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RESUMO  

 

A obesidade é considerada um problema de saúde pública, principalmente pelo fato desta 
estar associada com diversas patologias como a resistência à insulina (RI). Atualmente, 
diversas estratégias são utilizadas visando à redução de peso corporal, dentre estas se 
destaca o uso de produtos de origem vegetal, incluindo a Ilex paraguariensis, cujo nome 
comum é erva6mate. Muitos trabalhos mostram que os compostos detectados na erva6mate 
possuem diferentes funções biológicas, tais como: ação antioxidante, antiinflamatória, 
imunomodulatória, anticancerígena, modificação do metabolismo de colesterol, entre 
outros. Muito embora diversos estudos destaquem as funções biológicas da erva6mate, 
pouco se sabe sobre sua capacidade de modulação na expressão de genes relacionados à 
obesidade, e seu efeito na via de sinalização da insulina. Deste modo o presente estudo teve 
como objetivo avaliar a ação do extrato aquoso de erva6mate tostado no processo de 
adipogênese e sua ação nos mecanismos de sinalização da insulina. Os dados do presente 
trabalho mostram que a erva6mate na concentração de 1,0g/kg em animais submetidos à 
dieta hiperlipídica aumentou a expressão de diferentes genes responsáveis pela ativação da 
AKT, reduziu a translocação nuclear de NF6kB e FOXO1, reduziu a expressão PEPCK e 
G6Pase ligados ao processo de gliconeogênese no tecido hepático. Os efeitos da erva6mate 
na sinalização da insulina foram ratificados, por análise proteica de IRS61, IRS62 e AKT, 
redução na resistência à insulina observada pelo teste do KITT e redução da glicemia basal. 
O presente trabalho demonstra ainda em cultura celular de 3T36L1 que a erva6mate e alguns 
de seus principais compostos bioativos (ácido clorogênico, rutina e quercetina), possuem 
ação mais expressiva na etapa de diferenciação do adipócito e atuam modulando distintos 
genes relacionados ao processo de diferenciação do adipócitos. O trabalho ainda sugere que 
a erva6mate possa atuar in vitro e ex vivo de maneira mais expressiva na redução da 
adipogênese através da via WNT, visto pelo aumento da expressão de diferentes genes 
relacionados com essa via. O resultado final da ativação desta via é a repressão significativa 
de PPARγ

2
 e C/EBPα, principais fatores de transcrição necessários para que ocorra a etapa 

final do processo de diferenciação dos adipócitos, contribuindo assim para elucidar a 
redução do peso corpóreo e da gordura epididimal observada nos animais submetidos à 
dieta hiperlipídica tratados com erva6mate durante 60 dias, que por sua vez reduz a 
produção de citocinas, em especial o TNF6α, contribuindo parcialmente para a melhora do 
quadro de sinalização a insulina observado após intervenção. 
 

 

Palavras Chave: Erva6mate, Ilex paraguariensis, adipogênese, insulina e obesidade. 
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ABSTRACT  

 
 
Obesity is a problem of public health, mainly because it is associated with many conditions 
such especially insulin resistance (IR). Currently, several strategies have been used in order 
to reduce the total body weight, among these there is a growing evidence supporting the use 
of products of plant origin, including the Ilex paraguariensis, whose common name is 
yerba mate. Various studies have shown that the compounds found in yerba mate has 
several biological functions, such as antioxidant, anti6inflammatory, immunomodulatory, 
anticancer, modification of cholesterol metabolism and others. Although several studies 
highlight the biological functions of yerba mate, there are lack of evidence providing their 
ability to modulate expression of genes related to obesity and its effect on the insulin 
signaling pathway. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of yerba mate in 
gene expression that regulate adipogenesis and insulin signaling pathway. Our data showed 
yerba mate (1,0 g/kg) in animals subjected to high fat diet, increased different gene 
expression responsible for the activation of the AKT, reduction of FOXO1 and NF6kB 
nuclear translocation, reduction gene expression of PEPCK and G6Pase involved in 
gluconeogenesis process in liver. The effects of yerba mate in insulin signaling was 
confirmed by IRS61, IRS62 and AKT protein analysis, reduction in insulin test tolerance by 
KITT and reduction in glucose. Our data also showed in 3T36L1 cell culture that yerba mate 
and some of its major bioactive compounds (chlorogenic acid, rutin and quercetin), act in 
an early stage of adipocyte differentiation and modulate different gene expression that 
regulate adipogenesis. Additionally, yerba mate can act in vitro and ex vivo in WNT 
pathway, seen by the increased expression of different genes in this pathway resulting in a 
significant repression of C/EBPα and PPARγ

2, the most important transcription factors 
essencial for the occurrence of adipocyte differentiation. This findings collaborate to 
elucidate the reduction of body weight and epididymal fat observed in animals subjected to 
high fat diet treated with yerba mate for 60 days, which reduces the production of 
cytokines, particularly TNF6α, contributing partially to the improvement in insulin 
signaling observed after intervention. 
 
 

Key words: Yerba mate, Ilex paraguariensis, adipogenesis, insulin and obesity. 
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1. INTRODUÇÃO 

A obesidade é considerada um crescente problema de saúde pública (Guzik et al., 

2006). Trabalhos relatam que indivíduos obesos apresentam taxas mais elevadas de 

morbidade e mortalidade, assim como uma reduzida qualidade de vida (Kuczmarski et al., 

1994; Freitas et al., 1998; Isomaa et al., 2001).  

Embora os mecanismos moleculares de desenvolvimento da obesidade não estejam 

bem estabelecidos, sabe6se que esta condição está associada a uma inflamação crônica de 

baixo grau na qual o tecido adiposo desempenha um importante papel (Yudkin et al., 1999; 

Bulló et al., 2003). Estudos recentes mostram que o tecido adiposo não é somente um 

reservatório de energia, mas também exerce importantes funções no sistema endócrino, 

metabolismo e na regulação homeostásica (Guzik et al., 2006). 

As células do tecido adiposo, denominadas adipócitos, estocam energia na forma de 

triglicerídeos e podem mobilizar essas reservas para ser utilizada durante períodos de 

privação energética (Large et al., 2004). Além disso, os adipócitos produzem uma 

variedade de moléculas biologicamente ativas conhecidas como adipocinas (Furukawa et 

al., 2004). Alguns estudos mostram que a produção desregulada das adipocinas como o 

inibidor da ativação do plasminogênio61 (PAI61) (Shimomura et al., 1996), fator de necrose 

tumoral alfa (TNF6α) (Hotamisligil et al., 1993; Uysal et al., 1997), interleucina – 6 (IL66) 

(Fried et al., 1998), angiotensina (Hainault et al., 2002), adiponectina (Berg et al., 2002; 

Tsao et al., 2002, Matsuzawa et al., 2004) e leptina (Friedman & Halaas, 1998; Unger, 

2003) estão envolvidas na patogenicidade do risco cardiometabólico (RCM) (Goldfarb, 

2005). Algumas destas adipocinas, além de exercer sua atividade pró6inflamatória também 

poderiam afetar os mecanismos ligados à sinalização da insulina.  
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A insulina desencadeia uma série de respostas biológicas que incluem: estimulação 

da captação da glicose, síntese de glicogênio, ácidos graxos e proteínas, ativação da 

transcrição de genes específicos, modulação do crescimento e diferenciação celular 

(Zecchin et al., 2004). A insulina age em vários tecidos periféricos, incluindo músculo, 

fígado e tecido adiposo. Os efeitos biológicos da insulina iniciam6se após a ativação do seu 

receptor, o que resulta na fosforilação em tirosina de vários substratos protéicos 

intracelulares incluindo os substratos receptores de insulina 1 e 2 (IRS61 e IRS62) (Kahn et 

al., 1993; Van Obberghen 1994). Estes substratos quando fosforilados em tirosina ativam a 

proteína quinase B (PKB/AKT), cuja interação parece ser essencial para a transdução do 

sinal da insulina (Shepherd et al., 1995), para processos de translocação do transportador de 

glicose (GLUT64), captação de glicose estimulada pela insulina, ativação da glicogênio 

sintetase e para a inibição da lipólise estimulada pela insulina (White, 1998; Czech & 

Corvera, 1999). Diversos trabalhos mostram que a ativação dos substratos intermediários da 

via de sinalização do TNF6α, como c#jun N6terminal Kinase (JNK), pode interferir na 

funcionalidade do IRS61 e IRS62. Uma vez fosforilados em serina pela JNK, a possibilidade 

de serem fosforilados em tirosina pelo receptor de insulina fica comprometo, resultando em 

defeitos na sinalização da insulina que consequentemente leva à resistência à insulina (RI) 

afetando desta forma o transporte de glicose.  Outra via pró6inflamatória que pode levar à 

fosforilação em serina de substratos do receptor de insulina é a via IκK/IκB/NF6κB, via esta 

que também pode ser ativada pelo TNF6α (Rotter et al., 2003; Csehi et al., 2005; Zhang et 

al., 2008). 

Estudos mostram que fatores de transcrição incluindo o receptor ativado por 

proliferadores peroxissomas (PPAR), proteína ligadora do elemento regulado por esteróis 

(SREBP), proteínas ligantes ao amplificador CCAAT (CCAAT/ enhancer binding protein – 
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C/EBPs) e os forkheads membros da classe O (FOXO) desempenham papel “chave” na 

cascata transcricional que ocorre durante o processo de adipogênese e no mecanismo de 

ação da insulina (Hamm et al., 2001; Eberlé et al., 2004; Manolagas & Almeida, 2007; 

Sarruf et al., 2008). 

Diante do que foi exposto fica claro que vários fatores estão intimamente ligados à 

obesidade e que esta não é uma condição singular, e sim um grupo heterogêneo de 

condições com múltiplas causas que, em última análise, refletem no fenótipo obeso (Jebb, 

1999). O balanço energético positivo, que ocorre quando o valor calórico ingerido é 

superior ao gasto, é um fator importante para o desenvolvimento da obesidade, promovendo 

aumento nos estoques de energia e peso corporal (Pereira et al.,1999a). A tendência secular 

no aumento da obesidade parece ocorrer paralelamente à redução na prática de atividade 

física e aumento no sedentarismo (Martinez, 2000). Além disso, uma redução natural no 

gasto energético é observada com a modernização. Deste modo, o sedentarismo e os hábitos 

nutricionais parecem representar o principal fator de risco no desenvolvimento da 

obesidade mundial (Pereira et al., 1999b).   

Atualmente, diversas estratégias são utilizadas visando à redução de peso corporal, 

como o uso de suplementos alimentares naturais contendo extratos de: Ephedra sinica, 

Paullinia cupana, Plantago psyllium, Cecropia obtusifolia, Camellia sinesis e Ilex 

paraguariensis (Andersen & Fogh, 2001; Pittler et al.,2005; Nicasio et al., 2005; Fallon et 

al., 2008). 

Dentre estes produtos de origem vegetal, destaca6se a Ilex paraguariensis, cujo 

nome comum é erva6mate. Esta é amplamente consumida no sul do Brasil sob a forma de 

chimarrão, na região centro6oeste na forma de tererê e no restante do país como chás ou 

infusões. Diversos trabalhos mostram que os compostos detectados na erva6mate possuem 
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uma série de funções biológicas, tais como: ação antioxidante, antiinflamatória, 

imunomodulatória, anticancerígena, modificação do metabolismo de glicose, redução do 

risco cardiovascular, modificação do metabolismo do colesterol, redução do peso corpóreo 

e reversão do quadro de resistência à insulina (Gugliucci & Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; 

Campos et al., 1996; Schinella et al., 2000; Filip et al., 2001; Nardini et al., 2002; Bracesco 

et al., 2003; Chandra & Mejia, 2004; Miranda et al., 2008, Arçari et al., 2009; Arçari et al., 

2011). Os principais compostos bioativos presentes na erva6mate são os compostos 

fenólicos, as saponinas e as metilxantinas.  Nesta última classe de compostos podemos citar 

a cafeína, a teobromina e a teofilina (Gugliucci & Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; Campos et 

al., 1996).  Dentre a classe de saponinas encontram6se tripenóides como as gliconas, os 

ácidos ursólico e oleanólico (Schinella et al., 2000). Entre os compostos fenólicos destaca6

se o elevado conteúdo de derivados cafeoilquínicos, como o ácido clorogênico (ACGs) e 

seus isômeros. Além do ácido clorogênico, os flavonóides rutina, quercetina, diglicosídeo 

de luteolina, taninos e a cafeoilglicose também estão presentes no extrato aquoso de Ilex 

paraguariensis (Filip et al., 2001; Bracesco et al., 2003; Chandra & Mejia, 2004). 

