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Resumo 

O Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabólica caracterizada por hiperglicemia 

decorrente de defeitos na secreção ou ação da insulina, que acarreta distúrbios no 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas. A incidência do DM aumenta de 

maneira alarmante em todo o mundo e os estudos com plantas que possuam efeitos 

antidiabéticos despertam cada vez mais o interesse por parte de pesquisadores. Em 

resultados anteriores, observamos que camundongos induzidos por estreptozotocina 

exibiram melhora no quadro diabético após serem submetidos ao tratamento com 

extrato bruto das folhas de Myrcia bella. Neste trabalho, decidimos avaliar os 

mecanismos moleculares envolvidos nos processos de captação e armazenamento de 

glicose em tecidos periféricos como fígado, músculo esquelético e tecido adiposo neste 

modelo experimental. No mais, procuramos avaliar a atividade inibitória in vitro e in 

vivo do extrato de M. bella sobre as enzimas alfa glicosidase e alfa amilase, bem como o 

conteúdo de insulina no pâncreas.  Camundongos diabéticos (STZ SAL e STZ EXT) e 

controles normoglicêmicos (CTL SAL e CTL EXT) foram tratados durante 21 dias com 

salina ou extrato bruto de M. bella na dose de 600 mg/kg. Foram coletados porções de 

fígado para avaliação da expressão de genes e proteínas envolvidos nos processos de 

glicogênese, glicogenólise e neoglicogênese. Ainda, amostras de músculo gastrocnêmio 

foram obtidas para avaliação de genes e proteínas envolvidas na via de sinalização de 

insulina e captação de glicose. Da mesma forma, a expressão das principais proteínas 

envolvidas na sinalização de insulina em tecido adiposo branco retroperitoneal também 

foi observada. O pâncreas foi coletado para avaliação do conteúdo de insulina. O 

tratamento com extrato bruto parece modular os processos de estoque e liberação de 

glicose no fígado de camundongos diabéticos (STZ EXT) através do aumento na 
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expressão das proteínas glicogênio sintase e diminuição da expressão de PEPCK e 

glicose -6-fosfatase e dos respectivos genes responsáveis pela tradução das duas 

últimas. O tratamento com extrato de M. bella também promoveu aumento da expressão 

da proteína GLUT4 em tecido adiposo retroperitoneal de camundongos diabéticos (STZ 

EXT). Os ensaios in vitro e in vivo mostraram que o extrato é eficiente tanto na inibição 

das enzimas alfa glicosidase e alfa amilase assim como na diminuição da glicemia pós 

prandial, após ingestão de amido e maltose. Através dos resultados obtidos pudemos 

concluir, pelo menos em parte, que o extrato age na redução da glicemia de 

camundongos diabéticos através da modulação dos processos que regulam a captação, 

estoque e liberação de glicose pelo fígado. Ainda, sua ação também pode ser associada 

em parte pela captação de glicose pelo tecido adiposo, assim como pela inibição das 

enzimas alfa glicosidase e alfa amilase intestinais.  

Palavras chave: Diabetes mellitus, metabolismo de glicose, Myrcia bella, fígado, tecido 

adiposo 
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Abstract 

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by hyperglycemia resulting 

from defects in insulin secretion or action, which results in carbohydrates, proteins and 

lipids metabolism disturbances. DM incidence increases alarmingly worldwide and 

studies with plants, which exhibit anti-diabetic effects, arouse researcher’s interests. In 

previous results we observed that streptozotocin-induced diabetic mice showed an 

improvement in diabetic condition after the treatment with Myrcia bella leaves crude 

extract.  In this work, we have decided to evaluate the molecular mechanisms involved 

in glucose uptake and storage process in peripheral tissues such as liver, gastrocnemius 

muscle and adipose tissue. Furthermore, to evaluate the extract in vivo and in vitro 

inhibitory activity of alpha glycosidase and alpha amylase enzymes and insulin content 

in pancreas.   Diabetic mice (STZ SAL and STZ EXT) and normoglicemic control mice 

(CTL SAL and CTL EXT) were treated during 21 days with saline or M. bella crude 

extract at 600 mg/kg. Liver was collected to gene and protein expression involved in 

glycogenesis, glycogenolysis and gluconeogenesis process. Gastrocnemius muscle to 

gene and protein expression involved in insulin signaling pathway and glucose uptake 

and white adipose tissue to the expression of the mainly proteins involved in insulin 

signaling pathway. Pancreas was collected to evaluate the insulin content. The treatment 

with M. bella crude extract seems to modulate the process of glucose storage and 

release in liver of diabetic mice (STZ EXT) thought the increase of glycogen synthase 

expression and decrease of the of PEPCK and glucose – 6- phosphatase expression as 

well as the respectively genes involved in the translation of PEPCK and glucose – 6- 

phosphatase . The treatment with M. bella extract also increased the GLUT4 protein 

expression in adipose tissue of diabetic mice (STZ EXT). The in vitro and in vivo 

analysis showed the extract is efficient in alpha glycosidase and amylase enzymes 
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inhibition as well as in decreasing the postprandial glycemia after starch and maltose 

ingestion. Finally, we conclude that, at least in part, the extract acts in glycemia 

reduction through modulation of processes that regulates glucose uptake, storage and 

release from liver. Moreover, the extract action may be associated with the glucose 

uptake in adipose tissue as well as through the inhibition of alpha glycosidase and alpha 

amylase enzymes.  

Keywords: adipose tissue, Diabetes mellitus, glucose metabolism, liver, Myrcia bella.   
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1.1. Diabetes mellitus e etiologia 

O termo Diabetes mellitus (DM) descreve uma desordem metabólica de etiologia 

múltipla, caracterizada por hiperglicemia crônica que acarreta alterações do 

metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas, resultante de defeitos na ação ou 

secreção da insulina, ou ambos (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 

2011). O diabetes afeta atualmente cerca de 415 milhões de pessoas em todo o mundo e, 

estima-se que esse número atinja 642 milhões de pessoas diabéticas no ano de 2035 

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015). No Brasil, estima-se que haja 

cerca de 14,3 milhões de pessoas diabéticas. De modo geral, o diabetes é responsável 

por milhares de mortes por ano em todo mundo, associadas principalmente às suas 

complicações. Geralmente, as complicações ocorrem quando a doença é tardiamente 

diagnosticada ou quando não há controle dos níveis glicêmicos dos pacientes.  As 

principais complicações associadas ao diabetes incluem hipertensão, 

hipertrigliceridemia (aumento sérico de triglicerídeos), hipercolesterolêmica (aumento 

sérico de colesterol), problemas cardíacos, derrames, problemas oculares, nefropatia 

(podendo evoluir para insuficiência renal) e neuropatias (podendo evoluir de úlceras nos 

pés a amputações) que diminuem a qualidade de vida do paciente podendo, em casos 

mais graves, levar até a morte (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).  

A classificação do diabetes é definida a partir da etiologia da doença. A mesma, 

proposta pela Organização Mundial da Saúde (OMS) e pela Associação Americana de 

diabetes (ADA), inclui quatro classes clínicas de DM: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 

(DM2), outros tipos específicos de DM e DM gestacional (DMG) (Tabela1). Há ainda 

duas categorias que se referem à tolerância a glicose diminuída e a alterações nos níveis 

de glicemia de jejum, porém tais categorias são consideradas fatores de risco para 
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desenvolvimento do DM e de doenças cardiovasculares, não sendo classificadas como 

classes clínicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). 

 

Tabela 1 - Classificação etiológica do DM (adaptado de MARASCHIN et al., 2010) 

Classificação etiológica do DM 

1. Diabetes mellitus tipo 1  

A. Mediado imunologicamente  

B. Idiopático  

LADA 

2. Diabetes mellitus tipo 2  

3. Outros tipos específicos de diabetes  

Defeitos genéticos na função da célula beta  

Defeitos genéticos na ação da insulina  

Doenças do pâncreas exócrino (pancreatites)  

Endocrinopatia  

DM induzida por drogas (glicocorticoides)  

DM induzida por infecções (citomegalovírus, rubéola)  

Formas imunológicas incomuns (anticorpo contra receptor de insulina)  

Outras síndromes genéticas (síndrome de Down, síndrome de Turner)  

4. Diabetes mellitus gestacional  

 

O DM1 é a segunda doença crônica mais frequente da infância e sua incidência 

vem aumentando nas últimas décadas. Dados epidemiológicos publicados no Atlas de 

Diabetes (2013), da International Diabetes Federation (IDF), estimam uma prevalência 

de cerca de 500 mil crianças menores de 15 anos com DM1 no mundo. Dentre os países 

com maior número de novos casos por ano estão os EUA, com 13 mil casos ao ano, 
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Índia, com cerca de 10.900 e o Brasil com 5 mil novos casos ao ano (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). O DM1 é responsável por cerca de 5% a 10% de 

todos os casos de diabetes, sendo dividido em três tipos: tipo 1A, 1B e diabetes 

autoimune latente do adulto (LADA). No DM1, de um modo geral, existe uma 

destruição das células β pancreáticas e seu tratamento exige o uso de insulina exógena 

para a sustentação da vida do paciente.  No DM 1A, a destruição das células β é de 

etiologia autoimune (MARASCHIN et al., 2010). A maioria dos pacientes com esse tipo 

de diabetes desenvolvem anticorpos anti-ilhota pancreática (ICA), anticorpos anti-

insulina (IAA), anticorpo contra a isoforma de 65 KDa da descarboxilase do ácido 

glutâmico (GAD65) e antígenos associados ao insulinoma 1A-2A. Já no DM 1B, os 

pacientes não apresentam causas conhecidas sendo, portanto, classificado como 

idiopático (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE DIABETES, 2011).  O DM tipo LADA 

é um DM do tipo 1 onde ocorre uma destruição autoimune das células β. No entanto, a 

progressão da doença é mais lenta e acomete indivíduos acima de 30 anos. O fenótipo 

dos pacientes é peculiar uma vez que os mesmos não são obesos e apresentam 

diagnóstico de DM numa idade compatível com diagnóstico de DM2. Além do mais, os 

pacientes com DM do tipo LADA têm sua doença inicialmente controlada por drogas 

orais. No entanto, ao longo do tempo apresentam sinais de progressiva perda de função 

da célula β e eventualmente necessitam do uso da insulina exógena (MARASCHIN et 

al., 2010). A deficiência na produção de insulina decorrente desse tipo de diabetes 

acarretará em distúrbios no metabolismo glicêmico e lipídico em decorrência do 

aumento nos processos de lipólise, proteólise, gliconeogênese e glicogenólise que são 

inibidos pele ação da insulina nos tecidos periféricos. Desse modo, além da glicose em 

excesso na circulação sanguínea, haverá maior produção e liberação de glicose pelo 

fígado, quebra e liberação de aminoácidos provenientes do tecido muscular além de 
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quebra e liberação de ácidos graxos provenientes do tecido adiposo que, juntamente 

com os aminoácidos, servirão de substrato para uma maior produção e consequente 

liberação de glicose pelo fígado (CARVALHEIRA, ZECCHIN, SAAD, 2002). 

O DM2 deve-se à deficiência relativa na produção pancreática de insulina 

associada à redução da sensibilidade dos tecidos à mesma, também conhecida como 

resistência periférica à insulina. Basicamente, o DM2 caracteriza-se por dois defeitos 

fisiopatológicos principais: a resistência à insulina, que resulta em aumento da produção 

hepática de glicose e redução da sua utilização periférica, e o comprometimento da 

função secretora das células β (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). A 

resistência insulínica ocorre quando uma concentração normal desse hormônio produz 

uma resposta biológica diminuída nos tecidos periféricos, como o tecido adiposo e 

muscular. Essa resistência periférica ocorre por vários fatores e, dentre eles, pode-se 

destacar defeitos na ação da insulina em função do número menor de receptores ou 

menor afinidade destes pela insulina, redução na quantidade de proteínas 

transportadoras de glicose ou na translocação destas do citoplasma para a membrana. A 

transição da resistência insulínica para o diabetes é determinada principalmente pela 

incapacidade do pâncreas em aumentar a secreção da insulina adequadamente em 

resposta à hiperglicemia devido à exaustão e morte das células β (MCLELLAN et al., 

2007).  

Os outros tipos específicos de DM correspondem a formas menos comuns da 

doença na população e estão inclusos nessa categoria, defeitos genéticos na função das 

células beta, defeitos genéticos na ação da insulina, doenças do pâncreas exócrino, entre 

outras (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009) (Tabela 1). 

O DMG é definido como uma tolerância diminuída à glicose, de graus variados 

de intensidade, que tem início ou é diagnosticada pela primeira vez durante a gravidez 



30 

 

(SENAT e DERUELLE, 2016). O DMG é o problema metabólico mais comum 

encontrado durante a gestação e sua prevalência varia de 3 a 25% entre as gestantes. A 

sua incidência tem aumentando de maneira preocupante em paralelo com o aumento do 

DM2 e da obesidade feminina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). 

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do diabetes gestacional incluem a 

idade avançada da mulher, ganho excessivo de peso na gravidez e deposição central 

excessiva de gordura corporal, hipertensão ou pré-eclâmpsia na gravidez, além de 

antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal e de histórico de diabetes na família 

(LIN et al., 2016). 

