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RESUMO 
 

Dissertação de mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica 

Toxicológica 
Universidade Federal de Santa Maria 

 

EFEITOS DO ÁCIDO GÁLICO NA SINALIZAÇÃO 
PURINÉRGICA EM LINFÓCITOS E PLAQUETAS DE 

RATOS SUBMETIDOS A UM MODELO EXPERIMENTAL 
DE DIABETES  

 

AUTORA: ALINE DA SILVA PEREIRA 
ORIENTADORA: ROSELIA MARIA SPANEVELLO 

CO-ORIENTADOR: MARIA ROSA CHITOLINA SCHETINGER 
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 21 de março de 2017. 

O Diabetes mellitus (DM), é uma doença metabólica crônica associada a um 
quadro de hiperglicemia, alterações inflamatórias sistêmicas e disfunções no 
endotélio vascular. A NTPDase, 5'- nucleotidase e a adenosina desaminase 
(ADA) são importantes enzimas envolvidas na regulação das respostas 
inflamatórias, imunes e plaquetárias e desta forma, podem ser potenciais alvos 
terapêuticos no DM. O ácido gálico possui muitas propriedades biológicas 
como ação anti-hiperglicêmica, antioxidante, anti-inflamatória e antiagregante. 
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do ácido gálico sobre 
parâmetros hematológicos e na atividade de ectonucleotidases em plaquetas, 
linfócitos e soro de ratos diabéticos. Foram utilizados ratos machos Wistar, os 
quais foram divididos em quatro grupos: I - controle, II - ácido gálico, III - 
diabético e IV - diabético/ ácido gálico. O DM foi induzido nos animais por 
injeção intraperitoneal de estreptozotocina (65 mg/kg). O ácido gálico foi 
administrado por via oral sete dias após a indução do DM, na dose de 30 
mg/kg, durante um período de 21 dias. Os resultados demonstraram que a 
administração de ácido gálico não foi capaz de reverter à hiperglicemia dos 
ratos diabéticos. Em relação aos parâmetros hematológicos, a concentração de 
hemoglobina corpuscular média foi diminuída enquanto que a distribuição de 
glóbulos vermelhos foi aumentada no grupo diabético, sendo que o ácido gálico 
foi capaz de reverter essas alterações. O ácido gálico também reverteu o 
aumento induzido pelo diabetes da atividade da NTPDase em linfócitos e 
plaquetas e da atividade da ADA em linfócitos. Por outro lado, em animais do 
grupo IV ocorreu uma diminuição na atividade da enzima ADA nas plaquetas. 
Em soro foi observado uma diminuição na hidrólise de ATP e um aumento na 
hidrólise de ADP e AMP em ratos diabéticos, sendo que o tratamento com 
ácido gálico reverteu somente às alterações na hidrólise de ATP. Nossos 
resultados sugerem que o ácido gálico possui efeitos benéficos nas respostas 
imunes e tromboregulatórias no DM, e que estes efeitos podem estar 
relacionados à modulação da sinalização purinérgica em linfócitos, plaquetas e 
soro. 
 
Palavras-chave: Ectonucleotidases, Diabetes mellitus, Ácido gálico, Linfócitos, 
Plaquetas, soro 
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EFFECTS OF GALIC ACID IN PURINERGIC 
SIGNALING IN LYMPHOCYTES AND PLATELETS OF 
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Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease associated with 
hyperglycemia, systemic inflammatory changes and vascular endothelial 
dysfunction. NTPDase, 5'-nucleotidase and adenosine deaminase (ADA) are 
important enzymes involved in the regulation of inflammatory, immune and 
platelet responses and thus may are the suitable therapeutic targets in DM. 
Gallic acid has many biological properties such as antihyperglycemic, 
antioxidant, anti-inflammatory and antiaggregant actions. Thus, the objective of 
this study was to evaluate the effect of gallic acid on hematological parameters 
and on the ectonucleotidases activities in platelets, lymphocytes and serum of 
diabetic rats. Male Wistar rats were divided into four groups: I - control, II - gallic 
acid, III - diabetic and IV - diabetic / gallic acid. DM was induced in the animals 
by injection of streptozotocin (65 mg / kg i.p.). Gallic acid was administered 
orally seven days after induction of DM, at a dose of 30 mg/kg during to time of 
21 days. The results demonstrated that administration of gallic acid was not 
able to revert to hyperglycemia in diabetic rats. In relation to the hematological 
parameters, the mean corpuscular hemoglobin concentration was decreased 
while the red blood cell distribution was increased in the diabetic group, and 
gallic acid was able to reverse these alterations. Gallic acid also reversed the 
diabetes-induced increase in NTPDase activity in lymphocytes and platelets 
and ADA activity in lymphocytes. On the other hand, in animals of group IV was 
observed a in the activity of the ADA in the platelets. A decrease in ATP 
hydrolysis and an increase in ADP and AMP hydrolysis in diabetic rats were 
observed in serum and gallic acid treatment was capable to revert only changes 
in ATP hydrolysis. Our results suggest that gallic acid has beneficial effects on 
immune and thromboregulatory responses in DM, and that these effects may be 
related to the modulation of purinergic signaling in lymphocytes, platelets and 
serum. 

 
Keywords: Ectonucleotidases, Diabetes mellitus, Gallic acid, Lymphocytes, 
Platelets 
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1. Introdução  

 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica, associada a 

níveis aumentados e sustentados de uma hiperglicemia, a qual resulta no 

distúrbio do metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas (SOUMYA & 

SRILATHA, 2011; LIU et al., 2017).  A grande maioria dos pacientes diabéticos 

pertence a umas das principais classes etiopatogênicas: diabetes mellitus tipo 

1 (DM1) ou diabetes mellitus tipo 2 (DM2). O DM1 é responsável por 5% à 10% 

dos casos de diabetes, e está associado a falta total de insulina causada pela 

destruição das células β das ilhotas pancreáticas de Langherans (KIM et al., 

2006). Já o DM2 corresponde a cerca de 90% a 95% dos casos e está 

relacionado a uma hiperglicemia resultante de defeitos na secreção ou ação da 

insulina podendo resultar em graus variáveis de resistência tecidual ao 

hormônio (CERF, 2013; SHARAWY et al., 2015).   

O DM é uma patologia que está associada à disfunção em diferentes 

órgãos, especialmente olhos, rins, nervos e coração (ADA, 2014). A 

hiperglicemia crônica pode desencadear estresse oxidativo, respostas 

inflamatórias sistêmicas e alterações no endotélio vascular (DEMIRTUNC et al., 

2009; JINDAL et al., 2011). Já é bem estabelecido na literatura que o DM 

causa alterações nas funções plaquetárias como ativação, agregação, e 

exagerada adesão, favorecendo assim um estado pró-trombótico (MUDALIAR, 

2004; GRANT, 2007; CERBONE et al., 2009; SOAITA & RUBENSTEIN et al., 

2017). Além disso, alterações no sistema imunológico, tanto nas respostas 

celulares quanto humorais, têm sido associadas à patogênese e a progressão 

especialmente do DM1 (ARMSTRONG et al., 2013; KAMINITZ & ASKENASY, 

2016).  

