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“Não faz mal que seja pouco, 

O que importa é que o avanço de hoje 

Seja maior que o de ontem 

Que nossos passos de amanhã 

Sejam mais largos que os de hoje 

Atuem agora e vivam o presente 

Com a certeza de que neste exato instante 

Está se erguendo o futuro 

A dificuldade no momento presente 

Será a glória em seu futuro!” 

Daisaku Ikeda 
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O diabetes mellitus (DM) é um dos maiores problemas de saúde pública no mundo. A 
hiperglicemia crônica presente no estado diabético está associada com um aumento do estresse 
oxidativo, o qual tem sido apontado por ter um papel central no desenvolvimento e na 
progressão de complicações diabéticas. Alterações na morfologia e função das plaquetas 
observadas no diabetes têm sido consideradas agravantes importantes para a patogênese das 
complicações vasculares desta endocrinopatia. Os nucleotídeos extracelulares ATP, ADP e o 
nucleosídeo adenosina regulam diversos processos fisiológicos no sistema vascular, incluindo a 
agregação plaquetária, o tônus vascular e as funções cardíacas. O controle dos níveis 
extracelulares destas moléculas e a conseqüente sinalização purinérgica por elas induzida é 
realizada por uma variedade de enzimas como as NTPDases (Nucleotídeo Trifosfato 
Difosfoidrolase), E-NPPs (Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase/Fosfodiesterases), 5’-nucleotidase e a 
adenosina deaminase (ADA). Estudos têm revelado uma série de ações benéficas do vinho tinto 
e do suco de uva, que podem ser atribuídas às altas concentrações de polifenóis que estes 
possuem, principalmente de resveratrol o qual apresenta propriedades antioxidantes e 
antiplaquetárias. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito do 
resveratrol, do vinho tinto e do suco de uva no perfil oxidativo em fígado e rim, na atividade de 
ectoenzimas em plaquetas e na agregação plaquetária de ratos diabéticos induzidos com 
estreptozotocina. Além disso, foram realizados testes in vitro com os polifenóis resveratrol, 
quercetina, rutina, ácido caféico e ácido gálico na atividade das ectonucleotidases, ADA e 
agregação plaquetária de ratos controles e diabéticos. Os resultados obtidos demonstraram um 
aumento nos níveis de peroxidação lipídica em fígado e rim de ratos diabéticos e o tratamento 
com resveratrol (10 e 20 mg/kg) preveniu este aumento. A atividade da superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e -aminolevulinato ácido desidratase (-ALA-D) e os níveis de tióis não 
protéicos (NPSH) e vitamina C foram significativamente decrescidos no fígado e rim de ratos 
diabéticos. Contudo o tratamento com resveratrol (10 e 20 mg/kg) preveniu o decréscimo nas 
defesas antioxidantes de ratos diabéticos. Em relação à NTPDase, E-NPP ,5’-Nucleotidase e 
ADA, observou-se um aumento na atividade destas ectoenzimas em plaquetas de ratos 
diabéticos acompanhado de um aumento na agregação plaquetária neste animais. O tratamento 
com resveratrol (10 e 20 mg/kg), suco de uva e vinho tinto aumentou a atividade da NTPDase, E-
NPP and 5′-nucleotidase e preveniu o aumento na atividade da ADA em ratos diabéticos. A 
agregação plaquetária decresceu significativamente em ratos diabéticos tratados com suco de 
uva e vinho tinto. Nos testes in vitro, resveratrol, ácido caféico e ácido gálico aumentaram a 
hidrólise do ATP, ADP e AMP, enquanto a rutina e a quercetina decresceram a hidrólise destes 
nucleotídeos em plaquetas de ratos diabéticos. A atividade da ADA e agregação plaquetária 
foram reduzidas na presença de todos os polifenóis testados in vitro. Assim, os resultados 
descritos aqui sugerem que o resveratrol tem efeito protetor contra danos hepáticos e renais 
induzidos pelo estresse oxidativo no estado diabético, o qual foi evidenciado pela capacidade 
deste polifenol de modular as defesas antioxidantes e decrescer a peroxidação lipídica nestes 
tecidos. Além disso, o resveratrol, o vinho tinto e o suco de uva, bem como o ácido cafeíco, o 
ácido gálico, a quercetina e a rutina são capazes de modular a atividade das ectoenzimas e 
decrescer a agregação plaquetária, podendo prevenir e reduzir anormalidades plaquetárias e 
consequentemente complicações vasculares no estado diabético. 

Palavras-chave: Diabetes. Estresse oxidativo. Ectoenzimas. Plaquetas. Resveratrol. Suco de 
uva. Vinho tinto. 
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Diabetes mellitus is a major public health problem throughout the world. The chronic 
hyperglycemia present in the diabetic state is associated with increase of oxidative stress, which 
has been appointed to play a central role in the development and progression of diabetic 
complications. Changes in the platelet morphology and function observed in diabetes have been 
considered as important aggravating to the pathogenesis of vascular complications in this 
endocrinopathia. The extracellular nucleotides ATP, ADP and nucleoside adenosine are known to 
regulate various physiological processes in the vascular system, including platelet aggregation, 
vascular tone and cardiac functions. The control of extracellular levels of these molecules and 
consequent purinergic signaling induced by them is controlled by a variety of enzymes such as 
NTPDases (Nucleotide Triphosphates Diphosphohydrolase), E-NPPs (Ecto-Nucleotide 
Pyrophosphatase Phosphodiesterases), 5'-nucleotidase and adenosine deaminase (ADA). On 
the other hand, studies have revealed a number of beneficial actions of red wine and grape juice, 
which can be attributed to high concentrations of polyphenols presents in these beverages, 
mainly of resveratrol, which presented antioxidant and antiplatelet properties. In this context, the 
objective of this study was to investigate the effect of resveratrol, of red wine and of grape juice in 
the biomarkers of oxidative stress in liver and kidney, in the ectoenzimas activities in platelets and 
platelet aggregation of streptozotocin-induced diabetic rats. In addition, tests were performed in 
vitro with the polyphenols resveratrol, quercetin, rutin, caffeic acid and gallic acid on the activity of 
ectonucleotidases, ADA and platelet aggregation in diabetic and control rats. The results showed 
an increase in the levels of lipid peroxidation in liver and kidney of diabetic rats and treatment with 
resveratrol (10 and 20 mg/kg) prevented this increase. The activities of catalase (CAT), 

superoxide dismutase (SOD) and aminolevulinic acid dehydratase (-ALA-D) and the levels of 
non protein thiols (NPSH) and vitamin C presented a significant decrease in diabetic rats. 
However, the treatment with resveratrol (10 and 20 mg/kg) was able to prevent the decrease in 
the antioxidant defenses in diabetic rats. In relation to NTPDase, E-NPP, 5'-nucleotidase and 
ADA, there was an increase in activity of these ectoenzimas in platelets of diabetic rats 
accompanied by an increase in platelet aggregation in these animals. Treatment with resveratrol 
(10 and 20 mg/kg), grape juice and red wine increased the activity of NTPDase, E-NPP and 5'-
nucleotidase and prevented the increase in ADA activity in diabetic rats. Platelet aggregation 
significantly decreased in diabetic rats treated with grape juice and red wine. In the in vitro tests, 
resveratrol, caffeic acid, and gallic acid increased ATP, ADP and AMP hydrolysis, while quercetin 
and rutin decreased the hydrolysis of these nucleotides in platelets of diabetic rats. The ADA 
activity and platelet aggregation were reduced in platelets of diabetic rats in the presence of all 
polyphenols tested in vitro. The results described here suggest that resveratrol could have a 
protector effect against hepatic and renal damage induced by oxidative stress in the diabetic 
state, which was evidenced by the capacity of this polyphenol to modulate the antioxidant 
defense and to decrease the lipid peroxidation in these tissues. In addition, resveratrol, red wine 
and grape juice as well as caffeic acid, gallic acid, quercetin and rutin were able to modulate the 
ectoenzimas activities and decrease platelet aggregation could contribute to the prevention and 
reduction of platelet abnormality and consequently vascular complications in diabetic state. 

Key words: Diabetes. Oxidative stress. Ectoenzymes. Platelets. Resveratrol. Grape juice. Red 
wine.  
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APRESENTAÇÃO 

 

Este estudo consiste na tese de doutorado intitulada “Efeitos do resveratrol, 

do suco de uva e do vinho tinto nos biomarcadores de estresse oxidativo e na 

atividade de ecto-enzimas em ratos diabéticos”.  

O estudo apresenta-se estruturado em três partes como se segue: resumo, 

introdução e objetivos (parte I); manuscrito e artigos (parte II); discussão, 

conclusões, referências (parte III).  

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de artigos e 

manuscrito e os itens discussão e conclusão apresentam interpretações e 

comentários gerais sobre os artigos e o manuscrito contidos neste trabalho. As 

referências bibliográficas referem-se somente as citações que aparecem nos itens 

introdução e discussão dessa tese. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O diabetes mellitus (DM) é considerado uma das doenças mais importantes 

que afetam a humanidade, situando-se entre as dez principais causas de morte nos 

países ocidentais e, apesar dos progressos em seu controle clínico, ainda não foi 

possível controlar de fato suas conseqüências letais (NORTHAM et al., 2006; KING 

et al., 2008).  

O DM é uma doença metabólica de etiologia múltipla, decorrente de defeitos 

na produção de insulina e/ou da incapacidade deste hormônio de exercer 

adequadamente os seus efeitos. Esta doença caracteriza-se por hiperglicemia 

crônica acompanhada por distúrbios no metabolismo de carboidratos, lipídios e 

proteínas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).  

Como conseqüência destes distúrbios a maioria dos pacientes com DM 

manifesta a curto-prazo um quadro de glicosúria, polifagia, polidipsia, poliúria e 

perda de peso. Estes sintomas freqüentes na população diabética são conhecidos 

como clássicos na história da doença. No entanto, a ausência dos mesmos é 

comum em muitos pacientes e não descarta a possibilidade de que exista um grau 

de hiperglicemia suficiente para causar alterações funcionais ou patológicas antes 

que o diagnóstico seja estabelecido (ATKINSON & EISENBARTH, 2001).  

As conseqüências do DM em longo prazo ocorrem devido a alterações micro 

e macrovasculares que levam a disfunção, dano ou falência de vários órgãos. As 

complicações microvasculares crônicas compreendem a nefropatia, com possível 

evolução para insuficiência renal, a retinopatia, com possibilidade de cegueira, 

neuropatia periférica, com risco de úlceras nos pés e amputações. Além disso, 

pacientes diabéticos apresentam alterações macrovasculares com elevado risco de 

doença vascular aterosclerótica, como as doenças coronariana, arterial periférica e 

vascular cerebral, sendo estas consideradas a principal causa da redução da 

sobrevida e da mortalidade destes pacientes (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2010). 

A classificação atual do DM toma como referência a etiologia dos distúrbios 

glicêmicos e inclui o diabetes tipo 1 (DM tipo 1), diabetes tipo 2 (DM tipo 2), diabetes 

gestacional e diabetes associado a desordens em mecanismos específicos ou 
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relacionados à doenças. A grande maioria dos pacientes diabéticos pertence a uma 

das duas classes etiopatogênicas: DM tipo 1 e DM tipo 2 (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2010).  

 O DM tipo 1 que antigamente fora denominado de diabetes mellitus insulino 

dependente ou diabetes juvenil compreende aproximadamente 10 % de todos os 

casos de diabetes. Manifesta-se geralmente em crianças, adolescentes e adultos 

jovens e caracteriza-se pela ausência da secreção de insulina devido a uma grave 

ou total destruição das células  pancreáticas. Quanto a origem etiológica o DM tipo 

1 pode ser dividido em diabetes imunomediado e diabetes idiopático. No diabetes 

imunomediado há uma forte associação com a região HLA (antígenos leucocitários 

humanos) no cromossomo 6 e uma relação com a destruição autoimune das células 

 pancreáticas. (GANNON, 2001; CNOP et al., 2005). Além da predisposição 

genética a destruição das células  pode ainda decorrer de fatores ambientais que 

afetem as características imunogênicas das células pancreáticas. Estudos 

epidemiológicos sugerem que infecções virais também podem desencadear o 

processo autoimune característico do DM tipo 1 (AMERICAM DIABETES 

ASSOCIATION, 2010). 

 Por outro lado, o diabetes idiopático é a forma de DM tipo 1 que não têm 

nenhuma etiologia conhecida. Alguns destes pacientes têm insulinopenia 

permanente e são propensos a cetoacidose, outros exibem graus variados de 

deficiência de insulina entre episódios. Esta forma de diabetes tem fatores 

hereditários, mas não existem evidências de autoimunidade das células  

pancreáticas, além de não haver associação com o HLA (AMERICAM DIABETES 

ASSOCIATION, 2010). 

 O DM tipo 2 que antigamente fora denominado de DM não-insulino-

dependente ou diabetes senil é considerado a forma mais comum da doença a qual 

afeta aproximadamente 90% da população diabética. Manifesta-se geralmente em 

pacientes com idade superior a 40 anos e tem elevado componente hereditário.  

Além disso, fatores genéticos, ambientais e quadros de obesidade contribuem de 

forma significativa para o surgimento do DM tipo 2.  Esta forma de diabetes 

geralmente resulta de graus variáveis de resistência tecidual à insulina e/ou de uma 

deficiência relativa na secreção do hormônio pelas células beta pancreáticas. Como 
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conseqüência os pacientes apresentam complicações no sistema micro e 

macrovascular e ao contrário do DM tipo 1 não necessitam da reposição de insulina. 

  Adicionalmente o DM tipo 2 tem demonstrado ser a manifestação de uma 

doença muito mais ampla conhecida atualmente como “síndrome metabólica”. Esta 

representa um grupo de fatores de risco para doenças cardiovasculares que 

predispõem a manifestação de DM tipo 2 (HANSEN, 1999). Estes fatores incluem 

hipertensão arterial, lipidemias, hiperinsulinemia, intolerância à glicose e obesidade 

visceral. 

De acordo com estimativas da OMS, o número de portadores de DM em todo 

o mundo é de cerca de 177 milhões, com expectativa de alcançar 370 milhões de 

pessoas em 2030 (WHO Database, 2011). No Brasil existem aproximadamente 11 

milhões de diabéticos correspondendo a 8,9% da população adulta entre 30 e 69 

anos, sendo que aproximadamente 50% destes pacientes desconhecem o 

diagnóstico (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). 

As conseqüências humanas, sociais e econômicas do diabetes são 

devastadoras: são quatro milhões de óbitos por ano relativos ao diabetes e suas 

complicações, o que representa 9% da mortalidade mundial. As doenças 

cardiovasculares são responsáveis por mais de 80% das mortes de pacientes 

diabéticos e também por 30% das internações em centros de tratamento intensivo. 

Já a nefropatia diabética acomete mais de um terço dos pacientes e é a causa mais 

comum da doença renal terminal e por ingressos em programas de hemodiálise. 

Mais de 70% de todas as amputações de pés e membros inferiores estão 

relacionados ao diabetes e em algumas regiões, estes níveis podem chegar a 90%. 

Esta síndrome além de contribuir de forma significativa para o desenvolvimento de 

acidente vascular cerebral e de hipertensão arterial, também constitui a principal 

causa de cegueira adquirida (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009; AMERICAN 

DIABETES ASSOCIATION, 2010). 

Tendo em vista a crescente incidência do diabetes, nas últimas décadas 

modelos experimentais têm sido amplamente utilizados a fim de contribuir para 

melhorar o entendimento das causas, conseqüências e tratamento desta desordem 

metabólica. Agentes diabetogênicos como a estreptozotocina (STZ) e o aloxano, 

reproduzem nos animais o quadro de alterações metabólicas e sinais clínicos 

semelhantes aos que ocorrem na enfermidade naturalmente adquirida (MENDES & 
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RAMOS, 1994). Tais drogas caracterizam-se por seu efeito tóxico seletivo às células 

β das ilhotas de Langerhans do pâncreas (ISLAS-ANDRADE et al., 2000; HU & 

HUAN, 2008). 

A STZ (2-deoxi-2-(3-metil-3- nitrosoureído)-D-glicopiranose) é uma antibiótico 

de amplo espectro de ação, produzida a partir de microorganismos Streptomyces 

achromogenes (HERR, 1960). Quando utilizada em animais, determina uma 

deficiência grave de insulina, verificando-se uma instalação imediata do quadro de 

hiperglicemia. Experiências demonstram que doses de STZ na faixa de 50 a 100 

mg/kg de peso corporal causam necrose das células β com desenvolvimento do DM 

tipo I, um ou dois dias após a aplicação da droga (HOUNSOM, 1998). SCHNEDL et 

al (1994) demonstraram que a toxicidade dirigida para as células β é devida à 

similaridade da molécula da STZ com a glicose, o que permite que a mesma seja 

internalizada via transportadores GLUT-2. De fato, a estrutura química da STZ 

compreende uma molécula de glicose com uma cadeia lateral nitrosurea altamente 

reativa, que inicia a ação citotóxica deste composto (ISLAS-ANDRADE et al., 2000; 

HU & HUAN, 2008). 

O mecanismo de ação da STZ está relacionado tanto à metilação do DNA 

quanto à produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs) (HU & 

HUAN, 2008). Após sua administração ocorre a destruição das membranas celulares 

e indução da quebra no DNA pelas EROs, levando à ativação da enzima poli (ADP-

ribose) sintase e à depleção da nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD). Esta 

enzima está localizada no núcleo das células β do pâncreas e necessita de NAD 

para realizar o reparo do DNA nuclear. Um aumento na sua atividade pode levar à 

depleção do NAD intracelular, sendo impossível produzir insulina nas células β 

pancreáticas (TAKAMA et al., 1995) (Figura 1). 

Similarmente à pacientes diabéticos, os animais com diabetes induzida por 

STZ desenvolvem danos nos olhos, rins, fígado, cérebro e no sistema vascular, 

constituindo dessa forma um importante modelo para o estudo de complicações 

agudas e crônicas do DM (SCHAAN et al., 2004).   

Neste contexto, extensivas pesquisas tanto em humanos quanto em modelos 

experimentais, têm demonstrado que o estresse oxidativo possui um papel central 

no desenvolvimento de complicações crônicas características do estado diabético 

(MARITIMIM et al., 2003; GIACCO & BROWNLEE, 2010). A hiperglicemia de longa 
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duração parece ser o principal fator envolvido na gênese e no aumento do estresse 

oxidativo evidenciado no diabetes (STEVENS et al., 2005). De fato, eventos 

conseqüentes da hiperglicemia como auto-oxidação da glicose; glicação não-

enzimática de proteínas e a consequente formação de PTGAs (produtos terminais 

de glicação avançada) culminam em um aumento na produção de EROs (RAINS & 

JAIN, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Mecanismo de ação da estreptozotocina no desenvolvimento do diabetes (Adaptado de 
PICKUP & WILLIAMS, 1997). 

 

As EROs como o ânion superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

radical hidroxila (OH•) e outros oxidantes se formam em condições fisiológicas em 

proporções controladas por mecanismos de defesa celular (DRÖGE, 2002). Porém, 

em condições patológicas, como no diabetes, essa produção de EROs pode 

aumentar substancialmente resultando em estresse oxidativo (GIACCO & 

BROWNLEE, 2010). Denomina-se estresse oxidativo situações em que há um 

desequilíbrio entre os níveis de antioxidantes e pró-oxidantes, com o predomínio 

destes últimos Assim, a diminuição dos sistemas de defesa antioxidante, ou, o 

aumento da geração de espécies oxidantes, radicalares ou não, pode resultar em 

lesões oxidativas em macromoléculas como proteínas, lipídios e DNA e que se não 
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forem reparadas, alterarão a funcionalidade de células, tecidos e órgãos 

(BARREIROS & DAVID, 2006) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Dano oxidativo a macromoléculas biológicas (Adaptado de TORRES, 2003). 

 

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das espécies 

reativas, porém a membrana plasmática é um dos mais atingidos em decorrência da 

peroxidação lipídica (STARK, 2005). A peroxidação lipídica é o processo através do 

qual as EROs agridem os ácidos graxos polinsaturados dos fosfolipídeos das 

membranas das células, desintegrando-as e permitindo, deste modo, a entrada 

dessas espécies nas estruturas intracelulares. Este processo promove grave 

alteração da membrana celular, causando perda da fluidez e alteração da função 

secretora. Além disso, tem sido observada perda da seletividade na troca iônica, 

com liberação do conteúdo de organelas, levando à formação de produtos 

citotóxicos e até a morte celular (DMITRIEV & TITOV, 2010). Um dos produtos da 

lipoperoxidação bem conhecidos é o malondialdeído (MDA), que é o produto final da 

degradação não enzimática de ácidos graxos poliinsaturados (CHERUBINI et al., 

2005). Altos níveis de MDA elevam a formação de lipoperóxidos e indicam um 

aumento da lipoperoxidação (KASHYAP et al., 2005). 