 

1.2. Sinalização da insulina e metabolismo de glicose 

As células do organismo necessitam continuamente de energia para realizarem 

as inúmeras reações metabólicas inerentes à atividade de cada tipo celular. O ciclo 

metabólico se inicia com a ingestão e absorção dos nutrientes da dieta. A glicose 

proveniente da alimentação pode, entre outros destinos, ser armazenada sob diferentes 

formas em alguns tecidos como fígado, tecido adiposo e músculo esquelético. Tais 

efeitos são mediados pela ação da insulina em resposta ao aumento da glicose na 

corrente sanguínea.  A sinalização intracelular da insulina começa com a sua ligação a 

um receptor específico de membrana (IR), uma proteína heterotetramérica com 

atividade cinase, composta por duas subunidades α e duas subunidades β, que atua 

como uma enzima alostérica na qual a subunidade α inibe a atividade tirosina cinase da 

subunidade β. A ligação da insulina à subunidade α permite que a subunidade β adquira 

atividade cinase levando a sua alteração conformacional e auto fosforilação, o que 

aumenta ainda mais a atividade cinase do receptor (CARVALHEIRA, ZECCHIN, 

SAAD, 2002).  Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila vários substratos 
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proteicos em tirosina, os chamados substratos de receptor de insulina. Existem cerca de 

dez substratos do receptor de insulina identificados. Quatro desses pertencem à família 

dos substratos do receptor de insulina, as proteínas IRS (WHITE, 1998).  Uma das 

principais moléculas ativadas pelas proteínas IRS é a PI3-k, importante na regulação da 

mitogênese, metabolismo de glicose, diferenciação celular e para o processo de 

translocação do GLUT4 através da ativação da proteína AKT.   A família de proteínas 

AKT (AKT1, AKT2 e AKT3), também chamadas de proteínas cinase B (PKB), é 

composta por proteínas cinase de serina/tirosina que desempenham importante papel na 

sinalização celular de mamíferos. A fosforilação da AKT, que ocorre através da 

fosforilação da proteína PI3-K, modula varias ações intracelulares da insulina, 

principalmente, o aumento do transporte de glicose através da estimulação de vesículas 

contendo o transportador GLUT4 do citoplasma para a membrana celular em músculo e 

tecido adiposo (BRYANT et al., 2002) (Fig. 1). 
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Figura 1 – Sinalização da insulina em tecido muscular a adiposo. O receptor de insulina é 

uma proteína tirosina cinase que sofre autofosforilação e catalisa a fosforilação de proteínas 

como as da família IRS, Shc e Cbl. Tais proteínas interagem com seus domínios SH2, 

resultando em uma cascata de sinalização, incluindo PI3-k Map cinase e o complexo 

CAP/Cbl com ativação da proteína TC10. Essas vias agem coordenadamente no tráfego de 

vesículas, síntese proteica, ativação e inativação de enzimas e expressão gênica que resulta 

na regulação do metabolismo de glicose, proteínas e lipídeos (SALTIEL e KAHN, 2001). 

 

O metabolismo hepático da glicose desempenha importante função na regulação 

do estoque energético, uma vez que o fígado é a principal fonte de estoque e liberação 

da mesma e também da síntese de ácidos graxos (VIOLLET et al.,2006). O alimento 

que ingerimos é digerido no trato gastrointestinal e, glicose, ácidos graxos e 

aminoácidos são absorvidos pela corrente sanguínea e transportados até o fígado pelo 

sistema porta hepático. No período pós prandial, a glicose é convertida em glicogênio, 

ácidos graxos ou aminoácidos no fígado. Os ácidos graxos livres são esterificados com 

glicerol-3- fosfato para gerar triacilglicerol, que pode ser estocado em gotas lipídicas 

nos hepatócitos ou então secretados na circulação como partículas de VLDL. Os 

aminoácidos são metabolizados para promover energia ou usados na síntese proteica, de 

glicose ou de outras moléculas bioativas. No jejum ou durante exercício físico, os 

substratos como glicose ou triglicérides são liberados do fígado para corrente sanguínea 

e metabolizados pelos músculos, tecido adiposo e outros tecidos extra-hepáticos. O 

tecido adiposo produz e libera ácidos graxos não esterificados e glicerol via lipólise. O 

músculo esquelético quebra glicogênio e proteínas e também libera lactato e alanina. 

Alanina, lactato e glicerol são recaptados pelo fígado e usados como percussores da 

síntese de glicose pela neoglicogênese. Os ácidos graxos não esterificados são então 

oxidados nas mitocôndrias dos hepatócitos através da beta oxidação para geração de 

energia celular (RUI, 2014). 
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A glicose entra nos hepatócitos via transportadores de glicose do tipo 2 

(GLUT2), independente da ação da insulina, e é então fosforilada pela enzima 

glicoquinase (GCK) para geração de glicose -6- fosfato (G6P) (SEYER et al., 2013). 

Durante a respiração celular, a glicólise é a via pela qual a glicose é fosforilada 

formando piruvato/lactato e, ao final do processo, fornece substrato para a produção de 

energia pela formação de ATP, assim como substrato para os processos de glicogênese e 

lipogênese. O piruvato obtido ao final do processo da glicólise é então completamente 

oxidado para gerar ATP através do ciclo do ácido cítrico nas mitocôndrias, assim como 

pode também ser utilizado na síntese de ácidos graxos através da lipogênese. A glicose-

6-fosfato pode ser também metabolizada pela via das pentoses-fostato para gerar 

NAPDH, que é necessário para lipogênese e biossíntese de outras moléculas (RUI, 

2014). O processo de glicogênese é mediado pela enzima glicogênio sintase para 

geração da glicose-6-fosfato. A insulina estimula a glicogênese pela  ativação da enzima 

glicogênio sintase e/ou pela desfosforilação e inativação da enzima glicogênio 

fosforilase via AKT (NOGUSHI et al., 2013). Uma vez ativa, a enzima glicogênio 

sintase cinase 3 (GSK-3) inibe a expressão da enzima glicogênio sintase (WOODGETT 

e COHEN, 1984).  Após estímulo com insulina, a AKT fosforila e inativa a GSK-3, o 

que diminui a taxa de fosforilação da glicogênio sintase aumentando, então, sua 

atividade (CROSS et al, 1995).  

 Durantes períodos curtos de jejum, o fígado libera glicose através do processo de 

glicogenólise. Durante jejuns prolongados, o glicogênio esgota-se e os hepatócitos 

sintetizam glicose através do processo de neoglicogênese utilizando lactato, piruvato, 

glicerol e aminoácidos. Esses substratos neoglicogênicos são gerados diretamente no 

fígado ou então entregues ao fígado através da circulação sanguínea vindos dos tecidos 

extra-hepáticos. O lactato é oxidado pela enzima lactato desidrogenase para gerar  
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piruvato. Este é então transportado para as mitocôndrias e convertido em oxalacetato. O 

oxalacetato é reduzido à malato pela malato desidrogenase mitocondrial e exportado 

então para o citoplasma. Uma vez no citoplasma, o mesmo é oxidado e convertido 

novamente em oxalacetato. O oxalacetato citoplasmático é então convertido em 

fosfoenolpiruvato pela enzima PEPCK. Este, depois de múltiplas reações bioquímicas, é 

convertido em frutose 1,6-bifosfato e desfosforilado formando a frutose-6-fosfato. Esta 

finalmente é convertida em glicose-6 - fosfato que será liberada na circulação na forma 

de glicose após hidrólise (RUI, 2014) (Fig. 2).  A insulina inibe diretamente a 

transcrição de genes que codificam PEPCK e também diminui a taxa de transcrição dos 

genes que codificam a frutose-1,6-bifosfatase e a glicose-6-fosfatase, aumentando a 

transcrição de genes de enzimas glicolíticas como a glicoquinase e piruvato cinase, o 

que diminui a liberação de glicose para a circulação (PILKS e GRANER, 1992; 

SURTHERLAND, O’BRIEN, GRANNER, 1996) (Fig. 2). 
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Figura 2- A regulação do metabolismo de glicose no fígado. A insulina estimula a 

expressão de genes que codificam enzimas glicolíticas e envolvidas na síntese de ácidos 

graxos (azul), enquanto inibe a expressão dos genes que codificam enzimas neoglicogênicas 

(vermelha) em hepatócitos. O hormônio também regula a atividade de algumas enzimas 

como glicogênio sintase e citrato liase (verde) através de mudanças no estado de 

fosforilação (SALTIEL e  KAHN, 2001). 

 

Na célula muscular e no adipócito, a insulina é importante para promover a 

captação de glicose, utilizá-la como fonte energética, bem como estocar o excedente, 

quais sejam, na forma de glicogênio ou na forma de gordura. A captação de glicose 

nestes tecidos depende como dito anteriormente, da translocação do transportador de 

glicose GLUT4 para a superfície da célula, estimulada pela ação da insulina 

(BAVILONI et al., 2010). Assim como no fígado, no músculo esquelético a insulina 

estimula o depósito da glicose na forma de glicogênio através da inativação da enzima 

GSK-3β e aumento da atividade da enzima glicogênio sintase através da ativação da 

proteína AKT (JENSEN et al., 2011). Em tecido adiposo, a insulina é responsável por 

reduzir a liberação de ácidos graxos inibindo o processo de lipólise e estimulando o 

processo de lipogênese. Além do mais, em indivíduos diabéticos, o metabolismo das 

lipoproteínas está prejudicado, pois a insulina exerce um efeito importante sobre as 

lipases, como a ativação da lipase lipoproteica (LLP) do endotélio vascular e a inibição 

da lipase hormônio sensível (LSH), presente no tecido adiposo. Na deficiência de 

insulina, a lipase hormônio sensível estará ativada, ocasionando a hidrólise dos 

triacilgliceróis armazenados nos adipócitos, que são então liberados na circulação,  

contribuindo para a diminuição de peso corporal e elevação do substrato acetil-CoA, 

que é um precursor do colesterol. A ausência de insulina também inibirá a lipase 

lipoprotéica, diminuindo a captação dos triacilgliceróis transportados pelas lipoproteínas 
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(quilomicron ou VLDL) pelos tecidos periféricos permanecendo, portanto, na circulação 

(AHMANDIAN et al., 2007). 

 

1.3. Tratamentos usuais para o Diabetes mellitus e o uso de plantas medicinais  

Desde os anos 80, o tratamento para o diabetes vem se tornando cada vez mais  

inovador com a descoberta e  incorporação de novas classes de fármacos, além de novas 

tecnologias para melhora e bem estar do paciente diabético.  Os tratamentos atuais para 

o diabetes incluem a insulinoterapia, por meio do uso da insulina exógena, e o uso de 

fármacos hipoglicemiantes orais (HSU, LEE e CHANG, 2009). Os mesmos eram 

inicialmente divididos em secretagogos da insulina, como as sulfoniluréias 

(Glibenclamida) e a glinidas (fármacos que aumentam a secreção de insulina pelas 

células β do pâncreas), os inibidores da enzima alfa-glicosidase como acarbose e 

miglitol (reduzem a absorção intestinal de glicose), os que diminuem a produção 

hepática de glicose, como as biguanidas (Metformina) e aqueles que são 

sensibilizadores periféricos da ação da insulina, como as glitazonas. Atualmente, a esses 

fármacos antidiabéticos foram adicionadas mais duas classes de substâncias: os 

incretinomiméticos, introduzidas entre 2006 e 2007, como a exanatina e gliptinas, e os 

inibidores do transporte sódio-glicose nos túbulos renais, introduzidos em 2012, como a 

Dapagliflozina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016). Os mecanismos 

de ação dos incretinomiméticos consistem no mimetismo da ação de substâncias 

chamadas incretinas, que são hormônios produzidos pelo pâncreas ou intestino, como o 

GLP-1. O mesmo é responsável por aumentar a secreção de insulina no pâncreas em 

resposta ao aumento de nutrientes no intestino (DAVIDSON et al., 2008).  Já a ação dos 

inibidores do transporte sódio- glicose nos túbulos renais consiste na inibição da 



37 

 

reabsorção da glicose nos túbulos renais e, consequente, liberação na corrente 

sanguínea, independente da ação da insulina.  

Apesar de novas tecnologias serem empregadas para a descoberta de fármacos e 

melhora do estado geral do paciente diabético, o aparecimento de reações adversas 

ainda é uma questão relevante relatada pelos pacientes. O uso da insulina exógena pode 

causar reações adversas de ordem metabólica como hipoglicemia e aumento do peso e 

imunológicas como reações alérgicas e locais, devido às aplicações. As sulfuniluréias e 

glinidas podem causar efeitos como aumento de peso, náuseas, vômitos, icterícias, 

anemias e hipersensibilidade. As buiganidas, como a metformina, podem causar 

transtornos gastrointestinais e déficit de vitamina B12. Os inibidores da enzima alfa-

glicosidase podem, da mesma forma, causar transtornos gastrointestinais enquanto as 

gliptinas podem causar, além de perturbações gastrintestinais, edema periférico, 

infecções das vias respiratórias superiores e hipoglicemia (FERREIRA e CAMPOS, 

2014).  

O uso de fitoterápicos tem como objetivo ser uma forma auxiliar de terapêutica 

para pacientes diabéticos, tendo em conta que este tratamento complementar pode ter 

benefícios que se somam à terapêutica convencional (BORGES, BAUTISTA, 

GUILERA, 2008.).  Nos últimos anos, as plantas medicinais têm sido alvo de pesquisas 

científicas para comprovação dos seus efeitos e melhor entendimento do mecanismo de 

ação e de seus componentes. Antes do advento da insulina exógena e dos 

hipoglicemiantes orais, o uso de plantas era a principal forma de controle do diabetes e 

suas complicações. Atualmente, mesmo com a utilização de drogas hipoglicemiantes 

sintéticas, os portadores de diabetes utilizam, com grande frequência, os tratamentos 

alternativos como as plantas medicinais, aplicando o conhecimento acumulado em sua 



38 

 

herança cultural, familiar ou mesmo por indicações de conhecidos (ALVES et al., 

2007). 

Atualmente, mais de 1200 plantas são listadas na literatura por possuírem 

atividade antidiabética (BAHARVAND – AHMANDI et al., 2016). Os compostos 

químicos encontrados nas plantas com propriedades medicinais incluem compostos 

fenólicos, alcalóides, flavonóides, terpenóides e glicosídeos e estão relacionados com as 

atividades apresentada pelas mesmas (ABDELL –HASSAN, ABDEL-BARRY e 

MOHAMMEDA, 2000). 