Em condições fisiológicas ou patológicas muitas células são capazes de 

liberar nucleotídeos ou nucleosídeos de adenina como o ATP, ADP e 

adenosina para o espaço extracelular (DEAGLIO & ROBSON, 2011; SEVIGNY 

et al., 2015). Estas moléculas ao se ligarem a receptores purinérgicos 

específicos podem modular vários mecanismos relacionados à inflamação e 

tromboregulação (BOURS et al., 2006). O ATP é uma molécula que possui 

funções pró-inflamatórias e imunoestimulantes que contribuem para a 
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inflamação sustentada e o início de uma resposta imune, enquanto que o ADP 

é o principal agonista envolvido no recrutamento e agregação plaquetária 

(ANFOSSI et al., 2002; HERTER, ROSSAINT & ZARBOCK  et al., 2014). A 

adenosina ao se ligar em receptores na superfície celular pode desencadear 

efeitos anti-inflamatórios, imunossupressores e antiagregantes (BOURS et al., 

2006). As enzimas ecto-nucleosido-trifosfato-difosfo-hidrolase (NTPDases), 5´-

nucleotidase e adenosina desaminase (ADA) possuem papéis cruciais na 

duração e magnitude da sinalização purinérgica através da conversão de ATP 

e ADP em AMP e adenosina em inosina. Juntas, essas enzimas são 

responsáveis pelo controle das concentrações extracelulares destes 

nucleotideos e nucleosídeos, contribuindo para a manutenção da integridade 

do tecidos (DEAGLIO & ROBSON, 2011).  

Evidências científicas demonstram a importância de novas alternativas 

coadjuvantes para minimizar e prevenir disfunções associadas ao DM. O uso 

de substâncias antioxidantes tem se mostrado uma estratégia promissora 

associada ao tratamento convencional desta endocrinopatia (HUANG et al., 

2016). Além disso, considerando que alterações no sistema purinérgico estão 

associadas a complicações do DM, trabalhos prévios têm demonstrado que 

compostos naturais como resveratrol (Schmatz et al., 2013), quercetina (Maciel 

et al., 2016), ácido clorogênico e cafeína (Stefanello et al., 2016) também 

podem modular a atividade de ectonucleotidades em modelos experimentais de 

DM.  

 O ácido gálico é um composto fenólico encontrado em uvas, bagas, 

frutas cebolas, folhas de chá (verde e preto), erva mate e manga (SAMANIDOU 

et al., 2012). Esse composto natural tem recebido muita atenção por apresentar 

potentes efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e atividade antihiperglicêmica 

(PUNITHAVATHI et al., 2011; KADE & ROCHA, 2013, DE OLIVEIRA et al., 

2016). Neste contexto, considerando a importância de encontrar novas 

alternativas terapêuticas baseadas em compostos naturais para o tratamento 

do DM, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do ácido gálico em 

parâmetros hematológicos e na atividade das enzimas do sistema purinérgico 

(NTPDase, 5´-nucleotidase e ADA) em linfócitos, plaquetas e soro de ratos 

submetidos a um modelo experimental de DM1 induzido por estreptozotocina. 
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2. Objetivos  

 

Objetivo geral: 

 

 Avaliar o efeito do ácido gálico em parâmetros hematológicos e na atividade 

de ectonucleotidases em linfócitos, plaquetas e soro de ratos submetidos a 

um modelo experimental de diabetes. 

 

Objetivos específicos: 

 

 Avaliar os efeitos do ácido gálico no hemograma e leucograma de ratos 

submetidos a um modelo experimental de diabetes induzido por 

estreptozotocina. 

 

 Analisar as atividade das enzimas NTPDase e adenosina deaminase em 

linfócitos de ratos submetidos a um modelo experimental de diabetes induzido 

por estreptozotocina e tratados com ácido gálico. 

 

 Determinar os efeitos do tratamento com ácido gálico na atividade das 

enzimas NTPDase, 5´-nucleotidase e adenosina desaminase em plaquetas de 

ratos submetidos a um modelo experimental de diabetes induzido por 

estreptozotocina. 

 

 Avaliar os efeitos do tratamento com ácido gálico na atividade das 

enzimas NTPDase, 5´-nucleotidase e adenosina desaminase em soro de ratos 

submetidos a um modelo experimental de diabetes induzido por 

estreptozotocina. 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

3. Revisão bibliográfica 

 

 O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica que atinge 

milhões de pessoas no mundo. Estima-se que a população mundial com 

diabetes seja na ordem de 387 milhões e que alcance 471 milhões de pessoas 

em 2035. No Brasil, estima-se que existam 12 milhões de pessoas com DM  

sendo que o país está em 4º lugar com maior número de diabéticos no mundo 

segundo as Diretrizes Brasileiras De Diabetes (DBD,2015-2016). Além disso, é 

importante destacar que o DM, traz consigo uma sobrecarga econômica a 

sociedade, devido à perda de força de trabalho e ao elevado custo com o 

tratamento prolongado dessa doença. Essas despesas diretas variam entre 2,5 

a 15% do orçamento anual de um país, dependendo de sua prevalência e do 

grau de complexidade do tratamento disponível. Os gastos com DM pelo 

sistema único de saúde são da ordem de aproximadamente R$ 40,3 milhões, 

sendo 91% dos casos decorrentes de internações hospitalares (DSBD, 2015-

2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Número total estimado de adultos (20-79 anos) com diabetes em 2015. Fonte: 

International Diabetes Federation, 2015. 
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 O DM é uma doença clinica multifatorial associado a uma hiperglicemia, 

que desencadeia vários distúrbios no metabolismo de carboidratos, lipídios e 

proteínas (SOUMYA & SRILATHA, 2011; LIU et al., 2017). O DM é considerado 

um fator de risco para várias outras doenças como patologias cardiovasculares, 

neuropatias e nefropatias (LAAKSO et al., 2001; DANEMAN, 2006), 

demonstrando assim, ser um dos principais problemas de saúde mundial 

(DANAEI et al., 2011). 

 Essa doença metabólica segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS, 2016) e a Associação Americana de Diabetes (ADA, 2013) é 

classificada em quatro categorias clinicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), 

DM idiopático e o DM gestacional. A grande maioria dos pacientes diabéticos 

pertence a umas das principais classes etiopatogênicas: DM1 ou DM2. O DM1  

é mais frequente em adolescentes e corresponde a 5% à 10% dos casos sendo 

associado a falta total de insulina causada pela destruição das células β das 

ilhotas pancreáticas de Langherans (KIM et al., 2006). A fisiopatologia do DM1 

está associada a fatores genéticos e ambientais sendo na maioria dos casos  

uma condição poligênica, onde os principais genes envolvidos estão no 

sistema do antígeno leucocitário humano (HLA) classe II (DSBD,2015-2016).  

 Já o DM2 corresponde a 90% a 95% dos casos e está relacionado a 

uma hiperglicemia resultante de defeitos na secreção ou ação da insulina 

podendo resultar em graus variáveis de resistência tecidual ao hormônio 

(CERF, 2013; SHARAWY et al., 2015). Esse tipo de diabetes é conhecido 

como não insulino - dependente ou diabetes do adulto e normalmente está 

associado aos maus hábitos alimentares e ao sedentarismo. Indivíduos com 

DM2 geralmente são obesos, e a obesidade causa resistência à insulina. Essa 

hiperglicemia causa um aumento no risco de desenvolver doenças 

microvasculares (ADA, 2010; DBD, 2015-2016).  A prevenção primária do DM2 

baseia-se basicamente em intervenções na dieta e na prática de exercícios 

físicos visando combater o excesso de peso (DBD,2015-2016). 

