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RESUMO 
 

No Brasil, uma grande variedade de espécies vegetais tem sido estudada ou 

utilizada pela medicina popular como terapia alternativa ou complementar para 

controlar as alterações verificadas na diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Parkinsonia 

aculeata é uma espécie vegetal do bioma da Caatinga, tradicionalmente utilizada para 

melhorar a homeostase da glicose. O presente estudo descreve o efeito da fração 

polar do extrato de partes aéreas de Parkinsonia aculeata L. sobre a absorção de 

glicose em modelo in vitro de resistência. O extrato hidroetanólico (1:1) de P. aculeata, 

sem solvente, foi submetido à partição com acetato de etila (1:1). Essa mistura foi 

colocada em funil de decantação para obtenção da fração polar. Posteriormente, 

colocou-se a fração polar em evaporador rotativo para remoção de solvente residual, 

seguida de congelamento e liofilização. O material obtido foi identificado como 

FpHEPA. Para os testes de citotoxicidade, necrose e apoptose, adipogênese e 

absorção da glicose, foi utilizada a linhagem celular pré-adipócitos 3T3-L1. As células 

foram mantidas em cultura em meio DMEM, soro fetal bovino, e antibióticos, 5% de 

gás carbônico a 37 °C. As células foram diferenciadas em adipócitos com 0.5 mM de 

1-metil-3-isobutil-xantina (IBMX), 1 µM de dexametasona e 1 µg/mL de insulina. A 

avaliação da citotoxicidade da FpHEPA foi realizada pelo ensaio colorimétrico do MTT 

nas concentrações de 5, 10, 25, 50, 75 ou 100 µg/mL. A influência da FpHEPA 

adipogênese foi realizada nas concentrações de 25, 50, 75 ou 100 µg/mL Necrose e 

apoptose celular foram quantificadas através da citometria de fluxo. A resistência 

insulínica nos adipócitos foi realizada através da exposição à dexametasona (1 µM) e 

insulina (10 µg/ml) e a diferentes concentrações de FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 µg/mL) 

durante 96 horas. Os sobrenadantes referentes a cada concentração foram coletados 

e as concentrações de glicose determinadas pelo método da glicose oxidase. Utilizou-

se análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey para diferenciação entre 

grupos. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Nas 

concentrações testadas a FpHEPA não exibiu redução na viabilidade dos adipócitos 

em relação ao grupo controle.  A FpHEPA aumentou a adipogênese, porém induziu 

aumento significativo (p<0,05) na captação de glicose em todas as concentrações 

testadas, com destaque para a concentração de 50 µg/mL, quando comparadas ao 

grupo com resistência insulínica sem tratamento. Desse modo, a FpHEPA não induziu 



 
 

morte celular, aumentou a adipogênese e absorção de de glicose em adipócitos 3T3-

L1.  

 

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2. Resistência à insulina. Plantas Medicinais. 

Parkinsonia aculeata. Adipócitos 3T3-L1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 

ABSTRACT 
 

In Brazil, a wide variety of plant species has been studied or used by popular 

medicine as an alternative or complementary therapy to control changes in type 2 

diabetes mellitus (DM2). Parkinsonia aculeata is a plant species from the Caatinga 

biome, traditionally used to improve glucose homeostasis. The present study describes 

the effect of the polar fraction of Parkinsonia aculeata L. aerial part extract on glucose 

absorption in an in vitro resistance model. The hydroethanolic extract (1:1) of P. 

aculeata, without solvent, was subjected to partition with ethyl acetate (1:1). This 

mixture was placed in a separating funnel to obtain the polar fraction. Subsequently, 

the polar fraction was placed on a rotary evaporator to remove residual solvent, 

followed by freezing and lyophilization. The material obtained was identified as 

FpHEPA. For the cytotoxicity, necrosis and apoptosis, adipogenesis and glucose 

absorption tests, the pre-adipocyte cell line 3T3-L1 was used. The cells were 

maintained in culture in DMEM medium, fetal bovine serum, and antibiotics, 5% carbon 

dioxide at 37 ° C. The cells were differentiated into adipocytes with 0.5 mM 1-methyl-

3-isobutyl-xanthine (IBMX), 1 µM dexamethasone and 1 µg/mL insulin. The evaluation 

of FpHEPA cytotoxicity was performed by the MTT colorimetric assay at 

concentrations of 5, 10, 25, 50, 75 or 100 µg/mL. The influence of adipogenesis 

FpHEPA was performed at concentrations of 25, 50, 75 or 100 µg / mL Necrosis and 

cell apoptosis were quantified by flow cytometry. Insulin resistance in adipocytes was 

achieved through exposure to dexamethasone (1 µM) and insulin (10 µg/mL) and to 

different concentrations of FpHEPA (25, 50, 75 or 100 µg/mL) for 96 hours. The 

supernatants for each concentration were collected and the glucose concentrations 

were determined by the glucose oxidase method. Analysis of variance (ANOVA) and 

Tukey's post-test was used to differentiate between groups. The value of p<0.05 was 

considered statistically significant. At the concentrations tested, FpHEPA did not show 

a reduction in the viability of adipocytes in relation to the control group. FpHEPA 

increased adipogenesis, however, it induced a significant increase (p <0.05) in glucose 

uptake in all tested concentrations, with emphasis on the concentration of 50 µg/mL, 

when compared to the group with insulin resistance without treatment. In this way, 

FpHEPA did not induce cell death, increased adipogenesis and glucose uptake in 3T3-

L1 adipocytes.  



 
 

Keywords: Type 2 Diabetes Mellitus. Insulin resistance. Medicinal Plants. Parkinsonia 

aculeata. 3T3-L1 adipocytes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Para 2025 estima-se que o Brasil esteja entre os 10 países do mundo com 

maior número de casos de Diabetes mellitus (DM). A resistência à insulina caracteriza-

se pelo atraso na eliminação da glicemia devido ao prejuízo na absorção de glicose 

por tecidos sensíveis à insulina, levando ao distúrbio da homeostase da glicose, 

responsável pelas complicações na Diabetes mellitus tipo dois (DM2) (SHOELSON et 

al., 2006). A regulação do transporte de glicose para o tecido adiposo, músculo 

esquelético e fígado é fundamental para a manutenção da homeostase da glicose no 

organismo (KAHN et al., 2006). Portanto, a promoção da absorção de glicose nesses 

tecidos é essencial para a manutenção da homeostase da glicose no manejo da 

resistência à insulina e diabetes (LE et al, 2017). 

Produtos derivados de plantas medicinais contêm multicomponentes e podem 

produzir efeitos através de um modo aditivo, sinérgico e/ou competitivo multialvo 

(ULRICH-MERZENICH et al, 2010). Os medicamentos multialvos que afetam 

diferentes vias de sinalização simultaneamente são melhores para combater doenças 

complexas e multigenéticas e são menos propensos a mecanismos de resistência à 

drogas (EFFERTH; KOCH, 2011). Pesquisas que oportunizem inovações terapêuticas 

a partir de plantas medicinais para o tratamento/controle de distúrbios metabólicos 

provocados pela DM devam ser incentivadas. Nesse contexto, a pesquisa de produtos 

naturais que minimizem transtornos associados à diabetes, como a hiperglicemia e 

dislipidemia, vem recebendo atenção especial. 

 Parkinsonia aculeata é um vegetal do bioma da caatinga tradicionalmente 

utilizada para melhorar a homeostase da glicose. Estudos in vivo demonstram que o 

extrato hidroetanólico das partes áreas da P. aculeata particionado com acetato de 

etila (EHPAc) promoveu significante melhora da resistência à insulina induzida por 

dieta em um modelo murino de obesidade. (ARAUJO et al., 2016a). Nossos estudos 

de bioprospecção, utilizando métodos fisiológicos, bioquímicos e moleculares, 

mostraram que a FpHEPA melhora a resistência à insulina em camundongos e ratos 

obesos (redução na glicemia, insulinemia e leptinemia de jejum e no índice de HOMA-

IR) (ARAÚJO el al., 2016a). 

