HASKÓ; CRONSTEIN, 2004). 

1.3.1 Enzimas que degradam nucleotídeos e nucleosídeos de adenina 

Os nucleotídeos extracelulares são degradados por uma cascata de hidrólise 

constituída por enzimas que estão localizadas na superfície celular (ancoradas na 

membrana celular), chamadas de ectonucleotidases, cujo sítio ativo está voltado 

para o meio extracelular, ou estão presentes na forma solúvel no meio intersticial, 

produzindo seus respectivos nucleotídeos/nucleosídeos e fosfato livre. Este conjunto 

de enzimas inclui a família das ectonucleosídeos trifosfato difosfoidrolases 

(EC 3.6.1.5, E-NTPDase), ectonucleotídeo 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 já foram relacionadas com várias funções, 

porém, o principal papel funcional consiste no término da sinalização por 

nucleotídeos, formação do nucleosídeo Ado, seguido pela recaptação de purinas 

(ZIMMERMANN, 2001). 
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Figura 7 – Ectonucleotidases e suas principais características 

 

NTPDases e NPPs são enzimas integrais de membrana, enquanto que as fosfatases alcalinas (AP) e 
a ecto-5´-nucleotidase (E-5´-NT) estão ancoradas à membrana plasmática por um resíduo de 
glicosilfosfatidilinositol (GPI). 
Fonte: Adaptado de Cognato e Bonan (2010). 

 

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

A família E-NTPDase (superfamília GDA1-CD39) é composta por oito 

membros, já caracterizados e clonados. Quatro membros desta família de enzimas 

estão localizados na superfície das células, com um sítio catalítico extracelular, 

sendo eles E-NTPDases 1, 2, 3 e 8. A E-NTPDase1 hidrolisa ATP e ADP igualmente 

bem, enquanto a E-NTPDase3 e a E-NTPDase8 apresentam preferência por ATP 

como substrato. A E-NTPDase2 se caracteriza por possuir uma alta preferência por 

nucleotídeos trifosfatados (KACZMAREK et al., 1996; CHADWICK; FRISCHAUF, 

1997; SMITH; KIRLEY, 1998; SÉVIGNY et al., 2000; ROBSON et al., 2006). Outros 

dois membros conhecidos como E-NTPDases 5 e 6 apresentam localização 

intracelular, (MULERO et al., 1999; BRAUN et al., 2000). As E-NTPDases 4 e 7 

apresentam localização intracelular com o sítio ativo voltado para o lúmen de 

organelas citoplasmáticas (WANG et al., 1998; BIEDERBICK, 2000; SHI et al., 

2001). Estas enzimas formam AMP na presença de íons cálcio e magnésio, que é 
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então convertido à Ado pela E-5'NT (CHAN et al., 1986; ZIMMERMANN, 2011; 

ROBSON et al., 2006).  

A E-NTPDase desempenha importante controle da função dos linfócitos, 

incluindo o reconhecimento do antígeno e ativação de funções efetoras das células 

T citotóxicas (FILIPPINI et al., 1990), e a capacidade de gerar sinais que amplificam 

interações 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 inúmeros tecidos como o renal, o nervoso, o 

hepático, a placenta, o endotélio vascular e as plaquetas (BARMAN, 1696). Está 

envolvida em diferentes funções, como na adesão celular, além de representar um 

marcador de maturação de linfócitos T e B. Juntamente com as E-NTPDases 

hidroliza AMP até Ado na circulação. Também, a E-5'NT é classificada de acordo 

com sua localização celular e propriedades bioquímicas, podendo ser uma enzima 

ancorada à membrana plasmática via glicosilfosfatidil inositol (GPI) ou apresentar-se 

na forma solúvel, 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 localização subcelular, sendo cinco deles 

localizadas no citosol, um na matriz mitocondrial e um anexado a membrana 

plasmática 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 níveis de ATP 

e aumentar os níveis de Ado no meio (LUNKES et al., 2004; SPANEVELLO et al., 

2006; KAIZER et al., 2007). Como citado anteriormente, a atividade dessa enzima é 

considerada a principal via de produção de Ado no meio extracelular. 

Tanto em pacientes diabéticos quanto em modelo experimental de DM, são 

encontradas alterações nas atividades das ectonucleotidases, em função de uma 

resposta à complexa patofisiologia dessa doença. Foi demonstrado um aumento na 

hidrólise dos nucleotídeos 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 têm atividade das enzimas 5'NT e NTPDases plaquetárias 

aumentadas em relação 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 excreção urinária de Ado, sugerindo ser um possível 

candidato a marcador de dano renal inicial (OYARZÚN et al., 2015). 

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

A enzima ADA promove a desaminação hidrolítica da Ado em inosina. Além 

deste nucleosídeo, outro substrato que é capaz de ser clivado pela ADA é a 

2’-desoxiadenosina, a qual é convertida a 2’-desoxinosina (LATINI; PEDATA, 2001; 

IWAKI-EGAWA et al., 2004). Essa enzima está presente em plantas, bactérias, 

invertebrados, vertebrados e mamíferos (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 citosólica e também pode ser expressa na 

superfície celular como uma ectoenzima. 

Há duas isoenzimas distintas da ADA, ADA1 e ADA2. A ADA1 é uma enzima 

monomérica, cuja massa molecular é de aproximadamente 30-40 kDa (VAN DER 

WEYDEN; KELLEY, 1976). A isoenzima ADA1 é encontrada em todas as células, 

especialmente em linfócitos e monócitos (VAN DER WEYDEN; KELLEY, 1976). Nos 

eritrócitos, encontra-se somente a forma menor da isoenzima ADA1.  

Evidências demonstram a ADA 1 pode ser associada a uma proteína de 

ligação conhecida como CD26 ou DPP-IV, uma glicoproteína multifuncional, que 

pode ser encontrada na forma solúvel ou integrada à membrana, sendo amplamente 

expressa em linfócitos T, B e células NK (GORRELL et al., 2001; GORRELL, 2005). 

A CD26 também possui atividade peptidásica e funciona como uma molécula de 

adesão à matriz extracelular, podendo influenciar processos de sinalização celular 

(GORRELL et al., 2001). Essa associação entre ecto-ADA com a DPP-IV sugere que 

esta enzima pode auxiliar na regulação da concentração extracelular de Ado, além 

de estar diretamente envolvida na ativação de células T (DONG et al., 1996; DONG 

et al., 1997). 

Diferentemente da ADA1, a ADA2 apresenta diferenças, tanto estruturais 

quanto 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 têm sugerido que ela pode ser secretada por monócitos 

ativados em processos inflamatórios (IWAKI-EGAWA et al., 2006). 
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A deficiência inata da ADA no sistema imune está diretamente relacionada 

com a síndrome da imunodeficiência severa combinada (SIDSC) e a ausência de 

linfócitos T e B funcionais em indivíduos afetados, ocasionando lesões e problemas 

funcionais de muitos órgãos com a alteração do metabolismo de purinas 

(MORTELLARO et al., 2006). Através da modulação dos níveis endógenos de Ado, 

essa enzima desempenha um papel crítico na atividade dos linfócitos, já que está 

envolvida na proliferação dos linfócitos, assim como na produção e diferenciação de 

citocinas Th1/Th2 (HASKÓ; CRONSTEIN, 2013). Esses efeitos da ADA na 

modulação das funções do sistema imunitário/inflamatório e no metabolismo da 

glicose corroboram com a hipótese de que as alterações no metabolismo da Ado 

poderiam afetar a atividade das células imunológicas e com o conceito de que a 

sinalização desse nucleosídeo representa um passo importante no processo de 

decisão molecular, controlando a inflamação no DM. 

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

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

cerebroespinhais) tem sido utilizado para diagnóstico de tuberculose (BAGANHA 

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

febre tifoide, sinusite, meningite e SIDA (Síndrome de Imunodeficiência Adquirida) 

(TITARENKO et al., 2006). 

A ADA desempenha um papel importante na modulação e na ação da insulina 

sobre o metabolismo da glicose em vários tecidos (RUTKIEWICZ; GÓRSKI, 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 

razão, vários compostos são estudados com a intenção 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 diminuição 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 hipertensão, o tratamento 

crônico com vinho tinto foi capaz de melhorar as alterações provocadas nos 

receptores P1 e P2 (MUSIAL et al., 2016) confirmando o papel desses receptores no 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hask%26%23x000f3%3B%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cronstein%20B%5Bauth%5D
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desenvolvimento da hipertensão e do DM (GUIMARÃES; ALBINO-TEIXEIRA, 2012; 

MUSIAL et al., 2012).  

Em nosso laboratório, diversos estudos reportaram a alteração da atividade 

dessa enzima em diferentes condições. Em intoxicações por diferentes 

concentrações de metilmercúrio (MeHg), ocorre um aumento na atividade da ADA 

não somente no hipocampo, como também no fígado 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 córtex total é maior 

em ratos mais jovens (sete dias) quando comparada com ratos de 60 dias. A 

atividade da ADA também foi investigada na Síndrome Metabólica, demonstrando 

um aumento na atividade da ADA em linfócitos (DE BONA et al., 2012; DE BONA 

et al., 2013). Além disso, a atividade da ADA apresenta-se aumentada em condições 

hiperglicêmicas tanto in vitro quanto in vivo (DE BONA et al., 2010; DE BONA et al., 

2011; BELLÉ et al., 2011; SCHMATZ et al., 2013;  BELLÉ et al., 2014; DE BONA 

et al., 2014; BITENCOURT et al., 2015). 