 Muito embora diversos estudos destaquem as funções biológicas da erva6mate, 

pouco se sabe sobre a sua capacidade de modulação dos fatores de transcrição que regulam 

a expressão de genes ligados à obesidade e seu efeito na via de sinalização da insulina. Em 

um estudo recente do nosso grupo observamos efeitos benéficos do uso de erva6mate no 

combate a obesidade induzida por dieta em camundongos (Arçari et al., 2009). Nossos 

dados indicam que o uso de erva6mate por 60 dias foi capaz de melhorar o quadro de 

algumas condições associadas à obesidade como dislipidemia, redução de peso, resistência 

à insulina e ainda modificar a expressão de diversos genes ligados à obesidade como: TNF6
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α, IL66, PAI61, leptina, angiotensina, adiponectina e PPAR6γ no tecido adiposo (Arçari et 

al., 2009).  

Considerando que a obesidade é um problema emergente de saúde pública e tendo 

em vista os resultados descritos na literatura bem como os obtidos por nosso grupo (Martins 

et al., 2008; Miranda et al., 2008; Arçari et al., 2009; Arçari et al., 2011), acredita6se que a 

ingestão de erva6mate poderia atuar nos fatores de transcrição, modulando a sinalização 

celular e alterando a expressão de genes e proteínas envolvidos na obesidade assim como 

influenciar a via de sinalização da insulina no tecido hepático.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1. Obesidade – Epidemia Mundial 

O rápido e recente aumento na prevalência da obesidade nos últimos 30 anos, tem 

levantado importantes questões sobre sua gênese e etiologia. As mudanças seculares 

ocorridas na obesidade é uma clara consequência das mudanças do meio ambiente humano 

(Ulijaszek, 2005). 

A obesidade é uma doença crônica complexa, caracterizada por excesso de gordura 

corporal. É um dos principais problemas de saúde pública no mundo e afeta não apenas 

nações industrializadas, mas também países em desenvolvimento, tornando6se fator de risco 

para doenças cardíacas e diabetes (Oblesby et al., 2006). Apesar da atual consciência 

pública sobre as consequências da obesidade, sua incidência continua a aumentar, e está 

distribuído em quase todas as etinias e em ambos os sexos, afetando principalmente a 

população de 25 a 44 anos (Blumenkrantz, 1997). O excesso de peso atinge cerca de 1/3 da 

população adulta e apresenta uma tendência cada vez mais crescente nas últimas décadas 

(Oblesby et al., 2006).  

O indicador mais utilizado para avaliação do estado nutricional dos indivíduos 

adultos é o Índice de Massa Corporal (IMC), desenvolvido no século XIX por Quetelet, e 

calculado pela divisão do peso (em kg) pelo quadrado da altura (em metros). Embora o 

IMC seja considerado um indicador pouco preciso da gordura corporal, por não levar em 

conta a composição corpórea (massa gorda e massa livre de gordura), a facilidade do seu 

cálculo e sua comprovada associação com diferentes causas de mortalidade tem justificado 

sua utilização como indicador de estado nutricional de adultos em estudos epidemiológicos 

(Anjos, 1992). 
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Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), nos Estados Unidos, 

67% da população esta com excesso de peso (IMC ≥ 25kg/m2) e 32,3% dos americanos são 

considerados obesos (IMC ≥ 30kg/m2). Na Europa, alguns países possuem 25% de obesos 

(WHO, 2008). No Brasil, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

em conjunto com o Ministério da Saúde demonstram que no ano de 2008, 49% da 

população adulta encontra6se com excesso de peso e 14,7% estava obesa (IBGE, 2010). 

O mundo ocidental tem experimentado um crescimento expressivo na prevalência 

da obesidade, em consequência do desequilíbrio energético decorrente do aumento na 

ingestão calórica somado à inatividade física e ao declínio concomitante do gasto 

energético. Algumas alterações coexistem comumente em indivíduos obesos como, por 

exemplo, hiperglicemia, hiperlipidemia e hipertensão arterial sistêmica (Kaplan, 1989). A 

adiposidade leva ao desenvolvimento simultâneo dessas alterações funcionais que, 

coletivamente, compõem a chamada síndrome metabólica (SM) ou risco cardiometabólico 

(RCM). 

 

2.2. Síndrome Metabólica 

Em 1988 foi introduzido o conceito de síndrome X – posteriormente denominada 

“Síndrome Metabólica (SM)” para descrever um conjunto de anormalidades metabólicas e 

hemodinâmicas, frequentemente presentes no indivíduo obeso (Reaven, 1994). Diferentes 

definições para SM foram sugeridas e até o presente momento não existe uma definição 

universal. A Organização Mundial de Saúde (OMS), o National Cholesterol Education 

Program # Adult Treatment Panel III (NCEP6ATPIII) e o International Diabetes 

Federation (IDF) buscaram desenvolver critérios diagnósticos para SM, sendo estes 

preconizados para utilização em adultos.  
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A Tabela 1 apresenta as diferentes definições propostas para se estabelecer a SM, 

observa6se que, para o critério da OMS, faz6se necessária a resistência à insulina associada 

a mais dois outros fatores. O NCEP6 ATPIII preconiza a presença de três dos componentes, 

sem priorizar nenhum deles em especial. Já para o IDF, torna6se obrigatória a medida da 

circunferência abdominal alterada, além de mais dois outros fatores. (Steemburgo et al., 

2007). 

 
Tabela 1 6 Definições da síndrome metabólica de acordo com as diferentes organizações. 

 OMS, 1998 NCEP'AT P III , 2001 IDF, 2006 

Diagnóstico de SM 
confirmado por 

Resistência à insulina e 
presença de mais 2 

componentes 
 

3 dos 5 componentes 
Circunferência abdominal 

alterada e mais 2 
componentes 

Componentes 

Resistencia à 
insulina 

TDG, GJA, DM tipo 2 ou 
sensibilidade à insulina 

diminuída 
* * 

Composicao 
corporal 

Razao cintura6quadril: 
Homens > 0,90 cm 
Mulheres > 0,85 cm 
e/ou IMC > 30 kg/m2 

Circunferencia 
abdominal: 

Homens ≥ 102 cm 
Mulheres ≥ 88 cm 

Circunferencia 
abdominal: 

Homens ≥ 94 cm 
Mulheres ≥ 80 cm 

Lipídeos séricos 
(mg/dL) 

Triglicerídeos ≥ 150 
e/ou Homens HDL < 35 

Mulheres HDL < 39 

Triglicerídeos ≥ 150 
e/ou Homens HDL < 40 

Mulheres HDL < 50 

Triglicerídeos ≥ 150 
e/ou Homens HDL < 40 
Mulheres HDL < 50 ou 
uso de hipolipemiantes 

Pressao Arterial 
(mmHg) 

≥ 140/90 
≥ 130/85 ou  

uso de anti6hipertensivos 
≥ 130/85 ou 

 uso de anti6hipertensivos 
Glicose serica 

(mg/dL) 
TDG, GJA ou DM tipo 2 > 110 (incluindo DM) > 100 (incluindo DM) 

Outros 
Microalbuminuria 

Excrecao urinaria de 
albumina ≥ 20 jg/min 

* * 

OMS: Organização Mundial da Saúde, NCEP6ATP III : National Cholesterol Education Program – Adult 

Treatment Panel III, IDF: International Diabetes Federation, TDG : Tolerância diminuída à glicose, GJA: 
Glicemia de jejum alterada, DM: Diabetes mellitus.                            

           (Modificado de Steemburgo et al., 2007) 
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A SM representa uma situação clínica caracterizada por um agrupamento de fatores 

de risco para doença cardiovascular (Isomaa et al., 2001), entre eles, a hipertensão arterial, 

a dislipidemia, a obesidade visceral e as manifestações de disfunção endotelial (Mcneill et 

al., 2005). Devido a este fato e por diferentes critérios adotados para sua definição, muitos 

autores nos dias atuais preferem chamar a SM de risco metabólico ou de risco 

cardiometabólico (RCM) (Goldfarb, 2005). 

A prevalência do RCM é estimado entre 20 a 25% da população mundial, com 

comportamento crescente nas últimas décadas (Dunstan et al., 2002). Esta prevalência é 

ainda maior entre homens e mulheres mais velhos, chegando a 42% entre indivíduos com 

idade superior a 60 anos (Isomaa et al., 2001). Indivíduos com RCM apresentam risco 2 a 3 

vezes maior de morbidade cardiovascular que indivíduos sadios (Isomaa et al., 2001). 

Considerando que existam cerca de 200 milhões de pacientes diabéticos em todo o mundo e 

que 80% irão falecer devido a doenças cardiovasculares, as pesquisas médicas estão 

voltadas na identificação de possíveis marcadores do RCM que possam auxiliar no combate 

à progressão da atual epidemia (Diabetes atlas, 2003). A anormalidade central associada ao 

risco cardiometabólico parece ser a resistência dos tecidos periféricos à insulina, a qual 

pode ser definida como um estado de resposta biológica subnormal aos níveis circulantes de 

insulina. 

 

2.3. Sinalização da Insulina 

A insulina é um hormônio polipeptídico anabólico produzido pelas células beta do 

pâncreas, cuja síntese é ativada pelo aumento dos níveis circulantes de glicose e 

aminoácidos após as refeições. A insulina age em vários tecidos periféricos, incluindo 

músculo, fígado e tecido adiposo. Seus efeitos metabólicos imediatos incluem: aumento da 
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captação de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo, aumento da síntese de 

proteínas, ácidos graxos e glicogênio, bem como bloqueio da produção hepática de glicose 

(via diminuição da neoglicogênese e glicogenólise), da lipólise e da proteólise. Além disso, 

a insulina tem efeitos tardios na expressão de genes e síntese protéica, assim como na 

proliferação e na diferenciação celulares. Outras funções da insulina incluem o aumento da 

produção de óxido nítrico no endotélio, a prevenção da apoptose ou morte celular e a 

promoção da sobrevida celular (Birnbaum et al., 2001; Cohen, 2006). 

A sinalização intracelular da insulina começa com sua ligação a um receptor 

específico de membrana, uma proteína heterotetramérica com atividade quinase, composta 

por duas subunidades α (alfa) e duas subunidades β (beta), que atua como uma enzima 

alostérica na qual a subunidade α inibe a atividade tirosina quinase da subunidade β. A 

ligação da insulina à subunidade α permite que a subunidade β adquira atividade quinase, 

levando à alteração conformacional e à autofosforilação do receptor nas subunidades β em 

múltiplos resíduos de tirosina (1158, 1162, 1163), o que aumenta ainda mais sua atividade 

quinase (Saad et al., 1992; Elchebly et al., 1999; Yuan et al, 2001). Uma vez ativado, o 

receptor de insulina fosforila vários substratos protéicos em tirosina. Atualmente, dez 

substratos do receptor de insulina já foram identificados, quatro desses pertencem à família 

dos substratos do receptor de insulina (IRS) (Folli et al., 1992).  

