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RESUMO 

Introdução: No cenário pandêmico de síndrome metabólica provocada, dentre outros 

fatores, pelo consumo excessivo de sacarose, a busca por fármacos prototipados da fitoterapia 

com o mínimo ou nenhum efeito colateral tornou-se um desafio. Neste aspecto, os efeitos do 

extrato rico em polifenóis (ERP) obtido de folhas do Syzygium cumini sobre o eixo 

glicoinsulínico foram analisados em camundongos com pré-diabetes induzida por dieta rica em 

sacarose (DRS). 

Métodos: Camundongos Swiss foram alimentados com DRS ao longo de 90 dias, dos 60 

aos 150 dias de vida. A partir dos 120 dias de vida, os animais DRS foram tratados com ERP (50 

mg/kg/dia, n = 9, Grupo DRS+ERP) ou solução salina (NaCl 0,9%, n = 9, Grupos DRS) por 30 

dias. Os testes de tolerância oral à glicose (TTOG) e de tolerância à insulina (TTI) foram 

realizados ao longo dos últimos 3 dias de tratamento. Aos 150 dias de vida, o Índice de Lee foi 

determinado, a concentração sérica de triglicerídeos (TG) foi determinada, fígado, músculos 

gastrocnêmio e sóleo, tecido adiposo retroperitoneal e periepididimal foram coletados e pesados. 

Por meio do tecido adiposo periepididimal avaliou-se a atividade lipolítica basal e estimulada por 

isoproterenol. Experimentos in vitro de secreção de insulina e viabilidade celular em células 

pancreáticas da linhagem INS-1E foram realizados. Os resultados foram avaliados pelo one-way 

ANOVA e comparações múltiplas foram obtidas pelo pós teste de Newman-Keuls. 

Resultados: O tratamento com ERP na dose de 50 mg/kg/dia por 30 dias em animais pré-

diabéticos promoveu melhora da sensibilidade à insulina e tolerância à glicose. O ERP 

evidenciou sua atividade insulinagoga quando incubado em células INS-1E, assim como elevou 

a viabilidade celular em concentrações menores ou iguais a 300 µg/mL. A DRS falhou em 
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promover aumento ponderal ou do Índice de Lee, além de não alterar parâmetros bioquímicos, 

como glicemia em jejum e alimentado e triglicerídeos. Não há alteração da atividade lipolítica 

nos animais induzidos.  

Conclusões: Os resultados expostos acima permitem concluir que o extrato o ERP de 

folhas do Syzygium cumini é capaz de atuar sobre os estágios mais precoces do diabetes mellitus 

em camundongos pré-diabéticos induzidos por DRS. O artigo sugere que a miricetina é a 

principal responsável pelas atividades insulinagoga e sensibilizadoras de insulina encontradas no 

ERP. 

Palavras-Chave: síndrome metabólica, resistência à insulina, atividade insulinagoga, 

frutose, polifenóis, Syzygium cumini, jambolão, miricetina, medicina tradicional 
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ABSTRACT 

Introduction: At the pandemic scenario of metabolic syndrome caused, among other 

factors, by excessive consumption of sucrose, the search of prototyped drugs of herbal medicine 

with minimal or no side effects has become a challenge. In this concern, the effects of the 

polyphenols-rich extract (ERP) obtained by Syzygium cumini leaves on the glyco-insulin axis 

were analyzed in mice with pre-diabetes induced by high sucrose diet (DRS). 

Methods: Swiss mice were fed with DRS over 90 days, from 60 to 150 days of life. 

From the 120 days, the animals were treated with ERP (50 mg/kg/day, n = 9, DRS + ERP group) 

or saline (NaCl 0.9%, n = 9, DRS group) for 30 days. The oral glucose tolerance test (OGTT) 

and the insulin tolerance test (TTI) were performed over the last 3 treatment days. After 150 days 

of life, Lee’s index was determined, the triglyceride (TG) was measured, liver, gastrocnemius 

and soleus muscles, retroperitoneal and periepididymal adipose tissue were collected and 

weighed. By the periepididymal adipose tissue we evaluate the basal lipolytic activity and 

stimulated by isoproterenol. Experiments in vitro of insulin secretion and cell viability in INS-1E 

pancreatic cells were performed. The results were evaluated by one-way ANOVA and multiple 

comparisons were obtained by Newman-Keuls post test. 

Results: The treatment with ERP at a dose of 50 mg/kg/day for 30 days in pre-diabetic 

animals promotes an improvement in insulin sensitivity and glucose tolerance. The ERP showed 

insulinogogue activity when incubated in INS-1E cells, as well as increased cell viability at 

concentrations less than or equal to 300 µg/mL. DRS failed to promote weight gain or a higher 

Lee index, and does not alter biochemical parameters such as fasting and fed glycemia, as so as 

the triglicerydes. No changes in basal or induced lipolytic activity was observed. 
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Conclusions: The presented results allow us to conclude that the ERP is able to act on 

the early stages of diabetes mellitus in pre-diabetic mice induced by DRS. The article suggests 

that myricetin is the main responsible for insulinogogue and sensitizing activities of insulin 

found in ERP. 