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DM E SUAS COMPLICAÇÕES IN VIVO 

Modelos animais de DM são considerados ferramentas úteis para estudar a 

fisiopatologia e aspectos clínicos da doença, inclusive sendo utilizados como o 

primeiro passo para a investigação de novas alternativas de terapia. São utilizados 

modelos que ou desenvolvem DM de forma espontânea (camundongo NOD, ratos 

Biobreading-BB) ou através de técnicas químicas, cirúrgicas (mais utilizada em 

modelo de DM tipo 2, retirada parcial do pâncreas) ou ainda, genética (trangênicos 

ou "knock-outs") (CHATZIGEORGIOU et al., 2009). Os modelos de DM permitem 

investigar vários eventos e mecanismos de ação envolvendo estresse oxidativo, 

inflamação crônica, e consequentemente complicações crônicas, para substâncias 

que, futuramente, poderão ser utilizadas como tratamento no DM. 

As substâncias químicas mais utilizadas para o desenvolvimento de modelos 

de DM experimental são o aloxano e a estreptozotocina (STZ). Ambos resultam em 

hiperglicemia e insulinopenia em espécies como ratos, camundongos e coelhos 

(SZKUDELSKI, 2001). No entanto, devido à maior estabilidade química, STZ tem 

sido o agente mais usado para reprodução do DM em roedores (LENZEN, 2008).  

http://lattes.cnpq.br/5588075440897693
http://lattes.cnpq.br/5588075440897693
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O STZ (C8H15N3O7) é uma nitrosureia glicosídeo natural, isolado da bactéria 

Streptomyces achromogenes, com conhecida ação antibiótica e antineoplásica, 

sendo utilizado em baixas doses nesses tratamentos. Tem sua ação diabetogênica 

através de mecanismos como a presença de 2-desoxi-D-glicose em sua estrutura, 

que facilita a sua captação preferencial por células  β pancreáticas, além de acelerar 

a geração de espécies reativas de oxigênio e desencadear a fragmentação do DNA 

destas células (TAKASU et al., 1991; LEUNG; CHAN, 2009). Alternativamente, pode 

atuar como um doador de NO intracelular que, juntamente com superóxido e radicais 

hidroxil, contribuem para a necrose das células β (TURK et al., 1993). 

Este xenobiótico pode ser utilizado para induzir tanto o DM 1 quanto o 

2, dependendo da concentração e da via de administração em animais 

(SZKUDELSKI, 2001; NEGRI, 2005). Tratamentos com pequenas concentrações e 

em dias consecutivos culminam com o aparecimento de lesões inflamatórias nas 

ilhotas pancreáticas através de reação imune mediada pelas células T (LENZEN, 

2008). Também, baixas concentrações associadas a uma dieta hipercalórica por 

pelo menos 60 dias, é desenvolvido o modelo de DM 2 em roedores. Já na dose de 

60 mg/Kg, além da indução de DM 1, também reproduz de forma eficaz um modelo 

experimental de doença renal diabética em ratos (SZKUDELSKI, 2001; LENZEN, 

2008; SHIVANNA et al., 2012). A utilização de STZ para o desenvolvimento de 

modelos de DM é bem caracterizado e padronizado em animais, pois se observa 

claramente a tríade do DM: poliúria, polifagia e polidipsia, além de perda de peso 

(LENZEN et al., 2008).  

O STZ também tem sido utilizado para mimetizar um modelo de complicação 

do DM por infecção com C. albicans, já que como o paciente diabético, o animal 

diabético está mais susceptível a infecções (FISHER; LEE; TARRY, 1989; DHULEY, 

2001). Este modelo de infecção fúngica utiliza 105 UFC/mL via intraperitonial (I.P.)/ 

intravenosa (I.V.), promovendo uma infecção sistêmica subaguda, geralmente, 

sendo bem tolerado pelos animais durante várias semanas, sem haver cura 

espontânea e sendo capaz de mimetizar a infecção humana (Figura 8) (DHULEY, 

1999; BOKAEIAN et al., 2010a; BOKAEIAN et al., 2010b). Dentre as espécies de 

Candida, C. albicans é a que possui maior capacidade de aderência às células 

epiteliais e outras superfícies, 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 

infecção em roedores. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
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Figura 8 – Esquema de indução de DM seguido por infecção em ratos 

 

Fonte: Autor. 

 

1.5 PLANTAS MEDICINAIS 

O homem sempre utilizou os recursos naturais para o seu interesse, 

explorando-os para a sua sobrevivência. Os vegetais são utilizados para diversos 

fins, principalmente nutricional e medicinal. A medicina tradicional chinesa e 

ayurveda são as mais antigas práticas de medicina, já que no florescimento de suas 

civilizações existiam inúmeros escritos sobre plantas medicinais (BOTSARIS, 1995). 

O registro mais antigo da utilização 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 egípcio “Papiro de Ebers” 

é considerado um dos mais importantes livros da cultura médica (VIEGAS, 2005). 

A busca por especiarias, extremamente valiosas e cobiçadas em meados de 

1500, foi o motivo da criação de diversas rotas comerciais terrestres e marítimas 

com a intenção de fazer a conexão entre os continentes. A colonização do 

continente americano por nações europeias fez com que se introduzissem o plantio 

de especiarias asiáticas, mas também levou novas espécies de plantas para o Velho 

Mundo que posteriormente tornaram-se hábito no cotidiano europeu como exemplo 

a batata, o café e o chá preto (ALMEIDA, 2000). 

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

industrial nos países 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 terapêutica, modificando completamente a forma de 

tratar doenças, o que fez surgir o atual complexo médico- industrial- hospitalar 

(OLIVEIRA, 1985). Em consequência desse processo, o conhecimento tradicional do 

uso de plantas medicinais passou a ser posto em segundo plano. Assim, o uso de 

plantas medicinais tornou-se sinônimo de atraso tecnológico (por falta de estudos 

científicos), fazendo com que usuários, médicos e pesquisadores se afastarem 

desse campo (LORENZI; MATOS, 2002). 

Na década de 70, o movimento social urbano da Contracultura incluiu, dentre 

outros campos, a importação de sistemas terapêuticos distintos daqueles já 

existentes, como a Medicina Tradicional Chinesa, Ayurvédica e Homeopatia. 

Acompanhando esse processo histórico mundial, em 1978, a OMS criou o Programa 

de Medicina Tradicional e da Medicina Complementar, que visou facilitar a 

integração da medicina tradicional e da medicina complementar alternativa nos 

sistemas nacionais de atenção à saúde, promovendo o uso racional dessa 

integração. Atualmente, alguns países já contam com políticas nacionais que 

regulam a práticas da medicina tradicional, são eles: Brasil, China, Dinamarca, 

Gana, Japão, Noruega, República da Coreia e Arábia Saudita (OMS, 2011). 

Segundo a Resolução RDC nº10 (2010), planta medicinal é uma espécie 

vegetal utilizada com propósitos terapêuticos. Caso tenha sofrido algum processo de 

estabilização ou de secagem, esta passa a ser chamada de droga vegetal, podendo 

ser encontrada íntegra, rasurada ou triturada (BRASIL, 1973; BRASIL, 2010). Os 

medicamentos fitoterápicos são obtidos exclusivamente com matérias-primas 

vegetais ativas, em que a sua segurança e eficácia são validadas por meio de 

levantamentos etnofarmacológicos, de utilização e de documentações técnico-

científicas ou de evidências clínicas. Estes são caracterizados pelo conhecimento da 

eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância 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: variações climáticas, tipo de solo, época de colheita, 

características genéticas, condições de secagem e de armazenamento (FATIMA, 

1999; OLIVEIRA et al., 2011). É essa fundamentação científica necessária para o 

desenvolvimento de um produto fitoterápico que o diferencia das plantas medicinais 

a das preparações utilizadas na medicina popular (SONAGLIO et al., 2007).  
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O consumo das plantas medicinais pode ser feito na forma de chás, que são 

preparados por decocção, quando a droga vegetal fica em ebulição em água por 

tempo determinado, sendo indicado para partes da planta mais rígidas, como 

cascas, raízes, rizomas, caules e sementes; ou por infusão, onde se coloca água 

fervente sobre a droga vegetal, abafando logo em seguida, por um determinado 

período de tempo. Esta última é indicada para flores, folhas, inflorescências e frutos. 

Para as drogas vegetais, que possuem substâncias que degradam com o 

aquecimento, é indicada a maceração com água, que consiste no contato dessa 

droga com água, à temperatura ambiente, por um tempo determinado (BRASIL, 

2010). Cerca de 50% das espécies medicinais são consumidas via oral na forma de 

chá e xaropes, seguido do uso tópico na forma de alcoolaturas (mistura com alto 

teor alcoólico e grande quantidade de ervas).  

Plantas medicinais e seus derivados (como por exemplo, os fitoterápicos) são 

usados como medicação prescrita ou sem receita, automedicação ou autocuidado, 

remédio caseiro, como suplemento dietético, alimentos funcionais, fitoprotetores, 

dentre outros (OMS, 2011). As indicações terapêuticas mais frequentes estão 

relacionadas com doenças do aparelho respiratório e digestivo, tratamento de dores 

e febres, afecções do sistema geniturinário e circulatório. Muitas espécies de plantas 

medicinais são comercializadas por erveiros ou feirantes, em mercados e feiras 

livres de cidades de todo país (ALVES; SILVA; ALVES, 2008; ROCHA et al., 2013).  

Aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponíveis foram 

desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, sendo: 25% 

originários de plantas, 12% de microrganismos e 3% de animais. No caso de 

medicamentos antitumorais e antimicrobianos, cerca de 60% deles são derivados de 

plantas medicinais. Cerca de 13.000 plantas são usadas como fármacos ou para a 

síntese de moléculas medicinais (SIMÕES et al., 2004). De acordo com a OMS 

(2009), 65-80% da população mundial nos países em desenvolvimento depende 

essencialmente de plantas para o cuidado primário devido, muitas vezes, à pobreza 

ou à falta de acesso à medicina moderna (CALIXTO, 2005). No entanto, apenas um 

pequeno percentual das 250.000-500.000 espécies de plantas existentes teve o seu 

potencial fitoquímico estudado (VASHIST; JINDAL, 2012).  

No entanto, vale ressaltar que apesar de muitas plantas serem úteis ao 

homem, existem aquelas que produzem substâncias tóxicas ou venenosas que 

através da utilização inadequada, poderão trazer efeitos indesejados. É preciso 
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conhecer bem as características de cada planta para poder usá-la como remédio, ter 

conhecimento da doença ou do sintoma apresentado para fazer a seleção correta da 

planta a ser utilizada e da preparação mais adequada. A forma de uso, a frequência 

e a quantidade são aspectos muito importantes para sua utilização. 

Apesar da grande evolução da medicina alopática, ainda existem obstáculos 

básicos na sua utilização pelas populações carentes, que vão desde o acesso aos 

centros de atendimento hospitalares à obtenção de exames e medicamentos, 

carência de recursos de órgãos públicos de saúde e incessantes aumentos nos 

preços nos medicamentos alopáticos. Diante dos fatos apresentados, associado 

com a fácil obtenção, grande tradição do uso de plantas medicinais e os efeitos 

colaterais provocados por alguns medicamentos, a utilização da pesquisa para 

aumentar as informações etnobotânicas de plantas medicinais tem merecido 

atenção considerável de vários segmentos da comunidade científica (HEINRICH, 

2000). 

1.5.1 Plantas medicinais no Brasil 

No Brasil, a primeira descrição 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 índios como “as 

árvores e ervas da virtude”. Os Jesuítas trouxeram as boticas portáteis para tratar os 

colonos e nativos acometidos por doenças como tuberculose, varíola e sarampo. No 

entanto, com o passar do tempo foram forçados a assimilar as plantas nativas 

utilizadas pelos índios para suprir as deficiências de Portugal (DUNIAU, 2003).  

A publicação da primeira edição da Farmacopeia Brasileira, elaborada por 

Rodolfo Albino, representou um esforço significativo de regulamentar a manipulação 

de produtos derivados das plantas medicinais. Ao longo de todas as edições 

(atualmente a Farmacopeia encontra-se na 5° edição) são contempladas mais de 

260 espécies botânicas. No ano de 2011, o Brasil ganhou sua primeira edição do 

Formulário Nacional de Fitoterápicos, que traz na íntegra 83 monografias de 

medicamentos, como infusões, xaropes e pomadas.  

A política de uso de plantas medicinais teve início no Brasil na década de 80 

com o apoio da OMS, onde foi definido o estudo de plantas medicinais como uma 

das prioridades de investigação clínica. Mais recentemente, instituiu a Relação 
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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 função de orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a 

elaboração da Relação Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (RENAFITO), 

além do desenvolvimento e inovação na área de pesquisa com plantas medicinais e 

fitoterápicos (CARVALHO, 2008).  

Alguns estados e municípios brasileiros por meio de instrumentos normativos 

já regulamentavam os serviços de fitoterapia na rede pública de saúde mesmo antes 

das políticas anteriormente citadas e, dentre esses podemos citar o Rio Grande do 

Sul. Sobre a oferta de serviços ou ações em fitoterapia no país, segundo um 

diagnóstico de 2008, estas ações estão presentes em 350 municípios/estados em 

todas as regiões da federação (Figura 9). No RS, estado com maior número de 

municípios que oferecem plantas medicinais ou fitoterápicos, a fitoterapia é a mais 

frequente dentre as práticas integrativas e complementares nos municípios. 

 

Figura 9 – Distribuição dos municípios que possuem ações/serviços com plantas 
medicinais e fitoterapia nas unidades federais 

 

Fonte: Rodrigues, Simoni e Machado (2011). 

 

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

investimentos em pesquisa e desenvolvimento de novos fitomedicamentos são 
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escassos no Brasil (KLEIN et al., 2009). Estima-se que apenas 10% da população 

brasileira consumam fitoterápicos. Esse fato por ser explicado, em parte, pelo fato 

de que o mercado brasileiro nessa área ainda é recente quando comparado com 

países europeus e asiáticos, pela baixa frequência de prescrições médicas desses 

produtos e pela falta de conhecimento dos benefícios dos medicamentos 

fitoterápicos (VALECIO, 2013). Apesar do estudo com plantas medicinais 

apresentarem limitações, 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 são usadas como remédios 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 à família Myrtaceae, sendo conhecido popularmente como 

jambolão, é originária da Índia, podendo ser encontrada em várias regiões do Brasil, 

inclusive no RS (BRAGANÇA, 1996). A árvore (Figura 10) é de grande porte, 

podendo atingir vários metros de altura, possui o caule aéreo, ereto, tipo tronco 

lenhoso e cilíndrico e os ramos são abundantes, retorcidos com folhas dispostas em 

filotaxia oposta (VIZZOTO; PEREIRA, 2008). As folhas são simples, pecioladas, 

lanceoladas ou lanceoladas oblongas até elípticas, com margens onduladas, ápices 

cuspidados e bases cuneadas (OLIVEIRA; AKISUE, 2000; MIGLIATO et al., 2006). 

As flores estão dispostas em inflorescências, de coloração branca a creme, axilares, 

racemosas, plurifloras compostas, que caracterizam outros gêneros pertencentes à 

família Myrtaceae (OLIVEIRA; AKISUE, 2000; MIGLIATO et al., 2006). 
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Figura 10 – Árvore de S. cumini 

 

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

 

Os frutos (Figura 11) são do tipo baga, elípticos, com única semente, 

envolvido por uma polpa carnosa e comestível, mucilaginosa, doce e adstringente, 

com pericarpo de coloração roxa escura intensa, sendo geralmente agradáveis 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 – Aparência 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 

que constituem a semente, são bastante estudados como alternativa de tratamento 
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do DM, sendo que diversos compostos fitoquímicos importantes e outros que ainda 

não tinham sido relatados foram identificados (Tabela 2) (HELMSTADTER, 2008; 

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

 

Tabela 2 – Compostos fitoquímicos identificados nas diferentes partes de S. cumini 

Partes da 
planta 

Compostos fitoquímicos identificados 

Raízes Glicosídeo flavonoide e isoramnetina 3-O- rutinosídeo. 

  

Casca do 
caule 

Ácido betulínico, friedelin, epifriedelanol, ester de epifriedelanol, eugenina, ácido 
β-sitosterol, ácido β-sitosterol-D-glucosídeo, campferol-3-glicosídeo, ácido graxo, 
quercetina, canferol, miricetina, astragalina, ácido gálico e elágico, bergeninas, 
flavonoides, taninos galo e elagi. 

  

Folhas 

Flavonoides glicosídeos acilados, terpenoides, sitosterol, ácido betúlico, 
cratególico, gálico, clorogênico, cafeico, elágico, quercetina, miricetina, miricitina, 
catequina, epicatequina, metil galato, canferol, 3-O-acetil-L-ramnopiranosídeo, 
triterpenoides, rutina, quercitina, isoquercitrina, quercitrina, esterase, carboxilase 
galoil e taninos. 

  

Flores 
Canferol, quercetina, miricetina, isoquercitina, mirecetina-3-L-arabinosídeo, 
quercitina-3-D-galactoside, diidromiricetina, ácido oleanólico, ácido oleanólico 
acetil, eugenol triterpenoide A e B 

  

Frutas 

Rafinose, glicose, frutose, manose, frutose, ácido cítrico, málico, oxálico e gálico, 
antocianinas, taninos, delfinidina-3-gentiobioside, malvidina-3-laminaribioside, 
petunidina-3-gentiobioside, diglicosídeo cianidina, petunidina, malvidina, FIIc, 
proteína, gordura, fibra, carboidrato, cálcio, de magnésio, fósforo, ferro, potássio, 
cobre, enxofre, cloro, vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina, ácido ascórbico, 
colina, ácido fólico, malvidina-3- glucosídeo e petunidina-3- glicosídeo. 

  

Semente 

Catequina, epicatequina, rutina, quercitina, isoquercitrina, quercitrina, canferol, 
clorofila, resinas, taninos flavonóides, fenólicos, ácido gálico, clorogênico, cafeico, 
elágico, ferrúlico, proteínas, cálcio, açúcar, sais minerais, vitamina C, 
antocianinas, monoterpenóides, rutina, quercitina, β-sitosterol ácidos graxo 
insaturados e saturados, glicosídeo jamboline, LH II, Sc2, micaminose, 
cuminoside, além de ser rico em fibras solúveis e insolúveis. 

