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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Bioquimica
Universidade Federal do Pampa

Avaliacao da atividade antioxidantein vitro ein vivo de extratos preparados
a partir das folhas deSyzygium cumini (L.) Skeels

AUTOR: Jefferson de Jesus Soares
ORIENTADOR: Elton Luis Gasparotto Denardin
Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 25 de ab2i0ds

A Syzygium cumir(L.) Skeels, conhecida como jambolao, € uma dadgdanedicinais mais
utilizadas na medicina popular. Apesar de ter amige india, essa espécie é cultivada em
diversos paises, inclusive no Brasil. Todas aspatt espécie (folhas, sementes, frutos e
casca) tem uma longa histdria de uso medicinal &mas culturas populares. As folhas sao
utilizadas para o tratamento de febre, estomafgaairopatia e principalmente diabetes. O
presente estudo avaliou a atividade antioxidami® ta vitro comoin vivo de trés diferentes
extratos preparados a partir das folhas Slgygium cuminilL.) Skeels. A atividade
antioxidante m vitro dos extrato$oi avaliada por diferentes metodologias como duwapdo
radical DPPH, capacidade antioxidante total e pdéereducao do ferro (lll). Como modelo
in vivo, utilizou-se linhagens d&accharomyces cerevisiakeficientes e proficientes em
superoxido dismutase (SOD). O crescimento e a 3o lipidica das linhagens foram
avaliadas apés 24 horas de exposicdo simultangmraguat (pro-oxidante) e a diferentes
concentracdes dos extratos. Os extratos mostraaatividade antioxidanti& vitro através

da habilidade de doacdo de elétrons e hidrogéros. éisaiosn vivo, 0 paraquat inibiu o
crescimento e aumentou a peroxidacéo lipidicainhadens tratadas somente com paraquat.
Os trés extratos foram capazes de auxiliar o eresup das linhagens e reduzir a
peroxidacao lipidica mesmo na presenca do paraQuatnteddo de compostos fendlicos e
flavondides podem estar correlacionados com adaiid antioxidante dos extratos. Os
resultados indicam que as folhas &gzygium cumini(L.) Skeels possuem atividade
antioxidante o que pode contribuir com o seu usdit¢ional no tratamento de diversas

doencas.

Palavras-chave: Syzygium cumin{L.) Skeels, atividade antioxidante, estresse axida
Saccharomyces cerevisjammpostos fendlicos.
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ABSTRACT

Dissertation of Master’s Degree
Program of Post-Graduation in Biochemistry
Federal University of Pampa

Evaluation of antioxidant activity in vitro and in vivo of extracts prepared
from leaves ofSyzygium cumini (L.) Skeels

AUTHOR: Jefferson de Jesus Soares
ADVISOR: Elton Luis Gasparotto Denardin
Date and Place of Defense: Uruguaiana, Apfil, 2913

Syzygium cumin(iL.) Skeels, known as jambolan, is one of the moaticinal plants used in
folk medicine. Although it origin in the India, ghispecies is cultivated in many countries,
including Brazil. All parts of the species (leavesgeds, fruit and bark) have a long history of
medicinal use in several popular cultures. Lea¥eSyaygium cumir(iL.) Skeels are used for
the treatment of fever, stomachalgia, gastropatiny mainly diabetes. The present study
evaluated the antioxidant activity bathvitro andin vivo of three different extracts prepared
from the leaves o8yzygium cuminiL.) Skeels. Antioxidant activityn vitro of the extracts
was assessed by different methodologies such asrspar of the DPPH radical, total
antioxidant capacity and reducing power of the ifdf). As anin vivo model, we used
Saccharomyces cerevisiatrains proficient and deficient in superoxidentisase (SOD).
Growth of the strains and lipid peroxidation werssessed after 24 hours exposure
concomitantly to paraquat (pro-oxidant) and differeoncentrations of the extracts. The
extracts showed to have antioxidant activmtyvitro through the ability to donate electrons
and hydrogen. In theén vivo assays, paraquat inhibited the growth and incdedigped
peroxidation in strains treated only with paraqUdte three extracts were able to assist the
growth of strains and reduce lipid peroxidationreuethe presence of paraquat. The contents
of phenolic compounds and flavonoids could be catedl with the antioxidant activity
observed in the extracts. The results indicate kates ofSyzygium cumin{L.) Skeels
possess antioxidant activity which may contribatéhieir traditional use in treatment of many

diseases.

Key-words: Syzygium cumini(L.) Skeels, antioxidant activity, oxidative stress
Saccharomyces cerevisjgghenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

As plantas tém sido a base de sofisticados sistelmamedicina tradicionais que ja
existem ha milhares de anos e continuam a dar eatidade novos remeédios. Embora
algumas das propriedades terapéuticas atribuidgdantas ndo tém sido comprovadas, a
terapia com plantas medicinais é baseada nosadeslempiricos de centenas e milhares de
anos. A grande maioria das pessoas no planeta demnde do uso de plantas medicinais
para os seus cuidados de saude primarios. Um gdartodas as prescricdes médicas sédo
formulacbes a base de substancias derivadas daplan analogos sintéticos derivados de
plantas (Fakim, 2006).

A Syzygium cumin(L.) Skeels, popularmente conhecida como jamba@amma planta
pertencente a familia das Mirtaceas (Myrtaceadyaate paises como: India, Tailandia,
Filipinas e Madagascar. No Brasil, ela é cultivada diversos estados das regifes sudeste,
nordeste, norte e sul (Migliato et al., 2006). Esspécie € conhecida por possuir diversos
fitoquimicos, onde muitos parecem ser benéficoa pasaude. Todas as partes da espécie
(folhas, sementes, frutos e casca) tem uma lorsgéria de uso medicinal em varias culturas
populares (Baliga et al.,, 2011). As folhas saoizatilas para o tratamento de febre,
estomalgia, gastropatia e principalmente, diabdisgidos mostram que as folhas possuem
propriedades anti-inflamatoria (Lima et al., 200@ntibacteriana (Shafi et al., 2002),
radioprotetora (Jagetia and Baliga, 2002) e ardemdie (Ruan et al., 2008).

Muitas evidéncias bioquimicas, biolégicas e clisicugerem o envolvimento do
estresse oxidativo induzido por radicais livres patogénese de varias doencas e no
envelhecimento acelerado (Halliwell and Gutteridg@0Q7). Espécies reativas de oxigénio
(EROs) como anion superoxido £Q, radical hidroxil (OH) e per6xido de hidrogénio
(H20,) séo produzidas como subproduto do metabolismdareherdbico. Elas atuam como
moduladoras de processos biolégicos internos, imadu a sinalizagcdo da transducao,
transcricdo ou morte programada (Cui et al., 2084)células possuem muitas maneiras de
controlar a producdo de EROs, através de antiobedaenzimaticos (superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase)@ar&Zimaticos (acido ascoérbico (vitamina
C), a-tocoferol (vitamina E) e glutationa). Uma condigioestresse oxidativo ocorre quando
a célula acumula um excesso de EROs. Isso ocoamrdqua producdo de EROs excede as
defesas celulares. As EROs em excesso podem @araficcélulas através da oxidacdo de

lipidios, proteinas e DNA (Covarrubias et al., 200®%r esta razdo, mais atencao tem se dado
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aos antioxidantes naturais que podem servir conmsadicina preventiva (Krishnaiah et al.,
2011) para proteger o organismo humano contradieaia livres e retardar o progresso de
muitas doencas cronicas.

As plantas possuem uma larga variedade de molécatdaradoras de radicais livres,
como flavondides, antocianinas, carotendides emiitas (Choi et al., 2002). As folhas 8e
cumini possuem compostos como a rutina, acido clorogémiégido galico que tém sido
descritos por possuir atividade antioxidante (Adiagt al., 2011; Bona et al.,, 2010;
Karthikesan et al., 2010; Priscilla and Prince,200Alguns estudos demonstram a atividade
antioxidantein vitro de extratos preparados a partir das folhass deumini(Kaneira and
Chanda, 2011; Ruan et al., 2008). Entretanto paatiira, ha poucos estudos que avaliam a
atividade antioxidante desses extratos utilizanddetosin vivo.

Desta forma, o presente estudo avaliou a atividadiexidante tantan vitro comoin

vivo de trés diferentes extratos preparados a padifallaas deSyzygium. cumir(i.) Skeels
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais

Desde o inicio da civilizacdo o homem utiliza aanphs com fins terapéuticos. As
plantas tém sido a base de medicamentos tradisienaitodo mundo por milhares de anos e
continuam a fornecer novos farmacos para a humami@i&ishnaiah et al., 2011). O uso de
plantas com propriedades terapéuticas é uma praileaar sendo uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos. Foi asaleeobservacdo e da experimentacao pelos
povos primitivos que as propriedades terapéutiees plantas foram sendo descobertas e
propagadas de geracdo a geragao, fazendo parteulma cpopular (Maia, 2008). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que @88habitantes da terra dependem da
medicina tradicional para os seus cuidados de spfiderios, e a maioria das terapias
envolve o uso de extratos de plantas e seus comigsnativos (Winston, 1999).

As substancias quimicas consideradas como prirscgtivos encontrados nos vegetais
sdo, na maioria, provenientes do metabolismo séimdendo uma funcdo ligada ao
relacionamento da planta com o ambiente que a emvMaia, 2008). Os compostos
oriundos do metabolismo secundario séo os respeisspglos efeitos medicinais ou toxicos
das plantas e apresentam grande importancia ecaldapis representam uma defesa quimica
contra insetos e micro-organismos ou podem inferéen processos simbioticos (Mazid et
al., 2011; Verpoorte and Memelink, 2002). A origelen todos os metabdlitos secundarios
pode ser resumida a partir do metabolismo da g@gicaesravés de dois intermediarios
principais, o acido chiquimico e o acetato (FiglixaAlguns metabdlitos derivam ndo apenas
de um desses intermediarios, mas sdo resultantesnalainacdo destas vias, como é o caso
dos flavonéides e taninos hidrolisaveis (Simded.e1999b).

A maior parte da diversidade estrutural dos meitmsdlsecundarios é gerada por
modificagOes na cadeia carbobnica principal da esauEssas modificacdes podem alterar a
atividade biologica do composto derivado em relag&strutura inicial (Kliebenstein, 2004).
Os metabolitos secundarios séo classificados del@com as suas rotas biossintéticas. Trés
familias de metabolitos geralmente séo utilizadawa pa classificacdo: fendlicos,

terpenos/esterdides e alcaldides (Bourgaud €1G01).
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Figura 1. Ciclo biossintético dos metabdlitos secundariodNFE: Simbes et al., 1999b.

2.2 Metabdlitos secundarios

2.2.1 Compostos fenolicos

Entre todos os metabdlitos secundarios sintetizguelas plantas, os compostos
fendlicos sdo os mais difundidos no reino vegé&lds sdo caracterizados por ter pelo menos
um anel aromatico com um ou mais grupamento hitiro8&o biossintetizados a partir da via
dos fenilpropanoides e sédo frequentemente conjsgadm acucares, outros fendlicos e
poliamidas (Torras-Claveria et al., 2012).
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Esses compostos possuem uma variedade de fungdlégidas. Por exemplo, os
flavondides sdo conhecidos por exibir propriedadasnacolégicas como antiviral,
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria ralgésica (Clavin et al., 2007; lbrahim et
al., 2012; Pelzer et al., 1998). Esse grupo conmaieeompostos polifendlicos de baixo peso
molecular contendo 15 atomos de carbono em seeméiwhdamental (Simdes et al., 1999b).

Nos compostos triciclicos, as unidades sao chanmddsos A, B e C (Figura 2.).

Figura 2. Nucleo fundamental dos flavonéides. FONTE: Simded.£1999b.