Keywords: metabolic syndrome, insulin resistance, insulinogogue activity, fructose, 

polyphenols, Syzygium cumini, jambolan, myricetin, traditional medicine 
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INTRODUÇÃO 

Mundialmente, estima-se que 422 milhões de adultos possuam diabetes mellitus tipo 

2 (DM2) de acordo com o último relatório da Organização Mundial de Saúde [1], observando-se 

o aumento da prevalência global de 4,7% para 8,5% na população adulta nos últimos 30 anos [1]. 

Nos Estados Unidos a prevalência de DM2 em adultos é de 29 milhões e 86 milhões são pré-

diabéticos [2]. Em outros termos, aproximadamente 40% dos adultos norte americanos possuem 

algum grau de resistência à insulina [3]. DM2 é uma doença metabólica caracterizado por 

hiperglicemia crônica resultante de defeitos na secreção ou ação da insulina, ou em ambas [4]. 

Diversas causas, incluindo os componentes dietéticos, correlacionam-se com a gênese desta 

situação, tendo a frutose importante papel no desdobramento deste cenário [5]. A sacarose é um 

dissacarídeo constituído de um monômero de glicose e outro de frutose conectados por uma 

ligação glicosídica. A frutose, por ser o carboidrato naturalmente mais doce [6] e devido ao seu 

baixo custo [7], hoje constitui mais de 40% do consumo de adoçantes no mundo [7] e se tornou o 

principal responsável pelo total de carboidratos ingeridos mundialmente [8]. Apesar de 

apresentarem ligeira diferença estrutural, há vasta diferença metabólica entre a glicose e a 

frutose; de forma que esta última ignora as etapas limitantes da glicólise para, assim, elevar a 

fosforilação oxidativa, a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a subsequente 

lipogênese de novo [9]. Sobre esta luz, o elevado consumo de frutose tem sido associado ao 

desenvolvimento da DM2, pré-diabetes e obesidade como uma das muitas causas possíveis. 

Ainda que se saiba do elevado valor das alterações dietéticas e a prática de exercícios 

físicos para a melhora do paciente com DM2, a adesão a esta etapa do tratamento é baixa. Neste 

cenário surgiram diversas drogas voltadas para a a melhora da qualidade e sobrevida deste 
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paciente, que apesar de muito eficientes, apresentam elevada prevalência de efeitos adversos e, 

por conta disso, baixa adesão [10]. Abordagens medicinais alternativas e complementares, tais 

como o uso de fitoterápicos, tem sido utilizadas pela população há séculos. Ainda, representam 

importante campo de pesquisa da indústria farmacêutica, considerando-se o uso dos compostos 

bioativos extraídos destas plantas, tais quais os flavonóides e outros compostos polifenólicos, 

como protótipos para o desenvolvimento de novas drogas [11],  

Syzygium cumini (L.) Skeels é uma planta frutífera pertencente à família Myrtaceae, 

popularmente conhecida como jambolão, jamelão e azeitona-preta [12]. Nativa da Índia, é 

vastamente utilizada no tratamento de doenças dentro do espectro da medicina tradicional [12]. 

Diversas propriedades farmacológicas são atribuídas a esta planta, dentre elas as atividades 

antibacteriana [13], antiinflamatória [14], anti-hiperlipidêmica [15], antioxidante [16, 17], 

antihiperglicemiante [18] e reparadoras da resistência à insulina [16]. 

A atividade anti-hiperglicemiante do extrato de sementes do Syzygium cumini é bem 

estabelecida por estudos experimentais e clínicos [18-21]. Os flavonóides presentes neste extrato 

possuem atividade insulinagoga e efeitos hipoglicemiantes e hipolipemiantes [19]. Em trabalho 

anterior, nosso grupo sugeriu que os polifenóis presentes no extrato etanólico de folhas do 

Syzygium cumini seriam os responsáveis pela atividade reguladora da homeostasia glico-

insulínica em modelo de síndrome metabólica [22].  

A ação do Syzygium cumini sobre as propriedades metabólicas são bem descritas em 

modelos diabéticos agressivos [23-25]. No entanto, há poucos dados acerca de sua ação nos 

estágios mais precoces do DM2. Para tanto, a utilização de animais resistentes ao 

desenvolvimento de outras características da síndrome metabólica, como a dislipidemia e 
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doenças cardiovasculares, fazem do camundongos Swiss [26], uma excelente oportunidade de 

avaliarmos os efeitos do extrato rico em polifenóis (ERP) nas folhas de Syzygium cumini em um 

modelo pré-diabético  

Apesar da informação acerca dos efeitos protetores do Syzygium cumini sobre a 

homeostasia glicoinsulínica, não há estudos que demonstrem o impacto na progressão do 

diabetes mellitus. Nosso objetivo é avaliar a influência do extrato rico em polifenóis de folhas do 

Syzygium cumini em um modelo pré-diabético induzido por dieta rica em sacarose. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Material botânico 

No mês de outubro de 2015, folhas da espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels 

foram coletadas no Campus do Bacanga da Universidade Federal do Maranhão (2º33’11.7”S 

44º18’22.7”W). Espécimes da folha foram identificadas e depositadas no Herbário da 

Universidade Federal do Maranhão sob o número #4573. 