  

Óleos 
essenciais 
obtidos da 

folha, caule, 
sementes e 

frutas 

α-pineno, canfeno, β-pineno, mirceno, limoneno, trans-O-cimeno, cis-Ocimeno, ɣ-
terpineno, terpinoleno, acetato de bornil, α-copaeno, β-carofileno, α-hamuleno, ɣ-
cadineno, δ-cadineno, trans-ocimeno, cis-ocimeno, β-mirceno, α-terpineol, 
acetato dihidrocarvil, butirato geranil, valerato terpinil, α-terpineol, β-cariofileno, α-
humuleno, β-selineno, calacoreno, α-muurolol, α-santalol, cis-farnesol, ácidos 
láurico, mirístico, palmítico, esteárico, oleico, linoleico, maválico, esterúlico e 
vernólico. 

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

 

Essas partes são utilizadas na forma de infusões, sucos, diferentes frações de 

extratos, além de participarem da formulação de compostos de ervas bastante 



65 

 

utilizados pela população indiana como Dianex®, DCBT, Diabecon®, Diabeta®, 

Hyponidd®, MTEC e Dihar®) (AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU, 2013; 

PAL et al., 2016). No sul do Brasil, a população faz infusões com as folhas e 

consome via oral no lugar da água, como tratamento para o DM (VIZZOTO; 

PEREIRA, 2008). Já no norte do país, nas comunidades Quilombolas, as folhas são 

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 

(utilizando modelos desenvolvidos em animais e administração via oral em 

pacientes) sobre os benefícios da utilização dessa planta medicinal. Em 1900 as 

sementes de S. cumini já tinham sido adicionadas à literatura padrão na categoria de 

fitoterápico terapêutico (HARTWICH, 1897; MARTINDALE; WESTCOTT, 1901; 

ZÖRNIG, 1911; SCHADEWALDT, 1972; HELMSTADTER, 2008). Cabe ressaltar que 

S. cumini é uma das plantas com potencial interesse pelo SUS, sendo incluída no 

RENISUS recentemente. 

Além das ações hipoglicemiante, hipolipidemiante, antimicrobiano, 

antifúngico, antiviral, antigenotóxico, anti-inflamatório, antiúlcerogênico, 

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 vários grupos de pesquisa têm 

dedicado estudos para evidenciar científicamente novas ações farmacológicas das 

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

 

Tabela 3 – Ações farmacológicas de diferentes partes da planta S. cumini 

(continua) 

Partes da 
planta 

Frações 
Ação 

farmacológica 

Casca do 
caule 

Aquoso e 
metanólico 

Hipoglicemico, hipolipidêmico, antidiarreico, ação em inflamações 
locais, anti-helmíntico, antisséptico bucal, adstringente, aumento no 
número de eritrócitos e linfócitos T. 

   

Folhas 

Aquoso, 
metanólico, 
etanólico, 
butanólico 

e óleo 
essencial 

Modulação do sistema purinérgico no DM 2, em eritrócitos submetidos 
à hiperglicemia, intoxicação aguda por etanol, anti-inflamatório, 
digestivo, adstringente, proteção contra toxicidade provocada por 
tetracloreto de carbono in vivo e atividade hipoglicemiante* in vitro; 

Óleo essencial possui ação moluscicida e leishmanicida. 
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(conclusão) 

Partes da 
planta 

Frações 
Ação 

farmacológica 

Frutas Aquoso 

Diminuição do volume urinário, albumina urinária, hipertrofia renal e 
glicose; 

Tratamento gastrointestinal, hipoglicêmico, antipirético e 
cardioprotetor; 

In vivo: aumenta os níveis de insulina em coelhos controle e diabético; 
In vitro: estimula a secreção de insulina das ilhotas de Langerhans e 
inibe a atividade da insulinase (66).  

Demonstra ser candidato, juntamente com as sementes, para o 
tratamento de complicações do DM. 

   

 
Metanólico, 
etanólico  

Cardioprotetor em toxicidade induzida por pesticidas, 

Protetor contra danos no miocárdio provocados por isopreterenol. 

*Dados sobre seu efeito hipoglicemiante são bastante contrários na literatura: as frações etanólica, 
butanólica e aquosa demonstraram efeito hipoglicêmico em camundongos, não demonstrando efeitos 
em camundongos normoglicêmicos. Já estudos envolvendo humanos com DM 1 e 2 e em modelo 
animal de DM, a administração de chá de folhas de S. cumini, parece não demonstrar esse efeito. 
Fonte: Helmstadter (2008); Ayyanar e Subash-Babu (2012); Srivastava e Chandra (2013); Ayyanar; 
Subash-Babu, Ignacimuthu (2013). 

 

Os extratos de sementes (frações aquosa, hidroalcoólica, etanólica, 

clorofórmica, éter de petróleo e metanólica) são considerados os mais efetivos nos 

modelos de DM experimental desenvolvidos in vivo, atenuando/revertendo diversos 

parâmetros afetados por essa doença mesmo em curtos períodos de tratamento, 

tanto que um estudo revela efeitos hipoglicêmicos do extrato de semente após 

quatro dias do início do tratamento (CHATURVEDI et al., 2009; SRIVASTAVA; 

CHANDRA, 2013). A maioria dos estudos mencionados nas revisões bibliográficas 

publicadas sobre S. cumini, fez a utilização de extratos aquoso ou etanólico das 

sementes, nas doses de 100-200 mg/Kg, em modelo animal utilizando camundongo, 

rato e coelho, tendo a via oral como via administração (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 utilização de um extrato aquoso em estudos científicos justifica-se pelo 

fato de que essa fração de extrato é isento de resíduos químicos provenientes de 

extração, além de ser mais próximo das formas comumente utilizadas pela 

população, o que pode vir favorecer a comprovação científica de conhecimentos 

etnofarmacológicos já 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 parâmetros bioquímicos (perfil glicídico e lipídico, ureia, creatinina, enzimas 

hepáticas) parâmetros de estresse oxidativo (PRINCE; KAMALAKKANNAN; 

MENON, 1998). A fração aquosa (100 mg/Kg) foi capaz de diminuir a 

lipoperoxidação e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH) e glutationa peroxidase (GPx) 

em tecidos, além de ter ação sobre a α-glicosidase e α-amilase pancreática 

(PRINCE; KAMALAKKANNAN; MENON, 2003; REKHA; BALAJI; DEECARAMAN, 

2008). Quando esse extrato foi liofilizado, esse foi capaz de aumentar o conteudo de 

glicogênio hepático e muscular por aumentar as enzimas hexoquinase, glicoquinase 

e fosfofrutoquinase (GROVER; VATS; RATHI, 2000). O extrato aquoso 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 

redução dos níveis do perfil lipídico (VIKRANT et al., 2001; SAFDAR; KHAN, 2006; 

SHARMA et al., 2012; SIDANA et al., 2016). Fibras isoladas do extrato aquoso 

demonstraram reduzir os níveis 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 eritrócitos de pacientes 

com DM 2 (DE BONA et al., 2010; DE BONA et al., 2011). Quando S. cumini e seus 

principais constituintes (ácido gálico, ácido clorogênico e rutina) foram testados em 

eritrócitos expostos a condições hiperglicêmicas, pôde-se observar que o efeito de 

inibição do extrato sobre a atividade da ADA é mais significativo do que a 

combinação dos compostos em estudo. Ainda, a insulina, a cafeína e o dipiridamol 

foram capazes de impedir o aumento da atividade da ADA per se, e o efeito inibidor 

causado pelo extrato permaneceu praticamente o mesmo após a combinação desse 

com insulina ou cafeína. No entanto, quando o extrato e o dipiridamol foram 

utilizados em associação, o dipiridamol atenuou o efeito de S. cumini na atividade na 

ADA, sugerindo um antagonismo/competição pelo mesmo local de ação (DE BONA 

et al., 2014). As sementes de S. cumini demonstraram impedir o 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 é possível verificar 

que o extrato aquoso da semente não foi capaz de recuperar as 
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ilhotas β pancreáticas, mas recuperou o conteúdo de glicogênio hepático e impediu 

o aumento do Modelo de Avaliação da Homeostase (HOMA-IR) em ratos diabéticos 

tratados (BITENCOURT et al., 2015). Esses resultados reforçam a hipótese de que 

S. cumini poderia modular o estado hiperglicêmico através da captação de glicose 

periférica direta. Além disso, esse extrato demonstrou ação protetora sobre a 

toxicidade do metilmercúrio em ratos e também uma boa ação antifúngica e 

antimicrobiana in vitro, mas os estudos ainda são 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 etanólico de sementes tiveram sua ação 

investigada frente a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo dos 

carboidratos. Foi demonstrado um aumento na enzima hexoquinase e no conteúdo 

de glicogênio hepático, bem como uma diminuição na atividade da glicose-6-

fosfatase em ratos (PRINCE; MENON; PARI, 1997). Essas frações também são 

consideradas agentes potentes contra o estresse oxidativo em modelos de DM in 

vivo (PRINCE; KAMALAKKANNAN; MENON, 2004; RAVI; SIVAGNANAM; 

SUBRAMANIAN, 2004b; AHMED; HUDED; MALIK, 2010). Ainda não existem 

estudos do extrato aquoso relacionado à ação anti-inflamatória e frente à oxidação 

de partículas de LDL, somente de fração etil acetato, metanólica 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, FIIc, que até o 

momento não haviam sido descritos nessa planta pela literatura, foram isolados e 

purificados nas frações 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 análise proteômica, no qual os autores 

fornecem dados sobre 15 tipos de proteínas 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 não demonstraram nenhum indício de toxicidade nos 

parâmetros analisados mesmo quando utilizando altas doses (5 g/Kg) (RAVI et al., 
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2004c; YELE; VEERANJANEYULU, 2010; TRIPATHI; KOHLI, 2014). Diante dos 

dados descritos, são pertinentes os intensos esforços no desenvolvimento de 

opções terapêuticas alternativas a base de sementes de S. cumini, não somente 

para o DM, mas também para as suas complicações. 