 Estudos de bioprospecção também evidenciaram que o extrato aquoso (LEITE 

et al., 2007) e hidroetanólico (LEITE el al., 2011) de P. aculeata  desencadeia vários 

efeitos benéficos em parâmetros bioquímicos e fisiológicos relacionados ao 
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metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios, em modelo experimental de 

diabetes induzido quimicamente.  

 Diante desse contexto, objetivou-se avaliar o efeito da fração polar do extrato 

de partes aéreas de Parkinsonia aculeata L. (FpHEPA) sobre a viabilidade celular, 

adipogênese e consumo de glicose por adipócitos com resistência insulínica induzida 

pela dexametasona. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito da fração polar do extrato de partes aéreas de Parkinsonia aculeata 

sobre a absorção de glicose em modelo in vitro de resistência insulínica. 

2.2 Objetivos específicos 

• Obter o extrato hidroetanólico (HEPA) das partes aéreas de Parkinsonia aculeata 

e de sua fração polar (FpHEPA) 

• Cultivar e induzir à diferenciação de pré-adipócitos da linhagem 3T3-L1 em 

adipócitos; 

• Determina a citotoxicidade da FpHEPA nos adipócitos; 

• Avaliar o efeito da FpHEPA sobre a necrose e apoptose nos adipócitos; 

• Avaliar o efeito da FpHEPA sobre a adipogênese; 

• Induzir resistência à insulina nos adipócitos; 

• Determinar o efeito da FpHEPA sobre a absorção de glicose por adipócitos. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 Diabetes mellitus 

A DM faz parte de um grupo de doenças metabólicas caracterizadas por 

hiperglicemia crônica, resultante de defeitos na secreção de insulina, ação da insulina 

ou ambos (KHARROUBI; DARWISH, 2015). Anormalidades metabólicas em 

carboidratos, lipídios e proteínas demostram a importância da insulina como um 

hormônio anabólico (NZARO; NJAGI, 2014). Baixos níveis de insulina para alcançar 

resposta adequada e/ou resistência à insulina dos tecidos-alvo, principalmente 

músculos esqueléticos, adiposo tecido e, em menor grau, fígado, ao nível da 

receptores de insulina, são responsáveis por essas anormalidades metabólicas 

(HONKA et al., 2018). 

A DM não é mais um termo estranho para a população global, pois é cada vez 

mais prevalente em todos os países independentemente do nível de renda 

(FOROUHI; WAREHAM, 2014). Por outro lado, aproximadamente uma em cada duas 

pessoas com diabetes não sabe que tem a doença (ENGLISH; LENTERS-WESTRA, 

2018).  

A Federação Internacional de Diabetes (FID) estimou que o número de casos 

de diabetes aumente de 285 milhões de pessoas em 2009 para 438 milhões em todo 

o mundo em 2030 (BENNETT, 2018; CAO et al., 2018; ZHAO et al., 2018). Segundo 

a Organização Mundial da Saúde (OMS) foram diagnosticadas cerca de 422 milhões 

de pessoas em todo o mundo com diabetes em 2014 (VINAYAGAM; XIAO; XU, 2017). 

Outros dados recentes estimaram que 629 milhões de pessoas sofrerão de DM até o 

ano 2045 (ENGLISH; LENTERS-WESTRA, 2018) (Figura 1). O Brasil é o quarto país 

com mais casos de diabetes no mundo, segundo a FID. Dados do Ministério da Saúde 

informam que são 12,2 milhões de pessoas, cerca de 7% da população nacional 

acometidas com a doença.  

          É importante que todas as formas de diabetes sejam diagnosticadas na fase 

inicial para prevenir ou retardar complicações em alguns órgãos e causar, por 

exemplo, nefropatia diabética, retinopatia, neuropatia, doenças cardiovasculares e 

úlcera diabética (Forouhi; Wareham, 2014). Outras complicações graves, como 

cegueira, atraso na cicatrização de feridas, disfunção erétil, cardiopatia isquêmica e 

complicações micro e macrovasculares (KAHN et al., 2014). 
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A DM é um fardo socioeconômico considerável para muitos países. Inovações 

científicas desempenham um papel vital na descoberta de novas alternativas 

terapêuticas (WU et al., 2014). 

 

Figura 1 – Evolução da Diabetes mellitus no Mundo (2019-2045). 

 

 
 
Fonte: Adaptado da Federação Internacional de Diabetes 
 
 
3. 2 Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) 
 

Esse tipo de diabetes constitui 5% a 10% dos indivíduos diagnosticados com 

DM. A DM1 é responsável por 80% a 90% do diabetes em crianças e adolescentes 

(DABELEA et al., 2009). De com a FID, o número de jovens diagnosticados com 

DM1com idade entre zero e quatorze em todo o mundo em 2013 foi de 497.100 e o 

número de casos registrados foi de 789.000. Esses números não representam o 

número total de pacientes com DM1 devido à alta prevalência na adolescência e em 

adultos acima de 14 anos de idade. Uma estimativa feita nos Estados Unidos em 2010 

foi de 3 milhões de pessoas com DM1 (CHIANG et al., 2014). A prevalência da DM1 

no mundo não é conhecida.  
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A principal causa da DM1 é a destruição auto-imune das células-β pancreáticas 

através da resposta inflamatória mediada por células T bem como uma resposta 

humoral (célula B). Esse processo é chamado de insulite (PIROT et al., 2008). A 

presença de autoanticorpos contra as células das ilhotas pancreáticas é a marca 

registrada da DM1, embora o papel desses anticorpos na patogênese da doença não 

seja claro (BURRACK; MARTINOV; FIFE, 2017). Esses autoanticorpos incluem auto-

anticorpos para células de ilhotas e auto-anticorpos para insulina (IAA), 

descarboxilase do ácido glutâmico (GAD, GAD65), proteína tirosina fosfatase (IA2 e 

IA2β) e proteína transportadora de zinco (ZnT8A) (WENZLAU; HUTTON, 2014). 

Esses autoanticorpos pancreáticos são características da DM1 e podem ser 

detectados no soro desses pacientes meses ou anos antes do início da doença 

(SHIVAPRASAD et al., 2014). 

De acordo com a Associação Americana de Diabetes (AAD), este tipo de 

diabetes é caracterizado principalmente pela ausência da secreção de insulina. Além 

da importância da predisposição genética na DM1, vários fatores ambientais foram 

implicados na etiologia da doença (CORRÊA-GIANNELLA; VIEIRA; 2008). Estudos 

recentes reforçam o efeito causador de infecções virais na DM1 (TONIOLO et al., 

2019). Os fatores virais incluem: infecções por rubéola, infecção viral por enterovírus, 

rotavírus, vírus do herpes, citomegalovírus, retrovírus endógeno e vírus Ljungan 

(BOLIS et al., 2016). Baixos níveis de vitamina D podem desenvolver mecanismos 

que predispõem a DM1 (GRAMMATIKI et al., 2017). 

 A DM1 geralmente se desenvolve repentinamente e pode produzir sintomas 

como: polidipsia, poliúria, enurese, falta de energia, cansaço extremo, polifagia, perda 

súbita de peso, feridas de cicatrização lenta, infecções recorrentes, visão turva com 

desidratação grave e cetoacidose diabética em crianças e adolescentes 

(KHARROUBI; DARWISH, 2015). Os sintomas são mais graves em crianças em 

comparação ao adulto. Esses pacientes com DM1 também são propensos a outros 

distúrbios auto-imunes, como: tireoidite de Hashimoto, doença de Addison, vitiligo, 

canal celíaco, hepatite auto-imune, miastenia grave e anemia perniciosa 

(COJOCARU; COJOCARU; SILOSI; 2010). 
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3. 3 Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) 

 

A diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) é classificada como uma Doença Crônica não 

Transmissível (DCNT), caracterizada por distúrbios metabólicos e bioquímicos, 

marcado por uma condição hiperglicêmica crônica, causada por uma deficiência da 

sinalização da insulina e de etiologia não autoimune (HAMEED et al., 2015). 