Além dos lipídios, as proteínas também são moléculas biológicas alvos para a 

ação das EROs. A exposição das proteínas ao ataque dos radicais livres resulta em 

múltiplas modificações nestas moléculas. Estas modificações incluem a oxidação 
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dos grupos das cadeias laterais de aminoácidos, fragmentação, modificações na 

hidrofobicidade e na conformação de proteínas e formação de novos grupos 

reativos, como os grupos carbonil. Os grupos carbonil são produzidos pela oxidação 

das cadeias laterais das proteínas. A proteína carbonil também pode ser introduzida 

nas proteínas por uma reação secundária das cadeias laterais nucleofílicas dos 

aminoácidos cisteína, histidina e lisina com aldeídos produzidos durante a 

peroxidação lipídica como o MDA (DONNE et al., 2003; STADTMAN, 2004) 

Os níveis de proteína carbonil e de peroxidação lipídica são frequentemente 

utilizados como marcadores de dano oxidativo no estado diabético. Diversos estudos 

relatam o aumento desses biomarcadores tanto em pacientes quanto em animais 

diabéticos, indicando um aumento na produção de EROs e conseqüente estresse 

oxidativo nessa endocrinopatia (FIDAN & DÜNDAR, 2008; LIKIDLILID et al., 2010; 

PALSAMY et al.,2010) 

Por outro lado, o estresse oxidativo tem seus danos minimizados pelo sistema 

de defesa antioxidante enzimático e/ou não enzimático (VALKO et al., 2007). Entre 

as principais enzimas responsáveis pela defesa antioxidante do organismo 

destacam-se a superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa 

peroxidase (GPx), que constituem a primeira linha de defesa endógena de 

neutralização das EROs agindo em um mecanismo de elevada sincronia e de forma 

altamente cooperativa (NORDBERG et al., 2001; BARREIROS & DAVID, 2006) 

(Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Mecanismo enzimático antioxidante (NORDBERG & ARNER, 2001). 
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A enzima SOD (EC 1.15.1.1) foi isolada em 1939, mas somente em 1969 Mc 

Cord e Fridovich comprovaram a atividade antioxidante desta enzima, o que 

propiciou um grande avanço das pesquisas na área de toxicidade do oxigênio (MC 

CORD &  FRIDOVICH, 1969). A SOD constitui-se de uma metaloenzima abundante 

nas células aeróbias e uma das defesas antioxidantes enzimáticas mais efetivas. 

Esta metaloenzima é capaz de aumentar em 104 vezes a velocidade da reação de 

dismutação do radical O2
•- em H2O2 e O2 em pH fisiológico (VALKO et al., 2007). 

Já a CAT (EC 1.11.1.6) é uma enzima tetramérica, consistindo de quatro 

subunidades idênticas de 60 KDa, que contém um único grupo ferroprotoporfirina 

por unidade, e tem uma massa molecular de aproximadamente 240 KDa. É 

encontrada em praticamente todos os órgãos, estando particularmente concentrada 

nos hepatócitos, nos rins e nos eritrócitos. Dentro das células a CAT encontra-se no 

interior dos peroxissomos e sua atividade é dependente de NADPH (VALKO et al., 

2006).  

A CAT promove a conversão do H2O2 à H2O e O2. Esta enzima possui uma 

das mais altas taxas de renovação, sendo que uma molécula de CAT pode converter 

cerca de 6 milhões de moléculas de H2O2 em H2O e O2 a cada minuto (HALLIWELL, 

2000). O H2O2 tem vida longa, é capaz de atravessar camadas lipídicas, podendo 

reagir com a membrana eritrocitária e com proteínas ligadas ao Fe2+. Apesar de não 

ser um radical livre, pela ausência de elétrons desemparelhados na última camada, 

o H2O2 é um metabólito do oxigênio extremamente deletério, porque participa da 

reação que produz o radical OH• (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000, 

WIERNSPERGER, 2003).  Assim o balanço entre a atividade da SOD e da CAT é de 

fundamental importância na determinação do equilíbrio dos níveis de radical O2•- e 

do H2O2 nas células a fim de evitar a formação do radical OH• altamente reativo 

(SANTINI et al., 1997; BRIONES & TOUYZ, 2010). 

Além das defesas antioxidantes enzimáticas as defesas antioxidantes não-

enzimáticas desempenham um papel de fundamental importância para a célula. 

Nesse grupo destacamos o papel dos tióis não-protéicos e da vitamina C (VALKO et 

al., 2007). 

Os tióis não-protéicos têm uma importante função na defesa contra EROs 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; MASSELA et al., 2005). A glutationa reduzida 

(GSH) é o tiol não-protéico mais abundante presente nas células animais (LI et al., 

2001). Esta é formada por cisteína, glicina e resíduos de ácido glutâmico e sua 
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capacidade redutora é determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteína. 

Dentre as funções celulares desempenhadas pela GSH podemos destacar: é capaz 

de transformar as vitaminas E e C oxidadas, a suas formas originais; tem um papel 

importante na síntese e também no reparo da molécula do DNA; é usada pelo fígado 

na desintoxicação de compostos tóxicos; e desempenha um papel protetor frente às 

proteínas (TOWNSEND et al., 2003). 

A GSH participa na decomposição do H2O2, potencialmente tóxico, que é 

convertido em água na reação catalisada pela GPx, às custas da GSH; a glutationa 

oxidada resultante é reciclada à forma reduzida pela glutationa redutase e NADPH 

(Figura 4). O NADPH é regenerado pela via das pentoses fosfato, em reação 

catalisada pela glicose 6-fosfato desidrogenase, a qual é particularmente importante 

nos eritrócitos. Dessa forma, este processo de reciclagem e consequente 

manutenção de níveis adequados de GSH podem prevenir o dano celular causado 

pelo estresse oxidativo (GIUSTARINI et al., 2011). Em situações de estresse 

oxidativo muito intenso a GSH pode ser perdida de maneira irreversível, 

permanecendo na forma oxidada e não sendo novamente reduzida (GUL et al, 

2000). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Papel da GPx e GSH na decomposição do peróxido de hidrogênio. 

 

Outro antioxidante não-enzimático de grande relevância é a vitamina C (ácido 

ascórbico), que é um nutriente hidrossolúvel e termolábil encontrado primariamente 

em frutas e vegetais e exerce ação protetora sobre componentes hidrossolúveis do 

organismo (MAYNE, 2003). Esta vitamina age diretamente sobre os radicais O2
•- e 

OH• e está envolvida na regeneração de -tocoferil em -tocoferol (Vitamina E) 
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(VILLACORTA et al., 2007). A vitamina C interage com as EROs na fase aquosa do 

plasma antes que eles possam agir oxidativamente sobre lipídios e lipoproteínas 

(STAHL  & SIES, 1997; MAYNE, 2003).  

Dessa forma, o equilíbrio entre a geração e a neutralização de oxidantes 

pelos antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos é responsável pela manutenção 

dos componentes celulares vitais e consequentemente pela prevenção de diversas 

patologias (WIERNSPERGER et al., 2003). Por outro lado, situações de 

desequilíbrio no estado redox das células, como observado no diabetes, contribuem 

para o desenvolvimento e para a progressão de complicações em diversos órgãos e 

tecidos, destacando-se o fígado e os rins como importantes alvos para os danos 

causados pelas EROs (SHARMA et al., 2000; YLMAZ et al., 2004; JIN et al., 2008; 

PALSAMY et al., 2010). O fígado é o órgão central de processos oxidativos e de 

desintoxicação, e as reações dos radicais livres e os biomarcadores de estresse 

oxidativo estão elevados neste órgão em um estágio inicial de muitas doenças, 

incluindo o DM (SHAO et al., 2005; GILL et al., 2006). A alta prevalência de diversas 

alterações hepáticas no DM, como a esteatose, a esteatohepatite não alcoólica e a 

cirrose sugere que seus portadores possuem um risco aumentado para desenvolver 

doenças hepáticas (PAROLIN, 2006). A microangiopatia associada ao estresse 

oxidativo parece ser o principal mecanismo fisiopatológico envolvido nos danos 

hepáticos no estado diabético (SHAO et al., 2005; PALSAMY et al., 2010). 

Além do fígado, os rins também se encontram lesados de várias maneiras no 

diabetes (PALSAMY et al., 2011). Há certas lesões renais que estão particularmente 

associadas ao diabetes, como o espessamento da membrana basal glomerular, a 

glomeruloesclerose diabética, lesões exsudativas glomerulares e necrose papilar. 

Estas lesões quando progressivas causam morte dos néfrons e podem levar ao 

longo do tempo à insuficiência renal crônica (CRITCHLEY et al., 2002; MARIC-

BILKAN et al., 2011; FU et al., 2011). Dados da literatura demonstram um aumento 

significativo na peroxidação lipídica e alterações nas defesas antioxidantes no tecido 

renal de animais diabéticos, indicando um importante papel dos danos oxidativos no 

desenvolvimento e progressão de complicações renais no diabetes. Assim, o uso de 

terapias antioxidantes ou compostos que aumentam a atividade de sistemas 

enzimáticos de defesa no fígado e nos rins tem se tornado importantes opções 

terapêuticas no estudo da hepatotoxicidade e nefrotoxicidade do diabetes 
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(MANSOURI et al., 2011; KARUNA et al., 2011; PALSAMY et al., 201; RIBEIRO et 

al., 2011). 

Por outro lado, estudos têm demonstrado que a atividade da enzima delta-

aminolevulinato ácido desidratase (-ALA-D, E.C. 4.2.1.24) utilizada juntamente com 

parâmetros de estresse oxidativo pode ter um importante papel como marcador de 

danos oxidativos e de alterações nos processos metabólicos em diversas patologias, 

incluindo o diabetes (NOGUEIRA et al., 2003; FERNANDEZ-CUARTERO et al., 

1999). 

A enzima citoplasmática -ALA-D, também conhecida como porfobilinogênio 

sintetase ou 5-aminolevulinato hidroliase foi isolada na década de 50. Esta enzima é 

uma metaloproteína que catalisa a formação do composto monopirrólico, 

porfobilinogênio (PBG), através da condensação e ciclização assimétrica de duas 

moléculas de ácido delta-aminolevulínico (-ALA) com perda de 2 moléculas de água 

(GIBSON et al., 1955) (Figura 5). Assim, por participar da biossíntese de moléculas 

tetrapirrólicas, a -ALA-D tem ação de constituição de grupos prostéticos de 

importantes proteínas fisiológicas como a hemoglobina e os citocromos (SASSA, 

1989). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Condensação assimétrica de duas moléculas do ácido 5-aminolevulínico catalisada pela 
enzima δ-ALA-D. 

 

A δ-ALA-D é uma enzima sulfidrílica formada por oito subunidades idênticas 

apresentando o zinco como cofator (GIBSON et al., 1955; SHEMIM, 1976). Os 

resíduos de cisteína são sensíveis a metais pesados, moléculas de oxigênio e outros 
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agentes oxidantes que induzem a formação de ligações dissulfeto e levam a inibição 

enzimática (NOGUEIRA et al., 2003; KADE et al., 2009).  

Além da insuficiente produção do heme, a inibição da δ-ALA-D pode resultar 

no acúmulo do seu substrato -ALA no sangue, o qual está relacionado com a 

superprodução de EROS. O δ-ALA pode sofrer enolização e oxidação na presença 

de metais em pH fisiológico, produzindo radical superóxido, peróxido de hidrogênio e 

radical hidroxila (BECHARA et al., 1996; ROCHA et al., 2003). 

Trabalhos recentes têm indicado que em patologias associadas com estresse 

oxidativo, tais como câncer (GONÇALVES et al., 2005), insuficiência renal crônica 

(SILVA et al., 2007) e diabetes (KADE et al., 2009) ocorre uma inibição da atividade 

da δ-ALA-D, ao mesmo tempo em que ocorrem danos oxidativos. 

Experimentos com ratos diabéticos demonstraram que há uma inversa 

correlação entre o nível de glicose sanguínea e a atividade da δ-ALA-D, nos 

eritrócitos e no tecido hepático (GARRO et al., 1990; BITAR et al., 1994; POLO et 

al., 2000). O mesmo acontece em pacientes diabéticos, onde o dano na atividade da 

ALA-D de eritrócitos é paralelo ao aumento da hemoglobina glicosilada, 

provavelmente como resultado da glicosilação desta enzima (POLO et al., 1993).  

De fato, em suas pesquisas FOLMER et al. (2003) observaram que, no tecido renal, 

hepático e cerebral, houve uma correlação negativa entre a atividade da δ-ALA-D e 

a porcentagem de hemoglobina glicosilada, e da mesma forma entre a atividade da 

δ-ALA-D e os níveis de TBARS. 

A glicação não-enzimática de proteínas e o estresse oxidativo têm sido 

propostos como os principais mecanismos para a inibição da atividade da δ-ALA-D 

no diabetes A auto-oxidação da glicose que ocorre no estado de hiperglicemia gera 

EROs, as quais promovem a oxidação dos resíduos de cisteína no sítio ativo da δ-

ALA-D inibindo a enzima (FOLMER et al., 2003; KADE et al., 2009). Outro 

mecanismo proposto para explicar a referida inibição seria a glicação do resíduo de 

lisina, o qual compõe o sítio ativo da enzima e forma uma base de Schiff com a 

primeira molécula do substrato δ-ALA (BRITTO et al., 2007; SOUZA et al., 2007). 

Assim, a inibição da atividade da δ-ALA-D no diabetes, pode ser um importante 

parâmetro para avaliação de danos oxidativos e também para avaliação de 

alterações no metabolismo dos carboidratos (FERNANDES-CUARTERO et al., 

1999). 
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Por outro lado, embora o diabetes seja um distúrbio metabólico, atualmente 

também tem sido considerado um distúrbio vascular (CERBONE et al., 2009). 

Indivíduos com DM tipo 1 ou 2 têm risco aumentado, de duas a quatro vezes, para 

doença arterial coronariana (DAC), acidente vascular cerebral (AVC) e doença 

arterial periférica (DAP) (NADEAU & REUSCH, 2011 ). Em especial, a DAC é uma 

importante causa de óbito e o diabetes ocupa lugar de destaque, visto que em 25 % 

dos pacientes diabéticos, a primeira manifestação da DAC é o infarto agudo do 

miocárdio (IM) ou a morte súbita (LONG & DAGOGO, 2011) 

Estudos têm reconhecido que o estado metabólico anormal que acompanha o 

diabetes é responsável pelas disfunções vasculares observadas nesta patologia. 

Anormalidades relevantes incluem a hiperglicemia crônica, dislipidemia e resistência 

a insulina (GRANT, 2007). Todos estes fatores favorecem um acentuado estado pró-

trombótico sendo capazes de alterar propriedades funcionais de múltiplos tipos de 

células, incluindo o endotélio e as plaquetas, com consequente aumento da 

susceptibilidade para o desenvolvimento de aterotrombose (MUDALIAR, 2004; 

CERBONE et al., 2009).  

De fato, alterações na morfologia e função das plaquetas no estado diabético 

têm sido relatadas em vários estudos (COLWELL & NESTO, 2003; ANGIOLILLO et 

al., 2007; HAOUARI  & ROSADO, 2008). Em geral, plaquetas de pacientes 

diabéticos exibem hiperatividade com exagerada adesão, agregação e geração de 

trombos. Além disso, as plaquetas destes pacientes exibem grande tendência para 

agregação espontânea e são altamente hipersensíveis a agonistas tais como 

trombina, colágeno e ADP (HAOUARI & ROSADO, 2008). Estas anormalidades 

podem resultar em um decréscimo da produção endotelial de antiagregantes como o 

óxido nítrico e a prostaciclina, aumentando a produção de fibrinogênio e de 

ativadores plaquetários, tais como a trombina, o ADP e os fatores de Von-Willebrand 

(MATSUNO et al., 2005; MICHNO et al., 2007). 

Vários mecanismos têm sido propostos para explicar o aumento da 

reatividade plaquetária em pacientes com diabetes. Estudos demonstram que a 

glicação não-enzimática de proteínas é um dos mecanismos chave na patogênese 

das complicações vasculares observadas no diabetes. No estado hiperglicêmico, a 

glicose se liga não-enzimaticamente ás proteínas da membrana das plaquetas, 

causando anormalidades na função e danos na estrutura e conformação, bem como 

uma redução da fluidez da membrana lipídica das plaquetas, contribuindo para a 
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hiperfunção plaquetária no DM (HASEGAWA et al.,2002; YAMAGISHI et al., 2005). 

Além disso, vários estudos têm indicado que o estresse oxidativo que acompanha o 

diabetes pode induzir disfunção endotelial e aumentar a reatividade plaquetária 

através de efeitos diretos sobre as plaquetas, tais como um aumento da peroxidação 

lipídica e depleção de sistemas de defesa antioxidantes (FREEDMAN, 2008). 

Tomados juntos, estes mecanismos podem contribuir para o aumento do potencial 

trombótico característico do estado diabético (COLWELL & NESTO, 2003; GRANT, 

2007). 

Atualmente, a sinalização purinérgica constitui-se um importante alvo de 

estudos devido ao seu papel em modular uma variedade de processos biológicos 

incluindo a tromboregulação, a inflamação e a neurotransmissão (BURNSTOCK, 

2006; ROBSON et al., 2006; DI VIRGILIO, 2007; SCHETINGER et al., 2007). No 

sistema vascular a sinalização purinérgica tem o potencial de influenciar funções 

cardíacas, participar de respostas vasomotoras e controlar as funções plaquetárias e 

os processos inflamatórios (BURNSTOCK, 2002).  

O sistema purinérgico envolve três componentes principais: os nucleotídeos e 

nucleosídeos extracelulares, os receptores através dos quais estes nucleotídeos e 

nucleosídeos exercem seus efeitos e as ectoenzimas responsáveis pelo controle dos 

níveis extracelulares destas moléculas (YEGUTKIN, 2008). 

Os nucleosídeos são moléculas resultantes da união de uma base púrica ou 

pirimídica a uma pentose. Exemplos destas moléculas incluem a citidina, a uridina, a 

guanosina, a timina, a inosina e a adenosina. Quando estes nucleosídeos são 

fosforilados por quinases específicas formam moléculas denominadas de 

nucleotídeos (ATKINSON et al., 2006).  Os nucleotídeos de adenina ATP, ADP e 

AMP e seu correspondente nucleosídeo adenosina são considerados importantes 

moléculas sinalizadoras em vários tecidos (YEGUTKIN, 2008) mediando seus efeitos 

através de receptores purinérgicos localizados na superfície celular (ILLES & 

RIBEIRO, 2004). 

Os nucleotídeos de adenina constituem 90% dos nucleotídeos plaquetários e 

encontram-se distribuídos em dois pools distintos: o pool metabólico, utilizado na 

manutenção das funções celulares, constituído principalmente por ATP, e o pool de 

armazenamento, que contém ATP e ADP para a liberação durante a secreção 

plaquetária (LEE et al., 1998). 
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O ADP constitui-se no principal agonista envolvido no recrutamento e 

agregação das plaquetas em locais de injúria vascular, sendo o controle dos níveis 

extracelulares deste nucleotídeo fundamental para a regulação dos processos 

trombóticos e/ou hemorrágicos (REMIJIN et al., 2002). O ATP possui um papel 

complexo nos mecanismos de regulação da agregação plaquetária sendo 

considerado um inibidor competitivo das ações mediadas pelo ADP. Altas 

concentrações de ATP inibem a agregação induzida pelo ADP, mas baixas 

concentrações podem contribuir para aumentar a agregação induzida pelo colágeno, 

trombina e tromboxano A2 (BIRK et al., 2002; ROZALSKI et al., 2005). 

A adenosina, resultante da hidrólise dos nucleotídeos da adenina, é um 

potente inibidor da agregação plaquetária e também atua como modulador do tônus 

vascular (ANFONSSI et al., 2002). Este nucleosídeo apresenta uma ação 

cardioprotetora em episódios de isquemia ou hipóxia e também na insuficiência 

cardíaca. A função protetora da adenosina se manifesta pela vasodilatação 

coronariana e de vasos colaterais, aumentando o suprimento de oxigênio para os 

tecidos (KINUGAWA et al., 2006). Além disso, a adenosina é um ativador endógeno 

do sistema de enzimas antioxidantes durante os processos de injúria e isquemia 

celular (RAMKUMAR et al., 1995). 