Em relação ao mecanismo de ação e possíveis interações de S. cumini no 

DM, bem como sobre outros fatores relacionados a essa doença, os mesmos ainda 

não estão completamente esclarecidos. Entretanto, já existem alguns mecanismos 

sugeridos (Figura 12), que incluem a diminuição na atividade de importantes 

enzimas envolvidas no metabolismo dos carboidratos, inibição da atividade 

insulinase extra-hepática, aumento/prevenção da depleção do conteúdo de 

glicogênio hepático e muscular, estimulação da secreção de insulina a partir das 

células β remanescentes e atividade mimética à insulina, que pode resultar na 

captação de glicose periférica direta. Além disso, a planta parece estimular enzimas 

envolvidas na utilização periférica de glicose. S. cumini também promoveu um 

aumento da atividade da catepsina B pancreática (converte pré-insulina em insulina), 

restauração da arquitetura das ilhotas pancreáticas, redução do estresse oxidativo e 

ação antioxidante, melhora da dislipidemia (inibe enzimas envolvidas no 

metabolidmo do colesterol), regulação do transportador de glicose GLUT-4. Também 

já foi reportado que S. cumini, por apresentar resultados semelhantes aos de 

medicamentos padrão no tratamento do DM, pode ter uma ação semelhante às 

biguanidas e sulfonilureias (estimulação de células β-pancreáticas) (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, os mecanismos de ação relacionados a 

complicações crônicas do DM ainda são pouco explorados. 
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Figura 12 – Mecanismos de ação propostos até o momento sobre a ação 
hipoglicêmica das principais partes de S. cumini 

 

Fonte: Adaptado de Ayyanar; Subash-Babu e Ignacimuthu (2013). 

 

1.6 NANOTECNOLOGIA 

A nanotecnologia é uma ciência multidisciplinar que se dedica ao 

desenvolvimento de sistemas com dimensão nanométrica (inferior a 1 µm), 

apresentando um crescimento nas últimas décadas (PARVEEN; MISRA; SAHOO, 

2012). Grande parte dos estudos têm se concentrado nas áreas relacionadas às 

ciências da saúde, onde é possível elencar algumas das diversas aplicações desses 

sistemas, como, a otimização da liberação de fármacos, a melhora da 
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biodisponibilidade oral e da distribuição ocular, pulmonar e parenteral, proteção de 

fármacos frente à degradação química e enzimática, aumento da atividade 

antioxidante de substâncias ativas incorporadas, melhora da solubilidade dos 

fármacos e de seus parâmetros farmacocinéticos (PALUMBO et al., 2002; 

PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004; BILATI et al., 2005; YI et al., 2007; YANG; 

WIEDERHOLD; WILLIAMS, 2008; MÜLLER; GOHLA; KECK, 2011; GAO et al., 

2012). As vantagens estão relacionadas principalmente ao tamanho reduzido das 

partículas, o que proporciona maior área superficial em relação ao volume, podendo 

acarretar no aumento da solubilidade e da dissolução de moléculas insolúveis ou 

pouco solúveis, e com isso um aumento da biodisponibilidade do fármaco 

(MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE, 2008). 

Na literatura existem relatos de inúmeros fármacos que já foram incorporados 

em diferentes sistemas nanoestruturados como alternativa às formas farmacêuticas 

convencionais. Dentre as diversas classes que usam essa inovação tecnológica 

estão: anticoagulantes, anti-hipertensivos, antidepressivos, antitumorais, antibióticos, 

anti-inflamatórios, corticosteroides e antifúngicos (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 composição quali- quantitativa. Dentre os sistemas 

mais estudados é possível destacar: lipossomas, nanoemulsões, micelas, 

nanopartículas poliméricas (nanocápsulas e nanoesferas), nanopartículas 

magnéticas, nanopartículas lipídicas sólidas e carreadores lipídicos 

nanoestruturados (SCHAFFAZICK et al., 2003). Sendo assim, frente a uma 

aplicação farmacêutica, a seleção do sistema a ser utilizado no carreamento de 

fármacos, bem como sua composição, está relacionada à ação desejada e à 

compatibilidade físico-química com o fármaco em questão. A seguir, o estudo será 

focado na classe das nanopartículas poliméricas (NP’s), um dos dispositivos 

nanométricos mais explorados. 
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1.6.1 Nanopartículas poliméricas 

As NP´s são sistemas coloidais, de tamanho submicrométrico, compostas 

essencialmente por polímeros naturais ou sintéticos. Estas partículas 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 composição quali- 

quantitativa e organização a nível molecular as nanopartículas poliméricas 

diferenciam-se em: a) Nanocápsulas: são do tipo reservatório, constituídas por um 

núcleo líquido, podendo ser oleoso ou aquoso, envolto por uma parede polimérica. A 

molécula incorporada pode estar dissolvida ou dispersa no núcleo e/ou adsorvida à 

parede polimérica (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; RAO; GECKELER, 2011). b) 

Nanoesferas: são sistemas matriciais, compostas por uma matriz sólida de polímero, 

onde a substância carreada encontra-se molecularmente dispersa ou adsorvida na 

matriz polimérica (RAO; GECKELER, 2011). 

O diâmetro médio da partícula é uma das propriedades mais importantes 

deste tipo de sistema, o qual pode ser modificado controlando parâmetros 

envolvidos no método de preparação tais como: temperatura, velocidade de 

evaporação do solvente, volume das fases, tipo e concentração do tensoativo e 

velocidade de homogeneização, em se tratando de métodos de emulsificação (RAO; 

GECKELER, 2011). O diâmetro reduzido das NP´s confere inúmeras vantagens 

farmacocinéticas em comparação a outros sistemas que apresentam dimensões 

maiores, como a maior capacidade de transpor barreiras biológicas, uma vez que as 

fenestrações presentes nas barreiras endoteliais são da ordem de nanômetros, 

proporcionando maior interação com os componentes biológicos (MAINARDES 

et al., 2007; JAIN; ALEXIS et al., 2008; KUMAR; YADAV; KUMAR, 2010). Ainda, é 

possível controlar a liberação dos fármacos, há a possibilidade de vetorizar 

substâncias ativas a sítios de ação específicos e apresentam maior estabilidade 

comparada a outros sistemas. Além disso, estes sistemas devem ser 

biocompatíveis, podendo ou não ter a propriedade de biodegradabilidade 

(GUINEBRETIÈRE et al., 2002; LEITE et al., 2007; OURIQUE et al., 2008). 

Os polímeros empregados nas formulações de NP´s podem ser de origem 

sintética ou natural. Com relação aos polímeros naturais (gelatina, albumina e 

quitosana), seu emprego em estudos de nanotecnologia farmacêutica é reduzido em 

relação aos polímeros sintéticos, devido à limitação de manipulação de suas 
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propriedades físico-químicas. A vantagem dos polímeros sintéticos está relacionada 

à versatilidade quanto à manipulação de sua organização monomérica, o que resulta 

em propriedades como degradabilidade e compatibilidade em meio biológico, além 

de apresentarem elevada pureza em comparação aos polímeros naturais 

(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Dentre os polímeros sintéticos 

amplamente empregados (ácido poli (láctico)- PLA, ácido poli (láctico-co-glicólico)- 

PLGA), a poli (ε-caprolactona) (PCL) é um polímero bastante adequado para a 

preparação de NP’s em função da sua elevada permeabilidade e por não apresentar 

toxicidade (MURTHY; WILSON; SY, 2012). A PCL é solúvel em solventes orgânicos, 

pode formar misturas miscíveis com vários polímeros, tem baixo ponto de fusão 

(59-64 °C) e carga negativa, devido aos grupamentos ésteres presentes em sua 

estrutura. Também, sofre degradação hidrolítica, possuindo degradação lenta, o que 

se torna uma vantagem para fármacos que necessitam de liberação 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 são bastante restritos. 

Nanopartículas utilizando PCL e extrato de Uncaria tomentosa, em diferentes 

solventes orgânicos, apresentaram ótimos resultados relacionados com as 

características físico-químicas de NP’s (RIBEIRO et al., 2013). A PCL foi utilizada 

para o desenvolvimento de nanopartículas contendo chá branco, apresentando 

manutenção da capacidade antioxidante do chá e uma boa capacidade de liberação 

de polifenóis em meio gástrico simulado (SANNA et al., 2015). O resveratrol 

conjugado com PCL e PEG foi capaz de melhorar a questão da baixa solubilidade e 

sua estabilidade em plasma de ratos (NG et al., 2015). 

1.6.2 Métodos de obtenção: emulsificação/ evaporação do solvente 

A possível modulação das variáveis envolvidas na obtenção de NP´s pode 

conferir-lhes propriedades que atendam a finalidade de sua aplicação. Neste 

sentido, numerosas técnicas de preparação de NP´s estão disponíveis (Figura 13), e 

baseiam-se na dispersão de polímeros pré-formados ou na polimerização a partir de 

monômeros de polímeros (RAO; GECKELER, 2011).  
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Figura 13 – Representação das técnicas de preparação de NP’s 

 

Fonte: Adaptado de Rao e Geckeler, (2011). 