Preparo do extrato rico em polifenóis (ERP) 

O preparo do ERP baseou-se em processo descrito anteriormente [27] com algumas 

modificações. Brevemente, folhas de Syzygium cumini foram secas a 38˚C em estufa com fluxo 

de ar, para então serem pulverizadas e posteriormente submetidas à maceração sob agitação 

constante por 24h a 25ºC em solução etanol:água (70:30, v/v). O produto da maceração foi 

filtrado com papel filtro e o material residual foi submetido novamente ao ciclo maceração-

filtração nas condições anteriores, realizando-se este processo num total de três vezes. Os 
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extratos resultantes deste processo foram reunidos e submetidos à centrifugação à 3500 rpm por 

10 min. O sobrenadante foi concentrado em rotaevaporação à 38ºC e posteriormente submetido à 

partição clorofórmio (1:1, v/v) três vezes. A fase aquosa resultante foi lavada com acetato de 

etila (1:1, v/v) em mais três repetições. A fração acetato de etila foi concentrada em 

rotaevaporação também à 38ºC e liofilizada, finalizando o processo de obtenção do ERP. Este 

ERP resultante foi guardado a 4˚C e ao abrigo da luz até o uso, sendo o pó diluído em água 

destilada. 

Desenho experimental 

Camundongos machos da espécie Mus musculus com 30 dias de vida, cedidos pelo 

biotério da Universidade Federal do Maranhão, foram alojados em sala com controle de 

temperatura (23 ± 2ºC), ciclo claro-escuro (07:00-19:00) e acesso livre a água e ração padrão 

para roedores (Nuvital®, Nuvilab CR-1, Brasil). Aos 60 dias de vida os animais foram separados 

aleatoriamente em três grupos, dois deles com dieta rica em sacarose e outro com dieta padrão 

para roedores até o dia do sacrifício. A dieta rica em sacarose foi manufaturada de acordo com as 

recomendações do Instituto Americano de Nutrição (AIN-93-M) [28], baseada [29] e de 

composição descrita anteriormente [30] (Tabela 1). Aos 120 dias de vida iniciou-se o período de 

tratamento por gavagem com ERP ou soro fisiológico 0,9% por 30 dias consecutivos, dividindo-

se os grupos da seguinte forma: 

CTR, ração padrão para roedores e 5,0 mL/kg/dia de soro fisiológico à 0.9% (n=9); 

DRS, ração rica em sacarose e 5,0 mL/kg/dia de solução fisiológica à 0.9% (n=9) 

DRS + ERP, ração rica em sacarose e 50,0 mg/kg/dia de extrato rico em polifenóis (n=9) 
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Durante todo o período de indução os animais foram pesados a cada duas semanas e 

à cada uma semana durante o tratamento. Nos dias 27 e 28 do tratamento, os animais foram 

submetidos ao teste de teste de tolerância à glicose (TTOG) e teste de tolerância à insulina (TTI), 

respectivamente. No dia 31 do tratamento, após jejum noturno, os animais foram anestesiados 

(100 mg/kg cetamina, 20 mg/kg xilazina), pesados e mensurados para determinação do Índice de 

Lee [(g1/3/cm) x 1000] [31] e finalmente guilhotinados para coleta de amostras de sangue. 

Fígado, músculos gastrocnêmio e sóleo, gordura retroperitoneal e periepididimal foram coletados 

para avaliação morfométrica e análises posteriores. Para a análise sérica, amostras de sangue 

foram colhidas em tubos de 1,5 mL após decapitação. O soro foi obtido por centrifugação (2000 

rpm, 10 min, 22ºC) e analisados ainda frescos. Os níveis de triglicerídeos (TG) foram 

mensurados por kit laboratorial (Labtest, Brasil) com analisador semiautomático por método 

colorimétrico. 

