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“Descobri como é bom chegar, quando se tem paciência. 

E para se chegar onde quer que seja, aprendi que  

não é preciso  dominar a força, mas a razão.  

É preciso, antes de mais nada, querer”. 

 

(Amyr Klink) 
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O diabetes mellitus é considerado uma desordem metabólica, que afeta grande 
parte da população mundial. A hiperglicemia do diabetes causa prejuízos cognitivos 
associados a alterações fisiológicas e estruturais no sistema nervoso central (SNC) 
bem como na sinalização purinérgica. A superprodução de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) contribui significativamente para as complicações desta patologia. 
Frutos que possuem uma variedade de compostos polifenólicos, como o Lingonberry 
(Vaccinium vitis-idaea L.), podem modular os componentes envolvidos no sistema 
purinérgico, bem como prevenir os danos causados pelo estresse oxidativo. Desta 
forma, pretende-se investigar o efeito do tratamento com extrato de Lingonberry (LB) 
sobre o sistema purinérgico e estresse oxidativo em córtex de ratos diabéticos 
induzidos com estreptozotocina. Os ratos machos Wistar foram divididos em cinco 
grupos (n=10): controle/salina, controle/LB 50 mg/kg, diabético/salina, diabético/LB 
25 mg/kg e diabético/LB 50 mg/kg, tratados via oral durante 30 dias. Após este 
período foram eutanasiados e o córtex cerebral retirado para análises. Os nossos 
resultados demonstram uma redução na hidrólise do ATP, ADP e AMP no grupo 
diabético/salina quando comparado ao grupo controle/salina e o tratamento com LB 
na dose de 50 mg/ kg  foi capaz de prevenir essa redução. Para a atividade da 
adenosina desaminase não foram encontrados resultados significativos. A 
expressão do receptor P2X7 aumentou no grupo diabético/salina e quanto ao 
receptor A1 esteve diminuída no diabetes e o tratamento em ambas as doses foi 
capaz de manter a expressão destes receptores próximos ao grupo controle/salina. 
Também foi observado um aumento nas EROs bem como nos níveis de peroxidação 
lipídica (TBARS) no grupo diabético/salina em comparação ao controle/salina, o 
tratamento na dose de 50 mg/ kg foi capaz de reverter este aumento no grupo 
diabético para a EROs e quanto ao TBARS as duas doses de LB foram eficientes. 
Desta forma, os resultados nos indicam que o LB foi capaz de modular a atividade 
das ectonucleotidases bem como a expressão dos receptores P2X7 e A1 e prevenir 
o aumento do estresse oxidativo. Isto evidencia as propriedades benéficas do 
extrato de Lingonberry, sugerindo que este fruto pode ser um coadjuvante no 
tratamento do diabetes. 
 
 
 
Palavras-chave: Diabetes mellitus. Sinalização purinérgica. Lingonberry. Estresse 
oxidativo. Receptor P2X7. Receptor A1. 
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Diabetes mellitus (DM) is considered a metabolic disorder that affects large part of 
worldwide. The hyperglycemia of diabetes cause cognitive impairments associated 
with physiological and structural changes in the central nervous system (CNS) as 
well as purinergic signaling. The overproduction of reactive oxygen species (ROS) 
contributes significantly to the complications of this disease. Fruits that have a variety 
of polyphenolic compounds, such as Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea L.), can 
modulate the components involved in the purinergic system and prevent damage 
caused by oxidative stress. Thus, it is intended to investigate the effect of treatment 
with Lingonberry extract (LB) on the purinergic system and oxidative stress in the 
cortex of streptozotocin induced diabetic rats. The male Wistar rats were divided into 
five groups (n = 10): control/saline control/LB 50 mg/kg, diabetic/saline, diabetic/LB 
25 mg/kg and diabetic/LB 50 mg/kg treated orally for 30 days. After they were 
euthanized and the cerebral cortex removed for analysis. Our results demonstrate a 
reduction in hydrolysis of ATP, ADP and AMP in the diabetic group/saline compared 
to the control/saline, and treatment with LB at a dose of 50 mg/kg was able to 
prevent this reduction. For the activity of adenosine deaminase were not found 
significant results. The expression of P2X7 receptor increased in the diabetic 
group/saline and as the A1 receptor was decreased in diabetes, treatment at both 
doses was able to maintain expression of these receptors near the control/saline 
group. It was also observed an increase in ROS and levels of lipid peroxidation 
(TBARS) in the diabetic/saline group compared to the control/saline, treatment at a 
dose of 50 mg/kg was can reverse this increase in diabetic group for EROs, while the 
TBARS both doses were effective. Thus, the results indicate that the LG was able to 
modulate the activity of ectonucleotidases well as the expression of P2X7 and A1 
receptors and prevent the increase of the oxidative stress. This evidences the 
beneficial properties of Lingonberry extract, suggesting that this fruit may be 
coadjuvant in the treatment of diabetes. 
 
 
 
Keywords: Diabetes mellitus. Purinergic signaling. Lingonberry. Oxidative stress. 
P2X7 receptor. A1 receptor. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de um manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As seções Materiais 

e Métodos, Resultados, Discussão e Referências encontram-se no próprio 

manuscrito e representam a íntegra deste estudo.  

O item Conclusões encontra-se no final desta dissertação e apresenta 

comentários gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho. 

As Referências equivalem somente às citações que aparecem no item 

Introdução desta dissertação.  

O manuscrito está estruturado de acordo com as normas da revista científica 

para a qual será submetido: Life Sciences. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica caracterizada por níveis 

elevados de glicose sanguínea, devido a defeitos na secreção e/ou ação da insulina 

(ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 2014). Esta patologia representa um 

dos maiores problemas de saúde pública e vem tomando proporções epidêmicas 

nos últimos anos. Estima-se que há cerca de 382 milhões de casos de diabetes em 

todo o mundo (Figura 1) e que no ano de 2035 este número alcance 592 milhões, o 

que representa um alto custo econômico sobre os pacientes, bem como aos 

sistemas de saúde. O Brasil é o 4º país com maior número de portadores de 

diabetes, apresentando 13,4 milhões de casos, cerca de 7% da população 

(FEDERAÇÃO INTERNACIONAL DE DIABETES, 2013).  

 

 
 

Figura 2- Número de pessoas acometidas por Diabetes mellitus no mundo. 

Fonte: Atlas da Federação Internacional de Diabetes, 2013. 

 

Sob condições metabólicas normais, os níveis de glicose sanguínea são 

rigorosamente controlados através de mecanismos hormonais a fim de mantê-los 

dentro de seu limite aceitável (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 2014). 
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Este processo é realizado através dos hormônios glucagon e insulina, produzidos 

pelas células α e β, respectivamente, das ilhotas de Langherans do pâncreas. Em 

períodos de jejum, o glucagon exerce regulação estimulando as vias produtoras de 

glicose (gliconeogênese e glicogenólise), enquanto que em situações nas quais as 

taxas de glicose estão altas, a insulina entra em ação, estimulando a captação da 

glicose para dentro das células e reduzindo a produção de glicose hepática (TIWARI 

& RAO, 2002).  

Quando o organismo apresenta resistência à insulina ou quando ocorrem 

defeitos na secreção deste hormônio, em decorrência da destruição das células β 

pancreáticas, a glicose deixa de se internalizar nas células, ficando em altas 

concentrações no sangue. Esta condição é conhecida como hiperglicemia, principal 

característica do DM (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 2014). 

O DM possui etiologia múltipla, e a classificação atual de acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1999) e 

Associação Americana de Diabetes (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 

2014) inclui quatro classes: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 

(DM2), outros tipos específicos de diabetes mellitus e diabetes mellitus gestacional. 

O DM1 compreende cerca de 5 a 10% do total de casos e ocorre na maioria 

das vezes na infância ou adolescência, mas também pode ser diagnosticada em 

adultos. Esta condição clínica se dá pela destruição das células β das ilhotas de 

Langerhans do pâncreas, que produzem insulina, levando ao estágio de deficiência 

absoluta deste hormônio. Geralmente esta condição é causada por um processo 

autoimune, em que os anticorpos atacam equivocadamente as células secretoras de 

insulina (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2013-2014). 

Além da autoimunidade, o DM1 está relacionado com determinados genes do 

sistema antígeno leucocitário humano (HLA), alelos que podem proteger ou 

favorecer o desenvolvimento da doença (TOOD et al., 1987; ERLICH et al., 2008).  

O diabetes tipo 1 pode ser oriundo de fatores genéticos em conjunto com 

fatores ambientais, desencadeando a autoimunidade das células β. Porém há 

evidências em que as causas para a destruição das células produtoras de insulina 

pode ocorrer por fatores idiopáticos, cujas causas não são totalmente esclarecidas e 

não possuem um embasamento científico. O tratamento do DM1 se dá 

obrigatoriamente pela administração de insulina exógena, por isso esta forma 



19 
 

também é conhecida como insulinodependente (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2013-2014). 

A segunda forma do diabetes compreende cerca de 90% do total de casos e 

resulta principalmente da resistência à insulina e/ou da deficiência na secreção 

deste hormônio pelas células β pancreáticas, é a forma mais comum desta patologia 

e geralmente há uma pré-disposição em adultos com idade superior a 45 anos. O 

DM2 está associado principalmente a fatores como a obesidade e idade e não é 

dependente de terapia insulínica. A resistência a insulina pode ser contornada, 

primeiramente, através da adoção de hábitos de vida saudáveis, ou ainda pela 

inclusão de uma variedade de antidiabéticos orais (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2013-2014).  