 Um dos métodos utilizados como critério de diagnóstico do DM, é a 

glicemia de jejum ≥ 126mg/dl no plasma e a dosagem de hemoglobina 

glicosilada (HbA1c). A dosagem de HbA1c é um exame muito utilizado para o 

acompanhamento dos pacientes diabéticos, por ser ele uma forma eficaz de 
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avaliar os níveis da glicose sanguínea em um período de 60 a 90 dias. Os 

eritrócitos possuem uma meia vida de 120 dias e a glicose ligada à 

hemoglobina é diretamente proporcional a concentração média de glicose 

sanguínea. São considerados diabéticos indivíduos com HbA1c ≥ 6,5%, e 

indivíduos com alto risco para o desenvolvimento da doença aqueles com 

HbA1c entre 5,6% e 6,4% (WHO,2011).  

 Dentre os sintomas descritos para o DM pode-se destacar sede anormal, 

boca seca, micção frequente, falta de energia, cansaço extremo, fome, perda 

de peso, infecções recorrentes, visão turva, mudanças de humor dentre outros. 

Além disso, cabe destacar que o DM está associado a danos a longo prazo 

com disfunção em diferentes órgãos, especialmente nos olhos, rins, nervos, 

coração e vasos sanguíneos (SALGADO & GUERRA, 2014)  

É bem estabelecido na literatura que o DM pode causar alterações 

funcionais nas plaquetas e no endotélio, estresse oxidativo sistêmico e 

inflamação levando a disfunções cardiovasculares (NDISANG, VANNACCI & 

RASTOGI, 2014). As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados 

produzidos a partir de megacariócitos na medula óssea possuindo importantes 

funções biológicas relacionadas à homeostasia e a formação de trombos 

(CASTRO et al., 2006; ENGELMANN B, MASSBERG S., 2013). Na presença 

de injúria vascular, as plaquetas são ativadas para dar início a cascata de 

coagulação que vai ser responsável pela hemostase. As plaquetas participam 

da reparação do dano tecidual através da adesão a superfícies vasculares e 

ativação e agregação plaquetária por mediadores como o ADP, tromboxano e o 

colágeno (RUGGERY, 2002; HERTER, ROSSAINT & ZARBOCK, et al., 2014). 

 Estudos demonstram que no estado hiperglicêmico pode ocorrer uma 

glicação não enzimática entre  glicose e proteínas da membrana levando assim 

a danos na estrutura e fluidez, e consequentemente, alterando a função e a 

conformação das plaquetas (SANTILLI et al., 2015). Dessa forma, tem sido 

reportado que pacientes diabéticos são mais propensos a agregação 

plaquetária espontânea e são hipersensíveis a agonistas como trombina, 

colágeno e ADP. Estas alterações nas plaquetas parecem contribuir para as 

complicações do DM uma vez que elas podem favorecer o estado pró-

trombótico e aumentar o risco para doenças micro e macrovasculares nesta 
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endocrinopatia (MUDALIAR, 2004; KOLTAI et al., 2006; GRANT, 2007; 

MICHNO et al., 2007; CERBONE et. al., 2009; MIRTUNC et al., 2009; JINDAL 

et al., 2011).  

Outro aspecto importante a ser considerado é que alterações no sistema 

imunológico, tanto nas respostas celulares quanto humorais, também têm sido 

associadas à patogênese e a progressão especialmente do DM1 

(ARMSTRONG et al., 2013; KAMINITZ & ASKENASY 2016). No DM1 o 

processo de destruição das células β, denominado de insulite, é mediado pela 

infiltração de células imunes incluindo linfócitos T e B, monócitos, células 

dendríticas e natural Killer nas ilhotas pancreáticas (ITOH et al., 1993; BALDA 

& PACHECO – SILVA, 1999; LEBIEN et al., 2008; KNIP, 2012). Além disso, a 

hiperglicemia crônica é capaz de diminuir a função dos linfócitos bem como 

aumentar os níveis de citocinas pró - inflamatórias e da proteína C reativa 

(PICKUP et al., 1997; FROHLICH et al., 2000) tornando o organismo mais 

propenso a infecções nesta condição patológica.  

Os mecanismos relacionados com inflamação e tromboregulação 

possuem uma associação com vários componentes do sistema purinérgico. A 

sinalização purinérgica constitui-se atualmente um importante alvo de estudos 

uma vez que esta é capaz de modular importantes funções biológicas 

(BURNSTOCK, 2013). O sistema purinérgico é constituído pelos nucleotídeos e 

nucleosídeos de adenina, os receptores através dos quais estes nucleotídeos e 

nucleosideos exercem seus efeitos, e as ectoenzimas responsáveis pelo 

controle dos níveis extracelulares destas moléculas (YEGUTKIN et al., 2008). 

O estudo sobre os componentes deste sistema tem permitido elucidar novos 

alvos biológicos envolvidos na patogênese de diversas doenças além de 

proporcionar novas abordagens terapêuticas capazes de interferir com 

mecanismos etiopatogênicos mais específicos (BURNSTOCK, 2014). 

 Em condições fisiológicas ou patológicas muitas células são capazes de 

liberar nucleotídeos ou nucleosídeos de adenina como o trifosfato de 

adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP) e adenosina para o espaço 

extracelular (DEAGLIO & ROBSON, 2011; SEVIGNY et al., 2015). Estas 

moléculas ao se ligarem a receptores purinérgicos específicos podem modular 

vários mecanismos relacionados à neurotransmissão, neuromodulação, 
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proliferação celular, agregação plaquetária, resposta imune, inflamação e 

tromboregulação (BOURS et al., 2006; DEAGLIO & ROBSON, 2011; SEVIGNY 

et al., 2015). 

 O ATP intracelular geralmente é associado com processos que 

requerem energia, tais como transporte ativo e biossíntese, enquanto que o 

ATP extracelular é uma importante  molécula sinalizadora (YEGUTKIN, 2008). 

Concentrações elevadas de ATP (5 a 10 mM) estão presentes no citoplasma 

celular enquanto que no espaço extracelular ele pode ser encontrado em 

baixas concentrações (DI VIRGILHO, 2000). Entretanto, níveis extracelulares 

deste nucleotídeo podem aumentar drasticamente em situações de injúria 

tecidual, morte celular e inflamação (YEGUTKIN, 2008). 

No sistema imune, o ATP ao se ligar em receptores do tipo P2X ou P2Y, 

pode modular a resposta de linfócitos, monócitos, macrófagos, eosinófilos e 

células dentríticas (DI VIRGILHO et al., 2001; PLACIDO et al.,2006). Este 

nucleotídeo está envolvido na estimulação e na proliferação de linfócitos bem 

como na produção de citocinas pró-inflamatórias como a interleucina 2 (IL-2), 

interferon γ (IFN- γ) e a interleucina 1 beta (IL-1β) (BORSELLINO et al., 2013; 

SEVIGNY et al., 2015). Por outro lado, o ADP ao se ligar em receptores P2y2 e 

P2y12 é o principal agonista envolvido no recrutamento e agregação 

plaquetária (ANFOSSI et al., 2002). Já em relação a adenosina é bem 

estabelecido que esta molécula possui ações anti-inflamatórias, 

imunossupressoras e antiagregantes (BOURS et al., 2006; KUMAR & 

SHARMA, 2009).  

As enzimas ecto-nucleosideo difosfohidrolase (NTPDases), 5´-

nucleotidase e adenosina desaminase (ADA) possuem papéis cruciais na 

duração e magnitude da sinalização purinérgica através da conversão de ATP 

a inosina. A NTPDase1 hidrolisa ATP e ADP a AMP, a 5´-nucleotidase hidrolisa 

o AMP até adenosina a qual é subsequentemente degradada pela ação da 

ADA a inosina (Figura 1). Juntas, essas enzimas são responsáveis pelo 

controle das concentrações extracelulares destes nucleotideos e nucleosídeos, 

contribuindo para a manutenção da integridade do tecidos, especialmente 

quando atuam regulando mecanismos associados a inflamação e 

tromboregulação (YEGUTKIN, 2008; DEAGLIO & ROBSON, 2011). 
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Figura 2: Enzimas envolvidas na degradação de nucleotídeos e nucleosideos de adenina 

(Holger, 2012). 