Tabela 1 | Valores nutricionais de ração padrão e raçãoisocalórica rica em sacarose 

Ração padrão  Raçaorica em sacarose* 

Carboidratos (g)  55,4%   65,0% 

Sacarose (g)  10,0%   25,0% 

Proteínas (g)  21,0%   12,3% 

Lipídeos (g)  5,2%   4,3% 

Calorias (Kcal/100 g) 352,   348,0 

*Manufaturadacom ração padrao pulverizada (40,0%), leite condensado (40,0%), açúcar refinado(8,5%) e água 
filtrada qsp. Adaptada de Pinto et al, 2016 
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Função do eixo glicoinsulínico 

Para o TTOG os animais foram submetidos a jejum noturno de 8h, seguido de 

administração via oral de glicose (2 g/kg) como descrito previamente [22]. Para a coleta do 

sangue capilar, realizou-se o picote da cauda dos camundongos nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 

min após administração da glicose. As amostras foram avaliadas de imediato por meio de 

glicosímetro (Accu-chek Active®, Roche Diagnóstica, Alemanha). Os dados foram expressos 

como delta da glicemia nos tempos supracitados e como média da área sob a curva (AUC) no 

período do teste. Método semelhante foi realizado para o TTI intraperitoneal, em que animais 

alimentados foram submetidos à injeção intraperitoneal de 1 UI/kg de insulina (Humulin R 

70/30®. Lilly, EUA). Os dados foram expressos como delta da glicemia nos tempos 0, 10, 15, 30, 

45 e 60 min, e como média da AUC. 

Atividade lipolítica 

Amostras de tecido adiposo periepididimal (~100 mg) foram fragmentadas  e 

incubadas em tampão de Krebs (120 mM NaCl; 15 mM NaHCO3; 4.83 mM KCl; 1.2 mM 

MgSO4; 1.21 mM KH2PO4; 2.4 mM CaCl2; 1% BSA e 0.1% glicose após ajuste do pH para 7.4) 

sob aeração por 1 h à 37ºC, segundo protocolo descrito anteriormente [32]. Para a avaliação da 

atividade lipolítica, as amostras foram incubadas na presença ou não de 20 µM isoproterenol 

(Sigma-Aldrich, Estados Unidos). As reações foram cessadas em banho gelado e a concentração 

de glicerol no sobrenadante foi medida por espectrofotometria associada a kit laboratorial para 

triglicerídeos (Labtest, Brasil), conforme indicação do fabricante. 
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Secreção de insulina em células INS-1E 

O cultivo das células INS-1E e teste de secreção de insulina estimulada por glicose 

seguiu metodologia descrita previamente [22], com algumas modificações. Brevemente, o efeito 

do ERP, diluído logo antes do uso e filtrado por filtros de 0,22 mm, foi estudado na secreção de 

insulina de células INS-1E. Para tanto, 2 x 105 células/poço foram adicionadas a placas de 96 

poços durante 24h. Em seguida, ERP nas concentrações de 100 ou 1000 mg/mL foi adicionado 

ao meio de cultura para incubação de 4 h. O meio de cultura foi então lavado duas vezes com 

tampão fosfato (PBS) e substituído por tampão Krebs-Ringer Bicarbonato HEPES (KRBH = 135 

mM NaCl, 3,6 mM KCl, 5mM NaHCO3, 0,5 mM NaH2PO4, 0.5mM MgCl2, 1,5 mM CaCl2, 10 

mM HEPES, 0,1% BSA, pH 7,4) sem glicose por 1 h. Em seguida, adicionou-se 2,8 mM de 

glicose por 30 minutos, antes da incubação com KRBH contendo 3,3 ou 16,7 mM de glicose por 

2h nas mesmas condições atmosféricas. Por fim, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -

20˚C para mensuração posterior dos níveis de insulina por kit de ELISA ultrassensível de acordo 

com as especificações do fabricante (CrystalChemInc, USA). Para o teste de proliferação celular 

mensurado pela incorporação do bromodesoxiuridina (BrdU) durante a síntese de DNA, 2 x 105 

células/poço foram adicionadas a placas de 96 poços durante 24 h. Logo, ERP nas concentrações 

1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 µg/mL foi adicionado e incubado por 48 h em meio de cultura e 

condições atmosféricas descritas acima. Em seguida, seguiu-se o protocolo segundo descrito pelo 

fabricante (Roche Diagnóstica, Alemanha). 
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Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± EPM (n = 6-9 por grupo). 

Comparações intra- e intergrupos foram realizadas por one-way ANOVA. Comparações 

múltiplas foram obtidas pelo pós teste Newman-Keuls para p < 0,05. 

 

RESULTADOS 

Evolução ponderal de camundongos pré-diabéticos induzidos por DRS e tratados com ERP 

O peso corpóreo do grupo DRS+ERP mostrou-se diminuído quando comparado ao 

grupo DRS tanto na primeira [(DRS) 39.95 ± 0.85 g vs (DRS + ERP) 36.60 ± 0.97 g, p=0.026, 

Fig.1] quanto na segunda semana de dieta [(DRS) 42.05 ± 0.83 g vs 38.06 ± 0.94 g (DRS + 

ERP), p=0,.006, Fig.1]. Houve diferença também entre os grupos CTR e DRS na segunda 

semana de dieta [(CTR) 39.73 ± 0.51 g vs (DRS) 42.05 ± 0.83 g, p=0,.025, Fig. 1]. No entanto, 

não houve diferença estatística entre os grupos quanto ao peso nas outras semanas do estudo, 

tanto pré-, quanto pós tratamento, o que pode ser explicado pela característica isocalórica da 