O controle dos níveis extracelulares dos nucleotídeos e nucleosídeos de 

adenina e a conseqüente sinalização purinérgica por eles induzida através dos 

receptores, é realizada por uma variedade de enzimas ancoradas na membrana 

celular ou localizadas no meio intersticial de forma solúvel (ZIMMERMANN et al., 

2007). Dentre estas enzimas podem-se destacar as E-NTPDases (Ecto-nucleotídeo 

trifosfato difosfoidrolase, EC 3.6.1.5), a família das E-NPPs (Ecto-nucleotídeo 

pirofosfatases/fosfodiesterases, EC 3.6.1.5), a ecto-5’-nucleotidase (E.C. 3.1.3.5) e 

ecto-adenosina deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 

2008). Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimática que tem 

início com a ação da E-NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrólise de ATP 

e do ADP formando AMP (ZIMMERMANN et al., 2007). A seguir a enzima 5’-

nucleotidase hidrolisa a molécula de AMP formando adenosina, a qual 

posteriormente é degradada pela ação da ADA gerando inosina (Figura 6) 

(YEGUTKIN, 2008). 
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Figure 6. Cascata de ectoenzimas responsáveis pela hidrólise de nucleotídeos de adenina e 
adenosina. (Adaptado de YEGUTKIN, 2008) 

 

As NTPDases são uma família de enzimas responsáveis pela hidrólise de 

nucleotídeos tri e difosfatados (ZIMMERMANN et al., 2007) . Oito membros desta 

família já foram identificados e diferem quanto à especificidade ao substrato, 

distribuição tecidual e localização celular. Quatro das NTPDases são enzimas 

tipicamente localizadas na membrana celular com um sítio catalítico na face 

extracelular (NTPDase 1, 2, 3 e 8) e quatro delas exibem localização intracelular 

(NTPDases 4, 5, 6 e 7) (Figura 7) (ROBSON et al., 2006). 

 

 

 

Figura 7. Membros da família da NTPDase (Adaptado de ROBSON et al., 2006). 
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Estas enzimas são amplamente distribuídas nos tecidos animais e 

representam as principais ectonucleotidases expressas pelo endotélio e células 

musculares lisas do sistema circulatório (ZIMMERMANN et al., 1999; SCHETINGER 

et al., 2001; VIERA et al., 2001; RÜCKER et al., 2008).  

A NTPDase-1 (ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD 39) foi a primeira 

enzima da família NTPDase a ser descrita, e está ancorada na superfície celular 

através de duas regiões transmembranas próximas ao grupamento amino e carboxi 

terminal, com o seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular (ZIMMERMANN, 

2001). Esta enzima hidrolisa tanto ATP como ADP formando AMP na presença de 

íons Ca 2+ e Mg 2+ (ROBSON et al., 2006). 

A NTPDase-1 de plaquetas intactas de humanos está envolvida na regulação 

da concentração dos nucleotídeos, na circulação e no tônus vascular. Alguns 

estudos indicam que o uso de NTPDase-1 solúvel constitui-se num potencial agente 

terapêutico para inibição de processos trombóticos mediados por plaquetas. A 

solução purificada da CD39 bloqueou in vitro a agregação plaquetária induzida por 

ADP e inibiu a reatividade plaquetária induzida por colágeno, demonstrando uma 

importante função na tromboregulação (GAYLE III et al., 1998; ENJYOJI et al., 1999; 

MARCUS et al., 2005). As respostas tromboregulatórias da NTPDase podem ser 

observadas em estudos in vivo e in vitro que demonstraram sua participação na 

hemostasia através de um potente efeito anti-trombótico (MARCUS et al., 2003; 

MARCUS et al., 2005;). 

A família das E-NPPs é constituída por sete enzimas nomeadas de NPP1 até 

NPP7, sendo numeradas de acordo com sua ordem de descoberta (YEGUTKIN, 

2008). Com exceção a NPP2, que é secretada no meio extracelular, todos os 

demais membros são ligados à membrana por um único domínio transmembrana. As 

NPP1 e 3 têm uma orientação transmembrana do tipo II,  com sua porção 

aminoterminal voltada para o meio intracelular, enquanto que as NPPs 4-7 têm uma 

orientação do tipo I com sua porção aminoterminal voltada para o meio extracelular 

(STEFAN et al., 2006).  

As E-NPPs possuem uma ampla especificidade por substratos e são capazes 

de hidrolisar ligações pirofosfato e fosfodiéster de nucleotídeos, ácidos nucléicos, 

nucleotídeos de açúcar bem como de fosfodiésteres de colina (STEFAN et al., 

2005). Entretanto somente as NPP1-3 são capazes de hidrolisar nucleotídeos e são, 
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portanto relevantes no contexto da cascata de sinalização purinérgica (STEFAN et 

al., 2006; YEGUTKIN, 2008). 

As E-NPPs possuem uma ampla distribuição tecidual o que lhe confere 

múltiplos papéis biológicos, incluindo reciclagem de nucleotídeos, modulação da 

sinalização purinérgica, regulação dos níveis de pirofosfato extracelular, proliferação 

e motilidade celular (STEFAN et al., 2005; 2006). Tem sido reportado que alterações 

em fosfodiesterases ocorrem em doenças cardiovasculares associadas ao diabetes 

(GODING et al., 2003). Nagaoka e colaboradores (1998) mostraram um aumento na 

atividade da NPP3 em aorta de ratos resistentes à insulina propensos à 

aterosclerose e esse aumento se relacionou positivamente ao aumento dos níveis 

de mRNA da NPP3. Outros estudos têm demonstrado a correlação entre o aumento 

da expressão da NPP1 e a resistência à insulina. Foi visto que pacientes portadores 

de DM tipo 2 tiveram elevação tanto nos níveis de proteína, quanto de atividade 

enzimática para a NPP1 (MADDUX et al., 1995; MADDUX et al., 2000). Contudo, os 

mecanismos envolvidos nestas alterações ainda não estão completamente 

elucidados (STEFAN et al., 2005; TERKELTAUB, 2006). 

A ecto-5’-nucleotidase também participa do metabolismo dos nucleotídeos da 

adenina, atuando em conjunto com as E-NTPDases e E-NPPs. A ecto-5’-

nucleotidase é uma glicoproteína ligada a membrana via um glicosil fosfatidilinositol 

(GPI) com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular que catalisa a hidrólise 

éster fosfórica do 5’-ribonucleotídeo para o correspondente ribonucleosídeo e 

fosfato. Esta enzima é amplamente encontrada em uma variedade de tecidos como 

rins, fígado, encéfalo, pulmão, endotélio vascular, plaquetas e células do sistema 

imune (COLGAN et al., 2006). 

A ecto-5’-nucleotidase pode exercer uma ampla variedade de funções 

dependendo de sua expressão tecidual e celular. O principal papel fisiológico 

atribuído a ecto-5’-nucleotidase, é a formação de adenosina a partir do AMP 

extracelular e a subsequente. No sistema nervoso, ativação dos receptores P1 

resulta principalmente na inibição da liberação de neurotransmissores excitatórios 

(BRUNDEGE & DUNWIDIE, 1997), enquanto que em sistema vascular, resulta em 

vasodilatação e na inibição da agregação plaquetária (KAWASHIMA et al., 2000). 

A enzima ADA também faz parte do conjunto de enzimas responsáveis pela 

degradação seqüencial dos nucleotídeos e nucleosídeos de adenina (YEGUTKIN, 

2008). A ADA é responsável pela deaminação da adenosina com a conseqüente 
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produção de inosina regulando assim, as concentrações extracelulares deste 

nucleosídeo (FRANCO et al., 1997). 

A atividade da ADA encontra-se aumentada em várias patologias, tais como 

doenças hepáticas, tuberculose, pneumonia, artrite reumatóide e também no DM 

(PRAKASH et al.,2006; MALDONADO et al., 2008; BECKER et al., 2010) . Estudos 

têm sugerido que a insulina está envolvida na regulação da atividade da ADA no 

diabetes, sendo que a administração de insulina é capaz de diminuir a elevada 

atividade desta enzima (KURTUL et al., 2004; PRAKASH et al.,2006). 

Nos últimos anos, diversos estudos desenvolvidos por nosso grupo de 

pesquisa têm evidenciado a importância das ecto-enzimas NTPDase, E-NPP, 5’-

nucleotidase e ADA no processo de tromborregulação em várias condições 

patológicas, como o câncer (ARAÚJO et al., 2005, MALDONADO et al., 2010), 

insuficiência renal (SILVA et al., 2005), esclerose múltipla (SPANEVELLO et al., 

2010), artrite reumatóide (BECKER et al., 2010), infarto agudo do miocárdio 

(BAGATINI et al., 2011) e diabetes (LUNKES et al., 2003, 2004, 2008). De particular 

interesse, em plaquetas de pacientes com DM tipo 2 e em ratos diabéticos induzidos 

com aloxano observou-se um aumento na  atividade da NTPDase e da 5’-

nucleotidase em relação ao grupo saudável, possivelmente funcionando como um 

mecanismo compensatório para gerar adenosina e assim prevenir a formação de 

trombos no estado diabético (LUNKES et al., 2003, LUNKES et al., 2004).  

Recentemente foi demonstrado que o aumento na hidrólise do ATP e ADP 

encontrado em plaquetas de pacientes diabéticos seria em função de uma maior 

expressão da CD39 (NTPDase1) (LUNKES et al., 2008; SCHETINGER et al., 2007).   

Além disso, Lunkes et al. (2008) demonstraram que o aumento na atividade da 

NTPDase e 5’-nucleotidase de plaquetas é diretamente proporcional ao aumento da 

concentração de glicose e frutose in vitro, sugerindo a participação de altos níveis de 

glicose como um provável fator de interferência na atividade das ectonucleotidases. 

Tendo em vista esses trabalhos que sugerem uma possível participação do 

sistema purinérgico na patofisiologia do diabetes, torna-se extremamente 

interessante elucidar as possíveis relações entre o sistema purinérgico e as 

patologias associadas ao diabetes, como as decorrentes de alterações plaquetárias, 

tão freqüentes nos pacientes portadores desta doença.  

Por outro lado, o interesse pela prevenção e cura de doenças através da 

alimentação vem aumentando a cada dia, e cada vez com mais embasamento 
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científico. Neste contexto, um crescente número de estudos epidemiológicos tem 

associado o consumo de uvas e seus produtos derivados, como o vinho e suco com 

uma grande variedade de efeitos benéficos para a saúde, como à prevenção de 

doenças cardiovasculares, hepáticas, neurodegenerativas e vários tipos de câncer 

(BRADAMANTE & VILLA, 2004; LEIFERT & ABEYWARDENA, 2008; YADAV et al., 

2009; IRITI & FAORO, 2009). 

Embora os primeiros sinais de consumo do vinho ocorreram há 7000 anos, no 

Mediterrâneo, as referências sobre o efeitos benéficos do consumo moderado e 

regular surgiram somente em 1992 com a publicação do paradoxo francês 

(RENAUD & LORGERIL, 1992). Esse paradoxo despertou atenção da comunidade 

científica para os compostos do vinho, principalmente o resveratrol, em relação aos 

benefícios para a saúde humana, destacando-se principalmente a prevenção de 

complicações cardiovasculares (BERTELLI, 2007).  

Durante os anos de 1985 a 1993, a OMS desenvolveu o Projeto MONICA 

(“MONItoring system for CArdiovascular disease”), um sistema organizado de dados 

sobre doenças átero-coronarianas, com o objetivo de estudar as características 

populacionais, regionais e temporais de 37 países, incluindo o Canadá, Itália, 

França, Grã-Bretanha e os Estados Unidos (KEYS et al., 1986; RENAUD & 

LORGERIL, 1992). Os dados do projeto MONICA levaram ao surgimento do famoso 

“Paradoxo Francês”, o qual afirmou que os franceses, quando comparados com 

outros povos do mesmo nível socioeconômico e cultural, apresentavam 2,5 vezes 

menos mortes por doenças coronarianas, apesar de serem mais sedentários, 

fumarem mais e consumirem mais gorduras saturadas (TUNSTALL-PEDOE et al., 

1999; IMHOF et al., 2004). A principal explicação para tal paradoxo estaria no 

consumo regular e moderado do vinho tinto pela população francesa, o qual estaria 

associado à redução do risco de morbidade e mortalidade cardiovascular em 40 a 

60% (RENAUD & LORGERIL, 1992; TRICHOPOULOU et al., 2003; LIPI et al., 

2010). Vários estudos surgiram a partir desta descoberta exaltando o vinho como 

uma bebida com atividades antioxidante, antiinflamatória, antimicrobiana, 

anticarcinogênica e vasodilatadora (SOLEAS et al., 1997; HUANG  et al., 2010; 

RODRIGO et al., 2011; TOZZI CIANCARELLI et al., 2011). 

Inicialmente os efeitos benéficos do vinho tinto foram atribuídos ao seu 

conteúdo de etanol, já que vários estudos populacionais demonstraram que o 

consumo moderado de bebidas alcoólicas (10-30 g/dia de álcool puro) reduzia o 
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risco de doenças cardiovasculares, principalmente através da inibição da agregação 

plaquetária e do aumento dos níveis de colesterol HDL (RENAUD & LORGERIL, 

1992; VENKOV et al.,1999). Contudo, uma metanálise de 13 estudos envolvendo 

mais de 200 mil indivíduos comparou a relação entre o consumo de diferentes 

bebidas alcoólicas como vinho, cerveja e destilados e o risco de morte por doença 

cardiovascular Os resultados demonstraram que o consumo diário e moderado de 

vinho tinto, cerca de 250 mL por dia, reduziu significativamente o risco de morte por 

tais doenças, enquanto o consumo de cerveja e destilados acarretou pouca ou 

nenhuma alteração (DI CASTELNUOVO et al., 2002; KLATSKY et al., 2003). DI 

CASTELNUOVO et al. (2002) ainda relataram que, a partir de certo patamar de 

consumo diário, o vinho exerce efeito contrário, isto é, aumentando o risco de morte 

por cirrose e outras causas. Assim, os resultados obtidos nesta metanálise e 

confirmados posteriormente por outros estudos indicam que o vinho tinto confere 

benefícios adicionais para a saúde quando comparado com outras bebidas 

alcoólicas, demonstrando que outros compostos além do álcool, podem estar 

envolvidos nos efeitos protetores do vinho (DI CASTELNUOVO et al., 2002; 

KLATSKY et al., 2003).   

Numerosos estudos têm atribuído os efeitos benéficos do vinho a alta 

concentração de compostos fenólicos presentes nesta bebida, os quais também são 

amplamente encontrados em outros produtos derivados da uva (COOPER et al., 

2004; LEIFERT & ABEYWARDENA et al., 2008) . De fato, as uvas constituem uma 

das principais fontes de polifenóis, entre as frutas (BREKSA et al., 2010). Os 

compostos fenólicos são produzidos pelos vegetais com a função de protegê-los de 

estresses causados por fatores bióticos como fungos patogênicos, vírus e bactérias 

ou por fatores abióticos como a radiação ultravioleta. Assim, os níveis de polifenóis 

nas uvas variam de acordo com a quantidade de infecção por fungos, exposição ao 

sol, composição do solo, além do processo de fabricação e conservação dos vinhos 

(SOLEAS et aI., 1997; DIXON, 2001). A composição fenólica do vinho também 

depende do tipo de uva usada para vinificação. Estudos demonstram que 

variedades como Sangiovese, Merlot e Tannat apresentam as maiores 

concentrações de polifenóis, principalmente de resveratrol (SOUTO et al., 2001; HE 

et al., 2006).  

Nos vinhos, já foram identificados cerca de 200 polifenóis, os quais estão 

distribuídos nas folhas da videira, nas sementes e principalmente na casca das uvas 
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(BREKSA et al., 2010). Dessa forma os vinhos tintos, que são fermentados na 

presença das cascas e sementes, têm cerca de 10 vezes mais polifenóis (1000-4000 

mg/L) que os vinhos brancos (200-300 mg/L), fermentados na ausência delas, 

atribuindo ao vinho tinto mais benefícios para a saúde quando comparado com o 

branco (DUDLEY et al., 2008; OLALLA et al., 2008).  

Os compostos fenólicos presentes na uva e seus derivados apresentam uma 

grande diversidade e são subdivididos em dois grandes grupos em razão da 

similaridade de suas cadeias de átomos de carbono: flavonóides e não-flavonóides. 

Do ponto de vista químico, os compostos fenólicos são caracterizados por 

apresentar um núcleo benzênico, com um ou mais substituintes hidroxílicos, 

incluindo seus grupos funcionais (WATERHOUSE, 2002; ABE et al., 2007) 

Os flavonóides são caracterizados por um esqueleto base contendo 15 

átomos de carbono (C6-C3-C6), do tipo 2-fenil benzopirona. Esta grande família é 

dividida em inúmeras subclasses, as quais se distinguem entre si através do grau de 

oxidação do seu grupo pirano (BRAVO, 1998) (Figura 8). Fazem parte deste grupo 

os flavanóis (catequina, epicatequina e epigalocatequina), flavonóis (caempferol, 

quercetina, rutina e miricetina) e as antocianinas (malvidina e cianidina) (MAMEDE & 

PASTORE, 2004). Também fazem parte do grupo dos flavonóides, a classe dos 

dihidroflavonóis e as flavonas das folhas da parreira (GONZALEZ-PARAMAS et al., 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estrutura das principais classes de flavonóides (CERQUEIRA et al., 2007). 
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Os não-flavonóides correspondem aos compostos fenólicos mais simples, tais 

como os ácidos benzóicos (C6-C1) p-hidroxibenzóico, protocatéico, vanílico, gálico e 

siríngico (Figura 9A); os ácidos cinâmicos, p-cumárico, caféico e ferúlico, portadores 

de cadeia lateral insaturada (C6 -C3) (Figura 9B) e outros derivados fenólicos de 

grande importância como os estilbenos, destacando-se o resveratrol (BRAVO, 1998; 

FLANZY, 2000). Os taninos também são polifenóis abundantes na uva, contudo, não 

há consenso na literatura sobre sua classificação. Estudos apontam que os taninos 

estão inseridos na classe de flavonóides (MAMEDE & PASTORE, 2004), outros 

mostram que eles pertencem à classe de não-flavonóides (HE et al., 2006) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9.  A) Estrutura química dos ácidos benzóicos. B) Estrutura química dos principais ácidos 
cinâmicos (Adaptado de RAMALHO & JORGE, 2006). 

 

Os compostos fenólicos são componentes importantes nos vinhos, 

contribuindo para as características sensoriais como cor, sabor, adstringência e 

dureza (ABE et al., 2007; GIEHL et al., 2007). Além das características 

organolépticas, todos os flavonóides e não-flavonóides são responsáveis pela 

potente atividade antioxidante atribuída ao vinho tinto e ao suco de uva (RODRIGO 

et al., 2011). Tem sido mostrado que uma hora após a ingestão de 300 mL de vinho 

tinto a capacidade antioxidante do soro aumentou 28%, o que é comparável com 

aumento de 22% após a ingestão de 1 g de vitamina C (MODUN et al., 2008). De 

fato, os polifenóis agem como antioxidantes ativos, doando hidrogênio dos seus 

grupos hidroxila aos radicais livres como O2
•-, peroxila e OH•, inativando-os 

(A) 
(B) 
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(COOPER et al. 2004; RODRIGO et al., 2011). Além disso, os compostos fenólicos 

reduzem a formação de hidroperóxidos, impedem a peroxidação lipídica e a 

oxidação de proteínas e inibem as enzimas oxidativas como a fosfolipase A2, 

cicloxigenase e a lipoxigenase (QUIDEAU et al., 2011). Os fenóis também podem 

atuar como protetores e regeneradores dos antioxidantes primários do organismo 

como o ácido ascórbico, o -tocoferol e o β-caroteno (FABRIS et al., 2008). Em 

adição, alguns estudos demonstram que os polifenóis do vinho previnem lesões 

oxidativas pela modulação da expressão de enzimas antioxidantes (CAO et al., 

2004; SPANIER et al., 2009).  

Além da proteção antioxidante a ingestão moderada de vinho tinto apresenta 

vários efeitos antiaterogênicos, destacando-se a inibição da oxidação do colesterol 

LDL e da agregação plaquetária, a melhora da função endotelial, a indução da 

liberação de óxido nítrico, a promoção da vasodilatação e o decréscimo da pressão 

arterial (DELL'AGLI et al., 2004; BERTELLI et al., 2007; SCHMITT & DIRSCH, 2009; 

GRESELE et al., 2011). Alguns autores ainda relatam efeitos positivos na 

sensibilidade à insulina e diminuição da progressão da nefropatia diabética, 

colocando essas substâncias como possíveis coadjuvantes no tratamento de 

pacientes diabéticos (NAPOLI et al., 2005; ABRAHAM, 2010). 