Outros tipos específicos de diabetes mellitus é a forma bem menos comum da 

doença, em que os defeitos ou processos causadores da patologia podem ser 

identificados. Nesta classe estão incluídos defeitos genéticos das células β ou na 

ação da insulina, doenças do pâncreas exócrino, endocrinopatias, infecções, 

síndromes genéticas além de ser induzida por medicamentos ou agentes químicos. 

Já o diabetes gestacional é uma condição temporária que ocorre durante a gravidez, 

mas aumenta o risco para a mãe e o bebê desenvolverem diabetes posteriormente, 

geralmente é detectado no rastreamento pré-natal a partir da 24ª semana de 

gravidez e atinge cerca de 2 a 4% das gestantes (DIRETRIZES DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2013-2014). 

As doenças metabólicas, como o diabetes geralmente já estão presentes 

antes de serem diagnosticadas clinicamente e muitas vezes algumas das 

complicações comuns já estão sendo manifestadas. Os sintomas clássicos desta 

patologia são: poliúria, polidipsia, polifagia e perda involuntária de peso, porém o 

diabetes é assintomático na maioria dos casos, o que retarda o diagnóstico e o 

tratamento (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; ATKINSON & EISENBARTH, 2001). 

O diagnóstico do DM é realizado através dos seguintes testes de glicemia: 

glicose de jejum de no mínimo 8 horas e teste oral de tolerância à glicose (TOTG), 

realizado 2 horas após uma sobrecarga de 75g de glicose. Atualmente, são três os 

critérios usados para identificar o DM partindo destes testes: 

 Sintomas clássicos da doença (poliúria, polidipsia, perda de peso) 

acrescidos de glicemia casual (realizada a qualquer hora do dia) ≥ 

200mg/ dl; 
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 Glicemia de jejum ≥ 126 mg/ dl (7mmol/ l); 

 TOTG ≥ 200 mg/ dl. 

Todos aceitos pela Associação Americana de Diabetes e Organização 

Mundial da Saúde (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 2014; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1999).  

Além destes exames clínicos, nos últimos anos, também foi acrescentado o 

teste de hemoglobina glicada como critério diagnóstico do DM, que avalia o grau de 

exposição à glicemia durante os últimos meses (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE, 2011; JOHN, 2012).  

As anormalidades hormonais do diabetes geram uma hiperglicemia crônica 

que causa alterações em diversas vias metabólicas, especialmente no metabolismo 

de carboidratos, lipídeos e proteínas. Os sintomas decorrentes da hiperglicemia 

acentuada incluem poliúria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visão turva.  Em 

casos mais graves, pode ocorrer a cetoacidose, e se não for controlada, pode levar 

ao coma e até a morte (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 2014). 

Em longo prazo, o desequilíbrio metabólico do diabetes pode levar a danos, 

disfunções ou até falência em vários órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, 

cérebro, coração e vasos sanguíneos (RAHIMI et al., 2005). Desta forma, pacientes 

com DM estão mais susceptíveis a desenvolver complicações macro e 

microvasculares, que são as principais causas de morbidade e mortalidade do 

diabetes.  Dentre as complicações macrovasculares estão a doença arterial 

coronariana, doença arterial periférica e acidente vascular cerebral, enquanto que as 

conseqüências microvasculares englobam a neuropatia, nefropatia e retinopatia 

(FOWLER, 2008).  

O DM1 é uma das doenças crônicas mais comuns na infância, e sua alta 

incidência principalmente em faixas etárias menores, a torna um importante alvo de 

estudos (POCIOT & McDERMOTT, 2002; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). Devido 

as diversas limitações encontradas em pesquisas com seres humanos, estudos 

envolvendo modelos de experimentação animal são uma alternativa bastante versátil 

no sentido de elucidar os possíveis mecanismos envolvidos nesta patologia, bem 

como auxiliar no tratamento dos pacientes. 

Dentre os protocolos de promoção do DM experimental, existem os modelos 

espontâneos e aqueles induzidos quimicamente. As espécies de modelo espontâneo 

incluem linhagens de camundongos diabéticos não obesos e ratos Biobreading, os 
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quais desenvolvem o DM1 por defeitos imunológicos e/ou predisposição genética 

(MORDES et al., 2004; ROEP & ATKINSON, 2004; SAKATA et al., 2012). A indução 

química do DM é a forma mais utilizada, e envolve o uso de drogas diabetogênicas 

como a estreptozotocina (STZ) e aloxano, as quais destroem uma grande 

porcentagem de células β endógenas, conduzindo a hiperglicemia e posteriores 

sintomas da doença. Estes fármacos são capazes de induzir o DM1, por 

apresentarem grande semelhança com a molécula de glicose (Figura 2), deste 

modo, animais em estado de jejum tornam-se mais vulneráveis ao ataque destes 

agentes químicos, adquirindo a patologia (ISAAC et al., 2004; LENZEN, 2008). 

 

 
 

Figura 3- Estruturas químicas da glicose, estreptozotocina e aloxano, respectivamente.  
Fonte: Adaptado de WU & YAN, 2015.   

 

Estudos comparativos entre ambos modelos de indução química, indicam que 

a STZ é utilizada em 70% dos casos de DM1 experimental, devido principalmente ao 

fato de ter maior estabilidade quando comparada ao aloxano (LENZEN & MUNDAY, 

1991; SHARMA et., al 2013).  

A STZ [2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureído)-D-glicopiranose] é um antibiótico 

derivado da Streptomyces achromogenes e quando administrada em animais é 

capaz de desenvolver o quadro característico do diabetes (SHARMA et al., 2013). O 

efeito diabetogênico e citotóxico deste composto foi descoberto em 1963 

(RAKIETEN et al., 1963), mas o mecanismo através do qual isso acontece ainda 

gera muitos estudos e controvérsias. 

Acredita-se que a principal razão da toxicidade desta molécula é devido a sua 

propriedade alquilante. Após administração da STZ, ela entra nas células β do 

pâncreas através de um transportador de glicose (GLUT-2) e causa danos nas 

bases do DNA (SZKUDELSKI, 2001), levando a depleção da nicotinamida adenina 
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dinucleotídeo (NAD+) a qual inibe a síntese e secreção da insulina (SANDLER & 

SWENNE, 1983) destruindo irreversivelmente as células β das ilhotas de 

Langherans do pâncreas, o que resulta no quadro clínico de DM1 (BENNET & 

PEGG,1981; BOLZAN & BIANCHI, 2002; AKBARZADEH et al., 2007). Além disso, a 

STZ é uma fonte de espécies reativas de oxigênio (EROs), fato que contribui ainda 

mais para os danos no DNA e morte celular (TAKASU et al., 1991; RESS & 

ALCOLADO, 2005). 

Estudos sugerem que uma dose única e elevada de STZ (40 a 80 mg/kg) 

pode produzir um modelo experimental de DM1 em roedores (KUMAR et al., 2007; 

SCHMATZ et al., 2009; CALGAROTO et al., 2015, STEFANELLO et al., 2015), 

provavelmente devido aos efeitos tóxicos. Assim como em portadores de DM, os 

animais que adquirem a patologia induzida quimicamente, também apresentam 

danos em rins, fígado, olhos, cérebro e no sistema cardiovascular (SCHAAN, 2004; 

WU & HUAN, 2008; SCHMATZ et al., 2012).  

Por mais que estudos voltem preferencialmente a atenção para as 

complicações do diabetes relacionadas ao sistema cardiovascular, esta patologia 

provoca graves prejuízos ao sistema nervoso central (SNC), uma vez que o 

metabolismo da glicose está estreitamente relacionado com a fisiologia e 

funcionamento do cérebro (MERGENTHALER et al., 2013). As reservas de energia 

deste tecido são extremamente baixas quando comparada com sua elevada taxa 

metabólica, de modo que carece de suprimento contínuo de glicose (DICKINSON, 

1996), sendo que os neurônios são as células do cérebro que mais requerem 

energia, por realizarem as atividades sinápticas (BIESSELS, 1999; HARRIS et al., 

2012).  

O metabolismo da glicose fornece a energia na forma de ATP para o 

funcionamento cerebral, incluindo a manutenção celular neuronal e não neuronal 

(MERGENTHALER et al., 2013). Além disso, também é fonte para a biossíntese de 

outros compostos exigidos pelo cérebro, como os carboidratos complexos que são 

componentes de glicoproteínas e glicolípideos, aminoácidos, doadores de carbono 

para reações de metilação e o fornecimento de precursores para a síntese de 

neurotransmissores (DIENEL, 2012). Desta forma, uma deficiência no metabolismo 

energético do cérebro pode levar a um comprometimento na funcionalidade normal 

desse tecido (BOLANOS et al., 2009).  
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No caso do DM, a desregulação metabólica da glicose, pode causar danos ao 

cérebro devido tanto a hipo quanto a hiperglicemia. A hipoglicemia causa danos 

diretamente ao cérebro. Já a hiperglicemia pode causar modificações não-

enzimáticas em diversas moléculas, gerando os produtos de glicação avançada, 

altamente reativos, que favorecem o dano oxidativo celular. (WESSELS et al., 2008; 

SCHEEN, 2010).  

Estudos têm demonstrado que pacientes diabéticos apresentam um risco 

elevado em desenvolver doenças cerebrovasculares como o acidente vascular 

cerebral, encefalopatia diabética, doença de Alzheimer e outras demências 

(LUSCHSINGER, 2008; KAPOGIANNIS & MATTSON, 2011; YANG & SONG, 2013). 