A resistência à insulina é uma característica importante no desenvolvimento e 

fisiopatologia da DM2 (CERSOSIMO et al., 2018). Em indivíduos saudáveis, o 

músculo esquelético é responsável pela maior parte da captação da glicose durante a 

hiperinsulinemia (cerca de 75-80%), considerando que a proporção de captação nos 

tecidos adiposo hepático é menor (ALVIM et al., 2015; HONKA et al., 2018). Indivíduos 

com peso normal e tolerância normal à glicose são altamente sensíveis à insulina no 

músculo esquelético, tecido adiposo e fígado, em comparação com indivíduos obesos 

e com DM2 (CASTRO et al, 2014). A sensibilidade à insulina varia com a ingestão de 

alimentos ricos em carboidratos e gorduras, realização de atividade física e sinais de 

estresse (BIRD; HAWLEY, 2015). A DM, a hipertensão e a dislipidemia associada à 

obesidade constituem o conjunto de anormalidades que formam o quadro conhecido 

por síndrome metabólica (SM) (CORNIER et al., 2008). Indivíduos obesos têm mais 

tecido adiposo, que liberam hormônios e outras substâncias que podem aumentar a 

flutuação da sensibilidade à insulina (HUANG, 2009). 

Em condições fisiológicas normais, a insulina controla a homeostase da glicose no 

sangue dentro de um intervalo estreito através da estimulação da captação de glicose 

nos tecidos periféricos, suprimindo a liberação de lipídios armazenados no tecido 

adiposo e hepático (SHARABI et al., 2015). Na DM2 esse mecanismo é interrompido 

quando a secreção de insulina é prejudicada pela disfunção das células β-

pancreáticas e comprometida a ação da insulina através da resistência à insulina.  

A circulação de ácidos graxos não esterificados (AGNE) em indivíduos obesos 

também está associada à resistência à insulina. Um ambiente rico em ácidos graxos 

com condições hiperglicêmicas pode levar à redução da expressão do gene da 

insulina (MUKHERJEE et al., 2013). Além disso, os ácidos graxos podem potencializar 

a toxicidade, ativando diretamente vias inflamatórias, pois o tecido adiposo é crucial 

na produção de mediadores inflamatórios como TNF-α, MCP-1, IL-6, IL-1 e PAI-1 

(ROCHA et al., 2017). Por exemplo, TNF-α atua como citocina pró-inflamatória que 

medeia a resistência à insulina através do aumento da fosforilação na região serina 
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do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1). Além disso, o TNF-α inicia as vias de 

sinalização c-Jun NH2-cinase terminal (JNK) e fator nuclear-kB (NF-kB). Ambas as 

vias induzirão a fosforilação do resíduo de serina Ser 307 do IRS-1, causando 

resistência à insulina. Eles aumentam citocinas inflamatórias e células imunes, que 

consequentemente resultam em inflamação das ilhotas no pâncreas da DM2 em 

modelo in vivo (BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN; 2014). 

Os lipídios também afetam a sensibilidade à insulina, aumentando o acúmulo 

de diacilgliceróis intracelulares, um produto de triacilglicerol que tem um impacto 

negativo na sinalização da insulina. Além disso, os lipídios aumentam a quantidade 

da proteína quinase C, que desempenham um papel principal na inibição da 

transdução da sinalização de insulina (KOJTA; CHACINSKA; BŁACHNIO-

ZABIELSKA; 2020). Os ácidos graxos saturados (SFAs) ativam o receptor Toll-like 4 

(TLR4), que por sua vez media a inflamação associada à resistência à insulina, 

regulando positivamente a expressão da IkB quinase (IKK), fatores de transcrição NF-

kB e mediadores pró-inflamatórios nos macrófagos do tecido adiposo (ROGERO; 

CALDER; 2018). 

      

3.4 Diabetes gestacional e outros tipos  

 

           A Diabetes mellitus Gestacional (DMG) é definida como hiperglicemia de 

gravidade variável no início ou diagnóstico durante a gravidez, resultante de qualquer 

nível de intolerância aos carboidratos. Sua incidência pode variar entre 3% a 7%, 

dependendo da população estudada e dos critérios de diagnósticos adotados 

(MIRANDA; REIS; 2006).  Fatores de risco para DMG inclui obesidade, história 

pessoal de gestação diabetes, história familiar de diabetes, idade materna, síndrome 

do ovário policístico, vida sedentária e exposição a fatores tóxicos (GALTIER, 2010). 

          Os outros tipos específicos de DM são formas mais incomuns de DM que 

possuem apresentação clínica bastante variada e dependente da alteração de base 

associada. Dentre as alterações possíveis, pode haver defeito genético na função das 

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

efeito adverso de medicamentos (BAYNEST, 2015). 
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3.5 Diagnóstico e Tratamentos da Diabetes mellitus 

 

         Segunda a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), o diagnóstico da DM acaba 

se tornando difícil quando se considera que os sintomas clássicos da doença (poliúria, 

polidipsia e polifagia) não estão presentes na maioria dos casos de DM2. Portanto, o 

diagnóstico da DM2 e do pré-diabetes só poderá ser confirmado através de testes 

laboratoriais de glicemia e de hemoglobina glicada (A1C). Os critérios para 

diagnóstico da DM e pré-diabetes estão listados abaixo: 

Critérios para o diagnóstico de diabetes  

• A1C ≥ 6,5%; 

• Glicemia de jejum ≥126 mg/dL; 

• Glicemia pós-prandial de duas horas ≥ 200 mg/dL no teste de tolerância à 

glicose; 

• Glicemia ao acaso (em qualquer horário) ≥ 200 mg/dL em pacientes 

sintomáticos (poliúria, polidipsia e perda de peso); 

Critérios para o diagnóstico de pré-diabetes 

• A1C entre 5,7% e 6,4%; 

• Glicemia de jejum entre 100-125 mg/dL; 

• Glicemia pós-prandial de 2 horas entre 140 e 199 mg/dL, no teste oral de 

sobrecarga à glicose; 

            Em pacientes com DM1, a administração de insulina exógena é a terapia 

principal. A insulina é o mais potente redutor da glicemia disponível, e isto explica o 

alto risco de hipoglicemia associado ao tratamento com a mesma (BASTAKI, 2005). 

Neste tipo de tratamento, a administração de insulina pode ser feita em múltiplas 

doses, com o uso de seringas, canetas ou sistema de infusão contínua. Em pacientes 

com DM2, devem ser consideradas, além do controle glicêmico, outras medidas não 

farmacológicas, como: a adoção de prática regular de atividade física, alimentação 

balanceada, hábitos de vida saudáveis, cessação do tabagismo e moderação no uso 

de álcool (MARÍN-PEÑALVER et al., 2016). Esses quesitos são fundamentais não só 

para o controle da glicemia, mas também para o controle de possíveis fatores de risco 

para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. O tratamento farmacológico do 

DM2 inclui anti-hiperglicemiantes (orais ou injetáveis) e insulina. Os antidiabéticos não 

insulina administrados por via oral incluem fármacos das seguintes classes:  

biguanidas, sulfoniluréias, glitazonas, inibidores da alfa-glicosidase, análogos de GLP-

1, inibidores de SGLT-2 e inibidores da DPP-IV (CHAUDHURY et al., 2017). 
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3.6 Captação de glicose e sinalização da insulina 

 

