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O diabetes mellitus (DM) é um importante problema de saúde que afeta a população 
mundial. Alterações na morfologia e na função das plaquetas, observadas no estado 
diabético, têm sido consideradas agravantes importantes para as complicações 
vasculares desta patologia. As plaquetas apresentam propriedades relevantes na 
trombogênese, como a liberação de ADP, molécula capaz de induzir a agregação 
plaquetária. A adenosina, proveniente da hidrólise do ATP e ADP, por sua vez, 
possui propriedades antiagregantes. O controle dos níveis extracelulares destas 
moléculas e a consequente sinalização purinérgica por elas induzidas é realizado 
pelas ectoenzimas NTPDase (Nucleotídeo Trifosfato Difosfoidrolase), 5'-nucleotidase 
e adenosina desaminase (ADA). Nesse contexto, estudos têm revelado que os 
compostos fenólicos possuem a capacidade de modular a atividade das 
ectoenzimas. Dentre estes compostos, o ácido caféico, encontrado naturalmente no 
café e em diversas frutas, legumes e ervas, tais como alcachofra, maçã e pêra, 
possui um amplo espectro de atividades farmacológicas, como propriedades 
antiplaquetárias. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito do 
tratamento com ácido cafeico na atividade das ectoenzimas NTPDase, 5’-
nucleotidase e ADA em plaquetas, bem como no tempo de coagulação sanguínea 
de ratos diabéticos do tipo 1. Para isso, ratos machos Wistar foram divididos em seis 
grupos (n=8-10): Controle/óleo, Controle ácido caféico 10mg/kg, Controle ácido 
caféico 50mg/kg, Diabético/óleo, Diabético/ácido caféico 10mg/kg, Diabético/ácido 
caféico 50mg/kg. Os animais foram tratados via oral durante 30 dias. Os resultados 
obtidos demonstraram uma redução significativa na hidrólise do ADP e AMP, assim 
como no tempo de coagulação sanguínea, além de um aumento significativo na 
atividade da ADA em ratos diabéticos quando comparamos com o grupo controle. O 
tratamento com o ácido caféico aumentou a hidrólise do ADP e AMP e o tempo de 
coagulação sanguínea, enquanto preveniu o aumento da atividade da ADA. Assim, 
os resultados obtidos indicam que o ácido caféico foi capaz de modular a atividade 
das ectoenzimas e aumentar o tempo de coagulação sanguínea em ratos Wistar 
diabéticos tipo 1.  
 
Palavras-chave: Diabetes, complicações vasculares, ectoenzimas, compostos 
naturais, ácido caféico. 
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Diabetes mellitus (DM) is an important health problem that affects worldwide human 
population. Changes in the platelet morphology and function observed in diabetes 
have been considered an important aggravating to the vascular complications in this 
pathology. Platelets have relevant properties to thrombogenesis, such as the release 
of ADP, a molecule capable of inducing platelet aggregation. Adenosine, derived 
from the hydrolysis of ATP and ADP, in turn has antiagreggant properties. The 
control of extracellular levels these molecules and subsequent purinergic signaling 
induced by them is carried out by enzymes NTPDase (Nucleotide Triphosphate 
Diphosphohydrolase), 5'-nucleotidase and adenosine deaminase (ADA). In this 
context, studies have revealed that the phenolic compounds have capacity of 
modulate the activity of the ectoenzymes. Among these compounds, caffeic acid, 
found naturally in coffee and in various fruits, vegetables and herbs, such as 
artichoke, apple and pear has a wide spectrum of pharmacological activities, such as 
antiplatelet properties. Thus, the aim of this study was to evaluate the treatment 
effect of caffeic acid on ectoenzymes NTPDase, 5’-nucleotidase and ADA activity in 
platelets as well as the blood coagulation time of diabetic rats type 1. For this, male 
wistar rats are divided into 6 groups (n= 8-10): Control/Oil; Control/Caffeic acid 
10mg/kg; Control/Caffeic acid 50mg/kg; Diabetic/Oil; Diabetic/Caffeic acid 10 mg/kg 
and Diabetic/Caffeic acid 50 mg/kg, treated during 30 days, via gavage. The results 
demonstrated a significant decrease on ADP and AMP hydrolysis, as well as on 
blood coagulation time, besides a significant increase on ADA activity in diabetic rats 
compared to control group. Treatment with caffeic acid increased ADP and AMP 
hydrolysis and blood coagulation time, while prevented the increase in ADA activity. 
With this experiment, it was possible to demonstrate that the caffeic acid was able to 
modulate the ectoenzymes activities and increase the blood coagulation time in type 
1 diabetic rats. 
 
Keywords: Diabetes, vascular complications, ectoenzymes, natural compounds, 
caffeic acid.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Diabetes Mellitus (DM) é um dos maiores problemas de saúde pública no 

mundo, situando-se entre as cinco principais causas de morte (DIRETRIZES DA 

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2013). A estimativa da Organização 

Mundial da Saúde é de que cerca de 347 milhões de pessoas no mundo tenham 

diabetes e que esse número possa dobrar até 2030 e que, anualmente, mais de 1 

milhão de pessoas morrem devido às complicações diabéticas (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2009). No Brasil, estima-se que 12 milhões de pessoas sejam 

portadoras da doença (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2012), sendo que 

boa parte das pessoas que têm diabetes desconhece a sua própria condição, 

tornando necessário entender essa patologia e suas consequências letais.  

Em condições metabólicas normais, os níveis sanguíneos de glicose são 

mantidos dentro de uma estreita faixa, através de mecanismos homeostáticos 

realizados por modulação hormonal. Dois hormônios são os reguladores básicos: 

glucagon e insulina, secretados e liberados pelas células alfa e beta pancreáticas, 

respectivamente. Nos períodos de jejum, o glucagon, é responsável pelo estímulo da 

gliconeogênese e glicogenólise pelo fígado, e após a ingestão de alimentos ricos em 

carboidratos, a insulina, principal modulador da homeostase glicêmica, estimula a 

captação e utilização da glicose pelos diferentes tecidos, mantendo os níveis de 

glicose sanguínea dentro de seus limites aceitáveis (TIWARI & RAO, 2002). 

A insulina, potente hormônio anabólico, é secretada pelas células β das 

ilhotas de Langerhans do pâncreas após as refeições, quando ocorre um aumento 

da concentração de glicose e aminoácidos no sangue. Esse hormônio ainda 

promove a síntese e armazenamento, além de inibir a quebra e liberação de 

carboidratos, proteínas e lipídios para a corrente sanguínea (PESSIN & SALTIER, 

2000; SALTIER & KAHN, 2001).  

 Quando ocorre uma destruição das células β do pâncreas com consequente 

redução na secreção da insulina ou então uma resistência dos tecidos corporais a 

esse hormônio, a captação da glicose sanguínea pelos tecidos fica comprometida, o 

que resulta em um acúmulo de glicose no sangue (hiperglicemia), quadro que 

caracteriza a desordem metabólica chamada DM (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2012).   