 

 As NTPDases são uma família de enzimas composta por oito membros:   

NTPDase1-8. As NTPDases 1, 2, 3 e 8 são ectoenzimas com o sítio catalítico 

voltado para o meio extracelular, as NTPDases 5 e 6 são intracelulares  e as 

NTPDases 4 e 7 são enzimas intracelulares presentes no lúmem de organelas. 

Estas enzimas são dependentes de íons de Ca2+ ou Mg2+ para exercerem suas 

atividades enzimáticas e diferem entre si pela afinidade entre os  nucleotídeos 

tri e di fosfatados (KUKULSKI et al., 2005; ROBSON, 2006). A NTPDase 1 

(E.C.3.6.1.5, apirase, ecto-NTPDase1, CD39) é uma proteína integral de 

membrana capaz de hidrolisar tanto ATP quanto ADP em AMP.  Essa enzima é 

composta por 510 aminoácidos possuindo dois domínios transmembranas 

sendo um próximo ao grupamento amino e o outro próximo ao grupamento 

carboxi terminal. A NTPDase1 é responsável pelo término da ativação dos 

receptores purinérgicos P2Y1,12,13 pois ela não permite a acumulação de 

ADP durante a hidrólise do ATP extracelular (KUKULSKI et al., 2011). Além 

disso, a CD39 tem sido evidenciada como um potente marcador de ativação de 

linfócitos (DWYER et al., 2007). 

A ecto - 5’- nucleotidase (E.C.3.1.3.5, CD73) é a enzima responsável 

pela hidrólise de AMP a adenosina. Essa ectoenzima é encontrada ancorada 
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na membrana celular sendo que sua atividade catalítica é dependente de  

Mg2+, isto é, ela liga os cátions divalentes ao domínio N - terminal e está 

ancorada na membrana celular ao domínio C-terminal por glicosil-

fosfatidilinositol (GPI) (HUNSUCKER et al., 2005). Esta enzima está presente 

em vários órgãos como rim, cérebro, fígado, coração e pulmão. No sistema 

vascular a CD73 está predominantemente associada ao endotélio de grandes 

vasos como as artérias aorta, carótida e coronária (ZIMMERMAN,1996; 

THOMPSON et al., 2004) sendo encontrada também na membrana de 

plaquetas e linfócitos T e B (BOURS et al., 2006). 

Outra enzima que possui um papel muito importante relacionada ao 

sistema purinérgico é a ADA. Essa enzima é responsável pela desaminação de 

adenosina a inosina (DEAGLIO & ROBSON, 2011). A ADA juntamente com a 

5´-nucleotidase são as principais enzimas responsáveis pela geração e 

manutenção dos níveis extracelulares de adenosina, uma molécula que exerce  

efeitos antitrombóticos via receptores A2A e A3, particularmente durante 

processos isquêmicos ou ateroscleróticos (SITKOVSKY et al., 2004) além de 

possuir ação anti-inflamatória e imunossupressora (SITKOVSKY & 

LUKASHEV, 2005).  

A atividade destas enzimas em linfócitos e plaquetas tem sido avaliada 

em diferentes patologias e condições experimentais tais como hipertensão 

(CARDOSO et al., 2015), esclerose múltipla (SPANEVELLO et al., 2010), 

síndrome de Down (FERREIRA et al., 2015), infarto agudo do miocárdio 

(LAVALL et al., 2015), síndrome metabólica (MARTINS et al., 2016), artrite 

reumatóide (CASTILHOS et al., 2015), hipotireoidismo (BALDISSARELLI et al., 

2016) e doença de Chagas (SOUZA et al., 2012). Em relação ao DM, trabalhos 

prévios do nosso grupo de pesquisa também demonstraram alterações na 

atividade da NTPDase, 5’- nucleotidase e ADA tanto em pacientes diabéticos 

quanto em modelos animais dessa endocrinopatia (LUNKES et al., 2004; 

SCHMATZ et al., 2009; STEFANELLO et al.,2016). 

Evidências científicas demonstram a importância do estudo de novas 

alternativas coadjuvantes para minimizar, contribuir e prevenir disfunções 

associadas ao DM. Neste contexto o uso de substâncias antioxidantes tem se 

mostrado uma estratégia promissora associada ao tratamento convencional 
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desta doença metabólica (HUANG et al., 2016). Além disso, considerando que 

alterações no sistema purinérgico estão presentes no DM, trabalhos prévios 

também tem avaliado o impacto de compostos naturais como resveratrol 

(SCHMATZ et al., 2013), quercetina (MACIEL et al., 2016), ácido clorogênico e 

cafeína (STEFANELLO et al., 2016) na modulação da sinalização purinérgica 

em modelos animais desta endocrinopatia. 

Em um modelo experimental de DM1 induzido por estreptozotocina foi 

observado um aumento na atividade de ectonucleotidases em plaquetas de 

ratos diabéticos, sendo que o tratamento com resveratrol não foi capaz de 

reverter as alterações na atividade das enzimas NTPDase e 5-nucleotidase 

mas diminuiu a atividade da ADA, possivelmente sendo este  importante 

mecanismo de ação do composto para aumentar os níveis de adenosina nesta 

condição patológica (SCHMATZ et al., 2009). STEFANELLO et al., (2016) 

também evidenciou um aumento na atividade de ectonucleotidases em 

plaquetas bem como na agregação plaquetária de ratos diabéticos, sendo que 

o tratamento com ácido clorogênico, cafeína ou café foram capazes de reverter 

estas alterações. Por fim, o tratamento com quercetina também foi capaz de 

prevenir alterações na sinalização purinérgica em sistema nervoso em um 

modelo experimental de DM1 (MACIEL et al., 2016). Esses estudos sugerem 

fortemente que disfunções na sinalização purinérgica estão envolvidas na 

progressão e no desenvolvimento de complicações associadas ao DM e que 

compostos capazes de interferir com essa sinalização podem ser promissores 

candidatos terapêuticos para o tratamento de portadores desta endocrinopatia. 

Os flavonóides são compostos naturais presentes em uma variedade de 

plantas como frutas e produtos alimentícios, como chocolate, chá e vinho. 

Estes compostos têm diversas propriedades farmacológicas importantes, 

especialmente antitumoral, anti-alérgica, anti-úlcera, antioxidante e atividades 

antivirais (GARCIA et al., 1997; GALATI et al., 2004). Dentre estes compostos 

pode-se destacar o ácido gálico (GA), conhecido também como ácido 3,4,5-

triidroxibenzóico, o qual pode ser encontrado em algumas plantas, como 

semente de uva, bagas, frutos avermelhados, cebolas, folhas de chá (verde e 

preto), erva mate e manga (XIA et al.,2010; SANHUEZA et al.,2017; MORALES 

et al., 2014; AKYOL et al.,2016). 
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O ácido gálico é formado por um anel aromático, três grupos hidroxila e 

um grupo ácido carboxílico (Figura 3). Os três grupos hidroxila estão ligados ao 

aromático anel na posição orto em relação um ao outro (SROKA; CISOWSKI, 

2003). O ácido gálico é conhecido também como galato, geralmente 

denominado assim pelos seus ésteres de propilo, octilo e dodecilo. Ele é 

utilizado na indústria alimentícia em gorduras e óleos para rancidez e 

deteriorização, na indústria de cosmética e materiais de embalagem, como 

aditivo alimentar, doces, gomas de mascar e leite em pó (KUBO et al., 2002; 

MUNOZ et al., 2002; OW; STUPANS, 2003). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                           Figura 3: Estrutura química do ácido gálico (3,4,5-triidroxibenzóico) 

                           Fonte: Punithavathi et al, 2011. 