Os flavondides séo classificados de acordo consuas estruturas quimicas. As
maiores classes de flavonoides incluem: flavondiayonas, flavanonas, catequinas,
antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavondis elchaas. Esses compostos sao distribuidos
largamente nas folhas, sementes, raizes e floepldatas. Mais de 10.000 estruturas de
flavonoides ja foram descobertas (Agati et al.,20A atividade bioquimica dos flavondides
e seus metabdlitos dependem da estrutura quindeacgientacdo relativa dos grupamentos
na molécula. Nas plantas, os flavondides tem aéfuie absorver a radiacdo UV prejudicial
gue pode induzir um dano celular (Takahashi andisbhn2004). Nos seres humanos, 0s
flavonodides tém sido descritos por exercer efdi@séficos em diversas doencas incluindo
cancer, desordens neurodegenerativas e doencagvesmllares. Muitas das acbes
biologicas dos flavondides tém sido atribuidas slsas propriedades antioxidantes, através
da capacidade de reducéo, doacdo de hidrogénituénacia no estado redox intracelular. A
atividade antioxidante parece estar diretament&ci@iada com o niumero de grupamento
hidroxila no nucleo B (Husain et al., 1987; Williaret al., 2004). Entretanto, estudos tém

especulado que é pouco provavel qgue somente dat&iantioxidante seja a Unica explicacédo
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para os efeitos celulares causados pelos flavond®iencer et al., 2001). Isto por que eles
sdo intensamente metabolizadosvivo, resultando em uma significativa alteracdo no seu
potencial redox. Desta forma, estudos mostram niéerente da capacidade antioxidante, 0os
flavondides também podem atuar na cascata dezsgab de diversas proteinas quinases e
lipidios quinases o0 que pode estar relacionado esrefeitos benéficos destes compostos
(Williams et al., 2004).

Além dos flavondides, outros compostos pertencemtizsnilia dos fendlicos também
possuem importantes atividades farmacoldgicas. Uemplo é o acido galico que ja
demonstrou ter atividade antioxidante (Kim et @D02), anti-inflamatéria (Kroes et al.,
1992), antimutagénica (Gichner et al., 1987), aner (Inoue et al., 1995) e cardioprotetora
(Priscilla and Prince, 2009a). O acido galico juméate com o acido elagico (Figura 3) sédo os
constituintes dos taninos hidrolisaveis, compodisdlicos que possuem propriedades
farmacologicas como antitumor, antioxidantes e opnatetores (Katiki et al., 2012; Larrosa
et al., 2006; Tan et al., 2012).

@) OH HO ¢
HO OH
0 OH
OH
(o)
ACIDO GALICO ACIDO ELAGICO

Figura 3. Estrutura quimica do 4cido galico e do acido etagic

2.2.2 Terpenos/Esteroides

Os terpenos sao sintetizados a partir de doisumEnes que contém cinco carbonos, o
isopentenilpirofosfato ou isopreno (IPP) e o séimisro dimetilalilpirofosfato (DMAPP).
Essas unidades fundem-se, gerando diversos comspgdsEigegowda, 2010). Desta forma, os
terpenos sao classificados de acordo com o nunmed®® que entram em sua montagem
(Tabela 1). Como podemos observar na tabela 1pmdis compostos vegetais importantes

sdo terpenos ou possuem derivados de terpenos ees ple sua molécula. Entre esses
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compostos encontram-se, inclusive, quatro, daspsiisipais classes de horménios vegetais.
Entre os triterpenos esta uma importante classelogtancias tanto para vegetais quanto para
animais. Trata-se dos esteroides, os quais sdoar@nies dos lipidios de membrana e
percursores de horménios esterdides em mamifeestogterona, progesterona), plantas
(brassinoesterdides) e insetos (ecdiesterdidesggP2004). Outras importantes classes de

terpenos séo as saponinas e 0s carotenoides.

Tabela 1.Principais terpendides encontrados nas plantaser@snoides sdo percursores de
quatro classes hormonais: as citocininas (CKstgiadodabscisico (ABA), giberelinas (GAs) e
os brassinoesterodides (BR).

N° de IPP N° de carbonos Nome Exemplos

1 5 Isopreno Cadeia latead €Cks

2 10 Monoterpeno Piretroides e dlessenciais
3 15 Sesquiterpeno ABA, lactonas

4 20 Diterpeno GAs, taxol

6 30 Triterpeno Esterdides (B&jponinas

8 40 Tetraterpeno Carotendides

N N Polisopreno Borracha

As saponinas sao glicosideos de esterdides oupkntes policiclicos (Figura 4). Esse
tipo de estrutura possui uma parte com caractibgiofilica (triterpeno ou esteroide) e outra
parte hidrofilica (acUcares), que determina a pedade de reducdo da tenséo superficial da
agua e suas acdes detergentes. Esse grupo densi@sstSempre tem sido de interesse
farmacéutico, seja como adjuvante em formulac@aponente ativo em drogas vegetais, ou
ainda, como matéria para a sintese de esteréid@®ds et al., 1999b). Muitas saponinas
isoladas a partir de fontes de plantas produzeminiigdo na inflamacéo em camundongo
no ensaio de inducédo de edema por carrageninagflakt 1998; Sparg et al., 2004). Em um
estudo realizado por Just et al., (1998), a sapoRimiticesaponina B isolada da espécie
Bupleurum fruticescenk. (Apiaceae), mostrou ter elevada atividade arftamatoria entre
todas as saponinas testadas no ensaio de edemamamdongos. Além da atividade anti-
inflamatoria, algumas saponinas também ja mostratrmpropriedades antimicrobiana
(EISohly et al., 1999), antiviral (Simdes et aB9%9a) e antitumor (Xu et al., 2012).
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Figura 4. Exemplos de saponinas: (A) esteroidal e (B) tréaipa. R = acucar. Adaptado
Sparg et. al., 2004.

Embora os vertebrados ndo sejam capazes de sintedimtendides, esses compostos
desempenham importantes papéis no metabolismo lafiléen do B-caroteno ser percursor
da vitamina A, outros carotendides, como o licopgm importantes dissipadores de radicais
livres (Peres, 2004). Os carotenodides (Figura &)etfiaterpendides de 40 atomos de carbono,
responsaveis pela coloracdo de diversos passasetos, flores, frutos e animais marinhos.
Classificam-se em carotenos, hidrocarbonetos potiércom variados graus de instauracao e
em xantofilas que séo sintetizadas a partir dost@ans por meio de reacdes de hidroxilacao
e epoxidacdo. O grande interesse no estudo dessgmstos € devido tanto as suas funcoes
fisiologicas e bioldgicas. Aléem do fato de alguasotendides serem precursores da vitamina,
eles também atuam como antioxidantes e aumentaspagta imune (Ambrdésio et al., 2006;
Quirés and Costa, 2006). Tanto os carotenoidesupEnes da vitamina A como 0S nhao-
percursores, como a luteina, a zeaxantina e odigmpparecem apresentar protecao contra o
cancer (Kim M. K. et al., 2001; Ziegler, 1991).

N YN N N I Y Y Y N

p-caroteno zeaxantina

I Y A N\

luteina licopeno

Figura 5. Estrutura quimica de alguns carotendides encorgnage vegetais.



21

2.2.3 Alcal6ides

Os alcalbides sdo compostos nitrogenados farmdcalognte ativos e sdo encontrados
predominantemente nas angiospermas. Na sua gramdearos alcaloides possuem carater
alcalino, porém existem acalbides acidos, comoegxemplo, a colchicina. Uma defini¢cdo
para essa classe de substancias apresenta cditafdaties devido a auséncia de uma
separacdo precisa entre alcaldides propriaments @itaminas complexas de ocorréncia
natural. Até o momento, a definicdo mais abrangemt®rmulada por (Pelletier, 1988): Um
alcaldide seria uma substancia organica, de origatural, ciclica, contendo um nitrogénio
em um estado de oxidacao negativo e cuja dist@oué;limitada entre os organismos vivos.
Quase a totalidade dos alcaldides é derivada daoagidos como a ornitina, a lisina, a
tirosina e o triptofano. Essa classe de metalsoittamosa pela presenca de substancias que
possuem acentuado efeito no sistema nervoso, senitis delas largamente utilizadas como
venenos e alucinégenos. O uso de extratos vegemisndo alcaldides como medicamentos
e venenos podem ser tracados desde o primordivilaagdo. Um exemplo foi a execucdo
do filésofo Sécrates atraves da ingestdo de umiad@peparada a base de cicuta contendo o
alcaldide coniina. Os indios da bacia Amazonickzatn o extrato seco da planta conhecida
como curare, contendo o alcaldide tubocurarinaa peeparar dardos e flechas envenenadas.
As sociedades modernas também fazem o uso dosidésl inclusive em aplicagdes néo
licitas como € o caso do LSD e da cocaina, drogageicializadas no narcotrafico (Peres,
2004; Simdes et al., 1999b).

Devido ao elevado numero de atividades biolégitalsuadas aos alcaldides, estes sao
continuamente objetos de estudos. O isolamentsdapelamina d®atura stramoniundi.
por Landemburg em 1881 e da papaverina por G. Marcid 848 e a sua utilizacdo por suas
propriedades antiespamoddicas sao igualmente exsngdoimportancia desse grupo de
substancias. Outros importantes alcaldides incluamvincristina e a vimblastina
(antineoplasicos), a reserpina (antidepressivo)gatantamina (tratamento do Mal de
Alzheimer) e a quinidina (depressor cardiaco). Mteate, muitas pesquisas estdo sendo
realizadas para o isolamento de novos alcaloides mropriedades terapéuticas (Rao et al.,
2011; Simdes et al., 1999b; Tan et al., 2010)
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Figura 6. Exemplos de alguns tipos de alcaléides.

2.3 Syzygium cumini (L.) Skeels

A espécieSyzygium cuminiL.) Skeels pertence a familia das Mirtaceas (M@ée)
gue compreende mais de 4.620 espécies agrupadbalegéneros. Esta € uma arvore nativa
das regibes dos trépicos, particularmente da Inti#@lAndia, Filipinas e Madagascar. A
planta foi introduzida em muitas regifes tropicaisno: leste e oeste da India e da Africa,
bem como no Brasil, sendo encontrada em diverdadasdas regides sudeste, sul, nordeste
e norte. Também € encontrada em algumas regiéésosigcais como Flérida, Califérnia,
Argélia e Israel. A arvore da espécie é de graratee 10 metros de altura), com folhas
simples e frutos cor roxo—escura, com uma Unicaes@mcoberta de polpa comestivel,
mucilaginosa, doce, mas adstringente (Figura 7prdsipais sinGnimos dayzygium cumini
sdoEugenia jamboland.am., Eugenia cumini (L.) Druce Myrtus cumini L e Syzygium
jambolanum Popularmente, &yzygium cumin{L.) Skeels é conhecida como jamboléao,
cereja, azeitona, jameldo, jaldao, jambol, jamlambgul, azeitona—do—nordeste, murta e
ameixa roxa (Lorenzi and Matos, 2002).
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Figura 7. Arvore, frutos e folhas d8yzygium cumir(L.) Skeels.

A casca, fruto, sementes e folhas dessa planta, utivadas pela populacéo
principalmente no tratamento do diabetes e admagiss na forma de diferentes preparados
como extrato aquoso ou decocc¢do, extrato etanolico suco da planta crua (Pepato et al.,
2001).

2.3.1 Composicéo fitoquimica e acdo farmacoldgica

O jambolao é rico em compostos contendo antociasgliglicosideos, acido elagico,
isoquercetina, caempferol, e mirecetina. Todasadepda espécie (folhas, sementes, frutos e
casca) tem uma longa histéria de uso medicinal &énay culturas populares. As sementes
possuem na sua composicdo alcaldides, como a jambesglicosideos como a jambolina e
a antimelina (Ayyanar and Subash-Babu, 2012). Eadhém tém sido descritas por serem
ricas em flavonoides, compostos conhecidos ponsargioxidantes, que atuam capturando
radicais livres e protegem as enzimas antioxidatisscélulas (Ravi et al., 2004). Estudos
mostram que extratos preparados a partir das semeiat jamboldo podem atuar como
agentes quimiopreventivos contra o estresse oxaatio dano genémico (Arun et al., 2011),
protegem contra a toxicidade sistémica do metileimés em ratos (Abdalla et al., 2011),
além de possuir efeitos anti-inflamatérios (Chauidbtial., 1990). Na medicinal popular, o
extrato das sementes é utilizado para o trataméatdiabetes, resfriado, tosse, ulcera e
problemas na pele.