 Os mecanismos da ação hipoglicemiante das plantas podem ser relacionados 

com a capacidade das mesmas (ou seus princípios ativos) em diminuir o nível de glicose 

plasmática através da interferência em um ou mais processos envolvidos na homeostase 

glicêmica. Os mecanismos descritos até o momento pelos quais as plantas medicinais 

com atividade antidiabética reduzem os níveis plasmáticos da glicose são semelhantes 

aos dos hipoglicemiantes orais, como estimulação da síntese e/ou secreção de insulina a 

partir das células β pancreáticas, regeneração das células β, melhora na sensibilidade à 

insulina (aumento de captação da glicose pelo tecido adiposo e muscular), mimetismo 

da ação da insulina, alteração da atividade de algumas enzimas envolvidas no 

metabolismo da glicose e diminuição da absorção intestinal de carboidratos (TANIRA, 

1994). 

1.4. Família Myrtaceae, gênero Myrcia e espécie Myrcia bella 

A família Myrtaceae é considerada a nona maior família de Angiospermas, 

incluindo árvores e arbustos distribuídos principalmente nos centros tropicais, como 

América do Sul, Austrália e Ásia tropical. É composta por cerca de 132 gêneros e 5671 

espécies (GOVAERTS et al., 2014). No Brasil, a família Myrtaceae é uma das maiores 
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famílias da flora do país, com cerca de 23 gêneros e 1034 espécies distribuídos em todas 

as regiões e formações florestais (GOVAERTS et al., 2014; SOUZA e LORENZI, 

2008), principalmente na Mata Atlântica e no Cerrado, sendo o gênero Myrcia um dos 

mais importantes (LANDRUM e KAWASAKI, 1997). 

No Brasil são listadas cerca de 260 espécies de Myrcia encontradas nos 

diferentes biomas e nas cinco regiões do país. Espécies desse gênero são utilizadas na 

medicina popular como adstringentes e diuréticos, assim como para o tratamento de 

enfermidades como diabetes, hipertensão e úlceras gástrica (PEPATO et al., 1993; 

RUSSO et al., 1990). Além disso, são também importantes fontes de óleos essenciais 

(CASCAES et al.,2015). 

Cascaes et al. (2015) descreveram  diversas atividades biológicas dos óleos 

essenciais das espécies de Myrcia que podem ser produzidos a partir das folhas, flores, 

caules e frutos. Dentre suas atividades, incluem aquelas anti-inflamatória e 

antinociceptiva, antimicrobiana e larvicida, antiproliferativa, além da capacidade 

antioxidante. Do mesmo modo, os mesmo autores descreveram os efeitos 

farmacológicos dos extratos e compostos isolados das espécies de Myrcia, como 

atividade hipoglicêmica e hipolipidêmica, efeitos antiobesidade, efeitos fitotóxicos e 

potencial alopático, assim como efeitos antioxidantes e hepatoprotetores.  

O uso tradicional mais conhecido e citado dentro do gênero Myrcia refere-se a 

plantas conhecidas popularmente no Brasil como “pedra-hume-caá”, “pedra-ume-caá” 

ou insulina vegetal. As espécies conhecidas pelo uso de infusão das folhas ou da planta 

inteira para o tratamento do diabetes são M. punicifolia, M. speciosa, M. amazonica, M. 

citrifolia, M. guianensis, M. multiflora, M. salicifolia, M. sylvatica, M. uniflora (SILVA 

et al., 2015). O extrato metanólico das folhas de M. multiflora apresentou atividade 
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inibitória sobre as enzimas alfa glicosidase e aldose redutase e diminuiu os níveis de 

glicose em camundongos diabéticos induzidos com Aloxana (YOSHIKAWA, 1998).  

Ferreira et al. (2011) demonstraram que um composto isolado da mesma espécie, 

apresentou atividade hipolipidêmica e efeitos anti obesidade através da inibição da 

absorção de triglicerídeos intestinais e também da enzima lipase pancreática em 

camundongos alimentados com dieta hipercalórica. Myrcia guianensis, uma espécie 

proveniente da Amazônia, ao ser administrada na forma de infusão em ratos, apresentou 

atividades hipoglicemiante e hipolipidêmica (MALHEIROS et al., 2010). A espécie M. 

uniflora já é comercialmente vendida como extrato seco em cápsulas ou tinturas para o 

tratamento do diabetes. Outras espécies de Myrcia também apresentam outros usos 

tradicionais descritos na literatura, como M. bracteata, usada para o tratamento de 

dispepsias, M. ovata, usada para o tratamento de doenças gástricas e diarréias e M. 

guianensis que, além do uso conhecido para o tratamento do diabetes, é também usada 

pelos habitantes da região amazônica para neutralizar venenos de cobra (CASCAES et 

al., 2015). 

Dentre as várias espécies de Myrcia encontradas nos cerrados do estado de São 

Paulo, Myrcia bella, popularmente conhecida como “mercurinho” (POTT, POTT e 

SOUZA, 2006) é caracterizada como um arbusto que floresce de outubro a novembro e 

frutifica de novembro a dezembro (LORENZI, 2014) (Fig. 3). 
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Figura 3 – Arbusto da espécie Myrcia bella no Jardim Botânico de Bauru, SP (crédito Luiz 

Leornado Saldanha). 

 

Os trabalhos com a espécie M. bella ainda são escassos na literatura. Há 

atualmente três trabalhos publicados a cerca da mesma, sendo apenas dois relacionados 

à atividade biológica e apenas o trabalho do nosso grupo descrevendo a atividade 

hipoglicemiante da planta. Saldanha et al. (2013) elucidaram  o perfil químico do 

extrato bruto das folhas de M. bella,  revelando a presença de ácidos fenólicos e 

flavonoides glicosilados derivados de quercetina e miricetinas, compostos estes que 

apresentam uma grande diversidade de trabalhos relacionados às suas atividades 

biológicas e envolvidas na melhora do diabetes (Fig. 4).  
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Figura 4 – Perfil químico do extrato de Myrcia bella (SALDANHA et al., 2013). 

 Recentemente, Serpeloni et al. (2015) encontraram que o extrato bruto de M. 

bella induz citotocixidade e morte celular por necrose em células tumorais in vitro, 

apresentou efeito antiproliferativo nas mesmas células assim como atividade 

antioxidante e efeito protetor contra desordens gastrointestinais. Dados do nosso grupo 

mostraram que o tratamento com o mesmo extrato, na concentração de 600 mg/kg em 

camundongos com diabetes do tipo 1, foi eficaz na diminuição da glicemia e melhora do 

quadro diabético (VAREDA et al., 2014). Os mesmo dados publicados pelo nosso 

grupo mostraram que o tratamento com o extrato em uma concentração inferior de 300 

mg/kg não foi capaz de diminuir a glicemia de jejum de camundongos diabéticos (Fig. 

5). Desse modo, foi escolhida a maior concentração apresentada para dar continuidade 

aos experimentos propostos.  
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Figura 5 – Efeitos da administração de Myrcia bella (300 ou 600 mg/kg) na glicemia de 

jejum de camundongos (VAREDA et al., 2014). 

Sabe-se que extratos brutos são compostos por uma grande diversidade de 

substâncias químicas. O fato de uma planta apresentar diversos princípios ativos pode 

possibilitar interações sinérgicas que elevam a eficácia do extrato bruto comparado ao 

composto isolado (PELT, 1979). O uso de extratos brutos na literatura para estudos 

biológicos compreendem, em sua grande maioria, o uso de concentrações mais elevadas 

em relação àquelas utilizados com compostos isolados, uma vez que, é necessária uma 

maior massa dos mesmos para a obtenção de uma resposta biológica. Desse modo e, 

uma vez que a menor concentração do extrato não produziu resposta, justifica-se a 

concentração de 600 mg/kg utilizada para o tratamento com o extrato bruto de Myrcia 

bella e sua continuidade nos estudos. 

Os estudos sobre a ação do extrato bruto de Myrcia bella em modelos 

experimentais assim como seu aprofundamento, é de grande importância científica uma 

vez que, há ainda muito poucos trabalhos apresentados na literatura sobre o mesmo e, os 
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poucos trabalhos apresentados mostram-se promissores no tratamento de doenças que 

apresentam alta incidência na população mundial. Uma vez que os dados iniciais 

obtidos pelo nosso grupo mostram-se promissores para o tratamento do diabetes, 

buscamos avaliar os mecanismos de ação que levaram à atividade hipoglicemiante 

obtida durante o mestrado da aluna.  O projeto baseia-se na busca dos mecanismos 

moleculares envolvidos em tal atividade em tecidos periféricos a fim de desvendar as 

principais vias ativadas pela administração do extrato. Desse modo, compreendendo-se 

os mecanismos envolvidos, abrem-se futuras portas para o desenvolvimento de um 

agente fitoterápico para o tratamento e melhora do diabetes em humanos.  
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2. Objetivos 
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2.1. OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo do presente trabalho foi de investigar os mecanismos moleculares 

envolvidos no tratamento com extrato bruto de Myrcia bella, nos processos de captação 

e armazenamento de glicose em fígado, músculo gastrocnêmio e tecido adiposo de 

camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar a expressão de genes e proteínas envolvidos nos processos de 

glicogênese, glicogenólise e neoglicogênese, em fígado de camundongos 

normoglicêmicos e diabéticos, tais como glicogênio sintase, glicose-6-fosfatase e 

PEPCK. 

- Avaliar os processos de captação e estoque de glicose em músculo 

gastrocnêmio através da avaliação da expressão de genes e de proteínas da via de 

sinalização de insulina como, PI3-K, AKT e GLUT 4, assim como suas formas 

fosforiladas, além de  GSK-3β e glicogênio sintase. 

- Avaliar os processos de captação de glicose em tecido adiposo branco 

retroperitoneal através da avaliação da expressão de proteínas da via de sinalização de 

insulina como, PI3-K, AKT e GLUT 4, bem como suas formas fosforiladas. 

- Avaliação do conteúdo de insulina pancreática  

- Avaliar a atividade das enzimas alfa glicosidase e alfa amilase incubadas em 

diferentes concentrações do extrato bruto de Myrcia bella in vitro. 

- Avaliar o efeito da administração do extrato bruto de Myrcia bella em 

camundongos normoglicêmicos após ingestão de amido e maltose sobre os níveis 

glicêmicos.  
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3. Materiais e 

métodos 
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3.1 - Obtenção do extrato e análises farmacognósticas e químicas 

Conforme o aspecto multidisciplinar do grupo envolvido no projeto Temático 

aprovado pela FAPESP sob o protocolo número 09/52237-9 e encerrado no ano de 

2016, a coleta e identificação do material botânico, a obtenção do extrato, a etapa 

farmacognóstica e o isolamento e identificação dos principais constituintes químicos do 

extrato ocorreram sob a responsabilidade de outros membros do grupo, sobretudo do 

Prof. Dr. Wagner Vilegas (IQ, UNESP, Araraquara) e da Profa. Dra. Anne Lígia 

Dokkedal Bosqueiro (FC, UNESP, Bauru).  As folhas de M. bella foram coletadas em 

Novembro de 2010 no Jardim Botânico Municipal de Bauru, SP (22°20’30” S e 

49°00’30”W). A exsicata foi preparada, identificada e depositada no Herbário da 

UNESP de Bauru – UNBA (Bauru, SP) sob número 5508. Folhas frescas foram secas a 

40°C durante 48 horas. As folhas trituradas (1,3 kg) foram extraídas com EtOH/H2O 

(7:3 v/v) por percolação à temperatura ambiente. O filtrado foi concentrado para 

secagem sobre pressão reduzida a 40°C, obtendo-se o extrato hidroalcóolico (364 g) 

(SALDANHA et al., 2013). 

3.2 - Animais experimentais 

  Foram utilizados camundongos Swiss albino machos com 60±10 dias de idade, 

pesando entre 35-40 g, provenientes do Biotério Central da UNESP, localizado no 

Campus de Botucatu, SP. Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (23 ± 

2°C) em ciclo de iluminação claro-escuro (12 horas),  recebendo ração balanceada e 

água ad-libitum. Para formar os grupos experimentais os camundongos foram 

aleatoriamente divididos em 4 grupos (n=8): 

CTL SAL: camundongos normoglicêmicos tratados com  salina. 



49 

 

CTL EXT: camundongos normoglicêmicos tratados com extrato bruto de Myrcia bella 

diluído em salina. 

STZ SAL: camundongos induzidos ao diabetes por administração de estreptozotocina e 

tratados com salina.  

STZ EXT: camundongos induzidos ao diabetes por administração de estreptozotocina e 

tratados com extrato bruto de Myrcia bella diluído em salina. 

 

3.3- Indução do diabetes experimental 

A indução do diabetes foi realizada por meio de uma injeção única de 

estreptozotocina (STZ) na dose de 150 mg/kg, em camundongos normoglicêmicos 

mantidos em jejum de 12 a 14 horas.  A média da glicemia inicial dos camundongos 

normoglicêmicos foi de 130 mg/dl. A STZ foi dissolvida em tampão citrato com pH 4,5 

e injetada por via intraperitoneal. Os animais foram deixados em jejum por mais 3 horas 

e, após esse período, receberam solução de glicose 30% durante 24 horas. Após um 

período de sete dias, a glicemia dos camundongos foi mensurada com glicosímetro (One 

Touch – Johnson & Johnson) para verificação do estabelecimento do diabetes. Os 

animais que apresentaram glicemia de jejum superior a 250 mg/dl foram considerados 

diabéticos e inclusos nos respectivos grupos (VAREDA et al., 2014). A média da 

glicemia dos camundongos diabéticos após sete dias da indução foi de 490 mg/dl.   