14 

 

A subdivisão do DM segundo a American Diabetes Association (ADA, 2012) 

compreende quatro classes clínicas: 

• DM Tipo 1 (DM1): caracterizado pela deficiência absoluta de insulina 

resultante da destruição das células β pancreáticas; 

• DM Tipo 2 (DM2): associado à resistência insulínica, resultante de um 

defeito em sua secreção; 

• DM gestacional (DMG): diagnosticada durante a gravidez; 

• Outros tipos de diabetes devido a diversas causas, tais como: defeitos 

genéticos nas células β, defeitos genéticos na ação da insulina, doenças do 

pâncreas e indução química por drogas. 

A grande maioria dos pacientes diabéticos pertence a uma das duas primeiras 

classes etiopatogênicas (DM 1 e DM 2) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 

2012).  

O DM1 (antigamente denominado diabetes mellitus dependente de insulina), 

que compreende cerca de 10% do total de casos, manifesta-se principalmente 

quando o paciente é ainda jovem e caracteriza-se pela severa ou total destruição 

das células β pancreáticas, geralmente causada por processo autoimune, levando 

ao estágio de deficiência absoluta de insulina (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013).  

Apesar de menos frequente, esse tipo de DM representa uma preocupação 

significativa de saúde, visto que comumente se desenvolve em pessoas com menos 

de 30 anos de idade, as quais se tornam dependentes da administração de insulina 

durante toda a vida (DANEMAN, 2006). 

O DM 2 (previamente conhecido como diabetes mellitus não dependente de 

insulina) afeta cerca de 90% dos pacientes diabéticos e manifesta-se geralmente em 

pessoas adultas com idade superior aos 40 anos. É resultante principalmente da 

resistência à insulina (liberam o hormônio normalmente, mas este não consegue 

exercer seus efeitos corretamente) e/ou da deficiência na secreção deste hormônio 

pelas células beta pancreáticas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,  2012). 

Sua incidência está aumentando dramaticamente e está associada às alterações 

comportamentais do ser humano, ao estilo de vida sedentário e a obesidade 

(LAAKSO, 2001; INZUCCHI & SHERWIN, 2010b; HU, 2011). Ao contrário do que 

acontece com os portadores de DM1, o DM2 não necessita de reposição de insulina 

(GIACCO & BROWNLEE, 2010). 
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A maioria dos pacientes com diabetes manifestam a curto-prazo um quadro 

clássico de poliúria, polidipsia, perda de peso e polifagia. Esses sintomas são 

frequentes na população diabética, porém a ausência dos mesmos é comum em 

muitos pacientes e não descarta a possibilidade de existência de hiperglicemia e 

consequentes alterações funcionais antes mesmo do diagnostico ser estabelecido 

(ATKINSON & EISENBARTH, 2001).   

Em longo-prazo, o diabetes pode ocasionar danos em vários órgãos, 

especialmente: olhos, rins, vasos sanguíneos, coração, nervos periféricos e cérebro 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009), o que pode acarretar em 

complicações como retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica e amputações, que 

estão relacionadas com as altas taxas de morbidade e mortalidade. Além disso, os 

diabéticos apresentam um aumento da agregação plaquetária, elevando o risco de 

desenvolvimento de doença cardiovascular, causa de redução de sobrevida nesses 

pacientes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).  

A retinopatia diabética, resultado do dano cumulativo nos pequenos vasos, é 

uma das mais importantes causas de cegueira. Aproximadamente 10% das pessoas 

desenvolvem grave prejuízo visual e cerca de 2% tornam-se cegas após 15 anos do 

diagnóstico de diabetes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). O DM é uma 

das maiores causas do desenvolvimento de nefropatia com evolução para 

insuficiência renal, importante causa de morbidade e mortalidade, particularmente 

em pacientes com DM1, dos quais 30 a 35% estão suscetíveis a esta complicação 

(INZUCCHI & SHERWIN, 2010a). Além disso, a doença pode resultar em 

neuropatia, que pode levar ao desenvolvimento de úlceras nos pés e amputações 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).   

Adicionalmente, o risco do desenvolvimento de doença cardiovascular e 

acidente vascular cerebral é muito elevado em diabéticos quando comparamos com 

indivíduos aparentemente saudáveis. Essas duas principais complicações do estado 

diabético são responsáveis por 50% das mortes desses indivíduos (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2009). Além disso, o risco de morte entre os portadores 

de diabetes é pelo menos o dobro do risco constatado para pessoas com 

semelhantes características, mas que não apresentam a doença (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2009). 

O diagnóstico do DM deve ser feito precocemente já que as complicações 

diabéticas podem ser evitadas com mudanças no estilo de vida e correções na 
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hiperglicemia (GROSS et al., 2002).  O diagnóstico do DM 1 geralmente acontece 

logo após o aparecimento da hiperglicemia, visto que esses pacientes apresentam 

sintomas agudos e o nível glicêmico marcantemente elevado. Diferentemente, o DM 

2 é dificilmente diagnosticado até que suas complicações apareçam (AMERICAN 

DIABETES ASSOCIATION,  2012).  

Na prática clínica, o diagnóstico é realizado através de testes de glicemia e de 

testes de hemoglobina glicada (A1c). Os testes de glicemia (glicose de jejum e teste 

oral de tolerância à glicose – TOTG) refletem o nível glicêmico no momento exato do 

teste, já os testes de hemoglobina glicada refletem a glicemia média dos últimos dois 

a quatro meses (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2008).  

Como a hiperglicemia define o diagnóstico do DM, o controle glicêmico é 

fundamental no manejo da doença. No DM 1 o foco principal é a reposição diária de 

insulina e monitorização, além de um estilo de vida saudável, o que aprimora a 

saúde e facilita a terapia insulínica. Existe uma variedade de preparados insulínicos 

altamente purificados disponíveis no mercado. Entretanto, o mesmo preparado pode 

apresentar respostas diferentes em um único paciente, já que o local da 

administração e a magnitude da dose de insulina influenciam a duração e o pico da 

maioria dos preparados insulínicos (INZUCCHI & SHERWIN, 2010a). 

Para os pacientes com DM 2 é frequentemente indicada a prescrição de 

antidiabéticos orais, os quais são escolhidos levando em conta aspectos individuais 

do individuo. Além do uso desses fármacos, mudanças no estilo de vida, como 

alimentação saudável, prática de exercícios físicos, redução de peso e abandono de 

vícios (fumo, álcool, entre outros) são de extrema importância (INZUCCHI & 

SHERWIN, 2010b).  

O crescente aumento da incidência do diabetes e suas complicações 

catastróficas que se traduz tanto em mortes prematuras e incapacidade para o 

trabalho, quanto por custos elevados associados ao seu controle e tratamento, têm 

estimulado diversas pesquisas nessa área da endocrinologia. Dessa forma, modelos 

experimentais têm sido amplamente utilizados a fim de colaborar para aprimorar a 

compreensão das causas, consequências e tratamento desta endocrinopatia.  

Agentes diabetogênicos como a estreptozotocina (STZ) têm sido muito 

utilizados em estudos experimentais por reproduzirem nos animais um quadro de 

alterações metabólicas e sintomas semelhantes aos que ocorrem no diabetes 

naturalmente adquirido (WU & HUAN, 2008).  
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A STZ é um antibiótico de amplo espectro, que, quando administrado em 

animais causa destruição seletiva nas células β pancreáticas, resultando em severa 

deficiência de insulina e instalação do quadro de hiperglicemia (MARITIM et al., 

2003; WU & HUAN, 2008). Essa toxicidade dirigida para as células β é devida à 

similaridade de sua estrutura com a da glicose, o que permite que a STZ seja 

transportada para interior da célula β através do transportador de glicose GLUT-2, o 

qual é altamente expresso pelas células produtoras de insulina (SCHNEDL et al., 

1994).   