A encefalopatia diabética é uma das complicações mais comuns do diabetes, sendo 

caracterizada por anormalidades fisiológicas e estruturais cerebrais que causam 

disfunções cognitivas, podendo afetar a velocidade psicomotora, atenção e memória 

(BRANDS et al., 2004; MIJNHOUT et al., 2006; DUINKERKEN et al., 2009; ZHANG 

et al., 2015). 

Além disso, a insulina também exerce um papel fundamental no crescimento 

e desenvolvimento de tecidos e está envolvida em processos de aprendizagem e 

memória. A diminuição na concentração de insulina no sistema nervoso central 

contribui para o declínio cognitivo, uma vez que os receptores de insulina 

encontram-se amplamente distribuídos em estruturas cerebrais como córtex e 

hipocampo (ZHAO & ALKON, 2001; BONDY & CHENG, 2004; CHIU et al., 2008).  

Evidências demonstram que as concentrações de insulina e de seus 

receptores reduzem com o envelhecimento, como foi observado em pacientes com a 

doença de Alzheimer (CRAFT et al., 1998; BOMFIM et al., 2012). Como o diabetes 

apresenta deficiência na sinalização de insulina, acredita-se que isto pode ser umas 

das principais causas para o declínio cognitivo e o risco em desenvolver a demência 

(ZG et al., 2002).  

Neste contexto, tendo em vista a variabilidade de desordens encontradas no 

sistema nervoso central durante o diabetes, torna-se importante investigar vias de 

comunicação celular envolvidas nos processos fisiológicos e patológicos. Uma 

importante via que apresenta consideráveis alterações na condição diabética é a 

sinalização purinérgica, a qual envolve três constituintes principais: os nucleotídeos 

de adenina e seu nucleosídeo correspondente; os receptores através dos quais se 
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ligam e exercem suas funções e as ectoenzimas responsáveis pela hidrólise e 

controle dos níveis extracelulares destas moléculas (Figura 3) (ATKINSON 2006). 

 

 
 

Figura 4- Representação do sistema purinérgico, envolvendo nucleotídeos e nucleosídeo de adenina, 
enzimas de degradação e receptores.  
Fonte: Adaptado de PETRILLI, 2012. 

 

Os nucleotídeos extracelulares de adenina ATP, ADP e AMP e seu 

nucleosídeo correspondente, a adenosina, representam um grupo de moléculas 

sinalizadoras, que modulam diversos processos biológicos, incluindo a 

neurotransmissão, função cardiovascular, respostas imunológicas, dor, agregação 

plaquetária, vasodilatação, proliferação e diferenciação celular (RALEVIC et al., 

1998; MARCUS et al., 2003; BOURS et al., 2006; ROBSON et al., 2006; 

BURNSTOCK, 2007). 

O ATP é um neurotransmissor (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998) e atua como 

um co-transmissor na maioria dos nervos, tanto no SNC quanto no sistema nervoso 

periférico (BURNSTOCK, 1972). No SNC, este nucleotídeo é liberado principalmente 

pelos neurônios nas sinapses e possui importante papel na plasticidade sináptica e 

em respostas a alguma patologia ou lesão (BURNSTOCK & KNIGHT, 2004). 

Os nucleotídeos de adenina exercem os seus efeitos através dos receptores 

do tipo P2, largamente distribuídos no SNC, e pertencem a duas famílias principais: 

uma família de receptores P2X, que são receptores de canais iônicos dependentes 

de ligantes (receptores ionotrópicos) e uma família de receptores P2Y, os quais se 

E-NPP 

 E-NTPDase 

E-5’-Nucleotidase 

Fenda Sináptica 
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encontram acoplados à proteína G (receptores metabotrópicos) (ABBRACCHIO E 

BURNSTOCK, 1994; BURNSTOCK, 2007). 

Os receptores P2X são proteínas de membrana que formam canais para íons 

na camada lipídica da membrana celular, estes canais são seletivos a cátions como 

Ca2+, Na+ e K+.  Desta forma, a principal via de sinalização ativada por estes 

receptores é o aumento na concentração de Ca2+ intracelular, que leva a 

despolarização da membrana e ativação de várias proteínas quinases (KOLES et al., 

2008). O aumento dos níveis intracelulares de Ca2+ faz com que ocorra uma 

liberação de transmissores das células neuronais e gliais, promovendo a liberação 

de hormônios além de ativar cascatas de sinalização em muitas células (NORTH, 

2002).  

Atualmente, já foram caracterizados sete diferentes subtipos de receptores 

P2X, identificados como P2X(1-7), de acordo com a ordem em que foram clonados e 

encontram-se distribuídos nos neurônios centrais e periféricos (RALEVICK & 

BURNSTOCK, 1998; BURNSTOCK, 2004). Esta família de receptores apresenta em 

comum suas regiões carboxi e amino-terminais localizadas no espaço intracelular, e 

são formadas por subunidades na forma de duas alfas-hélices transmembrana 

unidas por uma alça extracelular, onde podem se ligar os agonistas, antagonistas e 

moduladores (BURNSTOCK & KNIGHT, 2004).  

Os receptores do tipo P2Y são compostos por sete domínios transmembrana 

e possuem a parte carboxi-terminal localizada intracelularmente e a porção amino-

terminal localizada no meio extracelular. Já foram identificados oito subtipos deste 

receptor em humanos: P2Y1, PY2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14. Os 

números que faltam representam subtipos que não existem em mamíferos 

(ABBRACHIO et al., 2006). 

Dentre todos os receptores do tipo P2, o receptor P2X7, anteriormente 

conhecido como receptor P2Z, vem atraindo cada vez mais a atenção de 

pesquisadores, devido ao seu envolvimento na inflamação, apoptose celular e por se 

diferenciar, em parte, de outros receptores da mesma família (SURPRENANT et al., 

1996; Di VIRGÍLIO et al., 2000). Enquanto os receptores P2X são ativados em 

concentrações nanomolares de ATP, o P2X7 necessita de concentrações mais altas, 

na faixa de micromolar, para exercer sua ativação. Estudos demonstraram que 

concentrações ainda maiores de ATP ou uma exposição prolongada, podem induzir 

a formação de um poro não seletivo na membrana plasmática, permeável a 
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moléculas de peso molecular de até 800 Da, levando a morte celular (GORDON 

1986; RALEVIC; COLLO et al 1997; BURNSTOCK 1998). Além disso, este receptor 

possui a extremidade carboxi-terminal mais longa (240 aminoácidos), região que é 

essencial para a formação de poros citolíticos através da ativação do receptor 

(Figura 4) (SURPRENANT et al 1996; RASSENDREM et al 1997).  

 

 
 

Figura 5 - Diferenças entre os receptores P2X1-6 e P2X7. (Fonte: Adaptado de Di VIRGÍLIO et al., 

1998). 
 

No SNC, o receptor P2X7 está expresso em muitas células, incluindo a 

microglia (FERRARI et al 1996; Di VIRGILIO et al 1999), astrócitos (BALLERINI et al 

1996; KUKLEY et al 2011) e neurônios (BRANDLE et al 1998; DEUCHARS 2001). O 

P2X7 parece desempenhar um papel importante na modulação de 

neurotransmissores, por estar localizado nos terminais pré-sinápticos dos neurônios, 

uma vez que sua ativação induz a liberação de glutamato (DEUCHARS et al., 2001). 

Na microglia, células imunes do SNC, a ativação do receptor P2X7 pode levar 

a liberação de interleucinas como a interleucina 1β (IL-1β) (SOLINI et al., 2008)  e 

citocinas como o fator de necrose tumoral α (TNFα) que possuem efeitos pró-

inflamatórios (HIDE et al., 2000). Desta forma, um desequilíbrio na ativação deste 

receptor, pode levar a processos de morte celular, principalmente, por apoptose, 

favorecendo condições para o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas 

(SOLINI et al., 2008).  

Outra molécula importante deste sistema é a adenosina, um nucleosídeo de 

purina encontrado em todas as células, e está envolvida em vias principais do 

metabolismo primário, tem um papel importante na homeostase eletrofisiológica 

celular controlando as atividades dos canais de íons, além de ser um mensageiro 
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intracelular que sinaliza desequilíbrio metabólico (FREDHOLM et al., 1998; CUNHA, 

2001; 2005). Além disso, esta molécula medeia a vasodilatação no cérebro e o fluxo 

sanguíneo em células corticais (FORRESTER et al., 1979), também atua como um 

neuromodulador a nível sináptico e possui importantes efeitos neuroprotetores 

(CUNHA, 2001).  

Este nucleosídeo atua através de receptores do tipo P1, divididos em quatro 

subtipos conforme suas estruturas moleculares, distribuição tecidual e afinidade pelo 

ligante: A1, A2A, A2B e A3, os quais estão todos acoplados a proteínas G (Figura 5) 

(RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).  Assim como os receptores metabotrópicos P2Y, 

os receptores de adenosina apresentam sete segmentos transmembrana, com a 

porção amino terminal voltada para o meio extracelular e a porção carboxi-terminal 

voltada para o meio intracelular (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998).  

A ativação destes receptores reflete principalmente na modulação das 

concentrações intracelulares de AMPc, mensageiro secundário que tem importante 

função na transdução de sinal na célula. A ligação da adenosina aos receptores A1 

e A3 inibe a produção do AMPc, já os receptores A2A e A2B estimulam a produção 

desta molécula por ativar a adenilato ciclase.  Além disso, o AMPc formado controla 

os fluxos iônicos de membrana através da ativação de proteína-quinases que 

fosforilam, em seguida, as proteínas que regulam a condutância da membrana 

(Figura 5) (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). 
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Figura 6 - Adenosina e seus receptores no SNC.  
Fonte: LANDOLT et al., 2012. 