 

Dentre os diferentes métodos descritos na literatura para a preparação de 

nanopartícula poliméricas, neste trabalho foi empregado o método de emulsificação/ 

evaporação de solvente (MORA-HUERTAS et al., 2012). Método esse que, além de 

ser bastante utilizado na formação de nanopartículas biodegradáveis, apresenta 

uma boa reprodutibilidade (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997). De fato, esse 

método inclui a utilização de polímero pré-formado que proporciona além de menor 

toxicidade, um maior controle das partículas formadas em relação aos métodos de 

polimerização in situ. Outra vantagem dessa técnica é a possibilidade de 

desenvolvimento de estruturas que carregam ativos hidrofílicos ou hidrofóbicos, 

devido à possibilidade de formação de emulsões duplas água-em-óleo-em-água 

(A/O/A) ou simples óleo-em-água (O/A), respectivamente (MORA-HUERTAS; 

FESSI; ELAISSARI, 2010). No entanto, como limitação apresenta impossibilidade de 

ser utilizado em fármacos não solúveis em solventes parcialmente miscíveis em 

água, além de agregação de polímero quando utilizado em alta concentração 

(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998b).  

A técnica de emulsificação/ evaporação de solvente consiste na formação de 

uma emulsão 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 miscível com a água (chamada de fase orgânica- FO, que pode ter 

como solvente o acetato de etila), contendo polímero e um tensoativo de baixo EHL 
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(Span 80). A essa emulsão primária, é adicionada outra fase aquosa (FA2) contendo 

água e tensoativo de alto EHL, formando uma emulsão múltipla A/O/A, que é levada 

a um homogeneizador de alta rotação com o intuito de reduzir o tamanho das 

partículas formadas. A emulsão múltipla é levada ao rotavapor para remoção do 

excesso de água e solvente orgânico (Figura 14). A técnica de emulsão múltipla é 

ideal para fármacos com características hidrossolúveis. 

 

Figura 14 – Esquema de formação de emulsão múltipla para o método 
emulsificação/ evaporação solvente 

 

Esquema de formação de emulsão múltipla para o método emulsificação/ evaporação solvente. FA1: 
Fase aquosa 1; FA2: Fase aquosa 2; FO1: Fase ôrganica 1. 
Fonte: Adaptado de Schaffazick et al. (2003). 

 

1.6.3 Caracterização de sistemas nanoestruturados poliméricos 

Os sistemas nanoestruturados poliméricos são sistemas de complexa 

caracterização físico-química, em função do aspecto coloidal das suspensões 

(SOPPIMATH et al., 2001). A caracterização físico-química dessas nanopartículas 

usualmente é realizada em termos de: análise de morfologia, tamanho e índice de 

polidispersão (IPD), potencial zeta (δ), pH, teor total, eficiência de encapsulamento 

(EE%), interação fármaco e outros componentes e estabilidade da formulação ao 

longo do tempo de armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003; KHAYATA et al., 

2012).  

A análise da morfologia de sistemas nanoestruturados pode ser realizada por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), microscopia eletrônica de transmissão 
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(MET) e microscopia de força atômica (MFA), que permitem não só a análise da 

forma, mas também a medida das dimensões de nanopartículas (DOMINGO; 

SAURINA, 2012). 

O diâmetro médio das partículas, bem como sua polidispersidade pode ser 

determinado por diversas técnicas entre elas: espalhamento dinâmico de luz 

(Dinamic Light Scattering– DLS), análise de nanopartículas por rastreamento 

(Nanoparticle tracking analysis– NTA) e análise por difração laser (Laser Diffraction 

Particle Size Analyzer). A técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS) é a mais 

utilizada para determinar tamanho e distribuição de tamanho das partículas 

nanométricas, sendo a mais disseminada no meio cientifico e a que foi utilizada 

nesse trabalho. Trata-se de uma técnica onde é fornecida a média da intensidade de 

espalhamento de luz das partículas que estão em movimento browniano em um 

sistema de suspensão coloidal (GOLDBURG, 1999). 

Potencial Zeta (δ) reflete a carga de superfície das NP’s e pode ser 

influenciado pela presença dos grupos funcionais dos polímeros e por alterações na 

interface. O potencial zeta é usado como indicativo de estabilidade, visto que valores 

elevados (em módulo) predizem uma repulsão entre as partículas, reduzindo assim 

a presença de fenômenos de agregação. A técnica mais utilizada para determinar a 

carga de superfície de NPs é a mobilidade eletroforética (SCHAFFAZICK et al., 

2003; KIRBY; HASSELBRINK, 2004). 

O pH é dependente dos componentes da formulação e do fármaco presente. 

A avaliação do pH é importante pois pode-se monitorar a estabilidade do sistema em 

relação ao tempo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Degradação do polímero e/ou do 

fármaco podem ser visualizadas através da variação de pH (CALVO et al., 2011). 

A eficiência de encapsulamento representa a divisão da fração de fármaco 

encapsulado sobre a fração de fármaco total adicionado ao sistema, multiplicado por 

100 (MENDES et al., 2013). A dificuldade de se obter o valor resulta na separação 

da fração de fármaco livre da fração associada. A separação das duas frações é 

realizada na maioria dos casos por ultracentrifugação (TIYABOONCHAI; 

LIMPEANCHOB, 2007; KHAYATA et al., 2012), podendo ser também por 

ultrafiltração/centrifugação (LIU et al., 2008) e por agitação mecânica (ESSA; 

RABANEL; HILDGEN, 2011; SILVA et al., 2011). 
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1.6.4 Nanopartículas e a utilização de extratos de plantas medicinais 

Novos sistemas de administração de fármacos podem auxiliar a superar os 

problemas associados à utilização de plantas medicinais, já que antes de chegar a 

circulação sanguínea, alguns constituintes das plantas com ação farmacológica 

podem ser inativados pelo pH ácido do estômago e outros podem ser metabolizados 

pelo fígado (FERRIZ; VINOVÁ, 2010; SARAF et al., 2015; GOPI et al., 2016). A 

quantidade resultante desses compostos não consegue atingir a corrente sanguínea 

de forma efetiva e, consequentemente, demonstrar pouco/nenhum efeito terapêutico 

(CONTE et al., 2016). 

Dentre os novos sistemas de administração encontram-se as nanopartículas 

poliméricas que previnem o metabolismo de primeira passagem e aumentam o 

tempo de permanência na circulação devido ao seu tamanho reduzido (BONIFÁCIO 

et al., 2014). Ainda, outros fatores motivaram estudos com nanocarreadores 

contendo plantas medicinais, como o fato de que as frações de extratos utilizam 

solventes orgânicos, o que pode vir a ser inadequado para o uso humano, além da 

baixa adesão do paciente ao tratamento com as fitoformulações disponíveis e dos 

efeitos colaterais associados a medicamentos industrializados (BONIFÁCIO et al., 

2014). Além disso, evidências mostram que muitas substâncias terapêuticas atuais 

têm ação de suprimir apenas os sintomas e acaba por ignorar os processos 

subjacentes da doença. Em contraste, muitos produtos naturais parecem abordar as 

muitas causas das doenças, produzindo resultados clínicos superiores. Atualmente, 

a comunidade científica tem se dedicado ao estudo de desenvolvimento de sistemas 

nanométricos utilizando extratos naturais principalmente em duas vias: além das 

NP’s, a “green syntesis”- química verde (MITTAL et al., 2014).  

Nos últimos anos, várias plantas medicinais e metabólitos secundários têm 

sido estudados com o intuito de desenvolver diferentes tipos de nanopartículas 

(principalmente nanopartículas poliméricas, lipossomas e micelas) com as mais 

diversas ações farmacológicas. A ação antitumoral é uma das mais visadas, 

justamente pelo fato de que muitos medicamentos anticarcinogênicos tiveram como 

precursores um produto de origem natural, além da possibilidade de redução dos 

conhecidos efeitos tóxicos (ANSARI; ISLAM; SAMEEM, 2012; BAKER et al., 2013).  

S. cumini tem sido bastante utilizado no desenvolvimento de nanopartículas 

metálicas, por apresentar uma alta atividade contra radicais livres, por potencializar 
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a capacidade antioxidante da formulação, além de demonstrar suas demais ações 

farmacológicas nessa forma nanoparticulada (KUMAR; YADAV; KUMAR, 2010; 

KUMAR; YADAV, 2012; PRASAD et al., 2012; MITTAL et al., 2014).  

Em relação ao desenvolvimento de NP’S, recentemente foi publicado um 

estudo onde foi verificado o efeito do extrato etanólico de sementes de S. cumini 

incorporado em nanopartículas de PLGA, em modelo de hiperglicemia induzida por 

arsênio. Testes realizados in vitro, utilizando células L6, e in vivo, utilizando ratos, 

demonstraram que essas nanopartículas poliméricas proporcionaram um melhor 

potencial de ação em parâmetros relacionados à hiperglicemia e estresse oxidativo, 

do que apenas a utilização do extrato bruto (SAMADDER et al., 2012). 

A caracterização do extrato aquoso de S. cumini apresenta uma grande 

quantidade de compostos fenólicos e flavonoides, que requerem a formulação de um 

produto capaz de manter a integridade estrutural, até o consumo ou a administração, 

mascarar o sabor, aumentar biodisponibilidade e vetorizar para um alvo fisiológico 

(BITENCOURT et al., 2015). Nesse contexto, o encapsulamento do extrato torna-se 

uma alternativa vantajosa para alcançar esses objetivos.  