 

O ácido gálico tem recebido muita atenção nos últimos anos por 

apresentar um potente efeito antioxidante, anti-inflamatório e atividade 

antihiperglicêmica (PUNITHAVATHI et al., 2011; KADE & ROCHA, 2013, DE 

OLIVEIRA et al., 2016). Outros estudos também relataram efeito antitumoral 

deste composto e sua citoxicidade seletiva contra uma variedade de células 

tumorais (SERRANO et al., 1998; SALUCCI et al.,2002).  

Estudos prévios já tem avaliado o efeito do ácido gálico em modelos 

experimentais de diabetes onde foi demonstrado que o tratamento com este 

composto foi capaz de diminuir os níveis de glicose e de hemoglobina glicada e 

reverter alterações em parâmetros de estresse oxidativo induzido pelo DM (KIM 

et al., 2006; PUNITHAVATHI et al., 2011; LEE et al., 2015; HUANG et al., 

2016). Outro estudo também demonstrou que o ácido gálico foi capaz de 
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promover uma proteção cardíaca diminuindo os produtos de glicação avançada 

e os níveis de citocinas inflamatórias em cultura de miofibroblastos (UMADEVI; 

GOPI & VELLAICHAMY, 2013). 

Esse composto fenólico também foi capaz de prevenir a diminuição de 

enzimas antioxidantes como superóxido dismutase, catalase, glutationa 

peroxidase e os níveis de vitamina C em fígado e rim de ratos submetidos a um 

modelo experimental de diabetes (DE OLIVEIRA et al., 2016). Também foi 

relatado em um estudo feito por LEE et al., (2015), que o ácido gálico 

promoveu uma inibição na produção de citocinas, induzida pela hiperglicemia, 

em monócitos através de alterações epigenéticas envolvendo o fator nuclear 

NF κ-B em ratos diabéticos. Além disso, HUANG et al., (2016) também 

demonstraram que o ácido gálico é capaz de melhorar a captação de glicose 

nos hepatócitos de ratos resistentes a insulina. 

Dessa forma, levando em consideração a incidência do diabetes em 

todo o mundo, e como suas implicações podem agravar a qualidade de vida 

dos pacientes, é de suma importância acrescentar novas alternativas 

terapêuticas coadjuvantes para o tratamento dessa doença. Considerando 

também as propriedades biológicas, antioxidantes e anti-inflamatórias já 

descritas do ácido gálico, é de extrema relevância avaliar os efeitos desse 

composto na sinalização purinérgica em linfócitos, plaquetas e soro de ratos 

diabéticos com o objetivo de contribuir na busca de novas alternativas 

terapêuticas, que possam minimizar os efeitos deletérios dessa endocrinopatia, 

utilizando compostos naturais.  

 

4. Metodologia e resultados 

 

Os resultados desta dissertação estão apresentados na forma de um 

manuscrito. Os itens materiais e métodos, resultados, discussão e referências 

bibliográficas encontram-se no próprio manuscrito e representam a íntegra 

deste estudo.  
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Abstract 

 

Diabetes mellitus (DM) is associated with hyperglycemia, changes in 
lymphocyte functions and platelet hyperactivity. The NTPDase, 5´-nucleotidase 
and adenosine deaminase (ADA) are important enzymes involved in the 
generation of the antiaggregant and antiinflammatory microenvironments and 
thus are the suitable therapeutic targets in DM. Gallic acid has many biological 
effects such as anti hyperglycaemic, antioxidant, anti-inflammatory and 
antiaggregant properties. The aim of this study was to evaluate the effect of 
gallic acid on the hematological parameters and ectonucleotidases activities in 
platelets and lymphocytes from diabetic rats. Male rats were divided in groups: 
control, gallic acid, diabetic and diabetic plus gallic acid. DM was induced in the 
animals by intraperitoneal injection of streptozotocin (65 mg/kg). Gallic acid (30 
mg/kg) was administered orally for 21 days. Our results showed that gallic acid 
did not was capable of decrease the hyperglycaemia in diabetic rats. In regard 
to haematological parameters, the concentration of mean corpuscular 
hemoglobin was decreased while that red cell distribution was increase in the 
diabetic group. Gallic acid was capable to revert these alterations. When 
diabetic rats were treated with gallic acid was observed a decrease in 
hemoglobin levels, hematocrit and mean corpuscular volume. Gallic acid also 
reverted the increase in ATP and ADP hydrolysis and ADA activity in 
lymphocytes of diabetic animals. In platelets, gallic acid prevented the increase 
in the NTPDase activity and decreased the ADA activity in diabetic rats. A 
decrease in ATP hydrolysis and an increase in ADP and AMP hydrolysis in 
diabetic rats were observed in serum and gallic acid treatment was capable to 
revert only changes in ATP hydrolysis. Our results suggest that gallic acid has 
beneficial effects on immune and thromboregulatory responses in DM, and that 
these effects may be related to the modulation of purinergic signaling in 
lymphocytes, platelets and serum. 

 
 
Keywords: Ectonucleotidases, Diabetes mellitus, Gallic acid, Lymphocytes, 

Platelets 
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1. Introdution 

 

The gallic acid (GA) also known as 3,4,5-triidroxibenzoic acid is found in  

plants such as grape seeds, berries, fruit reddish, onion and tea leaves (green 

and black). GA has received much attention by presenting many biological 

effects such as antioxidant and anti-inflammatory properties [1,2]. The particular 

importance, studies have demonstrated that GA has anti hyperglycaemic effects 

by decrease the levels of glucose and glycosylated hemoglobin and increase 

the insulin levels in experimental models of diabetes [3]. 

Diabetes mellitus (DM) is a multifactorial clinical disease associated with 

hyperglycemia and is considered a risk factor for many others pathologies [4,5]. 

Data from literature have demonstrated that components of the immune system 

are altered in DM. These immunological alterations include changes in 

lymphocytes metabolism and their functions and altered levels of specific 

cytokines [6,7]. In addition, low grade inflammation, platelet hyperactivity, 

endothelial dysfunction and abnormalities in coagulation have been implicated 

for the increased atherothrombotic risk in DM [7,8,9]. 

Purinergic molecules such as ATP, ADP and adenosine can act as 

positive or negative signals modulating the immune and thromboregulatory 

responses [10]. The balance between ATP, ADP and adenosine concentrations 

depends of the ectonucleotidases activities on the cell surface [11]. The 

conversion of the ATP and ADP to AMP is catalized by NTPDase 1 (CD39) 

whereas that the 5´-nucleotidase enzyme (CD73) catalyzes the 

dephosphorylation of AMP into adenosine. The adenosine is subsequently 

degraded by the action of adenosine deaminase (ADA) into inosine [11]. The 

CD39, CD73 and ADA are enzymes considered pivotal in the generation of the 

antiaggregant and immunosuppressive microenvironments [12]. 

Previous studies of our research group has demonstrated alterations in 

the activity of NTPDase, 5'-nucleotidase and ADA in both diabetic patients and 

in experimental models of this endocrinopathy [13-17]. In this line, these 

ectoenzymes are suitable therapeutic targets for the management of vascular 

and immunological complications associated with diabetes. Therefore, the 

evaluation of the compounds capable to modulate purinergic signaling can 
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opened the door strategies of treatment to reduce the severity of the 

complications in this metabolic disease. 