DRS (Tabela 1). 
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Fig. 1 | Efeito do tratamento com etrato rico em polifenóis (ERP) de folhas do Syzygium cumini no ganho 
ponderal. Grupo de camundongos machos com 60 dias de vida foram alimentados com dieta rica em sacarose 
(DRS) ao longo das 13 semanas do estudo. No final da 9 semana iniciou-se o tratamento com ERP (50 mg/kg/dia, 
v.o.) por 4 semanas. Dados são média ± EPM (n = 8-9 por grupo) comparado pelo one-way ANOVA e pós-teste de 
Newman Keuls. Letras denotam diferença estatística (p < 0,05) em relação a aDRS + ERP ou bCTR.  

 

Grupos DRS e ERP não alteram o perfil morfométrico e bioquímico 

Corroborando com os dados ponderais expostos anteriormente, a DRS não promoveu 

aumento do Índice de Lee, do peso do fígado ou gorduras retroperitoneais e periepididimais 

(Tabela 2). No entanto, o grupo tratado com ERP apresentou menor peso muscular esquelético 

quando comparado ao grupo DRS (3,39 ± 0,17 vs 4,99 ± 0,60 g/100 g peso, p=0,02). Em relação 

aos parâmetros bioquímicos, não há aumento das glicemias em jejum e alimentado, evidenciando 

um estado não diabético do animal induzido com DRS. Além disso, a DRS não promoveu 

aumento dos níveis de triglicerídeos dos camundongos no final dos 90 dias de dieta. 
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Tabela 2 | Efeito do ERP sobre dados morfométricos e bioquímicos de animais alimentados com DRS 

CTR  DRS  DRS + ERP 

Parâmetros morfométricos (g/100 g peso) 

   Peso final (g)    44,04 ±  0,64 45,84 ± 1,23 43,69 ± 1,18 

   Comprimento nasoanal (cm)  10,16 ± 0,14 10,26 ± 0,14 10,30 ± 0,21 

      Índice deLee [(g1/3/cm) x 1000]  348,20 ± 4,90 350,90 ± 3,67 342,60 ± 6,13 

   Gordura retroperitoneal   0,65 ± 0,16 0,58 ± 0,12 0,86 ± 0,17 

   Gordura periepididimal   1,47 ± 0,22 1,97 ± 0,45 2,70 ± 0,52 

   Fígado     5,03 ± 0,05 5,37 ± 0,36 4,99 ± 0,27 

   Músculo esquelético   3,96 ± 0,11 4,99  ± 0,60 3,39  ± 0,17ª 

Parâmetros bioquímicos (mg/dL) 

   Glicemia em jejum   120,56 ± 3,10 123,40 ± 8,63 151,11 ± 14,04 

   Glicemia alimentado   154,89 ± 7,51 137,75 ± 7,20 153,87 ± 5,12 

   Triglicerídeos    74,02 ± 10,73 68,72 ± 6,65 76,02 ± 9,64 

Dados são média ± EPM comparado por one-way ANOVA e pós-teste de Newman Keuls. adenota diferença 
estatística (p < 0,05) em relação ao grupo DRS, n = 7-9. Os tecidos foram coletados mediante eutanásia após 12-h de 
jejum 

 

Atividade lipolítica não se altera em grupos DRS ou ERP 

Afim de caracterizar os efeitos da DRS e do tratamento com ERP na adiposidade, 

investigamos a atividade lipolítica basal e estimulada com isoproterenol de tecido adiposo 

periepididimal de todos os grupos (Fig. 2). Tanto a DRS, quanto o tratamento com ERP não 

provocaram alterações na atividade lipolítica em condições basais [(CTR) 13,41 ± 1,33 , (DRS) 
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9,97 ± 1,04, (DRS + ERP) 8,92 ± 0,84, p > 0,05, n = 8-9] ou estimulada [(CTR) 23,29 ± 1,24, 

(DRS) 22,82 ± 1,95, (DRS + ERP) 21,01 ± 1,29, p > 0,05, n = 8-9]. 

 

 

Fig.2 | Efeito do extrato rico em polifenóis (ERP) de folhas do S. Cumini na atividade lipolítica de tecido 
adiposo periepididimal. Atividade lipolítica basal e estimulada por isoproterenol foi avaliada em amostras de 
tecido adiposo coletadas de camundongos de 150 dias de vida e alimentados com dieta rica em sacarose (DRS) ou 
ração padrão e tratados ou não com ERP (50 mg/kg/dia, v.o.) por 4 semanas. Os resultados são expressos como 
média ± EPM (n = 8-9 por grupo) comparado pelo one-way ANOVA e pós-teste Newman Keuls. * denota diferença 
estatística (p < 0,05) entre basal (-) e isoproterenol (ISO 20 µM) induzido. 