1.6.5 Nanotoxicologia e modelos experimentais de toxicologia 

A toxicidade das nanopartículas é um ponto bastante relevante na pesquisa 

científica. Devido ao tamanho nanométrico destas estruturas, pode ocorrer uma 

difusão facilitada entre os tecidos e células, sendo capaz de provocar um efeito 

tóxico bastante acentuado, podendo levar à morte. Inclusive, as características 

físico-químicas das nanopartículas podem facilitar não somente a entrada, mas 

também seu acúmulo 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 utilização de produtos de natureza 

nanotecnológica, a criação de leis específicas para ordenar a produção, distribuição 

e descarte de produtos que contenham esses materiais tem sido um desafio. Por 

esse motivo, é possível observar que pesquisadores têm usado como material de 

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

BULCÃO et al., 2012; ZHANG et al., 2014). 

Considerando a tendência atual de substituição dos testes toxicológicos em 

animais de laboratório, o modelo de Artemia salina tem sido bastante utilizado como 

um bioensaio de laboratório para desenvolver ensaios de toxicidade padrão (ATES 

et al., 2013a; ATES et al., 2013b). A. salina é a larva do camarão de água salgada, 

invertebrado da fauna dos ecossitemas aquáticos, que se reproduz com facilidade e 

rapidez, sendo que seus ovos, quando secos, podem ser conservados durante anos. 

O ensaio de toxicidade é rápido, de baixo custo, não requer equipamentos especiais 

e utiliza quantidades de amostras relativamente pequenas (MEYER et al., 1982). 

O nível de toxicidade é dado através da estimativa da concentração letal 

média (CL50), ou seja, a concentração capaz de causar a morte de metade das 

larvas de A. salina envolvidas no ensaio. Valores de CL50 superiores a 1000 µg/mL 

para extratos de plantas são considerados não tóxicos. Resultados desse teste 

demonstraram ser bem correlacionados com a atividade citotóxica contra alguns 

tipos de tumores sólidos humanos, podendo ser utilizados como uma ferramenta 

para a pesquisa pré-screening de candidatos a novos fármacos (KPOVIESSI et al., 

2012; SANTOS et al., 2010). Além disso, estudos já demonstraram uma boa 

correlação entre a CL50 obtida no teste A. salina e DL50 em camundongos (toxicidade 

aguda, via oral) (LOGARTO et al., 2011). Apesar de todas as vantagens descritas, 

ainda tem sido pouco utilizado como teste toxicológico para sistemas 

nanoparticulados. 

Além desse, existem diversos testes utilizando modelos alternativos aos 

animais, como teste de hemólise, fragilidade osmótica 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 são 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 (crônica), de acordo com OECD 2001 e 

Resolução Nº 90 de 2004 (Guia para a realização de estudos de toxicidade 

pré-clínica de fitoterápicos) da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 

2004).  

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

recebem uma única dose da substância a ser testada (mesma via proposta para o 
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uso do produto), em concentrações diferentes, após um período de 12 h de jejum. 

São avaliados parâmetros como mudança no peso, mortalidade, mudanças no 

padrão de comportamento como agressividade, recusa de alimentos ou água, 

diarreia, salivação, secreção dos olhos e ouvidos, respiração ruidosa, alterações na 

atividade locomotora, piloereção, tremores, convulsões, coma, lesão, dor ou 

qualquer sinal da doença/desconforto em cada grupo, na primeira hora após a 

administração, perfazendo um total de 14 dias (MALATHI; GOMAZ, 2008; ROSIDAH 

et al., 2009). Após esse período, os animais são eutanasiados e são realizadas 

determinações que possam dar indicativos sobre a toxicidade como: análises 

bioquímicas em soro (alanina aminotransferase (AST), aspartato aminotransferase 

(ALT), proteína, glicose, colesterol total, triglicerídeos, ureia e creatinina), 

hemograma completo, peso relativo de tecidos e avaliação de espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) em tecidos mais susceptíveis à toxicidade, como 

cérebro, baço, rins e fígado (MALATHI; GOMAZ, 2008; ROSIDAH et al., 2009). 

Já no teste de toxicidade crônica, OECD407, são observados e realizados os 

mesmos testes descritos acima, no entanto, os animais recebem doses repetidas, 

durante 28 dias, de diferentes concentrações dos compostos em estudo, além de 

realizar o teste em pelo menos duas espécies diferentes como roedores (n=10) e 

não roedores (n=3). 

Considerando o fato de que a incidência e prevalência do DM estão 

alcançando proporções epidêmicas, inclusive no Brasil e que o desenvolvimento e a 

progressão de complicações do DM, além de estarem acometendo um número cada 

vez maior de pacientes, podem estar relacionados com disfunções inflamatórias e 

estresse oxidativo, se faz necessário a busca por inovações tecnológicas que 

possam otimizar ações farmacológicas de plantas medicinais de uso popular, como 

o S. cumini em diferentes modelos experimentais que possam contribuir para o 

conhecimento de suas propriedades bioquímicas, farmacológicas e toxicológicas. 

Sendo assim, esse estudo reveste-se de mérito, além de fundamentar as bases de 

inovação. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver e caracterizar uma formulação de nanoparticulas poliméricas 

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

bioquímicos relacionados à toxicidade e demais efeitos sobre complicações do DM 

in vitro e in vivo. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

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

poliméricas contendo o extrato (NPASc) 

a) Realizar a caracterização fitoquímica do ASc, através de análise por 

CLAE-DAD; 

b) Desenvolver NPASc e realizar sua caracterização fitoquímica e físico-

química; 

c) Avaliar a capacidade antioxidante através da avaliação do poder redutor 

pelo método de ferro (FRAP) e scavenging de DPPH, in vitro; 

d) Verificar a propriedade antioxidante/antiaterogênica frente a partículas de 

LDL oxidadas por AAPH, in vitro; 

e) Determinar a atividade antifúngica através da determinação da 

Concentração inibitória mínima (CIM) frente a espécies de Candida spp. 

2.2.2 Estimar a toxicidade de ASc, NPb e NPASc 

a) Avaliar a letalidade pelo teste de A. salina; 

b) Verificar parâmetros de toxicidade gerais como consumo de água e 

comida, ganho de peso, peso relativo dos órgãos (rim, fígado, baço) e 

alterações de comportamento em modelo de toxicidade aguda em ratos; 

c) Avaliar marcadores séricos bioquímicos da função hepática (enzimas 

transaminases), renal (ureia e creatinina) e proteínas totais, assim como o 

perfil glicídico e lipídico (níveis de colesterol total e triglicerídeos) em 

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

ratos; 

e) Quantificar níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em 

tecidos hepático, renal, córtex cerebral e baço em modelo de toxicidade 

aguda em ratos. 

2.2.3 Em modelo animal de DM seguido de infecção 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, níveis de NO e 

AOPP, lipoperoxidação, citocinas, perfil glicídico (níveis de glicose, 

frutosamina e insulina), perfil lipídico (colesterol total e triglicerídos), 

proteínas totais e creatinina em soro; 

b) Níveis de glicose, proteínas 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 níveis de NO em 

plaquetas; 

b) Atividade das enzimas ADA, DPP-IV e AChE em linfócitos. 

2.2.3.3 Em tecidos 

a) Atividade da enzima ADA, lipoperoxidação e níveis de NO e AOPP em 

tecidos hepático, renal e pancreático; 

b) Quantificação de unidades formadoras de colônias (UFC) em tecido renal 

e hepático; 

c) Atividade da enzima NAG em tecido renal. 
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3 ARTIGOS 

3.1 A NEW BIODEGRADABLE POLYMERIC NANOPARTICLE FORMULATION 

CONTAINING SYZYGIUM CUMINI: PHYTOCHEMICAL PROFILE, ANTIOXIDANT 

AND ANTIFUNGAL ACTIVITY AND IN VIVO TOXICITY 
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3.2 ANTI-INFLAMMATORY ACTION OF SEED EXTRACT AND POLYMERIC 

NANOPARTICLES OF SYZYGIUM CUMINI IN DIABETIC RATS INFECTED WITH 

CANDIDA ALBICANS 
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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-β-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 (Miramón 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-ε-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 C18 column (4.6 mm x 150 mm, 5 μm). 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
5 

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 



111 

 

diagnostic kits (Labtest Diagnóstica, 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-β-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-β-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 Diagnóstica, 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; Bonifácio 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 & Vinová 

2010; Bonifácio 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 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saklani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27443845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saklani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27443845


113 

 

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-α-tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwi-5L_y547MAhXJEJAKHUG5D-oQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0004-27302008000600005&usg=AFQjCNFyVpmHOWSqHpoPF-7cCoq7qNrcLQ&bvm=bv.119408272,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwi-5L_y547MAhXJEJAKHUG5D-oQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fscript%3Dsci_arttext%26pid%3DS0004-27302008000600005&usg=AFQjCNFyVpmHOWSqHpoPF-7cCoq7qNrcLQ&bvm=bv.119408272,d.Y2I
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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 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Dentre as plantas que exibem alto potencial farmacológico, além de ser 

amplamente utilizada pela população, destaca-se S. cumini, que apesar de extensa 

utilização de diferentes partes dessa planta, é a semente que concentra os principais 

metabólitos responsáveis pelas suas diversas propriedades já relatadas.  O extrato 

aquoso de sementes de S. cumini (ASc) apresentou uma alta concentração de 

compostos fenólicos e flavonoides na sua caracterização fitoquímica, que devido as 

suas características, torna relevante o desenvolvimento de uma nanopartícula 

polimérica. A NPASc apresentou resultados compatíveis com sistemas 

nanométricos, além de manter a composição fitoquímica do extrato de forma 

praticamente inalterada, exibir alto potencial antioxidante frente as metodologias 

testadas (DPPH, FRAP e LDL-ox) e até mesmo potencializar a atividade antifúngica 

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 polímero PCL e o extrato utilizado não apresentam toxicidade nas 

concentrações testadas. Tal fato é corroborado com estudos anteriores que não 

demonstraram toxicidade de ASc mesmo em altas concentrações (RAVI et al., 

2004a). É importante ressaltar que a nanopartícula branca (NPb) foi igualmente 

submetida aos testes, não demonstrando qualquer atividade per se ou toxicidade. A 

importância e ineditismo de nosso trabalho encontram-se, principalmente, na 

utilização de um extrato aquoso de sementes de S. cumini, já que até o momento, 

somente Samadder et al. (2012), descreveram a utilização de um extrato etanólico 

de sementes de S. cumini no desenvolvimento de nanopartículas utilizando um 

polímero com características bastante semelhantes ao PCL. 