Assim como o vinho, o suco de uva melhora os fatores de risco relacionados 

ao desenvolvimento da aterosclerose, contudo não evita a oxidação do colesterol 

LDL (GIEHL et al., 2007). O conteúdo de compostos fenólicos totais encontrados no 

suco de uva é semelhante ao encontrado no vinho tinto, contudo a concentração de 

resveratrol e antocianinas são maiores no vinho (MACHADO et al., 2011). Diante 

disso, o suco de uva pode ser considerado uma boa fonte de compostos fenólicos 

para a população abstêmia (DOHAWALA & VITA, 2009). No entanto, muitos estudos 

têm demonstrado que o vinho tinto apresenta efeitos benéficos maiores do que 

aqueles observados para o suco de uva, os quais tem sido atribuídos a maior 

absorção pelo organismo dos polifenóis provenientes do vinho (PACE-ASCIAK et al., 

1996). De fato, tem sido demonstrado que o etanol aumenta a absorção intestinal e 

consequentemente a biodisponibilidade dos polifenóis do vinho no organismo. Além 

disso, o etanol também previne a precipitação dos polifenóis do vinho no trato 

digestivo, sendo considerado um estabilizante natural destes compostos (SERAfiNI 

et al., 1996; DRAGONI et al., 2006). 
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Dentre todas as substâncias polifenólicas presentes na uva e seus derivados 

destaca-se uma em especial: o resveratrol. Estudos recentes mostraram que os 

efeitos benéficos do vinho provêm principalmente desta substância, mesmo 

considerando que o vinho contém diversos outros polifenóis, como a quercetina, as 

catequinas e os taninos, que também poderiam contribuir para este efeito 

(BORRIELLO et al., 2010; GRESELE et al., 2011) 

Dezenas de trabalhos são publicados anualmente mostrando que o 

resveratrol pode prevenir ou diminuir a progressão de diversas doenças, incluindo o 

câncer (RASHID et al., 2011), o diabetes (SZKUDELSKA & SZKUDELSKI, 2010) as 

doenças cardiovasculares (GRESELE et al., 2011) e as neurodegenerativas (FOTI et 

al., 2011). Foi demonstrado também que o resveratrol pode mimetizar os efeitos da 

restrição calórica e prevenir diversos processos do envelhecimento, aumentando a 

longevidade (BAUR et al., 2006; ABE et al., 2007; AGARWAL & BAUR, 2011) 

O resveratrol (3,5,4'-triidroxiestilbeno) é um polifenol encontrado em cerca de 

72 espécies de plantas e também em produtos alimentares tais como amendoim, 

amora, framboesa e principalmente em uvas e no vinho tinto, onde sua presença é 

mais conhecida e estudada (SAIKO et al., 2008). Na uva o resveratrol é sintetizado 

quase que exclusivamente na casca, onde é formado a partir da condensação de 

três moléculas de malonil-CoA e uma molécula de p-coumaroil-CoA, em uma reação 

catalisada pela enzima estilbeno sintase (KING et al., 2006) (Figura 10A). 

O resveratrol é uma fitoalexina, que atua no controle da infecção por fungos. 

Logo, os níveis de resveratrol são dependentes de fatores que podem gerar mais ou 

menos estresse, tais como: ambiente de cultivo, clima, exposições a patógenos e, 

no caso dos vinhos, pelo método de produção (SIGNORELLI & GHIDONI 2005). Por 

essas razões, os níveis de resveratrol encontrados nos vinhos tintos variam muito, 

situando-se em média entre 0,82 e 5,75 mg/L podendo chegar a 9 mg/L, enquanto o 

suco de uva comercial contém aproximadamente 0,07 a 1,59 mg/L de resveratrol 

(SOUTO et al., 2001; DONG, 2003). SOUTO et al. (2001), verificaram que a média 

de resveratrol nos vinhos brasileiros fica em torno de 3,57 mg/L, sendo uma das 

mais altas do mundo. Esses valores, provavelmente devem ser resultantes da alta 

precipitação pluviométrica na região da Serra Gaúcha, o que favorece a proliferação 

de doenças fúngicas na parte aérea das videiras (SOUTO et al., 2001; MACHADO et 

al., 2011). 
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Figura 10. A) Síntese do resveratrol. B) Isômeros cis- e trans-resveratrol (Adaptado de King et al., 

2006). 

 

O resveratrol é um polifenol da classe dos estilbenos com uma estrutura 

química constituída por dois anéis aromáticos unidos por uma ponte metila e 

ligações de três grupos hidroxila reativos inseridos nos anéis (KING et al., 2006). 

Esta estrutura é sintetizada naturalmente sob duas formas isômeras: trans e cis 

(Figura 10B). O isômero trans é encontrado em maiores quantidades e é 

responsável pelos efeitos biológicos do resveratrol. Na forma cis e trans o resveratrol 

também pode apresentar-se ligado a uma molécula de açúcar formando seus 

respectivos glicosídeos. A forma trans é fotossensível, podendo ser convertida em 

presença de luz visível, na forma cis, perdendo assim a sua função biológica 

(VITRAC et al., 2005; BAUR & SINCLAIR, 2006).  

Os efeitos benéficos do resveratrol a saúde dependem em parte da sua 

biodisponibilidade e do seu metabolismo. Recentemente foi demonstrado que a 

administração oral de resveratrol em humanos resulta em alta absorção, em torno de 

70%, mas com baixa biodisponibilidade (WALLE et al., 2004). A partir da absorção, o 

resveratrol é metabolizado sofrendo principalmente glicuronidação e sulfatação e 

pode interagir com proteínas hepáticas de fase I e II (YU et al., 2002). Vitaglione e 

colaboradores (2005) demonstraram que o metabólito mais abundante no soro 

humano é o resveratrol glicoronídeo. As concentrações de resveratrol não conjugado 

na corrente circulatória e tecidos após a sua ingestão são relativamente baixas, 

menor do que 2M no plasma (VITAGLIONE et al., 2005; PIGNATELLI et al., 2006). 

Nos tecidos o resveratrol foi encontrado principalmente no fígado e nos rins, mas 

(A) (B) 
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também no cérebro, coração e pulmões (EL-MOHSEN et al., 2006). Porém, a 

concentração de resveratrol nos tecidos é baixa: em ratos tratados via oral com 20 

mg/kg de resveratrol, a concentração encontrada no cérebro após 10 minutos foi de 

0.11 nmol/g (ASENCI et al., 2002). Por outro lado, administração via intraperitoneal e 

intravenosa gera uma concentração maior de resveratrol tecidual, tendo sido a via 

utilizada em diversos modelos animais recentes. 

Outro aspecto importante da farmacocinética do resveratrol é o fato de o 

composto se ligar em proteínas do plasma (1:1), como a albumina sérica e a 

hemoglobina, mantendo o resveratrol no organismo por um período maior de tempo 

e contribuindo para a sua distribuição nos tecidos (JANNIN et al., 2004). Além disso, 

estudos in vivo demonstram que muitos dos efeitos benéficos do resveratrol podem 

ser atribuídos a uma associação com outros componentes do vinho, como a 

quercitina, que impediria a sua modificação metabólica (DE SANTI et al., 2000). 

O resveratrol possui uma variedade de propriedades biológicas e 

farmacológicas estabelecidas que contribuem para seus efeitos benéficos na 

prevenção e tratamento de diversas patologias (SOLEAS et al, 1997; FREMONT et 

al, 2000; KING et al., 2006; SAIKO et al., 2007). 

Uma das mais conhecidas e importantes propriedades do resveratrol é a sua 

potente capacidade antioxidante atenuando os efeitos das EROs no organismo 

(FABRIS et al. 2008). Tal propriedade está associada principalmente com a estrutura 

química deste composto (KING et al., 2006). Os grupos hidroxilas dos anéis 

fenólicos do resveratrol agem como doadores de elétrons, sendo responsáveis pela 

capacidade de neutralizar e seqüestrar o radical hidroxil e o ânion superóxido 

prevenindo dessa forma a peroxidação lipídica das membranas, oxidação protéica e 

danos ao DNA (LÓPEZ-VÉLEZ et al., 2003; LEONARD et al., 2003; MOKNI et al., 

2007). O resveratrol pode atuar também como um agente quelante de metais como 

o ferro, que exerce um papel crucial na geração de EROs através de reações como 

a de Fenton. Além disso, dados da literatura demonstram que os efeitos 

antioxidantes do resveratrol podem ser mediados através da capacidade deste 

induzir o aumento na expressão e na atividade de enzimas antioxidantes como CAT, 

SOD e GSHPx (CAO & LI, 2004; MOKNI et al, 2007). Em células endoteliais, o 

resveratrol induz um aumento na atividade da gama glutamilcisteinil sintetase, 

enzima envolvida na síntese da GSH, provocando um aumento nos níveis 
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intracelulares deste tripeptídeo e consequentemente um decréscimo do estresse 

oxidativo (RODRIGO et al., 2011). 

Outra propriedade bastante estudada e de grande importância do resveratrol 

é seu potente efeito na proteção e redução da incidência de doenças coronárias 

(BRADAMANTE et al., 2004; MOKNI et al., 2006). Estudos têm demonstrado que o 

resveratrol inibe os diferentes passos da ativação plaquetária, tais como adesão das 

plaquetas ao colágeno e ao fibrinogênio, redução da secreção granular e inibição da 

agregação plaquetária (SZEWCZUK et al., 2004; OLAS & WACHOWICZ, 2005). 

Além disso, o resveratrol também aumenta a vasodilatação através de mecanismos 

envolvendo o óxido nitrico (CRUZ et al., 2006), previne a oxidação de lipoproteínas 

de baixa densidade (LDL) e a formação de placas ateroscleróticas (LI et al., 2006), 

protegendo o coração contra a injúria da isquemia e da reperfusão (WANG et al., 

2004). 

Estudos sugerem também que o resveratrol tem um importante papel 

neuroprotetor em condições de injuria cerebral e nos processos neurodegenerativos 

(DORE, 2005; ANEKONDA, 2006). Além disso, o resveratrol possui propriedades 

anti-inflamatórias, devido a sua capacidade de inibir a transcrição e a atividade da 

ciclooxigenase (COX), em especial a COX-2, prejudicando dessa forma o 

metabolismo do ácido araquidônico e interrompendo a produção de prostaglandinas 

que são substâncias pró-inflamatórias (KIM et al., 2006; ZHU et al., 2008). Este 

polifenol também exerce atividade antitumoral, inibindo os três estágios da 

carcinogênese: iniciação, promoção e progressão (SAIKO et al., 2006; RASHID et 

al., 2011). Ele também está envolvido em várias vias de sinalização que regulam o 

ciclo celular e apoptose (SIGNORELLI & GHIDONI, 2005), e recentemente foi 

associado ao aumento da expectativa de vida em mamíferos, envolvendo uma 

família de proteínas denominadas sirtuínas (BAUR & SINCLAIR, 2006). 

Em relação ao diabetes, o resveratrol tem mostrado um papel benéfico na 

prevenção e também no alívio de algumas complicações. Em ratos diabéticos 

induzidos com STZ este composto tem diminuído eficientemente os danos causados 

pelo estresse oxidativo, tanto no soro quanto em tecidos como fígado, rim (CHEN, 

2005) e cérebro (ATES et al., 2005). Além disso, o resveratrol mostrou um papel 

benéfico na disfunção renal (SHARMA et al., 2006) e disfunção cardíaca em animais 

diabéticos (THIRUNAVUKKARASU et al., 2007).  
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Neste contexto, tendo em vista os inúmeros efeitos benéficos relacionados 

aos polifenóis presentes na uva e nos seus subprodutos torna-se relevante 

investigar os efeitos do tratamento com resveratrol, com vinho tinto e com suco de 

uva, na atividade das enzimas que hidrolisam nucleotídeos de adenina em 

plaquetas, na agregação plaquetária e no perfil oxidativo de ratos diabéticos 

induzidos com STZ, a fim de contribuir para a busca de novas terapias que possam 

beneficiar pacientes com esta endocrinopatia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo geral  

 

 

Verificar o efeito do tratamento com resveratrol, vinho tinto e suco de uva nos 

biomarcadores de estresse oxidativo em fígado e rim, na atividade da NTPDase,  E-

NPP, 5’-nucleotidase e ADA em plaquetas e na agregação plaquetária de ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 

 Verificar o efeito do tratamento com resveratrol nos níveis de peroxidação 

lipídica, na atividade das enzimas CAT, SOD e nos níveis de tióis não-

protéicos e ácido ascórbico em fígado e rim de ratos diabéticos. 

 

 Determinar o efeito do tratamento com resveratrol na atividade da enzima 

delta-aminolevulínico ácido desidratase (-ALA-D) em fígado e rim de ratos 

diabéticos. 

 

 Determinar o efeito do tratamento com resveratrol, suco de uva e vinho tinto 

na atividade das enzimas NTPDase, 5’-nucleotidase, E-NPP, ADA em 

plaquetas de ratos diabéticos. 

 

 Determinar o efeito do tratamento com suco de uva e vinho tinto na 

agregação plaquetária de ratos diabéticos. 

 

 Avaliar, in vitro, os efeitos dos polifenóis resveratrol, quercetina, rutina, ácido 

gálico e ácido cafeíco na agregação plaquetária e na atividade das enzimas 

NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA de plaquetas de ratos diabéticos. 



3. METODOLOGIA E RESULTADOS 

 

 

Os resultados desta tese estão apresentados na forma de dois artigos 

científicos e um manuscrito. Os itens materiais e métodos, resultados, discussão e 

referências bibliográficas encontram-se nos próprios artigos e manuscrito e 

representam a íntegra deste estudo.  Os artigos estão estruturados de acordo com 

as versões publicadas nas revistas  Biochimie (Artigo I), Life Sciences  (Artigo II) e o 

manuscrito esta nas normas da revista científica  Journal of Nutritional Biochemistry  

para o qual foi submetido. 

 

Artigo I: Effects of resveratrol on biomarkers of oxidative stress and on the activity of 

delta aminolevulinic acid dehydratase in liver and kidney of streptozotocin-induced 

diabetic rats 

 

Artigo II: Effects of resveratrol on nucleotide degrading enzymes in streptozotocin-

induced diabetic rats   

 

Manuscrito I: Moderate red wine and grape juice consumption modulate the 

hydrolysis of the adenine nucleotides and decrease platelet aggregation in 

streptozotocin-induced diabetic rats 
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3.1. ARTIGO I 

 

 

Effects of resveratrol on biomarkers of oxidative stress and on the activity of 

delta aminolevulinic acid dehydratase in liver and kidney of streptozotocin-

induced diabetic rats 

 

Roberta Schmatz1*, Luciane Belmonte Perreira1, Naiara Stefanello1, Roselia Spanevello1, 
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Maria Rosa Schetinger1, Vera Maria Morsch1* 
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3.2. ARTIGO II 

Effects of resveratrol on nucleotide degrading enzymes in streptozotocin-

induced diabetic rats 

 

Roberta Schmatz, Maria Rosa Chitolina Schetinger, Roselia Maria Spanevello, 

Cinthia Melazzo Mazzanti, Naiara Stefanello, Paula Acosta Maldonado, Jessié 

Gutierres, Maísa de Carvalho Corrêa, Eduardo Girotto, Maria Beatriz Moretto, Vera 

Maria Morsch  

 

Life science 
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3.2. ARTIGO II 

 

 

Effects of resveratrol on nucleotide degrading enzymes in streptozotocin-

induced diabetic rats 

 

Roberta Schmatz, Maria Rosa Chitolina Schetinger, Roselia Maria Spanevello, 

Cinthia Melazzo Mazzanti, Naiara Stefanello, Paula Acosta Maldonado, Jessié 

Gutierres, Maísa de Carvalho Corrêa, Eduardo Girotto, Maria Beatriz Moretto, Vera 

Maria Morsch 
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3.3. MANUSCRITO I 

 

 

Moderate red wine and grape juice consumption modulate the hydrolysis of the 

adenine nucleotides and decrease platelet aggregation in streptozotocin-

induced diabetic rats 

Roberta Schmatz, Thaís R. Mann, Roselia Spanevello, Michel M. Machado, Daniela 

Zanini, Victor C. Pimentel, Naiara Stefanello, Caroline C. Martins, Andréia M. 

Cardoso, Margarete Bagatini, Jessié Gutierres, Claudio A.M. Leal, Luciane B. 

Pereira, Cinthia Mazzanti, Maria R. Schetinger, Vera M. Morsch 

 

 

Submetido para a revista Journal of Nutritional Biochemistry 
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Abstract 

The present study investigated the effects ex vivo of the moderate red wine (RW) 

and grape juice (GJ) consumption and the effects in vitro  of the polyphenols 

resveratrol, acid caffeic, gallic acid, quercetin, and rutin on NTPDase, ecto-nucleotide 

pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP), 5’-nucleotidase and adenosine 

deaminase (ADA) activities in platelets and platelet aggregation from streptozotocin 

(STZ)-induced diabetic rats. For the experiment ex vivo, the animals were divided 

into six groups (n=10): control/saline, control/GJ, control/RW, diabetic/saline, 

diabetic/GJ, and diabetic/RW. RW and GJ were administered for 45 days and after 

this period the blood was collected for experimental determinations. Results showed 

that NTPDase, E-NPP, 5′-nucleotidase and ADA activities as well as platelet 

aggregation were increased in the diabetic/saline group compared to the 

control/saline group (P<0.05). Treatment with RW and GJ increased NTPDase, E-

NPP and 5′-nucleotidase activities and prevented the increase in the ADA activity in 

the diabetic/GJ and diabetic/RW groups compared to the diabetic/saline group 

(P<0.05). Platelet aggregation was also decreased by the treatment with RW and GJ 

in the diabetic/GJ and diabetic/RW groups compared to the diabetic/saline group 

(P<0.05). In the in vitro tests, resveratrol, caffeic acid, and gallic acid increased ATP, 

ADP and AMP hydrolysis, while quercetin and rutin decreased the hydrolysis of these 

nucleotides in platelets of diabetic rats (P<0.05). The ADA activity and platelet 

aggregation were reduced in platelets of diabetic rats in the presence of all 

polyphenols tested in vitro (P<0.05). These findings suggest that RW and GJ as well 

as resveratrol, acid caffeic, gallic acid, quercetin, and rutin were able to modulate the 

ectonucleotidases and ADA activities. Moreover, a decrease in the platelet 

aggregation was observed and it could contribute to the prevention and reduction of 

platelet abnormality and consequently vascular complications in diabetic state. 

 

Keywords: diabetes; platelets; red wine; grape juice; ectonucleotidases;  
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1. Introduction 

Diabetes mellitus, one of the most prevalent endocrine disorder worldwide, is 

characterized by hyperglycemia resulting in short-term metabolic changes in lipid and 

protein metabolism and in long-term a series of vascular alterations [1]. These 

vascular alterations include diabetes-specific complications such as retinopathy, 

nephropathy, and neuropathy as well as macro vascular complications such as 

atherosclerosis, potentially resulting in heart disease, stroke, and peripheral vascular 

disease [1]. 

The pathogenesis of the vascular complications in diabetes is complex and 

has several potential contributors including alterations in platelet morphology and 

function [2]. In fact, growing evidence suggests that platelets of diabetic patients are 

larger and hyperreactive, and consequently present deregulation of several signaling 

pathways leading to an increase of adhesion, activation, and aggregation [2, 3]. 

Moreover, it has been demonstrated that the platelets of these patients are more 

prone to spontaneous aggregation and are highly hypersensitive to agonists such as 

thrombin, collagen, and ADP [4, 5]. 

Extracellular nucleotides such as ATP, ADP, and their nucleoside derivative, 

adenosine, have become clearly recognized for their important role in modulating 

processes linked to vascular inflammation and thrombosis [6, 7]. In the vascular 

system, these molecules can recruit and activate platelets, activate endothelial cells, 

and induce vasoconstriction [7]. The nucleotide ADP acts upon platelets, promoting 

their aggregation and modifying their shape [8], while ATP has been postulated to be 

a competitive inhibitor of ADP-induced platelet aggregation [9]. In addition, 

adenosine, produced by the nucleotide catabolism, is recognized as an important 

modulator of vascular tone and a potent inhibitor of platelet aggregation [10, 11].  

The importance of adenine nucleotides in the vascular system is greatly 

correlated with the essential role of a multienzymatic complex present on the platelet 

membrane, which provides an adequate control of these signaling molecules in the 

extracellular medium [12]. This complex includes the enzymes NTPDase 

(ectonucleoside triphosphate phosphohydrolase), E-NPP (ectonucleotide 

pyrophosphatase/phosphodiesterase), ecto-5′-nucleotidase, and ecto-adenosine 

deaminase (ADA) [12]. NTPDase hydrolyzes ATP and ADP into AMP [13], while the 
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E-NPP are responsible for hydrolyzing 5’-phosphodiester bonds in nucleotides and 

their derivatives, resulting in the production of monophosphate nucleotides [14]. AMP 

produced from the action of NTPDase and E-NPP is subsequently hydrolyzed into 

adenosine by the action of 5’-nucleotidase [15]. The resulting adenosine can be 

directly inactivated through the action of ADA, which catalyzes the irreversible 

deamination of adenosine [16]. Together, these ecto-enzymes constitute a highly 

organized enzymatic cascade that is able to regulate the extracellular concentrations 

of adenine nucleotides and nucleosides and play an important role in the 

maintenance of normal hemostasis and thrombogenesis, mainly by regulating the 

platelet aggregation status [12, 17]. 

Epidemiological studies have associated the consumption of grapes and their 

derived products such as red wine (RW) and juice with a wide variety of health 

beneficial effects, in particular the reduced risk of cardiovascular diseases [18-20]. 