O mecanismo de ação da STZ está relacionado com a morte das células 

pancreáticas através da toxicidade causada pela produção excessiva de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), o que acarreta em deficiência de insulina (WU & 

HUAN, 2008; AGGARWAL & HARIKUMAR, 2009). Após administrado, esse 

antibiótico destrói as células β pancreáticas e induz a quebra do DNA pelas EROs. A 

poli sintase (ADP-ribose), enzima responsável pelo reparo do DNA é ativada e 

necessita de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) para realizar essa função. O 

aumento na atividade desta enzima pode levar a uma depleção de NAD, o qual é 

necessário para a produção de insulina. Desta forma, torna-se impossível produzir 

insulina nas células pancreáticas (Figura 1) (TAKAMA et al., 1995).  

Como já mencionado anteriormente, uma das principais complicações 

diabéticas é o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (RAHIMI et al., 2005; 

SINGER et al., 2014)  No estado diabético, as anormalidades favorecem o estado 

pró-trombótico, o que é capaz de alterar a atividade de muitas células, entre elas as 

plaquetas e o endotélio, o que eleva o risco de evolução para aterosclerose, 

importante fator de risco cardiovascular (STRATMANN; TSCHOEPE, 2005; 

ALEXANDRU; POPOV; GEORGESCU, 2012).  
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Figura 1. Mecanismo de ação da estreptozotocina. Fonte: Pickup & Williams (1997) com 

adaptações. 
 

As plaquetas são corpúsculos anucleados presentes no sangue e derivados 

de células gigantes multinucleadas da medula óssea que desempenham importante 

função no processo de coagulação sanguínea (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004). 

Suas principais funções incluem a adesão, a agregação e a secreção de substâncias 

contidas nos grânulos citoplasmáticos (LORENZI et al., 2003).  

Comumente, as plaquetas encontram-se em seu estado inativo (EVERTS et 

al., 2006). Quando ocorre lesão de um vaso sanguíneo, as plaquetas são expostas 

ao colágeno e são ativadas, iniciando-se uma série de processos que visam evitar a 

hemorragia. Uma vez ativadas, as plaquetas se modificam morfologicamente, 

passando da forma discóide a irregular, desenvolvem pseudópodes a partir da 

membrana que promovem a agregação plaquetária, e, posteriormente, ocorre a 

liberação de seus grânulos (EVERTS et al., 2006). Dessa forma, as plaquetas são 

responsáveis pela hemostasia, pois promovem a agregação plaquetária, evitando a 

hemorragia e auxiliando na reparação dos vasos sanguíneos lesionados (GACHET, 

2006).  

Uma série de estudos têm demonstrado que as plaquetas de pacientes 

diabéticos apresentam alterações na sua morfologia e na sua função, além de exibir 

hiper-reatividade com exagerada adesão, ativação e agregação, fato este que tem 

sido considerado agravante importante para a patogênese das complicações 
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vasculares desta endocrinopatia (HAOUARI & ROSADO, 2008; FERREIRO; 

ANGIOLILLO, 2011; ROZALSKI et al., 2014).  

Nesse contexto, a sinalização purinérgica tem sido associada a uma 

variabilidade de desordens relacionadas ao sistema cardiovascular e é uma 

importante via de comunicação celular mediada por nucleotídeos e nucleosídeos 

(BURNSTOCK; KNIGHT, 2004).  

A sinalização purinérgica envolve três principais constituintes: os nucleotídeos 

de adenina e seu nucleosídeo correspondente; os receptores através dos quais eles 

exercem suas funções e as ectoenzimas responsáveis pela hidrólise e controle dos 

níveis extracelulares destas moléculas (ATKINSON et al., 2006).  

Os nucleotídeos extracelulares de adenina, ATP, ADP e o seu nucleosídeo 

correspondente, a adenosina, representam um importante grupo de moléculas 

sinalizadoras, que modulam diversos processos fisiológicos e patológicos em 

diversos tecidos através de seus receptores localizados na superfície celular (ILLES 

E RIBEIRO, 2004). Essas moléculas estão envolvidas em muitos eventos que 

acontecem no sistema vascular, incluindo a agregação plaquetária, o tônus vascular 

e as funções cardíacas (ANFOSSI et al., 2002; ROZALSKI; NOCUN; WATALA, 

2005; YEGUTKIN, 2008). A concentração extracelular destas moléculas varia de 

acordo com fatores como quantidade liberada, dispositivos de recaptação, situações 

de lise celular e hidrólise pelas ectoenzimas (RATHBONE et al., 1999).  

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

pirimídica a uma pentose. Como exemplo de nucleosídeos podemos citar a 

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

fosforilados por quinases específicas ocorre a formação de um nucleotídeo. Os 

principais nucleotídeos envolvidos nos processos biológicos são o ATP, ADP e AMP 

(ATKINSON et al., 2006).  

O ATP é considerado um inibidor dos efeitos induzidos pelo ADP. Entretanto, 

evidências indicam que este nucleotídeo está envolvido de forma complexa nos 

mecanismos de regulação da agregação plaquetária e exibe efeitos opostos 

dependendo da concentração, da célula e do receptor que atua. Quando este 

nucleotídeo está em altas concentrações, atua ativando, entretanto, em baixas 

concentrações atua inibindo a agregação plaquetária induzida pelo ADP (BIRK et al., 

2002; ROZALSKI et al., 2005).  
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Por outro lado, o ADP tem sido considerado o mais importante agente que 

modifica e amplifica a ativação das plaquetas, assumindo papel funcional na 

estimulação do recrutamento e da agregação das plaquetas nos locais de lesão 

vascular, sendo que concentrações micromolares deste nucleotídeo já são 

suficientes para a indução da agregação plaquetária (ROZALSKI et al., 2005).   

A adenosina, importante nucleosídeo componente do sistema purinérgico, 

pode ser tanto precursor quanto metabólito dos nucleotídeos de adenina (SHRYOCK 

& BELARDINELLI, 1997). Presente em todos os tecidos dos vertebrados, possui 

efeitos inibitórios sobre a agregação plaquetária (ROZALSKI et al., 2005). Este 

nucleosídeo exerce diversos efeitos protetores, tais como ação cardioprotetora 

durante a hipertensão e contra a arteriosclerose por meio da vasodilatação e 

redução da pressão cardíaca (SATO et al., 2005), além de atenuar a liberação de 

catecolaminas, inibir a ativação de plaquetas e leucócitos e aumentar o fluxo 

sanguíneo (KINUGAWA et al., 2006). Ademais, a adenosina ainda exerce efeito no 

metabolismo da glicose e na modulação da ação da insulina (RUTKIEWICZ & 

GORSKI, 1990). Outro enfoque importante que exemplifica o papel protetor da 

adenosina é sua ação na ativação de enzimas importantes do sistema antioxidante, 

tais como superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (MAGGIRWAR et 

al., 1994).  