 

3.4 - Tratamento com extrato bruto de Myrcia bella 

 Camundongos dos grupos CTL EXT e STZ EXT receberam diariamente, por 

gavagem, extrato bruto de Myrcia bella diluído em veículo salina na dose de 600 mg/kg 
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de peso corpóreo durante 21 dias consecutivos. Os animais CTL SAL e STZ SAL 

receberam apenas veículo salina na dose de 1 ml/kg. A gavagem foi realizada uma vez 

ao dia, sempre ao mesmo horário, entre 8 e 9 horas da manhã (VAREDA et al., 2014). 

Ao final do tratamento, os camundongos alimentados foram eutanaziados por CO2, 

decapitados e 100 mg de fígado e músculo gastrocnêmio foram coletados para análise 

da expressão gênica e proteica através da técnica de PCR em tempo real e  Western blot, 

respectivamente e porções de tecido adiposo branco retroperitoneal foram coletados 

para análise da expressão proteica através da técnica de Western blot. O pâncreas inteiro 

foi coletado, fixado, emblocado em parafina e utilizado para análises 

imunohistoquímicas.  

 

3.5- Extração proteica e Western Blot  

    Porções de fígado, músculo gastrocnêmio e tecido adiposo branco retroperitoneal 

foram homogeneizadas (Polytron PT 1200C) em coquetel antiprotease a 4ºC. Após 20 

minutos de centrifugação em 12.000 rpm e 4°C, o conteúdo de proteínas totais do 

sobrenadante foi determinado por espectrofotometria por meio do método de Bradford, 

utilizando kit comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA) com albumina como padrão. 

Alíquotas entre 80 e 100 µg de proteína total foram fervidas a 100ºC por 4 minutos em 

30% do volume em tampão Laemmli (fosfato de Na 1M pH 7,0, 10% SDS, 10% β-

mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As amostras foram 

fracionadas em sistema de eletroforese (Mini Protean II - Bio-Rad) em gel de 

poliacrilamida com o tamanho dos poros adequado para cada peso molecular. Após 

eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) 

na presença de 20% de metanol e 0,02% de SDS em voltagem constante de 120 Volts. 

A membrana foi, então, saturada com solução bloqueadora contendo 5% de albumina 
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em solução basal (10 mM Trisma base, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) durante 10 

minutos no aparelho SNAP i.d. 2.0 (Millipore). Em seguida a membrana foi lavada três 

vezes com solução basal. As proteínas foram detectadas na membrana após incubação  

durante 10 minutos no SNAP i.d. 2.0 (Millipore)com anticorpo primário específico para 

cada uma (PI3-K – sc 56838, p-PI3-K – sc 12929, AKT – sc 1619, p-AKT – sc 7985, 

GLUT4 – sc 1608, glicogênio sintase – sc 99029, PEPCK – sc 32879, glicose – 6 – 

fosfatase – sc 27198, p-GSK-3β – sc 81494 , GSK-3β—sc 9166 - Santa Cruz 

Biotechnology) em solução basal contendo albumina 3%, seguida de três lavagem 

consecutivas e incubação por mais 10 minutos com anticorpo secundário conjugado 

com peroxidase-HRP (GAPDH – sc 25778 - Santa Cruz Biotechnology) em solução 

basal contendo 3% de albumina. As membranas foram lavadas e incubadas com 

substrato luminol quimioluminescente (Pierce) e expostas ao filme auto-radiográfico 

(Kodak T-Mat G/RA). As intensidades das bandas foram quantificadas por 

densitometria. 

 

3.6- Extração de RNA 

 Porções de 100 mg de fígado e músculo gastrocnêmio foram homogeneizadas 

(Polytron PT 1200C) a 4ºC em 1 ml de Trizol (Invitrogen). Após 5 minutos à 

temperatura ambiente, foi adicionado 200 µl de clorofórmio às amostras e as mesmas 

foram centrifugadas a 13.000 g durante 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida 

para um novo eppendorf e resuspendida com isopropanol de acordo com o volume 

recuperado. As amostras foram mantidas em Freezer -20° C durante 10 minutos para 

ajudar na formação do pellet e então novamente centrifugados a 13.000 g durante 10 

minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspendido em 500 µl de 
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álcool 75% preparado com água DEPC. As amostras foram centrifugadas a 8.000 g 

durante 5 minutos a 4°C e novamente o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 

500 µl  de álcool absoluto e centrifugado novamente a 8.000 g durante 5 minutos a 4° 

C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 30 µl de água tratada com DEPC para 

dissolução do pellet. As amostras foram diluídas em água DEPC e lidas nos 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific) . As razões 260/280 e 260/230 obtidas 

no Nanodrop foram mensuradas para verificar a pureza das amostras. 

 

3.7 - Transcrição Reversa e síntese de cDNA 

 Após a quantificação de RNA em cada amostra, a reação de transcrição reversa foi 

realizada através de kit (QuantiTect Reverse Transcription Kit – Qiagen). Foi 

adicionado 2 µl da solução de gDNA Wipeout Buffer proveniente do kit. As amostras 

foram então aquecidas a 42°C em termociclador (Applied Biosystems) durante 2 

minutos. Em seguida foram incubadas durante 1 minuto em gelo. Foram adicionados 1 

µl do conteúdo de Quantiscript Reverse Transcriptase, 1 µl de RT Primer Mix e 1 µl de 

Quantiscript RT Buffer provenientes do kit. As amostras foram novamente aquecidas 

em termociclador (Applied Biosystems) a 42° C durante 30 minutos e em seguida 

durante 95°C durante 3 minutos. Foi adicionado as amostras 60 µl de água Rnase- Free 

proveniente do kit e então montada a reação de PCR. 

 

3.8 -PCR em tempo real 

 Para a análise da expressão gênica foi utilizada a técnica da reação em cadeia da 

polimerase quantitativa pós-transcrição reversa (qRT-PCR). A quantificação dos 

produtos formados durante os ciclos de amplificação foi realizada com reagente 
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TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems). As reações foram 

realizadas em placas de 96 poços, com um volume final de reação de 5 µl. Para tanto, 

foram pipetados 1 µl de cDNA (1000 ng), 0,25 µl de cada sonda específica para cada 

gene (G6Pc - Mm00839363_m1; GSK3b - Mm00444911_m1; Gys1 – 

Mm01962575_s1; Gys2- Mm01267381_m1; Pik3r1 - Mm00803160_m1; AKt1 - 

Mm01331626_m1; Slc2a4 - Mm01245502_m1; Pck1 - Mm01247058_m1; Gapdh - 

Mm03302249_g1) (TaqMan Gene Expression Assay, Applied Biosystems),  2,5 µl do 

TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) e 1,25 µl com água livre 

de RNAses. A reação foi realizada através de 40 ciclos em Step One Plus (Applied 

Biosystms). Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificação 

relativa da expressão gênica (∆∆Ct), que permite quantificar diferenças no nível de 

expressão de um gene específico entre as amostras dos diferentes grupos. A expressão 

dos genes alvo foi determinada em função da expressão do gene controle endógeno 

(GADPH).  

 

3.9 - Análises histológicas 

3.9.1 – Processamento tecidual 

 Os pâncreas inteiro de camundongos controle normoglicêmicos e diabéticos foram 

retirados e fixados em paraformaldeído 4%. Após a fixação, os tecidos foram lavados 

em água corrente, desidratados em alcoóis de diferentes porcentagens, diafanizados em 

xilol e incluídos em parafina (Paraplast Plus, Sigma-Alderich). 
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3.9.2- Imunohistoquímica para detecção de insulina em pâncreas   

 Os blocos de parafina contendo o pâncreas inteiro dos camundongos de todos os 

grupos (n=5) foram cortados em micrótomo na espessura de 5 µm, com três intervalos 

de 200 µm cada, produzindo 3 diferentes lâminas do pâncreas de cada animal.  Para as 

análises imunohistoquímicas, os cortes foram desparafinizados com diferentes 

concentrações de xilol e hidratados em diferentes concentrações de alcoóis. A 

recuperação antigênica foi realizada em tampão citrato quente (pH 6,0) durante 5 

minutos. O bloqueio da atividade da peroxidase endógena foi realizado em solução de 

H2O2 diluída em PBS durante 10 minutos no escuro e o bloqueio dos sítios de ligação 

não especifico foi realizado com 3% de leite diluído em PBS durante 1 hora. Após o 

bloqueio, o anticorpo anti-insulina (Santa Cruz Biotechnology) foi incubado a 4°C, 

overnight em câmara escura. O complexo antígeno-anticorpo foi detectado utilizado 

anticorpo secundário marcado com peroxidase (IGg-HRP) (ab 6789, Abcam) diluído em 

BSA 1% durante 1 hora.  A revelação da imunorreatividade- cromogênio DAB (3,3 - 

diaminobenzidina) foi realizada diluindo-se 50 µl de DAB em 4,5 ml de PBS e 4 ml 

H2O2 durante 5 minutos. Para contra-coloração, as lâminas foram mergulhadas em 

hematoxilina e então, desidratadas, diafanizadas e montadas. Foram observadas as 3 

lâminas de cada animal para semi- quantificar a marcação da insulina, realizada em 

comparação ao grupo CTL SAL, em microscópio óptico Axioplan 2 (Zeiss). As 

imagens foram obtidas utilizando o software AxioVision 2.  

 

3.10 – Ensaio enzimático in vitro para avaliação das enzimas alfa glicosidase e alfa 

amilase 
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3.10.1 Ensaios da atividade enzimáticas das glicosidases 

Os experimentos in vitro foram realizados em parceria com o Laboratório de 

Bioquímica Experimental e Computacional de Fármacos, Instituto Oswaldo Cruz, 

FIOCRUZ, Rio de Janeiro. A atividade específica da alfa glicosidase e da alfa amilase 

foi avaliada em um volume final de 50 µl em microplacas de 384 poços. A mistura de 

reação para a maltase de levedura contendo tampão fosfato de potássio (50 mM, pH 7.0) 

foi pré-incubada à 37ºC por 5 minutos, a reação foi iniciada pela adição PNP-G (1 mM). 

A mistura de reação para a alfa amilase pancreática suína contendo tampão HEPES (50 

mM, pH 7.0), CaCl2 (5 mM), NaCl (100 mM) foi pré-incubada à 37ºC por 5 minutos, e 

então, a reação foi iniciada pela adição de CNPG3 (1 mM). A leitura da absorbância foi 

realizada em leitor de microplacas automatizado (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), 

onde foi medido taxa de aparecimento de p-nitrofenol em comprimento de onda de 405 

nm. A velocidade inicial foi obtida pela inclinação da reta de regressão linear calculada 

a partir de 0-5 minutos iniciais (porção linear) da curva de progresso da reação. 

Experimentos controle foram realizados e demonstraram que concentrações de DMSO 

até 5% podem ser utilizadas sem afetar significativamente as atividades enzimáticas. 

 

3.10.2 - Determinação da inibição da atividade enzimática (IC50) 
  

As reações foram realizadas conforme descrito acima. A concentração de inibidor 

que promove 50% de inibição da atividade enzimática (IC50) foi determinada pela 

titulação de pelo menos oito concentrações do extrato bruto (312,5; 78,125; 39,06; 

19,53; 9,77; 4,88; 2,44; 1,22; 0,61; 0,31; 0,15; 0,08 µg/ml) de M. bella  juntamente com 

cada enzima durante 5 minutos a 37 °C. Os valores de IC50 foram determinados no 

software Sigmaplot 12.0 (Systat software Inc, USA) pelo ajuste dos dados de atividade 

residual e concentração de inibidor à equação logarítmica de 4 parâmetros: Ativ. Res. = 
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min + (max-min) / (1 + ([I]/IC50) ^ (-Coef.Hill)). A acarbose foi utilizada como controle 

positivo e as reações foram realizadas em quadruplicata.  

 

3.11- Ensaio in vivo para avaliação das enzimas alfa amilase a alfa glicosidase 

Camundongos Swiss albino machos (60±10 dias) normoglicêmicos foram 

mantidos em jejum de 10-12 horas e então foram divididos em três grupos: CTL SAL 

(camundongos normoglicêmicos tratados com salina), AC (camundongos 

normoglicêmicos tratados com acarbose 10 mg/kg (controle positivo)) e MB 

(camundongos normoglicêmicos  tratados com o extrato bruto das folhas  de M. bella- 

 600 mg/kg). A glicemia de jejum foi medida no tempo zero. Os animais foram em 

seguida tratados por gavagem oral com salina, acarbose ou extrato de M. bella conforme 

a divisão dos grupos e, após 10 minutos, receberam também por via oral soluções de 

amido ou maltose na concentração de 2 g/kg. Em seguida, a glicemia foi mesurada nos 

tempos 30, 60 e 120 minutos utilizando glicosímetro (One touch, Johnson & Johnson).  

 

3.12 -Análises Estatísticas 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Para 

comparação múltipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de post 

test de Newman-Keuls. O nível de significância adotado foi p<0.05. 
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4.1 Análise das expressões de mRNA e das proteínas glicogênio sintase (Gys2), 

PEPCK (Pck1) e glicose-6- fosfatase (G6Pc)  em fígado de camundongos 

normoglicêmicos e diabéticos 

Foram analisadas as expressões das proteínas e dos genes que codificam a 

glicogênio sintase, envolvida no processo de armazenamento de glicose, PEPCK e 

glicose-6-fosfatase, envolvidas nos processos de liberação de glicose do fígado para a 

corrente sanguínea.  Houve diminuição na expressão da enzima glicogêno sintase no 

grupo STZ SAL (0,27 ± 0,03) em relação aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,13 e 

0,69 ± 0,04), (Fig. 6 A, p<0.05). Também ocorreu diminuição da expressão da mesma 

no grupo STZ EXT (0,63 ± 0,04) em relação à CTL SAL (1 ± 0,13), (Fig. 6 A, p<0.05). 