Os substratos receptores IRS61 e IRS62 são considerados um dos principais 

reguladores do metabolismo glicídico (White, 2002). As funções fisiológicas do IRS61 e 

IRS62 foram estabelecidas por meio da produção de camundongos sem os genes que 

codificam esses substratos (camundongos “knockout” para IRS61 e IRS62). Alguns estudos 

demonstraram que a inativação de IRS61 e IRS62 provoca a resistência à insulina 

(Whitehead et al., 1998; previs et al., 2000). O camundongo que não expressa IRS61 
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apresenta resistência à insulina e retardo de crescimento, mas não é necessariamente 

hiperglicêmico. Foi sugerido que o IRS62 poderia compensar parcialmente a ausência de 

IRS61, o que explicaria o fenótipo de resistência à insulina sem hiperglicemia do 

camundongo “knockout” para IRS61. O camundongo que não expressa o IRS62 foi gerado 

há alguns anos e apresenta um fenótipo diferente do camundongo sem IRS61: hiperglicemia 

acentuada decorrente de diversas anormalidades na ação da insulina nos tecidos periféricos 

e falência da atividade secretória das células β acompanhada de redução significativa da 

massa de células beta pancreáticas. Em contraste, camundongos “knockout” para IRS63 e 

IRS64 têm crescimento e metabolismo de glicose quase que normais (White, 1997; 

Birnbaum, 2001; Nandi et al., 2004).  

A fosforilação em tirosina das proteínas IRS, em especial IRS61 e IRS62 cria sítios 

de reconhecimento para moléculas contendo domínios com homologia a Src 2 (SH2), 

dentre elas destaca6se a fosfatidilinositol 36quinase (PI3K) classificada em 3 classes 

principais: classe I (subdividida em IA e IB), II e III ( Lietzke et al., 2000; Cantrell, 2001). 

A PI3K classe I consiste de um complexo heterodímero, formado por uma subunidade 

reguladora que se apresenta de diferentes formas e são coletivamente nomeadas de p85 e 

por uma subunidade catalítica denominada p110, podendo esta ser: p1106α (PI3KCA), 

p1106β (PI3KCB), p1106δ (PI3KCD) ou p1106γ (PI3KCG) (Stein & Waterfield, 2000). 

Estudos da análise de função da subunidade regulatória e catalítica utilizando camundongos 

mostram que essas enzimas regulam o metabolismo da glicose e lipídico no tecido hepático, 

sob condições normais de alimentação (Jia et al., 2008; Sopasakis et al., 2010). Um estudo 

avaliando tecido hepático de camundongos knockout para PI3KCA conduzido por 

SOPASAKIS et al. (2010) demonstrou que esses animais apresentam redução da 

sensibilidade a insulina, intolerância à glicose, aumento da gliconeogenese e 
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hiperinsulinemia, além de apresentar uma quase completa perda de atividade da PI3K 

associada ao IRS61, assim como uma redução significativa na ativação da AKT.  

Um trabalho recente realizado por CHATTOPADHYAY et al. (2011) avaliou a 

expressão proteica de PI3KCA e PI3KCB através de westernblot, em fígado de 

camundongos knockout, demonstrando a influência destes para ativação da  AKT quando 

associado a IRS61 e IRS62.  

Estudos mostram que PI3K regula os receptores ligados a proteína G (RLPG), estes 

por sua vez regulam o crescimento, diferenciação e reduzem a apoptose das células β do 

pâncreas (Farilla et al., 2003; Li et al., 2003). Os RLPG ativam diretamente a PI3K da 

classe I6B que possui uma única isoforma a p1106γ (PI3KCG).  A atividade de PI3KCG 

tem sido demonstrada em diferentes modelos experimentais e em células insulino 

responsivas (Bernstein et al., 1998; Trumper et al., 2001). Um estudo conduzido por 

MACDONALD et al. (2004) em camundongos, demonstrou que a ausência de PI3KCG 

provoca uma grave modificação na resposta à insulina observado pelo teste de tolerância à 

insulina (KITT), com aumento da glicemia e diabetes, que podem ser explicadas pela 

redução na resposta celular à insulina. O estudo ainda demonstra que apesar da redução de 

PI3K nas ilhotas pancreáticas, a secreção de insulina nessas células é aumentada ao passo 

que seu conteúdo de insulina é reduzido, sugerindo desta forma que PI3K classe I6A e 

Classe I6B possuem vias distintas de ativação nas ilhotas pancreáticas. Esses achados são de 

grande importância para nosso estudo visto que, a erva6mate apresentou atividade 

modulatória na isoforma PI3KCA pertencente a classe I6A e também na PI3KCG única 

isoforma da classe I6B. 

A ligação dos sítios fosforilados das proteínas IRS ao domínio SH2 da subunidade 

p85 da PI3K ativa o domínio catalítico associado da subunidade p110 (Miron et al, 2001). 
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A enzima catalisa a fosforilação dos fosfoinositídeos na posição 3 do anel de inositol, 

produzindo fosfatidilinositol636fosfato, fosfatidilinositol63,46difosfato (PIP2) e 

fosfatidilinositol63,4,56trifosfato (PIP3) (Cross et al., 1995). Este último produto liga6se aos 

domínios PH (“pleckstrin homology”) de diversas moléculas sinalizadoras, alterando sua 

atividade e localização celular (Cross et al., 1995). A ativação da PI3K resulta em um 

aumento do PIP3, que leva a translocação da AKT para a membrana e uma modificação 

conformacional permitindo desta forma que a quinase dependente de fosfoinositídeos 

(PDK) tipo 1 (PDK61) e a tipo 2 (PDK62) fosforilem resíduos de serina e treonina, ativando 

totalmente a AKT, também conhecida como proteína quinase B (PKB) (AKT/PKB) 

favorecendo assim, a translocação do transportador de glicose (GLUT64), para a membrana 

celular no tecido muscular e adiposo (Chan & Tsichlis, 2001) (Figura 1).  Diferentes 

estudos realizados em camundongos com deficiência hepática específica para PDK61 

mostram a importância desta para a ativação da AKT, visto que estes animais apresentam 

maior acúmulo de lipídeos no fígado e hiperinsulinemia (Nandi et al., 2004; Mora et al., 

2005; Okamoto et al., 2007). 

A AKT ainda possui um domínio PH que interage diretamente com PIP3, 

promovendo, a translocação do GLUT64 bem como sua atividade catalítica (Brady et al., 

1997). Além de fosforilar a AKT, há evidências de que a PDK61 seja capaz de, em resposta 

à insulina, fosforilar isoformas atípicas da PKC envolvidas na síntese proteica e no 

transporte de vesículas de GLUT4 promovendo desta forma a captação de glicose 

(Bandyopadhyay et al., 1997; Kitamura et al., 1998). Atualmente são conhecidas três 

isoformas da AKT em células de mamíferos (AKT61/PKBα, AKT62/PKBβ, e AKT6

3/PKBγ) (Kohn et al., 1996), expressas de maneira distinta ao nível de RNA mensageiro e 

proteico, sendo a AKT62 a principal forma expressa em tecidos com resposta à insulina 
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(Kotani et al., 1998). Além de atuar na sinalização da insulina a via AKT é responsável pela 

fosforilação de vários substratos citosólicos e nucleares que regulam o metabolismo e o 

crescimento celular (Altomare et al, 1995). Estudos de bloqueio da expressão para genes 

AKT tem sido realizados para identificar as funções das distintas isoformas da AKT. 

Recentemente, uma análise utilizando camundongos deficientes para AKT#1 e AKT#2, 

indicou que os animais AKT#1 deficientes apresentam uma redução no crescimento e 

metabolismo normal da glicose, mas os animais AKT#2 deficientes apresentam resistência à 

insulina e diabetes tipo 2, no entanto não foi observado diferenças significativas de peso 

entre os animais (Chen et al., 2001; Cho et al., 2001a; Cho et al., 2001b). Outro estudo 

conduzido por GAROFALO et al. (2003) demonstra que a ausência de AKT#2 provoca 

intolerância à glicose, resistência à insulina, dislipidemia e hiperglicemia em camundongos.  

 

 
 Figura 1: Mecanismo de sinalização da insulina e captação da glicose. (modificado de Kahn, 2001) 

 

2.4. Síntese de Glicogênio  

A insulina inibe a produção e liberação de glicose no fígado através do bloqueio da 
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gliconeogênese e glicogenólise (Figura 2). A insulina estimula o acúmulo de glicogênio 

através do aumento do transporte de glicose no músculo e síntese de glicogênio em fígado e 

músculo, este último efeito é obtido via desfosforilação da glicogênio sintetase. Após 

estímulo pela insulina a AKT fosforila e inativa a enzima glicogenio sintetase quinase 3 

(GSK63), aumentando desta forma a atividade da glicogênio6sintetase (Cross et al., 1995), 

favorecendo assim a síntese de glicogênio (Figura 2). Na gliconeogênese, a insulina inibe 

diretamente a transcrição de genes que codificam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase 

(PEPCK) e glicose 6 fosfatase (G6Pase), principais enzimas controladoras desse processo.  

A PEPCK é uma enzima que fosforila oxaloacetato para formar fosfoenolpiruvato, equanto 

a G6Pase promove a desfosforilação da glicose66 fosfato, permintindo desta forma a 

liberação da glicose recém sintetizada para a corrente sanguínea (Postic et al., 2004). O 

hormônio também aumenta a transcrição de genes de enzimas glicolíticas como a 

glicoquinase e a piruvato quinase favorecendo desta forma a oxidação da glicose e a síntese 

de glicogênio (Pilkis et al., 1992; Sutherland et al., 1996). As vias de sinalização que 

regulam a transcrição desses genes não são totalmente esclarecidas, mas envolvem a AKT e 

fatores de transcrição da família forkhead membros da classe O (FOXO) (Daitoku et al., 

2003; Bastie et al., 2005).  
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Figura 2: Regulação do metabolismo de glicose no tecido hepático.  (modificado de Kahn, 2001) 

 

2.5. Resistência à Insulina 

A resistência à insulina é uma condição, genética ou adquirida, na qual 

concentrações fisiológicas de insulina provocam uma resposta subnormal na captação de 

glicose pelas células de tecidos periféricos, como tecidos adiposo, muscular e hepático. Em 

consequência da menor captação de glicose, torna6se necessária uma maior produção de 

insulina pelo pâncreas para a manutenção dos níveis glicêmicos normais, aumentando6se 

desta forma os níveis circulantes de insulina e, portanto, a situação de resistência à insulina 

se acompanha em muitos casos de hiperinsulinemia.  

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser 

fosforilado em serina, o que atenua a transmissão do sinal pela diminuição da capacidade 

do receptor em se fosforilar em tirosina após estímulo com insulina (Hotamisligil et al., 
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1996). Essas fosforilações inibitórias causam “feedback” negativo na sinalização insulínica 

e podem provocar resistência à insulina (Carvalheira et al., 2003). Estudos recentes indicam 

que a resistência à insulina induzida pela obesidade pode ser decorrente do aumento na 

produção de adipocinas como o fator de necrose tumoral alpha (TNF6α) que inibe a 

fosforilação da tirosina6quinase do IRS, resultando em defeitos na sinalização da insulina 

que consequentemente leva à resistência à insulina (RI) afetando desta forma o transporte 

de glicose (Rotter et al., 2003; Csehi et al., 2005; Zhang et al., 2008). 

 

2.6. Adipocinas 

Embora os mecanismos moleculares de desenvolvimento da obesidade não estejam 

bem estabelecidos, sabe6se que esta condição está associada com uma inflamação crônica 

na qual o tecido adiposo desempenha um importante papel (Yudkin et al., 1999; Bulló et 

al., 2003). Estudos recentes mostram que o tecido adiposo não é somente um reservatório 

de energia, mas que exerce importantes funções no sistema endócrino, metabolismo e na 

regulação homeostásica (Guzik et al., 2006). 