Todos os tecidos são capazes de captar e utilizar a glicose como fonte de 

energia de acordo com a demanda metabólica local (SMITH et al., 2018). Durante o 

período pós-prandial, o principal hormônio responsável por aumentar a captação de 

glicose em tecidos do organismo é a insulina. Esse hormônio promove o 

armazenamento da glicose, sob a forma de glicogênio e de triglicérides, pelo fígado, 

músculo estriado e tecido adiposo (WILCOX, 2005). Para que a glicose seja captada 

pela célula, é necessário que transportadores estejam presentes em sua membrana 

plasmática (MP) (HUANG; CZECH; 2007). Uma família de transportadores de glicose 

(GLUT), têm sido alvo de muitos estudos nas últimas décadas. Dentre os 14 GLUTs 

descritos na literatura (GOVERS et al., 2014), tem-se dado atenção especial ao 

GLUT4. Esse transportador é expresso principalmente no músculo estriado e tecido 

adiposo, onde sua translocação e inserção na MP são reguladas principalmente pela 

insulina. Sabe-se que defeito nas vias de sinalização desse hormônio pode causar 

resistência insulínica e levar ao DM2 (CHADT; AL-HASANI; 2020). O transporte de 

glicose através dos GLUTs ocontece por difusão facilitada, em função do gradiente de 

concentração e sem gasto de energia. Após a glicose entrar na célula, ela é fosforilada 

pela enzima hexocinase, o que impede sua saída pelos GLUTs e permite que ela seja 

metabolizada pela via glicolítica, bem como armazenada sob a forma de glicogênio ou 

triglicerídeos (JENSEN et al., 2011) 

A insulina inicia sua ação pela interação com seu receptor de membrana, o 

receptor de insulina (IR) (Figura 2). Este é um heterotetrâmero formado por duas 

subunidades α e duas β, sendo que as α se localizam na parte extracelular e as β, 

ligadas às α, estão inseridas na MP e apresentam uma terminação citoplasmática com 

atividade tirosina cinase (FONTENELLE et al., 2018). Quando a insulina se liga às 

subunidades α, ocorre ativação da tirosina cinase e autofosforilação nos resíduos de 

tirosina das caudas citoplasmáticas das subunidades β, o que aumenta ainda mais a 

atividade cinase do IR (VIRKAMÄKI; UEKI; KAHN; 1999). Em seguida ocorre 

fosforilação de substratos do receptor de insulina (IRS) com consequente ativação da 

subunidade regulatória p85 da enzima fosfatidilinositol-3’-cinase (PI3K). A p85 recruta 

e ativa sua subunidade catalítica p110 próxima à MP, onde ocorre a produção de 18 

fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol-(3,4)-bifosfato 

(PIP2), que, por sua vez, ativa a proteína cinase dependente de fosfoinositídeo 
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(PDK1) e a Akt (também chamada PKB). A PDK-1 juntamente com a complexo 

protéico mTORC2 ativam completamente a Akt, que fosforila e inativa seu substrato 

de 160 KDa (AS160 ou TBC1D4), gerando acúmulo de Rab-GTP e essa cascata de 

sinalização direciona a translocação do GLUT4 para a MP com aumento na absorção 

de glicose (STÖCKLI et al., 2008).  

 

Figura 2 – Captação de glicose por GLUT4 via IRS/PI3K/Akt. 

 

 

Fonte: Salles et al., 2019. 

 

3.7 Parkinsonia aculeata L. 

 

    Diversas espécies vegetais vêm sendo citadas na literatura como adjuvantes no 

tratamento da Diabetes mellitus atuando, tanto no tratamento da doença em si como 

atenuando seus sintomas e possíveis consequências. Inúmeros estudos vêm sendo 

desenvolvidos com o objetivo de comprovar o efeito de espécies vegetais, muitas 

vezes utilizadas apenas com base em dados empíricos. A DM por ser uma doença 

crônica, de tratamento contínuo, é alvo interessante para a busca de novos métodos 

de tratamento com a possibilidade de uso de várias espécies de plantas medicinais 

para o tratamento, contribuindo para triagens etnofarmacológicas e direcionamento 
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de pesquisas que relacionem o potencial de espécies brasileiras para o tratamento 

desta condição patológica (CECÍLIO et al., 2008). 

Parkinsonia aculeata L. é uma espécie vegetal pertencente à família Fabaceae, 

subfamília Caesalpinioideae. As espécies da subfamília Caesalpinioideae são 

arbustos, árvores e raramente ervas, encontrados em regiões tropicais e inclui 56 

gêneros e aproximadamente 650 espécies (SHARMA et al, 2018). Parkinsonia 

aculeata, popularmente conhecida como espinho de Jerusalém, talo verde mexicano 

ou turco, é uma árvore perene, de florescência, nativa da América do Norte e do Sul, 

usada como uma planta ornamental em climas tropicais e subtropicais e tem sido 

utilizada para revegetar regiões desertificadas em toda a região pantrópica (KLINKEN 

et al. 2008). 

Essa espécie varia de tamanho, entre 4 e 10 metros de altura e de 1 a 2 metros 

de altura do fuste (Figura 3). Pode ser arbusto, arvoreta ou árvore com caule castanho 

escuro a esverdeado nos ramos mais altos e com espinhos rígidos. Folhas alternas, 

uni a bijulgadas, com raque muito encurtada. Cada pina é formada por raque 

aplanada, com folíolos pequenos, afastados entre si. Corola com 4 pétalas amarelas, 

iguais, e uma superior, amarela, com manchas vermelhas na base, passando no 

amadurecimento a vermelho alaranjado, estames com anteras de cor castanho. Fruto 

legume ou sublegume, não deiscente, com ápice bem agudo, com constrições entre 

as sementes (FABRICANTE, 2010). 

Extratos orgânicos dos frutos, caule e folhas dessa planta são usados na 

medicina popular para tratar várias doenças. Folhas e flores são usadas para tratar 

reumatismo (DIVYA et al., 2011). Foi relatado também o seu uso como antipirético 

(MRIDHA et al., 2010; GUPTA et al., 2011; MARZOUK et al., 2013), analgésico ou 

anti-inflamatório (HUNDEKARI et al., 2012), atividade hepatoprotetora (SHAH; 

DEVAL, 2011), antimicrobiano e antibacteriana (Kamba e Hassan, 2010; Al-Youssef 

e Hassan, 2015), amebicida (KAMAL; MATHUR, 2007), tripanocida e atividades 

antidiabéticas (LEITE et al., 2007, 2011; HUNDEKARI et al., 2013). O extrato 

hidroalcóolico da Parkinsonia aculeata também possui ação antioxidante 

(MRUTHUNJAYA; HUKKERI, 2008), antiparkinson (PATEL et al., 2014). 

No Brasil, Parkinsonia aculeata é encontrada na região do Xingó, região do 

semiárido Nordestino entre os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco e Sergipe, 

reconhecida pela população local como uma planta antidiabética (ALMEIDA et al., 

2005). De acordo com informações de comunidades locais, tradicionalmente é 
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preparada como infusão das partes aéreas da planta, aproximadamente 15 gramas 

por litro, e consumida durante o dia para tratar complicações relacionadas ao diabetes 

(LEITE et al, 2011). 

Foi relatado que as folhas de Parkinsonia aculeata L. contêm C-glicosilflavonas 

como isoorientina, vitexina e isovitexina (HASSAN et al., 2019; ABDELAZIZ et al., 

2020). Outros constituintes relatados nas folhas são C-glicosídeos, Epi-orientina, C-

glicosídeo de luteolina, Parkinsonin-A (BHATIA et al., 1961). Alguns outros compostos 

fitoquímicos como a leucina-II, vicenina-II, diosmetina 6-C-β-glucósido, apigenina, 

luteolina, kaempferol e crisosseriol do extrato da folha desta planta formam também 

relatados (EI-SAYED et al, 1991). Ali et al., 2005 isolaram uma nova flavanona 

chamada Parkintin do extrato hidrometanolólico das folhas da P. aculeata. 

 

FIGURA 3 – Partes aéreas de Parkinsonia aculeata L. 

 

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/206602701628031070/. Acesso em 20 de 

setembro de 2020. 