O tratamento com extrato de M. bella provocou aumento na expressão da glicogênio 

sintase nos animais do grupo STZ EXT (0,63 ± 0,04)  em relação ao grupo STZ SAL 

(0,27 ± 0,03), (Fig. 6 A, p<0.05). Camundongos do grupo normoglicêmico CTL EXT 

apresentaram diminuição na expressão da mesma (0,69 ± 0,04) em relação à CTL SAL 

(1 ± 0,1), (Fig. 6 A, p<0.05). Em relação à expressão de mRNA do gene Gsy2 que 

codifica a enzima glicogênio sintase , ocorreu aumento no grupo STZ SAL (2,25 ± 

0,46) em relação aos camundongos dos grupos  CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,03 e 0,61 

± 0,12), (Fig. 6 A, p<0.05). Observamos diminuição na expressão do mRNA no  grupo 

dos camundongos STZ EXT (0,61 ± 0,07) em relação a grupo STZ SAL (2,25 ± 0,46), 

(Fig. 6 A, p<0.05). Não houve diferença na expressão de mRNA do gene Gys2 entre os 

grupos CTL SAL e CTL EXT . 

  A figura 6 B mostra a expressão da enzima PEPCK e do respectivo gene que 

codifica a mesma. Ocorreu aumento significativo na expressão da enzima PEPCK no 

grupo STZ SAL (2,37 ± 0,42) quando comparado aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 
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± 0,27 e 1 ± 0,21), (Fig. 6 B, p<0.05). O tratamento com o extrato de M. bella promoveu 

diminuição na expressão da mesma no grupo STZ EXT (0,87 ± 0,21) em relação ao 

grupo STZ SAL (2,37 ± 0,42), (Fig. 6 B, p<0.05). Não houve diferença na expressão da 

enzima PEPCK entre os grupos STZ EXT (0,87 ± 0,21) em relação à CTL SAL e CTL 

EXT (1 ± 0,27 e 1 ± 0,21). Também não houve diferença na expressão da mesma entre 

os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em relação à expressão de mRNA do gene Pck1 que 

codifica a enzima PEPCK, observamos aumento na expressão do mesmo em 

camundongos diabéticos de ambos os grupos STZ SAL e STZ EXT (3,96 ± 0,04 e  2,5 

± 0,19) quando comparado aos grupos dos camundongos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 

0,05 e 0,63 ± 0,08), (Fig. 6 B, p<0.05). Camundongos diabético do grupo STX EXT 

apresentaram diminuição na expressão de mRNA do gene Pck1 (2,5 ± 0,19) quando 

comparados aos camundongos do grupo  STZ SAL (3,96 ± 0,04), (Fig. 6 B, p<0.05). O 

tratamento com o extrato também diminuiu a expressão do mesmo gene em 

camundongos normoglicêmicos CTL EXT (0,63 ± 0,08) comparado ao grupo dos CTL 

SAL (1 ± 0,05), (Fig.6 B, p<0.05). 

A expressão da enzima glicose-6-fosfatase aumentou no fígado de camundongos 

do grupo STZ SAL (1,47 ± 0,14) em relação aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 

0,12 e 0,97 ± 0,18), (Fig. 6 C, p<0.05). O tratamento com extrato de M. bella promoveu  

diminuição na expressão da enzima glicose-6-fosfatase nos camundongos do grupo STZ 

EXT (0,89 ± 0,06) em relação aos camundongos do grupo STZ SAL (1,47 ± 0,14), (Fig. 

6 C, p<0.05). Não houve diferença na expressão da mesma entre o grupo STZ EXT em 

relação aos grupos CTL SAL e CTL EXT. Também não houve diferença na expressão 

da mesma entre os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em relação à expressão de mRNA do 

gene G6Pc que codifica a proteína glicose- 6-fosfatase , ocorreu aumento da expressão 
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no grupo dos camundongos STZ SAL (1,48 ± 0,23) em relação aos grupos CTL SAL e 

CTL EXT  (1 ± 0,09 e 0,62 ± 0,15), (Fig. 6 C, p<0.05).  O tratamento com extrato bruto 

de Myrcia bella promoveu diminuição na expressão de mRNA de G6Pc no grupo STZ 

EXT (0,77 ± 0,09) quando comparado aos camundongos do grupo  STZ SAL (1,48 ± 

0,23), (Fig. 6 C, p<0.05). Não houve diferença na expressão de mRNA do mesmo gene  

entre os grupos CTL SAL e CTL EXT.  
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Figura 6– Expressões proteica e de mRNA de glicogênio sintase (A), PEPCK (B) e glicose-

6-fosfatase (C) em fígado de camundongos controle normoglicêmicos e diabéticos tratados 

com salina (CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na 

concentração de 600 mg/kg (CTL EXT e STZ EXT) em relação à GAPDH. a vs. CTL SAL, 

b vs. CTL EXT, c vs. STZ SAL, p<0.05, n=6. ANOVA seguido de post test de Newman-

Keuls. 

 

4.2 - Análise da expressão de mRNA e das proteínas PI3-K (Pik3r1) , AKT (AKt1), 

GLUT4 (Slc2a4), GSK-3β (GSK3b) e glicogênio sintase (Gys1) em músculo 

gastrocnêmio de camundongos normoglicêmicos e diabéticos 

 Foram avaliadas as expressões de mRNA dos genes codificadores das proteínas 

PI3-K (Pik3r1), AKT (AKt1) , GLUT4 (Slc2a4), GSK-3β (GSK3b) e glicogênio sintase 

(Gys2) assim como suas expressões. A figura 7 A representa a relação entre a expressão 

da proteína PI3-K na sua forma fosforilada sob sua forma total assim como a expressão 

de mRNA. A análise da expressão proteica demonstrou diminuição na expressão da 

proteína PI3-K no grupo STZ SAL (0,4 ± 0,06) em relação à CTL SAL e CTL EXT (1 ± 

0,12 e 0,99 ± 0,06), (Fig. 7 A, p<0.05). Não houve diferença na expressão da mesma no 

grupo STZ EXT (0,66 ± 0,14) em relação à STZ SAL (0,4 ± 0,06). Também não 

ocorreu diferença na expressão de PI3-K entre os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em 

relação à expressão de mRNA de Pik3r1, houve  aumento na expressão do mesmo nos 

camundongos dos grupos  STZ SAL e STZ EXT (2,83 ± 0,37 e 3,78 ± 0,38) em relação 

aos grupos CTL SAL e CT EXT (1 ± 0,1 e 1,23 ± 0,3), (Fig. 7 A, p<0.05). Ocorreu 

aumento na expressão de mRNA do gene Pik3r1 no grupo STZ EXT (3,78 ± 0,38) em 

relação à  STZ SAL (2,83 ± 0,37, p<0.05), (Fig. 7 A, p<0.05). Não observamos 

diferença entre os grupos CTLSAL e CTL EXT.  
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A figura 7 B representa a relação entre a expressão da proteína AKT na sua 

forma fosforilada sob sua forma total assim como a expressão de mRNA. Em relação à 

expressão proteica, notamos diminuição na expressão da AKT no grupo STZ SAL e 

STZ EXT (0,41 ± 0,03 e 0,6 ± 0,04) em relação ao grupo CTL SAL (1 ± 0,15), (Fig. 7 

B,  p<0.05). Nenhuma diferença significativa foi observada com relação à expressão da 

mesma entre os grupos STZ EXT (0,6 ± 0,04) e STZ SAL (0,41 ± 0,03). Também não 

notamos diferença na expressão da AKT entre os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em 

relação à expressão de mRNA do gene AKt1, não houve diferença na expressão do 

mesmo entre os grupos STZ SAL e STZ EXT (0,78 ± 0,1 e 1,61 ± 0,2) em relação aos 

grupos CTL SAL e CTL EXT (1,2 ± 0,1e 1,08 ± 0,2), (Fig. 7 B). O tratamento com 

extrato de M. bella promoveu aumento na expressão de mRNA do gene AKt1 no grupo 

STZ EXT (1,61 ± 0,2) em relação ao grupo STZ SAL (0,78 ± 0,1), (Fig. 7 B, p<0.05).  

Não houve diferença na expressão do mesmo entre os grupos CTL SAL e CTL EXT.  

O aumento da translocação das vesículas contendo transportadores de glicose do 

tipo GLUT 4 está envolvido com a captação de glicose no músculo esquelético. 

Notamos diminuição na expressão da mesma nos grupos STZ SAL e STZ EXT (0,43 ± 

0,05 e 0,63 ± 0,07) em relação aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,1 e 1,08 ± 

0,08), (Fig. 7 C, p<0.05). Não houve diferença na expressão da GLUT 4 entre os grupos 

STZ EXT (0,63 ± 0,07) e STZ SAL (0,43 ± 0,05). Também não ocorreu diferença na 

expressão da mesma entre os grupos CTL SAL E CTL EXT. Em relação à expressão de 

mRNA do gene Slc2a4 que codifica a proteína GLUT4, observamos diminuição na 

expressão do mesmo no grupo STZ SAL (0,55 ± 0,06) em relação ao grupo CTL SAL 

(1 ± 0,1), (Fig. 7 C, p<0.05). Não houve diferença na expressão do mesmo mRNA entre 
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os grupos STZ EXT (0,87 ± 0,2) e STZ SAL (0,55 ± 0,06). Não houve também 

diferença na entre os grupos CTL SAL e CTL EXT.  

A fim de analisar a expressão das enzimas envolvidas no estoque de glicogênio 

em músculo esquelético, avaliou-se a expressão das enzimas glicogênio sintase cinase 3 

beta (GSK-3β) e glicogênio sintase. A análise da relação da expressão da proteína GSK-

3β na sua forma fosforilada sob sua forma não mostrou diferença estatística na 

expressão da mesma nos grupos STZ SAL e STZ EXT (2,46 ± 0,44 e 1,84 ± 0,51 ) em 

relação aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,16 e 1,44±0,32 ). Não houve diferença 

na expressão da mesma entre os grupos STZ EXT (1,84 ± 0,51) e STZ SAL (2,46 ± 

0,44). Também não observamos diferença na expressão da mesma entre os grupos CTL 

SAL e CTL EXT. Em relação à expressão de mRNA de GSK3b que codifica a proteína 

GSK-3β, não houve diferença em ambos os grupos STZ SAL e STZ EXT (1,25 ± 0,15 e 

1,49 ± 0,43) em relação aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,01 e 0,76 ± 0,12). Não 

houve diferença na expressão de mRNA entre os grupos STZ SAL (1,25 ± 0,15) e STZ 

EXT (1,49 ± 0,43).Também não houve diferença entre os grupos CTL SAL  e CTL 

EXT (Fig. 7 D).  

A análise da expressão da enzima glicogênio sintase mostrou diminuição na 

expressão da mesma nos grupos STZ SAL (0,48 ± 0,1) em relação à CTL SAL e CTL 

EXT (1 ± 0,13 e 1,14 ± 0,17) e no grupo STZ EXT (0,62 ± 0,13) em relação à CTL 

EXT (1,14 ± 0,17), (Fig. 7 E, p<0.05). Não foi observada diferença na expressão da 

mesma entre os grupos STZ EXT (0,62 ± 0,13) e STZ SAL (0,48 ± 0,1) e também entre 

os grupos CTL SAL e CTL EXT. Em relação à expressão de mRNA do gene Gys1, não 

houve diferença na expressão do mesmo entre o grupo STZ SAL (0,11 ± 0,04) em 

relação à CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,36 e 0,64 ± 0,28). A expressão do mesmo gene 
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esteve diminuída no grupo STZ EXT (0,06 ± 0,01) em relação à CTL SAL e CTL EXT 

(1 ± 0,36 e 0,64 ± 0,28), (Fig. 7 E, p<0.05).  Não houve diferença na expressão de 

mRNA entre os grupos STZ SAL (0,11 ± 0,04) e STZ EXT (0,06 ± 0,01). Também não 

houve diferença entre os grupos CTL SAL e CTL EXT. 
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Figura 7 – Expressões proteica e de mRNA de PI3-k (A), AKT (B), GLUT 4(C), GSK-3β 

(D) e glicogênio sintase (E) em músculo esquelético de  camundongos controle 

normoglicêmicos e diabéticos tratados com salina (CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato 

bruto de M. bella durante 21 dias na concentração de  600 mg/kg (CTL EXT e STZ EXT) 

em relação à GAPDH. Os resultados indicam a relação entre as formas fosforilada e total.  a 

vs. CTL SAL, b vs. CTL EXT,  c vs. STZ SAL, p<0.05, n=6. ANOVA seguido de post test 

de Newman-Keuls. 

 

4.3 - Análise da expressão das proteínas PI3-K, AKT e GLUT4 nas formas total e 

fosforilada em gordura retroperitoneal de camundongos normoglicêmicos e 

diabéticos 

A figura 8 A representa a relação entre a expressão da proteína PI3-K na sua 

forma fosforilada sob sua forma total. Observamos diminuição na expressão da proteína 

PI3-K nos grupos STZ SAL e STZ EXT (0,49 ± 0,04 e 0,52 ± 0,03) em relação aos 

grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,13 e 1,07 ± 0,07), (Fig. 8 A, p<0.05). Não houve 
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diferença na expressão da mesma entre os grupos STZ EXT (0,52 ± 0,03) em relação à 

STZ SAL (0,49 ± 0,04). Também não houve diferença entre os grupos CTL SAL E CTL 

EXT. 

  A figura 8 B representa a relação entre a expressão da proteína AKT na sua 

forma fosforilada sob sua forma total. Ocorreu diminuição na expressão da proteína 

AKT em ambos os grupos STZ SAL e STZ EXT (0,54 ± 0,02 e 0,49 ± 0,02) em relação 

aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 0,09 e 1,04 ± 0,08), (Fig. 8 B, p<0.05). Não 

houve diferença na expressão da mesma em relação aos grupos STZ EXT (0,49 ± 0,04) 

e STZ SAL (0,54 ± 0,02). Não houve diferença também na expressão entre os grupos 

CTL SAL E CTL EXT. 