Os frutos do jamboldo sao pequenos, de 2 a 3 cetntisnde tamanho, com uma forma
oval e coloragcdo que varia de vermelho a preto duamaduros. Sao vendidos secos e sem
sementes nos mercados dos Estados Unidos e ers daigguropa. Os frutos maduros séo
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também usados para a producdo de bebidas sauddwas, e geléias (Baliga et al., 2011).
Além de possuir atividade antioxidanie vitro (Faria et al., 2011) e atividade anti-
hiperglicémica (Sharma et al., 2006), extratos q&gos a partir dos frutos demostraram ter
efeitos anti-proliferativo e pro-apoptotico contrélulas cancerigenas de mama, mas nao
contra células normais de mama (Li et al.,, 2009). SMa composicdo, os frutos contém
vitamina C, acido gélico, taninos, antocianidiriasluindo cianidina, petunidina, malvidina-
glicosideo e carotendides comdransluteina e aransp-caroteno (Banerjee et al., 2005;
Faria et al., 2011). A casca da arvore € outreepdotjambolao que também é aproveitada
para fins terapéuticos. Ela é utilizada no tratamee bronquite, inflamacdo na garganta e
asma (Ayyanar and Subash-Babu, 2012; Sultana, &04l7). Sutana et. al, (2007) analisaram
a atividade antioxidante e conteudo de fendlicogxdeatos preparados a partir da casca de
trés arvores diferentes, entre elas a arvore dbqgkin. Das trés arvores, o extrato a partir da
casca do jambolao foi o que teve a maior capacidatlexidante no ensaio de inibicdo da
oxidagdo do &cido linoléico. Outro estudo mostrae @ extrato etandlico da casca do
jambolao possui significativa atividade anti-inflaidria em diferentes modelos experimentais
(Muruganandan et al., 2001).

O Diabetes mellitus é uma desordem metabdlica cadraracterizada por hiperglicemia
e associada com uma absoluta ou relativa defi@é@mciacdo ou secrecao da insulina (Kim et
al., 2006). Essa doenca mortal afetou cerca dartBdes de pessoas em todo o mundo em
2010 e o numero de pessoas afetadas esta aumewtzhoez mais, principalmente nas
populacdes rurais e pobres do planeta (Shaw &(dlQ). ASyzygium cumir(L.) Skeels tem
sido intensamente estudada como um agente antidat®éé frequentemente recomendada
como um auxilio no tratamento do diabetes tipo @éBet al., 2010). No Brasil, a maioria
das pessoas utiliza uma infusdo ou uma decoccéaltias secas em uma diluicdo média de
2,5 g/L (Teixeira and Fuchs, 2006). A atividadedgiicemiante das folhas do jambolao tem
sido investigada experimentalmente através de rasielivo (Schoenfelder et al., 2010
vitro (Bona et al., 2010) e em modelos clinicos (eixetral., 2000). Entretanto, ha certa
discordéancia entre os resultados obtidos.

Alguns dos efeitos benéficos ocasionados pelositestdas folhas d8. cuminiparece
ser através da atividade antioxidante dos compdstusivos presente nos extratofo
estudo desenvolvido por Bona et al.,, (2010),0 &xt(@0% etanol) das folhas reduziu
significativamente os niveis de TBARS em plaquetaspacientes diabéticos. Segundo os

autores, esse efeito pode ser devido a presenganggostos fendlicos como o acido galico, o
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acido clorogénico e a rutina, uma vez que essexasirs SA0 conhecidos por serem
antioxidantes. Jagetia e Baliga, (2002) observayaeno extrato (diclorometano/metanol 1:1)
das folhas de jambolao consegue proteger conteano o DNA induzido por radiacgoem
cultura de linfécitos de sangue humano e sugereenegse efeito esta relacionado com a
capacidade antioxidante do extrato. Nesse trabathautores também acreditam que o efeito
antioxidante do extrato pode estar relacionado caronteudo de compostos fenélicos como
os flavonoides quercetina, miricitina e kaempferliguns estudosn vitro (Kaneira and
Chanda, 2011; Ruan et al., 2008¥oram realizados para avaliar a atividade ardemte de
extratos preparados a partir das folhas do jamb@&datretanto na literatura h& poucos estudos
que avaliam a atividade antioxidante desses esteatomodelos vivo.

As folhas possuem outras acdes farmacoldgicas edividade anti-inflamatoria (Lima
et al., 2007) e antibacteriana (Shafi et al., 2008 composi¢édo das folhas estédo presentes
flavondis glicosidicos acilados, quercetina, mit@@e miricitina, miricetina-3-O-4-acetil-L-
rhamnpiranosideo, triterpendides e taninos (Ayyamat Subash-Babu, 2012; Mahmoud et
al., 2001; Timbola et al., 2002).

2.4 Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradastaziemente no corpo humano.
Todos os organismos vivos aerébios, como o homéitizam o oxigénio na producdo de
energia. A reducdo do oxigénio a agua fornece agen€ue permite a impressionante
complexidade dos organismos superiores. Cerca @9886 do oxigénio consumido durante
a respiracdo celular € para a producdo de eneogiegstante (2 a 5% do oxigénio
metabolizado), produz ERO. Essas espécies tambémgeé@das por outros processos
catabolicos e anabdlicos. Diversos locais dentroéiala podem gerar EROs (Figura 8). As
mitocondrias sdo consideradas como a fonte da imalas EROs, especificamente do radical
anion superéxido (£). As reacbes que geram ATP na mitocondria requesiétnons de
substratos reduzidos para serem passados ao langmddia de transporte de elétrons.
Elétrons que “vazam” deste processo reagem comigeém® molecular (¢ gerando o
radical anion superoxido. Esse radical € um mediachportante em iniUmeras reacdes
oxidativas em cadeia e também € um percursor paitasnoutras ERO. Outras fontes
importantes de ERO intracelular sdo: NADPH oxiddgesa anion superdxido), oxido nitrico

sintases (gera 6xido nitrico) e lipoxigenases (baeoperdxidos de acidos graxos). Aléem de



serem geradas no metabolismo celular,

26

as ERO paammproduzidas em resposta a

diferentes estimulos externos com radiacdo iorgzapbluicdo, agentes oxidantes e

quimioterapicos (Halliwell, 1991; Halliwell and Getidge, 2007)
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Figura 8. Locais dentro da célula onde as EROs séo produzidaslificado de Covarrubias

et.al, 2008).

As ERO em baixos niveis e em condi¢des normaisyaos um papel importante em

seres vivos. Um exemplo de suas fungdes no orgarngsna resposta imune a infecgcdes. Os

fagocitos em geral possuem um mecanismo de defesa@corpos estranhos onde ocorre um

alto consumo de oxigénio, geralmente denominadémgueu explosdo respiratoria. Nesse

processo, 0 oxigénio consumido é convertido emnasigperoxido através do complexo da

NADPH oxidase, que € usado para eliminar bactériparticulas engolfadas pelos fagécitos,

no processo chamado de fagocitose (Droge, 2002lliwelh and Gutteridge, 2007). Ha

evidéncias de que as ERO também desempenham uiimpppeante na sinalizagdo celular
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(Ray et al., 2012). Entretanto, devido a sua elevadtividade, o acumulo de ERO além das
necessidades imediatas da célula pode afetarwdugatcelular e a integridade funcional, ao
provocar a degradacao oxidativa de moléculas asitiais como o DNA, proteinas e lipidios
(Cui et al., 2004). As ERO incluem inimeras molasujuimicamente derivadas do oxigénio
e abrangem espécies radicalares, como o radicaxiligOH’) e o anion superéxido ¢0),
bem como espécies ndo-radicalares, como o pera&ddaidrogénio (kO,) (Halliwell and
Gutteridge, 2007).

Devido a sua alta reatividade, o radical ‘GHprovavelmente o radical capaz de causar
mais danos aos sistemas biolégicos do que quatyiier ERO. Ele reage rapidamente com a
maioria das biomoléculas presentes em uma céluéa aclcares aminoacidos, fosfolipidios,
DNA e acidos organicos. O radical € formado pek®Hna reacdo catalisada por ions
metélicos (F& e CU), muitas vezes ligados em complexos com diferepteteinas ou

outras moléculas. Esta reacdo € conhecida com@&eackenton (Figura 9).

Reacdio de Waber-Weiss Cy*"/Fe*™ + 0, — Cu/Fe* + 0,

Reacdo de Fenton H,0, + Cu”/Fe”™ — OH"+ OH + Cu"/Fe™

Reaciio de Harber-Weiss/Fenton H,0, + O, — OH'+ OH + 0,

Figura 9. Representacdo da formacgédo do radical Pélas reacdes de Haber Weiss/Fenton.
Adaptado de Norberg & Arner, 2001.

As reacdes do OHpodem ser classificadas em trés tipos: abstragduddogénio, adicdo ou
transferéncia de elétrons. A reacao deste radicalldomoléculas normalmente produz outro
radical de menor reatividade, o qual também podeaatlipidios, proteinas e acidos
nucléicos. Um exemplo é o radical peroxil (ROque é formado pelo ataque do D&l
compostos organicos. A capacidade do @H lesar as células é superior as demais EROs,
gue o organismo ndo dispbe de um sistema enzimddcdefesa contra a ele. Por isso, a
melhor defesa que a célula tem contra este raéliegitar que 0 mesmo seja gerado. Por esta
razao as células mantém um rigido controle solbnenaeostase metalica. O transporte de
metais é altamente regulado e os ions metalicosns@tidos em sua valéncia mais alta ou

estdo em alguma forma complexados a enzimas dmastende sdo armazenados e/ou fazem
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parte funcional das mesmas (Fridovich, 1998; Healliw1991; Halliwell and Gutteridge,
2007).

O " é formado a partir do oxigénio pela adigdo de lgtran e, apesar de ser um
radical, ndo é altamente reativo. A formacdo d€ @contece especialmente em ambientes
aerdbios ricos em elétrons, como a cadeia de waesgde elétrons, que parece ser a fonte
mais importante de 0 em muitas células aerébicas. @ Gambém é gerado por algumas
enzimas como a xantina oxidase e flavoproteinasgé&ml, o @~ em solucdo aquosa (pH
7,4) ndo é altamente reativo. As taxas de reacAp@NA, lipidios, aminoacidos e muitos
outros metabdlitos sdo muito lentas, e podem ger @Zedano bioldgico direto causado pelo
0O, é altamente seletivo e frequentemente envolvéesagom outros radicais (ex. N@u
com ions de ferro em proteinas ferro-enxofre. £ Pode especificamente oxidar o sitio
[4Fe-4S] de enzimas importantes no metabolismogétieo e de aminoacidos, de maneira a
inibir certas vias metabdlicas. Esse processo padsar a liberacéo do ion*Eelo sitio e a
Inativacao da enzima, bem como levar a um dancatxa@ adicional de outros componentes
celulares, uma vez que o ferro livre pode promoviarreacdo de Fenton, a formagédo do OH
(Halliwell and Gutteridge, 2007; Kuppusamy and Zaveil989; Nordberg and Arnér, 2001).