These beneficial effects have been observed as a result of chronic and moderate RW 

and grape juice (GJ) consumption and have been attributed mainly to polyphenolic 

compounds present in these products [21-23]. Indeed, grapes contain a high 

concentration and a great variety of polyphenols, such as flavonoids (catechin, 

epicatechin, quercetin, rutin, anthocyanins, and procyanidins), and non-flavonoids, 

such as resveratrol (3,5,4’-trihydroxy-stilbene), galic acid, and cafeic acid,  which are 

mainly found in red grape products [21, 24]. These polyphenols have showed to exert 

a number of important biological activities in the cardiovascular system, such as 

antioxidant activity, inhibition of platelet aggregation and adhesion, vasodilator 

activity, modulation of lipid metabolism, inhibition of low-density lipoprotein oxidation, 

and diminishing of smooth muscle cell migration and proliferation [18-24]. In addition, 

recent data of our research group have demonstrated protective effects of resveratrol 

in the experimental diabetes [25-28]. However, the effect of RW and GJ on the ecto-

enzyme activity in platelets of diabetic rats still has not been reported in literature. 

Therefore, considering the benefic effects of moderate RW and GJ 

consumption and the importance of the enzymes that hydrolyze adenine nucleotides 

and nucleosides in the mechanism of thromboregulation, the aim of the present study 

was to evaluate the platelet aggregation and NTPDase, E-NPP, 5’-nucleotidase and 

ADA activities in platelets from streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats that 

received RW or GJ. Finally, we also evaluated the effect of resveratrol, caffeic acid, 
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gallic acid, rutin, and quercetin in platelet aggregation and in the ecto-enzyme 

activities in platelets of diabetic rats under in vitro conditions in order to investigate 

the interaction of these of polyphenolic compounds of grape in hemostatic disorders 

in the diabetic state. 

 

2. Materials and methods  

2.1. Chemicals 

The substrates ATP, ADP, AMP, p-nitrophenyl thymidine 5′- monophosphate 

(p-Nph-5′-TMP), adenosine, as well as trizma base, sodium azide, HEPES, 

streptozotocin and  polyphenolic compounds resveratrol, rutin, quercetin, galic acid 

and caffeic acid ( all with approximately 99.9% purity) and Coomassie brilliant blue G 

were obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA) and bovine serum 

albumin, K2HPO4, from Reagen. All the other chemicals used in this experiment were 

of the highest purity. 

 

2.2. Animals 

Adult male Wistar rats (70-90 days; 220-300 g) from the Central Animal House 

of the Federal University of Santa Maria were used in this experiment. The animals 

were maintained at a constant temperature (23±1°C) on a 12 h light/dark cycle with 

free access to food and water. All animal procedures were approved by the Animal 

Ethics Committee from the Federal University of Santa Maria (protocol under 

number: 21/2007). 

 

2.3. Experimental induction of diabetes 

Diabetes was induced by a single intraperitoneal injection of 65 mg/kg 

streptozotocin (STZ) [25], diluted in 0.1 M sodium-citrate buffer (pH 4.5). The age- 

matched control rats received an equivalent amount of the sodium-citrate buffer. 

STZ-treated rats received 5% of glucose instead of water for 24 h after diabetes 

induction in order to reduce death due to hypoglycemic shock. Blood samples were 
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taken from the tail vein 72 h after STZ or vehicle injection. Glucose levels were 

measured with a portable glucometer (ADVANTAGE, Boehringer Mannheim, MO, 

USA). Only animals with fasting glycemia over 300 mg/dL were considered diabetic 

and used for the present study. During the experiment the levels of blood glucose 

were verified four times (10, 20, 30 and 45 days after the beginning of treatment). 

The animals that maintained fasting glycemia higher than 300 mg/dL were 

considered diabetic and selected for assays. 

 

2.4. Grape juice and red wine composition 

Organic red GJ of the Bordo variety was obtained from the city of Garibaldi 

(Rio Grande do Sul, Brazil), in the main grape-growing region of the state. Grapes 

were cultivated in 2007 and the juice was prepared in the same year. Tannat RW 

was obtained from the city of Santana do Livramento (Rio Grande do Sul, Brazil), 

and produced from grapes of the Tannat variety cultivated in the season 2008/2009, 

containing an alcoholic degree of 12.51%. The concentrations of the main phenolic 

compounds in the RW and GJ were determined by high-performance liquid 

chromatography (HPLC) analysis as described by Machado et al. [29]. The 

concentrations of resveratrol, quercitin, rutin, gallic acid, and caffeic acid in both 

grape products are shown in Table 1. 

 

2.5. Treatment with red wine and grape juice 

The animals were randomly divided into six groups (N=10):  control/saline, 

control/GJ, control/RW, diabetic/saline, diabetic/GJ, and diabetic/RW. The treatment 

with RW and GJ began two weeks after the diabetes induction. The animals from the 

control/saline and diabetic/saline groups received saline solution via gavage. The 

animals belonging to the control/GJ and diabetic/GJ groups received GJ, whereas 

the animals from the control/RW and diabetic/RW groups received RW. RW and GJ 

were administered via gavage, between 10 and 11 a.m., once a day for 45 days, at a 

volume equal to 4.28 mL/kg body weight of rats. This dose is equivalent to a person 

of 70 kg consuming daily 300 ml (2 glasses) of RW or GJ. The dose of RW and GJ 

used in this study represents a moderate human dose, which is consistent with the 
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epidemiology data that light and moderate alcohol consumption reduces the 

incidence of cardiovascular diseases [30, 31]. After the treatment period, the animals 

were previously anesthetized with halothane and submitted to euthanasia, and the 

blood was collected by cardiac puncture for platelet-rich plasma preparation and 

other biochemical determinations. 

In order to correct the interference of ethanol present in RW, a group of control 

rats and another group of diabetic rats received a solution of ethanol 12.51%, 

equivalent to the alcoholic degree of RW utilized in this experiment. However, no 

significant differences in the control/ethanol and diabetic/ ethanol groups were 

observed to any parameters analyzed when compared to control/saline and 

diabetic/saline groups, respectively (data not shown).  

 

2.6. Platelet preparation 

Platelet-Rich Plasma (PRP) was prepared by the method of Lunkes et al. [32] 

with the following minor modifications. Total blood was collected by cardiac puncture 

with 0.120 M sodium citrate as anticoagulant. The total blood–citrate system was 

centrifuged at 160 ×g during 15 min. After this, the PRP was centrifuged at 1400 ×g 

for 30 min and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0, containing 142 mM 

NaCl, 2.5mM KCl and 5.5mM glucose. The platelets pellets were resuspended in 

HEPES isosmolar buffer and protein was adjusted to 0.4-0.6 mg/mL and used to 

determine enzymatic activities. 

 

2.7. NTPDase and 5′-nucleotidase activity determination 

The NTPDase enzymatic assay was carried out in a reaction medium 

containing 5 mM CaCl2, 100 mM NaCl, 4 mM KCl, 5 mM glucose and 50 mM Tris-

HCl buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 μL as described by Lunkes et al [32]. For 

AMP hydrolysis, the 5′- nucleotidase activity was carried out as previously described 

by Lunkes et al.[32], except that the 5 mM CaCl2 was replaced by 10mM MgCl2. 

Twenty microliters of the enzyme preparation (8-12 μg of protein) was added to the 

reaction mixture and the pre-incubation proceeded for 10 min at 37 °C. The reaction 
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was initiated by the addition of ATP or ADP at a final concentration of 1.0mM, and 

AMP at a concentration final of 2 mM. The time of incubation was 60 min. Both 

enzyme assays were stopped by the addition of 200 μL of 10% tricloroacetic acid 

(TCA) to provide a final concentration of 5%. Subsequently, the tubes were chilled on 

ice for 10 min. Released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of 

Chan et al. [33] using malachite green as the colorimetric reagent and KH2PO4 as 

standard. Controls were carried out to correct for non-enzymatic hydrolyses of 

nucleotides by adding enzyme preparation after TCA addition. All samples were run 

in triplicate. Enzyme specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg of 

protein. 

 

2.8. E-NPP activity determination- measurement of p-Nph-5′-TMP hydrolysis in 

platelets 

Ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP) activity from 

platelets was assessed using p-nitrophenyl 5′-thymidinemonophosphate (p-Nph-5′-

TMP) as substrate as described by Fürstenau et al. [34]. The reaction medium 

containing 50 mM Tris-HCl buffer, 120 mM NaCl, 5.0 mM KCl, 60 mM glucose, and 

5.0 mM CaCl2, pH 8.9, was preincubated with approximately 20 mg per tube of 

platelet protein for 10 min at 37 °C in a final volume of 200 mL. The enzyme reaction 

was started by the addition of p-Nph- 5′-TMP at a final concentration of 0.5mM. After 

80min of incubation, 200 mL NaOH 0.2 N was added to the medium to stop the 

reaction. The amount of p-nitrophenol released from the substrate was measured at 

400 nm using a molar extinction coefficient of 18.8×10- 3/M/cm. All samples were 

performed in triplicate. Enzyme activities were expressed as nmol of p-nitrophenol 

released per minute per milligram of protein (nmol p-nitrophenol released/min/mg 

protein). 

 

2.9. Adenosine deaminase activity determination (ADA) 

ADA activity from platelets was determined according to Guisti and Galanti 

[35] based on the Bertholet reaction, that is, the formation of colored indophenol 

complex from ammonia liberated from adenosine and quantified 
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spectrophotometrically. Briefly, 50 μL of platelets reacted with 21 mmol/L of 

adenosine pH 6.5 and was incubated at 37 °C for 60 min This method is based on 

the direct production of ammonia when ADA acts in excess of adenosine. The protein 

content used for the platelet experiment was adjusted to between 0.7 and 0.9 mg/mL. 

Results were expressed in units per liter (U/L). One unit (1 U) of ADA is defined as 

the amount of enzyme required to release 1 mmol of ammonia per minute from 

adenosine at standard assay conditions. 

 

2.10. Platelet aggregation 

The platelet aggregation profile was evaluated by the method of Born [36] by 

measuring turbidity with a Chrono-log optical aggregometer (AGGRO/lINK® Model 

810-CA software for Windows ver. 5.1) using ADP at a concentration of 5 and 10 

μmol/l as agonist. The results were expressed as percentage of aggregation. 

 

2.11. Experiments performed in vitro 

Five polyphenols present in RW and GJ were chosen due to their biological 

and pharmacological effects, and their contents were determined by HPLC (Table 1) 

[29]. The in vitro effects of resveratrol, quercetin, rutin, caffeic acid, and gallic acid on 

the platelet aggregation as well as NTPDase, 5′-nucleotidase and ADA activities 

were evaluated. Isolated platelets from diabetic rats and control rats were incubated 

with different concentrations of these compounds (0, 1, 25, 50, 100, and 200 μM) in 

the medium reaction as previously described above. In general, in vitro effects of 

resveratrol and other polyphenols are observable at concentrations ranging from 1 to 

100 μM [37, 38]. The concentrations of resveratrol, quercetin, rutin, and caffeic acid 

were diluted in ethanol 25%, while the gallic acid was diluted in water.  The final 

concentrations of ethanol 25%, when tested alone in the incubation medium, did not 

affect the enzyme activities (data not shown).  

Likewise, was tested the effects in vitro of the combination of resveratrol, 

caffeic acid, quercetin and rutin in the concentrations of 20, 100 and 200 μM [38] on 

NTPDase, 5′-nucleotidase activities. The concentration of 20 μM was obtained by 
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combining, of the forth compounds in the concentration of 5 M each.  The 

concentration of 100 M was resulting of combinations of the forth phenols in the 

concentration of 25 M each. The concentration of 200 M was obtained by 

combining of the forth compounds in the concentration of 50 M each [38]. 

 

2.12. Glycated hemoglobin 

The levels of glycated-hemoglobin were determined in plasma by using 

commercial Kits (Labtest, Minas Gerais, Brazil). 

 

2.13. Protein determination 

Protein content was determined according to Bradford [35], using bovine 

serum albumin as standard. 

 

2.14. Statistical analysis 

Statistical analysis was done by the commercial SPSS package for 

Windows©. All data were expressed as mean ± S.D. Data were analyzed statistically 

by one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple tests. Differences were 

considered significant when the probability was P<0.05. 

 

3. Results  

3.1. Blood glucose and body weight 

The body weight and blood glucose levels determined at the end of the 

experiment are presented in Table 2. Post hoc analysis revealed that the blood 

glucose levels for the diabetic/saline group were significantly increased when 

compared to the control/saline group (P<0.05). However, the treatment with RW 

significantly decreased the glucose levels in the diabetic/RW group (P<0.05), while 

the treatment with GJ had no effect on the glucose levels when compared to the 
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diabetic/saline group. No significant differences in the glucose levels were observed 

when RW and GJ were administered per se in the control/RW and control/GJ groups 

when compared to the control/saline group. 

Post hoc analysis revealed a significant decrease in the body weight in the 

diabetic/saline group when compared to the control/saline group (P<0.05). Treatment 

with RW and GJ had no effect on the body weight in the diabetic/RW and diabetic/GJ 

groups which remained reduced in relation to the control/saline group. Similarly, 

when administered per se RW and GJ also had no effect on the body weight in the 

control/RW and control/GJ groups when compared to the control/saline group. 

 

3.2. Glycated hemoglobin levels 

Glycated hemoglobin levels were significantly increased in the diabetic/saline 

group when compared to the control/saline group (P<0.05) (Table 2). Treatment with 

RW and GJ prevented the increase of the levels of glycated hemoglobin in the 

diabetic/GJ and diabetic/RW groups (P<0.05). The administration of RW and GJ per 

se did not alter significantly the glycated hemoglobin levels in the control/GJ and 

control/RW groups when compared to the control/saline group. 

 

3.3.  Ex vivo effects of RW and GJ on NTPDase, 5’-nucelotidase, E-NPP and ADA 

activities 

The results of the present study demonstrate that the cascade of ecto-

enzymes was altered in the diabetic state and after treatment with RW and GJ (P< 

0.05). Fig. 1 shows the results obtained for the NTPDase activity. As can be 

observed, the NTPDase activity with ATP as substrate was increased 47% in the 

diabetic/saline group when compared to the control/saline group (Fig. 1A). Treatment 

with both RW and GJ increased ATP hydrolysis about 48% in the diabetic/RW group 

and 29% in the diabetic/GJ group when compared to the diabetic/saline group (P < 

0.05). Moreover, when RW and GJ were administered per se, ATP hydrolysis was 

increased by 78% and 61% in the control/RW and control/GJ groups, respectively, in 

comparison to the control/saline group (P< 0.05). 
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In relation to ADP hydrolysis, an increase of 40 % in the diabetic/saline group 

was observed when compared to the control/saline group (P< 0.05) (Fig. 1B). In 

addition, treatment with RW and GJ increased ADP hydrolysis by 48% and 27% in 

the diabetic/RW and diabetic/GJ groups, respectively, when compared to the 

diabetic/saline group (P< 0.05). The administration of RW and GJ per se increased 

ADP hydrolysis by 71% in the control/RW group and by 45% in control/GJ group 

when compared to the control/saline group. 

The results obtained for the 5’-nucleotidase activity were similar to those found 

for the NTPDase activity (Fig. 1C). Post hoc analysis revealed that AMP hydrolysis 

was increased 97% in the diabetic/saline group when compared to the control/saline 

group (P< 0.05). Treatment with RW and GJ increased AMP hydrolysis about 68% in 

the diabetic/RW and 37% in the diabetic/GJ group, when compared to the 

diabetic/saline group (P<0.05). Moreover, when RW and GJ were given per se, the 

hydrolysis of AMP was increased by 72% and 45% in the control/RW and control/GJ 

groups, respectively, in comparison to the control/saline group (P< 0.05). 

The results obtained for the E-NPP activity are presented in Fig. 2 A. As can 

be observed, the activity of this enzyme in platelets was increased 146% in the 

diabetic/saline group when compared to the control/saline group. In addition, the 

administration of RW produced an increase of 112% in the E-NPP activity in the 

diabetic/RW group when compared to the diabetic/saline group. No significant 

differences were observed in the E-NPP activity between the diabetic/GJ and 

diabetic/saline groups. The treatment with RW per se increased the E-NPP activity 

about 138% in the control/RW group compared to the control/saline group.  However, 

no significant differences in the E-NPP activity in the control/GJ group were observed 

when compared to the control/saline group. 

Fig. 2B shows the results obtained for the ADA activity. Post hoc analysis 

revealed that the activity of this enzyme in platelets was increased 114% in the 

diabetic/saline group when compared to the control/saline group (P< 0.05).  

However, the treatment with RW and GJ significantly prevented the increase in the 

ADA activity in the diabetic/RW and diabetic/GJ groups when compared to the 

diabetic/saline group (P< 0.05). No significant differences in the ADA activity were 
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observed in the control/RW and control/GJ in comparison with the control/saline 

group. 

 

3.4. Platelet aggregation  

Table 3 presents the results obtained for platelet aggregation. As can be 

observed, platelet aggregation was significantly increased in the diabetic/saline group 

when compared with the control/saline group (P<0.05). The treatment with RW and 

GJ significantly reduced the platelet aggregation at both tested concentrations of 

ADP in the diabetic/RW and diabetic/GJ groups when compared to the 

diabetic/saline group, and presented similar values to the control/saline group 

(P<0.05). When RW was given per se, platelet aggregation was significantly reduced 

in control/RW group in comparison to the control/saline group (P<0.05).  A significant 

decrease in platelet aggregation at 5 umol of ADP was observed in the control/GJ 

group, while no significant alteration in platelet aggregation at 10 umol of ADP was 

observed in the same group when compared with the control/saline group. 

 

3.5. In vitro effects of polyphenols on ATP, ADP and AMP hydrolysis  

The effect of resveratrol, caffeic acid, gallic acid, quercetin, and rutin on the 

NTPDase and 5’-nucleotidase activities are presented in the Fig. 3 and 4.  As can be 

observed, ATP, ADP and AMP hydrolysis in platelets of diabetic group was 

significantly increased when compared to the control group (P< 0.05). However, 

when platelets of diabetic rats were incubated with 50, 100 and 200 μM of resveratrol 

a significant increase in the ATP hydrolysis, proportional to the increase of the 

concentrations was observed when compared to the diabetic group (P< 0.05) (Fig. 

3). ADP and AMP hydrolysis in platelets of diabetic rats presented a significant 

increase in all tested concentrations of resveratrol (in the range of 1-200 μM) in 

comparison to the diabetic group (P< 0.05). When platelets of control rats were 

incubated with resveratrol the hydrolysis of ATP, ADP, and AMP was significantly 

increased in all tested concentrations when compared to the control enzyme activity 

(P< 0.05). 
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Caffeic acid, another polyphenol tested, significantly increased hydrolysis of 

ATP and ADP in platelets of diabetic rats at the concentrations of 100 μM and 200 

μM, whereas  AMP hydrolysis was efficiently increased in all tested concentrations 

(1-200 μM) when compared with the diabetic group (P< 0.05) (Fig. 3). ATP, ADP and 

AMP hydrolysis in platelets of control rats were significantly increased in presence of 

25, 50, 100 and 200 μM of caffeic acid when compared to the control group.  

Experimental data demonstrated that platelets of diabetic rats incubated with 

gallic acid presented a significant increase in ATP and ADP hydrolysis in all tested 

concentrations, whereas AMP hydrolysis was significantly increased in the presence 

of 1, 25, 100 and 200 μM of gallic acid compared to the diabetic group (P< 0.05) (Fig. 

3). When platelets of control rats were incubated with gallic acid, ADP and AMP 

hydrolysis was significantly increased in all tested concentrations, whereas ATP 

hydrolysis was increased only in the presence of 100 and 200 μM de gallic acid when 

compared to the control group (P< 0.05). 

As illustrated in Fig.4, when platelets of diabetic rats were incubated with 

quercetin, a significant decrease in ATP, ADP and AMP hydrolysis in all tested 

concentrations of this flavonoid were observed in comparison to the diabetic group. 

ATP, ADP and AMP hydrolysis in platelets of control rats was also significantly 

decreased in all tested concentrations of quercetin when compared to the control 

group (P< 0.05).  

In relation to the flavonoid rutin, a significant decrease in the ATP hydrolysis in 

platelet of diabetic rats at the concentration of 200 μM was observed, whereas ADP 

and AMP hydrolysis was significantly decreased in the presence of the 

concentrations 50, 100 and 200 μM of rutin when compared to the diabetic group (P< 

0.05) (Fig.4). ATP hydrolysis was significantly decreased when platelets of the 

control rats were incubated with 200 μM of quercetin, whereas ADP and AMP 

hydrolysis presented a significant decrease at the concentrations of 100 and 200 μM 

when compared to the control group (P< 0.05).  

The combination of resveratrol, caffeic acid, quercetin, and rutin produced a 

significant increase in the hydrolysis of ATP, ADP, and AMP in platelets of diabetic 

rats in all tested concentrations when compared to the diabetic group (Fig. 5). 
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Similarly, this same combination of polyphenols also produced a significant increase 

in ATP, ADP and AMP hydrolysis in platelets of the control group (P< 0.05). 

 

3.6. Effects of polyphenols in vitro on the ADA activity 

The effects of resveratrol, caffeic acid, gallic acid, quercetin, and rutin on the 

ADA activity are presented in Table 4. As can be observed, the ADA activity in 

platelets of the diabetic group was significantly increased when compared to the 

control group (P< 0.05).  