Em relação à expressão de GLUT4, ocorreu diminuição na expressão da mesma 

no grupo STZ SAL (0,53 ± 0,06) em relação aos grupos CTL SAL e CTL EXT (1 ± 

0,09 e 1 ± 0,10), (Fig. 8 C, p<0.05). O tratamento com extrato bruto de M. bella 

promoveu aumento na expressão da proteína GLUT4 nos camundongos do grupo STZ 

EXT (0,97 ± 0,14) em relação ao grupo STZ SAL (0,53 ± 0,06), (Fig. 8 C, p<0.05). Não 

ocorreu diferença na expressão da mesma entre os grupos CTL SAL E CTL EXT. 
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Figura 8– Expressão das proteínas PI3-K (A), AKT (B) e GLUT 4(C), em tecido adiposo 

branco retroperitoneal de  camundongos controle normoglicêmicos  e diabéticos tratados 

com salina (CTL SAL e STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na 

concentração de  600 mg/kg (CTL EXT e STZ EXT) em relação à GAPDH Os resultados 

indicam a relação entre as formas fosforilada e total. a vs. CTL SAL, b vs. CTL EXT, c vs. 

STZ SAL, p<0.05, n=6. ANOVA seguido de post test de Newman-Keuls. 

 

4.4 Análises imunohistoquímicas semi-quantitativas para detecção de insulina em 

pâncreas de camundongos normoglicêmicos e diabéticos 

Em relação à marcação de insulina na ilhota, os níveis da mesma foram 

considerados segundo classificação da Tabela 2, que foi realizada considerando como 0 

a marcação mais forte do grupo controle normoglicêmico CTL SAL. Os níveis de 

insulina foram classificados em ordem decrescente em comparação à CTL SAL (-1: um 

nível abaixo do nível normal, -2: dois níveis abaixo do nível normal e -3: inexistente). 

Camundongos diabéticos dos grupos STZ SAL e STZ EXT não apresentaram detecção 

de insulina nos níveis 0 e -1 (nível normal e 1 nível abaixo do normal) (0 ± 0%) 

comparada aos grupos controles normoglicêmicos CTL SAL (91,87 ± 3,37%  e 8,13 ± 

3,38%) e CTL EXT (85,62 ± 3,4% e 14,37 ± 3,4%), respectivamente, (Fig. 9 A e B, 

p<0.05).  Camundongos normoglicêmicos não apresentaram detecção nos níveis -2 e -3 

(2  níveis abaixo do normal e inexistente) (0 ± 0%) em relação à STZ SAL (57,88 ± 

17,36 % e 37,78 ± 16,6%)  e STZ EXT (55,83 ±16,7% e 39,16 ± 16,06 %), (Fig. 9 A e 

B, p<0.05). Não houve diferença no conteúdo de insulina no pâncreas de camundongos 

diabéticos STZ SAL nos níveis -2 e -3 ( 2  níveis abaixo do normal e inexistente) (57,88 

± 17,36 % e 37,78 ± 16,6%) e STZ EXT (55,83 ±16,7% e 39,16 ± 16,06 %),  (Fig. 9 A e 

B). Também não houve diferença entre os grupos controles normoglicêmicos CTL SAL 

e CTL EXT. 
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Tabela 2 – Classificação semi-quantitativa dos níveis de insulina em lâmina de pâncreas 

de camundongos  

Nível de insulina Classificação  

-3 

-2 

 

-1 

0 

Inexistente 

Dois níveis abaixo do nível 

normal  

Um nível abaixo do nível 

normal 

Nível normal  
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Figura 9 – Nível de insulina (%) (A) e ilhotas coradas com insulina (B) (x 400) no pâncreas 

de camundongos controle normoglicêmicos e diabéticos tratados com salina (CTL SAL e 

STZ SAL) ou com extrato bruto de M. bella durante 21 dias na concentração de 600 mg/kg 

(CTL EXT e STZ EXT). a vs. CTL SAL, b vs. CTL EXT. p<0.05, n=5. ANOVA seguido de 

post test de Newman-Keuls. 

 

4.5 Ensaio enzimático in vitro para inibição das enzimas alfa glicosidase e alfa 

amilase e determinação de IC50 

O teste in vitro para avaliação da atividade da enzima alfa glicosidase na 

presença de diferentes concentrações do extrato bruto de M. bella mostrou o maior 

porcentual de inibição na concentração de 19,5 µg/ml do extrato, inibindo 99,90% da 

sua atividade enzimática. (Fig. 10 A). O IC50 da enzima alfa glicosidase na presença do 

extrato foi de 7,17 µg/ml enquanto do controle positivo acarbose foi de 516,1 µg/ml 
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(Tabela 3). Em relação à enzima alfa amilase, o maior porcentual de inibição ocorreu na 

concentração de 312,5 µg/ml do extrato, inibindo 97,73% da sua atividade enzimática 

(Fig. 10 B). O IC50 do ensaio com alfa amilase na presença do extrato foi de 16,93 

µg/ml enquanto o da acarbose de 2,7 µg/ml (Tabela 3).   
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Figura 10 – Porcentagem de inibição de alfa glicosidase (A) e alfa amilase (B) em 

diferentes concentrações do extrato bruto de Myrcia bella in vitro em função de 

diferentes concentrações. 

 

Tabela 3 – Valores de IC50 para as enzimas alfa glicosidase a alfa amilase na presença 

do extrato bruto de Myrcia bella e acarbose. 

 Alfa glicosidase Alfa amilase 

Extrato bruto de M. bella 

Acarbose 

(controle positivo) 

7,17µg/ml 

516,1µg/ml 

16,93µg/ml 

2,7µg/ml 
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4.6 Avaliação in vivo da inibição das enzimas alfa glicosidase e alfa amilase 

A partir dos resultados obtidos in vitro, foram realizados ensaio in vivo para 

confirmação dos primeiros. Camundongos tratados com M. bella (MB) e com acarbose 

(AC) apresentaram glicemia significativamente menos após 30 minutos da 

administração de solução de maltose (182,71 ± 5,9 mg/dl e 180,1 ± 5,11 mg/dl ) quando 

comparados com os camundongos que receberam salina (CTL SAL) (287,25 ± 3,89 

mg/dl), (Fig. 11 A, p<0.05). Após 60 minutos da administração de maltose, a glicemia 

dos camundongos do grupo MB foi menor (145,57 ± 4,68 mg/dl) comparada ao grupo 

CTLSAL (168,8 ± 4,97 mg/dL) e AC (168,12 ± 6,8 mg/dl), (Fig. 11 A, p<0.05). Em 

relação aos camundongos tratados com solução de amido, após 30 minutos, o valor da 

glicemia dos camundongos dos grupos MB e AC foi menor (147,7 ± 6,52 e 142,5 ± 

5,77) comparada aos camundongos CTL SAL (172,3 ± 9,7), (Fig. 11 B, p<0.05). No 

entanto, após 120 minutos, a glicemia dos camundongos de ambos os grupos MB e AC 

permaneceu maior (119 ± 1,89 e 122,2 ± 5,43) comparada aos camundongos do grupo 

CTL SAL (103,2 ± 3,89), (Fig. 11 B, p<0.05).  A área sob a curva mostra que ambos os 

grupos tratados com extrato e acarbose apresentaram menor área quando comparado ao 

grupo que recebeu salina em ambos os experimentos com amido e maltose (Fig. 11 A e 

B,  p<0.05). 
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Figura 11 - Glicemia de camundongos normoglicêmicos tratados com salina (CTL 

SAL), extrato bruto de Myrcia bella (MB) 600 mg/kg ou acarbose  (controle positivo) 

(AC) 10 mg/kg após ingestão oral de solução de maltose (A) ou amido (B) na dose de 2 

g/kg e área sob a curva. a vs. CTL SAL, b vs. AC,  p<0.05 , n=8. ANOVA seguido de 

post test de Newman-Keuls. 
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5.Discussão 
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As análises apresentadas no presente trabalho tiveram o objetivo de elucidar os 

possíveis mecanismos de ação do extrato em tecidos periféricos uma vez que, resultados 

obtidos durante o mestrado da aluna, mostraram que o mesmo extrato apresentou 

promissora atividade hipoglicemiante com melhora do quadro diabético de 

camundongos. A atividade hipoglicemiante anteriormente encontrada foi parcialmente 

explicada pelo aumento da expressão das principais proteínas da via de sinalização 

insulínica em fígado de camundongos tratados com o extrato bruto de M. bella, 

mostrando que o extrato estaria, possivelmente, agindo em nível molecular, abrindo-

nos, portanto, a possibilidade de uma investigação mais aprofundada de sua ação. Além 

da investigação dos mecanismos de ação do extrato em tecidos periféricos, nos 

preocupamos em analisar o efeito do extrato sobre a secreção de insulina no pâncreas 

dos camundongos, além de investigar outra via de ação hipoglicemiante do extrato 

através da inibição de enzimas responsáveis pela absorção de glicose intestinal pelo 

mesmo.  

A insulina controla o metabolismo glicêmico através da regulação da absorção e 

consumo de glicose pelos principais órgãos-alvo, tais como fígado, músculo 

esquelético, rins e tecido adiposo. Tal regulação é realizada através do controle das 

ações de várias enzimas metabólicas. Esse hormônio reduz a concentração de glicose 

plasmática através da regulação do metabolismo da glicose hepática pelos processos de  

glicógenólise, neoglicogênese e  glicogênese (PESSIN e SALTIEL, 2000; 

WHITEMAN, CHO, BIRNBAUM,  2002).  A regulação da síntese de glicogênio e a 

quebra do mesmo são essenciais para a homeostase glicêmica (PEDERSON et al., 

2005). O conteúdo de glicogênio, a atividade da proteína glicogênio sintase e a resposta 

à sinalização da insulina estão reduzidos no diabetes (THORBURN  et al., 1991). A 
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partir dos resultados obtidos, podemos observar redução na expressão da enzima 

glicogênio sintase no fígado dos camundongos diabéticos STZ SAL em relação aos 

controles normoglicêmicos CTL SAL e CTL EXT. Camundongos diabéticos STZ EXT  

apresentaram aumento na expressão da  mesma quando comparados à STZ SAL (Fig.6 

A), revelando uma possível ação do extrato sobre o processo de glicogênese. Resultados 

anteriores obtidos por nosso grupo de pesquisa demonstraram aumento na fosforilação 

de algumas proteínas da via PI3-K/AKT em fígado, como IRS1, PI3-K e AKT.  Dentre 

essas proteínas, a AKT, uma vez ativa pela ação do extrato, pode ter agido na ativação 

da proteína glicogênio sintase, aumentando, portanto, o conteúdo do glicogênio hepático 

e contribuído para diminuição da glicose plasmática. A insulina desempenha um 

importante papel na regulação da expressão de genes hepáticos pelo controle em nível 

transcricional e/ou pós transcricional. A taxa de degradação do mRNA tem importante 

função no controle do nível da expressão de um gene e, sabe-se que as estabilidades de 

muitos mRNA são alteradas em resposta a uma variedade de parâmetros fisiológicos  e 

estímulos farmacológicos (O’BRIEN e GRANNER, 1991). Observamos aumento na 

expressão de mRNA do gene que codifica a glicogênio sintase nos camundongos 

diabéticos STZ SAL em relação à CTL SAL e CTL EXT. Os camundongos diabéticos 

STZ EXT apresentaram, no entanto, menor expressão de mRNA do gene Gsy2 em 

relação aos diabéticos STZ SAL (Fig. 6 A). Uma vez que no nosso modelo de diabetes 

há diminuição dos níveis de insulina circulante, esperar-se ia que a expressão de mRNA 

dos camundongos diabéticos estivesse diminuída em relação aos controle 

normoglicêmicos, já que a insulina é a responsável por controlar a expressão de tal 

gene. No entanto, é possível o mRNA  tenham sofrido influência de outros fatores que 

desconhecemos, causando uma super expressão do gene Gsy2 no grupo STZ SAL. 

Gannon e Nuttall (1997) também encontraram resultados discrepantes de atividade, 
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expressão proteica e de mRNA da glicogênio sintase. Esses autores, após experimentos 

com ratos normoglicêmicos e diabéticos, demonstraram que há alguns fatores que 

influenciam na atividade e na instabilidade do mRNA que codifica a glicogênio sintase. 

Concluíram, portanto, que o jejum o estado alimentado são os principais fatores que 

influenciam na síntese de mRNA, independente da atividade ou expressão proteica da 

glicogênio sintase tanto em ratos normoglicêmicos quanto diabéticos. Em nossos 

resultados, notamos que a maior expressão no gene não causou aumento na sua 

expressão proteica. Portanto, a análise dos dados de expressão proteica mostram-nos, 

mais seguramente, que houve diminuição na sua expressão em ambos os grupos 

diabéticos e também alteração da expressão da glicogênio sintase provocada pelo 

tratamento com o extrato. O aumento da expressão da proteína glicogênio sintase 

associado ao aumento no conteúdo de glicogênio no fígado e diminuição da glicemia de 

jejum nos camundongos diabéticos previamente reportados, pode estar associado à 

melhora no processo de glicogênese promovido pelo tratamento com o extrato e 

consequente diminuição da glicemia também já reportada anteriormente.  