 

 

 

 

 

https://br.pinterest.com/pin/206602701628031070/
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Material botânico 

 O material botânico (partes aéreas de Parkinsonia aculeata) foi coletado na 

região de Xingó, (semiárido nordestino entre os estados de Alagoas, Bahia, 

Pernambuco e Sergipe). A espécie vegetal foi devidamente identificada e um 

espécime voucher se encontra depositado (nº 500) no Herbário do Xingó (Canindé do 

São Francisco, Sergipe, região Nordeste, Brasil).  

4.2 Obtenção do extrato hidroetanólico de Parkinsonia aculeata e de sua fração 

polar 

 As partes aéreas da Parkinsonia aculeata foram secas em estufa de circulação 

forçada a 50°C e pulverizadas em moinho de facas. O extrato hidroetanólico de P. 

aculeata (HEPA) foi obtido a partir da maceração das partes aéreas (500 g) do vegetal 

em EtOH:H2O (1:1, v/v) sob agitação mecânica por 48 h a 23 °C e, em seguida, filtrado 

em papel de filtro qualitativo. O material filtrado foi submetido ao processo de extração 

do solvente em evaporador rotativo (TECNAL, modelo TE-211). Em seguida, o 

material foi particionado em funil de separação adicionando acetato de etila (1:1) para 

a obtenção da fração polar. A fração polar obtida foi submetida ao processo de 

evaporação rotativa para remoção de solvente residual, congelada (−20◦C) e 

posteriormente submetida a liofilização (LIOTOP, modelo L-101). O material liofilizado 

foi reidratado em água (100 mL) e subsequentemente submetido à decantação com 

etanol PA (250 mL de etanol para cada 5 g de material) e deixado em repouso por 24 

horas. Na sequência o sobrenadante foi coletado, evaporado, congelado e liofilizado. 

O material obtido foi identificado como fração polar obtida do extrato hidroetanólico de 

P. aculeata (FpHEPA). Para os ensaios in vitro, a FpHEPA foi diluída em água 

deionizada (veículo) no dia do experimento. 

 

4.3 Cultura e diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 

 

 A linhagem celular 3T3-L1 foi adquirida do Banco de Células da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Associação Técnico-Científica Paul Ehrlich. As 

células foram mantidas em cultura conforme descrito na literatura (ZEBISCH, et al. 

2012) em garrafas de cultura estéreis (25 e 75 cm²), com meio de cultura modificado 
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por Dulbecco (DMEM; Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; 

Gibco®), e os antibióticos  penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 100 μg/mL, 

respectivamente; Gibco®), sob uma atmosfera de 5% de gás carbônico (CO2) a uma 

temperatura de 37°C. As células foram mantidas nessas condições até atingirem a 

confluência de aproximadamente 80%.  

 Para o processo de diferenciação, as células permaneceram três dias em meio 

DMEM contendo 10% de SFB, 0.5 mM de 1-metil-3-isobutil-xantina (IBMX), 1 µM de 

dexametasona e 1 µg/mL de insulina (Sigma Aldrich, USA). Após esse período, as 

células foram mantidas por mais sete dias em meio DMEM contendo 10% de SFB e 

10 µg/mL de insulina. As etapas e comprovação da diferenciação celular foram 

observadas microscopicamente e as fotomicrografias foram aquisitadas por uma 

câmera (MOTICAN2000, MOTIC, BR) acoplada a um microscópio invertido (LEICA, 

DM IL, USA). 

 

4.4 Avaliação da citotoxicidade da FpHEPA nos adipócitos 

 

 A análise da viabilidade celular foi baseada na atividade mitocondrial das 

células através da técnica colorimétrica do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil 

brometo de tetrazolina) (MOSMANN, 1983). Os adipócitos em meio de cultura foram 

cultivados em placas de 96 poços (1×103 células/poço) e desafiados com a FpHEPA 

(5, 10, 25, 50, 75 ou 100 µg/mL). Como controle negativo foi adicionado água 

deionizada (10 µL). Após 96 h de incubação, 20 µL do corante MTT (5 mg/mL) foi 

adicionado em cada poço e incubados por 4 h (37 ºC, 5% CO2). Em seguida, o meio 

de cultura foi completamente removido e adicionado 100 µL de dimetilsulfóxido 

(DMSO) para solubilizar os cristais de formazan (sal de coloração azul resultante da 

reação de redução do MTT pela desidrogenase mitocondrial). A densidade óptica da 

solução resultante foi lida no leitor automático de placa (Varioskan Flash, Thermo 

Scientific), no comprimento de onda de 595 nm. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata. Os valores médios de densidade óptica obtidos a partir de 

células expostas a água deionizada foram usados como uma referência de controle 

negativo (100% de viabilidade celular).  
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4.5. Aquisição e análise por citometria de fluxo de necrose e de apoptose nos 

adipócios desafiados com FpHEPA 

 

 A apoptose celular foi quantificada usando o sistema comercial AnnV-FITC; 

enquanto a necrose foi quantificada por Iodeto de Propídio (PI) (Invitrogen). Os 

adipócitos (1,0 × 105 células por poço) foram expostos a FpHEPA (50 ou 100 µg/mL) 

por 96 horas. Após esse período, as células foram tripsinizadas, lavadas três vezes 

com PBS gelado e ressuspendidas em tampão de ligação. Em seguida, foi adicionada 

uma solução de anexina V-FITC (1: 500) e PI (20  μg/mL) para marcar as células antes 

da análise por citometria de fluxo (BD Accuri C6). Para cada amostra, 10.000 eventos 

foram analisados e os resultados foram analisados no software BD Accuri C6. De 

acordo com o fabricante, as células AnnV‐/PI+ apresentam características necróticas 

e as células AnnV+/PI‐ são consideradas no estágio inicial da apoptose. As células 

duplas negativas são consideradas viáveis. 

 

4.6 Análise da exposição dos adipócitos à FpHEPA sobre a adipogênese 

 Para indução da adipogênese, os pré-adipócitos 3T3-L1 foram semeados em 

placas de cultura de seis poços (5×104 células/poço) e mantidos por 48 horas até 

atingir, aproximadamente, 80% de confluência. Em seguida, o meio de cultura foi 

substituído pelo meio de indução a diferenciação (DMEM contendo 10% de FBS, 0,5 

mM de IBMX, 0,25 μM de dexametasona e 10 μg/mL de insulina) e, em seguida foi 

adicionado ao meio a FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 µg/mL). Depois de dois dias, o meio 

indutor foi substituído pelo meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 10 μg/mL 

de insulina, trocado a cada dois dias. Após esse período, as células foram lavadas 

com PBS, fixadas com PFA (paraformaldeído a 10%) e coradas com uma solução 

contendo Sudan III (0,5 g/100 mL de isopropanol) durante 20 minutos. Após remover 

a solução de coloração, o corante retido nas células foi diluído com 100 µL isopropanol 

e a densidade óptica foi medida no comprimento de onda  505 nm (espectrofotômetro 

Epoch™, Biotek). Os valores médios de densidade óptica obtidos a partir de células 

expostas a água deionizada foram usados como uma referência de controle (100% de 

acúmulo de lipídio). 
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4.7 Modelo in vitro de resistência à insulina e avaliação do efeito da  FpHEPA na 

absorção de glicose em adipócitos 

 

 Inicialmente, os adipócitos foram lavados com PBS e incubados durante 12 

horas com DMEM isento de SBF contendo 0,5% de albumina de soro bovino (BSA, 

Sigma). Para indução da resistência insulínica, os adipócitos foram expostos à 

dexametasona (1.0 µmol/L) e insulina (10 µg/mL) por 96 h (SAKODA et al. 2000; 

ANDREWS; WALKER 1999; NELSON et al. 2000; YANG et al. 2003). Em seguida, as 

células cultivadas foram divididas em seis (06) grupos: 1) Controle positivo – cultura 

de adipócitos normais + insulina (ADN+Ins);  2) controle negativo – cultura de 

adipócitos com resistência à insulina + insulina (ADRI+Ins); 3) cultura de adipócitos 

com resistência à insulina + insulina + FpHEPA (25 µg/mL) (ADRI+Ins+25); 4) cultura 

de adipócitos com resistência à insulína + insulina + FpHEPA (50 µg/mL) 

(ADRI+Ins+50); 5) cultura de adipócitos com resistência à insulina + insulina + 

FpHEPA (75 µg/mL) (ADRI+Ins+75) e 6) cultura de adipócitos com resistência à 

insulina + insulina + FpHEPA (100 µg/mL) (ADRI+Ins+100). Em seguida, os 

sobrenadantes do meio de cultura foram coletados e as concentrações de glicose 

determinadas pelo teste enzimático-colorimétrico da glicose oxidase utilizando um 

sistema comercial (Labtest®), seguindo as orientações do fabricante. As leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro (Epoch™, Biotek) no comprimento de onda 505 nm. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. 