In this context, the aim of the present study was evaluated the effects of 

gallic acid treatment in hematological parameters and in the NTPDase, 5´- 

nucleotidase and ADA activities in lymphocytes, platelets and serum of diabetic 

rats.  

 

2. Materials and Methods  

 

2.1 Animals  

Adult male Wistar rats were used in this experiment. They were kept on a 

12 h light/12 h dark cycle at a temperature of 22 ± 2 °C, with free access to food 

and water. All animal procedures were previously approved by the Animal 

Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria (protocol number: 

007/2015). 

 

2.2 Experimental induction of diabetes  

A type 1 diabetes model was induced by a single intraperitoneal injection 

of streptozotocin (STZ) at a concentration of 65 mg/kg, diluted in 0.1 M sodium 

citrate buffer (pH 4.5). The control group received an equivalent dose of sodium 

citrate buffer. Animals submitted to STZ injection received 5% glucose solution 

instead of water for 24 h after diabetes induction, in order to reduce mortality 

due to hypoglycaemic shock. Blood samples were drawn six days after 

STZ/vehicle injection through the tail vein in order to assess blood glucose. 

Glucose levels were determined with a portable glucometer (ADVANTAGE, 

Boehringer Mannheim, MO, USA). Only animals with a high fasting glucose 

(250 mg/dL) were considered as diabetic and used for the present study. The 

glucose levels were determined on the first and last days of treatment. 

 

2.3 Treatment with gallic acid (GA) 

The animals were randomly divided into four groups: control/saline, 

control/GA, diabetic/saline and diabetic/GA. GA treatment started one week 

after the induction of diabetes. Control/saline and diabetic/saline animals 
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received saline solution for oral via. The animals of the control/GA and 

diabetic/GA groups received GA by oral administration at a concentration of 30 

mg/kg/day, once a day at 11:00 am during 21 days (Figure 1). The dose of GA 

and time of treatment were based in previous studies [2,3]. 

 

2.4 Samples preparation for biochemical tests  

 Twenty-four hours after the last day of treatment, the animals were 

anaesthetized with halothane and submitted to euthanasia. Blood was collected 

by cardiac puncture in tubes contain sodium citrate or ethylene diamine tetra 

acetic acid (EDTA) as anticoagulant. Lymphocytes were isolated from blood 

collected with EDTA and separated on Ficoll-Histopaque density gradients as 

described by Böyum [18]. The platelet-rich plasma (PRP) were prepared from 

blood collected with sodium citrate the according to method of Pilla et al. [19] 

modified by Lunkes et al. [14]. Whole blood also was collected in tubes without 

an anticoagulant system and centrifuged for 15 min at room temperature. The 

clot was discarded and the serum was obtained. In the whole blood with EDTA 

and serum was evaluated also the haematological parameters. 

 

2.5 Haematological parameters analysis  

 The red blood cells and total leucocytes counts and hemoglobin 

quantification were performed with an automatic counter Mindray BC 2800 

VET®.  The determination of hematocrit was obtained in a micro-hematocrit 

centrifuge after 5 min in rotation of 19.720g. The measurement of total plasma 

proteins was performed by refractometry and the result obtained in milligrams 

per deciliter (mg/dL). The mean corpuscular volume (MCV) and mean 

corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were determinate by indirect 

calculations.The leucocytes differential was performed on blood smears stained 

with Diff Quick. 

 

2.6   NTPDase and ADA assays in lymphocytes 

After lymphocyte isolation, NTPDase activity was determined as described 

by Leal et al. [20] where the reaction medium contained 0.5 mM CaCl2, 120 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 6 mM glucose and 50 mM the Tris HCl buffer pH 8.0, at a final 
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volume of 200 µL. Lymphocytes suspended in saline solution were added to 

the reaction medium (2-4 µg of protein) and pre-incubated for 10 min at 370 C 

and incubation was conducted for 70 minutes. The reaction was initiated by the 

addition of substrate (ATP or ADP) at a final concentration of 2.0 mM and 

stopped with 10% trichloracetic acid (TCA). The released inorganic phosphate 

(Pi) was assayed by the method of Chan et al. [21] using malachite green as 

colorimetric reagent and KH2PO4 as standard. The specific activity is reported 

as nmol Pi released/min/mg of protein. 

 Adenosine deaminase activity was measured in lymphocytes by the 

method of Giusti and Gakis [22]. Briefly, lymphocytes reacted with 21 nmol/L of 

adenosine (pH 6.5) and the incubation was carried out at 37C for 60 min. The 

reaction was interrupted at the end of the incubation by the addition of 

nitroprusside and phenol solution. In this assay, ammonia reacts with 

hypochlorite and phenol to form the intense blue indophenol. The ammonia 

concentration is directly proportional to the absorption of indophenol at 620 nm. 

The specific activity was reported as 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 

from adenosine per minute at standard assay conditions. 

2.7 NTPDase, 5´- nucleotidase and ADA assays in platelets 

The reaction medium for NTPDase activity contained 5 mM CaCl2, 100 

mM NaCl, 4 mM KCl, 5 mM glucose and 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4 as 

described by Lunkeset al. [14]. For AMP hydrolysis, the medium reaction was 

used as previously described, except that the 5 mM CaCl2 was replaced by 10 

mM MgCl2. Platelets preparation (8-12 µg of protein) were added to the reaction 

mixture and pre-incubated at 37○C for 10 min. The reaction was initiated by the 

addition of ATP or ADP to obtain a final concentration of 1.0 mM and incubation 

proceeded for 60 minutes. For AMP hydrolysis, 5’-nucleotidase activity was 

carried out as previously described and the final concentration of the nucleotide 

AMP added was 2 mM. The reaction was stopped with TCA 10% and the 

released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan et al. 

[21]. The specific activity is reported as nmol Pi released/min/mg of protein. The 
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ADA activity also was evaluated the according to Giusti and Gakis [22] and 

expressed as in units per liter (U/L). 

2.8 NTPDase, 5´- nucleotidase and ADA assays in serum 

 The activity of enzymes NTPDase and 5'-nucleotidase in serum was 

determined the according to Fürstenau et al. [23]. The reaction mixtures 

contained 112.5 mM Tris HCl, pH 8.0 and the content of the protein was 1.0 mg 

per tube. To start the reactions, substrates (ATP, ADP and AMP) were added 

to the medium in a final concentration of 3.0 mM. The reaction was stopped 

with TCA 10% after 40 minutes of incubation. The released inorganic 

phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan et al. [21] and the specific 

activity is reported as nmol Pi released/min/mg of protein. ADA activity in serum 

was determined according to Giusti and Gakis [22] as previously described. 

Results were expressed in units per liter (U/L).  

 

2.9 Protein Determination  

 Protein was measured by the Coomassie blue method according to 

Bradford [24] using serum albumin as standard. 

 

2.10 Statistics Analyses  

Statistics analyses were performed by Two and one way ANOVA, 

statistical program GraphPad Prism 5, followed by Bonferroni post-test. 

Differences were considered significant when P<0.05 and variables are 

presented as mean ± standard deviation (SD). 