 

Restauração do eixo glicoinsulínico em grupo ERP 

No intuito de investigar os efeitos da exposição precoce à DRS no eixo 

glicoinsulínico, os grupos foram submetidos ao TTGO e TTI (Fig. 3). Os grupos não 

apresentaram diferença nas glicemias basais, tanto em jejum, quanto alimentado (Tabela 2). 

Após administração em bolus de glicose, apenas o grupo DRS não atingiu a glicemia máxima 
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nos primeiros 15 min, tendo o feito em 30 min, evidenciando maior dificuldade de captação de 

glicose e retorno aos níveis basais de glicemia. Todos os grupos voltaram à glicemia próxima da 

basal em 2 h. O cálculo da AUC-TTGO mostrou que os camundongos DRS tinham maior 

tolerância à glicose (21122 ± 2278, n=5) quando comparados ao grupo CTR (14359 ± 1148, n=9, 

p=0.01). Além disso, a sensibilidade periférica à insulina também estava comprometida no 

animal DRS (8855 ± 406.8, n=8) se comparado ao CTR (6176 ± 228.9, n=9). O tratamento com 

ERP melhorou tanto a tolerância à glicose [(DRS) 21122 ± 2278 vs (DRS + ERP) 13753 ± 

1599,p=0.02, n=5-7], quanto a sensibilidade à insulina [(DRS) 8855 ± 406.8 vs (DRS + ERP) 

7072 ± 372.7, n=8, p=0.006)]. Tomados em conjunto, os dados até aqui apresentados evidenciam 

modelo de pré-diabetes induzido por DRS e melhora do eixo glicoinsulínico pelo tratamento com 

ERP. 
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Fig.3 | Efeito do extrato rico em polifenóis (ERP) de folhas do S. Cumini na funcionalidade do eixo 
glicoinsulínico. Testes de tolerância oral à glicose (TTGO) e intraperitoneal à insulina (ITT) foram realizados para 
avaliar a função do eixo glicoinsulínico em camundongos alimentados com dieta rica em sacarose (DRS) ou ração 
padrão (CTR) e tratados ou não com ERP (50 mg/kg/dia, v.o.) na 13º semana do estudo. A glicemia foi mensurada 
em amostras de sangue capilar coletadas pelo método de corte caudal em extremidade. (A) Alterações glicêmicas 
durante TTGO; (B) Acúmulo total do ∆ glicêmico reportado como AUC no TTGO. (C) Alterações glicêmicas 
durante ITT; (D) Acúmulo total do ∆ glicêmico reportado como AUC no ITT. Os resultados são expressos como 
média ± EPM (n = 8-9 por grupo) comparado pelo one-way ANOVA e pós-teste Newman Keuls. Letras denotam 
diferença estatística (p < 0,05) em relação a aCTR ou bDRS + ERP.  

 

ERP promove secreção de insulina e proliferação celular em linhagem ß insulinômica INS-

1E 

No intuito de avaliar se o ERP promoveria alguma atividade insulinagoga, 

incubamos o ERP em cultura de células derivadas de insulinoma INS-1E, cujo modelo é bem 

caracterizado para o estudo da função β pancreática [33]. O ERP foi incubado em células INS-1E 
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nas concentrações de 100 e 1000 μg/mL, apresentando secreção de insulina aproximadamente 

três vezes superior ao basal [(100 μg/mL) 40,626 ± 9,066 vs (Sem ERP) 2,952 ± 0,6791, 

p<0,001, n=6-8] em condições normoglicêmicas (3,3 mM) e igual ao dobro [(100 μg/mL) 22,49 

± 3,086 vs (Sem ERP) 2,273 ± 0,4822, p<0,01, n=8] em condições hiperglicêmicas (16,7 mM). 

Devido à diminuição da secreção de insulina na concentração de 1000 μg/mL de ERP, cogitamos 

a possibilidade de um efeito citotóxico do extrato nesta concentração. Para tanto, realizamos o 

ensaio de incorporação do BrdU para estimativa da viabilidade celular em cultura de células 

INS-1E incubadas com ERP nas concentrações de 1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 μg/mL por 48 

horas. O ERP promoveu aumento significativo da viabilidade celular nas concentrações entre 3 e 

300 μg/mL [(3 μg/mL) 117,394 ± 4,529, (10 μg/mL) 115,581 ± 3,093, (30 μg/mL) 114,657 ± 

4,517, (300 μg/mL) 132,219 ± 3.639, % em relação ao (Sem ERP), p<0,05, n=7-9], com exceção 

à concentração de 100 μg/mL [(100 μg/mL) 105,871 ± 2,518, em relação ao (Sem ERP), 

p=0,78]. Na concentração de 1000 μg/mL, o ERP promoveu redução de 94,2% da viabilidade 

celular na concentração se comparado ao basal [(1000 μg/mL) 5,893 ± 0,2364, em relação ao 

(Sem ERP), p<0,0001]. O maior incremento na viabilidade celular ocorreu na concentração de 