As células do tecido adiposo, denominadas adipócitos, produzem uma variedade de 

moléculas biologicamente ativas conhecidas como adipocinas (Furukawa et al., 2004). A 

produção de adipocinas pelo tecido adiposo desempenha função6chave nas complicações 

cardiometabólicas induzidas pela obesidade. Na obesidade, o tecido adiposo está infiltrado 

por macrófagos ativados, os quais também liberam quantidade excessiva de citocinas pró6

inflamatórias, tais como o PAI61, IL66, MCP61, angiotensina, adiponectina e TNF6α 

(Friedman & Halaas, 1998; Hainault et al., 2002; Berg et al., 2002; Tsao et al., 2002; 

Unger, 2003; Matsuzawa et al., 2004). Esses fatores exercem ações parácrinas, que 

perpetuam a inflamação local no tecido adiposo, e endócrinas, que induzem à resistência à 
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insulina e as disfunções cardiovasculares relacionadas ao risco cardiometabólico. Porém os 

mecanismos que elucidam como o acúmulo de gordura leva à expressão desregulada das 

adipocinas ainda não estão totalmente esclarecidos. 

 Diversos autores reportaram elevados níveis séricos de adipocinas em animais e 

humanos com excesso de adiposidade (Zhang et al., 1994; Samad e Loskutoff, 1996; 

Ahima e Flier, 2000). De modo complementar, a redução da massa de gordura está 

relacionada a uma redução nos níveis destas adipocinas (Dandona et al., 1998; Ziccardi et 

al., 2002). Sabe6se que os adipócitos localizados na região intra6abdominal são mais 

insulino resistentes, produzem maior quantidade de adipocinas, entre elas a IL66 e PAI61 e 

capturam maior proporção de triglicerídeos quando comparados com os adipócitos 

subcutâneos. (Wohlers et al., 2003) Estas adipocinas tem a capacidade de afetar o 

metabolismo glicêmico e lipídico predispondo ao desenvolvimento de um processo 

inflamatório e consequentemente ao desenvolvimento de diabetes e da aterosclerose (Xie et 

al., 2006). 

Uma das teorias propostas para elucidar a relação da gordura visceral com a 

resistência a insulina sugere que o influxo de ácidos graxos liberados pela adiposidade 

intra6abdominal na circulação portal seria responsável pela maior síntese de triacilglicerois 

(TG), aumento da gliconeogênese hepática e consequentemente pela hiperinsulinemia 

compensatória, e posterior RI (Kahn et al., 1993). 

Além disso, pacientes com RCM apresentam acúmulo intramuscular de lipídeos, 

comprometendo a captação de glicose muscular. Em condições inflamatórias, substâncias 

como TNF6α e IL66, são secretadas pelo tecido adiposo, em alto nível, principalmente pelos 

adipócitos intra6abdominais em indivíduos obesos (Xie et al., 2006). Além da ação dessas 

substâncias secretadas pelo adipócito, sobre a sensibilidade a insulina, também é possível 
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observar a influência que exerce sobre os vasos, controle do apetite e dos níveis pressóricos 

aumentando os riscos de desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Portanto, o 

aumento do consumo calórico provoca o armazenamento dos ácidos graxos que 

ultrapassando seus limites não conseguem penetrar nas células adiposas e acabam 

desenvolvendo resistência a insulina, resultando em uma grande quantidade de ácidos 

graxos e níveis elevados de insulina na corrente sanguínea (Han et al., 2003).  

 

2.7. Interleucina '6 (IL'6) 

A Interleucina 66 (IL66) é uma citocina pró6inflamatória, secretada principalmente 

por adipócitos que apresenta efeito pró6trombótico em respostas agudas e na ação 

metabólica de carboidratos e lipídios. Ela aumenta a lipólise, inibe a lípase lipoproteica e 

aumenta a liberação de ácidos graxos livres e glicerol, e redução da expressão do IRS61 e 

GLUT64 no tecido muscular e hepático. Níveis séricos de IL66 estariam associados com a 

circunferência da cintura onde pessoas com obesidade central, teriam mais  chances de 

desenvolver a SM devido ao maior estoque de gordura (Rotter et al., 2003). Mulheres com 

IMC > 28 Kg/m² apresentaram níveis de IL66 quatro vezes maiores do que mulheres com 

IMC inferior, levando a um risco relativo quatro vezes maiores para hiperinsulinemia 

(Miron et al., 2001). 

Além disso, sua expressão aumentada parece estar relacionada à supressão de 

leptina e estimulação da produção de proteína6C reativa (Steensberg et al., 2002). 

Indivíduos com níveis aumentados de proteína6C reativa, também apresentaram valores 

aumentados de IL66, o mesmo acontecendo com indivíduos com doença cardíaca. Isso se 

torna um indicativo de que níveis aumentados de IL66 poderiam predizer morbidade em 
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pessoas saudáveis e mortalidade em pessoas que apresentassem algum evento 

cardiovascular (Steensberg et al., 2002). 

 

2.8. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF'α) 

Semelhante a IL66 o TNF6α, é uma citocina que age diretamente no adipócito, 

promovendo indução de apoptose, inibição da lipogênese (via inibição da expressão da 

lipase lipoprotéica (LLP)), do GLUT64 e da acetil CoA carboxilase, bem como aumento da 

lipólise (Arner, 1995; Montague et al., 1998). O TNF6α é secretado por adipócitos, 

macrófagos, células musculares lisas, esqueléticas e endoteliais. O TNF6α induz apoptose 

de células espumosas, o que determina aumento do conteúdo necrótico e de lipídios 

extracelulares no núcleo da lesão (Hsueh e Law, 2003; Winkler et al., 2003). O TNF6α 

também está envolvido no processo inflamatório da aterogênese, participando da migração 

de monócitos e sua conversão em macrófagos na parede endotelial. Em humanos obesos, há 

forte correlação inversa entre TNF6α e metabolismo de glicose, devido à supressão pelo 

TNF6 α da sinalização da insulina, reduzindo a fosforilação do IRS (1 e 2) e a atividade de 

PI3K, o que resulta em redução de síntese e translocação do GLUT64 para a membrana e 

consequente diminuição na captação de glicose pelas células mediada pela ação da insulina, 

levando a um quadro de hiperinsulinemia e em último estágio a diabetes tipo 2 (Arner, 

1995; Araújo et al., 2007). Dessa forma, alguns autores consideram que a expressão de 

TNF6α no tecido adiposo possa ser o fator causal na patogênese da obesidade ligada a 

resistência a insulina (Araújo et al., 2007).  
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2.9.  Tecido adiposo 

Nos últimos anos, o tecido adiposo deixou de ser considerado apenas um 

reservatório de energia para ser reconhecido como órgão com múltiplas funções e papel 

central na gênese da RI (Mattison & Jesen, 2003).  

O tecido adiposo é o principal reservatório energético do organismo. Os adipócitos são as 

únicas células especializadas no armazenamento de lipídios na forma de triacilglicerois 

(TG) em seu citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua integridade funcional. Essas 

células possuem todas as enzimas e proteínas reguladoras necessárias para sintetizar ácidos 

graxos (lipogênese) e estocar TG em períodos em que a oferta de energia é abundante, e 

para mobilizá6los pela lipólise quando há déficit calórico (Ahima & Flier, 2000). 

Nos mamíferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o marrom 

(TAM). O adipócito branco maduro armazena os TG em uma única e grande gota lipídica 

que ocupa de 85690% do citoplasma e empurra o núcleo e uma fina camada de citosol para 

a periferia da célula. Os adipócitos brancos maduros são células grandes, muitas vezes 

maiores que hemáceas, fibroblastos e células do sistema imune, e podem alterar 

acentuadamente seu tamanho (volume e diâmetro) conforme a quantidade de TAG 

acumulada. A proporção de lipídios no TAB pode ocupar até 85% da massa total do tecido, 

sendo o restante da massa representado por água e proteínas (Pond, 2001). 

O TAM é especializado na produção de calor (termogênese) e, portanto, participa 

ativamente na regulação da temperatura corporal. Os depósitos de TAM estão praticamente 

ausentes em humanos adultos, mas são encontrados em fetos e recém6nascidos. O adipócito 

marrom pode atingir 60 jm de diâmetro, sendo, geralmente, muito menor que o adipócito 

branco que tem um tamanho médio de 90–100 jm. É uma célula caracterizada pela 

presença de várias gotículas lipídicas citoplasmáticas de diferentes tamanhos, citoplasma 
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relativamente abundante e núcleo esférico e ligeiramente excêntrico. Apresenta um grande 

número de mitocôndrias que, por não possuírem o complexo enzimático necessário para a 

síntese de ATP, utilizam a energia liberada pela oxidação de metabólitos, principalmente 

ácidos graxos, para gerar calor (Cannon &, Nedergaard, 2004). Esse processo ocorre 

porque a proteína desacopladora6 1 (UCP61, termogenina), uma proteína da membrana 

mitocondrial interna do adipócito marrom, atua como um canal de próton que descarrega a 

energia gerada pelo acúmulo de prótons no espaço intermembranoso das mitocôndrias 

durante as reações oxidativas do ciclo de Krebs, desviando esses prótons do complexo F1F0 

(ATP sintase) e impedindo a síntese de ATP, permitindo que se dissipe em calor a energia 

estocada na mitocôndria(Cannon &, Nedergaard, 2004). A alta concentração de citocromo 

oxidase dessas mitocôndrias contribui para a coloração mais escurecida das células e do 

tecido (Curi et al., 2002). 

Além dos adipócitos, o tecido adiposo contém uma matriz de tecido conjuntivo 

(fibras colágenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular, nódulos 

linfáticos, células imunes (leucócitos,macrófagos), fibroblastos e pré6adipócitos (células 

adiposas indiferenciadas) (Penicaud et al., 2000). 

O TAB, ao contrário do TAM, apresenta funções mais abrangentes. Por constituir 

depósitos localizados em diversas regiões do organismo envolvendo, ou mesmo se 

infiltrando em, órgãos e estruturas internas, o TAB oferece proteção mecânica contra 

choques e traumatismos externos, permite um adequado deslizamento entre vísceras e 

feixes musculares, sem comprometer a integridade e funcionalidade dos mesmos. Além 

disso, pela distribuição mais abrangente, incluindo derme e tecido subcutâneo, e por ser um 

excelente isolante térmico, tem papel importante na manutenção da temperatura corporal 

(Curi et al., 2002). 
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A elevação da massa adiposa ocorrida na obesidade é determinada pelo aumento do 

tamanho do adipócito (hipertrofia) e/ou do seu número (hiperplasia). Modificações no 

tamanho (diâmetro e volume) de adipócitos maduros ocorrem em resposta à ativação de 

suas ações metabólicas típicas, que são a lipogênese e a lipólise. Entende6se sobre atividade 

lipogênica todos os processos metabólicos que resultam em biossíntese, incorporação e 

armazenamento de TG na gotícula de gordura intracitoplasmática, ao passo que atividade 

lipolítica se refere às ações que resultam na hidrólise do TG armazenado e na liberação de 

ácidos graxos livres (AGL) e glicerol. o desenvolvimento da obesidade resulta não só da 

hipertrofia, mas da hiperplasia das células de gordura. O aumento do tamanho dos 

adipócitos não é um processo ilimitado. Eventualmente, seu crescimento atinge um grau 

máximo, além do qual a sua capacidade de armazenamento de gordura se exaure, e novas 

células são lentamente recrutadas e emergidas desse tecido. Adipócitos muito grandes, além 

do esgotamento da capacidade de estocagem de gordura, tornam6se mais lipolíticos. Isso 

pode desencadear aumento na concentração de ácidos graxos livres no plasma e danificar a 

função de órgãos não adiposos, num processo identificado lipotoxicidade (Defronzo, 2004).  

Por muito tempo, acreditou6se que adultos apresentariam número fixo de adipócitos 

e que mudanças na massa adiposa eram principalmente secundárias a alterações no volume 

de gordura da célula. Estudos recentes demonstram que adipócitos adultos exibem 

renovação notavelmente intensa e constante (Spalding et al., 2008), sabe6se ainda que o 

potencial de gerar novas células persiste durante toda a vida do indivíduo. A hiperplasia do 

tecido adiposo depende da diferenciação dos pré6adipócitos em adipócitos maduros, 

processo esse denominado adipogênese, que é um processo altamente controlado e inclui a 

atuação de diferentes genes. Desta forma fatores de transcrição adipogênicos, incluindo o 
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PPARγ e C/EBPs desempenham um papel6chave na complexa cascata transcricional que 

ocorre durante a adipogênese. (Barish et al., 2006). 