 

4.8 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos por média ± desvio padrão da média e, para 

fins estatísticos, sendo considerada a significância mínima de 0,05 (p<0,05). Os dados 

paramétricos foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA) com aplicação de 

pós-teste de Turkey. Os dados foram analisados estatisticamente pelo programa 

Origin (Pro), Version 2016. OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 em adipócitos 

 

 Conforme pode ser observado na figura 4, os pré-adipócitos 3T3-L1 (células 

com morfologia fibroblastoide, em forma de fuso – Fig. 4A e D) foram diferenciados 

em adipócitos (células mais arredondas que acumulam gotas lipídicas no citoplasma 

– Fig. 4B e E). Através do corante Sudan III foi evidenciado a ocorrência de 

diferenciação em mais de 90% dos pré-adipócitos, o que confirma a excelente 

eficiência da metodologia usada (Fig. 4C e F). 

 

Figura 4 – Fotomicrografia da diferenciação dos pré-adipócitos 3T3-L1 em adipócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. (A e D) pré-adipócitos 3T3-L1; (B e E) adipócitos diferenciados 
e (C e F) corados com Sudan III. A, B e C (ampliação de 100×); D, E e F (ampliação de 40×). 
Barra 75 µm. 
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5.2 Citotoxicidade da FpHEPA nos adipócitos 

 

 Após 96h de incubação dos adipócitos em cultura com FpHEPA (5, 10, 25, 50, 

75 ou 100 µg/mL) não foi registrada nenhuma redução na viabilidade dos adipócitos. 

Em contraste, todas as concentrações testadas provocaram um aumento discreto 

(13%±5,6), porém significativo (p<0,05) da viabilidade celular quando comparadas ao 

grupo controle (100% - células incubadas somente com o meio de cultura + água 

deionizada) (Figura 5).  

 

Figura 5 – Percentual da viabilidade dos adipócitos desafiados com FpHEPA (5, 10, 

25, 50, 75 ou 100 µg/mL). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Os dados representam experimentos em triplicada para cada 
concentração testada. 

 

 

 

 

 



34 
 

5.3 Análise de necrose e apoptose dos adipócitos  

  A análise do fluorocitograma (Figura 6), mostra os resultados referentes ao 

efeito da FpHEPA sobre a apoptose e necrose. Conforme podemos observar, os 

adipócitos desafiados com FpHEPA (50 ou 100µg/mL) não apresentaram percentuais 

de morte celular (Fig. 6B e C) ou de necrose consideráveis, quando comparados ao 

controle (Fig. 6A). O percentual de apoptose nos adipócitos controles ou desafiados 

com FpHEPA (50 µg/mL ou 100 µg/mL) foi 0,0%, 0,3% e 0,3%; enquanto o de necrose 

foi 0,0%, 0,7% e 0,1, respectivamente. 

 

Figura 6 – Fluorocitograma dos adipócitos desafiados com FpHEPA (50 ou 100 

µg/mL). 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Eixo Y (população marcada com PI); eixo X (células positivas 
para marcação com Anexina V/FITC). O quadrante inferior esquerda do fluorocitograma 
representa as células sem marcação, enquanto a porção inferior direita representa as células 
em estado de apoptose precoce. A porção superior direita do fluorocitograma mostra as 
células apoptóticas tardias. 
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5.4 Efeito da FpHEPA na diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 em adipócitos 

(Adipogênese)  

 O efeito da FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 µg/mL) sobre a diferenciação dos pré-

adipócitos 3T3-L1 em adipócitos está apresentado na Figura 7. Nenhuma alteração 

foi observada no processo de diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1 desafiados com 

FpHEPA (25 µg/mL). Entretanto, àqueles desafiados com FpHEPA (50, 75 ou 100 

ug/ml) promoveu um aumento significativo (p<0,05) de gotas lipídicas no citoplasma, 

indicando um maior grau de diferenciação celular. O aumento no acúmulo de lipídios 

não foi concentração-dependente. 

 

Figura 7 – Efeito da FpHEPA sobre o acúmulo de gotas lipídicas nos adipócitos. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Os dados são expressos como média ± DP (n = 9). * p <0,05, 
diferença significativa em relação ao grupo controle. 
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5.5 Efeito da FpHEPA na absorção de glicose em adipósitos com resistência à 

insulina  

 Os adipocitos expostos a dexametasona (1 µM) exibiram significante redução 

na absorção de glicose, demonstrando que o modelo in vitro de resistência à insulina 

foi bem sucedido. A tabela 1 registra o consumo de glicose nos adipócitos com 

resistência insulínica. Conforme se pode verificar, os adipócitos expostos a FpHEPA 

(25, 50, 75 ou 100 µg/mL) exibiram significante (p<0,05) aumento no consumo de 

glicose, quando comparados ao grupo com resistência insulínica sem tratamento 

(ADR+Ins). O grupo sem resistência insulínica (ADN+Ins) obteve o maior consumo de 

glicose (13 ± 0.3 mM) e o com resistência insulínica (ADRI+Ins) o menor consumo (2 

± 0.16). Observa-se que os adipócitos expostos a FpHEPA (50 µg/mL) mostrou o 

maior aumento do consumo de glicose (10.4 ± 0.37) em comparação com os 

adipóciotos dos grupos, (ADRI+Ins+25, 75 e 100), mas esse aumento não foi 

concentração-dependente. 

 

Tabela 1 – Efeito da FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 µg/mL) sobre a absorção de glicose 
em adipócitos. 

Glicose (mM) 

Grupos  

ADN+Ins 13±0,3* 

ADRI+Ins 2±0,16 

ADRI+Ins+25 9,44±0,31* 

ADRI+Ins+50 10,4±0,37*# 

ADRI+Ins+75 8±0,27* 

ADRI+Ins+100 7,6±0,25* 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. *p<0,05 em comparação com o grupo ADRI+Ins. #p<0,05 em 
comparação com os grupos ADRI+Ins+25, ADRI+Ins+75 e ADRI+Ins+100. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Na incessante busca pela inovação terapêutica, a bioprospecção de plantas 

medicinais e de seus compostos bioativos é uma estratégia importante na descoberta 

e desenvolvimento de novos medicamentos. A identificação de novas entidades 

químicas (NEQ), candidatas a novos fármacos eficazes, com especificidade de alvo e 

mínimos efeitos colaterais é, sem dúvida, de grande interesse para o 

tratamento/controle de doenças. Nesse contexto, tem havido muito interesse da 

comunidade científica na busca de compostos farmacologicamente ativo, derivados 

de plantas medicinais utilizadas tradicionalmente no controle da síndrome metabólica 

(resistência insulínica, dislipidemias, DM2). 