Os níveis extracelulares dessas moléculas são controlados por meio da 

atividade de uma cascata de enzimas que agem sequencialmente denominadas 

ectoenzimas, tais como a Ecto-Nucleotídeo Trifosfato Difosfoidrolase (E-NTPDase), 

a Ecto-5’-Nucleotidase e a Ecto-Adenosina Desaminase (E-ADA), como é possível 

observar na figura 2. (ZIMMERMANN et al., 2007). 

A cadeia enzimática tem início com a ação da enzima NTPDase, a qual é 

responsável pela catálise da hidrólise das moléculas de ATP e ADP resultando em 

AMP. Em seguida, a enzima 5'-nucleotidase catalisa a hidrólise do AMP gerando 

adenosina, a qual é finalmente desaminada, através da ação da enzima ADA, 

formando inosina (ZIMMERMANN et al., 2007; YEGUTKIN, 2008).  
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Figura 2. Enzimas envolvidas na degradação extracelular de nucleotídeos de 
adenina. Fonte: YEGUTKIN (2008) com adaptações 

 

As NTPDases são um grupo de enzimas caracterizadas pela sua capacidade 

de catálise da hidrólise de nucleotídeos tri e difosfatados (ZIMMERMANN et al., 

2007), pela dependência de cátions divalentes para exercer sua função (PILLA et al., 

1996) e por apresentarem um elevado grau de similaridade na sua seqüência de 

aminoácidos, particularmente dentro de cinco regiões, conhecidas como ―regiões 

conservadas da apirase‖ (ACRs) as quais são de extrema importância para a 

atividade catalítica (ZIMMERMANN, 1999). 

Até o momento, já foram identificados oito diferentes membros da família das 

E-NTPDases, NTPDase 1 a 8, as quais diferem entre si quanto à especificidade ao 

substrato, distribuição tecidual e localização celular (SHI et al., 2001; 

ZIMMERMANN, 2001; BIOGENNESE et al., 2004).  

 Quatro destas NTPDases (NTPDases 1, 2, 3 e 8) estão localizadas de forma 

acoplada à membrana plasmática celular, exibindo seu sitio catalítico 

extracelularmente e são as principais responsáveis pela metabolização dos 

nucleotídeos no meio extracelular. Enquanto que as NTPDases 4, 5, 6 e 7 

apresentam-se localizadas na face interna da célula (Figura 3) (ROBSON; 

SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).  

Somente na metade da década de 90, a identidade molecular da primeira 

enzima da família das NTPDases, a NTPDase 1 (ATP difosfoidrolase, Apirase, EC 

3.6.1.5, CD39), foi revelada (ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Essa 
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enzima hidrolisa nucleotídeos extracelulates di e trifosfatados, preferencialmente 

ATP e ADP (LEAL et al., 2005) e encontra-se ancorada na superfície celular por 

meio de dois domínios transmembrana N e C-terminal, apresentando o sítio 

catalítico voltado para a face extracelular (ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 

2006).  

 

 

Figura 3. Estrutura das enzimas da família E-NTPDase. Fonte: ZIMMERMMANN (2001) 

com adaptações. 
 

 

A NTPDase 1, expressa em plaquetas de humanos, parece estar envolvida na 

regulação da concentração dos nucleotídeos, na circulação e no tônus vascular 

(ENJYOJI,1999). Estudos indicam que a NTPDase 1 tem a capacidade de inibir a 

agregação plaquetária devido ao fato de participar da cascata de degradação do 

ATP e ADP, promovendo a formação de adenosina (molécula anti-agregante) 

juntamente com a enzima 5'-nucleotidase (SCHETINGER et al., 2008). Além disso, a 

solução purificada de CD39 bloqueou a agregação plaquetária induzida por ADP in 

vitro e inibiu a reatividade plaquetária induzida pelo colágeno (GAYLE et al., 1998; 

ENJYOJI et al.,1999). Dessa forma, estudos demonstram que o CD39 solúvel 

constitui um potente agente terapêutico para inibição de processos trombóticos 

mediados por plaquetas (GAYLE et al., 1998; ENJYOJI et al.,1999).  

Outra ectoenzima importante é a ecto-5'-nucleotidase (CD73, E.C.3.1.3.5, E-

5’NT), a qual está ligada à membrana plasmática via uma molécula de GPI (glicosil 

fosfatidilinositol) e exibe seu sitio catalítico para o meio extracelular (Figura 4). Essa 

enzima é responsável pela catálise da hidrólise éster fosfórica do 5'-ribonucleotídeo 
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para o correspondente nucleosídeo e fosfato. O nucleotídeo mais eficientemente 

hidrolisado por ela é o AMP, sendo, dessa forma, a principal enzima responsável 

pela formação de adenosina (ZIMMERMANN, 2001).  

 

 

Figura 4. Estrutura da Ecto-5’-nucleotidase. Fonte: ZIMMERMANN (2001) com adaptações 
 

Sete sub-tipos da enzima ecto-5'-nucleotidase já foram isoladas e descritas em 

humanos até o momento, (HUNSUCKER et al., 2005) as quais são largamente 

difundidas em uma diversidade de tecidos como fígado, rim, pulmão, células do 

sistema imune, endotélio vascular e plaquetas  (COLGAN et al., 2006).  

De acordo com sua localização tecidual, a E-5’NT exerce funções fundamentais 

como, por exemplo, o controle da agregação plaquetária, a regulação do tônus 

vascular e também a neuromodulação e neuroproteção no sistema nervoso. Essas 

funções da E-5’NT correlacionam-se diretamente a sua habilidade em formar 

adenosina (KAWASHIMA et al., 2000; DUNWIDDIE & MASINO, 2001).  

Da mesma forma que as ectonucleotidases, a enzima E-ADA (E.C.3.5.4.4) 

também faz parte do conjunto de enzimas responsáveis pela hidrólise sequencial 

dos nucleotídeos e nucleosídeo de adenina (YEGUTKIN, 2008). 

A E-ADA (Figura 5) é uma importante enzima da cascata de inativação de 

purinas, a qual catalisa a desaminação irreversível da adenosina e da 

desoxiadenosina em inosina e desoxinosina, respectivamente. Sendo assim objeto 

de considerável interesse devido à sua função na regulação das concentrações 

extracelulares de adenosina (BLACKBURN; KELLEMS, 2005; YEGUTKIN, 2008).  
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Figura 5. A) Estrutura da E-ADA. B) Estrutura tridimensional da enzima, com o sitio 
ativo no centro, e as cadeias laterais polares a apolares representadas em rosa e 
amarelo, respectivamente. Fonte: FRANCO (1998) com adaptações. 

 

Nosso grupo de pesquisa possui estudos bem consolidados na área de DM 

envolvendo a desordem do sistema purinérgico na patologia e apostando em 

estratégias preventivas e de tratamento através da associação de compostos 

naturais provenientes da alimentação (MUSHTAQ et al., 2014; SCHMATZ et 

al.,2011; STEFANELLO et al., 2014). Estratégia interessante visto que os pacientes 

diabéticos geralmente precisam obter cuidados nutricionais e uma ferramenta 

importante e essencial no tratamento da doença é a intervenção na dieta, 

especialmente se esta for eficiente em prevenir e reduzir as complicações causadas 

por esta patologia (SHARMA et al., 2006).  