 

O receptor A1 é o mais abundante no SNC e medeia efeitos inibitórios através 

da inibição pré-sináptica da liberação de neurotransmissores excitatórios, como o 

glutamato (DUNWIDDIE & MASINO, 2001). Enquanto os receptores A2A possuem 

efeitos excitatórios, facilitando a liberação de neurotransmissores nos terminais pré- 

sinápticos (LI & HENRY, 1998). 

Após a liberação no meio extracelular, a concentração dos nucleotídeos de 

adenina e de seu nucleosídeo correspondente, adenosina, podem ser controladas 

pela atividade de algumas enzimas como a trifosfato difosfohidrolase ecto-

nucleosídeo (E-NTPDase), ecto-nucleotídeo pirofosfatase / fosfodiesterase (E-NPP), 

ecto-5'-nucleotidase (E-5’-nucleotidase) e adenosina desaminase (ADA). Estas 

enzimas são conhecidas como ectonucleotidases, e agem em conjunto, formando 

uma cascata (Figura 6). Primeiramente, as enzimas E-NTPDase e E-NPP degradam 
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o ATP e o ADP em AMP, que em seguida é hidrolisado a adenosina pela ecto-5’-

nucleotidase e finalmente a adenosina resultante é desaminada a inosina pela ADA 

(ZIMMERMANN, 2001; BOURS et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Estas ectoenzimas 

controlam os níveis de ATP e adenosina, modulam a ativação de receptores P2 e P1 

e têm um papel importante na regulação da atividade sináptica (BONAN et al., 

2001). 

 

 
 

Figura 7 - Cascata das ectonucleotidases.  

Fonte: Adaptado de YEGUTKIN, 2008. 

 

As NTPDases representam uma grande família de enzimas, que foram 

descobertas, clonadas e caracterizadas estrutural e funcionalmente apenas na 

década de 90. Os membros desta família são codificados por oito genes diferentes, 

desta forma diferem na especificidade pelo substrato e na localização tecidual 

(ZIMMERMANN, 2001). Estas enzimas podem ser identificadas como NTPDase 1 a 

8, classificação esta que segue conforme a ordem de descoberta e caracterização. 

Quatro destas enzimas (NTPDase 1, 2, 3 e 8) encontram-se ancoradas na 

membrana celular, com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular e as 

restantes (NTPDase 4, 5, 6 e 7) localizam-se intracelularmente (ROBSON 2006). 

As NTPDases tem a propriedade de desfosforilar nucleotídeos extracelulares 

tri e difosfatados, presentes em muitos tecidos e células e suas atividades catalíticas 

máximas são dependentes da presença de cátions divalentes, como Ca2+ ou Mg2+ . 

Estas enzimas compartilham cinco domínios entre si, chamados de regiões 
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conservadas da apirase que desempenham um papel fundamental na formação do 

sítio catalítico (ZIMMERMANN, 1999). 

Dentre as NTPDases vinculadas a membrana plasmática, a NTPDase 1 

hidrolisa igualmente tanto o ATP, quanto ADP e sua expressão já foi observada em 

várias estruturas nervosas cerebrais (KEGEL et al., 1997; WANG et al., 1997; 

VLAJKOVIC et al., 2002). Além de modular a concentração de nucleotídeos em 

muitos tecidos, esta enzima também esta envolvida na neurotransmissão. Estudos 

indicam que a  NTPDase 1 pode estar associada em processos como aquisição de 

memória, melhora na lesão cerebral, circulação sanguínea e tônus vascular (BONAN 

et al., 1998; 2000; ZIMMERMANN et al., 2007). 

Seguindo a cascata enzimática, a E-5’-nucleotidase tem um papel 

fundamental na degradação de nucleotídeos monofosfatados tendo como produto 

final a formação de adenosina (ZIMMERMANN, 2001). Assim como as NTPDases, a 

E-5’-nucleotidase também encontra-se ligada à membrana celular, mas através de 

uma molécula de glicosil fosfatodilinositol, e apresenta seu sítio catalítico voltado 

para o meio extracelular (HUNSUCKER et al., 2005). 

Já foram identificados sete subtipos desta ectoenzima, amplamente 

distribuídos em vários tecidos, incluindo o tecido nervoso (COLGAN et al., 2006). A 

principal função E-5’-nucleotidase está na formação da adenosina, uma molécula 

envolvida em importantes processos relacionados ao SNC, como a neuroproteção e 

neuromodulação (BRUNDEGE & DUNWIDDIE , 1997) dentre outros já descritos 

anteriormente.  Assim, as ectonucleotidases têm a função de remover o ATP e gerar 

adenosina, também exibem constante controle nas concentrações dos nucleotídeos 

de adenina, bem como duração e extensão da respectiva ativação do receptor 

(ZIMMERMANN, 2001). 

A enzima que hidrolisa a adenosina a inosina é a adenosina desaminase, 

desta forma controla os efeitos e a concentração de adenosina no meio 

(BLACKBURN & KELLEMS, 2005). Uma vez que a concentração deste nucleosídeo 

é essencial na seleção da ativação de seus receptores. Trabalhos mostram que o 

receptor A1 é ativado em baixas concentrações de adenosina extracelular, enquanto 

que o A2A é ativado em altas concentrações desta molécula (CORRÉIA-DE-SÁ & 

RIBEIRO, 1996). 

Estudos já têm demonstrado que a sinalização purinérgica é alterada em 

virtude da condição diabética (LUNKES et al., 2004; DUARTE et al., 2005; 
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SCHMATZ et al., 2009). Mas, o que de fato acontece nesta patologia, que 

desencadeia esta modificação, ainda não está totalmente definido. Além disso, em 

nosso grupo de pesquisa já foram desenvolvidos alguns trabalhos relacionando o 

diabetes com a suplementação de produtos naturais, mostrando que estes 

compostos têm a capacidade de modular a atividade de enzimas, incluindo as 

ectonucleotidases, bem como reverter os danos observados no diabetes em virtude 

do estresse oxidativo (SCHMATZ et al., 2009; STEFANELLO et al., 2014; 

CALGAROTO et al., 2015).  

O estresse oxidativo representa um desequilíbrio entre os níveis de defesa 

antioxidante e as espécies reativas de oxigênio (EROs), em favor destes últimos 

(STOKER & KEANEY, 2004). Já está bem esclarecido na literatura que em 

condições patológicas ocorre uma superprodução das EROs e consequente 

estresse oxidativo (VALKO et al., 2007). Porém os mecanismos envolvidos neste 

processo são multifatoriais e complexos, compreendendo múltiplas vias de 

sinalização celular como o aumento da via dos polióis, a glicação não-enzimática de 

proteínas e formação de produtos terminais de glicação avançada. Pesquisas 

demonstram que o estresse oxidativo, derivado principalmente da hiperglicemia, é 

um fator crucial no desenvolvimento e na progressão do diabetes, sendo 

responsável pelas complicações mais graves desta patologia (VALKO et al., 2007; 

RAINS & JAIN, 2011). 

As EROs como o radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 

radical hidroxila (-OH) estão envolvidas em muitas funções fisiológicas, 

desempenhando um papel benéfico na defesa contra agentes infecciosos, 

sinalização e defesa celular quando em concentrações balanceadas no organismo 

(VALKO et al., 2007).  

Quando as EROs estão presentes em altas concentrações, podem interagir 

com componentes celulares incluindo lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos 

danificando estas biomoléculas (Figura 7) (SCANDALIOS, 2005). 
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Figura 8 - Formação de espécies reativas de oxigênio e dano oxidativo a biomoléculas como 
proteínas, lipídeos e DNA.  
Fonte: Adaptado de SHAH et al., 2014. 

 

Os sistemas biológicos possuem condições favoráveis para a ocorrência de 

reações oxidativas, devido à existência de ácidos graxos poliinsaturados de 

fosfolipídeos na membrana celular. As insaturações destes ácidos graxos são alvos 

da ação oxidante das EROs, resultando num processo de reações químicas em 

cadeia, conhecido como peroxidação lipídica (URSO 2003; GODWIN, 2006).  

Um dos produtos finais da degradação enzimática dos ácidos graxos 

poliinsaturados é o malondialdeído (MDA) e sua concentração tem sido utilizada 

para estimar a intensidade da peroxidação lipídica em células e tecidos de sistemas 

biológicos (Figura 8) (BONES & GUÉRIN, 1992; CHERUBINI, 2005).  

 

 



33 
 

 
 

Figura 8 -  Peroxidação de lipídeos insaturados. A variedade de lipídeos e a natureza aleatória de 
reações de radicais livres conduz a muitos produtos, incluindo 4-hidroxialceno, 2-alceno e, quando há 
3 ou mais ligações insaturadas, ao malondialdeído (MDA).  
Fonte: UCHIDA et al., 1999. 

 

A presença de fosfolipídeos nas membranas celulares é muito importante na 

permeabilidade seletiva de pequenas moléculas e íons entre os meios intra e 

extracelular. A peroxidação lipídica provoca alterações na estrutura desta camada 

lipídica, desestabilizando-a e resultando na perda de sua função como uma barreira 

seletiva, acarretando na perda da fluidez da membrana, colocando em risco a 

integridade das organelas e da própria célula (KUHN, 2002). 