  Sabe-se que o processo de neoglicogênese está aumentado no estado diabético, 

contribuindo também para o desenvolvimento da hiperglicemia (CLINE et al., 1994; 

VELHO et al., 1996). Na ausência de insulina, tecidos neoglicogênicos como rins e 

fígado, convertem lactato e outras moléculas que não são carboidratos em glicose que é 

então liberada para a circulação. Uma enzima importante envolvida no metabolismo de 

carboidratos em mamíferos é a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), responsável 

pelo controle da neoglicogênese e da produção de glicose pelo fígado (MATTE et al., 

1997) por estar envolvida na síntese de glicose-6-fosfato a partir de precursores não-

carboidratos. Os camundongos diabéticos STZ SAL apresentaram aumento na 
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expressão da proteína PEPCK em comparação aos controles normoglicêmicos CTL 

SAL e CTL EXT (Fig. 6 B), aumento este, característico do quadro diabético. O extrato 

de M. bella, no entanto, promoveu diminuição na expressão da PEPCK no grupo dos 

camundongos diabéticos STZ EXT. Tal resultado mostra-se interessante, uma vez que, 

o extrato parece agir não somente no processo de glicogênese, mas também na inibição 

no processo de neoglicogênese, contribuindo, portanto, para redução na formação de 

glicose-6-fosfato e consequente diminuição da glicemia de jejum dos camundongos 

diabéticos.  A expressão do gene Pck1 que codifica a PEPCK é influenciada por 

diversos fatores, como cAMP, hormônios glicocorticoides, insulina, entre outros 

(HANSON e RESHET, 1998).  A insulina age como inibidora da transcrição do mesmo 

em células hepáticas. Qualquer mutação que eleve a transcrição do gene Pck1, deve 

ocasionar aumento na atividade enzimática da PEPCK, o que, por consequência, 

ocasionaria aumento na concentração da glicose sanguínea através de seu efeito sobre a 

neoglicogênese (VIDNES e SOVIK, 1976). Como observado em nosso estudo, os 

camundongos diabéticos dos grupos STZ SAL e STZ EXT apresentaram aumento na 

expressão de mRNA do gene Pck1 comparados aos grupos CTL SAL e CTL EXT .O 

tratamento com extrato de M. bella promoveu diminuição na expressão de mRNA do 

gene codificador de PEPCK em camundongos diabéticos STZ EXT quando comparados 

à STZ SAL (Fig. 6 B). Tais resultados corroboram os resultados da expressão da 

proteína PEPCK, que também se mostrou diminuída em camundongos diabéticos 

tratados com o extrato. A importância da PEPCK no metabolismo de carboidratos em 

seres humanos advém do fato que a mesma tem potencial para ser utilizada como alvo 

de drogas para o tratamento do diabetes, uma vez que contribui para a diminuição da 

glicemia (MATTE et al., 1997). Por meio dos resultados obtidos, podemos inferir que o 
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extrato utilizado nesse trabalho parece modular o processo de neoglicogênese em nível 

molecular, agindo, portanto, na redução da glicemia.  

Uma das enzimas chave na regulação da glicose sanguínea e que participa das 

etapas finais da neoglicogênese e da glicogenólise é a glicose-6-fosfatase (KUROSAKI  

et al., 2003). O último passo na produção de glicose hepática através dos processos 

acima citados é catalisado pelo sistema microssomal glicose-6-fosfatase (VAN DE 

WERVE et al., 2000). Esta enzima hidroliza a glicose-6-fosfato à glicose que é, então, 

liberada na corrente sanguínea (TRINH et al., 1998). Nossos resultados demonstraram 

aumento na expressão da enzima glicose-6-fosfatase nos animais do grupo diabético 

STZ SAL em relação aos controles normoglicêmicos CTL SAL e CTL EXT. O 

tratamento com o extrato de M. bella promoveu diminuição na expressão desta enzima 

nos camundongos STZ EXT quando comparado à STZ SAL  (Fig. 6 C). O tratamento 

com extrato parece modular os processos que liberam glicose para circulação, 

contribuindo, portanto, para a diminuição glicêmica anteriormente observada.  A 

atividade e os níveis de mRNA da subunidade catalítica da glicose-6-fosfatase estão 

aumentados na presença de glicose, ácidos graxos livres, glicocorticoides e  glucagon, 

enquanto a insulina inibe a expressão gênica da mesma (FOSTER, PEDERSON, 

NORDLIE, 1997). Os camundongos diabéticos STZ SAL apresentaram aumento na 

expressão de mRNA do gene G6PC  em relação ao grupos CTL SAL e CTL EXT. O 

tratamento com extrato bruto de M. bella promoveu diminuição na expressão do mRNA 

nos camundongos STZ EXT quando comparado aos camundongos diabéticos STZ SAL 

(Fig.6 C). Tais resultados estão de acordo com os resultados já expostos da expressão 

proteica da glicose-6-fosfatase nos mesmos grupos experimentais. A redução na 

expressão de mRNA dos genes que codificam as enzimas glicose-6-fosfatase e PEPCK, 
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assim como a redução na expressão das mesmas através do tratamento com extrato de 

M. bella, nos leva a acreditar que o extrato age também na redução dos processos que 

liberam glicose para a corrente sanguínea em um estado diabético. Liu et al. (2017) 

demonstraram que a administração do extrato do fruto da espécie Eugenia jambolana 

enriquecido de triterpernoides,  pertencente a mesma família da planta estudada nesse 

trabalho, apresentou inibição da neoglicogênese hepática através da diminuição dos 

genes codificadores da PEPCK e glicose-6-fosfatase. Prasad et al. (2005) também 

demonstraram que o extrato da espécie Syzygium aromaticum,também pertencente a 

família Myrtaceae, diminuiu a expressão dos mesmos genes envolvidos na 

neoglicogênese em hepatócitos. Nossos resultados, em adicional aos resultados 

anteriores obtidos de diminuição glicêmica, aumento do conteúdo de glicogênio e das 

proteínas envolvidas na via de sinalização insulínica no fígado dos camundongos 

diabéticos, parecem elucidar, em parte, os possíveis mecanismos de ação 

hipoglicemiante do extrato. Portanto, a partir dos resultados agora descritos, e em 

conjunto com os resultados anteriormente citados, acreditamos que o extrato bruto de 

M. bella parece agir sobre o metabolismo glicêmico, atuando sobre a expressão das 

principais enzimas reguladoras da homeostase glicêmica em fígado, o que contribui para 

a atividade hipoglicêmica anteriormente encontrada.  

O músculo esquelético representa aproximadamente 40% da massa corporal total 

e exerce importante papel no metabolismo da glicose (SMITH e MUSCAT, 2005). É 

responsável por aproximadamente 30% do consumo energético, além de ser um dos 

principais tecidos, juntamente com o fígado, responsáveis pela captaçã  e estocagem da 

glicose (NUUTILA et al., 1992). A insulina aumenta o transporte de glicose para as 

células musculares e adipócitos através da translocação das vesículas contendo 
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transportadores de glicose do tipo GLUT 4 do citoplasma para a membrana plasmática 

(SALTIEL e  KAHN, 2001). Como observado em nossos resultados, os camundongos 

diabéticos do grupo STZ SAL apresentaram diminuição na expressão das proteínas PI3-

K e AKT e do transportador de glicose GLUT4 em relação aos controles 

normoglicêmicos CTL SAL e CTL EXT (Fig. 7A, B, C). O tratamento com extrato 

bruto de M. bella não demonstrou efeito sobre a expressão de tais proteínas no grupo 

dos camundongos diabéticos STZ EXT em relação à STZ SAL, uma vez que não houve 

diferença estatística na expressão de PI3-K, AKT e GLUT 4 entre os grupos (Fig. 7A, 

B, C).  O diabetes, tanto o tipo 1 quanto o 2, é caracterizado pela perda da ação da 

insulina sobre os músculos esqueléticos, o que leva a mudanças no metabolismo de 

glicose e de lipídios, na expressão gênica e fosforilação de proteínas (SALTIEL e 

KAHN, 2001).  Em relação à expressão de mRNA, interessantemente, notamos 

aumento na expressão do gene Pik3r1, que codifica a proteína PI3-K, em camundongos 

diabéticos STZ SAL e STZ EXT em comparação à CTL SAL e CTL EXT, sendo a 

expressão do grupo STZ EXT estatisticamente superior ao grupo STZ SAL (Fig.7 A). A 

análise da expressão das proteínas envolvidas na via de sinalização insulínica em 

músculo esquelético, assim como outros resultados já expostos, não nos deixa dúvidas 

que nosso modelo de diabetes tipo 1 é bem estabelecido, haja vista a diminuição na 

expressão das mesmas nos camundongos diabéticos. No entanto, é possível que outros 

fatores estejam influenciando na expressão de mRNA do referido gene. É importante 

ressaltar, porém, que o aumento na transcrição do gene Pik3r1 não causou aumento na 

tradução da proteína PI3-K em ambos os grupos diabéticos indicando que a fosforilação 

das proteinas da via continua sendo nosso principal indicador da atividade do extrato. 

Em relação à expressão de mRNA do gene AKt1, responsável por codificar a proteína 

AKT, notamos que o tratamento com extrato promoveu aumento na expressão do 
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mesmo no grupo diabético STZ EXT quando comparados à STZ SAL (Fig. 7 B). 

Analisando os resultados da expressão proteica de AKT, não observamos diferença 

estatística na expressão da proteína entre os grupos dos camundongos diabéticos STZ 

EXT e STZ SAL. A partir de tais resultados podemos inferir que o extrato bruto de M. 

bella foi capaz de modular a expressão de mRNA de AKt1, no entanto, não foi 

suficiente para modular a expressão da respectiva proteína. Já a análise da expressão do 

gene Slc2a4, que codifica a proteína GLUT4 mostrou que os camundongos diabéticos 

STZ SAL apresentaram menor expressão em comparação a CTL SAL.(Fig. 7C). No 

entanto, não encontramos diferenças entre STZ EXT e CTL SAL ou CTL EXT, como 

observada nos resultados de expressão proteica.  Através dos resultados das expressões 

gênica e proteica em músculo esquelético, concluímos, portanto, que o extrato parece 

não modular a via de sinalização insulínica nesse tecido uma vez que não encontramos 

alterações nas expressões das mesmas de camundongos diabéticos tratados com o 

extrato de M. bella. O tratamento com o mesmo não mostrou efeito na expressão de 

genes e proteínas envolvidas na captação de glicose em músculo esquelético dos 

camundongos diabéticos STZ EXT em relação à STZ SAL, com exceção dos genes que 

codificam as proteínas PI3-k e AKT, Pik3r1 e Akt1, respectivamente.  No entanto, uma 

vez que não houve diferença na expressão das respectivas proteínas, não podemos 

afirmar que o tratamento modulou a expressão das mesmas, mesmo com aumento no 

mRNA dos genes correspondentes. A partir dos resultados obtidos acreditamos, 

portanto, que o extrato de M. bella parece não agir sob a sinalização e captação de 

glicose no músculo esquelético dos camundongos diabéticos, não sendo, portanto, o 

principal tecido envolvido na diminuição da glicemia de jejum previamente reportada. 
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A enzima GSK-3, envolvida no processo de glicogênese, é inibida pela ação da 

insulina através da fosforilação das proteínas da via PI3-K/AKT. A inativação da 

isoforma GSK-3 β parece ser a principal forma pela qual a insulina estimula a síntese de 

glicogênio (CROSS et al., 1997; MORA et al., 2005).  Uma vez desfosforilada, a GSK-

3β promove ativação da enzima glicogênio sintase, levando então, à síntese de 

glicogênio (JENSEN et al., 2011). Não notamos diferença significativa nas expressões 

tanto proteica quanto gênicas nos grupos diabéticos STZ SAL e STZ EXT em relação 

aos normoglicêmicos CTL SAL e CTL EXT (Fig. 7 D). O aumento da expressão da 

enzima GSK-3 β está associado à diminuição na expressão da enzima glicogênio 

sintase. Apesar de não notarmos aumento significativo na expressão da primeira nos 

grupos diabéticos em relação aos normoglicêmicos, notamos diminuição na expressão 

da enzima glicogênio sintase no grupo STZ SAL em relação aos controles 

normoglicêmicos CTL SAL e CTL EXT e também em STZ EXT em relação à CTL 

EXT. O tratamento com extrato de M. bella não aumentou a expressão da enzima em 

relação aos camundongos diabéticos STZ SAL (Fig.7 E). Os resultados da expressão 

gênica mostraram que houve diminuição na expressão de mRNA do gene Gys1 em 

camundongos diabéticos STZ EXT quando comparados à CTL SAL e CTL EXT (Fig.7 

E). O tratamento também não alterou a expressão de mRNA de camundongos diabéticos 

tratados com o extrato STZ EXT em comparação a STZ SAL. Resultados anteriores 

obtidos em nosso grupo demonstraram diminuição no conteúdo de glicogênio muscular 

dos camundongos diabéticos de ambos os grupos em relação aos controles 

normoglicêmicos. O tratamento realizado com extrato não promoveu aumento no 

conteúdo do glicogênio muscular no grupo STZ EXT (VAREDA at al, 2014).  Uma vez 

que os resultados agora obtidos nos mostram que o extrato parece não agir sobre a 

expressão dos genes e proteínas que controlam a síntese de glicogênio em músculo 
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esquelético, acreditamos que os mesmos justificam o conteúdo diminuído de glicogênio 

nesse tecido nos camundongos diabéticos e o não restabelecimento do mesmo pelo 

tratamento. Desse modo, os resultados agora obtidos em músculo esquelético nos levam 

a acreditar que o extrato não age na captação e estoque de glicose nesse tecido em um 

estado diabético, não contribuindo, portanto, para a atividade hipoglicemiante 

previamente encontrada. 