 

2.10.  Fator Nuclear kB (NF'kB) 

Descoberto em 1986, o NF6kB é um fator nuclear (NF) que, uma vez ativado por 

agentes como lipopolissacarídeos, possui a capacidade de ligar6se a uma sequência de 10 

pares de bases na região promotora do gene que codifica a cadeia leve k das moléculas de 

anticorpo das células B (kB). O NF6kB é um heterodímero constituído de duas 

subunidades: p65 (também chamada RelA) e p50.( Baeuerle & Baltimore, 1996) O fator de 

transcrição NF6kB é conservado na evolução e com ação descrita em diversas células que 

compõem os organismos complexos, apresentando uma gama de ação superior a todos os 

fatores de transcrição até então caracterizados. Essa superioridade deve6se aos variados 

estímulos que o ativam, bem como aos inúmeros genes e fenômenos que o NF6kB regula, 

implicados em vários processos celulares, tais como desenvolvimento, plasticidade, morte e 

defesa celular (Siebenlist, 1997). Entre tais genes podemos citar os envolvidos na produção 

de enzimas, como as óxido nítrico sintase e ciclooxigenase62 induzíveis, a enzima de defesa 

antioxidante superóxido dismutase, complexos de histocompatibilidade de classe I e II,  

moléculas de superfície celular, como a molécula 1 de adesão de célula vascular, molécula 

1 de adesão de célula intracelular e ainda a produção de citocinas como IL e o TNF6α 

(O’Neill & Kaltschmidt, 1997). 

Quando não estimulado, o fator NF6kB encontra6se no citoplasma ligado a uma 

proteína inibitória o IkB. Esse complexo impede a translocação do NF6kB para o núcleo. 

Assim, a fosforilação e a degradação do IkB são necessárias para que ocorra a translocação 

do NF6kB (Figura 3).  O IkB, assim como as subunidades que compõe o NF6kB, pertence à 
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família de proteínas Rel. Estudos de biologia molecular clonaram genes que codificam oito 

proteínas da família NF6kB e sete da família IkB até o momento. Os subtipos mais 

estudados de proteínas inibitórias são o IkBα e o IkBβ, sendo o papel do IkBα melhor 

caracterizado. Outras proteínas inibitórias dessa família incluem o IkBe, IkBg e o Bcl63. A 

regulação da ativação do IkBα e do IkBβ é diferente, o que aumenta a complexidade da 

ativação desse fator nuclear. Vários estímulos tais como TNF6α e IL66 elevam à 

fosforilação do IkB, que é fundamental para sua degradação (Libermann and Baltimore, 

1990). A proteína IkB fosforilada recebe a adição de ubiquitina, pela ação da ubiquitina 

ligase, sendo em seguida degradada pelo complexo proteossoma 26S, isso resulta na 

liberação do NF6kB (Figura 3) (O desmembramento do complexo IkB/NF6kB permite o 

transporte do NF6kB para o núcleo, com consequente ligação desse nos genes que 

apresentam a sequência regulatória GGGACTTTCC junto à região promotora, levando a 

um aumento na expressão do gene alvo. A fosforilação do IkB ocorre pela ação de 

proteínas quinase específicas, como o complexo IkB quinase (IKK), que contém duas 

subunidades com propriedades de quinase a IKKα e IKKβ.26 O complexo IKK é capaz de 

discernir entre o IkB complexado e o IkB livre, explicando o fato do IkB poder acumular6 

se nas células onde o IKK permanece ativado, no entanto esse mecanismo ainda não é 

totalmente elucidado (Siebenlist, 1997; Csehi et al., 2005) 

 



 
 

27 
 

 

Figura 3: Mecanismo de ativação e translocação nuclear do NF6kB .  (modificado de Glimore, 2006) 

 

2.11.  Membros da família Forkhead  (FOX) 

A família dos fatores de transcrição Forkhead (FOX) compreendem 17 subfamílias 

e ao menos 41 genes em humanos já foram identificados, além de estarem relacionadas com 

diversas repostas metabólicas (Puigserver et al., 2003; Samuel et al., 2006; Matsumoto et 

al., 2007). As proteínas Forkhead membros da classe O (FOXO), que contém 110 

aminoácidos, são compostas por três alfa6hélices arranjadas em forma eclíptica em torno de 

uma hélice central, rodeada de alças; esta estrutura é referida como “hélice alada” ou 

“cabeça em forquilha”. Por esse motivo, as proteínas desta família são tidas como fatores 

de transcrição “pioneiros”, pois facilitam a ligação de outros fatores transcricionais 

(Matsumoto et al., 2007). FOXO1 é a principal isoforma expressa em tecidos como fígado, 
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adiposo e muscular (Nakae et al., 2001) e está intimamente ligada com a resposta à insulina 

dos tecidos, devido sua associação com a enzima PI3K e com a fosforilação da via AKT 

(Accili & Arden, 2004). Em ausência de insulina, a FOXO1 encontra6se no núcleo celular 

onde participa da transcrição de genes como a G6Pase e PEPCK, que regulam a 

gliconeogênese. Já na presença de insulina e em resposta da ligação desta ao seu receptor, a 

proteína AKT quinase, fosforila a FOXO1 e inativa sua atividade transcricional, deixando6a 

retida no citoplasma (Nakae et al., 2001).  

Um estudo conduzido ZHANG et al. (2006), demonstrou que a expressão crônica de 

FOXO1 no fígado, leva a um aumento da expressão de genes envolvidos na 

gliconeogênese, resultando em uma elevação do nível de glicose e insulina plasmática. 

Outro estudo demonstrou que a redução de FOXO1 tanto em fígado como em tecido 

adiposo branco melhora a tolerância a glicose e a ação periférica da insulina em 

camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica (Samuel et al., 2006). 

Recentemente outro estudo mostrou que a inativação gênica específica de FOXO1 no 

fígado, produz redução dos níveis de glicose, devido a uma redução expressiva na produção 

de glicose endógena (Matsumoto et al., 2007).  

Adicionalmente, este fator de transcrição regula a expressão de apoliproteínas 

específicas como a apoliproteína C6III (ApoC6III), a qual quando secretada pelo fígado, 

possui habilidade de alterar a atividade da lípase lipoprotéica e o metabolismo lipídico nos 

tecidos periféricos incluindo o músculo esquelético e o adiposo (Altomonte et al., 2004; 

Matsumoto et al., 2007).  

A FOXO1 também induz a expressão de proteínas que estão envolvidas no controle 

do ciclo celular, como as proteínas inibidoras de ciclina dependente de quinase (CDKI), tais 

como p130, p27 e p21, e reduz a expressão de ciclinas da fase G1 (D1 e D2) e da fase G2 
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(Burgering & Kops, 2002; Furukawa6Hibi et al., 2005), desta forma alguns estudos 

demonstram que FOXO1 está diretamente relacionado com inibição o processo de 

adipogênese. (Accili and Taylor, 1991; Miki et al., 2001; Tsen g et al., 2004). Outra 

proteína desta família de fatores de transcrição que se destaca é a Forkhead membro da 

classe C(FOXC) em especial FOXC2, estritamente expressa no tecido adiposo branco e 

marrom e está ligada ao processo de adipogênese. Estudos revelam que FOXC2 reduz a 

acumulação do tecido adiposo branco e expande o tecido adiposo marrom. Além disso, 

estudos com cultura celular revelam que FOXC2 é capaz de reduzir o processo de 

adipogênese por inibir a indução de genes alvos do PPARγ (Gronning et al., 2002; Davis et 

al., 2004). 

 

2.12.  Receptor ativado por Proliferador de Peroxissomas (PPAR) 

Os receptores ativados por PPARs pertencem a um subgrupo da superfamília de 

receptores nucleares, do qual três diferentes tipos foram descritos até o momento: PPARα, 

PPARβ e PPARγ. Embora compartilhem propriedades estruturais comuns, apresentam 

funções e distribuição diferentes entre os tecidos. O acoplamento de um ligante ao domínio 

específico do receptor promove a sua dimerização com o receptor do ácido cis6retinoico X 

(RXR) e sua ligação a sequências específicas do DNA localizadas na região promotora de 

genes6alvos conhecidas como elementos responsivos ao PPAR (PPREs). Os vários PPARs 

respondem aos diferentes ligantes com diferentes afinidades pelos PPREs e também 

interagem com os mais diversos cofatores, incluindo coativadores e correpressores. Os 

coativadores podem intensificar a transcrição pelo remodelamento da estrutura da 

cromatina, modificação das caudas das histonas, ou por mudanças na localização do 

nucleossomo (Hebbar & Archer, 2003). Dentre os coativadores destaca6se o PPARy 
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coativador 1α (PGC61α) que pode ser regulado indiretamente pela insulina. Estudos 

mostram que PGC61α, possui a expressão aumentada em órgãos como o cérebro e rim, 

porém sua expressão é baixa no tecido adiposo branco e no tecido hepático. (Puigserver et 

al., 1999) 

O PPARα foi o primeiro a ser clonado. Foi descrito em 1990 como um receptor 

nuclear que se liga a muitos compostos naturais e sintéticos e que induz a proliferação de 

peroxissomas em roedores (Lacquemant et al., 2000). É expresso principalmente no fígado, 

músculo esquelético, coração, rim e em baixos níveis no tecido adiposo. Admite6se que 

essa distribuição tecidual tenha importância na β6oxidação de ácidos graxos (Lacquemant et 

al., 2000). Tem sido mostrado que a ativação do PPARα por agonistas específicos pode ser 

promissora para o tratamento da aterosclerose (Vohl et al., 2000). 

O PPARβ também é expresso em muitos tecidos (Flavell et al., 2000), estudos 

utilizando camundongos knockout revelam que esse fator transcricional está envolvido em 

várias atividades metabólicas, incluindo aumento da termogênese, transporte e oxidação de 

ácidos graxos no músculo esquelético, coração e tecido adiposo e diminuição da captação 

de glicose no fígado (Evans et al., 2001). 

O PPARγ foi primeiramente identificado em Xenopus e depois em camundongo. 

Graves e cols. (2000) isolaram o PPARγ por identificação e clonagem do fator (então 

denominado ARF6) que controlava a função de um promotor lipo6específico do gene aP2. 

Com o reconhecimento de que o sítio de ligação no DNA para esse fator era um elemento 

responsivo a hormônio, eles, então, usaram PCR (reação em cadeia da polimerase) para 

clonar o fator de ligação, que foi reconhecido como sendo o PPARγ. 
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Os genes de PPARγ, tanto humanos como de camundongos, se estendem por mais 

de 100 kb de DNA genômico e originam vários mRNAs, PPARγ1, PPARγ2 e PPARγ3, que 

diferem na porção 5’ como consequência do uso diferencial de promotores e de splicing. 

Ao contrário do PPARγ1, o qual é amplamente expresso nos diferentes tecidos, a expressão 

do PPARγ2 é restrita ao tecido adiposo (Zhou et al., 2002).  

O PPARγ regula muitos processos biológicos, incluindo o metabolismo lipídico, a 

homeostase da glicose, inflamação e aterogênese e a adipogênese. Estudos mostram que o 

PPARγ participa ativamente no controle do processo inflamatório por reduzir a expressão 

de citocinas pró6inflamatórias com o TNF6α via NF6kB (Chen et al., 2006). 