 

3. Results  

 

 Initially our findings showed that STZ administration increased the blood 

glucose levels in the animals when compared to control groups [F(1,19)= 20.14 

P= 0.0001]. However, the gallic acid treatment during 21 days, was not capable 

to decrease the hyperglycaemia in diabetic rats (end treatment) [F(1,19)= 1.50 P= 

0.234 Figure 2). 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi7lJf9qenLAhULfpAKHQa_AWQQFgggMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.portalaction.com.br%2Fanova%2F33-teste-de-bonferroni&usg=AFQjCNGtcSOuoZrT5QbBx1iDiFVumuqNAA&sig2=hfBJckJVzLxI7kH6NQrUxw
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 The results the haematological parameters are showed in the Table 2. As 

can be observed no alterations occurred in the erythrocytes number and protein 

levels in any of the groups evaluated in this study. In the group diabetic and 

treated with gallic acid was observed a decreased in hemoglobin levels [F(1,16)= 

6.79, P= 0.019), hematocrit  [F(1,16)= 21.56, P= 0.0003) and mean corpuscular 

volume (MCV) [F(1,16)= 4.60, P= 0.047) when compared to others groups. The 

concentration of mean corpuscular hemoglobin concentration (CHCM) 

decreased in the diabetic group and gallic acid was capable to revert this 

alteration [F(1,16)= 15.16 P= 0.0014). In addition, we also observed a decrease in 

the red cell distribution (RDW) in diabetic rats and gallic acid treatment reverted 

this change [F(1,16)= 15.10 P= 0.0016). There are no alterations in the leucogram 

parameters in any group evaluated in this study (data not shown). 

 The findings of ectonucleotidases activities in lymphocytes are showed in 

Figure 3. Our results demonstrated an increase in ATP and ADP hydrolysis in 

lymphocytes of diabetic animals and gallic acid treatment was capable to revert 

these effects. ATP: gallic acid treatment: [F(1,18)= 11.09 P= 0.0037], STZ [F(1,18)= 

5.35 P= 0.0320], interaction [F(1,18)= 9.65 P= 0.0061], ADP: gallic acid treatment: 

[F(1,18)= 8.62 P= 0.0088], STZ [F(1,18)= 16.31 P= 0.0008], interaction [F(1,18)= 5.38 

P= 0.032]. Similar results were observed in relation to ADA activity. STZ 

administration induced an increase in this enzyme activity in lymphocytes and 

gallic acid treatment also was capable to revert this alteration: gallic acid 

treatment: [F(1,18)= 5.43 P= 0.031], STZ [F(1,18)= 7.43 P= 0.013], interaction 

[F(1,18)= 18.99 P= 0.0004] (Figure 3). 

Statistical analysis also showed an increase in the ATP and ADP 

hydrolysis in platelets of diabetic animals and gallic acid treatment was capable 

to revert these effects. ATP: gallic acid treatment: [F(1,20)= 15.43 P= 0.0008], STZ 

[F(1,20)= 11.20= 0.0032], interaction [F(1,20)= 30.54 P< 0.0001], ADP: gallic acid 

treatment: [F(1,20)= 10.77 P= 0.0037], STZ [F(1,20)= 27.65 P< 0.0001], interaction 

[F(1,20)= 10.68 P= 0.0039] (Figure 4). On the other hand, gallic acid treatment not 

reverted the inhibition in the 5´-nucleotidase activity induced by experimental 

diabetes: gallic acid treatment: [F(1,18)= 1.79 P= 0.1976], STZ [F(1,18)= 38.25 P< 

0.0001], interaction [F(1,18)= 1.70 P= 0.2083] (Figure 4). In regard the ADA 

activity in platelets, our results demonstrated that occurred the inhibition in this 
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enzyme activity only in the group diabetic treated with gallic acid when 

compared to the others experimental groups: gallic acid treatment [F(1,20)= 15.51 

P= 0.0008], STZ [F(1,18)= 0.8114 P< 0.3784], interaction [F(1,18)= 2.48 P= 0.1307] 

(Figure 4).  

In serum our results showed a decreased in ATP hydrolysis in diabetic 

animals and this alteration was reverted by gallic acid administration: gallic acid 

treatment [F(1,18)= 32.40 P<0.0001], STZ [F(1,18)= 5.32 P=0.0361], interaction 

[F(1,18)= 71.54 P<0.0001] (Figure 5). On the other hand, gallic acid (30mg/kg) not 

reverted the increase in ADP and AMP hydrolysis induced by hyperglycemic 

status. ADP: gallic acid treatment [F(1,18)= 1.954 P=0.6634], STZ [F(1,18)= 29.15 

P<0.0001] interaction [F(1,18)= 0.4342 P=0.5179], AMP: gallic acid treatment 

F(1,18)= 0.0840 P=0.7751], STZ [F(1,18)= 6.73 P=0.0180], interaction [F(1,18)= 0.032 

P=0.8598]. No alterations were observed in the ADA activity in serum in the 

groups evaluated in this study: gallic acid treatment F(1,18)= 1.18 P=0.2920], STZ  

[F(1,18)= 1.29 P=0.2713], interaction [F(1,18)= 2.97 P=0.1039] (Figure 5).  

 

4. Discussion 

The effects of experimental model of DM induced by STZ are well known. 

STZ causes lesions in Langerhans islets interfering to synthesis and insulin 

liberation [25,26]. Corroborating with others studies, our findings shows an 

increase in the glucose levels in rats submitted to experimental diabetes 

induced by STZ  [2,15,17]. 

In first time we evaluated the effects of gallic acid treatment in blood 

glucose levels in diabetic rats. Although previous studies have related that gallic 

acid (10, 20 and 25 mg/kg) increase the insulin levels and decrease the glucose 

levels in diabetic rats [3,27] the antihyperglycaemic effect of this natural 

compound was not observed in our study. Similar findings were described by 

Oliveira et al. [2] that demonstrated that gallic acid also not decrease the 

glucose levels in diabetic rats and that the protective effects of this compound 

could be associated with antioxidant properties [2]. The inconsistent data 

regarding the effects of the gallic acid on diabetes can be explained by the 

doses of STZ administered, diabetes type induced and time of gallic acid 

treatment [2,3,27]. 
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In our study we observed a decrease in hemoglobin levels, hematocrit 

and mean corpuscular volume (MCV) in diabetic rats treated with gallic acid. 

Interestingly, Niho et al. [28] in a study evaluating the subchronic toxicity 

of gallic acid in rats feeding by diet containing 0, 0.2, 0.6, 1.7 and 5% gallic acid 

by for 13 weeks, also demonstrated a reduction in hemoglobin levels, 

hematocrit and red blood cells suggesting the anemia development. In fact, in 

our study no changes were observed in these parameters in animals control/ 

gallic acid, however is important to consider that alterations such as a decrease 

in spleen weight liver dysfunctions in diabetic state can contributed to this 

effects of gallic acid in this hematological parameters. 

 The increased susceptibility to infections in diabetic patients has been 

associated to both humoral and cellular immune responses [29]. Accumulating 

evidences supports that DM causes marked changes in lymphocyte metabolism 

[7] and decreased functions (chemotaxis, phagocitosis killing) of 

polymorphonuclear cells and monocytes/macrophages [29]. Previous 

investigations also showed altered levels of specific cytokines, changes in the 

number e activation state of various leukocyte populations and increased 

apoptosis [7,29,30,31,32]. 

 In the present study we also demonstrated that purinergic signaling is 

altered in lymphocytes from diabetic rats. The enzymes NTPDase and ADA act 

as a checkpoint that determines whether the extracellular environment is 

proinflammatory (ATP mediated responses) or anti-inflammatory (adenosine 

mediated responses) [11]. In this line, an increase in the NTPDase activity may 

be responsible by decrease of the ATP levels, while that an increase in the ADA 

activity can promote a reduction of adenosine levels (an anti-inflammatory 

molecule). 