When platelets of diabetic rats were incubated with resveratrol a significant 

decrease in the ADA activity was observed in all tested concentrations when 

compared to the diabetic group (P< 0.05).  The ADA activity in platelets of control 

rats in the presence of 25, 50, 100 and 200 μM of resveratrol was significantly 

inhibited when compared to the control group (P< 0.05).   

Caffeic acid significantly decreased the ADA activity in platelets of diabetic rats 

at the concentrations of 25, 50, 100 and 200 μM when compared to the diabetic 

group (P< 0.05). When platelets of control rats were incubated with 100 and 200 μM 

of caffeic acid, a significant decrease in the ADA activity was observed in comparison 

to the control group (P< 0.05). 

 Gallic acid also significantly decreased the ADA activity in platelets of diabetic 

rats in the concentrations of 50, 100 and 200 μM when compared to the diabetic 

group (P< 0.05). However, when platelets of control rats were incubated with gallic 

acid, no significant difference in the ADA activity was observed in comparison to the 

control group (P< 0.05). 

The ADA activity was significantly decreased when platelets of diabetic rats 

were incubated with 25, 50, 100 and 200 μM of quercetin compared to the diabetic 

group (P< 0.05). In platelets of control rats, the ADA activity was significantly 

inhibited in the concentrations of 50, 100 and 200 μM of quercetin when compared to 

the control group (P< 0.05). 

In addition, when platelets of diabetic rats were incubated with 50, 100 and 

200 μM of rutin, the ADA activity was significantly decreased when compared to the 
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diabetic group (P< 0.05). However, no significant differences in the ADA activity in 

platelets of rats in the presence of all tested concentrations of rutin were observed in 

comparison to the control group. 

 

3.7.  Effects of polyphenols in vitro on platelet aggregation 

Table 5 presents the results obtained for in vitro to the platelet aggregation. The 

platelet aggregation in samples of the diabetic group was significantly increased 

when compared to the control group (P< 0.05). However, resveratrol, caffeic acid, 

gallic acid, rutin, and quercetin significantly decreased the platelet aggregation in 

samples of diabetic rats in the concentrations of 25, 100 and 200 M when compared 

to the diabetic group (P<0.05).  In samples of control rats, the platelet aggregation 

rats was significantly decreased  in the concentrations of  100 and 200 M of  

resveratrol, caffeic acid, gallic acid, rutin, and quercetin when compared to the 

control group (P<0.05). 

 

4. Discussion  

Atherothrombotic complications are the main cause of morbidity and mortality 

in patients with diabetes mellitus. Among factors contributing to the prothrombotic 

condition, present in the diabetic state, platelet hyperreactivity plays a pivotal role [2-

5, 39]. In this context, several experimental and clinical studies have indicated that 

polyphenols found in the grape and their derived products are able to modulate 

several pathways involved in the platelet activation and in the consequent thrombus 

growth, exerting thus important cardioprotective effects [21, 40, 41]. In view of this, 

the effects of RW and GJ ex vivo and the effects of grape polyphenols in vitro on the 

activity of enzymes that hydrolyze adenine nucleotides and nucleosides in platelets, 

as well as platelet aggregation in STZ-induced diabetic rats were investigated in the 

present study. 

Platelets are an important source of purine signaling molecules for blood, such 

as ATP and ADP, which have been implicated to play relevant roles in haemostatic, 

thrombotic and inflammatory processes [7, 42]. Once released, the biological effect 
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of extracellular nucleotides is tightly regulated by the action of the enzyme cascade 

located in the platelet surface constituted by ectonucleotidases and ADA [12]. These 

ecto-enzymes modulate the responses mediated by nucleotides/nucleosides within 

the vascular system and may potentially be altered in pathological states [43]. In line 

with this, we observed a significant increase in NTPDase, E-NPP and 5’-nucleotidase 

activities in platelets from STZ-induced diabetic rats (Figs. 1A-C and 2A). These 

results agree with studies of our laboratory that have reported an increase in ATP, 

ADP and AMP hydrolysis in platelets from diabetic type 2 and diabetic type 

2/hypertensive patients [32], as well as in platelets from diabetic rats experimentally 

induced with alloxan [44] and STZ [26], demonstrating the important role for these 

enzymes in the hyperglycemic state. In fact, Lunkes et al. [45] found an increase in 

NTPDase and 5’-nucleotidase activities directly proportional to the increase in 

glucose and fructose concentrations in vitro, indicating the participation of high 

glucose levels as a probable interference factor in the ectonucleotidase activities. 

It is important to note that the regulation of extracellular ADP and adenosine 

concentration is critical due to their physiological effects in the vascular system [7, 

42]. ADP is known to induce changes in platelet shape and aggregation [8], whereas 

adenosine is a molecule with a variety of cardiovascular protective effects such as 

vasodilatation and inhibition of platelet aggregation [11]. In this scenario and 

considering our results, we can suggest that the increase in NTPDase, E-NPP and 

5’-nucleotidase activities in platelets from diabetic rats may be related to an important 

compensatory organic response of the ectonucleotidase way that could occur to 

terminate the function of extracellular ADP, including its pro-aggregant effects, as 

well as to increase the extracellular adenosine production, an important 

cardioprotective molecule. 

On the other hand, it is important to point out that despite the increase of ATP, 

ADP and AMP hydrolysis contributing to an increase of adenosine production, this 

study also found an elevation of the ADA activity in platelets of diabetic rats (Fig. 2B). 

ADA is an important enzyme that degrades adenosine into inosine, tightly regulating 

local extracellular concentrations of adenosine [16]. Therefore, a rise in the activity of 

this enzyme may lead to increased adenosine deamination, causing a reduction of 

the levels of this nucleoside in the circulation. Consequently, this situation may 

produce a favorable scenario for the development of vascular diseases in diabetic 
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state, since adenosine has an important role in the prevention of platelet aggregation 

and atherothrombotic complications [11, 46].  

In the present study, when diabetic rats received RW and GJ, a more 

accentuated increase in NTPDase, E-NPP and 5′-nucleotidase activities in platelets 

was observed (Fig. 1A-C and 2B) indicating that the consumption of both beverages 

derived from grape interferes with purinergic signaling. This consequent increase in 

the ectonucleotidases activities reflects an increased degradation of ATP, ADP, and 

AMP resulting in an increment in the adenosine formation.  In this sense, we may 

suggest that the moderate consume of RW and GJ can have an antiaggregant effect, 

limiting the bioavailability of ADP, the main agonist to platelet aggregation. Moreover, 

it also promotes the production of adenosine, an antiaggregant and vasodilating 

agent [11], contributing to the control of hemostasis in diabetic state.  

In relation to these results, it is important to point out that although both RW 

and GJ increased ATP, ADP and AMP hydrolysis in diabetic rats, we observed an 

increase significantly higher in the nucleotide hydrolysis in diabetic rats treated with 

RW when compared to those treated with GJ (Fig. 1A-C). It is important to note that 

the most pronounced effects observed in rats that received RW may be associated 

with the presence of ethanol.  In fact, Dias et al. [47] found that lower doses of 

ethanol, similar to that found in RW, increased NTPDase and 5’-nucleotidase 

activities in platelets, showing a stimulatory response of ethanol in the nucleotide 

hydrolysis. In addition, Schmatz et al. [25] demonstrated that the treatment with 

resveratrol, an important polyphenol of RW and GJ, also increased the 

ectonucleotidases activities in platelets of diabetic rats. Thus, we can suggest that 

the ethanol and the resveratrol can act synergistically [48-49] in the modulation of 

ectonucleotidases pathway, potentially the effects of RW on adenine nucleotide 

hydrolysis, while in the GJ the activation can be related only to the effects of the 

polyphenols.  

Another important aspect to be discussed is that the treatment with RW and 

GJ prevented the increase in the ADA activity in platelets of diabetic rats (Fig. 2B).  

Studies have shown that an inhibition of the ADA activity can increase the 

concentration of adenosine in the extracellular medium and to potentiate the effects 

of this nucleoside on their cell receptors [50, 51]. Based on these findings, we may 
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suggest that RW and GJ are able to preserve adenosine levels in the circulation, 

which act upon platelet adenosine receptors and can inhibit platelet aggregation and 

promote vasodilatation, exerting an important protective role in the prevention of the 

development and progression of vascular complications caused by the 

hyperglycemic state. In fact, studies have shown that polyphenolic compounds 

present in RW and GJ can inhibit the process of thrombus formation [19-24]. Thus, 

these results support the hypothesis that one of the ways by which RW and GJ exert 

cardioprotective actions may be mediated by an increase in the adenosine levels and 

an amplification of the effect of this nucleoside via adenosine receptors, since both 

beverages derivate of grape have demonstrated to inhibit ADA activity. 

A relevant datum of this study is that ADP-induced platelet aggregation was 

significantly increased in diabetic rats (Table 3). Corroborating with these results, 

several studies have reported that platelets from diabetic patients and animals show 

a hypersensitivity to physiological pro-aggregant agents and an enhanced activation 

state, which can be observed in an early stage in the disease course and may 

precede the development of atherothrombotic complications in the diabetes [2-5, 51]. 

Furthermore, these platelets are more prone to form spontaneous microaggregates 

with ADP receptor involvement [53].  In addition, it is important to note that the 

increase in the ADP-induced platelet aggregation observed in this study may be 

associated with a decrease in the adenosine levels caused by an increase in the 

ADA activity in diabetic rats, since the adenosine is one of its most potent inhibitors 

of platelet aggregation and consequently of pro-thrombotic conditions.  

On the other hand, there is accumulating evidence that the hyperglycemia 

contributes to greater reactivity and aggregability of platelets, particularly through the 

generation of reactive oxygen species (ROS) and by the glycation of platelet 

membrane proteins [2, 54, 55]. In this study, we found an increase in the glucose 

levels in STZ- induced diabetic rats, accompanied by an elevation in the glycated 

hemoglobin levels, which may be an indicative that the platelet proteins and vascular 

wall protein can also be suffering non-enzymatic glycosylation (Table 2). In 

hyperglycemic states, glucose non-enzymatically binds to different proteins in the 

platelet membrane, causing abnormalities in the function and damage in their 

structure and conformation, as well as alterations of membrane lipid dynamics, 

contributing to the platelet hyperfunction in diabetic state [55, 56]. In addition, high 
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levels of glycated hemoglobin have been strongly associated with the risk of 

cardiovascular disease in diabetics and in the general population [57]. Thus, based 

on these evidences, we can infer that the hyperglycemia and consequent events 

such as the oxidative stress and increased non-enzymatic glycation of platelet 

proteins can be associated with increased in ADP- mediated platelet aggregation 

found in diabetic rats. 

Of great importance, our results demonstrated that the treatment with RW and 

GJ was able to prevent the increase in the platelet aggregation in diabetic rats, 

confirming the antiplatelet effects attributed to the moderate consumption of these 

beverages (Table 3) [30, 58, 59]. These results are consistent with studies that have 

demonstrated that both RW and GJ can decrease platelet aggregation in human and 

experimental models, by reducing plasma thromboxane B2 concentration and the 

concentration of ADP and thrombin available for platelet aggregation [58, 59]. In this 

context, it is important to point out that the ectonucleotidases via modulation by RW 

and GJ, associated with the prevention in the increase of the ADA activity may be 

one potential mechanism by which these beverages inhibit ADP- induced platelet 

aggregation in diabetic rats. In fact, the increase in the ADP hydrolysis can lead to a 

decrease in the levels of this pro-aggregant nucleotide and to increase adenosine 

levels, a powerful inhibitor of platelet aggregation. Thus, we propose for the first time, 

that this way can partly explain the inhibitory properties of platelet aggregation and 

vasodilator attributed to RW and GJ in the diabetes.  

The treatment with RW and GJ was able to prevent the increase in the 

glycated hemoglobin levels in diabetic rats, suggesting that the moderate 

consumption of these beverages may prevent non-enzymatic glycation of platelet 

proteins and consequently functional and structural damages that contribute to the 

platelet hyperaggregability and formation of thrombus in diabetic state (Table 2). In 

fact, it has been found that polyphenols can inhibit the glycation and autoxidation of 

glucose, preventing the initiation and propagation of protein modification [60, 61]. 

Moreover, several studies have indicated that the oxidative stress that accompanies 

diabetes can induce endothelial dysfunction and promote major platelet reactivity 

through direct effects on platelets, such as increase of lipid peroxidation and 

depletion of antioxidant defense systems [52, 54]. However, it is well known that the 

main polyphenols present in RW and GJ are powerful antioxidants, protecting many 
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tissues and cells, including platelets, of damages caused by oxidative stress [62]. In 

addition, it has been shown that the resveratrol exerted a potent antioxidant effect on 

the generation of different ROS in activated platelets [63]. Based on these findings, 

we can suggest that the strong antioxidant properties of RW and GJ may contribute 

to the prevention of an increase in the platelet aggregation found in diabetic rats 

treated with both beverages derived from grape. 

The results of our study, compared favorably with several studies, 

demonstrated the protective effects of moderate RW and GJ consumption in 

reducing risk factors associated with several degenerative diseases including 

diabetes and cardiovascular diseases [18, 23, 61, 66-68]. These protective effects in 

the vascular system might be primarily attributable to combined, additive or perhaps 

synergistic effects of the various components of the complex mixture of bioactive 

compounds present in RW including ethanol, resveratrol, flavonols, flavan-3-ols, 

anthocyanins, phenolic acids as well as their metabolites formed either in the tissues 

or in the colon by the microflora [31, 68]. Initially, the cardioprotective effects of RW 

were attributed only to its ethanol content, which in lower concentration has 

antiplatelet effects [48, 49, 69]. However, studies indicated that wine might confer 

benefits beyond those of other alcoholic beverages, indicating that nonalcoholic 

factors in wine may also play a protective role [49, 70, 71]. Supporting this hypothesis 

GJ also presents inhibitory properties of platelet aggregation, suggesting that grape-

derived polyphenols and not only ethanol, may contribute to the apparent 

antithrombotic effect of RW (Table 3). However, in our study the effects of RW on the 

platelet aggregation and ectonucleotidase activities were more pronounced than 

those obtained to GJ. Similarly, Pace-Asciak et al. [59] found that platelet 

aggregation was strongly inhibited by RW and moderately inhibited by GJ.  

Interestingly, it has been postulated that alcohol increases the intestinal absorption 

and consequently the bioavailability of the polyphenols from RW [72-75]. Moreover, 

the ethanol is able to prevent the precipitation of the polyphenolic tannins in the 

digestive tract being considered a natural stabilizing agent for polyphenols in RW 

[73]. In line with this, we can suggest that the potentiating of the antithrombotic 

effects of RW found in this study can be a consequence either of synergism between 

the ethanol and polyphenolic compounds of wine and /or of major absorption and 

biodisponibility of polyphenols in diabetic rats that received RW compared with GJ. 
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Reinforcing this line of reasoning, the next set of experiments was performed 

in order to verify the effects of the main polyphenols of RW and GJ, such as 

resveratrol, caffeic acid, gallic acid, quercetin, rutin on NTPDase, 5- nucleotidase and 

ADA activities, and platelet aggregation in platelets from diabetic rats under in vitro 

conditions. 

Resveratrol, gallic acid, and caffeic acid tested in vitro increased the hydrolysis 

of ATP, ADP, and AMP in platelets of diabetic rats (Fig. 3). Previously, the quercetin 

and rutin, the latter known as a glycoside derivative, showed contrasting in vitro  

effects when compared to the polyphenols above, presenting a decrease in ATP, 

ADP and AMP hydrolysis in the platelets of diabetic rats (Fig. 4). Similar results were 

found by Spier et al. [76], who observed that resveratrol increased the hydrolysis of 

ATP and ADP in rat serum, while the quercetin and rutin decreased the NTPDase 

and 5’-nucleotidase activities. From these results, we may consider that these 

polyphenols act via different mechanisms on the ectonucleotidases. As mentioned 

above, in our study the treatment with RW and GJ promoted activation in NTPDase 

and 5’-nucleotidase in diabetic rats (Fig. 1). Thus, although all polyphenols tested are 

present in both beverages from grape, the effects of activation of resveratrol, gallic 

acid and caffeic acid on the ectonucleotidases activities seem to predominate on the 

effects of inhibition of quercitin and rutin. In fact, when we tested the effects in vitro 

the combination of resveratrol, caffeic acid, quercetin and rutin was observed an 

increase in ATP, ADP and AMP hydrolysis, confirming that the effects of the non-

flavonoids resveratrol and caffeic acid are prevalent on the ectonucleotidases 

activities (Fig. 5). Interestingly, Pignatelli et al. [31] have showed that there is a 

synergy among three phenols resveratrol, caffeic acid, and catechin, which ensures 

biological activities such as inhibition of oxidative stress and of platelet aggregation, 

despite their low plasma concentrations following chronic moderate wine 

consumption. Moreover, it has been shown that quercetin interferes with the 

sulphation and glucuronidation of resveratrol in the liver, thereby increasing its 

bioavailability [77, 78].  Based on these findings we can infer that the resveratrol and 

caffeic acid can be acting synergistically in the increase of hydrolysis of nucleotides, 

while quercetin, despite the opposite effects on ectonucleotidases, can contribute 

indirectly to the prevalent effects of resveratrol through the increasing bioavailability 
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of this compound. Further studies in the understanding of synergic effects of the 

polyphenols of RW and are currently under investigation by our group. 

On the other hand, we observed that, in vitro, resveratrol, gallic acid, caffeic 

acid, quercetin, and rutin decreased significantly the ADA activity in the platelets of 

diabetic rats (Table 4). These results are consistent with those found in the treatment 

ex vivo with RW and GJ in platelets of diabetic rats, suggesting that these 

compounds can act in a combined and additive way in order to increase the levels of 

adenosine in the circulation playing an important cardioprotective role in the diabetic 

state. 

In addition, all polyphenolic compounds of grape tested in vitro decreased the 

ADP-induced platelet aggregation in diabetic rats, suggesting that the synergic 

effects of these polyphenols can contribute to the decrease of platelet aggregation in 

diabetic rats treated with RW and GJ (Table 5). These results are in accordance with 

several studies that have demonstrated that the resveratrol, quercetin, caffeic acid, 

gallic acid, and rutin have inhibitory effects on platelet hiperaggregation in the status 

diabetic [21, 79, 80, 81].  Among the several mechanisms proposed, it is possible to 

infer that the resveratrol, gallic acid, and caffeic acid may reduce platelet aggregation 

by increasing NTPDase and 5’-nucleotidase activities, decreasing ADP levels, and 

increasing adenosine levels. However, rutin and quercetin should reduce the platelet 

aggregation by a mechanism different from ectonucleotidase via, since these 

flavonoids inhibit the hydrolysis of ADP, the main platelet agonist. Interestingly, 

Wright et al. [40] demonstrated that platelets themselves take part in the flavonoid 

metabolism. Quercetin and its plasmatic metabolite 4′-0-methyl quercetin 

(tamarixetin) are internalized by platelets and further metabolized by the addition of 

sulphate or glucuronide groups. Thus, formed compounds inhibit platelet activation 

by antagonizing surface receptors (especially estrogen receptors and thromboxane 

A2 receptors) [40, 79]. 

It is important to point out that in the present study the moderate intake of RW 

and GJ per se also promoted an increase in NTPDase, E-NPP and 5′-nucleotidase 

activities, and did not alter the ADA activity (Fig. 1 and  2 B). In addition, the effects in 

vitro of the non-flavonoids resveratrol, gallic acid, and caffeic acid and of the 

flavonoids rutin and quercetin on NTPdase, 5’-nucleotidase and ADA activities and 
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platelet aggregation in control rats were similar to the effects observed in the 

platelets of diabetic rats, indicating that the polyphenols from RW and GJ can exert 

their protective effects in both pathological and healthy conditions (Fig. 3 and 4). 

These results, partly explain the beneficial effects to the health globally attributed to 

the regular and moderate consumption of RW and GJ in the prevention of the 

development and progression of vascular complications [18-24, 80].   

In conclusion, the results found in the present study demonstrate alterations in 

the platelet aggregation as well as in the adenine nucleotide and nucleoside 

hydrolysis in platelets of STZ-induced diabetic rats, which might reinforce the 

abnormal hemostasis caused by the diabetic state. In addition, both RW and GJ, as 

well as the polyphenols present in these beverages modulated the hydrolysis of 

adenine nucleotides and nucleosides in platelets and consequently reduced the 

platelet aggregation in diabetic rats. Thus, we propose by first time that the 

modulation of ecto-enzyme activities of platelets can be one of the mechanisms by 

which the RW and GJ can prevent and reduce the platelet abnormality and 

consequently vascular complications in diabetic state. Furthermore, these results are 

very important from the clinical point of view because they reinforce the several 

benefits to the health, in special to the diabetes, of the intake of two glasses of RW 

and GJ per day, which can provide about 40% of the total antioxidant polyphenols 

present in a healthy diet [82], as well as a number of polyphenols, such as resveratrol 

that are virtually absent from commonly consumed fruit and vegetables.   
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TABLES  

Table 1. Concentrations of phenolic compounds present in the Tannat red wine and 

Bordo grape juice. 