As células e os tecidos contêm mecanismos de defesa antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos, que neutralizam os efeitos deletérios induzidos pelo 

ambiente oxidativo (Figura 9) (VALKO et al., 2007). A linha primária de defesa 

antioxidante do organismo é composta pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que agem em conjunto, num 

mecanismo altamente cooperativo, metabolizando as EROs a fim de manter a 

homeostase celular (NORDEBERG et al., 2001; BARREIROS & DAVID, 2006). 



34 
 

Seguidos da defesa antioxidante não-enzimática, que inclui a glutationa reduzida 

(GSH), vitaminas A, C e E e ácido úrico (VALKO et al., 2007). 

 

 
 

Figura 9 – Ação integrada dos mecanismos antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos.  
Fonte: FERREIRA et al., 2008.  

 

Tendo em vista que o DM está associado com uma superprodução de EROs, 

principalmente devido a hiperglicemia característica e que isso pode causar várias 

complicações em longo prazo, o estudo de moléculas com potencial terapêutico que 

visam estratégias preventivas e/ou que retardem a progressão de doenças tem sido 

muito relevante nos últimos anos.  

Vários estudos demonstram que a utilização de compostos naturais obtidos 

na alimentação pode contribuir no tratamento e prevenção de patologias. Uma 

importante classe deste tipo de moléculas são os polifenóis, metabólitos secundários 

que ocorrem naturalmente nas plantas e possuem um considerável poder 

antioxidante, função pela qual tem se tornado alvo de estudos (BRAVO, 1998). 

Os flavonóides constituem um dos grupos mais importantes dos polifenóis, 

com mais de 5000 compostos já descritos e sua estrutura básica consiste de dois 

anéis aromáticos ligados através de três carbonos, que usualmente formam um anel 

heterocíclico oxigenado, além de possuir um ou mais grupos hidroxilas, espécies 

doadoras de prótons ou elétrons, que lhes confere a função antioxidante. Estes 

compostos podem atuar em diferentes fases da oxidação, tanto na iniciação quanto 

na propagação e término através de diferentes mecanismos que envolvem a 
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inativação de EROs, eliminação de produtos secundários como os peróxidos, 

elevação de antioxidantes endógenos, quelação de metais, modulação de enzimas 

envolvidas em diferentes vias de sinalização dentre outros (HARBORNE, 1993; 

GOLLUCKE et al., 2013; TERAHARA, 2015).  

Os compostos fenólicos possuem propriedades químicas dos fenóis, sendo 

solúveis em água e de caráter polar além de serem degradados facilmente na 

presença de oxigênio. Evidências sugerem que os flavonóides ocorrem largamente 

em frutas e sucos de frutas, principalmente as subclasses que incluem flavonóis, 

flavanonas e antocianinas (Figura 9) (WILLET, 2006; AHMED et al., 2012). 

 

 
 

Figura 10 - Estruturas químicas das subclasses de flavonóides. Com base na variação do tipo de 
heterociclo envolvido, flavonóides são divididos em seis grandes subclasses: flavonóis, flavanonas, 
flavonol, flavonas, isoflavonas e antocianinas.  
Fonte: PANDEY & RIZVI, 2009. 

 

Um popular grupo de frutas que apresentam muitos efeitos antioxidantes são 

os berries, também conhecidos como frutas vermelhas, provenientes da Europa e 

América do Norte. Dentre eles, destaca-se o Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea L.), 

uma pequena baga vermelha da família Ericaceae provenientes de países nórdicos 

(Rússia e Canadá), onde é utilizado na dieta humana (MANE et al., 2011). 
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Figura 11 – Lingonberry.  
Fonte: http://healthybenefits.info/the-health-benefits-of-lingonberry-vaccinium-vitis-idaea/). 

 

 O fruto, não é apenas rico em compostos funcionais, como fibras ou 

minerais, mas também em antioxidantes. A análise cromatrográfica, já descrita na 

literatura, demonstrou que a classe de polifenóis mais abundante no extrato de 

Lingonberry são os flavanóis como a catequina e epicatequina representando 5,8% 

de sua composição, e em menores quantidades os flavonóis (2,9%) como a 

quercetina, seguido de ácidos fenólicos (1,9%) incluindo os ácidos caféico, p-

cumárico, felúrico e clorogênico, e finalmente as antocianinas (1,5%) sendo a 

cianidina-3-O-galactosídeo a mais abundante delas (MANE et al., 2011).  

Estudos envolvendo as atividades farmacológicas do Lingonberry asseguram 

suas propriedades antioxidantes (KAHKONEN et al., 2003; VILJANEN et al., 2004; 

MANE et al., 2011), vasodilatadoras (KIVIMA, 2011) e antidiabéticas (SPOOR et al., 

2007; HARBILAS et al., 2009). Além de possuir efeito sobre a modulação da função 

vascular e hipertensão (KIVIMA et al., 2013; 2014) e na proliferação de células 

cancerígenas (OLSSON et al., 2004). 

Nosso grupo de pesquisa já avaliou o potencial de uma variabilidade de 

compostos fenólicos, incluindo o resveratrol, quercetina, ácido clorogênico, ácido 

rosmarínico, ácido caféico e antocianinas (SCHMATZ et al., 2009; ABDALLA et al., 

2014; SANTI et al., 2014; STEFANELLO et al., 2015; MUSHTAQ et al., 2014; 

ANWAR et al., 2013; GUTIERRES et al., 2014). Estes compostos tiveram a 

capacidade de modular a atividade de enzimas, reduzir o estresse oxidativo, 

contribuir nas anormalidades da função vascular observados em algumas 

patologias, bem como reverter danos causados ao SNC. Estudos relacionando o DM 

com a atividade antioxidante de compostos fenólicos têm sido amplamente relatados 

http://healthybenefits.info/the-health-benefits-of-lingonberry-vaccinium-vitis-idaea/
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na literatura, porém é importante observar o efeito conjunto destas moléculas, como 

no extrato de Lingonberry, sendo que esta é a forma mais comum no tratamento 

com compostos naturais. 

Neste contexto, tendo em vista os inúmeros efeitos benéficos produzidos 

pelos flavonóides presentes nos berries, e o envolvimento do diabetes em 

complicações do SNC e como fonte de EROS, torna-se relevante investigar se o 

extrato de Lingonberry tem a capacidade de regular as alterações encontradas no 

sistema purinérgico e em reverter os danos oxidativos em córtex de animais 

experimentalmente induzidos ao diabetes tipo I. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Verificar o efeito do tratamento com extrato de Lingonberry sobre a 

densidade de receptores purinérgicos, a atividade de ectonucleotidases e 

parâmetros de estresse oxidativo no córtex cerebral de ratos induzidos 

experimentalmente ao diabetes tipo I. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar o efeito do tratamento com extrato de Lingonberry na 

atividade das enzimas NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA  em sinaptossomas 

de córtex de ratos diabéticos. 

 

 Analisar a densidade dos receptores P2X7 e A1 em membranas 

totais de córtex de ratos diabéticos tratados com extrato de Lingonberry. 

 

 Avaliar os níveis de peroxidação lipídica e EROs em córtex de 

ratos diabéticos tratados com extrato de Lingonberry. 
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3. MANUSCRITO 

 

3.1 Manuscrito 1 

 

Protective effect of Lingonberry extract on purinergic system and oxidative 

stress in diabetic rats. 
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Abstract  

 

Aims: Investigate the protective effect of Lingonberry extract (LB) on NTPDase 

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

deaminase (ADA), density of P2X7 and A1 receptors and reactive oxygen species 

(ROS) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels in cerebral cortex 

of streptozotocin-induced diabetic rats. 

Main methods: Animals were divided into five groups (n = 10): control/saline; 

control/LB 50 mg/kg; diabetic/saline; diabetic/LB 25 mg/kg and diabetic/LB 50 mg/kg. 

After 30 days of treatment with LB, the animals were euthanized and the cerebral 

cortex was removed for assays. 

Key findings: NTPDase and 5’-nucleotidase activities were significantly decreased in 

the diabetic/saline group compared to control/saline group. Treatment with LB 

significantly increased NTPDase and 5’-nucleotidase activities in the diabetic/LB 50 

group compared to diabetic/saline group. ADA activity no showed significant results. 

Western blot analyses demonstrated an increase in P2X7 receptor in the 

diabetic/saline compared to control/group, and LB in both doses was able to reverse 

this increase. In addition A1 receptor density was decreased in the diabetic/saline 

group compared to control/group, and LB elevated A1 receptor density. Also was 

found an increase of ROS and TBARS levels in the diabetic/group compared to 

control group, and LB can prevent this increase. 

Significance: Diabetes cause changes on purinergic neurotransmission and 

increases the oxidative stress, conditions which may explain some long-term 

consequences of this pathology, such as cognitive impairment. LB can reverse these 

modifications observed in the diabetic state, suggesting that this fruit may be 

coadjuvant to treatment of diabetic patients. 

 

 

Keywords: Lingonberry extract, cerebral cortex, NTPDase, 5’-nucleotidase, oxidative 

stress, A1 receptor, P2X7 receptor. 

 

 



42 
 

1. Introduction 

 

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder that has taken considerable 

proportions in the worldwide. One the most common complications of diabetes is 

diabetic encephalopathy (DE), characterized by electrophysiological and structural 

abnormalities brain [1-3], that may contribute to cognitive dysfunctions as well as  

reported in diabetic state [4]. 