O tecido adiposo de mamíferos desempenha inúmeras funções para o organismo, 

incluindo isolamento, termogênese e produção de hormônios regulatórios. O adipócito 

possui a habilidade de estocar nutrientes e mobilizar sua reserva de energia quando 

necessário. A insulina é responsável pela translocação dos transportadores de glicose 

para a membrana plasmática no adipócito. A translocação do GLUT4 é regulada 

pincipalmente por duas vias, a via de sinalização de insulina e a via AMPK (HUANG e 

CZECH, 2007). Os resultados apresentados demonstraram diminuição na expressão das 

principais proteínas envolvidas na sinalização insulínica em tecido adiposo 

retroperitoneal, como PI3-K e AKT, nos camundongos diabéticos dos grupos STZ SAL 

e STZ EXT quando comparados aos grupos dos controles normoglicêmicos CTL SAL e 

CTL EXT (Fig. 8 A e B). O tratamento com extrato bruto de M. bella não alterou a 

expressão de tais proteínas no tecido adiposo dos camundongos diabéticos STZ EXT 

em relação à STZ SAL. Em relação à expressão do GLUT4,  notamos que  o tratamento 

com extrato de M. bella promoveu aumento na expressão do transportador quando 

comparado aos camundongos diabéticos STZ SAL (Fig. 8 C). O extrato parece 

promover aumento na expressão do GLUT 4 e consequente captação de glicose em 

tecido adiposo independentemente da via PI3-k/AKT. Uma vez que as principais 

proteínas envolvidas na via de sinalização de insulina não foram alteradas pelo 
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tratamento com o extrato, é possível que o aumento na expressão do transportador 

GLUT4 possa estar relacionado com alterações de outras vias envolvidas no transporte 

do mesmo, como por exemplo, a via AMPK ou mesmo pela ativação direta das 

proteínas do complexo CAP/CBL/TC10 através da fosforilação do receptor de insulina. 

Sabe-se que a ativação da proteína AMPK é responsável por aumentar a translocação do 

transportador GLUT 4 em músculo esquelético (KAHN et al., 2005). Ainda há poucos 

estudos avaliando o potencial da proteína AMPK na captação de glicose em tecido 

adiposo. Alguns trabalhos publicados têm mostrado que a captação de glicose pelos 

adipócitos in vitro pode ocorrer de forma independente da via de sinalização insulínica 

(DAVAL, FOUFELLE, FERRÉ, 2006). Um estudo realizado com adipócitos primários 

de ratos demonstrou que a enzima adiponectina ativa a proteína AMPK e aumenta a 

captação de glicose pelas células adiposas através do aumento da expressão de GLUT 4. 

Tal estudo sugere um possível papel da AMPK no transporte de glicose em adipócitos, 

que poderia envolver um mecanismo diferente da via de sinalização de insulina (WU et 

al., 2003). Outra via relacionado ao transporte de glicose através da translocação do 

transportador GLUT4 é a via do complexo CAP/CBL/TC10. A ligação da insulina no 

seu receptor e, consequente fosforilação do mesmo, catalisa a fosforilação em resíduos 

de tirosina do proto – oncogene CBL. O mesmo está associado à proteína CAP, e, uma 

vez que o complexo é fosforilado, ativa a proteína TC10 que aumenta a translocação da 

proteína GLUT4 com consequente aumento de transporte de glicose para dentro da 

célula. O complexo CAP/CBL/TC10 parece formar uma segunda via de para ativação 

do transportador GLUT4 em paralelo à via PI3-k/AKT (SALTIEL e KAHN, 2001). Não 

podemos afirmar apenas através do nosso resultado de expressão do GLUT4 que o 

extrato modula a via AMPK ou a via CAP/CBL/TC10 uma vez que não foi possível 

mensurar a expressão de tais proteínas. No entanto, a partir dos resultados obtidos 
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podemos inferir que o extrato de M. bella contribui para a captação de glicose em tecido 

adiposo retroperitoneal através do aumento da translocação das vesículas contendo o 

transportador GLUT4, o que contribui para a diminuição da glicose plasmática. 

Portanto, o tecido adiposo, juntamente com o tecido hepático, parece contribuir para a 

diminuição da glicemia de camundongos diabéticos através do tratamento com o extrato 

bruto de M. bella. 

Sabe-se que um dos mecanismos de ação das plantas medicinais com 

propriedades hipoglicemiantes é o aumento da secreção de insulina no pâncreas 

(TANIRA, 1994).  A fim de elucidar mais um mecanismo de ação do extrato bruto das 

folhas de M. bella, buscamos avaliar a influência do mesmo na secreção de insulina pelo 

pâncreas de camundongos diabéticos.  As análises realizadas por imunohistoquímica 

demonstraram que o tratamento com o extrato não foi capaz de aumentar a secreção da 

insulina nas células beta restantes das ilhotas dos camundongos diabéticos STZ EXT 

comparado à STZ SAL (Fig. 9 A e B). No entanto, análises mais profundas de 

quantificação de insulina e de células beta são necessárias. Resultados anteriores obtidos 

em nosso grupo demonstraram que o tratamento com o extrato não foi capaz de 

aumentar a insulinemia basal no soro de camundongos diabéticos STZ EXT em relação 

à STZ SAL (VAREDA et al., 2014). Tais resultados estão de acordo com os resultados 

aqui descritos. A partir de tais podemos previamente concluir que o tratamento com o 

extrato de M. bella não age no aumento da secreção de insulina no pâncreas de 

camundongos diabéticos. A ação hipoglicemiante do extrato, visto resultados acima 

apresentados neste trabalho e os abaixo descritos se deve, possivelmente, à sua ação 

extra pancreática.   
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Atualmente, há uma grande quantidade de trabalhos que identificam plantas ou 

compostos utilizados na inibição de enzimas intestinais como alfa amilase e alfa 

glicosidase, uma vez que, a inibição das mesmas, seria responsável pela diminuição da 

glicemia após uma refeição rica em carboidratos. As amilases, de um modo geral, são 

enzimas da família de endoamilases que catalisam a hidrólise das ligações glicosídicas 

α-1,4- do amido, formando unidades menores de oligossacarídeos como produtos finais 

(WHITCOMB e LOWE, 2007). As enzimas alfa glicosidases catalisam a hidrólise das 

ligações glicosídicas α-1,4 de dissacarídeos ou oligossacarídeos liberando unidades de 

glicose (OTA et al., 2009). Os inibidores dessas enzimas são encontrados em diversas 

espécies vegetais e há diversos compostos identificados como responsáveis por tal 

atividade. O extrato das folhas da espécie Syzygium cumini também conhecida como 

Eugenia jambolana, pertencente à família Myrtaceae, apresentou 98% de inibição da 

atividade da enzima alfa amilase (KARTHIC et al., 2008). Shinde et al. (2008) 

mostraram que o extrato das sementes da mesma espécie apresentou maior inibição da 

enzima alfa glicosidase quando comparado ao controle positivo acarbose.  Já Arai et al. 

(1999) encontraram que o extrato etanólico das folhas de Eugenia uniflora, também 

pertencente à família Myrtaceae, apresentou 80% de inibição sobre a atividade da 

enzima alfa glicosidase. González-Figueiredo et al. (2016) mostraram que os extratos 

das espécies Myrcia salicifolia, Myrcia sphaerocapa e Myrcia speciosa apresentaram 

inibição da enzima alfa glicosidase de 90 a 500 vezes mais que o controle positivo 

acarbose, com IC50 variando entre 0,7 a 4,1 µg/ml, enquanto o IC50 da acarbose foi de 

356 µg/ml. Já a inibição da enzima alfa amilase foi mais moderada, apresentando 

valores de IC50 variando entre 6,1 e 29 µg/ml, valores estes maiores que o apresentado 

pela acarbose, de 1,4 µg/ml. Uma vez que a inibição de tais enzimas é de grande 

interesse na redução da absorção da glicose ingerida após uma refeição, e 
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consequentemente, redução da glicemia de pacientes diabéticos, buscamos avaliar a 

ação do extrato na possível inibição da atividade das enzimas citadas a fim de elucidar 

mais um mecanismo envolvido na atividade hipoglicemiante anteriormente obtida.  

Nossos resultados demonstraram que o extrato bruto de M. bella apresentou 

percentual de inibição para a enzima alfa glicosidase de 99,90% na concentração de 

19,5 µg/ml (Fig. 10 A) e menor valor de IC50 comparado à acarbose, apresentando, 

portanto, maior potencial inibitório quando comparado ao controle positivo (Tabela 3).  

Do mesmo modo, como já mencionado, três espécies de Myrcia apresentaram atividade 

inibitória para a mesma enzima muito superior ao controle positivo acarbose 

(GONZÁLEZ-FIGUEIREDO et al. 2016).  Já em relação à atividade da enzima alfa 

amilase, o extrato de M. bella apresentou percentual de inibição de 97,73% na maior 

concentração estudada, de 312,5 µg/ml (Fig. 10 B), no entanto, seu IC50 foi superior ao 

da acarbose (Tabela 3). Nossos resultados in vitro mostram, portanto, que o extrato foi 

mais eficaz na inibição da enzima alfa glicosidase comparado a acarbose e mostrou 

inibição moderada de alfa amilase. A pesquisa por plantas com atividade inibitória das 

enzimas descritas têm focado na descoberta de compostos que possuam alta inibição da 

enzima alfa glicosidase e com efeito moderado sobre a enzima alfa amilase (KWON et 

al., 2007; APOSTOLIDIS, KWON, SHETTY, 2007). A inibição simultânea de ambas 

as enzimas resultaria em fermentação bacteriana anormal no colo intestinal devido à 

presença de carboidratos não digeridos, que, por consequência, causariam efeitos 

adversos, como distensão abdominal, flatulências e diarreia (DALAR e KONECZACK, 

2013). Nossos resultados estão, portanto, em acordo o esperado apresentado pela 

literatura e nos elucidam mais um mecanismos envolvido na atividade hipoglicemiante 

do extrato.  
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A fim de confirmar os resultados obtidos in vitro, foram realizados ensaios in 

vivo para verificação da glicemia pós prandial de camundongos normoglicêmicos 

tratados com o extrato e com controle positivo acarbose. Nos testes in vivo observamos 

que os camundongos tratados com o extrato antes da administração de amido ou 

maltose apresentaram menor glicemia após o pico de 30 minutos quando comparado 

àqueles que receberam salina. A glicemia dos camundongos tratados com extrato e que 

receberam maltose após 60 minutos também foi significativamente menor do que os que 

receberam salina e acarbose. A área sob a curva mostra que o extrato agiu na 

diminuição da glicemia pós prandial dos camundongos de maneira semelhante ao 

controle positivo acarbose em ambos os tratamentos (Fig. 11 A e B). A partir dos 

resultados apresentados, podemos concluir que o extrato de M. bella apresenta atividade 

inibitória para as enzimas alfa amilase e alfa glicosidase, confirmando os resultados in 

vitro, contribuindo, portanto, para a diminuição glicêmica dos camundongos.  

Sabe-se que a atividade dos extratos está relacionada a seus compostos 

químicos. Moléculas presentes em plantas podem apresentar potente inibição das 

enzimas alfa amilase (PIPARO et al., 2008) e alfa glicosidase (KUMAR et al., 2011). 

Tadera et al. (2006) testaram seis grupos de flavonoides na inibição da enzima alfa 

amilase e encontraram que os flavonoides dos grupos luteína, mirecetina e quercetina  

apresentaram potente inibição para a mesma enzima pancreática e que, o potencial 

inibitório está correlacionado com o número de grupos hidroxilas presentes no anel B 

do flavonoide. Diversos flavonoides e compostos fenólicos como ácido gálico também 

são descritos na literatura por apresentarem inibição da enzima alfa glicosidase (YIN et 

al., 2014). González-Figueiredo et al. (2016) determinaram o perfil químico de três 

espécies de Myrcia,  M. salicifolia, M. sphaerocapa e M.  speciosa e identificaram os 
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principais compostos envolvidos na inibição das enzimas alfa amilase e glicosidase 

como flavonoides do tipo quercetina e micertina e ácidos fenólicos como ácido gálico. 

Wubshet et al. (2015) encontraram diversos compostos na espécie Myrcia palustri que 

apresentaram atividade inibitória para a enzima alfa glicosidase, entre eles flavonoides 

do tipo mirecetina e quercetina. Saldanha et al. (2013) identificaram os compostos 

químicos da espécie Myrcia bella, sendo estes principalmente flavonoides derivados de 

quercetina e mirecetina e ácidos fenólicos como ácidos gálico. Uma vez que os 

constituintes químicos encontrados na espécie estudada neste trabalho são praticamente 

os mesmos encontrados nas plantas pertencentes ao gênero Myrcia, acreditamos que os 

mesmos constituintes sejam os principais responsáveis pela atividade inibitória das 

enzimas envolvidas na absorção de glicose intestinal. Tais resultados, juntamente com 

os previamente já descritos, elucidam, em partes, a atividade hipoglicemiante 

encontrada na espécie Myrcia bella, o que abre grandes portas para o futuro 

desenvolvimento, com mais confiabilidade, de um possível fitoterápico com atividade 

hipoglicemiante.   
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6. Conclusão 
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Os dados expostos nos levam a acreditar que o fígado seja o principal órgão  

responsável pela atividade hipoglicemiante e melhora no estado diabético observadas 

em nosso modelo através da modulação de genes e proteínas envolvidas no 

metabolismo de glicose pelo tratamento com o extrato de M. bella.  Acreditamos no 

papel do tecido adiposo branco sobre a captação de glicose plasmática necessitando, 

portanto, de experimentos mais aprofundados envolvendo outras vias de sinalização. O 

extrato bruto de M. bella parece não influenciar na secreção de insulina no pâncreas, 

sendo a ação do extrato considerada, portanto, extra pancreática. Os estudos in vitro e in 

vivo a respeito da inibição das enzimas responsáveis pela absorção de glicose intestinal 

demonstraram que o extrato também age na redução glicêmica pós prandial através da 

inibição da alfa glicosidase e alfa amilase, ajudando, portanto, na diminuição glicêmica 

e do quadro diabético. Os resultados apresentados nos levam a acreditar, portanto, que o 

extrato bruto das folhas de Myrcia bella é eficiente na diminuição da glicemia de 

camundongos diabéticos, agindo principalmente no metabolismo de glicose em fígado e 

através da inibição das enzimas intestinais e, tem potencial para ser futuramente 

padronizado e utilizado na forma de fitoterápico para o tratamento do diabetes em 

pacientes. 
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 8.1- Certificado do comitê de ética para aprovação do projeto de pesquisa. 
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8.2 – Paper submetido no ano de 2014 referente aos resultados obtidos durante o 

mestrado da aluna. 
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