O S. cumini é bastante utilizado pela população e estudos demonstraram 

relevantes ações farmacológicas como ação hipoglicemica, hipolipidêmica, 

antioxidante dentre outras (AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU, 2013). 

O aumento na exposição à hiperglicemia prejudica o sistema imunológico dos 

pacientes diabéticos. Neste estudo, o modelo de DM induzida experimentalmente 

em ratos, seguido pela infecção por C. albicans foi utilizado para avaliação de 

parâmetros relacionados à inflamação e ao estresse oxidativo após o tratamento 

com ASc e NPASc. Nos parâmetros relacionados com o DM no soro, os resultados 

foram compatíveis com a condição diabetogênica e especialmente, no grupo de 

http://www.dicionarioinformal.com.br/significado/ineditismo/512/
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animais somente infectados com C. albicans e não tratados, que além do aumento 

nos níveis séricos de creatinina, apresentou um aumento na atividade da enzima 

NAG renal e urinária.  

Ao mesmo tempo, NPASc teve efeito superior ao do ASc na redução dos 

níveis de glicose e aumento nos níveis de insulina, possivelmente devido as 

características físico-químicas dos sistemas nanométricos que podem ter 

potencializados as propriedades já descritas para S. cumini. Além disso, ambos os 

tratamentos foram capazes de reduzir estes parâmetros nos grupos de animais 

diabéticos. Porém, no grupo submetido apenas à infecção fúngica, ambos os 

tratamentos foram capazes de reduzir somente a atividade da NAG renal e urinária. 

O efeito superior do tratamento nos animais dos grupos diabéticos pode ser 

atribuído ao fato de que as células tubulares desses estão em intenso processo 

inflamatório, onde as células estão mais espaçadas (efeito evidenciado de 

permeabilidade e retenção), sendo possível que as nanopartículas poliméricas 

tenham ficado retidas neste espaço, permitindo que o extrato exerça suas ações 

farmacológicas no tecido afetado (TIAN et al., 2011).  

Como esperado, os animais diabéticos apresentaram um aumento nas 

atividades 5'-NT e NTPDase em soro e plaquetas (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 

hepático, sendo que os linfócitos também apresentaram um aumento na atividade da 

DPP-IV e AChE, o que pode estar relacionado com o aumento nas citocinas pró-

inflamatórias (IL-1, IL-6, TNT-α e IFN-ɣ). O desbalanço na atividade das enzimas 

relacionadas ao sistema purinérgico pode ser um dos mecanismos pelo qual é 

possível verificar o aumento na produção dos níveis séricos e celulares de NO 

nesses grupos, outra molécula também envolvida na regulação do processo 

inflamatório (BECKMAN; KOPPENOL, 1996).  

No entanto, com relação aos níveis de NO foi verificado um aumento em 

todos os tecidos testados (rim, fígado e pâncreas), o que pode estar relacionado 

com a administração de STZ, que tem na geração de NO um dos seus mecanismos 

de ação, além do aumento na formação de NO por parte do hospedeiro contra os 

agentes patogênicos (TURK et al., 1993; KUMAR et al., 2015). O conjunto desses 
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resultados demonstra que, de fato, todo o sistema purinérgico está em desequilíbrio 

durante o DM e também na infecção por C. albicans, apesar de que, quando juntas 

essas condições patológicas apresentam semelhante aumento nas atividades 

enzimáticas e níveis de NO, do que quando analisadas de forma separada. 

Os tratamentos com ASc e NPASc foram igualmente capazes de diminuir não 

somente a atividade das ectonucleotidases e, possívelmente prevenindo o aumento 

nos níveis de NO no soro e em plaquetas, mas também na diminuição da atividade 

da ADA, AChE e NO nos linfócitos dos animais infectados com C. albicans, DM e 

DM+ C. albicans. A regulação desses sistemas pode ter levado à diminuição dos 

níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias e ao aumento nos níveis de IL-10 

(anti-inflamatória), demonstrando que ambos os tratamentos demonstram 

capacidade de atuar em diferentes vias de forma sistêmica relacionadas à 

inflamação no DM. Tanto ASc quanto NPASc foram capazes de diminuir a atividade 

da ADA em rim e fígado dos animais do grupo DM, C. albicans e DM + C. albicans, 

demonstrando a capacidade de S. cumini na regulação tecidual dos níveis de Ado. 

No entanto, com relação somente a infecção por C. albicans, a resposta 

apresentada pelos tratamentos, juntamente com a redução de citocinas pró-

inflamatórias, necessárias para a fagocitose do fungo, associada à moderada 

atividade antifúngica demonstrada no teste de suscetibilidade do ASc, NPASc e 

ácido gálico sugerem que a atividade anti-inflamatória do extrato é mais proeminente 

do que a atividade antifúngica. 

Cabe ressaltar que essas alterações encontradas no sistema purinérgico e 

inflamatório também podem estar relacionadas com o estresse oxidativo, como 

demonstrado nesse trabalho, onde houve um aumento na lipoperoxidação e AOPP 

no soro e tecidos (renal, hepático e pancreático) nos grupos de animais diabéticos 

corroborando com achados da literatura que evidenciam sua relação com as 

complicações crônicas do DM (PFAFFLY, 2001). Além disso, no grupo de animais 

somente infectados com C. albicans foi possível observar um aumento nos níveis 

renais de TBARS e AOPP, demonstrando que esse tecido parece ser bastante 

afetado no modelo desenvolvido nesse trabalho, já que também foi possível 

observar um aumento nos níveis séricos de creatinina, na atividade da enzima NAG 

renal e urinária, comprovando que a infecção foi capaz de provocar danos nos 

túbulos renais.  
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O efeito superior das NPASc na diminuição dos níveis de NO (em tecido 

renal, hepático e pancreático) e AOPP (tecido renal e pancreático) pode estar 

relacionado com propriedades conferidas as nanopartículas poliméricas como a 

proteção contra degradações físico-químicas. Além disso, os compostos fenólicos e 

flavonóides presentes no S. cumini podem ter sido responsáveis pela redução da 

lipoperoxidação em todos os tecidos de todos os grupos tratados, já que estruturas 

nanométricas podem melhorar a biodistribuição dos compostos encontrados em 

maior quantidade no extrato, como ácido gálico, ácido 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 presença 

de uma agente infeccioso, o organismo passa a produzir um excesso de radicais 

livres na tentativa de remover o microrganismo, o que pode provocar um desbalanço 

ainda maior em pacientes portadores de alguma outra patologia também produtora 

de RL, como o DM.  

Como ainda são restritos os estudos que relacionam o efeito da infecção por 

C. albicans no DM sobre alteração 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 

complicações reforçando sua importância e o desafio em desenvolver 

nanopartículas poliméricas com substâncias hidrofílicas através do aprimoramento 

de uma formulação em escala nanométrica. 
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Figura 15 – Resumo gráfico 
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6 CONCLUSÕES 

Os modelos experimentais investigados resultaram nas seguintes conclusões: 

 

 O desenvolvimento das NPASc contendo ASc foi realizado com êxito, uma 

vez que as NPASc apresentaram características compatíveis com as dos 

sistemas nanométricos, mantendo a atividade antioxidante de S. cumini frente 

a testes realizados in vitro, além de potencializar a atividade antifúngica do 

extrato frente a C. guilliermondii e C. haemulonii; 

 ASc, NPb e NPASc não apresentaram toxicidade nos testes de letalidade de 

A. salina e nos parâmetros avaliados relacionados à toxicidade aguda em 

ratos, refletindo a segurança do polímero e extrato utilizado; 

 Em modelo experimental de complicação do DM é possível observar um 

desequilíbrio nos parâmetros bioquímicos quantificados em soro, enzimáticos 

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 elevação de citocinas pró-inflamatórias e NO, 

demonstrando o desequílibrio desse sistema;  

 Tanto o ASc quanto as NPASc foram capazes de atenuar as alterações 

provocadas pelo DM e pela infecção, sugerindo que um dos possíveis 

mecanismos pelo qual S. cumini pode atuar no controle dos desequilíbrios 

encontrados nesse modelo é através da modulação do sistema purinérgico, 

aumentando os níveis de Ado e assim, diminuindo as citocinas pró-

inflamatórias, os níveis de NO e melhorando o status redox do hospedeiro. 

Consequentemente, a ação orquestrada dessas rotas pode regular a 

inflamação provocada pela infecção fúngica no DM. 
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