Adenine nucleotides and its nucleoside derivate, adenosine, are signaling 

molecules involved in several functions in central nervous system (CNS), including 

neurotransmission, synaptic plasticity, neuroprotection and neuromodulation [5-8]. 

ATP acts via the activation of specific ionotropic (P2X1-7) and metabotropics (P2Y1-15) 

receptors [9].  While the adenosine acts also through metabotropics receptors (A1, 

A2A, A2B and A3), and exerts its neuroprotective and neuromodulators effects 

mainly through the A1 and A2A receptors [9, 10]. 

Studies have shown that diabetes induced modifications in activation of 

purinergic and adenosinergic receptors [11, 12]. P2X7 receptor (P2X7R) is widely 

distributed in immune cells [13, 14] and also has an important role in development of 

neurologic disorders [15], being activated by high concentrations of ATP [16]. 

Furthermore, prolonged activation of P2X7R causes the opening of a transmembrane 

pore, permeable to molecular weight molecules up to 800Da, leads to cellular death 

[16, 17].  

A1 receptors (A1R) is the predominant subtype in the cortical areas, and is the 

key to the neuroprotection [9]. However, in brain damaging conditions the increased 

regulation of A2A receptors (A2AR) are responsible for decline in memory 

performance, according previous studies [9, 12, 18]. 

This molecules of purinergic system can be controlled by the activity of some 

enzymes localized on the cell surface, such as the ecto-nucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase (E-NTPDase), ecto-5'-nucleotidase and adenosine deaminase 

(ADA). These enzymes are known as ectonucleotidases, and act together forming a 

cascade. E-NTPDase degrades ATP and ADP to AMP, which is then hydrolyzed by 

adenosine and 5'-nucleotidase and adenosine is finally deaminated to inosine by 

ADA [19-21]. 

In addition, chronic hyperglycemia of diabetes can significantly contribute to 

the overproduction of pro-oxidant molecules, leading to oxidative stress, a crucial 
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factor in the development and progression of diabetes [22, 23].  High levels of 

reactive oxygen species (ROS) are connected to cellular damage in the biomolecules 

including lipids, membranes, proteins, nucleic acids and eventually cell death [24].  

Contrary to deleterious effects of oxidative stress, the polyphenolic 

compounds have a high ability to remove these reactive species and facilitate 

enhanced action antioxidant system [24]. More recently it has been demonstrated the 

important role of berries and fruits with high content of phenolic compounds, 

including a popular group of fruits that have many antioxidant effects called 

Lingonberry (Vacciniumvitis-idaea L.) [25], of family Ericaceae, which is used in the 

human diet. These fruit is rich in antioxidants and some studies shown benefic 

actions of Lingonberry [26-31] including modulation of the oxidant system [25, 27]. 

In this context, considering the numerous beneficial effects produced by 

phenolic compounds, it is relevant to investigate whether Lingonberry extract (LB) 

has the ability to regulate the alterations found in the purinergic system and reverted 

oxidative damage in cerebral cortex from streptozotocin-induced diabetic rats. 

 

2. Material and methods 

 

2.1. Chemicals 

Nucleotides, nucleoside, Trizma Base, Percoll and Coomassie Brilliant Blue G 

were purchased from Sigma Chemical Co (St Luis, MO, USA).  Streptozotocin (STZ) 

was purchased from Sigma–Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf, Germany), and 

Lingonberry extract was gently donated by Christian Hansen A/S (with the main 

polyphenolic compounds analyzed by HPLC, representing 5.8% (w/w) of flavanols, 

2.9% of flavonols, 1.9% of phenolic acids and 1.5% of anthocyanins [25]). All other 

reagents used in the experiments were of analytical grade and of the highest purity. 

 

2.2. Animals 

Adult male Wistar rats (70–90 days; 250–280 g) from the Central Animal 

House of the University Federal of Santa Maria (UFSM) were used in this 

experiment. The animals were maintained at a constant temperature (23±1 ◦C) on a 

12 h light/dark cycle with free access to food and water. All animal procedures were 
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approved by the Animal Ethics Committee from the Federal University of Santa Maria 

(protocol under number: 3895051214). 

 

2.3. Experimental induction of diabetes 

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

streptozotocin (STZ) diluted in 0.1M sodium-citrate buffer (pH 4.5). The age-matched 

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

rats received 5% of glucose instead of water for 24 h after diabetes induction in order 

to reduce death due to hypoglycemic shock. Blood samples were taken from the tail 

vein 7 days after STZ or vehicle injection to measure glucose levels [33, 34]. 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. 

 

2.4. Treatment with Lingonberry extract 

The animals were randomly divided into five groups (ten rats per group): 

control/saline; control/LB 50 mg/kg; diabetic/saline; diabetic/LB 25 mg/kg and 

diabetic/LB 50 mg/kg [25]. Lingonberry extract was diluted in distilled water and 

administrated via gavage between 11 and 12 a.m. once a day during 30 days, at a 

volume not exceeding 1 ml/kg.  

 

2.5. Brain tissue preparation 

After treatment, the animals were anesthetized under isoflurane atmosphere 

before being killed by decapitation and brain was removed and separated into 

cerebral cortex (CC) and placed in a solution of Tris–HCl 10mM, pH 7.4, on ice. The 

cerebral cortex was gently homogenized in a glass potter in Tris–HCl solution. 

Aliquots of resulting CC homogenates were stored at −20 °C until utilization [35]. 

Protein was determined previously in a strip that varied between 0.7 mg/ml - 0.8 

mg/ml, as determined by the Coomassie blue method according to Bradford (1976), 

using bovine serum albumin as standard solution [36]. 
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2.6. Synaptosomes preparation 

Synaptosomes were isolated essentially as previously described by Nagy and 

Delgado-Escueta (1984) [37], using a discontinuous Percoll gradient. The CC was 

gently homogenized in 10 volumes of an ice-cold medium (medium I) containing 320 

mM sucrose, 0.1 mM EDTA and 5 mM HEPES, pH 7.5, in a motor driven Teflon-

glass homogenizer and then centrifuged at 1000xg for 10 min. An aliquot of 0.5 mL of 

the crude mitochondrial pellet was mixed with 4.0 mL of an 8.5% Percoll solution and 

layered into an isosmotic discontinuous Percoll/sucrose gradient (10%/16%). The 

synaptosomes that banded at the 10/16% Percoll interface were collected with a 

wide-tip disposable plastic transfer pipette. The synaptosomal fraction was washed 

twice with an isosmotic solution consisting of 320 mM sucrose, 5.0 mM HEPES, pH 

7.5, and 0.1mM EDTA by centrifugation at 15,000 g to remove the contaminating 

Percoll. The pellet of the second centrifugation was resuspended in an isosmotic 

solution to a final protein concentration of 0.4-0.6 mg/ml. Synaptosomes were 

prepared fresh daily and maintained at 0º- 4º throughout the procedure and used for 

NTPDase, 5’-nucleotidase and Adenosine Deaminase (ADA) assays. 

 

2.7. NTPDase and 5’-nucleotidase activities assays 

The NTPDase enzymatic assay of the synaptosomes was carried out in a 

reaction medium containing 5mM KCl, 1.5mM CaCl2, 0.1mM EDTA, 10mM glucose, 

225Mm sucrose and 45mM Tris–HCl buffer, pH 8.0, in a final volume of 200µl as 

described in a previous work from our laboratory [38]. Twenty microliters of enzyme 

preparation (8–12µg 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 1.0mM and incubation proceed for 20 min in 

either case. The 5’-nucleotidase activity was determined essentially by the method of 

Heymann et al. [39] in a reaction medium containing 10mM MgSO4 and 100mM 

Tris–HCl buffer, pH 7.5, in a final volume of 200µl. Twenty microliters of enzyme 

preparation (8–12µg 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 AMP to a 

final concentration of 2.0mM and proceded for 20 min. In all cases, reaction was 
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stopped by the addition of 200µl of 10% trichloroacetic acid (TCA) to obtain a final 

concentration of 15%. Following, the plates were chilled on ice for 10 min. The 

released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan et al. [40] 

using malachite green as colorimetric reagent and KH2PO4 as standard. Controls 

were carried out by adding the synaptosomal fraction after TCA addition to correct for 

non-enzymatic nucleotide hydrolysis. All samples were run in triplicate. Enzyme 

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

 

2.8. ADA activity assays 

The ADA activity in synaptosomes of cerebral cortex was determined 

according to Guisti and Galanti, (1984) [41] 50 uL of synaptosomes cortex will react 

with 21 mmol / L adenosine pH 6.5 and incubated at 37 ° C for 60 min. This method 

is based on the direct production of ammonia when ADA operates in excess of 

adenosine. The results are expressed in U/L of protein for ADA. One unit (1 U) of 

ADA is defined as the amount of enzyme required to release one mmol of ammonia 

per minute from adenosine, under standard test conditions. 