Results are expressed as mean ± S.E. of three determinations. 

 

 

 

 

 

 

 

Compounds 
Concentrations 

Red wine Grape Juice 

Total polyphenols (mg/mL) 4.15 ± 0.03 3.10± 0.03 

Flavonoids (mg/mL) 0.257 ± 0.002 0.249 ± 0.002 

Condensed tannins (mg/mL) 0.312 ± 0.004 0.215 ± 0.005 

Resveratrol (mg/L) 4.12 ± 0.12 3.95 ± 0.01 

Quercetin (mg/L) 1.35 ± 0.31 8.95 ± 0.09 

Rutin (mg/L) 1.21 ± 0.18 3.75 ± 0.03 

Gallic acid (mg/L) 9.97 ± 1.17 81.07 ± 2.03 

Caffeic acid (mg/L) 6.49 ± 0.71 30.28 ± 2.00 
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Table 2. Effects of moderate consumption of red wine and grape juice on body 

weight and blood glucose, glycated hemoglobin levels and platelets number in STZ-

induced diabetic rats.  Values are expressed as mean ± S.D. Groups with different 

letters are statistically different (a,b,c P<0.05, n=10). ANOVA-Duncan's Test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Groups Body 
weight (g) 

Glucose 
(mg/dL) 

Glycated 
hemoglobin 
(mg/dL) 

Platelets 
(n/mm3) 

Control/saline 316 ± 8.1a 74.7± 2.4a 4.83± 0.8a 633.062±104.4a 

Control/GJ 303 ± 9.4a 80.2± 6.0a 3.95± 0.4a 701.687±80.4a 

Control/RW 289 ± 4.6a 74.2± 2.1a 4.15± 0.4a 809.142±95.4a 

Diabetic 
/saline 

169 ±15.4b 415.2± 75.1b 8.64± 1.6b 712.800±102.4a 

Diabetic/GJ 173 ± 7.4b 394.1± 40.5b 6.25± 2.4ab 656.167±101.4a 

Diabetic/RW 192± 11.4b 212.6± 30.1c 5.42± 2.4a 545.750±91.4a 
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Table 3. Effects of moderate consumption of red wine and grape juice on ADP-

induced platelet aggregation in STZ-induced diabetic rats.  The results are expressed 

as percentage of aggregation (mean±S.D). Groups with different letters are 

statistically different (a,b,c P<0.05, n=10). ANOVA-Duncan's Test. 

 

Groups 
Agonist 

ADP 5.0 μM ADP 10.0 μM 

Control/saline 31.4± 8.5a 39.8± 3.7a 

Control/GJ 33.0± 3.7b 36.1± 4.7a 

Control/RW 25.2± 5.2b 28.5± 2.5b 

Diabetic /saline 55.8± 5.5c 65.0± 4.4c 

Diabetic/GJ 37.3±5.7a 42.0± 3.2a 

Diabetic/RW 34.6±4.3a 41.4 ±2.7a 
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Table 4. Effects in vitro of resveratrol, caffeic acid, gallic acid, quercetin and rutin on 

ADA activity in platelets of diabetic (DT) and control (CT) rats. The results of ADA 

activity were expressed in units per liter (U/L) (mean±S.D). Groups with different 

letters are statistically different (a,b,c P<0.05, n=5). ANOVA-Duncan's Test. 

 

 

 

 

 

Concentra-
tions 

of 

phenols M) 

Platelets Resveratrol Caffeic 
acid 

Gallic 
acid 

Quercetin Rutin 

0 
CT 3.79±0.5 a 3.25±0.5 a 2.4±0.4 a 3.89±0.9a 2.30±0.4 a 

DT 7.60±1.5c 6.69±1.5c 5.3±0.2 b 6.70±1.1b 4.48±0.1b 

1 
CT 3.23±0.8a 3.64±0.8a 2.5±0.4 a 3.23±0.2a 2.25±0.4 a 

DT 4.25±1.1a 5.85±1.1c 4.9±0.3 b 5.54±0.4b 4.68 ±0.3 b 

25 
CT 2.55±0.4b 3.55±0.4a 3.1±0.6 a 3.95±0.6a 1.43±0.4 a 

DT 3.74±0.6 a 4.04±0.6 a 4.1±0.4ab 4.25±0.9a 3.73±0.2 b 

50 
CT 2.61±0.5 b 3.22±0.5a 2.9±0.1 a 2.61±0.2c 1.89±0.4 a 

DT 3.45±0.9 b 3.36±0.9 a 3.0±0.2 a 4.15±0.8a 2.42±0.5 a 

100 
CT 2.43±0.5 b 2.67±0.5 b 3.6±0.4 a 2.62±0.5c 1.95±0.4 a 

DT 2.56±0.5ab 2.96±0.5a 2.8±0.2 a 3.13±0.5a 1.70±0.1 a 

200 
CT 1.98±0.5b 2.46±0.5b 2.5±0.4 a 2.27±0.7c 2.12±0.4 a 

DT 2.06±0.5b 2.86±0.5ab 2.6±0.4 a 2.75±0.3c 1.93±0.4 a 
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Table 5. Effects in vitro of resveratrol, caffeic acid, gallic acid, quercetin and rutin on 

platelet aggregation using 10.0 μM ADP as agonist in STZ-induced diabetic rats.  

The results are expressed as percentage of aggregation (mean±S.D). Groups with 

different letters are statistically different (a,b, c, d P<0.05, n=5). ANOVA-Duncan's Test. 

 

 

 

 

 

 

 

Concentrations 

of  

plenols (M) 

Sam
ples 

Resveratrol 
Caffeic 
acid 

Gallic 
acid  

Quercetin  Rutin 

0 
CT 42.3±6.3a 42.3±6.3 a 42.3±6.3 a 42.3±6.3 a 42.3±6.3a 

DT 75.1±8.4 b 75.1±8.4 b 75.4±8.4 b 75.4±8.4 b 75.4±8.4 b 

25 
CT 38.6±2.6 a 44.7±6.2 a 39.8±6.3a 40.2±8.2a 45.1±9.3 a 

DT 55.4±6.9c 62.9±9.5bc 58.3±7.4 c 61.6±7.8 bc 55.3±6.3 c 

100 
CT 28.7±1.9 d 39.6±4.3a 31.6±8.1d 36.5±4.5 ad 40.7±9.3 a 

DT 43.6±4.8 a 51.7±8.7c 46.9±7.6 a 47.3±6.7 a 51.9±6.4c 

200 
CT 24.5±6.4d 31.3±8.7d 28.7±3.5 d 32.1±4.9 ad 34.5±7.8 d 

DT 38.6 ±9.1 a 41.4±5.4 a 39.4±4.7 a 35.8±5.1 a 45.6±6.3 a 
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LEGENDS 

Fig.1. Effects of moderate consumption of red wine and grape juice on NTPDase 

activity using ATP (A) and ADP (B) as substrate and on 5’-nucleotidase activity using 

AMP(C) as substrate in STZ-induced diabetic rats. Bars represent means ± S.D. 

Groups with different letters are statistically different (P< 0.05; n=10). ANOVA-

Duncan's Test. 

 

Fig. 2. Effects of moderate consumption of red wine and grape juice on E-NPP (A)  

and ADA (B) activities in STZ-induced diabetic rats.   Bars represent means ± S.D. 

Groups with different letters are statistically different (P< 0.05; n=10). ANOVA-

Duncan's Test. 

 

Fig. 3. Effects in vitro of resveratrol, caffeic acid and gallic acid on  ATP, ADP and 

AMP hydrolysis in platelets of diabetic and control rats.  Bars represent means ± S.D. 

Groups with different letters are statistically different (P< 0.05; n=5). ANOVA-

Duncan's Test. 

 

Fig. 4. Effects in vitro of quercetin and rutin on ATP, ADP and AMP hydrolysis in 

platelets of diabetic and control rats.  Bars represent means ± S.D. Groups with 

different letters are statistically different (P< 0.05; n=5). ANOVA-Duncan's Test. 

 

Fig. 5. Effects in vitro of combination of resveratrol, caffeic acid, quercetin and rutin 

on ATP, ADP and AMP hydrolysis in platelets of diabetic and control rats.  Final 

concentration of 20 M was resulting of combinations of forth phenols in the 

concentration of 5 M each.  Final concentration of 100 M was resulting of 

combinations of forth phenols in the concentration of 25 M each. Final concentration 

of 200 M was resulting of combinations of forth compounds in the concentration of 

50 M each. Bars represent means ± S.D. Groups with different letters are 

statistically different (P< 0.05; n=5). ANOVA-Duncan's Test. 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

Atualmente, a procura por compostos naturais ou sintéticos efetivos no 

tratamento do DM tem sido intensa. Compostos com propriedades antioxidantes e 

hipoglicêmicas têm sido usados com relativo sucesso no controle da hiperglicemia e 

do estresse oxidativo no diabetes. Dentre os vários compostos testados os polifenóis 

da uva, em especial o resveratrol, tem demonstrado inúmeras propriedades 

biológicas, destacando-se a atividade antioxidante (KUMAR et al. 2007), 

antiinflamatória (ZHU et al., 2008), cardioprotetora (GRESELE et al. 2007) e 

neuroprotetora (KING et al., 2006). Desta forma, considerando os efeitos 

promissores deste composto na prevenção e no tratamento de complicações 

diabéticas, em um primeiro momento neste estudo foi investigado os efeitos do 

tratamento com resveratrol (10 e 20 mg/kg) sobre os biomarcadores de estresse 

oxidativo em fígado e rins de ratos diabéticos induzidos por STZ (Artigo 1). 

Os resultados encontrados neste estudo indicam um aumento significativo na 

peroxidação lipídica em fígado e rins de ratos diabéticos. Estes resultados estão de 

acordo com vários outros que relatam um aumento nos níveis de TBARS em rins, 

fígado, soro e eritrócitos de animais com diabetes experimental (YILMAZ et  al., 

2004; LIKIDLILID et al., 2010) . Neste contexto, pode-se sugerir que a exposição a 

altos níveis de glicose em animais diabéticos pode elevar a geração de EROs 

através de mecanismos como a glicação não-enzimática de proteínas e auto-

oxidação da glicose. Como conseqüência, as EROs geradas em excesso interagem 

com os ácidos graxos poliinsaturados da membrana provocando danos na 

integridade estrutural e funcional dos tecidos hepático e renal, como evidenciado 

pelo aumento na deterioração oxidativa dos lipídeos da membrana celular no estado 

diabético. 

Além disso, o aumento da peroxidação lipídica em fígado e rins, encontrado 

neste estudo, pode ser devido ao aumento do estresse oxidativo resultante do 

decréscimo nos sistemas de defesa antioxidante celular (SANTINI et al., 1997). As 

enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px formam a primeira linha de defesa 

contra EROs no organismo. A diminuição na atividade destas enzimas pode levar a 

um acúmulo do ânion O2
•- e consequentemente do H2O2, que através da reação de 
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Fenton pode gerar radicais OH• altamente reativos, resultando na iniciação e 

propagação da peroxidação lipídica celular (MARITIM et al., 2003; PALSAMY et al., 

2010). Neste contexto, no presente estudo foi observada uma diminuição na 

atividade da SOD e da CAT em fígado e rins de ratos diabéticos associada a um 

aumento concomitante da peroxidação lipídica nestes tecidos. A redução na 

atividade da SOD e CAT observada neste estudo pode ser devido à inativação 

causada pelo acúmulo de radicais livres e/ ou pela glicação não-enzimática destas 

proteínas, a qual tem sido amplamente relatada no estado diabético (YAMAGISHI et 

al., 2005).  

Por outro lado, o tratamento com resveratrol preveniu o aumento dos níveis 

de TBARS e o decréscimo na atividade da SOD e da CAT em fígado e rins de ratos 

diabéticos, confirmando o papel deste polifenol na inativação de radicais livres e na 

defesa antioxidante. Estes resultados são consistentes com a redução do estresse 

oxidativo encontrada em outros estudos, onde o tratamento com resveratrol 

preservou a atividade de enzimas antioxidantes e impediu o aumento de peróxidos 

lipídicos nos tecidos e células sanguíneas de animais diabéticos (PANDEY & RIZVI, 

2009; PALSAMY & SUBRAMANIAN, 2011). Além disso, dados da literatura tem 

demonstrado que o resveratrol é capaz de regular a expressão do mRNA das 

enzimas antioxidantes (LEONARD et al., 2003; CAO & LI, 2004). Com base nestes 

resultados, pode-se sugerir que o resveratrol é capaz de modular a atividade da 

SOD e da CAT, o que pode ser muito importante, pois aumenta a capacidade de 

remoção de EROs no fígado e nos rins proporcionando maior proteção contra o 

dano oxidativo induzido pelo diabetes nestes tecidos. É importante notar, que a 

reativação da SOD promovida pelo resveratrol pode acelerar a dismutação do O2
•- 

para H2O2, o qual é rapidamente removido pela CAT protegendo o fígado e os rins 

de ratos diabéticos contra os radicais hidroxila e, conseqüentemente, impedindo a 

peroxidação lipídica destes tecidos (LEE et al., 2011). 

Juntamente com a diminuição na atividade das enzimas antioxidantes, neste 

estudo também se observou um decréscimo nos níveis de tióis não-protéicos 

(NPSH) e de vitamina C no fígado e rim de ratos diabéticos, corroborando com 

outros estudos que relatam uma redução nas defesas antioxidantes não-enzimáticas 

no diabetes (ARULSELVAN & SUBRAMANIAN, 2007; KADE et al., 2009). A 

diminuição nos níveis de NPSH e vitamina C em fígado e rim de ratos diabéticos 

pode ser atribuída a um aumento da utilização desses antioxidantes na remoção de 
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EROs (SHARMA et al., 2000). Além disso, a diminuição nos níveis de vitamina C 

pode estar associada à diminuição nos níveis de GSH, já que este tripeptídeo é 

necessário para regenerar o ácido ascórbico (LI et al., 2001).  No entanto, o 

tratamento com resveratrol restaurou os níveis de NPSH e de vitamina C em ratos 

diabéticos. Similarmente, em um estudo realizado por PALSAMY et al. (2010) o 

resveratrol preveniu a diminuição nos níveis de GSH no fígado e no pâncreas de 

ratos diabéticos. Estudos têm demonstrado que os polifenóis podem aumentar a 

atividade da enzima -glutamilcisteínil sintetase responsável pela síntese da GSH e 

simultaneamente aumentar o nível intracelular deste tripeptídeo (RODRIGO et al., 

2011). Neste contexto, pode-se sugerir que a prevenção do decréscimo no conteúdo 

de NPSH no fígado e rim de ratos diabéticos encontrado neste estudo pode ser em 

parte responsável pela diminuição na formação de EROS e consequentemente pela 

redução do estresse oxidativo observado em animais tratados com resveratrol. 

Por outro lado, a enzima δ-ALA-D é altamente sensível à presença de uma 

variedade de elementos pró-oxidantes, capazes de oxidar os grupos -SH desta 

enzima e inibir a sua atividade (NOGUEIRA et al., 2003; BRITO  et al., 2007). A 

inibição da δ-ALA-D pode prejudicar a biossíntese de heme e resultar no acúmulo do 

ácido aminolevulínico que, sob condições fisiológicas, pode ter efeitos pró-oxidantes 

que contribuem para o estresse oxidativo (BECHARA, 1996). No presente estudo, a 

atividade da δ-ALA-D foi inibida nos tecidos hepático e renal de ratos diabéticos. 

Estes resultados estão de acordo com dados encontrados tanto em humanos quanto 

no diabetes experimental, onde a inibição da δ-ALA-D é descrita e tem sido 

relacionada principalmente aos altos níveis de glicose e a produção excessiva de 

EROs (SOUZA et al., 2007, KADE et al., 2009). Assim, pode-se sugerir que a 

inibição da δ-ALA-D em fígado e rins de ratos diabéticos pode ser uma 

consequência tanto da glicação do resíduo de lisina no sítio ativo da δ-ALA-D, 

quanto da oxidação dos resíduos de cisteína da enzima pelas EROs (CABALLERO 

et al., 1998; FOLMER et al., 2003). Além disso, a diminuição da atividade da δ-ALA-

D encontrada neste estudo pode estar associada à redução das defesas 

antioxidantes nos tecidos hepático e renal de ratos diabéticos, em especial no 

conteúdo de NPSH, o qual é responsável pela prevenção da oxidação dos grupos-

SH essenciais para a atividade dessa enzima. 

O tratamento com resveratrol preveniu a inibição da δ-ALA-D em fígado e rim 

de ratos diabéticos, sugerindo que este composto pode impedir a oxidação de 
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grupos -SH  localizados no sítio ativo da δ-ALA-D e, conseqüentemente, a sua 

inibição. Pode-se sugerir que a prevenção do decréscimo no conteúdo de NPSH, 

bem como a diminuição do estresse oxidativo em ratos diabéticos tratados com 

resveratrol pode estar associado à prevenção no decréscimo da atividade da δ-ALA-

D. Além disso, estes resultados fortalecem a hipótese que a inibição da δ-ALA-D não 

está somente relacionada ao desenvolvimento de hiperglicemia, destacando a 

importância de antioxidantes como o resveratrol para minimizar os efeitos deletérios 

do diabetes na atividade desta importante enzima.  

Neste estudo também foi determinado à atividade das aminotransferases 

séricas, as quais têm sido consideradas indicadores sensíveis ao dano hepático 

(MOLANDER et al., 1955). Os danos nos hepatócitos alteram a função de transporte 

e permeabilidade da membrana, levando ao vazamento de enzimas das células 

(ELIZABETH & HARRIS, 2005). Portanto, a liberação acentuada da AST e ALT do 

citosol dos hepatócitos para a circulação e o aumento da -GT, uma enzima de 

membrana, indicam danos severos às membranas do tecido hepático durante o 

diabetes. Assim, o aumento das atividades da AST, ALT e -GT encontrada neste 

estudo pode ser interpretado como resultado da destruição das células do fígado ou 

alterações na permeabilidade da membrana, indicando que houve um dano 

hepatocelular grave nos ratos diabéticos. Contudo, a administração do resveratrol 

preveniu o aumento da atividade dessas enzimas, demonstrando o efeito protetor 

deste polifenol contra danos hepáticos induzidos pelo estado diabético. Estes 

resultados estão de acordo com os resultados encontrados em estudos com 

resveratrol e também com outros antioxidantes como a rutina, o ácido caféico e a 

quercetina (JANBAZ et al., 2004;  PALSAMY et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2010). 

Pode-se atribuir estes efeitos protetores do resveratrol à capacidade deste polifenol 

para conservar a integridade da membrana das organelas celulares no estado 

diabético. De fato, neste estudo o resveratrol foi capaz de impedir a peroxidação 

lipídica no tecido hepático. 

Além dos danos hepáticos, no presente estudo, ratos diabéticos também 

apresentaram danos renais que foram evidenciados pela elevação da uréia e 

creatinina sérica, que são consideradas marcadores importantes da disfunção renal 

(SHARMA et al., 2006). O resveratrol impediu o aumento nos níveis de uréia e 

creatinina em ratos diabéticos. Estes resultados sugerem que o resveratrol possui 

um potencial para atenuar a lesão renal causada pelo estado hiperglicêmico e isso 
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pode estar associado diretamente com a capacidade antioxidante deste polifenol, 

principalmente protegendo os rins contra danos oxidativos, como evidenciado neste 

e em outros estudos (HASSAN-KHABBAR et al., 2008). 

Assim, os resultados deste primeiro estudo demonstraram que o tratamento 

com resveratrol pode fornecer proteção eficaz contra o dano oxidativo em fígado e 

rins de ratos diabéticos, uma vez que este composto foi capaz de melhorar o 

sistema de defesa antioxidante enzimático e não-enzimático e prevenir a 

peroxidação lipídica nestes tecidos. Estes resultados podem ser atribuídos tanto a 

remoção direta de EROs pelo resveratrol quanto a uma possível modulação das 

enzimas antioxidantes, exercida por este composto. Além disso, estes resultados 

podem contribuir para uma melhor compreensão do papel hepatoprotetor e 

renoprotetor do resveratrol, enfatizando a influência deste antioxidante e outros 

polifenóis da dieta para a saúde humana, possivelmente prevenindo complicações 

hepáticas e renais associadas com o DM. 

Além das complicações hepáticas e renais, o diabetes está associado com 

importantes complicações vasculares, as quais têm sido consideradas como a 

principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes com esta endocrinopatia. 

Entre os fatores que contribuem para a condição pró-trombótica, presente no estado 

diabético, a hiperreatividade plaquetária desempenha um papel central 

(STRATMANN & TSCHOEPE, 2005; MOREL et al., 2011). Neste contexto, vários 

estudos experimentais e clínicos têm indicado que os polifenóis encontrados na uva, 

principalmente o resveratrol, e seus derivados como o vinho tinto e o suco são 

capazes de modular várias vias envolvidas na ativação plaquetária e no 

conseqüente crescimento de trombos, exercendo, assim, importantes efeitos 

cardioprotetores (SHANMUGANAYAGAM  et al., 2007; GRESELE et al., 2011). 