A identificação e a caracterização do PPARγ foram fundamentais para o 

entendimento da fisiologia do tecido adiposo. O PPARγ é reconhecido como o principal 

fator de transcrição na regulação de genes envolvidos na diferenciação de adipócitos, sendo 

que tal regulação envolve uma complexa cascata de sinalização coordenada com outras 

famílias de fatores de transcrição que inclui membros da família do C/EBPs (Spiegelman & 

Flier, 1996). Com base em estudos em cultura de células, um modelo no qual o tratamento 

hormonal de pré6adipócitos induz C/EBP, foi desenvolvido. Neste modelo proteínas ligam6

se diretamente ao PPARγ, ativando6o. PPARγ, sob ação do ligante, induz muitos genes 

alvos envolvidos na lipogênese e adipogênese e que ativa a expressão do C/EBPα. Este se 

liga ao sítio do C/EBP no promotor do PPARγ. Desta forma conclui6se que o PPARγ é 

suficiente e necessário para a diferenciação da célula adiposa. A sua expressão em células 

que não expressam C/EBP6α promove diferenciação normal do adipócito. Por outro lado, 

C/EBP6α não possui a habilidade de promover a adipogênese na ausência do PPARγ 

(Schoonjans  et al., 1996).  
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2.13.  Proteínas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBPs) 

A família dos fatores de transcrição C/EBP também desempenham um importante 

papel na diferenciação do adipócito. Os C/EBPs são membros da família b6zip (domínio 

básico de ligação do DNA), que contém um domínio zipper de leucina necessário para a 

dimerização. As isoformas do C/EBP (α, β e δ) são altamente expressas no adipócito e são 

induzidas durante a adipogênese. O C/EBP6α tem um papel importante na diferenciação de 

pré6adipócitos em adipócitos e atua na conversão de fibroblastos em adipócitos.  Além 

disso, estudos mostram que C/EBP6α atua no processo de gliconeogênese e o no acúmulo 

de glicogênio no tecido hepático, estes achados indicam ainda que C/EBP6α atua 

sinergicamente com FOXO1 e reduz diretamente a expressão de genes como PEPCK e 

G6Pase (Nerlov, 2007). Existem duas diferentes isoformas de C/EBP6α denominadas p30 e 

p42, respectivamente, sendo esta última um transativador mais potente (Gomis et al., 2006). 

O C/EBP6β possui três diferentes isoformas (liver#enriched activating  protein (LAP), 

LAP*, e liver#enriched inhibiting protein (LIP)) e também induz adipogênese, 

possivelmente por estimular a expressão do PPARγ, cujo gene contém sítios C/EBP na sua 

região promotora. Foi demonstrado que o PPARγ é um potente estimulante da cascata de 

diferenciação celular do adipócito e atua sinergisticamente com C/EBP6α para promovê6la 

ou para induzir a diferenciação de fibroblastos em adipócitos (Ross et al., 1999). Além 

desses fatores de transcrição que constituem o centro de transcrição controlador da 

adipogênese, outros fatores de transcrição como o a proteína 1c ligadora do elemento 

regulado por esteróis (SREBP61c) tem mostrado importância na diferenciação do adipócito 

(Nerlov, 2007). 
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2.14.  Proteína ligadora do elemento regulado por esteróis (SREBP) 

As SREBPs ativam transcricionalmente uma cascata de enzimas necessárias para 

processos relacionados ao aumento de genes lipogênicos, síntese de ácidos graxos, acúmulo 

de triacilgliceróis e síntese de fosfolipídeos. Uma vez transclocada para o núcleo as 

SREBPs promovem a expressão de diversos genes ligados a colesterogênese e lipogênese, 

sendo considerado por alguns autores como o maior regulador nesses processos (Amemiya6

Kudo et al., 2002). 

A proteína SREBP foi clonada originalmente do tecido adiposo de rato, é do tipo 

hélice6alça6hélice básico (bHLH), contém uma região que forma um zipper de leucina com 

importante papel na adipogênese, na sensibilidade insulínica e na homeostase dos ácidos 

graxos (Osborne, 2000). A família do SREBP é composta de dois membros: o SREBP61 e o 

SREBP62. Contudo, existem duas isoformas do SREBP61 (SREBP61a e SREBP61c), 

derivadas do splicing alternativo do primeiro éxon dentro do mesmo transcrito primário. As 

SREBPs 61a e 61c são controlados independentemente por regiões regulatórias que parecem 

responder diferentemente a fatores orgânicos e metabólicos específicos. O SREBP61c é 

predominantemente expresso em fígado, tecido adiposo, músculo esquelético e glândula 

adrenal, enquanto o SREBP61a é expresso no baço e intestino. Os Fatores de transcrição 

SREBP desempenham um papel fundamental na homeostase energética através da 

regulação da lipogênese e colesterogenesis (Amemiya6Kudo et al., 2002). 

As SREBPs foram associadas a doenças metabólicas como obesidade, diabetes tipo 

2, dislipidemias e RCM. As SREBPs ativam diretamente a expressão de aproximadamente 

30 genes que se dedicam à síntese e captação de colesterol, ácido graxo, triglicérides e 

fosfolípides, assim como a de NADPH um cofator requerido para a síntese dessas 

moléculas (Tontonoz & Mangelsdorf, 2003). O principal papel do SREBP62 é controlar a 
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biossíntese de colesterol. A SREBP61c aumenta preferencialmente a transcrição de genes 

envolvidos na síntese de ácido graxo, entre eles a acetil CoA carboxilase (ACC), que 

converte a acetil CoA em malonil CoA e a ácido graxo sintetase (FAS), que converte a 

malonil CoA em palmitato. (Chen et al., 2004). O principal sinal metabólico que estimula e 

regula a SREBP61c é a insulina, enquanto o glucagon a reprime (Edwards et al., 2000). A 

insulina, cuja liberação é estimulada por altos níveis de glicose no sangue, induz a produção 

de ácidos graxosno fígado e no tecido adiposo. A maioria dos efeitos lipogênicos da 

insulina são dependentes da expressão de SREBP61c e a subsequente estimulação da via de 

síntese dos ácidos graxos (Desvergne et al., 2006). A expressão de SREBP61c também é 

estimulada pelo LXR (receptor X do fígado), através de dois sítios de ligação presentes no 

promotor da síntese de SREBP61c. O papel primário do LXR é controlar e proteger as 

células contra sobrecargas de colesterol. Assim, a razão pela qual o LXR atua 

paralelamente ao aumento da síntese de ácidos graxos através da regulação transcricional 

de SREBP61c ainda não está clara (Desvergne et al., 2006). Uma hipótese é a de que o 

transporte sanguíneo e armazenamento celular do excesso de colesterol requeiram a 

formação de éster colesteril. Isso aumentaria a demanda para a produção de oleato, que é 

realmente estimulado através da superestimulação da expressão da SREBP61c (Repa et al., 

2000).  In vivo, a quantidade total de SREBP61c em fígado é reduzida pelo jejum, que 

suprime a secreção de insulina, e aumenta com a alimentação (Schultz et al., 2000). 

Muitos indivíduos com obesidade e resistência à insulina apresentam esteatose 

hepática. As evidências indicam que a esteatose hepática da resistência à insulina é causada 

pelo acúmulo de SREBP61c, que está elevada em resposta aos altos níveis circulantes de 

insulina. De maneira semelhante, os níveis de SREBP61c estão elevados no fígado de 

camundongos ob/ob (Elam, 2002). Apesar da presença de resistência à insulina nos tecidos 



 
 

35 
 

periféricos, a insulina continua a ativar a transcrição do SREBP61c no fígado desses 

camundongos. O nível elevado de SREBP61c nuclear aumenta a expressão de genes 

lipogênicos, a síntese de ácido graxo e o acumulo de triglicérides (Scott et al., 2003).  

 

2.15.  Adipogênese 

Os estudos sobre o processo de diferenciação do tecido adiposo, fenômeno 

denominado de adipogênese, têm sido extensivamente realizados em modelos ex vivo, com 

o intuito de desvendar a base molecular e celular do desenvolvimento do tecido adiposo e o 

seu comprometimento em estados fisiológicos e patológicos, de modo a permitir a 

formulação de estratégias terapêuticas e preventivas do excesso de tecido adiposo 

(obesidade) e de sua escassez (lipodistrofias e lipoatrofias). O modelo mais bem 

caracterizado para adipogênese utiliza pré6adipócitos da linhagem celular 3T36L1 (células 

oriundas de embriões de camundongos Swiss extraídas prematuramente). O emprego de 

coquetéis indutores constituídos classicamente por insulina, dexametasona (DEX), 

isobutilmetilxantina (IBMX) e soro bovino fetal (FBS) desencadeiam o processo de 

adipogênese (Ntambi & Young6Cheul, 2000). 

Os adipócitos provêm de células6tronco mesenquimais multipotentes, residentes no 

estroma do tecido adiposo. Essas células multipotentes tornam6se pré6adipócitos quando 

perdem a habilidade de se diferenciar em outras linhagens mesenquimais e tornam6se 

“comprometidas” com a linhagem adipocitária. Essa fase inicial da diferenciação do 

adipócito, ainda pouco caracterizada, é conhecida como determinação ou 

comprometimento. A segunda fase da adipogênese é a diferenciação terminal, onde os pré6

adipócitos adquirem as características de adipócitos maduros, acumulando gotas lipídicas e 

a habilidade de responder a hormônios como a insulina (Ailhaud & Hauner, 2004). 
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A diferenciação dessas células compreende estágios precisamente controlados: 

parada do ciclo celular, expansão clonal e diferenciação (eventos iniciais, intermediários e 

terminais), por meio da ativação de centenas de genes anteriormente silenciosos. A 

exposição de uma placa de pré6adipócitos 3T36L1 confluentes ao coquetel adipogênico 

ativa receptores de glicocorticoides (pela DEX), receptor de IGF61 (pela insulina) e a via de 

sinalização do cAMP (AMP cíclico) (pelo IBMX, um inibidor de fosfodiesterases), o que 

leva à ativação dos eventos iniciais representados pela expressão das proteínas C/EBP6β e 

C/EBP6δ (Ntamb & Young6Cheul, 2000). As células, então, reiniciam o ciclo celular, 

sofrem divisão celular de forma regulada (expansão clonal), saem permanentemente do 

processo de ciclo celular e entram em diferenciação terminal por ativação do PPARγ e 

C/EBP6α, os dois reguladores centrais do processo adipogênico (Farmer, 2006).  

Após a adição do coquetel indutor, ocorre a expressão de c6fos, c6jun e myc, que são 

coletivamente chamados de fatores de transcrição da família de proteínas ativadoras 1 (AP6

1) , que dão início à mitose pós6confluente, importante para que ocorra o desenovelamento 

das hélices de DNA, permitindo o acesso de fatores de transcrição a elementos responsivos 

presentes em genes6alvos envolvidos na modulação do fenótipo do adipócito maduro 

(Spalding et al., 2008).  

Os C/EBP6β e 6δ são os primeiros fatores de transcrição induzidos após a exposição 

das células ao coquetel de diferenciação, de forma que é postulado o fato de estarem 

diretamente envolvidos no processo de diferenciação, em resposta a indutores hormonais. A 

expressão do C/EBP6δ cessa após 48 horas, enquanto que o declínio do C/EBP6β é mais 

gradual por volta do oitavo dia após6diferenciação. C/EBP6β e C/EBP6δ ativam a expressão 

de PPARγ, que é transcricionalmente induzida durante o segundo dia pós6indução da 

diferenciação, sendo máxima por volta do terceiro ou quarto dia (Schopfer et al., 2005). 
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C/EBP6β e C/EBP6δ também induzem a expressão de C/EBP6α, que chega a expressão 

máxima entre o quarto e o quinto dia da diferenciação. Uma vez ativados os reguladores 

centrais da adipogênese, C/EBP6α e PPARγ, estes se autorregulam positivamente para se 

manter expressos, ou seja, realizam um feedback loop positivo induzindo sua própria 

expressão, apesar da redução da expressão de C/EBP6β e 6δ (Figura 5). C/EBP6α e PPARγ, 

induzem a transcrição de muitos de genes6alvos anteriormente silenciosos, incluindo 

enzimas e proteínas envolvidas na geração e na manutenção do fenótipo do adipócito, como 

aquelas envolvidas no transporte de glicose sensível à insulina, lipogênese, lipólise e síntese 

e secreção de adipocinas (Wu et al.,1999). Os dois fatores são críticos e decisivos para os 

estágios finais de diferenciação, e atuam de maneira cooperativa e sinérgica, mas não são 

expressos em altos níveis nos pré6adipócitos e não estão envolvidos no desenvolvimento 

inicial. Alguns estudos apontam a SREBP61c como importante na adipogênese devido a 

produção de ligantes endógenos para o PPARγ, aumentando desta forma a atividade 

transcricional do mesmo, elevando consequentemente a proporção de células submetidas ao 

processo de diferenciação terminal (Tontonoz et al., 1993) (Figura 4).  