Apesar de n&o ser um radical livre, (4 atua como subproduto na formacdo de
radicais reativos via oxidacdo com metais de tca@iosiO HO, pode atravessar rapidamente
as membranas celulares, e uma vez dentro, podi ceag ions de ferro e cobre gerando o
OH’ que é altamente reativo. Esse composto é prodpridenzimas como: xantina, urato e
D-aminoacido oxidases. Além disso, todo sistembdgico que gera & também gera D
através da dismutacdo de duas moléculas fJe Outra fonte de D, é ap-oxidacdo de
acidos graxos. O #D, € um agente fracamente redutor e oxidante. Pon@re ndo ocorre
oxidacdo quando DNA, lipidios ou proteinas séobadas com bD,, até mesmo em niveis
milimolares de HO,. Entretanto, o kD, parece ser capaz de inativar algumas enzimas
diretamente, como a gliceraldeido-3-fosfato degi@inase, através da oxidagdo de
grupamentos tiois no sitio ativo (Halliwell and @uidge, 2007; Nordberg and Arnér, 2001).

2.5 Principais defesas antioxidantes

As células possuem muitas maneiras de responderac@s EROSs, incluindo
antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos. Onigal@&ntre a producéo e a degradacéo de

ERO mantém a homeostase celular (Covarrubias, @04I8).
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Entre os antioxidantes ndao-enzimaticos mais corestéo a glutationa reduzida (GSH)
e a tiorredoxina (Trx). A GSH é um tripeptideeg{utamil-cisteinil-glicina) sintetizado pela
acao catalitica da-glutamil-cisteinil-sintetase e da glutationa siase. Esta envolvida na
destoxificacdo de peroxidos orgéanicos e inorganibesn como pode interagir com outras
espécies reativas como Okl Q"™ (Holmgren et al., 2005; Lu, 1999). Uma vez queSH&@
oxidada gerando a glutationa oxidada (GSSG), adamduzida pode ser regenerada atraves
da enzima GSH redutase. A GSH é utilizada por uénz sle enzimas como a glutationa
peroxidase (GPx) e a glutationa-S-transferase.|@ba entre GSH e GSSG é uma maneira
de determinar o estado redox dentro da célula (@avias et al., 2008). Por outro lado,
tiorredoxinas (Trx), assim como glutarredoxinasxj&&o pequenas proteinas que contém um
sitio ativo com um dissulfeto redox-ativo. Essastginas mantém o estado redox na célula
reduzido através da reducdo de proteinas com gergantiol (Holmgren et al., 2005). A
regulacdo redox é uma importante funcao em evéibbdgicos como a ativagdo de enzimas,
expressao génica seletiva, sintese do DNA e refuldo ciclo celular. As tiorredoxinas
regulam as transducdes de sinais extra e intrdacetnecanismos de transcri¢cdo, crescimento
celular e metabolismo de glicose e lipidios (Wabenet al., 2010).

As enzimas antioxidantes atuam em conjunto paravenvarias ERO produzidas por
reacOes de radicais livres. As enzimas superoxgloudases, CuzZn-SOD (citosélica) e Mn-
SOD (mitocondrial), sdo metalo-enzimas que catalizadismutacdo de O a O, e O
(Covarrubias et al., 2008; Halliwell and Gutterid@007) Nessa rea¢do, duas moléculas de
superoxido formam peroxido de hidrogénio e oxigémioreacdo catalisada por SOD é

extremamente eficiente.
20,7 +2H P | HO,+0,

Na mitocdndria, o superoxido € formado relativaraeah altas concentragdes, devido a
dispersdo de elétrons da cadeia respiratéria, senddnSOD essencial (Halliwell and
Gutteridge, 2007).

O HO, gerado pelas superoxido dismutases € convertidagum e oxigénio pela
catalase. Essa enzima também pode destoxificaoostubstratos como fendis e alcoois
através da reducdo acoplada dgOH (Fridovich, 1998). A catalase (CAT) € uma heme-

enzima que esta localizada tanto no citosol consgoeooxissomos em células eucariotas.
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2H,0, AT L HO+ O,
H,0,+ R Hy, AT [ R +2H,0

A glutationa peroxidase (GPx) é outra enzima quavede o HO, em agua. Além
disso, ela também atua na protecdo contra peréxadg@nicos. A GPx € dependente de

selénio e necessita da presenca de glutationaidadi@SH) conforme a reacéo abaixo:

ROOH + 2GSH_®™ | ROH + GSSG + }D
Existem ainda as PHGPx (fosfolipidio hidroperoxiglatationa peroxidase), que séo
enzimas associadas a membrana, capazes de re€®irdos organicos. Essas enzimas sao
as principais na reparacao de peroxidos lipidicsnembrana (Halliwell and Gutteridge,
2007).
Os mecanismos de sistemas antioxidantes atuam redwpenente (Figura 10). A
auséncia de uma das defesas acarreta um desequilibestado redox da célula, podendo

leva-la a um aumento na sensibilidade a agentesuatas intra ou extracelular(Droge, 2002 ).

GPx/ H,0+ 0,

Flavoproteinas Cu,Zn-SOD GSH/ Catalase

> 0O, —> H,0, Prx
F&'/

Cu’ ‘OH

Peroxidagao
lipidica

Dano ao DNA ou proteinas

Figura 10. Atuacdo cooperativa dos sistemas antioxidantegptesias células. Adaptado de
Norberg & Arner, 2001.
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2.6 Estresse oxidativo

Uma condicdo de estresse oxidativo é gerada quarnetula acumula um excesso de
ERO. Isso ocorre quando a producdo de ERO excedefasas celulares. Todas as células
ativas produzem certa quantidade de ERO, mas ensstntioxidante mantém os niveis
baixos. Como um efeito passivo, as ERO podem danifas células através do dano
oxidativo em lipidios, proteinas e DNA (Covarrubgsl., 2008).

A peroxidacéo lipidica € provavelmente o tipo daadaais explorado em pesquisas
quando se trata de ERO. Os acidos graxos poliiresiia sdo, por ter multiplas ligacdes
duplas, excelentes alvos para o ataque de radiveés (Nordberg and Arnér, 2001). O
processo de peroxidacdo lipidica consiste em tagies: iniciacdo, propagacdo e

terminacao.

LH + OH (ou LO) — L’ + H,O (ou LOH) Iniciacao

L +0O, — LOO Propagacéo
LH +LOO — L"+ LOOH Propagacéao
LOO" +L° — LOOL Terminacao
LOO" +LOO — LOOL + O, Terminacéo

Na etapa de iniciacdo, ha a producéo de radicaisac®ds em carbono {Latravés da
interacdo da molécula de acido graxo poliinsaturedm um radical livre. Na fase de
propagacao, o radical centrado em carbono reaggarapnte com @formando o radical
peroxil que pode atacar outra molécula de acidaoggoliinsaturado. Essa etapa leva a
formacdo continua de hidroperéxidos com o consueaulntidade equimolar de acidos
graxos. A etapa de terminagdo ocorre quando ndudm acidos graxos para reagir. Desta
forma h4 a reacdo de um radical peroxil com ouadical peroxil, gerando um produto
inativo (Vasudevan et al., 2011).

A oxidacédo dos lipidios de membrana pode causamangad na estrutura e na fluidez
celular (Styskal et al., 2012). O produto inicial axidacdo de acidos graxos insaturados sédo
os hidroperéxidos lipidicos, mas outros intermedgtambém sdo formados. Um dos mais
conhecidos formados na peroxidacéo lipidica é conumaldeido (MDA). Esse composto
reage facilmente com proteinas e DNA. Por ser sblém agua, o MDA é suficientemente
estavel para se difundir do seu sitio de formae&orfembranas) para outro sitio (ex. ndcleo)
podendo causar danos ao DNA (Styskal et al., 20d8gi and Furui, 1981). Yonei e Furui,
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(1981) demonstraram que o MDA pode induzir danoBN& responsaveis pelas agdes letais
e mutagénicas em células Escherichia coli

Os aminoacidos sdo muito sensiveis a ataques de BRfivel celular, quando
proteinas sédo expostas a ERO, modificacbes nasasddterais dos aminoacidos ocorrem e,
consequentemente, a estrutura da proteina € atdfadas modificacdes levam a alteragbes
funcionais que perturbam o metabolismo celular.éxemplo, o OHpode causar a clivagem
de proteinas ao reagir com residuos como o acidargico, triptofano, metionina e prolina,
formando diversos produtos. Esse radical pode amatavar varias proteinas, ao oxidar seus
grupos sulfidril (-SH) a pontes de dissulfeto (1S{$ma vez oxidada, as proteinas podem ser
reparadas ou, se 0 reparo nao é possivel, degeadadecluidas da célula para minimizar os
possiveis efeitos negativos dessas proteinas cadafs. Os aminoacidos contendo enxofre
(cisteina e metionina) sdo 0s Unicos que possuermas especificas reparadoras de dano
oxidativo. (Halliwell and Gutteridge, 2007; Leviaad Stadtman, 2001; Styskal et al., 2012).

O DNA tanto nuclear como mitocondrial € susceptavelxidacdo por ERO. As ERO
reagem através da adicdo de duplas ligactes nas t@aDNA e por abstracdo de um atomo
de hidrogénio do grupamento metil da timina e deackgacdo C-H da 2-desoxirribose.
Essas reagbes produzem uma série de lesdes, daddicas bases nitrogenadas e
desoxirriboses, causando quebra simples na canlgindo sitios apurinicos e apirimidinicos
(sitios AP) e modificando as bases e as ligacaesmdas entre DNA e proteinas. Desta forma,
os danos oxidativos no DNA podem provocar bloque@ replicagdo, mutacgoes,
anormalidades cromossdmicas e consequentementegnamde toxicidade. A oxidagcédo do
DNA tem sido relacionada fortemente com senescérmghilar, a apoptose e o
desenvolvimento do fendtipo de células cancerigeftasoke et al., 2003; Styskal et al.,
2012).

O acumulo de danos oxidativos em lipidios, proteieano DNA estdo relacionados
com a patogénese de diversas doencas como diat@tesy, doenca de Parkinson, doencas
cardiovasculares, aterosclerose, ischemia-reperfesdo envelhecimento acelerado. Por
exemplo, no diabetes as ERO sé&o formadas despropairoente pela oxidacao da glicose,
glicacdo ndo-enzimética de proteinas e subsequisdeadacdo oxidativa das proteinas
glicadas. Essas proteinas podem ser enzimas al#idg&s como a superoxido dismutase, que
sao inativadas por glicacdo. Além disso, O estresgkativo gerado pelas ERO pode reduzir
a expressao de genes relacionados com as enziti@sdamtes. Os niveis anormais de ERO

e o declinio das defesas antioxidantes podem kewvatano celular de organelas e enzimas,
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aumentando a peroxidacéo lipidica e desenvolveadisténcia a insulina (Maritim et al.,
2003). A producao excessiva de ERO no diabetes gede disfuncées endoteliais que estao
diretamente relacionadas com um aumento no riscodaencas cardiovasculares e
aterosclerose (Pennathur and Heinecke, 2007).

O envelhecimento € um processo inerentemente cempjee se manifesta dentro de
um organismo a niveis molecular, celular, genédcem Orgdos e sistema. Embora o0s
mecanismos fundamentais sejam pouco compreendidosgvidéncias de que as ERO
participem como um dos principais determinanteseieelhecimento. O envelhecimento é
caracterizado como um declinio progressivo nastfes@iolégicas com o tempo 0 que causa
um decréscimo na resisténcia a multiplas formagdesse, bem como um aumento na
susceptibilidade a muitas doencas. Um exemplo dissancidéncia de doenca de Parkinson
em 1 a 2% da populacdo acima dos 65 anos de id3&ld% na populacédo acima dos 85 anos
de idade (Bekris et al., 2010; de Rijk et al., 200@&gel and Zhang, 2007).

A doencga de Parkinson é uma doencga cronica eqssiga que estd associada com a
perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia pegs compacta (SNc), assim como
com muitas mudancas neuronais que causam sintontas @ndao motor complexos (Perfeito
et al.,, 2012). O estresse oxidativo contribui pareascata que conduz a degeneracdo das
células de dopamina na doenca de Parkinson. Emiveta estresse oxidativo estd
intimamente ligado a outros componentes do procelegenerativo, como a disfuncao
mitocondrial, excitotoxicidade, toxicidade do oOxiddrico e inflamacéo. Por isso, é dificil

determinar se o estresse oxidativo leva ou € umsegméncia desses eventos (Jenner, 2003).