 Parkinsonia aculeata L. (Caesalpiniaceae) é uma planta utilizada 

empiricamente para controlar as complicações relacionadas ao diabetes e 

dislipidemias (ALMEIDA 2007). Estudo realizado por LEITE et al. (2011), mostrou que 

os extrato hidroetanólico ou metanólico de P. aculeata reduziu os níveis de glicose no 

sangue e na urina, e melhorou os parâmetros bioquímicos e fisiológicos relacionados 

ao metabolismo dos carboidratos, lipídeos e proteínas em animais diabéticos tipo 1 

ou 2. Os resultados anteriormente obtidos em modelos animais (LEITE et al, 2011; 

ARAÚJO et al., 2016a; ARAÚJO et al., 2016b) reforçam as propriedades 

antidiabéticas de P. aculeata. Porém os mecanismos que medeiam suas propriedades 

sobre o consumo de glicose, citotoxicidade e adipogênese ainda não foram 

explorados. Neste estudo, investigamos o efeito in vitro da fração polar obtida do 

extrato hidroetanólico das partes aéreas de P. aculeata (FpHEPA) na citotoxicidade, 

necrose e apoptose, adipogênese e em modelo de resistência insulínica. Para tal, 

fizemos uso de uma linhagem celular bem caracterizada, conhecida como pré-

adipócito 3T3-L1. 

Nossos resultados mostraram que a diferenciação dos pré-adipócitos em 

adipócitos maduros foi bem sucedida, com mais de 90% das células com 

características fenotípicas (presença de gotas lipídicas, forma globular e aumento do 

volume celular) de adipócitos maduros. Essa etapa foi decisiva para os ensaios 

subsequentes (citotoxicidade, necrose e apoptose, adipogênse e absorção de glicose) 

uma vez que pré-adipócitos apresentam pouco GLUT4 na membrana plasmática. 

Após a diferenciação em adipócitos, a quantidade de GLUT4 nessas células aumenta 

devido a translocação dessa proteína para a membrana plasmática após estimulação 
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com insulina (HUANG et al, 2013). Portanto, o modelo celular utilizado no estudo foi 

considerado adequado. 

 Nossos resultados em relação ao potencial citotóxico da FpHEPA (5 µg/mL até 

100 µg/mL) não causaram morte celular. Os ensaios de toxicidade (in vivo e/ou in 

vitro) são essenciais nas fases iniciais de estudos pré-clínicos para a descoberta e 

desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre os testes in vitro para avaliar 

evidências de citotoxicidade, um dos métodos mais utilizados é o teste de viabilidade 

celular MTT (tetrazólio sal [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil-tetrazólio] 

(MOSMANN, 1983). Em função de sua facilidade de execução e rapidez no 

fornecimento de resultados, o ensaio do MTT é bastante útil para orientar ensaios não 

clínicos subsequentes de segurança e eficácia farmacológica. 

A linhagem celular 3T3-L1 tem sido amplamente utilizada em ensaios in vitro 

para verificar a citotoxicidade de extratos vegetais (ZHANG et al., 2019; KWAK; KIM, 

2019; YUN; PARK; KIM, 2019; MENEZES et al., 2020). Atividade citotóxica da fração 

aquosa de P. aculeata já foi investigada contra as linhagens celulares HepG-

2 (carcinoma hepatocelular) e MCF-7 (carcinoma da mama) e não exibiu atividade 

citotóxica contra essas linhagens (HASSAN; ABDELAZIZ; YOUSEF, 2018). Segundo 

o Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos, os extratos vegetais e os 

compostos isolados são citotóxicos com valores inferiores de IC50 de 20 µg/mL e 4 

µg/mL, respectivamente (BOIK, 2001). Considerando e comparando os valores de 

referência do Instituto do Câncer com os nossos resultados, observamos que a 

FpHEPA não apresenta citotoxicidade, frente a adipócitos. O fato de termos utilizado 

a FpHEPA em adipócitos torna esse trabalho inédito, pois é o primeiro estudo a 

mostrar os possíveis efeitos citotóxicos de P. aculeata em uma linhagem não tumoral. 

Neste estudo, a FpHEPA não induziu apoptose nos adipócitos durante o 

período de 96 horas de exposição. Portanto, os resultados da atividade citotóxica com 

o teste de MTT corroboram com a análise da aquisição dos dados por citometria de 

fluxo. A maioria dos fármacos com citotoxicidade alta são capazes de induzir apoptose 

dentro de 3-24 horas (NORDIN et al, 2017). O percentual de apoptose provocado por 

um agente tóxico é um critério importante para definir seu potencial citotóxico. A 

anexina V-FITC é um tipo de corante com alta afinidade para fosfatidilserina (PS) na 

membrana plasmática da célula. Durante o evento de apoptose, a membrana 

plasmática das células torna-se assimétrica e perde sua integridade, resultando na 

translocação do PS para a membrana plasmática externa (NEGATA, 2018). Essa 
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condição pode ser detectada com a anexina V-FITC, que é um tipo de proteínas que 

se liga a fosfolipídios dependentes de cálcio. Como a anexina V é tipicamente usada 

para eventos de apoptose precoce, usá-la em conjunto com iodeto de propídio (PI) é 

recomendado para identificação de apoptose precoce e tardia das células. Células 

mortas são permeáveis ao PI (ABE; MORRELL, 2016). Portanto, a FpHEPA não 

influenciou em nenhum mecanismo molecular para induzir necrose e/ou apoptose nos 

adipócitos. 

 Paralelamente, avaliamos o efeito da FpHEPA na diferenciação de pré-

adipócitos 3T3-L1 em adipócitos (adipogênese). Os resultados obtidos para acúmulo 

de lipídios em adipócitos usando coloração com Sudan III indicaram que a FpHEPA 

não apresenta redução no acúmulo de lipídios nos adipócitos 3T3-L1. Nossos 

resultados demonstraram um pequeno aumento no acúmulo de lipídios das culturas 

tratadas nas concentrações de 50, 75 ou 100 µg/mL da FpHEPA. Sabe-se que o 

Sudan III cora especificamente os triglicerídeos e lipídios neutros. Esta técnica é uma 

ferramenta valiosa para analisar muitas culturas celulares ou amostras nas quais a 

diferenciação adipogênica ou acúmulo de lipídios podem ser quantificados (MELO et 

al, 2017; PARK; KIM, 2020). Segundo SAGBO et al. (2018), quando um agente 

terapêutico não diminiu o acúmulo de lipídios in vitro pode não ser um bom agente na 

redução de perfis lipídicos in vivo. Por outro lado, os efeitos benéficos do extrato 

hidroetanólico de P. aculeata particionado com acetato de etila no peso corporal em 

ratos wistar (FRANCO, 2016), da fração aquosa no perfil lipídico sérico (LEITE et al., 

2007) e no peso do tecido adiposo branco em camundongos C57BL/6J (ARAUJO et 

al., 2016) já foram elucidados. Nossos resultados mostraram que a FpHEPA não 

apresentou efeitos anti-adipogênicos nas células em cultura, pois não diminuiu o 

acúmulo de triglicerídeos em nenhuma das concentrações testadas.  Uma vez que os 

adipócitos 3T3-L1 são altamente sensíveis à insulina, o aumento do acúmulo de 

lipídios na presença da FpHEPA sugere uma atividades semelhantes à insulina nessa 

fração. Resultados semelhantes foram relatados por ALONSO-CASTRO et al. (2008), 

que a partir da concentração de 50 µg/mL do extrato aquoso de Guazuma ulmifolia 

também houve aumento do acúmulo de lipídios em adipócitos 3T3-L1.  

 O presente estudo demostrou que a absorção de glicose reduziu 

significativamente com a dexametasona e a insulina adicionadas ao meio durante o 

período de 96 horas, corroborando que o modelo de resistência à insulina in vitro foi 

bem sucedido, conforme descrito na literatura (ZHANG et al., 2012). Os experimentos 
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realizados com a FpHEPA promoveram o aumento, em todas as concentrações 

testadas, do consumo de glicose das células nos adipócitos com resistência à insulina. 

Observa-se uma concentração dependência entre os valores de 25 e 50 µg/mL, porém 

entre 75 e 100 µg/mL houve diminuição do consumo de glicose quando comparada 

as demais concentrações. Portanto, não se caracteriza uma relação diretamente 

proporcional entre concentração e consumo de glicose. Segundo CARMONA et al. 