Desde os tempos remotos, as plantas medicinais e seus princípios ativos têm 

sido utilizados para o tratamento do DM. Na medicina chinesa, cerca de 80 plantas 

medicinais têm sido usadas naturalmente no tratamento do diabetes e suas 

complicações (LI et al., 2004). Ao serem avaliadas, a maioria dessas plantas 

expressou atividade hipoglicemiante e apresentou substâncias em sua constituição 

que podem ser utilizadas como modelos para a formulação de novos agentes 

hipoglicemiantes (LAMBA et al., 2000; PÉREZ GUTIÉRREZ, 2002). 

Neste contexto, a utilização de compostos naturais provenientes da 

alimentação parece contribuir positivamente, e os compostos fenólicos são, por 

certo, as substâncias com maior representatividade, atuando através de diferentes 

mecanismos de ação. Diversos estudos evidenciaram que esses compostos 

apresentam ação protetora, exibindo uma diversidade de efeitos benéficos tais 
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como: antioxidante, hipoglicêmico, hipolipidêmico, anti-inflamatório, 

imunoestimulante, ansiolítico, neuroprotetor, entre outros (KONO et al., 1998; 

THOM, 2001; SANTOS et al., 2006; BOUAYED et al., 2007; BASSOLI et al.; 2007). 

Tais compostos são amplamente encontrados em diversas frutas, verduras, cereais 

e legumes, assim como em algumas bebidas tais como o vinho, o chá e o café 

(FARAH & DONANGELO, 2006).  

Os compostos fenólicos são estruturalmente fenóis simples e sua divisão se 

dá em duas classes: os ácidos hidroxicinâmicos e os ácidos hidroxibenzóicos.  Além 

disso, podem aparecer sob duas formas nos alimentos: na forma livre ou na forma 

conjugada. A forma conjugada pode apresentar-se sob a forma de ésteres, 

glicosídeos e complexos conjugados e é a mais comumente encontrada 

(CLIFFORD, 2003). Dentre os ácidos hidroxibenzóicos podemos citar o ácido gálico, 

o ácido elágico e o ácido 4-hidroxibenzóico. Já dentre os ácidos hidroxicinâmicos, os 

quais são encontrados em maiores concentrações que os ácidos hidroxibenzóicos 

em plantas no geral, podemos destacar os ácidos p-cumarínico, ferrúlico, caféico e 

sináptico (MANACH, 2004; LAFAY & GIL-IZQUIERDO, 2008).  

Os ácidos hidroxicinâmicos constituem a maior classe dos compostos 

fenólicos e o composto mais representativo desta classe é o ácido caféico 

(TAPIERO et al., 2002). O ácido caféico, encontrado naturalmente em diversas 

frutas e vegetais, tais como ameixa, maçã, alcachofra, berinjela, uva, pêra e 

tomates, assim como em chás, ervas e no café e no vinho, (CLIFFORD, 1999; SHI et 

al., 2003) pode ser isolado de plantas como a Alsophila spinulosa, pteridófita 

originária da China (CHIANG; LO; LU, 1994).  

 

 

 

Figura 6. Estrutura química do ácido caféico 
Fonte:http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c0625?lang=pt&region=BR  

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c0625?lang=pt&region=BR


26 

 

A presença do ácido caféico nos componentes da dieta humana demonstra 

que a biodisponibilidade e os benefícios biológicos deste composto são originados a 

partir de sua absorção no trato digestivo seguida de sua metabolização. A absorção 

deste composto tem sido relatada no intestino delgado tanto em humanos como em 

animais (AZUMA et al., 2000; OLTHOF et al., 2001). É absorvido pelo intestino 

através de um sistema de transporte após a administração oral (KONISHI et al., 

2005). 

Os estudos acerca de seu papel biológico incluem um amplo espectro de 

atividades farmacológicas que incluem prevenção do câncer de pele (KANG et al., 

2009), ação antitumoral contra o câncer de cólon (OLTHOF et al., 2001), bloqueio 

seletivo de leucotrienos, que são componentes envolvidos em doenças 

imunorreguladoras (REINKE et al., 2002), mecanismo de defesa de plantas (RIAHI 

et al., 2009), atividade antioxidante (SUN WATERHOUSE, 2011), atividade 

neuroprotetora (PINHEIRO FERNANDES et al., 2014)) e ação contra a agregação 

plaquetária (LEE et al, 2014). Contudo, os mecanismos envolvidos nestas 

propriedades benéficas do ácido cafeico ainda não foram totalmente compreendidos. 

Estudos têm demonstrado que o ácido caféico é capaz de inibir a agregação 

plaquetária tanto in vivo quanto in vitro (OSTERTAG et al., 2011; ANWAR et al., 

2013; LEE et al., 2014), além de reduzir a produção de tromboxano A2 e os níveis 

de Ca2+, moléculas de agregação plaquetária (LEE et al., 2014).  

Alguns estudos prévios desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa 

envolvendo o ácido caféico já foram realizados. Os estudos avaliaram as alterações 

na atividade das ectoenzimas em linfócitos e plaquetas, assim como o perfil de 

agregação plaquetária de ratos após o tratamento com este composto. Os 

resultados demonstraram que o ácido caféico altera a atividade dessas enzimas, 

bem como reduz a agregação plaquetária induzida por ADP (ANWAR et al., 2013), 

revelando um possível papel protetor deste composto contra processos trombóticos 

e, consequentemente, contra doenças cardiovasculares. 

Em nosso grupo de pesquisa foram realizados vários estudos na área de DM 

abrangendo compostos naturais fenólicos e polifenólicos, tais como resveratrol 

(SCHMATZ et al., 2011) ácido clorogênico (STEFANELLO et al., 2014) e ácido 

rosmarínico (MUSHTAQ et al., 2014). Estes compostos demonstraram capacidade 

de modular a atividade de ectoenzimas, bem como em reduzir a agregação 

plaquetária, o que pode vir a contribuir para a prevenção de anormalidades 
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plaquetárias e, consequentemente, complicações vasculares que acontecem no 

estado diabético (SCHMATZ et al., 2013) .  

Adicionalmente, alguns destes compostos apresentaram habilidade em 

prevenir o aumento da peroxidação lipídica e o aumento da atividade da 

acetilcolinesterase, demonstrando que podem modular a neurotransmissão 

colinérgica e prevenir os danos oxidativos no cérebro de ratos diabéticos 

(MUSHTAQ et al., 2014; STEFANELLO et al., 2014).  