Além desses fatores de transcrição adipogênicos, uma série de proteínas do ciclo 

celular estão envolvidas na diferenciação dos adipócitos. Logo após o estímulo indutor, há 

um aumento na expressão de ciclinas dependentes de quinase (CDK) da fase G1 do ciclo 

celular, bem como uma redução de proteínas inibidoras de CDK (CDKI) (p130, p27 e p21). 

Esses eventos são essenciais para que ocorra a progressão da fase G1 para fase de síntese de 

DNA (fase S) do ciclo celular (Morrison e Farmer, 1999; Tang et al., 2003). Estudos 

realizados na presença de indutores de diferenciação como a insulina, mostram que FOXO1 

se transloca do núcleo para o citoplasma, reduzindo desta forma sua ação em proteínas 

CDKI, em especial a p21 favorecendo assim o processo de diferenciação (Nakae et 
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al.,2003). Além disso, estudos mostram que FOXO1 tem a capacidade de se ligar e reprimir 

a atividade do fator de transcrição PPARγ  inibindo desta forma o processo de maturação 

final do adipócito. (Figura 4) 

Figura 4: Processo de adipogênese, com os principais fatores de transcrição envolvidos. 

 

2.16.  Outras vias envolvidas na adipogênese 

Como sabemos os fatores de transcrição induzem a transcrição de muitos genes 

envolvidos na geração e na manutenção do fenótipo do adipócito. Identificar elementos que 

atuam na expressão C/EBP6β e C/EBP6δ assim como nos seus efeitos cooperativos 

específicos, podem nos fornecer informações sobre a fase de diferenciação do pré6

adipócito. Estudos de Klemm e Lane (2004) fornecem evidências convincentes de que a 

proteína de ligação do elemento responsivo a cAMP (CREB), é ativada no início do 
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processo de adipogênese em cultura de células 3T36L1, e participa na indução da expressão 

de C/EBP6β (Zhang et al., 2004b). Esta observação é consistente com estudos anteriores 

mostrando um papel para a sinalização cAMP  no controle da expressão de C/EBP6β (Cao 

et al., 1991) e também  explica a necessidade de indutores de cAMP como o IBMX em 

coquetéis indutores utilizados na adipogênese. Já a expressão de C/EBP6δ é induzida por 

glicocorticoides como DEX e pelo próprio C/EBP6β (Cao et al., 1991). A elevação celular 

da concentração de cAMP tem sido associada com as etapas iniciais do programa de 

diferenciação do pré6adipócito que envolvem a indução de C/EBP e a supressão da via de 

sinalização Wingless type (WNT). (Krishnan et al., 2006). 

 

2.17.  Wingless type (WNT) 

A via WNT secreta diferentes proteínas ricas em cisteína, que podem atuar de 

maneira autócrina e parácrina influenciando no desenvolvimento de diferentes tipos 

celulares. As proteínas WNTs podem inibir a diferenciação do pré6adipócito através de 

mecanismos dependentes ou não de uma unidade do complexo proteico de caderina (β6

catenina). Evidências genéticas apontam que β6catenina é um importante regulador do 

processo de adipogênese (Arango et al., 2005). A sinalização é iniciada pela ligação da 

WNT a duas moléculas receptoras, proteínas frizzled (SFRP) e os receptores de 

lipoproteínas (LRP), estes por sua vez na via dependente de β6catenina inibem a enzima 

glicogênio sintase quinase 3 (GSK63), resultando na hipofosforilação e subsequente 

translocação de β6catenina do citoplasma em direção ao núcleo (Figura 6), onde ela se liga 

a fatores de transcrição T#cell factor/lymphoid#enhancing factor (TCF/LEF), dentre este 

destaca6se TCF7L2 conhecido também como TCF4 que atua reprimindo a expressão de 

C/EBP6α e PPARγ e mantendo a expressão de CDKI p21 e p27, inibindo desta forma o 
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processo de adipogênese (Ross et al., 2000; Ross et al., 2002; Bennett et al., 2002) (Figura 

5).  

Diferentes estudos de coorte tem mostrado relação entre polimorfismos de TCF7L2 

e o desenvolvimento de Diabetes tipo 2 em diferentes populações (Kanazawa et al., 2004; 

Grant et al., 2006). O mecanismo pelo qual modificações em TCF7L2 se relaciona com o 

surgimento de diabetes tipo 2 ainda são desconhecidos. No entanto é proposto que a 

sinalização via WNT através de TCF7L2 ativa glucagon like peptide 1 (GLP61) que atua 

nas células β pancreáticas (Yi et al., 2005). De fato a redução na secreção de insulina é 

observada em indivíduos que apresentam polimorfismos ou deficiência em TCF7L2, 

ratificando desta forma essa hipótese (Saxena et al., 2006).   

 As proteínas WNT1, WNT3a e WNT10b assim como as proteínas receptoras 

frizzled SFRP1 e SFRP5 e os receptores de lipoproteínas LRP5 e LRP6, tem sido 

associadas com a sinalização através da via β6catenina. Já as proteínas WNT5 e WNT11 e 

os receptores SFRP2 e SFRP7 atuam no mecanismo de sinalização independente de β6

catenina (Rosen & MacDougald, 2006). A expressão de WNT10b é alta no pré6 adipócito, 

mas cai rapidamente durante a diferenciação (Ross et al., 2000). Alguns pesquisadores 

mostram que outros fatores de transcrição como as proteínas pertencentes a família GATA 

e a família Kruppel6like factors (KLF) também atuam na expressão C/EBP e/ou PPARγ 

influenciando desta forma no processo da diferenciação final do adipócito (Tong, 2005; Wu 

et al., 2005). 
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Figura 5:  Via de sinalização WNT  com translocação nuclear de β6catenina  

 

2.18. GATA 

A família de fatores de transcrição GATA é conservada evolutivamente e 

desempenham papéis importantes na diferenciação e desenvolvimento de todos os 

organismos eucarióticos (Weiss & Orkin, 1995). Nos vertebrados a família é composta por 

seis membros, definidos como GATA61 à GATA66, que podem ser separados conforme sua 

atuação.  Todas as proteínas GATA contêm um domínio de ligação conservado no DNA, 

composto por dois multifuncionais zinc fingers e uma proteína de interação, além de outros 

elementos cofatores. 

As proteínas de ligação GATA62 e GATA63 são expressas nos pré6adipócitos e 

controlam a diferenciação deste em adipócito maduro. Estudos recentes mostram que a 

expressão de GATA62 e GATA63 suprime a diferenciação dos adipócitos, o mecanismo 

envolve sua direta atuação em C/EBP6α e PPARγ reprimindo a expressão dos mesmos 
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(Tong, 2005).  Além disso, há evidências que GATA62 é fosforilado e bloqueado via 

sinalização PI3K/AKT na presença insulina, demonstrando a similaridade desta via de ação 

com a do FOXO1.(menghenbi, 2005). 

 

2.19. Kruppel
like zinc fingers (KLFs) 

Os fatores de transcrição Kruppel#like zinc finger (KLFs) são conhecidos por atuar 

em diversas vias no desenvolvimento e na diferenciação celular. As proteínas KLF possuem 

três domínios zinc fingers próximo a sua região C terminal (Suske et al., 2005), que se 

relacionam com elementos promotores e acentuadores da transcrição. Embora as proteínas 

KLFs compartilhem domínios similares, suas regiões N6terminal são altamente variáveis, 

exibindo desta forma diferentes funções moleculares, com algumas operando 

principalmente na ativação gênica enquanto outras atuam na repressão da transcrição. 

Recentemente, uma combinação de estudos celulares e experimentos de knockout 

mostraram que diferentes proteínas KLF atuam na adipogênese (Mori et al., 2005). 

Dentre as proteínas KLF a proteína KLF62 é a mais expressa em pré6adipócitos 

caindo sua expressão durante as etapas de diferenciação (Wu et al., 2005). É bem 

caracterizado em modelos utilizando 3T36L1, que KLF62 apresenta6se como um inibidor de 

adipogênese através da inibição de PPARγ. (Banerjee et al., 2003) Já a proteína KLF65 

produz um efeito contrário, ou seja, ela promove a adipogênese. Estudos mostram que ela é 

expressa durante a diferenciação e induz a expressão de PPARγ. (Mori et al., 2005).  A 

KLF64 também está envolvida na promoção do processo de adipogênico, porém esta atua 

nas etapas iniciais da diferenciação promovendo a expressão de C/EBP6β (Birsoy et al., 

2008). A KLF66 promove o processo de adipogênese través da inibição da proteína Delta#

like protein 1 (DLK61). (Li et al., 2005). 
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2.20. Delta like protein 1 (DLK'1) 

A DLK61 também conhecida como fator pré6adipocito 1 (pref61) é altamente 

expressa em pré6adipócitos, mas decai durante o processo de diferenciação e é praticamente 

ausente no adipócito maduro, devido a este quadro muitos a utilizam como marcado para 

pré6adipócitos. (Gustafson & Smith, 2006). A sua expressão é inibida por agentes 

específico do coquetel indutor da diferenciação, como a DEX, que atua promovendo a 

expressão de C/EBP6δ e reprime DLK61 (Pantoja et al., 2008). A DLK61 é sintetizada como 

uma proteína de 385 aminoácidos contendo uma sequencia N terminal, tem ainda como 

característica marcante a presença de seis domínios extracelulares em tandem do fator de 

crescimento epidérmico (EGF), que atuam como sinais para a proliferação e diferenciação 

celular. No entanto a DLK61 não possui conservado os resíduos de aminoácidos necessários 

para a ligação ao receptor EGF. Em vez disso, ela possui características estruturais com 

outra classe de EGF sinalizadora, conhecida como Notch/Delta/Serrate family, que de fato 

estão envolvidas na sinalização celular de DLK61 (Kopan & Ilagan, 2009). 

 

2.21. Balanço energético 

Diante do que foi exposto fica claro que diferentes genes e fatores de transcrição 

estão intimamente ligados ao processo de adipogênese e que a obesidade não é uma 

condição singular, e sim um grupo heterogêneo de condições com múltiplas causas que, em 

última análise, refletem no fenótipo obeso (Jebb, 1999).  

O balanço energético positivo, que ocorre quando o valor calórico ingerido é 

superior ao gasto, é um fator importante para o desenvolvimento da obesidade, promovendo 

aumento nos estoques de energia e peso corporal (Pereira et al.,1999a). A tendência secular 

no aumento da obesidade parece ocorrer paralelamente à redução na prática de atividade 
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física e aumento no sedentarismo (Martinez, 2000). Além disso, uma redução natural no 

gasto energético é observada com a modernização, ocasionando estilo de vida mais 

sedentário com transporte motorizado, equipamentos mecanizados que diminuem o esforço 

físico de homens e mulheres tanto no trabalho como em casa (WHO, 1998). Deste modo, o 

sedentarismo e os hábitos nutricionais parecem representar o principal fator de risco no 

desenvolvimento da obesidade mundial (Pereira et al., 1999b).   

Atualmente, diversas estratégias são utilizadas visando à redução de peso corporal, 

como o uso de suplementos alimentares naturais contendo extratos de: Ephedra sinica, 

Paullinia cupana, Plantago psyllium, Cecropia obtusifolia, Camellia sinesis e Ilex 

paraguariensis (Andersen & Fogh, 2001; Pittler et al.,2005; Nicasio et al., 2005; Fallon et 

al., 2008). 

 

2.22. Ilex paraguariensis (erva'mate) 

A erva6mate (Ilex paraguariensis) é uma planta nativa da América do Sul crescendo 

naturalmente em países como a Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil (Heck & Mejia, 

2007). O consumo de bebidas a base de erva6mate remonta centenas de anos.  