(2013) proponentes do uso medicinal de produtos naturais frequentemente afirmam 

que eles são mais eficazes do que os compostos purificados devido às interações 

sinérgicas dos metabólitos secundários em sítios de ligação específicos e não 

específicos. Por outro lado, essa diversidade de substâncias químicas em diferentes 

concentrações pode atuar de forma antagônica, de acordo com CAESAR et al. (2019). 

Semelhantemente ao nosso trabalho, EL-HOURI et al. (2014) também observou que 

em concentrações acima de 70 µg/mL de extratos hidrometanólicos de Rhodiola rosea 

(Crassulaceae) e Thymus vulgaris (Lamiaceae) não exibiu uma relação concentração 

dependente no aumento da absorção de glicose nos adipócitos 3T3-L1. 

    De acordo com os resultados de SHI et al. (2019), os adipócitos acumulam 

lipídios, secretam uma grande variedade de hormônios e citocinas e adquirem 

mecanismo metabólico para facilitar a captação de glicose em resposta à insulina.  

A linhagem de pré-adipócitos 3T3-L1 tem sido amplamente utilizada para 

estudar resistência à insulina (ALONSO-CASTRO et al., 2012; TIAN et al., 2016; 

HASAN et al., 2018), que é uma anormalidade metabólica comum e é uma 

característica fisiopatológica central da DM2, principalmente dos tecidos periféricos, 

particularmente no músculo, tecido adiposo e fígado (KAHN et al., 2014). Utilizamos 

no trabalho a dexametasona para induzir resistência insulínica. Muitos agentes são 

usados para induzir resistência à insulina in vitro em adipócitos 3T3-L1, estes incluem: 

TNFα, IL-1 e IL-6 (ROTTER; NAGAEV; SMITH, 2003; ALONSO-CASTRO et al., 

2012), ácidos graxos livres (EPPS-FUNG et al., 1997; MAZIBUKO-MBEJE et al., 

2020), ZHANG et al., 2013), hormônio do crescimento (TAKANO et al., 2001; KIM; 

PARK, 2017), hipóxia (PRIYANKA et al., 2016), dexametasona (SAKODA et al., 2000). 

Segundo WANG et al., (2009); ZHANG et al., (2019). 

A dexametasona, um glicocorticóide sintético frequentemente prescrito como 

agente anti-inflamatório e imunossupressor, pode induzir resistência à insulina 

(TAPPY et al., 1994; SAKODA et al., 2000). O uso excessivo de dexametasona resulta 

na síndrome de Cushing, caracterizada por obesidade central, resistência à insulina e 
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outras anormalidades metabólicas. Já é bem conhecido que nos adipócitos tratados 

com dexametasona diminui em 30% o nível de expressão da proteína GLUT1, o que 

causa diminuição da captação basal de glicose (SAKODA et al., 2000). Além disso, 

tratamento com dexametasona não altera a quantidade de proteína GLUT4 dos 

adipócitos, mas diminuiu a translocação de GLUT4 estimulada pela insulina para a 

membrana plasmática, o que influencia a diminuição da captação de glicose e diminui 

significativamente a fosforilação da tirosina do substrato do receptor de insulina (IRS-

1). Portanto, podemos sugerir que a FpHEPA melhora a sinalização da insulina em 

adipócitos com resistência insulínica in vitro. 

 Na família Fabaceae foi relatado na literatura atividades antidiabéticas em pelo 

menos 54 espécies vegetais (PERMENDER et al., 2010). Extrato hidrometanólico das 

folhas e sementes de Abrus precatorius L. reduzir os níveis séricos de glicose em 

ratos induzidos à diabetes por estreptozotocina (REDDY et al., 2010). Flavonoides e 

ácidos fenólicos de Cassia auriculata têm atividade anti-hiperglicêmica em ratos 

induzidos à diabetes por aloxana e estreptozotocina (NAMBIRAJAN et al., 2018). 

Algumas outras plantas com atividade antidiabética também têm sido sugeridas para 

aumentar a captação de glicose em adipócitos 3T3-L1. Um polissacarídeo derivado 

de Astragalus membranaceus melhorou a sensibilidade à insulina ao aumentar a 

captação de glicose por meio da ativação da AMPK em adipócitos 3T3-L1 (ZHANG et 

al., 2018). Estudos com extrato aquoso e hidroetanólico de Psoralea corylifolia L. têm 

efeito anti-hiperglicêmico aumentando os níveis de insulina no plasma e diminuindo 

os níveis de glicose no sangue e colesterol total no plasma em ratos diabéticos tipo 2, 

além de aumentar a captação de glicose em adipócitos e mioblastos através da 

translocação do GLUT4 (LEE et al., 2016).  

  Estudos com espécies vegetais pertencentes a outras famílias botânicas 

também utilizaram adipócitos para avaliar atividades antidiabéticas in vitro. Gorelick et 

al. (2011) verificaram que o tratamento com extrato hidroetanólico das partes aéreas 

de Chiliadenus iphionoides (Asteraceae) aumentou a captação de glicose em 

adipócitos e miócitos in vitro a partir da concentração de 50 µg/mL. Extrato semi-

purificado das folhas de Rhinacanthus nasutus L. (Acanthaceae) não apresentou 

citotoxicidade nas concentrações de 5, 10 ou 20 µg/mL e aumentou a captação de 

glicose em adipócitos (SHAH et al., 2018). 
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 Até o momento, não sabemos com precisão qual ou quais metabólitos 

secundários são responsáveis pelos efeitos benéficos da P. aculeata. Contudo, 

estudos fitoquímicos da P. aculeata revelaram a presença de compostos fenólicos, 

antocianinas, flavonoides poli-hidroxilados como: isoorientina, orientina, vitexina, 

hexosídeo de quercetina, para o qual os efeitos hipoglicemiantes podem ser atribuídos 

(LIU et al., 2016; HE et al., 2016; HASSAN et al., 2019; ABDELAZIZ et al., 2020). 

 Os resultados obtidos deste aos ensaios in vitro deste trabalho, associados 

àqueles já existentes utilizando modelos animais (LEITE et al., 2007; LEITE et al., 

2011; ARAUJO et al., 2016a; ARAUJO et al., 2016b), poderão contribuir para um 

melhor entendimento do efeito antidiabético atribuído a P. aculeata. 

 De modo geral, nossos resultados obtidos em modelos in vitro mostraram que 

a FpHEPA aumenta a absorção de glicose em adipócitos resistentes à insulina, sem 

afetar a viabilidade celular nem o processo de adipogênese, sugerindo sua futura 

utilidade no controle de distúrbios metabolitos relacionados à DM2. 
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7 CONCLUSÃO 

 

• A FpHEPA (50, 75 ou 100 µg/ml) induziu um maior grau de diferenciação de pré-

adipócitos em adipócitos (adipogênese); 

• A FpHEPA (50 ou 100 µg/ml) não induziu morte celular por necrose ou apoptose; 

• A FpHEPA (5, 10, 25, 50, 75 ou 100 µg/mL) não apresentou potencial citotóxico 

em nenhuma das concentrações testadas. Entretanto, nessas mesmas concentrações 

provocaram um aumento na viabilidade celular; 

• A FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 µg/mL) reduziu a resistência à insulínica induzida 

por dexamentasona em adipócitos; 

• Nossos resultados sugerem que a FpHEPA tem potencial   de aplicação em 

futuras terapias para o controle de distúrbios metabólicos associados à resistência 

insulínica. 
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7.1 PERSPECTIVAS 

 

• Realizar a prospecção fitoquímica da FpHEPA; 

• Determinar o efeito da FpHEPA e de seus compostos isolados sobre a captação 

de glicose em outras linhagens celulares (hepatócitos, miócitos) e outros modelos de 

resistência insulínica in vitro; 

• Identificar os possíveis alvos moleculares envolvidos no efeito da FpHEPA. 
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