 Entretanto, apesar de vários estudos envolvendo DM e compostos fenólicos, 

estudos abrangendo ácido caféico e DM ainda não foram desenvolvidos em nosso 

grupo de pesquisa.  Assim, tendo em vista a interação deste composto com 

diferentes tecidos e as diversas funções biológicas, incluindo modulação de enzimas 

e ação contra a agregação plaquetária tiveram papel significativo no interesse à 

investigação dos efeitos do ácido caféico no sistema purinérgico no estado diabético. 
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 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Verificar o efeito do tratamento com ácido caféico na atividade das 

ectoenzimas NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA em plaquetas de ratos Wistar 

diabéticos tipo 1.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Verificar o efeito do tratamento com ácido caféico na atividade da E-NTPDase 

em plaquetas de ratos diabéticos; 

 

 Avaliar o efeito do ácido caféico na atividade da E-5’-nucleotidase em plaquetas 

de ratos diabéticos; 

 

 Determinar a atividade da E-ADA em plaquetas de ratos diabéticos tratados com 

ácido caféico; 

 

 Verificar o tempo de coagulação sanguínea em ratos diabéticos tratados com 

ácido caféico.  
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3 MANUSCRITO 

 

 

CAFFEIC ACID MODULATES THE HYDROLYSIS OF THE ADENINE NUCLEOTIDES 
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Abstract  

This study was designed to assess the potential effect of caffeic acid on E-NTPDase 

(nucleoside triphosphate diphosphohydrolase), E-5’-nucleotidase and E-adenosine deaminase 

(ADA) activities in platelets and blood coagulation time from streptozotocin (STZ) induced 

diabetic rats. Male wistar rats are divided into 6 groups (n= 8-10): Control/Oil; 

Control/Caffeic acid 10mg/kg; Control/Caffeic acid 50mg/kg; Diabetic/Oil; Diabetic/Caffeic 

acid 10 mg/kg and Diabetic/Caffeic acid 50 mg/kg. Treatments were administered during 30 

days and after this period the blood was collected for enzymatic assay. Results showed that 

ADP and AMP hydrolysis and blood coagulation time were decreased, while ADA activity in 

platelets were increased in diabetic/oil group compared to the control/oil group. Treatment 

with caffeic acid increased ADP  and AMP hydrolysis and blood coagulation time, while 

prevented the increase in ADA activity in the diabetic/caffeic acid 10 mg/kg and 

diabetic/caffeic acid 50 mg/kg groups . These results suggest that caffeic acid was able to 

modulate the ectoenzymes activities and increase the blood coagulation time in type 1 diabetic 

rats.  

 

Key words: Diabetes, platelet dysfunction, caffeic acid, ectoenzymes, blood coagulation. 

 

 

Introduction 

Diabetes mellitus has been considered one of the major public health problems of the 

world. This endocrinopathy, is associated with alterations in the metabolism of carbohydrates, 

lipids and proteins  resulting from defects in insulin secretion, decrease insulin sensitivity, or 

both and it is characterized by high blood glucose levels [1]. Hyperglycemia plays a major 

role in platelet hyper reactivity in diabetic patients, which leads to greater sensitivity to 

aggregating agents, platelet adhesion, activation, and aggregation. Moreover, altered platelets 

morphology and function observed in these patients have been considered aggravating to the 

pathogenesis of vascular complications [2].  

In this context, purinergic signaling, composed of extracellular nucleotides ATP, ADP, 

AMP and adenosine nucleoside, regulates several physiological processes in the vascular 

system including platelet aggregation, vascular tone and cardiac function [3, 4, 5]. ADP is the 

main agonist of platelet aggregation, while the adenosine is a potent inhibitor of this 

aggregation and modulator of vascular tone inducing vasodilatation. Since, ATP has a 

complex role in the regulation of platelet aggregation [6].  
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Extracellular levels of these molecules is controlled by a cascade of enzymes, called 

ectonucleotidases such as Ecto-Nucleotide triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase), 

Ecto-5'-nucleotidase and Ecto-Adenosine Deaminase (E-ADA). E-NTPDase is responsible for 

the hydrolysis of ATP and ADP resulting to AMP [7]. AMP is hydrolyzed to adenosine by 

ecto-5'-nucleotidase, which is finally deaminated to inosine through of E-ADA [5].  

These ectoenzymes constitute an enzymatic cascade capable to regulate the 

extracellular concentration of adenine nucleotides and nucleosides playing a key role in 

maintaining blood homeostasis through the regulation of platelet aggregation [5]. Thereby, the 

purinergic signaling has been studied by our research group and alterations in extracellular 

nucleotides and nucleosides hydrolysis have been demonstrated in different pathologies in 

special in the diabetes [8, 9]. 

In the last years, various preventive strategies and treatment by natural compounds 

from the feed have been investigated [10]. In this context, the use of foods containing 

phenolic compounds seems to contribute positively acting through different mechanisms of 

action. Several studies showed that these compounds act against cardiovascular and 

neurodegenerative diseases, diabetes mellitus and cancer in humans [11, 12, 13]. 

Among these compounds, caffeic acid (3,4-dihydroxy cinnamic acid) is a phenolic 

compound naturally present in fruits, vegetables, teas and herbs, such as coffee, artichokes, 

basil, and apple [14]. It is known to have a wide spectrum of pharmacological activities, 

including anti-inflammatory, antioxidant and immunomodulatory, (15, 16, 17, 18]. However, 

the mechanisms involved in these properties caffeic acid are not yet fully understood. 

Thus, considering the beneficial effects of phenolic compounds and diabetic 

complications, it is important to investigate the effect of caffeic acid on ectoenzymes and 

coagulation time in streptozotocin-induced diabetic rats to order to contribute to the search of 

new therapies that can bring benefits in the prevention and treatment of diabetes. 

 

Material and methods 

The substrates ATP, ADP, AMP, adenosine, STZ, trizma base, sodium azide, HEPES, 

caffeic acid and coomassie brilliant blue G were purchased from Sigma Chemical Co (St. 

Louis, MO, USA). All other reagents used in the experiments were of purity and of the 

highest analytical grade.  
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Animals  

Adult male Wistar rats (70–90 days, 150-250g) were obtained from the Central 

Animal House of Federal University of Santa Maria (UFSM). Animals were housed under 

controlled environmental conditions (23 ± 1ºC and 12 h light/dark cycle), with free access to 

food and water. The protocol of this study was approved by the Animal Ethics Committee 

from the Federal University of Santa Maria (protocol under number: 1954240315). 

 

Experimental induction of diabetes 

Diabetes was induced by a single intraperitoneal injection of 55 mg/kg streptozotocin 

(STZ) [19] 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 

hyperglycemic shock. Blood samples of fasting rats were taken from the tail vein 7 days after 

STZ or vehicle injection. Glucose levels were measured with a portable glucometer 

(ADVANTAGE, Boehringer Mannheim, MO,USA). Only animals with fasting glycemia over 

250 mg/dL were considered diabetic and used for the present study. 

 

Treatment with caffeic acid 

 Animals were divided randomly into six groups: Control/oil; Caffeic acid 10mg/kg; 

Caffeic acid 50 mg/kg; Diabetic/oil; Diabetic/caffeic acid 10 mg/kg;  Diabetic/caffeic acid 50 

mg/kg; One week after diabetes induction, the animals belonging to the group 2 and 5 

received 10mg/kg body weight of caffeic acid and the animals belonging to the group 3 and 6 

received 50 mg/kg body weight of caffeic acid. Animals of group 1 and 4 received canola oil. 

Caffeic acid was diluted in canola oil and the solutions were fresly prepared and administrated 

via gavage once a day during 30 days .  

 The choice of the doses of 10 and 50 mg/kg of caffeic acid was made based in 

previous works of our research group, in which rats were treated with caffeic acid in the 

concentrations of 10 and 50 mg/Kg [20, 21] and also in several studies that used these same 

concentrations of caffeic acid and obtained beneficial results [22, 23, 24]. 

It is important to clarify that the chosen vehicle (canola oil) does not interfere in the 

parameters analyzed, which we observed in a previous study by our research group. This 

work showed no significant difference on the same methods analyzed in our study between 

the group treated with oil and the control group (group that received saline) [21].  
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Platelet preparation 

Platelet-rich plasma (PRP) was prepared by the method of Lunkes et al. (2004) [25]. 