  In this context, our findings appointed that these changes in purinergic 

signaling in lymphocytes may contribute to disruption of inflammatory and 

immunological response in DM. However, gallic acid treatment was capable to 

revert the increase of NTPDase and ADA activities in lymphocytes caused by 

hyperglycemic state. In fact, an anti-inflammatory and immunological property of 

gallic acid has been described [1]. Gallic acid inhibits production of IL-6 in 

macrophages culture [33], interferes with function of polymorphonuclear 
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leukocytes and myeloperoxidase activity [1] and inhibited the cytokine 

production induced by hyperglycemia in monocytes through epigenetic changes 

involving NF-κB [34]. In addition, pretreatment of lymphocytes with gallic acid 

also inhibit lipid peroxidation and apoptosis induced by oxidative stress [35]. 

Based on this, ours results sustain and corroborate the benefits effects of gallic 

acid on immune system in DM and suggest that other possible mechanism 

involved in this effect is although to modulation of purinergic signaling in 

lymphocytes.  

 Corroborating with previous studies from our laboratory [16] we also 

showed an increase in the NTPDase in platelets from diabetic rats. The up - 

regulation of this enzyme activity implies that it also plays a crucial role in 

thrombotic process in hyperglycemic state. The increase in the NTPDase 

activity could deplete the ADP levels, a main agonist of platelet aggregation; on 

the other hand, a decrease in the 5´-nucleotidase could decrease the 

extracellular adenosine levels (an antiaggregant molecule). In this line, our 

findings are consistent with other report that showed an increase de 70-80% in 

the platelet aggregation in diabetic animals using ADP as agonist [17]. 

 Preliminary results of experimental studies have demonstrated that gallic 

acid inhibit platelet aggregation, P- selectin expression and platelet-leukocyte 

aggregation [36].  Besides, this natural compound is capable to prevent the 

elevation of intracellular calcium and attenuated phosphorylation of PKCα/p38 

MAPK and Akt/GSK3β on platelets stimulated [36]. Lim et al. [37] also showed 

that gallic acid inhibited the platelet aggregation induced by collagen and by 

arachidonic acid. An important aspect to be discussed is that the decrease in 

the ADA activity by gallic acid in blood platelets of diabetic rats may be an 

important factor underlying in platelet hyperactivity and aggregation in the 

course of DM. 

 In conclusion, the results of this study showed that gallic acid may 

provide effective protection against complications associated to immunological 

and thromboregulatory mechanisms in DM  although to modulation of purinergic 

signaling in lymphocytes, platelets  and serum. These findings provide evidence 

that gallic acid may be useful for the treatment of DM and raise the possibility of 

a new application as a complementary therapy associated with hypoglycaemic 
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drugs. However, more studies are necessary to investigated time, dose and 

possible mechanisms involved in alterations of hematological parameters during 

chronic hyperglycemia associated to gallic acid treatment.  
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Legends of Figures 

Figure 1 – Experimental protocol the treatment of gallic acid (30 mg/kg) in a 

model of diabetes mellitus type 1 (DM1). 

 

Figure 2 – Blood glucose levels of the diabetic and control rats at the onset (A) 

and the end (B) of the gallic acid treatment. Data were expressed as mean ± 

SD. *** Denotes P < 0.001 as compared to the others groups (Two way ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc test n= 6). 

 

Figure 3 – NTPDase and Adenosine deaminase (ADA) activities on 

lymphocytes from STZ-induced diabetic rats and treated with gallic acid (30 

mg/kg). Data were expressed as mean ± SD. * P<0.05, ** P<0.01 and *** P < 

0.001 as compared to the saline group. ## P<0.01 and ### P<0.001 as compared 

to the diabetic group. (Two way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, 

n= 5-6]. 

 

Figure 4 – NTPDase, 5`- nucleotidase and Adenosine deaminase (ADA) 

activities on platelets from STZ-induced diabetic rats and treated with gallic acid 

(30 mg/kg). Data were expressed as mean ± SD. * P<0.05 and *** P < 0.001 as 

compared to the saline group. ### P<0.001 as compared to the diabetic group. 

(Two way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, n= 5-6]. 

 

Figure 5 – NTPDase, 5`- nucleotidase and Adenosine deaminase (ADA) 

activities on serum from STZ-induced diabetic rats and treated with gallic acid 

(30 mg/kg). * P<0.05 as compared to the saline group. ### P<0.001 as 

compared to the diabetic group. (Two way ANOVA followed by Bonferroni post 

hoc test, n= 5-6]. 

 

Figure 6 – Changes in haematological parameters and ectonucleotidases 

activities in lymphocytes, platelets and serum found in rats submitted to 

diabetes experimental model and gallic acid intake. 
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Table 1: Effects of gallic acid in hemogram of the diabetic and control rats. 

Values are expressed as mean ± SD. Denotes statistical differences for 

*P<0.05, **P<0.01 and *** P<0.001 when compared to others groups. (Two way 

ANOVA followed by Bonferroni post hoc test n= 5-6). MCV (Mean Corpuscular 

Volume), MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration) and RDW 

(Red Blood Cells Distribution Width). 

 

 
 

 
Control 

 
Gallic Acid 

 
Diabetes 

 
Diabetes/Gallic acid 
 

 
Erythrocytes number 

(106/µl) 

 
8.5 ± 0.23 

 
8.6 ± 0.12 

 
8.4 ± 0.29 

 
8.0 ± 0.25 

 
Hemoglobin (g/dl) 

 
17.30 ± 0.49 

 
16.78 ± 0.20 

 
16.86 ± 0.41 

 

15.32 ± 0.26* 

 
Hematocrit (%) 

 
48.00 ± 0.31 47.6 ± 0.32 48.20 ± 1.2 38.6 ± 0.63*** 

MCV (fl) 56.20 ± 1.4 
 

55.40 ± 1.18 56.80 ±1.43 49.82 ± 1.33* 

MCHC (g/dl) 
 

34.11 ±0.89 34.19 ± 0.37 33.76 ± 0.93* 38.38±0.98*** 

RDW% 
 

11.72±0.22 12.42±0.23 13.24±0.23** 11.92±0.33 

Protein (mg/dl) 7.84 ± 0.22 7.76±0.04 7.52±0.28 7.20±0.14 
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5. Conclusão 

 

 Nos parâmetros hematológicos nos animais diabéticos tratados com ácido 

gálico, foram observados uma diminuição nos níveis de hemoglobina, 

hematócrito e volume corpuscular médio (VCM), sugerindo ter 

desencadeado anemia nesses animais. Isso se deve possivelmente a uma 

diminuição nas funções do fígado e do baço nos animais diabéticos, o que 

pode ter contribuído para esse possível efeito do ácido gálico. 

 

 Os efeitos benéficos do ácido gálico sobre o sistema imunológico no DM, 

sugere que a sinalização purinérgica está envolvida na modulação das 

funções dos linfócitos e pode contribuir para a interrupção da resposta 

inflamatória e imunológica no DM. 

 

 O ácido gálico foi capaz de reverter o aumento da atividade da enzima 

NTPDase e diminuir a atividade da ADA em plaquetas de ratos diabéticos. 

Esse efeito pode estar contribuindo para aumentar os níveis de adenosina, 

uma molécula com ações antiagregantes. 

 

 Não ocorreram alterações no leucograma em nenhum dos grupos 

avaliados, sugerindo que os benefícios do ácido gálico estão  associados a 

modulação enzimática e não a alterações no número de células que 

expressão as enzimas NTPDase, 5’- nucleotidase e adenosina desaminase 

em linfócitos e plaquetas. 
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