300 μg/mL de ERP. 
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Fig.4 | Efeito do extrato rico em polifenóis (ERP) de folhas do S. Cumini na secreção de insulina 
estimulada por glicose (GSIS) in vitro e na viabilidade celular. (A) Secreção de insulina em condição 
basal (3,3 mM de glicose) ou estimulada (16,7 mM de glicose – GSIS) em células β insulinômicas INS-1E (2 
x 105 células/poço) incubadas com 100 e 1000 µg/mL de ERP por 4-h a 37ºC. (B) Incorporação do BrdU 
durante síntese de DNA ao final de 48 h de incubação com o ERP nas concentrações de 1, 3, 10, 30, 100, 300 
e 1000 µg/mL. Os resultados são expressos como média ± EPM (n = 8 por grupo). Letras denotam diferença 
estatística (p < 0,05) em relação à condição abasal (i.e. sem ERP), b100 µg/mL de ERP. Dados foram 
analisados por one-way ANOVA seguido de pós-teste Newman Keuls. 
 

DISCUSSÃO 

O presente estudo demonstrou que a exposição a DRS leva a um estado pré-diabético 

e que o ERP promove melhora do eixo glicoinsulínico mesmo neste estágio mais precoce do 

DM2. Primeiramente, os camundongos pré-diabéticos não apresentaram alterações ponderais ou 

adipocitárias, mas ainda assim obtiveram melhora da resistência à insulina e sensibilidade à 

glicose quando tratados com o ERP. Além disso, o ERP possui atividade insulinagoga 

demonstrada in vitro. Juntos, estes resultados sugerem que o ERP age precocemente sobre a 

égide do DM2 por mais de uma via, sustentando seu lugar na medicina tradicional e validando 

seu uso como protótipo para novas drogas no tratamento e prevenção do DM2 . 
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Neste estudo, evidenciou-se que os efeitos da exposição à DRS em camundongos 

Swiss não promoveu aumento de peso corpóreo, uma vez que se trata de uma dieta isocalórica e 

com menor quantidade de sacarose se comparada a outras DRS já estudadas [34]. Resultado 

semelhante já foi relatado na literatura [34, 35], e ainda, que a adição de gordura ou a 

substituição de parte do carboidrato por gordura, tornando a dieta hipercalórica, promove 

aumento de peso corpóreo significativo em menor tempo de exposição [36]. A possibilidade de 

que os animais fossem obesos e ainda assim não diferissem quanto aos seus pesos foi descartada 

pelo Índice de Lee - fórmula utilizada para estimar a massa corporal em roedores [31]. O 

tratamento com ERP no tempo proposto não interferiu na evolução ponderal dos animais, 

provavelmente pelo fato de não se tratar de animais obesos [37]. 

Como já demonstrado em outros estudos, a DRS isoladamente não promove 

incremento da adiposidade intra-abdominal [34], contribuindo para o estabelecimento do perfil 

não-obeso e normolipêmico em camundongos Swiss. Já os camundongos da linhagem C57BL/6, 

quando expostos à mesma dieta, apresentaram-se dislipidêmicos [38]. Ainda que o ERP não 

tenha alterado a deposição de gordura ou mesmo os níveis de TG, já foi descrito na literatura que 

o extrato fenólico de sementes do Syzygium cumini promove melhora da homeostasia 

adipocitária em outros modelos [24]. Logo, não se pode concluir que o ERP seja incapaz de 

promover diminuição da lipogênese, dado que os animais não são obesos ou 

hipertrigliceridêmicos. Por outro lado, os dados presentes neste trabalho, em conjunto com os já 

descritos previamente nos permitem inferir que o ERP das folhas do Syzygium cumini possui 

efeito anti-hiperlipemiante, e não hipolipemiante. 
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Neste estudo, camundongos DRS apresentaram resistência à insulina e intolerância à 

glicose nos testes de TTI e TTGO, respectivamente, ainda que tenham evidenciado glicemias em 

jeum e alimentado normais, sugerindo um modelo pré-diabético. A resistência à insulina 

permanece até os dias de hoje um fenômeno de estresse celular pouco entendido, associado a 

doenças crônicas e ao envelhecimento [39-41]. Contudo, uma teoria surgiu nos últimos anos 

sugerindo que o excesso de radicais livres poderiam alterar a transdução de sinais celulares, 

transcrição proteica e o processamento pós-transcricional [42-44]. Nesse ínterim, a frutose passa 

a ter importante papel na égide da elevação do estresse oxidativo e consequente aparecimento da 

resistência à insulina [45-47]. A glicose possui a capacidade de reagir com o grupo amino das 

proteínas por meio da reação de Maillard, formando os produtos de glicação proteica. Quando a 

frutose é o susbstrato, a reação passa a se chamar frutosilação [48]. Diferentemente da glicose, 

em pH fisiológico, a frutose se apresenta extensamente na forma linear. Devido a isto, ela é sete 

vezes mais reativa que a glicose na formação endógena de produtos finais de glicação avançada 

[48-50] e pode gerar até cem vezes mais EROs que a glicose [51, 52]. Portanto, a frutose exerce 

papel mais substancial do que a glicose na resistência à insulina derivada da geração de EROs. 