2.7 A leveduraSaccharomyces cerevisiae como modelo de estudo

A levedura Saccharomyces cerevisia® um fungo unicelular que cresce tanto em
condi¢cdes anaerobicas como aerdbicas. Esse orgafésmenta hexoses como a glicose e a
frutose, sendo a glicose a principal fonte de casb(Costa and Moradas-Ferreira, 2001,
Gancedo, 1998). AS. cerevisiaeapresenta um ciclo eucariotico tipico, completoeenb
definido. O crescimento apresenta fases distintapahto de vista metabdlico e cinético
(Figura 11). Ap6s um breve periodo de adaptacdamemo rico (YPD — 2% de glicose),
chamado de fase lag, as células iniciam uma divis#lolar a cada hora e meia (fase
exponencial), com energia proveniente da fermeatada glicose. Ao diminuir a
disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desssao catabdlica (transicdo diauxica), na

qgual had uma parada transiente na divisdo celutapyanto as células sdo preparadas para o
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metabolismo respiratério. Apés, ela reassume a&vcelular em um ritmo mais lento (uma
divisdo a cada trés ou quatro horas), utilizandetamol como fonte de carbono produzido
durante a fermentacdo (fase poés-diduxica). Quandast as fontes de carbono forem
exauridas, as células entram na fase estaciorérpa podem sobreviver por muito tempo

na auséncia de nutrientes (Fuge and Werner, 19®igl€and Hartwell, 1982).

Fase Estaciondria

Fase Pos diauxica

Fase Diauxica

Fase Exponencial

Densidade Relativa da Cultura

Fase Lag

Tempo

Figura 11. Fases de crescimento de uma linhagem selvageBadeharomyces cerevisiae

guando iniciada em meio completo. Adaptado de Ru@éerner, 1997.

A S. cerevisiagem sido amplamente estudada, tornando-se ferranmapbrtante nas
pesquisas em razdo da sua notavel semelhancaudss a® mamiferos no que se refere as
macromoléculas, organelas e um grande numero deimpme com alta homologia com
proteinas humanas. Esse organismo € utilizado esqu@as sobre mutagénese, reparo de
DNA e mecanismos que respondem ao estresse oxidéfiusta and Moradas-Ferreira,
2001). Algumas das propriedades que tornam a lesegdarticularmente apropriada para
estudos bioldgicos incluem o seu rapido crescimesgguranca, possuir um sistema genético
bem definido e mais significativamente, o conhecditdbeda sequéncia completa do seu

genomas. cerevisiadoi 0 primeiro organismo eucarioto a possuir ogyea completamente
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sequenciado e depositado em bancos de dados digpdos, permitindo a clonagem de
diferentes genes, sua rapida identificacdo e aiaatdo, assim como melhor compreensao

da sua funcéo celular (Jones et al., 2008; Pefali€asd Hughes, 2007).

2.7.1 Defesas antioxidantes na levedu&accharomyces cerevisiae

Organismos aerobicos enfrentam a toxicidade doémitgatravés da operacdo de um
sistema de defesa antioxidante capaz de neutralimnover espécies reativas (EROs), bem
como eliminar constituintes celulares danificadoeearar os danos (Halliwell, 2006). A
leveduraS. cerevisiaeapresenta uma variedade de mecanismos de defes@ia danos
oxidativos tanto enzimaticos como ndo-enzimatidds elaborado mecanismo enzimatico
constituido de superoxido dismutases, redutasestalasas, peroxidorredoxinas,
glutarredoxinas e glutationa transferases é utibzpara manter o balangco redox nesse
organismo (Herrero et al., 2008). Como a maiorg alatros eucariotos,& cerevisia@possui
duas superéxido dismutases intracelulares, a C@-Produto do gen80ODY) localizada
no citoplasma, nucleo e lisossomas e a Mn-SOD (poodlo geneSOD2 na matriz
mitocondrial (revisado por Jamieson, 1998). Fewndtimutantes d8. cerevisiaeom delecéo
para 0os geneSOD1e/ou SOD2 fornecem importantes informagfes com relagdo gafin
destas enzimas. A CuZn-SOD parece ser a enzimaritAaf envolvida na remocéo de
anions superoxido do citoplasma e também dos pEm@xios (Jamieson et al., 1994).
Linhagens deficientes em CuZn-SOD apresentam prasede crescimento em condi¢cdes
aerdbicas, sdo muito sensiveis a hiperoxia (exadssuxigénio) e a substancias envolvidas
em reacoes tipo ciclo-redox, tais como paraquateaadiona (Srinivasan et al., 2000). O
papel fisiolégico da Mn-SOD parece ser protegeritadndria dos superoxidos gerados
durante a respiracdo, tendo pouca participacdo ambate a superoxidos gerados por
compostos redox-ciclicos. Linhagens deficientedMimSOD sao hipersensiveis ao oxigénio
e crescem mal ou ndo crescem em fontes de cart@mfermentaveis. A sensibilidade a
hiperéxia é revertida pela mutacéo Hfeveduras sem mitocondrias), confirmando o papel
decisivo da mitocéndria na geracédo d€ QGuidot et al., 1993; Jamieson et al., 1994).

A leveduraS. cerevisiagpossui dois tipos de catalases denominadas catélas
catalase T codificadas pelos gern@$Al e CTTL respectivamente. A catalase A esta
localizada nos peroxissomos e o principal pape@lfigico dessa enzima € remover g0

produzido pelg-oxidacédo de acidos graxos. Ja a catalase T esthzbda no citoplasma e
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seu papel fisiolodgico ainda ndo é muito claro, wemque mutantes deficientes nessa enzima
nao apresentam defeitos no crescimento nem sedad#l aumentada a peroxidos (Jamieson,
1998).

Existem trés tipos de glutationa peroxidase emderge denominadas GPX1, GPX2 e
GPX3. Linhagens deficientes em GPX3 sao hiperseissia peréxidos, enquanto que
linhagens deficientes em GPXd GPX2 ndo apresentam sensibilidade. Entretanto em
condicOes de estresse gerado por substancias erdogamo o paraquat, menadiona,®H
nao ha a inducédo da expressédo do geRX3 A inducdo do gen&PX1 ocorre quando ha
restricdo de glicose enquanto que o géRX2¢é induzido em condi¢des de estresse oxidativo
(Inoue et al., 1999).

Leveduras possuem também tiorredoxina peroxiddseredoxina redutase que atuam
na reducdo de i, hidroperdxidos de alquila e agentes que contarpogr tidis como o
mercaptoetanol. Outra importante enzima dentro dcamismo enzimatico antioxidante $a
cerevisiaeé a glutationa redutase. Essa enzima € respongélelmanutencdo da elevada
razdo GSH/GSSH através da reducao da glutatiomadai(Jamieson, 1998). LinhagensSde
cerevisiaedeficientes em glutationa redutase, embora viawsmulam um excesso de
glutationa oxidada e sao hipersensiveis a oxiddGtest et al., 1996).

Talvez o exemplo mais conhecido de defesa antiot@dando-enzimética seja a
glutationa reduzida (GSH). Varios estudos tém destnado que a GSH é uma importante
molécula antioxidante em leveduras. Além dissocendicdes de restricdo alimentar a GSH
também pode ser utilizada como fonte de nitrog@nienxofre pela levedura (Mehdi and
Penninckx, 1997). N&. cerevisiaedois genesGSH1 e GSH2 (codificam ay-glutamil-
cisteinil-sintetase e a glutationa sintetase, smmente), estdo envolvidos na biossintese
de glutationa. Mutantes deficientes &%H1le GSH2possuem baixa taxa de crescimento,
maior fase lag (adaptacédo) em relacéao a linhagbdragsan, mostram defeitos na esporulacéo
e sdo sensiveis a compostos como &.Hmenadiona, cadmio e metioglioxal. Outras
moléculas envolvidas na protegéo contra o estressativo emS. cerevisiaesdo: trealose,
metalotioneina, tiorredoxina e glutarredoxina (&mwoin, 1998; Ohtake et al., 1990; Stephen
and Jamieson, 1996; Suizu et al., 1994).

2.7.2 O uso deS. cerevisae para 0 estudo de substancias com efeitos pro- e/ou
antioxidantes
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Linhagens deficientes e proficientes em defesasxaaéntes tém sido utilizadas para o
estudo do mecanismo de acdo de agentes fisicogmécqs que interferem com o estado
redox celular (Brennan and Schiestl, 1998; Led.e2@01). Essas linhagens podem simular o
ambiente redox intracelular frequentemente encdotean condi¢cbes de patologia humana
(Amari et al., 2008). Por exemplo, mutagbes na C8DD em humanos estdo ligadas a
esclerose lateral amiotrépica. Além disso, cerc8@ dos genes envolvidos em doencas
humanas tem algum ortélogo em leveduras (Mager\&imtlerickx, 2005; Rosen et al.,
1993).

Um método utilizado consiste em comparar a seitsoie ao tratamento com um
agente fisico (por ex. radiagdo) ou quimico (parp@®/antioxidante) de diversas mutantes
deficientes em enzimas antioxidantes ou em um tidranscricdo sensivel ao estado redox
ou ainda deficiente na sintese de GSH, a fim ddiaava importancia de cada defesa
antioxidante celular na desintoxicacdo do agerdtade. Também € possivel combinar um
oxidante conhecido, como.€,, t-BOOH e paraquat, com uma substancia antioxedant
com outro composto de mecanismo desconhecido, karawa efeito do tratamento da
substancia na modulacdo do estresse oxidativo. @ero da viabilidade celular ao
tratamento estara sugerindo atividade protetordofadante) e a dimuicdo da viabilidade a
um efeito deletério (pré-oxidante) (Roehrs, 200dels et al., 2010; Rosa et al., 2006; Silva
et al., 2005)

Esta metodologia pode ser aplicada para avalidgivalade antioxidante de extratos
preparados a partir de uma determinada planta matligilizada na medicina popular. Com
isso, podem-se obter informacdes cientificas rel@gada planta em estudo. Silva et al., 2005
realizaram um estudo com 22 extratos alcodlicoglobtde diferentes partes de 14 espécies
de plantas medicinais utilizando como modelo expenitalin vivo a linhagem selvagem de
levedura BY4741. Dos 22 extratos testados, 5 @drabnseguiram aumentar a tolerancia
celular contra o hidroperéxido de terc-butila (agesstressor). Rosa et al., (2006) avaliaram
a atividade antioxidante do extrato metandlico grago a partir das flores ddibiscus
tiliaceus L. utilizando linhagens deficientes em producaoGH, superoxido dismutases,
glutationa peroxidase, catalase, glutationa redutaimtor de transcricdo Yaplp. Esse extrato
mostrou ter acdo antioxidante uma vez que aumentbrevivéncia de todas as linhagens
testadas independente da defesa antioxidanteatgBciOutros estudos também utilizam essa

metodologia para avaliar a atividade antioxidameompostos bioativos isolados, como por
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exemplo, a catequina, quercetina, hisperina, ragedrp-caroteno, acido ascorbico e acido
cafeico (Amari et al., 2008; Dani et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Esse trabalho propde avaliar a atividade antioxelan vitro e in vivo de extratos

preparados a partir das folhasSleygium cumir(L.).

3.2 Objetivos especificos

* Avaliar e comparar a atividade antioxidamtevitro dos extratos.

* Analisar o conteudo total de compostos fendlichawwnoides nos extratos.

* Qualificar e quantificar rutina, quercetina e aaydtico nos extratos.

* Avaliar a atividade antioxidanten vivo dos extratosatravés do crescimento de
linhagens de leveduras dBaccharomyces cerevisiageficientes em superéxido
dismutase (SOD) apo6s 24 h de exposicdo a parapgu@bxidante) e a diferentes
concentracdes dos extratos.