Total blood was collected by cardiac puncture with 0.120 M sodium citrate as anticoagulant 

and centrifuged at 160g for 15 min. Next, PRP was centrifuged at 1400 g for 30 min and 

washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0. The washed platelets were resuspended in 

HEPES isosmolar buffer and adjusted to 0.4–0.6 mg of protein/mL. 

 

E-NTPDase and E-5′-nucleotidase activity determination 

 E-NTPDase enzymatic assay was performed as described by Lunkes et al. (2004) [25]. 

For AMP hydrolysis, E-5’-nucleotidase activity was carried out as previously described by 

Lunkes et al. (2004) [25], except that the 5 mM CaCl2 was replaced by 10 mM MgCl2. All 

samples were performed in triplicate. To each triplicate, two controls without addition of 

enzyme were carried out for correct non-enzymatic hydrolysis of nucleotides. Released 

inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan et al. (1986) [26]. Enzyme-

specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg of protein. 

 

Ecto-Adenosine deaminase activity determination (E-ADA)  

The ADA activity was measured in platelets using the method of Guisti and Galanti 

(1974) [27]. This method is based on the production of ammonia when adenosine deaminase 

acts in excess of adenosine. Results are expressed in units per milligram of protein (U/mg 

protein).  

 

Coagulation time  

 We also evaluated the time for whole blood visual coagulation in all the groups of this 

experiment. This method determines how long the recently extracted blood lingers takes to 

clot. Blood was incubated at 30ºC and the blood coagulation was monitored carefully. Results 

are expressed as time (s) spent in coagulations. 

 

Protein determination 

Protein content was measured by the Coomassie Blue method according to Bradford 

(1976) [28] using bovine serum albumin as standard. 
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Statistical analysis  

 Data are presented as mean ± S.E.M. and were analyzed statistically by One-Way 

ANOVA, followed by Newman Keuls test. Differences between groups were considered to be 

significant when P ≤ 0.05. 

 

Results 

It is important to point out that seven days after the diabetes induction we observed symptoms 

associated with diabetes such as polyphagia, polydipsia and weight loss in diabetic rats (Table 

1). After diabetes induction and in the end of the treatment, blood glucose levels in the 

diabetic/oil group were significantly increased compared to control/oil group. On the other 

hand, caffeic acid had no effect on glucose levels in either diabetic or non-diabetic rats. 

Besides, the body weight was decreased in diabetic rats compared to control group in both 

times. At the end of 30 days, however, no differences were observed between the diabetic 

non-treated and treated rats. 

 

Table 1 Effects of treatment with caffeic acid on body weight and blood glucose levels of STZ-induced diabetic 

rats. 

Groups                           Body weight (g) 

 

Blood glucose levels (mg/dL) 

 Onset End Onset End 

Control/oil  402 ± 3.05
a 

449 ± 3.93
a
 79 ± 2.21

a 
152 ± 11.12

a 

Caffeic acid 10mg/kg 402 ± 3.23
a 

460 ± 5.05
a 

77 ± 2.04
a
 159 ± 10.58

a 

Caffeic acid 50 mg/kg 398 ± 4.88
a 

457 ± 8.42
a 

79 ± 2.15
a 

152 ± 6.95
a 

Diabetic/oil 295 ± 6.76
b 

266 ± 7.72
b 

279 ± 16.43
b 

476 ± 19.75
b 

Diabetic/caffeic acid 10 mg/kg 295 ± 8.17
b 

273 ± 11.28
b 

277± 19.92
b 

432 ± 25.87
b 

Diabetic/caffeic acid 50 mg/kg 283 ± 7.86
b 

245 ± 9.57 
b 

274 ± 23.06
b 

455 ± 10.41
b 

     

Data represent mean values ± S.E.M. Mean values followed by the same letters in the column did not differ 

significantly by One-Way Anova followed by Newmann Keuls post-hoc test (
a,b

P ≤ 0.05, n = 5–10) 

 

The findings of the present study demonstrate that the cascade of ecto-enzymes was 

altered both in the diabetic state and after treatment with caffeic acid. The figure 1 shows E-

NTPDase activity using ATP as substrate. No significant differences were observed in the 

hydrolysis of this nucleotide.  
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Fig. 1. NTPDase activity in platelets of rats using ATP as substrate. Bars represent means ± SEM. Groups with different 

letters are statistically different (P < 0,05; n=10). 

 

Statistical analysis of ADP hydrolysis data showed a significant decrease on the 

hydrolysis of this nucleotide in the diabetic group when compared to the control group. No 

significant differences were observed in the diabetic/caffeic acid 10 mg/Kg and 

diabetic/caffeic acid 50 mg/Kg groups when compared to the diabetic group (Figure 2). 

 

 

Fig. 2. E-NTPDase activity in platelets of rats using ADP as substrate. Bars represent means ± SEM. Groups with different 

letters are statistically different (P ≤ 0.05; n=10). 

 

 

In relation to the E-5′-nucleotidase activity can be observed a significant decrease in 

the diabetic/oil group when compared with the control/oil group (Figure 3). Treatment with 

caffeic acid significantly increased AMP hydrolysis in the diabetic/caffeic acid 10 mg/Kg and 

diabetic/caffeic acid 50 mg/Kg groups when compared to the diabetic group.  
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Fig. 3. E-5′-Nucleotidase activity in platelets of rats using AMP as substrate. Bars represent means ± SEM. Groups with 

different letters are statistically different (P < 0,05; n=10). 
 

 The results obtained for E-ADA activity are presented in figure 4. E-ADA activity was 

significantly increased in the diabetic/oil group when compared to control/saline group. 

However, treatment with caffeic acid significantly prevented the increase in E-ADA activity 

in the diabetic/caffeic acid 10 and diabetic/caffeic acid 50 groups when compared to the 

diabetic/oil.  

  

Fig. 4. E-ADA activity in platelets of rats. Bars represent means ± SEM. Groups with different letters are statistically 

different (P <0,05; n=10). 

 

 The whole blood visual coagulation time (Fig. 5) significantly decreased in the 

diabetic/oil group when compared to control/oil group.  However, the treatment with caffeic 

acid 10 mg/kg and 50 mg/kg significantly prevented this decrease when compared to the 

diabetic/oil.  
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Fig. 5. Coagulation time in platelets of rats. Bars represent means ± SEM. Groups with different letters are statistically 

different (P <0,05; n=10). 

 

 

Discussion 

Around 17 million of people worldwide die from cardiovascular diseases every year 

[29]. Cardiovascular disorders are more frequent and early in people who have diabetes and 

complications in the short and long term caused by this disease, result in high morbidity and 

mortality [30]. 

Multiple studies have reported that platelets of diabetic patients presented 

hyperactivity with exaggerated adhesion, aggregation and thrombin generation favoring the 

development of vascular complications associated with this pathology [2]. Although some 

studies have investigated the wide spectrum of biologic effects of caffeic acid (31, 15, 32, 17, 

33, 34], the effects of this compound in hydrolyzing of the nucleotides and nucleosides from 

platelets, in animal models of diabetes still remain unknown. Thus, the present study was 

carried out to evaluate the effects of caffeic acid on  ectonucleotidase activities and 

coagulation time in platelets of streptozotocin-induced diabetic rats. 