 

2.9. Western blot 

 The determination of the density of P2X7 and A1 receptors were  carried out 

by Western blot analysis, as previously described by Duarte et al. (2005) [42]. Briefly, 

each sample was diluted with five volumes of SDS-PAGE buffer containing 30% (v/v) 

glycerol, 0.6 M dithiothreitol,10% (w/v) sodium dodecyl sulfate and 375 mMTris–HCl 

pH6.8, and boiled at 95 °C for 5 min. These diluted samples were separated by 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE) (7.5% 

separation gel with a 4% concentrating gel in the top) under reducing conditions, in 

two or three different protein concentrations, together with pre-stained molecular 

weight markers (Biorad, USA), and then electro transferred to polyvinylidene 

difluoride membranes (0.45 µm, from Amersham Biosciences, UK). After blocking for 

1 h at room temperature with 5% milk in Tris-buffered saline (Tris 20 mM, NaCl 140 

mM, pH7.6), containing 0.1% Tween 20 (TBS-T), the membranes were incubated 

overnight at 4 °C with the primary antibodies against P2X7R (1:1000, Santa Cruz 

Biotecnology, Brazil) and A1R (1:800, Santa Cruz Biotecnology, Brazil). The 



47 
 

selectivity of the tested antibodies against cerebral cortex P2X7 and A1 receptors 

has previously been validated. After three 15 min washing periods with TBS-T 

containing 0.5% milk, the membranes were incubated with the alkaline phosphatase–

conjugated anti-rabbit IgG or anti-goat IgG secondary antibody (dilution 1:10,000) in 

TBS-T containing 1%milk during 90 min at room temperature. After three 20 min 

washes in TBS-T with 0.5% milk the membranes were incubated with enhanced 

chemi-fluorescent substrate (Amersham Biosciences) and then analyzed with a 

Amershan Imager 600 (GE Healthcare life Sciences). The membranes were then 

reprobed and tested for β-actin immunoreactivity to confirm that similar amounts of 

protein were applied to the gels. Briefly, the membranes were incubated at room 

temperature for 30 min with 40% (v/v) methanol and 1 h with 0.1 M glycine buffer pH 

2.3, and then blocked as previously described before incubation with an -anti-β-actin 

antibody (dilution 1:10,000) for 2 h at room temperature. The membranes were then 

washed, incubated with an anti-mouse IgG alkaline phosphatase-conjugated 

secondary antibody and analyzed as described above. 

 

2.10. Measurement of intracellular reactive oxygen species (ROS) production 

2′-7′-Dichlorofluorescein (DCF) levels were determined as an index of the 

reactive species production by the cellular components [43]. The cerebral cortex was 

homogenized in medium containing Tris–HCl buffer (10 mM; pH 7.4) and aliquots (50 

μl) of brain supernatants were added to a and 2′-7′-dichlorofluoresceindiacetate 

DCFH-DA (1 mM). After DCFH-DA addition, the medium was incubated in the dark 

for 1 h until fluorescence measurement procedure (excitation at 488 nm and 

emission at 525 nm, and both slit widths used were at 1.5 nm). DCF levels were 

determined using a standard curve of DCF, and results were corrected by the protein 

content. 

 

2.11. Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) measurement 

TBARS levels were determined according to Ohkawa et al. [44] by measuring 

of the concentration of malondialdehyde (MDA) as an end product of lipid 

peroxidation by reaction with thiobarbituric acid (TBA). Briefly, the reaction mixture, 

containing 200 μl of cerebral cortex  supernatants or standard (0.03mMMDA), 200 μl 
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of 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 500 μl of 0.8% TBA and 500 μl of acetic acid 

solution (2.5 M HCl, pH 3.4)was heated at 95 °C for 120min. The absorbance was 

measured at 532 nm. TBARS tissue levels were expressed as nmol MDA/mg of 

protein. 

 

2.12. Protein determination 

Proteins of ectonucleotidase assay was measured by the Coomassie blue 

method according to Bradford [36], and the western blot samples was measured by 

BCA kit assay, bothusing serum albumin as standard. 

 

2.13. Statistical analysis 

Statistical analysis used was one-way ANOVA, following by student Newman-

Keuls test. p < 0.05 was considered to represent significant difference in all 

experiments. All data were expressed as mean±S.E.M. 

 

3. Results 

 

3.1. Body weight and blood glucose 

The body weight and blood glucose levels determined at the end of the 

experiment are shown in Table 1. As can be observed, the body weight at the onset 

of the study showed no significant differences among the groups [F(4,44) = 0,6715]. 

The body weight was significantly decreased in diabetic/saline, diabetic/LB 25, 

diabetic/LB 50 groups compared to control/saline group at the end of experiment 

[F(4, 44) = 27.79, p < 0.0001]. In relation to blood glucose levels no significant 

differences among the groups were observed at the onset of the experiment [F(4,44) 

= 1,8223]. In the diabetic rats were observed a significantly increased when 

compared with control groups [F(4,44)= 39,9; p < 0,0001]. However, the treatment 

with Lingonberry extract had no effects on body weight in diabetic/LB 25 and 

diabetic/LB 50 groups at the end of the study, which remained reduced in relation to 

the control/saline group. Treatment with Lingonberry extract per se also had no 
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effects on body weight in control/LB 50 group when compared to the control/saline 

group at the end of the study. 

Table 1 The effect of different doses of Lingonberry extract (LB) on body weight and fasting blood 

glucose levels in control and diabetic rats at the onset (before induction) and the end of the 

experiment (30 days after Lingonberry extract treatment). 

Groups                           Body weight (g) 
 

Blood glucose levels (mg/dL) 

 Onset End Onset End 

Control/saline  271 ± 2.05a 383 ± 12.01a 85 ± 8.21a 81 ± 5.12a 

Control/LB 50 mg/kg 268 ± 5.23a 368 ± 9.05a 80 ± 12.04a 89 ± 10.18a 

Diabetic/saline 273 ± 4.76a 222 ± 7.72b 79 ± 10.43a 324 ± 12.41b 

Diabetic/LB 25 mg/kg 269 ± 8.17a 230 ± 11.28b 80± 9.92a 315 ± 15.81b 

Diabetic/LB 50 mg/kg 275 ± 5.86a 225 ± 9.57b 83 ± 4.01a 320 ± 14.21b 

     

Values are expressed as mean ± S.E.M. (p < 0.0001; n = 10). ANOVA-Newman-Keuls’s test. 

Different letters represent significant differences between groups. 

 

3.2 NTPDase, 5’-nucleotidase and ADA activity in cerebral cortex synaptosomes 

The results obtained for NTPDase, 5’-nucleotidase and ADA activity are shown 

in Figure 1. As can be observed, NTPDase activity with ATP as substrate was 

significantly decreased in the diabetic/saline group when compared to the 

control/saline group (Fig. 1A). Treatment with Lingonberry extract significantly 

increased ATP hydrolysis in the diabetic/LB 50 group when compared to the diabetic/ 

saline group, but in the diabetic/LB 25 group no has significantly difference when 

compared to diabetic/ saline group. Lingonberry extract per se, no demonstrated a 

significant difference in ATP hydrolysis in the control/LB 50 group compared with the 

control/saline group [F(4,44)= 4.966; p < 0.05]. For ADP hydrolysis, a significant 

decrease in the diabetic/saline group was observed when compared to the control/ 

saline group (Fig. 1B). Lingonberry extract significantly increased ADP hydrolysis in 

the diabetic/LB 50 group when compared to the diabetic/saline group, but in the 

diabetic/LB 25 group no has significantly difference when compared to diabetic/ 

saline group. On the other hand, Lingonberry extract per se, no demonstrated a 

significant decrease in ADP hydrolysis in the control/LB 50 group compared to the 

control/saline group (F(4,44)= 3.309; p < 0.05]. The results obtained for 5’-

nucleotidase activity were similar to those found for NTPDase activity (Fig. 1C). Post 

hoc analysis revealed that AMP hydrolysis was also significantly decreased in the 

diabetic/saline group when compared with the control/saline group. Treatment with 
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Lingonberry extract significantly increased AMP hydrolysis in the diabetic/LB 50 

group when compared to the diabetic/saline group, but, the treatment with 

Lingonberry extract in the diabetic/LB 25 group no has significantly difference when 

compared to diabetic/ saline group. Besides, the treatment with Lingonberry extract 

per se no provoked a significant effect in AMP hydrolysis in the control/LB 50 when 

compared to the control/saline group [F(4,44)= 9.844; p < 0.05]. In relation to the 

ADA activity (Fig. 1D) no has showed significant difference for any group [F(4,44)= 

0.2105]. 
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Fig. 1. NTPDase, 5’-nucleotidase and ADA activity in cerebral cortex synaptossomes from STZ- 

induced diabetic rats treated whit Lingonberry extract using ATP (A), ADP (B), AMP (C) and 

adenosine (D) as substrate. Different letters represent significant differences between groups.Values 

are expressed as mean ±S.E.M. (p < 0.05; n = 10). ANOVA Newman-Keuls’s test.  
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3.3. Western Blot analysis of P2X7 and A1 receptors in total membranes of cerebral 

cortex  

The results obtained for Western Blot analysis of P2X7 and A1 receptors are 

shown in Figure 2. Western blot analysis for P2X7 receptor density in cerebral cortex 

showed a significant increase in diabetic/saline in comparison all groups. Both 

diabetic/LB 25 and diabetic/LB 50 showed a significant decrease in P2X7 receptor 

density in comparison to diabetic group (16.15±4.5% and 18.54±5.2%, respectively, 

n=5, p < 0.05). As well as, control/LB 50 compared to control/saline (15.4±4.34%, 

n=5, p < 0,05) (Fig. 2A). The cerebral cortex density for A1 receptor showed a 

significant decrease in A1 of STZ-induced diabetes in comparison to control/saline 

group (48.14±8.4%, n=5, p < 0.05). Both diabetic/LB 25 and diabetic/LB 50 showed a 

significant increase in A1 receptor density in comparison to diabetic group 

(80.39±14.0% and 75.57±13.1%, respectively, n=5, p < 0.05). As well as, control/LB 

50 showed a significant increase in comparison to control/group (45.36±7.8%, n=5, p 

< 0.05) (Fig. 2B). 
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Fig 2. Western blot quantification of P2X7 (A) and A1 (B) receptors in total membranes of cerebral 

cortex of rats treated with Lingonberry extract and STZ-induced diabetes. β-actin loading control 

antibody was used to normalize the levels of protein. Values are expressed as mean ±S.E.M. (p 

<0.05; n = 5). ANOVA Newman-Keuls’s test. 