Dessa forma, considerando que as plaquetas possuem uma cascata de ecto-

enzimas responsável pela hidrólise de nucleotídeos de adenina, a qual desempenha 

um importante papel nos mecanismos de tromboregulação e alterações na sua 

atividade tem sido observada em várias patologias incluindo o diabetes testou-se, 

em um segundo momento, os efeitos do tratamento com resveratrol nestas enzimas 

em plaquetas de ratos diabéticos (Artigo 2). Tendo em vista os resultados 

promissores obtidos com o tratamento com resveratrol em um terceiro momento 

testou-se os efeitos da suplementação com vinho tinto e suco de uva sobre estas 

enzimas, bem como a agregação plaquetária em ratos diabéticos (Manuscrito 1). 
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Os resultados obtidos tanto no artigo 2 quanto no manuscrito 1  

demonstraram um aumento na atividade das enzimas NTPDase, E-NPP e 5’-

nucleotidase em plaquetas de ratos diabéticos. Estes resultados estão de acordo 

com estudos prévios do nosso grupo de pesquisa que também encontraram uma 

aumento na atividade da NTPDase e da 5’-nucleotidase em plaquetas de ratos 

diabéticos experimentalmente induzidos com aloxano, bem como em pacientes com 

diabetes tipo 2, demonstrando o importante papel destas enzimas no estado 

hiperglicêmico (LUNKES et al., 2003, 2004). Lunkes et al. (2008), encontraram um 

aumento na atividade da NTPDase e 5'-nucleotidase diretamente proporcional ao 

aumento nas concentrações de glicose e frutose in vitro, indicando a participação de 

altos níveis de glicose como um provável fator de interferência na atividade das 

ectonucleotidases.  

É importante ressaltar que a regulação da concentração de ADP e de 

adenosina extracelular é de grande importância devido aos efeitos fisiológicos 

destas moléculas no sistema vascular (BURNSTOCK et al., 2002).  O ADP é 

conhecido por induzir mudanças na forma e na agregação das plaquetas 

(ROZALSKI et al., 2005), enquanto a adenosina possui uma variedade de efeitos 

cardioprotetores, como vasodilatação e inibição da agregação plaquetária 

(BOROWIEC et al., 2006). Neste contexto e considerando estes resultados, o 

aumento na atividade das ectonucleotidases em plaquetas de ratos diabéticos pode 

ser relatado como uma resposta orgânica compensatória do organismo a fim de 

evitar processos trombóticos pela depleção do ADP e aumento na produção de 

adenosina.  

Por outro lado, é importante ressaltar que, apesar do aumento na hidrólise do 

ATP, ADP e AMP contribuindo para o aumento da produção de adenosina, 

encontrou-se uma elevação na atividade da ADA em plaquetas de ratos diabéticos. 

A ADA é uma importante enzima que degrada a adenosina para inosina, regulando 

estritamente as concentrações extracelulares deste nucleosídeo (FRANCO et al., 

1997). Portanto, um aumento na atividade desta enzima pode levar à rápida 

desaminação da adenosina, causando uma redução nos níveis deste nucleosídeo 

na circulação. Conseqüentemente, esta situação pode produzir um cenário favorável 

para o desenvolvimento de doenças vasculares no estado diabético, já que a 

adenosina tem um papel importante na prevenção de processos trombóticos 

(BOROWIEC et al., 2006). 
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 Neste estudo, o tratamento com resveratrol (10 e 20 mg/kg) aumentou a 

atividade da NTPDase, E-NPP e 5’-nucleotidase em plaquetas de ratos diabéticos 

(Artigo 2). Estes resultados demonstram que a modulação destas enzimas causadas 

pelo resveratrol tem um efeito benéfico no estado diabético, já que o aumento na 

hidrólise do ADP protege as plaquetas da agregação excessiva, contribuindo para o 

controle da hemostase e prevenindo condições pró-trombóticas no diabetes. Outro 

aspecto a ser discutido é que a atividade da ADA em ratos diabéticos tratados com 

resveratrol foi igual à encontrada no grupo controle. Assim, pode-se sugerir que o 

tratamento com resveratrol é capaz de manter um alto nível de adenosina no 

ambiente extracelular, o qual promove vasodilatação e tem um importante papel 

protetor sobre condições patofisiológicas causadas pelo estado hiperglicêmico.  

Similarmente aos resultados obtidos no tratamento com resveratrol, quando 

ratos diabéticos receberam suco de uva e vinho tinto também foi observado um 

aumento atividade da NTPDase, E-NPP e 5'-nucleotidase em plaquetas, indicando 

que o consumo de ambas as bebidas derivados da uva interfere com a sinalização 

purinérgica (Manuscrito 1). Este aumento na atividade das ectonucleotidases reflete 

uma maior degradação do ATP, ADP e AMP, resultando em um aumento na 

formação da adenosina. Neste sentido, pode-se sugerir que o consumo moderado 

de vinho tinto e suco de uva pode ter um efeito antiagregante, limitando a 

biodisponibilidade do ADP, o principal agonista da agregação plaquetária e 

promovendo a produção da adenosina, um agente vasodilatador e antiagregante, 

contribuindo para o controle da hemostasia no estado diabético. 

Em relação a estes resultados, é importante ressaltar que, embora tanto o 

suco de uva quanto o vinho tinto tenham aumentado a hidrólise do ATP, ADP e AMP 

em ratos diabéticos, observou-se um aumento significativamente maior na hidrólise 

de nucleotídeos em ratos diabéticos tratados com vinho tinto, quando comparado 

com aqueles tratados com suco de uva. É importante notar que os efeitos mais 

pronunciados observados em ratos que receberam vinho tinto podem estar 

associados com a presença do etanol. Dias et al. (2007) encontraram, em seu 

estudo, que doses mais baixas de etanol, similar aquelas encontradas no vinho tinto, 

aumentaram a atividade da NTPDase e 5'-nucleotidase em plaquetas, indicando um 

efeito estimulante do etanol na hidrólise dos nucleotídeos de adenina. Além disso, 

estes resultados estão de acordo com aqueles obtidos para o tratamento com 

resveratrol, que também provocou um aumento a atividade das ectonucleotidases 
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em plaquetas de ratos diabéticos. Assim, pode-se sugerir que o etanol e o 

resveratrol podem agir sinergicamente (RENAUD & LORGERIL, 1992; DI 

CASTELNUOVO et al., 2002)  na modulação da via de ectonucleotidases, 

potencializando os efeitos do vinho tinto sobre a hidrólise dos nucleotídeos de 

adenina, enquanto que no suco de uva a ativação pode estar relacionada somente 

aos efeitos do resveratrol. 

Outro aspecto importante a ser discutido é que o tratamento com vinho tinto e 

suco de uva preveniu o aumento da atividade da ADA em plaquetas de ratos 

diabéticos. Baseado nestes resultados pode-se sugerir que o suco de uva e o vinho 

tinto preservam os níveis de adenosina na circulação, os quais agem sobre 

receptores de adenosina das plaquetas podendo inibir a agregação plaquetária e 

promover a vasodilatação, prevenindo complicações vasculares causadas pelo 

estado hiperglicêmico (KOCH et al., 1992; MELZIG,1996). De fato, estudos têm 

mostrado que compostos polifenólicos presentes no vinho tinto e suco de uva podem 

inibir o processo de formação de trombos (COOPER et al., 2004; BERTELLI, 2007; 

DOHADWALA & VITA, 2009). Assim, estes resultados apóiam a hipótese de que 

uma das maneiras pela qual o suco de uva e o vinho tinto exercem ação 

cardioprotetora pode ser através do aumento nos níveis de adenosina, já que ambas 

as bebidas derivadas da uva têm demonstrado inibir a atividade da ADA. 

Um dado relevante deste estudo é que a agregação plaquetária induzida pelo 

ADP foi significativamente maior em ratos diabéticos. Corroborando com esses 

resultados, diversos estudos têm relatado que as plaquetas de pacientes e animais 

diabéticos mostram uma hipersensibilidade para agentes pró-agregantes fisiológicos 

como ADP, colágeno e tromboxano (MATSUNO et al, 2005; SCHÄFER & 

BAUERSACHS, 2008; HAOUARI & ROSADO, 2008).  Contudo, a suplementação 

com vinho tinto e suco de uva preveniu o aumento na agregação plaquetária em 

ratos diabéticos. Estes resultados são consistentes com vários estudos que 

demonstraram que tanto o vinho tinto quanto o suco de uva podem reduzir a 

agregação plaquetária, através da redução da concentração plasmática de 

tromboxano, ADP e trombina disponíveis para a agregação plaquetária (PACE-

ASCIAK et al., 1996; FREEDMAN et al., 2001; GRESELE et al., 2008). Neste 

contexto, é importante ressaltar que o aumento na hidrólise do ADP pelo suco de 

uva e pelo vinho tinto, associados com a prevenção do aumento da atividade da 
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ADA pode ser um mecanismo potencial pelo qual estas bebidas inibem a agregação 

plaquetária induzida pelo ADP em ratos diabéticos.  

Por outro lado, há evidências de que a hiperglicemia contribui para uma maior 

reatividade e agregabilidade plaquetária, particularmente através da geração de 

EROs e pela glicação de proteínas da membrana das plaquetas (FREEDMAN et al,. 

2008; HASEGAWA et al., 2008). Neste estudo, observou-se um aumento nos níveis 

de hemoglobina glicada, que pode ser um indicativo de que as proteínas das 

plaquetas também estão sofrendo glicosilação não-enzimática. Interessantemente, o 

tratamento com vinho tinto e suco de uva preveniu o aumento nos níveis de 

hemoglobina glicosilada em ratos diabéticos, sugerindo que o consumo moderado 

dessas bebidas pode impedir a glicação não-enzimática das proteínas das plaquetas 

e, consequentemente, danos funcionais e estruturais que contribuem para 

hiperagregabilidade plaquetária e formação de trombos no estado diabético 

(MONTILLA et al., 2004; WU & YEN, 2005).   

Além disso, vários estudos têm indicado que o estresse oxidativo que 

acompanha o diabetes pode induzir disfunção endotelial e aumentar a reatividade 

plaquetária através de efeitos diretos sobre as plaquetas, como o aumento da 

peroxidação lipídica e a depleção dos sistemas de defesa antioxidante (SCHÄFER & 

BAUERSACHS, 2008; FREEDMAN et al,. 2008). No entanto, os polifenóis presentes 

no vinho tinto e no suco de uva são potentes antioxidantes, protegendo muitos 

tecidos e células, incluindo as plaquetas, dos danos causados pelo estresse 

oxidativo (OLAS & WACHOWICZ, 2005; RODRIGO et al., 2011). Com base nesses 

resultados pode-se sugerir que as fortes propriedades antioxidantes do vinho tinto e 

do suco de uva podem contribuir para a prevenção do aumento da agregação 

plaquetária encontrada em ratos diabéticos tratados com ambas as bebidas 

derivadas de uva. 

Os resultados deste estudo estão de acordo com vários trabalhos 

demonstrando os efeitos protetores do moderado consumo do vinho tinto e do suco 

de uva na redução de fatores de risco associados com várias doenças 

degenerativas, incluindo o diabetes e doenças cardiovasculares (LEIFERT & 

ABEYWARDENA, 2008; SZKUDELSKA & SZKUDELSKI, 2010; GRESELE et al., 

2011; FOTI et al., 2011). Inicialmente, os efeitos cardioprotetores de vinho tinto 

foram atribuídos apenas ao etanol, que em baixas concentrações tem efeitos 

antiagregantes (GRONBAEK et al. 2000). No entanto, estudos indicam que o vinho 
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apresenta benefícios superiores aos observados em outras bebidas alcoólicas, 

indicando que fatores não-alcoólicos do vinho podem também desempenhar um 

papel protetor (KLATSKY et al., 2003) Fortalecendo esta hipótese o suco de uva 

também apresentou propriedades inibidoras da agregação plaquetária, o que sugere 

que os polifenóis da uva, e não somente o etanol, podem contribuir para os efeitos 

antitrombóticos do vinho.  

No entanto, neste estudo os efeitos do vinho tinto sobre a agregação 

plaquetária e atividade das ectonucleotidases foram mais pronunciados quando 

comparados para os efeitos do suco de uva.  Notadamente, tem sido reportado que 

o álcool aumenta a absorção intestinal e, conseqüentemente, a biodisponibilidade 

dos polifenóis do vinho tinto, além de evitar a precipitação destes compostos no trato 

digestivo (SERAFINI  et al., 1997; DRAGONI et al., 2006). Neste contexto, pode-se 

sugerir que a potencialização dos efeitos antitrombóticos do vinho tinto encontrada 

neste estudo pode ser conseqüência tanto do sinergismo entre os vários compostos 

polifenólicos do vinho com o etanol e/ou a maior absorção e biodisponibilidade dos 

polifenóis em ratos diabéticos que receberam vinho tinto em comparação com o 

suco de uva. 

Reforçando essa linha de raciocínio, o próximo conjunto de experimentos foi 

realizada a fim de verificar os efeitos dos principais polifenóis do vinho tinto e do 

suco de uva, como o resveratrol, ácido caféico, ácido gálico, quercetina, rutina sobre 

a atividade da NTPDase, 5 - nucleotidase e da ADA e agregação plaquetária em de 

ratos diabéticos sob condições in vitro. 

Quando testados in vitro, o resveratrol, ácido gálico e o ácido caféico 

aumentaram a hidrólise do ATP, ADP e AMP, enquanto a quercetina e a rutina 

decresceram a hidrólise destes nucleotídeos em plaquetas de ratos diabéticos. A 

partir desses resultados, pode-se considerar que estes polifenóis atuam através de 

mecanismos diferentes sobre as ectonucleotidases. Como mencionado acima, neste 

estudo o tratamento ex vivo com vinho tinto e suco de uva aumentou a atividade da 

NTPDase e 5'-nucleotidase em ratos diabéticos. Assim, embora todos os polifenóis 

testados estejam presentes em ambas as bebidas da uva, os efeitos de ativação do 

resveratrol, ácido gálico e ácido caféico sobre as ectonucleotidases parecem 

prevalecer sobre os efeitos inibitórios da quercetina e rutina. De fato, quando os 

efeitos in vitro da combinação do resveratrol, ácido caféico, quercetina e rutina foram 

testados observou-se um aumento na hidrólise do ATP, ADP e AMP, confirmando 
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que os efeitos do resveratrol e ácido cafeíco são predominantes sobre a atividade 

das ectonucleotidases. 

De maneira muito interessante, estudos têm demonstrado que o ácido 

cafeíco, a catequina e o resveratrol atuam de forma sinérgica, o que garante a 

atividade biológica destes compostos, como a inibição do estresse oxidativo e da 

agregação plaquetária, apesar das baixas concentrações plasmáticas destes 

polifenóis após o consumo moderado de vinho tinto (PIGNATELLI et al., 2006). Além 

disso, estudos indicam que a quercetina interfere com a sulfatação e glicuronidação 

do resveratrol no fígado, aumentando sua biodisponibilidade (DE SANTI et al., 2000) 

Baseado nestes resultados é possível sugerir que o resveratrol e o ácido caféico 

possam estar agindo sinergicamente no aumento da hidrólise dos nucleotídeos, 

enquanto que a quercetina, apesar dos efeitos opostos sobre as ectonucleotidases, 

pode contribuir indiretamente para os efeitos do resveratrol, através do aumento da 

biodisponibilidade deste composto.  

Por outro lado, quando testados in vitro, o resveratrol, o ácido gálico, o ácido 

caféico, a quercetina e a rutina inibiram a atividade da ADA em plaquetas de ratos 

diabéticos. Estes resultados são consistentes com os encontrados no tratamento ex 

vivo com suco de uva e vinho tinto em plaquetas de ratos diabéticos, sugerindo que 

estes compostos podem atuar de forma combinada, a fim de aumentar os níveis de 

adenosina na circulação, desempenhando um importante papel cardioprotetor no 

estado diabético. 

Além disso, todos os compostos polifenólicos da uva testados in vitro neste 

estudo diminuíram a agregação plaquetária induzida pelo ADP em ratos diabéticos, 

sugerindo que os efeitos sinérgicos destes polifenóis podem contribuir para a 

diminuição da agregação plaquetária em ratos diabéticos tratados com vinho tinto e 

suco de uva. Estes resultados estão de acordo com vários estudos que demonstram 

que o resveratrol, a quercetina, o ácido caféico, o ácido gálico e a rutina têm efeitos 

inibitórios sobre a agregação plaquetária no estado diabético (OLAS et al., 2002; 

GUERRERO et al., 2007; GRESELE et al., 2011). Entre os vários mecanismos 

propostos, é possível inferir, com base nos resultados encontrados neste estudo, 

que o resveratrol, o ácido gálico e o ácido caféico podem reduzir a agregação 

plaquetária, através do aumento da atividade da NTPDase e da 5'-nucleotidase, 

reduzindo os níveis de ADP e aumentando os níveis de adenosina. Contudo, a rutina 

e a quercetina devem reduzir a agregação plaquetária através de um mecanismo 
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diferente da via das ectonucleotidases, uma vez que estes flavonóides inibiram a 

hidrólise do ADP, o principal agonista da agregação plaquetária. Wright et al. (2009) 

demonstraram que as plaquetas podem participar do metabolismo dos flavonóides. 

Em especial, a quercetina e seu metabólito plasmático 4'-0-metil quercetina, são 

internalizados pelas plaquetas e metabolizados pela adição de grupo sulfatos e os 

compostos formados podem inibir a ativação plaquetária por antagonizar receptores 

de superfície como os receptores de estrógeno e tromboxano A2 (GUERRERO et 

al., 2007; WRIGHT et al., 2009). 

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo demonstram que, a 

modulação da atividade das ecto-enzimas nas plaquetas pode ser um dos 

mecanismos pelo qual o resveratrol, o vinho tinto e o suco de uva podem prevenir e 

reduzir anormalidades plaquetárias e, consequentemente, complicações vasculares 

no estado diabético. Além disso, o tratamento com resveratrol pode fornecer 

proteção eficaz contra os danos oxidativos no fígado e nos rins de ratos diabéticos, 

suportando as propriedades antioxidantes atribuídas a este polifenol.  Em conjunto, 

estes resultados são muito importantes do ponto de vista clínico, porque reforçam os 

diversos benefícios para a saúde, em especial para a prevenção de complicações 

diabéticas, que podem ser obtidos através da ingestão de dois copos de vinho tinto 

ou suco de uva por dia, o que pode fornecer cerca de 40% dos polifenóis 

antioxidantes totais presentes em uma dieta saudável, bem como uma série de 

polifenóis, altamente benéficos como o resveratrol.  

 

 

 

 

 

 

 



5. CONCLUSÕES 

 

 

 O decréscimo na atividade da SOD, CAT e dos níveis de vitamina C e NPSH 

acompanhado pelo aumento nos níveis de TBARS em fígado e rins de ratos 

diabéticos sustenta a ocorrência do estresse oxidativo nesta patologia. No 

entanto, o tratamento com resveratrol forneceu proteção eficaz contra os danos 

oxidativos no fígado e no rim de ratos diabéticos, uma vez que este composto 

preveniu decréscimo no sistema de defesa antioxidante enzimático e não-

enzimático e preveniu a peroxidação lipídica nestes tecidos. 

 

 A atividade da -ALA-D hepática e renal foi inibida em ratos diabéticos. O 

tratamento com resveratrol preveniu esta inibição enfatizando a importância de 

compostos antioxidantes para minimizar os efeitos deletérios do diabetes na 

atividade desta importante enzima.  

 

 A atividade das enzimas NTPDase, E-NPP, 5’-nucleotidase e ADA aumentou em 

ratos diabéticos. Isto indica que a adenosina produzida pela hidrólise dos 

nucleotídeos de adenina é rapidamente consumida pela ADA não exercendo 

seus efeitos cardioprotetores. O tratamento com resveratrol, vinho tinto e suco de 

uva potencializou a ativação da NTPDase, E-NPP, 5’-nucleotidase e preveniu o 

aumento da  atividade da ADA indicando que  tanto o resveratrol quanto os 

produtos  derivados da uva  são capazes de modular a hidrólise dos nucleotídeos 

de adenina, o que pode contribuir para o controle dos mecanismos de 

tromboregulação no diabetes. 

 

  A suplementação com suco de uva e vinho tinto preveniu o aumento da 

agregação plaquetária em ratos diabéticos sugerindo que estes produtos têm um 

importante papel na prevenção de processos trombóticos no estado diabético. 

 
 

  Quando testados in vitro, o resveratrol, o ácido gálico e o ácido caféico 

aumentaram a hidrólise do ATP, ADP e AMP, enquanto a quercetina e a rutina 
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decresceram a hidrólise destes nucleotídeos em plaquetas de ratos diabéticos, 

sugerindo que estes polifenóis podem estar atuando por mecanismos diferentes 

sobre as enzimas, provavelmente devido a sua diferença estrutural. 
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