» Avaliar a peroxidacao lipidica das linhagens apbs 2le exposi¢do ao paraquat e aos
extratos.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao aptesentados sob a forma de
artigo cientifico. As secoellateriais e MétodgsResultadosDiscussdo dos Resultades
Referéncias Bibliograficasencontram-se no proprio manuscrito. O manuscrigta e
apresentado nas normas da Reustanal of Ethnopharmacology.
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Abstract

Ethnopharmacological relevancéeaves ofSyzygium cumin{L.) Skeels are traditionally
used for the treatment of fever, stomachalgia, tyoaison and gastropathy. This medicinal
plant is widely distributed in southern Brazil amals been used mainly to treat diabetes. The
aim of this study is to evaluate the antioxidanivaty of the three different extracts prepared
from Syzygium cumir(L.) Skeels leaves using vitro andin vivo models.

Materials and methodsAntioxidant activity in vitro was evaluated by different assays,
including 2,2-diphenlyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) riadl, total antioxidant capacity (TAOC)
and reducing power. As vivo model, we used yeaStaccharomyces cerevisideficient in
superoxide dismutase (SOD). Growth of the strantslgid peroxidation were assessed after
24 hours exposure concomitantly to paraquat (pides®) and different concentrations of the
extracts. Moreover, quantification of total phenalontent, total flavonoid content and HPLC
analysis were also assessed.

Results:The extracts shown to hauevitro antioxidant activity through the ability to donate
electrons and hydrogen. Paraquat inhibited growitth iacreased MDA (malondialdehyde)
levels in the yeast cells treat only with paraqUdte three extracts were able to assist the
growth of strains and reduce MDA levels even in pinesence of paraquat. The contents of
flavonoids and total phenolic compounds could beetated with the antioxidant activity
observed in the extracts.

Conclusion: The results indicate that leaves B8fyzygium cuminiL.) Skeels possess
antioxidant activity which may contribute to thdnaditional use in treatment of many

diseases.

Keywords: Syzygium cumini (L.) Skeels, antioxidant activity, oxidative stress
Saccharomyces cerevisjgehenolic compounds.
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1. Introduction

Syzygium cuminiL.) Skeels (synonymEugenia jambolanapelonging to the Myrtaceae
family, is a medicinal plant used in the treatmeintarious diseases. In Brazil, most of the
people use an infusion or decoction of depves for the treatment of diabetes mellitus
(Teixeira and Fuchs, 2006). Research shows thaesed.cuminihave pharmacological
activities as anti-inflammatory (Lima et al., 2008ntibacterial (Shafi et al., 2002),
radioprotective (Jagetia and Baliga, 2002) andoaidant (Ruan et al., 2008).

Abundant biochemical, biological, and clinical emte suggests the involvement of
oxidative stress induced by free radicals in thth@genesis of various diseases like diabetes,
cancer, hypertension and in the accelerated aglatiwell and Gutteridge, 2007). Reactive
oxygen species (ROS) such as superoxide anionatgd’), hydrogen peroxide (#D,) and
hidroxil radical {OH) are produced as normal by-products of aeroblular metabolism.
They act as modulators of internal biological pss®s, including signal transduction,
transcription, or programmed cell death (Cui et 2004). Cells have many ways to control
the production of the ROS, including enzymatic gogide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx) and catalase) and non-enzymdilexatants (ascorbic acidy-tocopherol
and glutathione). An oxidative stress conditiongenerated when a cell accumulates an
excessive concentration of ROS. This occurs whef R@duction exceeds cellular defenses.
ROS can be detrimental to cells due to oxidativenalge to lipids, proteins, and DNA
(Covarrubias et al., 2008). For this reason, mattention has been given to natural
antioxidant that can serve as a preventive medi@fmshnaiah et al., 2011) in an effort to
protect the human body against free radicals atagd¢he progress of many chronic diseases.

Plants contain a wide variety of free radical scaweg molecules, such as flavonoids,
anthocyanins, carotenoids, dietary glutathioninggmins and endogenous metabolites and
such natural products are rich in antioxidant d@o¢iy (Choi et al., 2002). Recently, the leaves
of S.cuminihas been reported to possess compounds as rdomgénic acid and gallic acid
(Bona et al.,, 2010). These compounds have beemntegpto possess antioxidant and free
radical scavenging activities (Aliaga et al., 20Kgrthikesan et al., 2010; Priscilla and
Prince, 2009b). There are some vitro studies that demonstrate antioxidant activity of
extracts prepared from the leavesSottumini(Kaneira and Chanda, 2011; Ruan et al., 2008)
However in the literature, there are few studied gvaluate the antioxidant activity of these

extracts usingn vivo models. Thus, the present study evaluated th@xadént activity of
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three extract, infusion extract (IE), aqueous ext(AE), and hydroalcoholic extract (HAE)

prepared frons. cumini(L.) leaves usingn vitro andin vivomodels.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

Gallic acid, rutin, DPPH, Thiobarbituric acid (TBANalonaldehyde-bis-dimethyl acetal
(MDA) and solvents for HPLC were purchased fromnsagAldrich Co. (St. Louis, MO,
USA). Paraquat (Gramoxofjewas purchased from Bayer. All other commerciagents

used were of analytical grade.

2.2. Plant materials

Leaves ofSyzygium cumir(iL.) Skeelswere collected in the campus of Federal University
of Pampa (Uruguaiana, RS, Brazil) during April-Ju2©12 and identified by biologist
Patricia Neves. A voucher specimen was depositenl (M1) at herbarium Bruno Edgar
Irgang of the Federal University of Pampa — Canfpéis Gabriel/RS.

2.3. Preparation of plant extract

Leaves ofS. cuminiwere dried in a stove at 40 °C and powdered. Thusion extract (IE)
was obtained adding 100 mL of distilled water at’@0to 5 g of leaves. The aqueous extract
(AE) and hydroalcoholic extract (HAE) were prepareing 5 g of leaves and 100 mL of
water and hydroalcoholic solution (50% water an&éoSihanol) respectively and sonicated in
a ultrasonic bath at 40 KHz for 25 min. at 45 “Kaldaraki and Nateghi, 2011). Solutions
were filtered and the filtrate was concentratedyness under reduced pressure in a rotator

evaporator. The extracts were stored at -20 °Q usgi.
2.4. In vitro antioxidant activity
2.4.1.DPPH radical scavenging activity

The ability of AE, HAE and IE to scavenger the DP#é€ radical were assayed according
to Choi et al., (2002) with some modifications.aly, a 300 uM solution of DPPH in ethanol
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was prepared. To 200 pL of this solution were addig@lul of the Mill-Q water and 3@L

of the extracts at different concentrations. Th&tame was shaken vigorously and incubated
for 30 min in the dark at room temperature. Thauctidn of the DPPH was measured by the
decrease in absorption at 518 nm. Milli-Q waterspitracts solutions were used as a blank,
while DPPH solution plus Milli-Q water was used agontrol. Lower absorbances of the

reaction mixture indicated higher free radical swayng activity. The DPPH radical

scavenging activity was calculated by the followegpation:

Scavenging effect (%) = (1 —efvact 518/ Acontrol 518) X 100

The EGoVvalue is the concentration of the extract requicedcavenge 50% of the DPPH free

radical.

2.4.2. Fe (Ill) Reducing power assay

The reducing power of the extracts was es®oh using the method by Giilgin et al.,
(2010). Different concentrations (50-2@@/mL) of the AE, HAE and IE in 0.75 mL of
distilled water were mixed with 1.25 mL of 0.2 M{5.6 sodium phosphate buffer and 1.25
mL of potassium ferricyanide gke(CN)] (1%). The mixture was incubated at 50 °C for 20
min. After 20 min of incubation, the reaction misguwas acidified with 1.25 mL of
trichloroacetic acid (10%). Finally, 0.5 mL of Fg(0.1%) was added to this solution, and
the absorbance was measured at 700 nm. Ascorbit (Aé&l) and rutin (Ru) were used as
reference standard. An increased absorbance ofethetion mixture indicated increased

reducing power.

2.4.3. Total antioxidant capacity (TAOC)

The total antioxidant capacities of AE, HAE andwEre assayed according to the method
of Prieto et al., (1999). Aliquots (0.30 mL) of tke&tracts were mixed with 2,7 mL of the
reagent solution (0.6 M sulphuric acid, 28 mM sadiphosphate and 4 mM ammonium
molybdate). The tubes were capped with aluminiuthdiod incubated at 95 °C for 90 min.
The tubes were cooled to room temperature and laéasoe was measured at 695 nm against a
blank. Rutin was used as reference standard. Tdteehiabsorbance value indicated higher

antioxidant activity.
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2.5. Determination total phenolic and flavonoid temt

Total phenolic content of each extract was deteechiby the Folin—Ciocalteu micro-
method (Slinkard and Singleton, 1977) with slighddification. Briefly, 25uL solution (1
mg/mL) were mixed with 1.5 mL distilled water an@5luL of Folin—Ciocalteu reagent.
Reaction solution was shaken and and allowed tadtar 1 min. After, was added 500 of
NaCO;s solution (15%) and solution was shaken for 30ufs8quently, reaction solution was
incubated for 30 min and its absorbance was medwiré84 nm. Gallic acid was used as a
standard for calibration curve. The phenolic conteas expressed as gallic acid equivalents
(GAE) per mg of the extract.

The total flavonoid contents of AE, HAE and IE weletermined using the aluminium
chloride colorimetric method of Giulgin et al., ()1 The flavonoid content was calculated
using a standard calibration of rutin solution @&xgressed rutin equivalents (Rue) per mg of

the extract.

2.6. HPLC analysis

The HPLC profile of extracts was analysed by me#ndPLC system (Young Lin 9100)
with photodiode array detector (YL 9160). Samplesng/ml) were filtered through a 0.22
um PVDF-filter and injected into de HPLC column. Tihgection volume was 2(lL and the
separation temperature was 25 °C. The column wdgcéeosil C-18 (5um, 150 mm x 4.6
mm 1.D). The method developed by Bona et al., (201£s used with slight modification. For
elution of the constituents, three solvents denatedA (Milli-Q with 1% acid acetic), B
(metanol) and C (acetonitrile) were employed. Tolwent gradient elution program was as
follows: 80% A and 20% B (0-3 min, flow: 0.8 mL/mjrb0% A, 40% B and 10% C (3-10
min, flow: 1 mL/min) and 80% A and 20% B (10-15 milow: 0.8 mL/min). The wavelength
of detection was 257 nm. Identification of gallicidd quercetin and rutin was based on the
retention time and online spectral data in comparisith authentic standard. Quantification
was performed by establishing calibration curve datlic acid, quercetin and rutin using

standards.

2.7. In vivo antioxidant activity
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2.7.1. Yeast strains, media and growth conditions

The relevant genotypes of tlsaccharomyces cerevisiagains (Dr E. Gralla, University
of California, Los Angeles, CA, USA) used in thi®nk are listed in Table 1. Strains were
routinely grown and stored on solid YPD medium (8ast extract, 2% glucose, 2% peptone

and 2% agar).

Table 1- S. cerevisiae strains used in this study.