 

3.4. Analysis of reactive oxygen species in samples of cerebral cortex 
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The results obtained for ROS showed in Figure 3A. As can be observed that 

ROS production was significantly increased in cerebral cortex in the diabetic/saline 

group when compared control/saline group.  The treatment with Lingonberry extract 

decreased ROS production in the diabetic/LB 50 group when compared with diabetic/ 

saline group, but in the diabetic/LB 25 no has significant difference when compared 

diabetic/saline group. The treatment with Lingonberry extract per se also no has 

significant differences when compared with control/saline group [F(4,44)= 5.042; p < 

0.05]. 

 

3.5. Analysis of Thiobarbituric acid reactive substances in samples of cerebral cortex 

The results obtained for TBARS showed in Figure 3B. As can be observed 

that TBARS levels was significantly increased in cerebral cortex in diabetic/saline 

group when compared control/saline group. The treatment with Lingonberry extract 

decreased TBARS levels in both diabetic/LB 25 and diabetic/LB 50 groups when 

compared with diabetic/ saline group. However the treatment with Lingonberry 

extract per se no has significant differences when compared with control/saline group 

[F(4,44)= 6.166; p < 0.05]. 
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Fig. 3. Intracellular reactive oxygen species (ROS) production by 2′-7′-dichlorofluorescein (DCF) levels 

(A) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (B) in the cerebral cortex from STZ- induced 

diabetic rats treated whit Lingonberry extract. Different letters represent significant differences 

between groups. Values are expressed as mean ±S.E.M. (p < 0.05; n = 10). ANOVA Newman-Keuls’s 

test.  
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4. Discussion 

Diabetes mellitus is well recognized by induced cerebral damage causing 

cognitive impairments, accompanied by functional and neurochemical abnormalities 

[2, 45, 46]. In addition, studies have demonstrated that polyphenolic compounds can 

prevent or reverse the cerebral complications of diabetes [47]. However, the effects 

of Lingonberry extract, which presents a wide variety of phenolic compounds, on 

purinergic neurotransmission in experimental model of diabetes are unknown. In the 

present study we investigate the effects of Lingonberry extract on purinergic system 

and oxidative stress in cerebral cortex synaptosomes from STZ-induced diabetic rats.  

Our results demonstrated alterations in purinergic signaling during diabetes. 

Western blot analysis showed that the density of P2X7 receptor increased in DM and 

treatment with Lingonberry extract, in both doses, was able to reverse this effect. It is 

well established that P2X7R is involved in immunological functions [14] stimulating 

proinflammatory cytokines release (IL-1β), also expressed by neurons and is 

activated in response to injury [48] and has potent cytotoxic activity by evokes 

glutamate release [49]. Moreover, enhanced P2X7R activity plays a function in 

complications associated with diabetes, including renal inflammation, vascular 

damage and retinopathy [50-53]. And these modifications in density of P2X7R may 

lead to decreased of the physiological actions of ATP such as long-term potentiation 

(LTP), contributing to congitive decline diabetes-induced [11]. 

In addition, were observed a significant decreased for A1R expression in 

diabetic group, however, the treatment with Lingonberry extract in all groups was 

able to increase this expression (Fig. 2B). It is well recognized that a down-regulation 

for A1R is associated with cognitive impairment, since this receptor is involved in 

neuroprotection and memory formation [10]. Considering that A1R is activated in low 

adenosine concentrations [54], it is believed that have high adenosine concentrations 

in the middle extracellular and we suggest that Lingonberry extract can alter the 

adenosine levels, or promoting an enhanced expression of A1R, as observed in 

control and diabetic groups treated with Lingonberry extract.  

The results for ATP, ADP, and AMP hydrolysis was decreased in the STZ-

induced diabetic rats (Fig. 1A, B and C), while the ADA had no significant difference. 

The treatment with Lingonberry extract at the dose of 50 mg/ kg reversed the effects 

in the NTPDase and 5’-nucleotidase activity and, approaching the control group or 
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was even better than the control group. The extracellular catabolism of ATP is an 

important pathway signaling clearly identified in the brain and regulates several 

physiological functions [55]. ATP acts both as a fast excitatory neurotransmitter and 

as a neuromodulator thus are involved in mechanisms of synaptic transmission and 

memory formation as well as protective role in several diseases [56, 57].  

On the other hand, ATP is liberating in most quantities during neuronal injury 

can promote an increase intracellular calcium levels, causing neuronal dysfunction 

and cell death [58]. Considering that the P2X7R is activated in high ATP 

concentrations and then nucleotide is liberating in most quantities during neuronal 

injury, this increased of P2X7R is in accordance with that [15]. In addition, this 

increase in intracellular calcium levels may occur due to the fact that P2X7 receptor 

induces the formation of transmembrane pores, by which may occur by intrusion of 

calcium into cells [17, 59].   

In relation to adenosine levels resulting from the action of 5'-nucleotidase, it is 

believed that it is being formed in higher quantities in diabetes, due to a lower 

expression of A1R in diabetic group. But, not possible say if adenosine degraded 

faster or not because there were not found significant results for ADA activity. 

Adenosine, is a molecule that has an important role in the control of brain damage, 

acting through the A1 and A2A receptors. Activation of A1Rs appear to be related to 

modulation of cognitive responses such as memory, learning and neuroprotection 

[60], a decrease of this receptor may contribute to the cognitive impairments 

associated with DM [61]. Studies indicate a modification in density of adenosine 

receptors in hippocampus of streptozotocin-induced diabetes, in particular down-

regulation of inhibitory A1R and an up-regulation of facilitatory A2AR [12]. Thus, it is 

believed that the decrease A1R expression in diabetic/saline group may contribute to 

deficits in cognition well described in diabetes. 

Furthermore, it is well established in the literature that during the diabetes occur 

overproduction of reactive oxygen species, leading to oxidative stress, which causes 

noxious damage to the brain [22, 62-65]. Lingonberry extract, rich in polyphenolic 

compounds, can revert this increase as observed in diabetic/LB 25 and diabetic/LB 

50 groups (Fig. 3A), demonstrating its potential antioxidant and, preventing the 

prevalence of oxidative damage in cortical neurons and consequently can improve 

synaptic plasticity. 
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In addition to these findings, previous studies have shown that P2X7R 

activation in immune cells induces ROS production mainly through of the NADPH 

oxidase complex 2 (NOX2), as well as in microglia and these events may are 

attenuated in the presence of antioxidants as N-acetylcysteine and ascorbic acid 

[66].  

Contributing to this data, we also found an increase in lipid peroxidation in 

diabetic group when compared with control group (Fig. 3B). This increase has been 

reverted by Lingonberry extract treatment in both doses (25 and 50 mg/kg).  Thus, 

we believe that the peroxidation of membrane can lead to decrease in density of 

receptors and ectoenzymes since most are located in the membrane, as can be seen 

in the results of the activities of ectonucleotidases and density of the A1 receptor. In 

addition, some studies demonstrated that lipid peroxidation decrease number of A1 

binding sites, this might imply that A1R mediated neuromodulation and 

neuroprotection may be reduced in consequence of oxidative damage of membrane 

constituents [67].  

 

5. Conclusion 

The results of our study demonstrate that diabetes causes modifications 

NTPDase and 5'-nucleotidase activities, as well as on density of P2X7 and A1 

receptors in cerebral cortex, indicating that the purinergic neurotransmission may be 

impaired, it can even  be one of main cause of cognitive decline observed in both 

patients and diabetic animals. Furthermore, in diabetic condition also have an 

overproduction of ROS, mainly due the hyperglicemia, and contribute for damage in 

biomolecules importants to several biological functions. In addition, the treatment 

with Lingonberry extract can prevent the damage associated to oxidative stress and 

purinergic signaling, suggesting that this fruit has many beneficial properties and that 

their consumption may help minimize some of the major consequences resulting from 

the diabetes. However, more studies are necessary to clarify the mechanisms by 

which this occurs. 
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4. CONCLUSÃO 

 

1) O extrato de Lingonberry reverteu as reduções das enzimas NTPDase e 5’-

nucleotidase. 

 

2) O extrato de Lingonberry reduziu a expressão do P2X7R.  

 

3) O extrato de Lingonberry aumentou a expressão do A1R. 

 

4) O extrato de Lingonberry reduziu os níveis de EROs. 

 

5) O extrato de Lingonberry diminuiu a peroxidação lipídica. 

 

Tomando em conjunto todos esses dados, e tendo em vista que uma ativação do 

P2X7R pode causar danos às células, e que uma redução na expressão do A1R 

está fortemente ligada a disfunções cognitivas, uma vez que este receptor possui 

propriedades neuroprotetoras e neuromoduladoras, pode-se afirmar que o extrato de 

Lingonberry possui propriedades benéficas que agem sinergicamente no organismo, 

conferindo proteção e prevenção contra as anormalidades oriundas do DM. Desta 

forma, este fruto pode ser um alvo terapêutico na contribuição do tratamento de 

pacientes diabéticos. 
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