Ainda que o ERP não tenha promovido diminuição dos níveis glicêmicos em jejum e 

alimentado, o mesmo promoveu melhora da resistência à insulina e da tolerância à glicose. 

Diversos estudos in vitro e in vivo nos últimos 20 anos investigaram os efeitos 

antidiabetogênicos dos compostos polifenólicos [53, 54]. Devido a isso, inúmeros mecanismos 

foram descobertos como restauradores do eixo glico-insulínico, tais como a inibição da α-

amilase e α-glucosidase, a inibição da abosorção intestinal de glicose, proteção de células β-
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pancreáticas, inibição dos produtos avançados de glicação, atividade insulinagoga, ativação do 

sistema sinalizador das PPARs e de genes envolvidos na gliconeogênese e glicogênese [55-57].  

Dos mecanismos supracitados, um composto fenólico cujos derivados foram 

identificados no ERP (dados não publicados), a miricetina, reverteu o defeito na expressão de 

IRS-1 e na subunidade regulatória p85 da PI3K em ratos alimentados com dieta rica em frutose 

[58]. Além disso, o mesmo estudo apresentou melhora na ação da insulina sobre a translocação 

dos receptores GLUT4 do meio intracelular para a membrana plasmática. Em trabalho anterior 

[22] nosso grupo sugeriu que o extrato etanólico de folhas do Syzygium cumini tem a propriedade 

de melhorar a tolerância à glicose devido ao aumento da sensibilidade à insulina, de forma que a 

resposta glicêmica ocorre apenas em condições de hiperglicemia [12]. Portanto, a insuficiência 

do ERP em promover diminuição dos níveis glicêmicos de nossos animais não deve ser visto 

como uma limitação, dado que são normoglicêmicos. 

No intuito de avaliar a viabilidade de outras justificativas para a melhora do eixo 

glicoinsulínico, realizamos o experimento da atividade insulinagoga do ERP em células INS-1E 

[22], um modelo bem caracterizado de estudo da função β pancreática [33]. O ERP 100 µg/mL 

apresentou elevada capacidade insulinagoga, ainda que comparada a resultado previamente 

descrito com o uso de extrato etanólico de folhas do Syzygium cumini (dados não publicados), tal 

qual apresentou o dobro da capacidade secretora de insulina sobre células INS-1E em condições 

normoglicêmicas [22]. Corroborando nossos dados, alguns estudos já elencaram os flavonóides 

como promotores da secreção de insulina por meio da ativação direta dos canais de Ca2+ do tipo 

L [59, 60]. Disso, evidencia-se o potencial secretor de insulina dos polifenóis presentes no ERP e 

sugere-se que o mecanismo de ação seja o mesmo supracitado. Já em condições hiperglicêmicas, 
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a secreção de insulina promovida pelo ERP foi menor quando comparada às condições 

normoglicêmicas. Tal fato se deve, provavelmente, aos efeitos citotóxicos da hiperglicemia 

experimental associada à elevada concentração de açúcares presentes no ERP [dados não 

publicados]. 

Outro ponto a ser avaliado é a reduzida secreção de insulina quando incubados com 

ERP 1000 µg/mL em ambas as condições. Este resultado edificou a hipótese de citotoxicidade 

própria do ERP, confirmada pelo experimento de viabilidade celular, onde há diminuição abrupta 

da incorporação do BrdU apenas quando a incubação ocorre com o ERP 1000 µg/mL. 

 

CONCLUSÃO 

Todos estes efeitos benéficos do ERP sobre os estágios mais primários do DM2 

resguardam o uso do Syzygium cumini pela medicina tradicional. Ainda, considerando 

publicações anteriores de nosso grupo a respeito da atividade das folhas do Syzygium cumini 

sobre determinadas características da síndrome metabólica, mantemos a especulação de que o 

ERP de folhas de Syzygium cumini possui mecanismo de ação duplo e sinérgico, por meio da 

sensibilização periférica à insulina e efeito modulador/estimulador da função β pancreática. 

Desta vez, nos aprofundamos no nível molecular, sugerindo a miricetina como composto 

bioativo responsável pelos efeitos supracitados. 
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LISTA DE ABREVIAÇÕES 

BrdU – Bromodesoxiuridina 

DRS – Dieta rica em sacarose 

DM2 – Diabetes mellitus tipo 2 

EROs – Espécies reativas de oxigênio 

ERP – Extrato rico em polifenóis 

IRS1 - Susbstrato 1 do receptor de insulina 

PI3K - Fosfatidilinositol-3-quinase 

PPAR – Receptores ativados por proliferador de peroxissoma 

TG – Triglicerídeos 

TTI – Teste de tolerância à insulina 

TTOG – Teste de tolerância oral à glicose 
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