Strains Genotype

EG103 (WT) MATleu220, his\l, trpl-289, ura3-52
EG110 éod2) Like EG103 extspd2::TRP1

EG118 sod1) Like EG103 extepdl::URA3

EG133 6odsod2) Like EG103 except sod2:FlIRsod1::URA3

2.7.2. Evaluation of antioxidant activity using geaells

YPD-grown yeast cells from the early stationarygghaere re-inoculated at an appropriate
cell density in fresh YEL medium (1% yeast extr&éty glucose and 2% peptone) and grown
for 18 h at 30 °C. These cells in exponential phatsgrowth (LOG cells) with 20-30%
budding cells (Roehrs et al., 2010), were harvesteghed and re-suspended in sterile Milli-
Q water. The ability of the extracts to assist tedl population recover from pro-oxidant
(paraquat) insult was assessed according to thhochedf Amari et al., (2008) with slight
modification. Then, 1 x 10cells were exposed to different concentrations1(l,and 20
mg/mL) of the AE, HAE and IE and 1 mM of the paragsimultaneously in YEL medium.
Cells were incubated for 24 h at 30 °C. After, tteatment was appropriately diluted and an
aliquot was stained with methylene blue (0.1%)dart the living cells. Growth control was

considered as 100%.
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2.7.3. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation of the strains treated in 2.6vAs performed using the method of
(Drapur and Hodley, 1990) with some modificatiodfter 24 h, 40uL (0.4 — 4 x 18 cells) of
each treatment was mixed with 100 of thiobarbituric acid (TBA) 0.8% (w/v), 10Q4L of
acetic acid buffer, 4QL of sodium dodecyl sulphate (SDS) 8.1% (w/v) al@du2 Milli-Q
water. The reaction solution was incubated for 90 at 95 °C. Samples were centrifuged for
10 min at 2,000 rpm. Next, 2QQ. of the supernate were put in 96 well-microtitéatps and
absorvance was measured at 532 nm. MDA levelsanrdatments were determined through
the standard curve of MDA. The results were expeessa ratio between MDA levels of

treated cells and untreated cells (control) (Darail.e 2008).

2.8. Statistical analysis

All experiments were done in triplicate and resalts reported as mean + S.D. Data were
analyzed with one-way ANOVA followed Tukey’s MultgoComparison Test. The statistical
significance was determined at p < 0.05.

3. Results
3.1. In vitro antioxidant activity

The DPPH scavenging activities of different concatiins of AE, HAE and IE are
presented in Fig. 1. AE and HAE showed more andiaxi activity than IE from the
concentration 1Qug/mL. HAE obtained E§ less than the AE, 164.56 and 131..@/mL
respectively. IE has not obtained & CTable 2)
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Fig. 1 DPPH radical scavenging capacities of AE, HAE #&ad (*) indicates significant
difference (P < 0,05) when compared to IE in theesaoncentration.

Figure 2 shows the reducing power of the AE, HAHK dB as a function of their
concentration. Reducing power is one mechanisnctafraof antioxidants and may serve as a
significant indicator of potential antioxidant adtyv(Jayaprakasha et al., 2000). In this assay,
the colour of test solution changes to various ekaaf green and blue, depending on the
reducing power of each extract. The reducing powfethe AA, Ru, AE, HAE and IE
increased steadily with increasing concentratiothefsamples and followed the order : AA >
Ru > AE > |IE > HAE.
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Fig.2 Reducing power of AE, HAE and IE. High absorvanodigates strong antioxidant
activity. (AA) ascorbic acid; (Ru) rutin.

EGCso of the extracts (Table 2) was determined by irdkaion from linear regression
analysis when the absorvance was 0.5 (Soares 208DB).

Phosphomolybdenum assay, initially developed byetBriet al., (1999) for the
measurement of antioxidant activity of vitamin Easvused for the evaluation of total
antioxidant capacity of the extracts. As shown ig. B total antioxidant capacities of the
extracts were equal to that of rutin at all concaidns tested. Only at a concentration of 400
ug/mL HAE was shown to have lower antioxidant cafyaitian rutin.
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Table 2 -ECspvalues ag/mL) of the three extracts in the DPPH and Fe (1)
reducing power assays.

Extract DPPH &g Reducing power E&
Aqueous 131.97A28 83.23 £7.85
extract (AE)

hydroalcoholic 164.56 + Bb. 119.13 £ 21.54
extract (HAE)

Infusion N.O 92.47 +21.89

extract (IE)

Values are expressed as mean £ S. D. (n=3)p #Z&ues: the effective concentration
required to inhibit 50% of DPPH and when absorvamwes 0.5 for reducing power.
ECsp values were obtained by interpolation from linegggression analysis.
Abbreviation:N.O, not obtained.
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Fig. 3 Total antioxidant capacity of AE, HAE and IE, ugiphosphomolybdenum method,
high absorvance indicates higher antioxidant agtiv(*) indicates significant difference (P <
0,05) when compared to rutin in the same conceoirat
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3.2. Total phenolic and flavonoid content

The content of phenolic compounds and flavonoidhie extracts was higher in AE,
followed by HAE and IE (Table 3).

Table 3 — Renolic, flavonoid and gallic acid contents in thextracts of the
Syzygium cumini (L.) leaves.

Extract Total phenolic Total flavonoid Gallic acid
contemig GAE/mg content aig RUE/mg  frig/mg extract)
extract) extract)

Aqueous 231 + 2663 30.90 + 7.80 868+ 0.71

extract (AE)

hydroalcoholic 221 +14.48 27.31+7.78 . @

extract (HAE)

Infusion 177 + 16.%6 19.48 £ 7.35 N. Q

extract (IE)

Values are expressed as mean £ S. D. (n=3). Difféetters indicates significant
difference (P < 0,05)Abbreviation: RUE, rutin equivalents; GAE, gallic acid
equivalents; N.Q, not quantified.

3.3. HPLC analysis

The HPLC profile of the extracts analysed at 257 was shown in fig 4. The extracts
possess two peaks with retention timg @R 8.14 min and 9.01 min. These peaks shows two
Amax In the region of 240-280 nm and 300-380, thms, suggesting the presence of
flavonoids, most probably glycosides of a flaaldZakaria et al., 2011). Initially we tried
to perform the quantification of rutin, quercetimdagallic acid in the three extracts. However,
unlike other studies (Bona et al., 2010; Timbolaakt 2002), we did not find rutin and
quercetin in the extracts. Only in the agqueousaextivas possible to quantify gallic acid R
3.18 min).
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Fig. 4 The HPLC profile the extracts at 257 nm. (a) hydoablic extract (HAE), (b)
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and gallic acid standard. The UV spectra analyspeak (R = 8,14 min) and peak (R 9,01
min) of the extracts exhibiting the tW@,.x at 240-280 nm and 300-380 nm, suggesting
the presence of flavonoid glycosides.
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3.4. In vivo antioxidant activity

The ability of the extracts to assist in the growththe strains treated with paraquat is
shown in fig 5, 6 and 7. Paraquat inhibited thenghoof four strainsSod3 strain did not
grew, Sod2, sodUsod2d and wild-type strains grewd7.35%, 29.98% and 44.12%

respectively when treated with paraquat only. Thaets succeeded in recovering the
growth of the strains mainly at a concentratio@img/mL.
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Fig. 5 Growth of the SOD (WT)sodl, sod2 and sodUsod2 strains in the presence of

agueous extract (AE) and paraquat. (*) indicatgmicant difference (P < 0,05) when
compared to the paraquat 1 mM treatment.
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Fig.6 Growth of the SOD (WT)sod}A, sod21 and sodAsod2 strains in the presence of
hydroalcoholic extract (HAE) and paraquat. (*) icatties significant difference (P < 0,05)

when compared to the paraquat 1 mM treatment.
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Fig.7 Growth of the SOD (WT)sod}4, sod2d and sodAsod2) strains in the presence of

infusion extract (IE) and paraquat. (*) indicatagngicant difference (P < 0,05) when

compared to the paraquat 1 mM treatment.



57

3.5. Lipid peroxidation

Paraquat caused increased of MDA levels insthefld andsodlAsod2) strains. Treatment
with extracts (20 mg/mL) decreased the MDA levalshiese strains. In treod1A strain, AE,
HAE and IE decreased, respectively, in 58.62%, Z%.0and 58.92% the MDA levels
compared to the group treated only with paraquathésodlAsod2) strain the decreased was

90.82% (AE), 98.89% (HAE) and 58.62% (IE).
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Fig. 8 MDA levels of the SOD (WT)sodl, sod2d and sodUsod2 strains after 24 h
treatment with AE, HAE, IE (20 mg/mL) and paragtanM. The results were express as a
ratio between MDA levels of treated cells and umtied cells (control). (*) indicates
significant difference (P < 0,05) when comparethsmparaquat 1 mM treatment.
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4. Discussion

Medicinal plants are widely used by the populatidrdeveloping countries as alternative
therapy. Extracts prepared from medicinal planteeh&ceived considerable attention owing
to their potential health benefits as therapeutentsy especially for aging and age-related
diseases (Marques et al., 2013yzygium cuminiL.) Skeels has been attributed to possess
several medicinal properties in the folk mediciigne leaves ofS. cuminihave been
extensively used to treat diabetes, constipatimmachalgia, fever and dermopathy. Many of
beneficial effects assigned to the leavesSofcuminihave a relationship with antioxidant
capacity of bioactive compounds present in the deaun this work, we evaluated the
antioxidant activity of three different extracteepared fronS. cuminileaves. First, we used
in vitro models such as total antioxidant capacity (TAO@PBI and Fe (lll) reducing power
to assess the antioxidant activity of the extracts.

DPPH assay has been used widely to evaluate ti@mfradavenging ability of antioxidants
from different plants due to its advantage of shorte and sensibility (He et al., 2010).
Generally, antioxidants will react with DPPH, whigha nitrogen-centered radical with a
characteristic absorption at 518 nm and converénl 1,1,-diphenyl-2-picryl hydrazine, due
to its hydrogen donating ability at a very rapiteréGirennavar et al., 2007). The scavenging
effects of extracts increased with increasing cotreéion up to 40Qug/mL (Fig. 1). AE and
HAE showed higher scavenging ability than IE. Timay be related to the higher amount of
phenolic compounds present in AE and HAE (TableT8g antioxidant activity of phenolic
compounds is mainly due to their redox propertigbich allow them to act as reducing
agents and hydrogen donators. In addition, they Imaetal-chelating potential (Rice-Evans et
al., 1995). Conventional extraction such as heatoging or refluxing can be made use of
extracting phenolic compounds, however, the disaidges are the loss of these compounds
owing to hydrolysis, oxidation and ionization dyiaxtraction as well as the long extraction
time (Zhang et al., 2011). Ultrasonic-assistedaztion is one of the important techniques for
extracting the valuable compounds from the vegetaterials (Vilkhu et al., 2008). The
acoustic cavitation causes disruption of the cealllsy reduction of the particle size and
enhancement on contact between solvents and tdrgetepounds (Rostagno et al., 2003). In
the present study, extract prepared in ultrasourtlaged more efficiently phenolic
compounds from the leaves $f cuminthan the extraction by infusion.

Most antioxidants isolated from higher plants amdyphenols (Tawaha et al., 2007)..
Phenolic compounds can be classified as simple fdenth a single aromatic ring bearing
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at least one hydroxyl group. Polyphenols haveasdtlevo phenol subunits such as flavonoids
or three or more phenol subunits called tanninavdtioids are the largest group of plants
phenols and the most studied. They comprise congsowfi low molecular weight that
usually occur bound to sugar molecules (King andri¢p 1999). They have been proposed to
exert beneficial effects in a multitude of diseasates, including cancer, cardiovascular
disease, and neurodegenerative disorder. Manyeobithlogical actions of flavonoids have
been attributed to their antioxidant propertieavBhoids possess scavenging ability due to
their hydroxyl groups (Williams et al., 2004). Thtise phenolic and flavonoid content can be
directly contributing to the antioxidant activity the extracts. Analyzing the chromatographic
profile (Fig. 4) of the extracts was possible taifyethe presence of at least two types of
flavonoids in each of the extracts. According Zakat al, (2011), peaks with tWa,ax in the
region 240-280 nm and 300-380 nm is charactergdtilavonoid glycosides. It was only
possible to quantify gallic acid in AE (Table 3yeReatment with gallic acid in isoproterenol-
induced myocardial infarction in male Wistar raiggngficantly increased the levels of GSH,
vitamin C and E in plasma and the heart. It shdves @ntioxidant potential of gallic acid
against injury caused by free radicals (Priscilia @rince, 2009b). The presence of gallic
acid in the AE could have contributed to a loweig&Gan the HAE (Table 2).