 Results of several studies clearly demonstrate that the hydrolysis of nucleotides is 

altered in platelets of diabetic rats, well as in patients with diabetes type 2.   In line with this, 

the results of the present study demonstrated that the ADP hydrolysis was decreased in 

platelets of diabetic rats (Figure 2). It is important to point out that a reduction in ADP 

hydrolysis can favor the accumulation of ADP in the extracellular environment. This process 

can contribute to development of a thrombotic state in diabetes, taking account that the 

nucleotide ADP is directly involved in activation of the platelets and promoting their 

aggregation [6, 35].  

 On the other hand, in the present study the ATP hydrolysis was not altered. No 

changes in the ATP hydrolysis could be a compensatory mechanism created by the organism 
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as a way to prevent platelet aggregation, since an increase in ATP hydrolysis can contribute to 

elevate  the levels of ADP, which is a potent pro-aggregator agent [6]. 

Similarly to the results observed for the hydrolysis of ADP, AMP hydrolysis also 

presented a reduction, which may result in a lower production of nucleoside adenosine. 

Adenosine produced by nucleotide catabolism is recognized as a potent vasodilator and 

inhibitor of platelet aggregation [36, 37]. Thus, with a decrease in adenosine production, this 

nucleoside cannot exert its protective effects can contributing to the development of vascular 

injury in diabetic state. 

 In addition, our results demonstrated that E-ADA activity was increased in platelets of 

diabetic rats (fig. 4). The elevation in E-ADA activity in tissues of diabetic rats induced with 

STZ was also observed by Rutkiewicz & Górski (1990) [38] and Schmatz et al. (2009) [39]. 

Furthermore, studies have shown that insulin appears to be involved in the regulation of E-

ADA activity in diabetes, and insulin administration is capable of decreasing the elevated 

activity of this enzyme in these tissues [38, 40, 41]. Thus, it is possible suggested that the 

increase in E-ADA activity in diabetes found in our study could be explained in part by 

drastic reduction in the synthesize and secretion of insulin caused by STZ administration, 

which has destructive actions on pancreatic β-cells.  

Additionally, the rapid deamination of adenosine by E-ADA can results in a decrease 

in adenosine levels in the extracellular medium and may be associated with the development 

of vascular complications observed in diabetes, since adenosine plays an important role in 

preventing the thrombotic process. 

In parallel the alterations in adenine nucleotides hydrolysis found in this research, the 

coagulation time showed a significant decrease in diabetic rats compared to the control group. 

Corroborates with our results El Gendy & Abbas (2004) [42] also showed that the blood 

coagulation time decreased while platelet aggregation increased in diabetic rats compared to 

control group. Furthermore, we can suggest that this decrease in coagulation time may be due 

to the ADP hydrolysis decrease found in our study, which can result in an accumulation of 

ADP on the extracellular medium. 

When treatment with caffeic acid (10 and 50mg/kg) was associated with diabetes an 

increase on E-5´nucleotidase activity in platelets was found (fig. 3). This result demonstrated 

that the modulation of this enzyme caused by caffeic acid has a beneficial effect on the 

diabetic state, since the increase in AMP hydrolysis can enhance the adenosine levels in 

extracellular means. This nucleoside protects platelets from spontaneous aggregation and thus 
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can play an important role in homeostatic mechanisms that maintain circulating platelets in a 

resting, inactivated state and prevents pro-thrombotic process observed in diabetes.  

Another important aspect to be discussed is that the treatment with caffeic acid 

prevented the increase in the ADA activity in platelets of diabetic rats (Figure 4). Studies have 

suggested that an inhibition of the ADA activity can leads to an increase in adenosine levels 

in the circulation and intensify the action of this nucleoside on their receptors [43, 44]. Based 

on our findings, we may suggest that the caffeic acid is able to maintain a high level of 

adenosine in circulation, which can inhibit platelet aggregation and promote vasodilatation, 

exerting an important protective role in the prevention of the pathophysiological conditions 

caused by the hyperglycemic state [3,6].  

Similarly to our results, Schmatz, et al. (2013) showed inhibitory effects of different 

phenolic compounds on adenosine deaminase activity [45]. This study have shown that, in 

vitro, the caffeic acid and other polyphenols decreased significantly the ADA activity in 

platelets of diabetic rats compared to no treated diabetic group, suggesting that the effects of 

these polyphenols can contribute to the increase the levels of adenosine in the circulation, 

playing an important cardioprotective role in diabetic state [45]. 

An important datum of this study is that the caffeic acid (10 e 50 mg/kg) increased 

significantly the blood coagulation time in diabetic rats (fig. 5). Previous works of our 

research group also demonstrated an increase in blood coagulation time in the presence of 

caffeic acid [21]. This study showed that the time of blood visual coagulation of rats treated 

with caffeic acid increased significantly compared to control group. Together, these results 

suggest that this compound can contribute to the decrease of platelet aggregation. Among the 

several mechanisms proposed it is possible to infer that the caffeic acid may increase the 

blood coagulation time and consequently reduce platelet aggregation by increasing the ADP 

and AMP hydrolysis and inhibit the ADA activity, decreasing ADP levels and increasing 

adenosine levels.  

 

Conclusion 

In conclusion, the results found in the present study demonstrate alterations in the 

blood coagulation time as well as in the adenine nucleotide and nucleoside hydrolysis in 

platelets of STZ-induced diabetic rats. Furthermore, the compound caffeic acid modulated the 

hydrolysis of adenine nucleotides and nucleosides in platelets and consequently increased 

blood coagulation time in diabetic rats. This way, we propose that the alterations in enzymes 
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activities observed in this work may indicate some beneficial effects of treatment of caffeic 

acid on platelet function and it can be one of the mechanisms that this compound can prevent 

the platelet dysfunction and consequently vascular complications in diabetic state. 
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4 CONCLUSÃO 

 

 A atividade da E-NTPDase para o ADP foi significativamente menor nas 

plaquetas de ratos diabéticos podendo levar ao acúmulo deste nucleosídeo no 

meio extracelular e, consequentemente, favorecer a agregação plaquetária, bem 

conhecida no estado diabético. 

 

 A atividade da E-5’-nucleotidase foi significativamente reduzida nas plaquetas de 

ratos diabéticos e o tratamento com ácido caféico aumentou significativamente a 

atividade desta enzima em ratos diabéticos contribuindo provavelmente para a 

formação da adenosina, a qual possui um importante papel antiagregante e 

vasodilatador. 

 

 A atividade da ADA apresentou-se significativamente maior nas plaquetas de 

ratos diabéticos e o tratamento com o ácido caféico preveniu este aumento 

contribuindo possivelmente para a manutenção dos níveis de adenosina no meio 

extracelular. 

 

 O tempo de coagulação sanguínea reduziu significativamente nos ratos 

diabéticos e o tratamento com ácido caféico aumentou significativamente, o que 

poderia reduzir a ocorrência de complicações vasculares em decorrência da 

agregação plaquetária e poderia estar relacionado ao sistema purinérgico.  

 

 Em conjunto, esses resultados sugerem que o ácido caféico foi capaz de modular 

a hidrólise dos nucleotídeos de adenina, contribuindo para o controle da 

sinalização purinérgica. 
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