Some studies have suggested that the electronidgrapacity (reflecting the reducing
power) of bioactive compounds is associated wittioaidant activity (Arabshahi-Delouee
and Urooj, 2007). To evaluate de electron donategacity of the extracts we used reducing
power and total antioxidant capacity (TAOC) assayihe Fe (lll) reducing power assay
measures the electron-donating ability of antiomidausing the potassium ferricyanide
reduction method. Antioxidants cause the reductibthe Fé&'/ferricyanide complex to the
ferrous form. F& formed can be measuring the formation of PerlissBian blue at 700 nm
(Chung et al., 2002). All the three extracts showeghe degree of electron-donation capacity
in a concentration-dependent manner, but the cig®evere inferior to that of ascorbic acid
and rutin (Fig. 2). Ascorbic acid was used as sxfee because it is already known as a strong
reducing agent. Rutin is one of the major flavondaidsd in a variety of plants and also used
as reference. In the total antioxidant assay, ndggwom (Mo) (V1) of ammonium molybdate
gets converted into Mo (V) by reducing specidsti® extract and forms a green colored
complex with phosphate ion present in the reaatiaxture. The color intensity this complex
corresponds to the amount of complex formed (Chowma Singh, 2011). AE, HAE and IE

showed absorbances similar to the rutin at all entrations tested (except HAE in 400
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pug/mL). In other study (Yanga et al., 2008), rutltaoaned similar reductive capacity to BHT
(synthetic antioxidant)ln vitro results demonstrated that the extracts possehshlydtogen
donation ability as electron-donation capacitystthey may act as radical chain terminators,
transforming reactive free radical species into er&table non-reactive products (Dorman et
al., 2003).

Severalin vitro studies are conducted to evaluate the antioxidetntity of extracts from
different plant species. However, the effect obseérin vitro may not be the same in ian
vivo model (Tang et al., 2004). For this reason, wduaia the antioxidant activity of AE,
HAE and IE using the yeaSaccharomyces cerevisias in vivo model. The single-cell
eukaryoteS. cerevisiaes a useful model to screem vivo for natural antioxidants: Its entire
genome sequence has been elucidated, and it isediggdly tractable organism (Dani et al.,
2008).S. cerevisiadas similar antioxidant responses to mammals, 836 & known genes
involved in human disease have yeast orthologhes|g, functional homologues (Mager and
Winderickx, 2005). Strains harboring defects in #mioxidant machinery can be used to
emulate the altered intracellular redox environmgritequently encountered in human
pathologic conditions (Amari et al., 2008). Like shother eukaryotes§. cerevisiaeontains
CuZn superoxide dismutase (the product of the S@Bxie) in the cytosol, nucleus, and
lysosomes and Mn superoxide dismutase (the pradube SOD2 gene) in the mitochondrial
matrix (Gralla and Kosman, 1992). In this work, usedS. cerevisiagnutants deficient in
superoxide dismutase (SOD) genssdlA, sod2A andsodIAsod2\) and also the wild-type
strain (Table 1). Strains were treated in expoaémihase ( namely LOG) because in this
phase, yeast cells are more sensitive to oxidaikess than stationary phase (Gralla and
Kosman, 1992). As expected, the mut@nterevisiastrains deficient in SOD enzymes were
more sensitive to paraquat than the wild-type str&®araquat, a redox cycling bipyridyl
herbicide, undergoes a one-electron reductiontheyNADPH, which results in the
generation of the paraquat radical. In thesence of oxygen, the paraquat radical
rapidly auto-oxidizes to produce a superoxideion radical and regenerates the
paraquat di-cation. So, in the presence of aicserfit supply of reducing equivalents,
repeated cycles of herbicide reduction andoxidation can occur, producing large
amounts of reactive oxygen species (Melchetral., 1996). The agueous superoxide anion
radical itself not attack lipid or DNA due to itelatively low reactivity. Many of the
damaging effects of superoxide anion radical app@dre due to the superoxide-dependent

formation of hydroxyl radicals, which are much mogactive, causing indiscriminate damage
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to biological systems (Richmond and Halliwell, 198k this study,S. cerevisiaestrains
deficients in CuZnSOD, like theodWW andsodWsodA strains, showed to be more sensitive
to paraquat. In fact, CuZn superoxide dismutastiemely important for defense against the
reactive oxygen species generated by paraquatsdth# straindid not grew when treated
with paraquat only (Fig. 5). However, concomitaeitment with extracts allowed the growth
of strain. The lack of the CuzZnSOD was overcom@i@gence of the extracts, which possibly
acted as antioxidants, scavenging of the radiga¢ixide generate by paraquat or inhibiting
the redox cyclic action of this compounds. Thatiaedant activity can be especially
attributed to the presence of flavonoids and oftteenolic compounds in the extracts. In
addition of the antioxidant activity, phenolic cooymds like flavonoids also may exert
modulatory action in cells through actions at protkinase and lipid kinase signalling
pathways. Inhibitory or stimulatory actions at themthways can exert an indirect protection
against oxidative stress (Williams et al., 2004)e Extracts were able to recover the growth
of the sodlA strain treated with paraquat especially at the dsgltoncentration tested (20
mg/mL). AE and HAE obtained a greater capacityettorer the growth of strain than the IE,
possibly due to higher amount of phenolic compoundbese extracts (Table 3). Moreover,
AE and HAE also possess higher ability to hydrogenation than IE (Fig. 1), wich can
contribute directly to a higher antioxidant actywitf these extracts.

The sodUsod2 strain for not having CuzZnSOD, theoretically sholldve the same
sensitivity than thesodld strain against to paraquat. Meanwhile, S@Wsod2 strain
showed to be more resistant to paraquat gwia strain (Fig. 5). This could be associated
with super expression of other antioxidant systass form of compensation (Dani et al.,
2008). Several other studies have shown that aieley in one antioxidant system is
overcome by an increase in the remaining defenstersy(Dani et al., 2008; Fernandes et al.,
2007; Franca et al., 2005). AE was able to pradedtdsod2d strain against oxidative stress
induced by paraquat at 20 mg/mL while HAE protéa strain from the concentration 10
mg/mL. IE did not show protective effect.

As shown in Fig. 5, the wild-type asod2) strains had similar growth when treated with
paraquat. This shows that the MnSOD play littleeiol countering the toxicity of superoxide
anions generated by paraquat. In fact, the phygicdb role of MNSOD appears to protect
mitochondria from the superoxide generated durggpiration (Jamieson, 1998). However,
the sod2\ strain despite having the CuZnSOD is not able &slfitto combat the toxicity of

paraquat. The AE and HAE showed a protective etiethis strain from the concentration 10
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mg/mL and IE in 20 mg/mL (Fig. 5 and 6). In the dwviipe strain only the AE at 20 mg/mL
was able to recovery the growth this strain. Theselts demonstrate that the extracts act as
antioxidants independent of the presence of SOprees.

Lipid peroxidation is one of biochemical eventsatetl to the toxicity of paraquat. One of
the targets of free radical attack is the membréesaling to lipid peroxidation, cell leakage,
and death (Dani et al., 2008). It is well knownttinan ions produce hydroxyl radicals by the

Fenton reaction (F& + H,0, - Fe® + OH + OH) which is responsible for lipid

peroxidation. Physiologically, free iron exists goeninantly in the ferric (F€) state, and the
foregoing reaction does not proceed at a toxicobllyi significant rate. However, it has been
suggested that the presence of paraquat radicdl)(R@y facilitate the reduction of ferric
(Fe™) to ferrous (F&) ions, thereby significantly enhancing the ratehgtiroxyl radical
generation as long as significant,®3 is available (Van Asbeck et al.,, 1989).
Malondialdehyde (MDA) is an end product of lipidrpeidation and is used to measure lipid
peroxidation by reaction with thiobarbituric aci@drcia et al., 2005). Paraquat increased the
MDA levels mainly insod}4 and sodAsod2 strains (Fig. 8). These results explain the
lowest growth of the two strains when treated owmih paraquat. The extracts decreased the
MDA levels possibly by inhibiting the action of pauat to generate hydroxyl radicals or
scavenger this radical. Polyphenols are preferdgntiacorporated into membrane lipid
bilayers and act as hydrogen donors, trapping rfaeééeals and inhibiting the formation of
lipid radicals (Soobrattee et al., 2005). This nbayrelated to the recovery of growth of the

strains caused by extracts.
5. Conclusion

The current study showed th&yzygium cuminleaves extracts possesses antioxidant
activity in vitro andin vivo. Extracts prepared in ultrasound obtained be#sults than the
extract prepared by infusion possibly because igjleelh amount of phenolic compounds and
flavonoids in these extracts. Aqueous extract (ABg hydroalcoholic extract (HAE) can be
tested in experimental models of diseases whergatixe stress is involved as in diabetes.
These findings provide scientific support for thalitianal use ofSyzygium cumin{L.)

Skeelsas a medicinal plant in many diseases.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que extratos prepasadartir das folhas d&yzygium
cumini (L.) Skeels possuem atividade antioxidante tantwitro comoin vivo. Os extratos
mostraram ter a habilidade de doacéo de elétrdosagio de hidrogénio nos ensaiositro.

Nos ensaio$n vivo, 0s trés extratos conseguiram auxiliar o cresdindas linhagens
de Saccharomyces cerevisiaeesmo na presenca de paraquat. Esse auxilio pside e
relacionado com a atividade antioxidante dos eodrahtravés da analise dos resultados foi
possivel verificar que a atividade antioxidante drsatos é independente da presenca das
enzimas superoxido dismutases. O mecanismo de dQ&oextratos € desconhecido,
entretanto, a habilidade de doacado de elétronsheddegénio podem ter ajudado na captura
do radical paraquat e do radical anion superoxetadps pelo paraquat. O paraquat também
parece gerar o radical hidroxil, uma vez que elmemiou a peroxidacdo lipidica das
linhagens mais sensiveis (linhageswA e sodUsod2). Os trés extratos diminuiram a
peroxidacao lipidica nas linhagens mais sensipessivelmente através da captura do radical
hidroxil ou evitando a formacdo do mesmo.

Nos ensaios de DPPH e crescimento das linhagerestr@gos preparados no ultrassom
obtiveram resultados melhores do que o extratoapagip por infusdo. Isto pode estar
relacionado com a maior quantidade de compostodlifes presentes nestes extratos. A
técnica de extracdo por ultrassom através da cawtacustica causa a ruptura da parede
celular das folhas, reduzindo o tamanho de paaiewdumentando o contato entre o solvente
de extracdo e 0os compostos presentes nas folhata f@ema, hd uma melhor condi¢do de
extracdo de compostos fendlicos do que a técnicafusao.

Muitos estudos ja demonstraram o envolvimento degse oxidativo na manifestacao
de diversas doencgas. A atividade antioxidante démd$ deSyzygium cuminiL.) pode de
certa forma, explicar o seu amplo uso na medi@oplular. Uma proposta representativa dos

resultados esta representada na Figura 12.
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Figura 12. Esquema representativo dos resultados obtidos trabsé¢ho.
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6 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trapabqerspectivas para trabalhos
posteriores séo:

e Otimizar o processo de extracdo com ultrassom @tsan extragcdo de um maior
conteudo de compostos fendlicos e flavonodides.

* Realizar o fracionamento e analise em equipamantos especificos (ex: LC-MS)
dos trés extratos para uma melhor caracterizagiicaoponentes principais.

« Auvaliar os efeitos dos extratos em linhagens dedaxas deficientes em: mecanismo
de reparo de DNA, catalase, glutationa peroxidasefator de transcricdo Yapl.

* Avaliar os efeitos dos extratos preparados nosdtia em modelos experimentais
de doencas onde ha um envolvimento do estressatoxicomo, por exemplo, o diabetes.
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