A maior parte da erva6mate produzida na América do Sul destina6se ao consumo na 

forma de chimarrão, no entanto, o mercado para bebidas a base de chá6mate tem crescido a 

cada ano, seja pelos benefícios à saúde que começam a ser veiculados pela mídia seja pelo 

lançamento de novos produtos com maior aceitação pelo público, como as bebidas prontas 

para beber aromatizadas com aroma natural de frutas (maçã, pêssego) (Esmelindro et al., 

2002 e Bastos & Torres, 2003).  A erva6mate também pode ser consumida sob outras 

formas, como o tererê que constitui a bebida obtida pela maceração da erva em água fria ou 

gelada, forma como é ingerida, principalmente na região centro6oeste do Brasil ou ainda 
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sob a forma de chá6mate, sendo essa bebida produzida a partir da infusão da erva6mate que 

sofreu processo de torrefação (Bastos & Torres, 2003). 

O processo de torrefação leva a modificações importantes em produtos de origem 

vegetal devido à degradação térmica progressiva, como a perda de nutrientes, assim como a 

possível diminuição do teor de polifenólicos. Contudo, este efeito pode ser minimizado pela 

formação de produtos antioxidantes da reação de Maillard, tais como as melanoidinas, que 

possuem uma forte atividade antioxidante, atuando como captadores de metais pesados e 

promovendo a decomposição de hidroperóxidos. Essas mudanças refletem6se na atividade 

antioxidante desses produtos (Manzocco et al. 2001; Bastos & Torres 2003).   

A Ilex paraguariensis é utilizada na medicina popular e recomendada por 

herboristas para artrite, dor de cabeça, constipação, reumatismo, hemorróidas, obesidade, 

fadiga, retenção de líquido, hipertensão, digestão lenta e desordens hepáticas. Devido a 

estas propriedades, a erva6mate encontra6se inclusa em importantes farmacopéias como a 

Martingdale e a British Herbal Pharmacopeia. (Anesini et al., 2006).  

 Os principais compostos bioativos presentes na erva6mate são os compostos 

fenólicos, as saponinas e as metilxantinas.  Nesta última classe de compostos podemos citar 

a cafeína, a teobromina e a teofilina (Alikaridis, 1987), componentes de reconhecida ação 

sobre o sistema nervoso central, aos quais é atribuída a ação estimulante do mate. (Figura 6) 

 
Figura 6: Compostos Bioativos presentes na erva6mate.  (Heck & Mejia, 2007) 
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Dentre a classe de saponinas encontram6se tripenóides como as gliconas, os ácidos 

ursólico e oleanólico (Gnoatto et al., 2007), tais substâncias são responsáveis pelo amargor 

e espuma do mate, além de outras propriedades biológicas (Gnoatto et al., 2007). Entre os 

compostos fenólicos destaca6se o elevado conteúdo de derivados cafeoilquínicos, como o 

ácido clorogênico (ACG) e seus isômeros (Figura 7), aos quais se atribui diferentes ações 

do produto (Clifford, 1990; Cardozo6Junior et al., 2007; Bastos et al., 2007). Além do ácido 

clorogênico, os flavonóides rutina, quercetina, diglicosídeo de luteolina, taninos e a 

cafeoilglicose também estão presentes no extrato aquoso de Ilex paraguariensis (Ricco et 

al., 1991; Carini et al., 1998; Filip et al., 2001). 

 
Figura 7: cafeoilquínicos 6  ácido clorogênico (ACG) e seus isômeros. (Heck & Mejia, 2007) 

 

O interesse no potencial uso da erva6mate para a promoção de saúde é relativamente 

recente. Em meados da década de 90 foram publicados os primeiros trabalhos que 

demonstraram a atividade antioxidante in vitro e in vivo de infusões de erva6mate verde e 
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seca (chimarrão) (Gugliucci e Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; Campos et al., 1996). No 

estudo realizado por BASTOS et al. (2007), os extratos de erva6mate verde e tostada 

apresentaram atividade antioxidante in vitro superior à do chá6verde (Camelia sinensis). 

Outras pesquisas demonstraram que a erva6mate apresentava atividade antioxidante 

equivalente ou superior à vitamina C e a vitamina E, substâncias consideradas como padrão 

para essa propriedade (Laranjinha et al., 1994; Vinson e Dabbagh, 1998; Schinella et al., 

2000; Gugliucci & Menini, 2002 e Chandra & Mejia, 2004).  

Um estudo recente do nosso grupo de pesquisa mostra o efeito benéfico do uso de 

erva6mate no combate ao stress oxidativo e oxidação da LDL em humanos (Arçari et al., 

2011). Outros resultados publicados a partir de ensaios com infusões da erva6mate 

demonstraram alguns dos efeitos farmacológicos atribuídos a esta planta: efeito colerético e 

de motilidade intestinal (Gorzalczany et al., 2001); inibição da glicação, reação na qual 

açúcares reagem com proteínas e lipides plasmáticos que se acumulam formando locais 

propícios à formação de radicais livres (Lunceford & Gugliucci, 2005); ação 

hipocolesterolêmica (Stein et al., 2005) efeito vasodilatador e vasorelaxante (Baisch et al., 

1998; Stein et al., 2005); atuação na progressão da aterosclerose (Mosimann et al., 2006). 

Trabalhos sobre as alterações na estrutura e no sistema de reparo do DNA, sugerem que o 

consumo de erva6mate poderia contribuir para prevenção da aterosclerose e câncer (Filip et 

al., 2000; Gugliucci & Menini, 2002; Bracesco et al., 2003; Ramirez6Mares et al., 2004; 

Bastos et al., 2006; Menini et al., 2007). Esses achados são condizentes com um estudo 

realizado por nosso grupo (Miranda et al., 2008) que mostrou uma grande capacidade da 

erva6mate em atuar no sistema de reparo e proteger o DNA contra danos oxidativos. Outro 

estudo do nosso grupo indica que o uso de erva6mate foi capaz de melhorar o quadro de 

algumas condições associadas à obesidade como dislipidemia, redução de peso, resistência 
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à insulina e ainda modificar a expressão de diversas citocinas TNF6α, IL66, PAI61, leptina, 

angiotensina, adiponectina, PPAR6γ e uncoupling protein#1 UCP61) no tecido adiposo 

(Arçari et al., 2009). Diante desses achados fica evidente que a erva6mate possui eficácia 

em diferentes mecanismos relacionados com diferentes patologias, tanto em trabalhos 

realizados in vitro assim como os efetuados in vivo.  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A obesidade é um problema de saúde pública, principalmente pelo fato desta estar 

associada ao desenvolvimento de diversas doenças crônicas o que gera inúmeros gastos ao 

sistema público de saúde. Apesar da complexidade da pesquisa em doenças crônicas, as 

ferramentas de biologia molecular oferecem a melhor expectativa para a compreensão os 

processos moleculares que mantêm a saúde e previnem o desenvolvimento de doenças. 

Estudos recentes mostram que fatores de transcrição desempenham um importante papel na 

cascata transcricional que ocorre durante o processo de adipogênese e no mecanismo de 

ação da insulina. 

A erva6mate é amplamente consumida na América do Sul e diversas pesquisas 

apontam para os benefícios que as bebidas a base de erva6mate propiciam à saúde, por sua 

atividade antioxidante; antiinflamatória; imunomodulatória e anticancerígena. As xantinas, 

cafeína, teobromina, teofilina, saponinas e os compostos fenólicos como ácido cafeico e 

seus derivados, principalmente os ácidos clorogênicos são responsáveis por vários dos 

efeitos citados. Muito embora diversos estudos destaquem as funções biológicas da erva6

mate, pouco se sabe sobre a sua capacidade de modulação dos fatores de transcrição que 

regulam a expressão de genes ligados à adipogênese e seu efeito na via de sinalização da 

insulina. Considerando que a obesidade é um grave problema de saúde pública e tendo em 

vista os resultados descritos na literatura bem como os obtidos por nosso grupo, acredita6se 

que a ingestão de erva6mate poderia atuar nos fatores de transcrição, modulando a 

sinalização celular e alterando expressão de genes e proteínas envolvidos na obesidade 

assim como influenciar a via de sinalização da insulina. 
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Deste modo, torna6se importante avaliar a ação da erva6mate tostada e de alguns dos 

seus constituintes bioativos (ácido clorogênico, quercetina e rutina) na modulação dos 

fatores de transcrição gênica que regulam a expressão de genes relacionados à adipogênese 

assim como avaliar sua influência na via de sinalização da insulina.  
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4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo Geral 

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a ação do extrato aquoso de erva6mate 

tostado no processo de adipogênese e sua ação nos mecanismos de sinalização da insulina. 

 

4.2. Objetivos específicos 

Modelo de obesidade induzido por dieta: 

Avaliar em tecido hepático os efeitos da erva6mate tostada na translocação nuclear 

dos fatores de transcrição NF6kB, FOXO1, PPARγ e C/EBP6α; 

Verificar no tecido hepático os efeitos da erva6mate tostada na modulação da 

expressão proteica de IRS61, IRS62 e AKT (proteína quinase B (PKB)); 

Avaliar a ação da erva6mate tostada na modulação da expressão gênica associada com 

a sinalização da insulina no tecido hepático e na expressão gênica relacionada com o 

processo de adipogênese no tecido adiposo. 

Cultura de Células 3T3#L1:  

Verificar a ação da erva6mate tostada e de alguns de seus constituintes bioativos 

(ácido clorogênico, quercetina e rutina) na diferenciação e maturação dos adipócitos. 

Avaliar a modulação da expressão gênica da erva6mate e dos seus constituintes 

bioativos supra6citados no processo de diferenciação dos adipócitos. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Preparo do extrato aquoso e padrões 

O extrato tostado de erva6mate administrado aos animais foi o liofilizado (Leão Jr. 

Curitiba, Paraná), eluido em água destilada na temperatura ambiente. Trabalhos recentes do 

nosso grupo (Martins et al., 2008; Miranda et al., 2008; Oliveira et al., 2008) indicam 

resultados mais expressivos utilizando6se intervenções com erva6mate na concentração de 

1g de erva6mate por quilo corpóreo, deste modo os experimentos do presente projeto foram 

realizados com a dose de 1,0 g/Kg.  

O extrato usado continha 348,80 + 16,35 mg/g de compostos fenólicos, determinado 

pelo método de Folin6Ciocaulteau. Além disso, determinamos por HPLC os níveis de ácido 

56O6cafeoilquínico (32,25 + 0,50 mg/g), cafeína (5,82 + 0,17 mg/g), ácido cafeico (0,58 + 

0,01 mg/g) e teobromina (3,30 + 0,35 mg/g).(Arçari, 2009). 

Os constituintes bioativos padronizados (ácido clorogênico, quercetina e rutina) utilizados 

neste trabalho foram adquiridos comercialmente através da Sigma Aldrich (St Louis, MO), 

todos os compostos foram eluídos em água destilada.   

 

5.2. EXPERIMENTAÇÃO – MODELO ANIMAL 

 

5.2.1. Animais 

Foram utilizados 45 camundongos Swiss, machos, com peso variando entre 20 e 25 

g e idade média de três meses provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da 

UNICAMP). Todos os animais ficaram alojados no Biotério do Laboratório de Biologia 

Molecular e Imunofarmacologia da UNIFAG/USF e passaram por um período de adaptação 

às condições ambientais durante uma semana. Os animais foram mantidos em um período 
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claro/escuro de 12 horas, temperatura 22°C ±3 e de umidade 55% ± 3, com livre acesso a 

água e ração. Estes foram distribuídos em grupos experimentais de acordo com a dieta e a 

solução ingerida.  

 

5.2.2 Sacrifício dos animais 

Ao final do experimento os animais foram anestesiados com uma mistura 1:1 de 

cetamina 100 mg/mL e xilazina a 2% no volume de 0,1 mL para cada 100 g de peso 

corpóreo e sacrificados para a retirada do tecido hepático e adiposo, para a realização dos 

ensaios abaixo descritos.  

 

 

5.2.3. Modelo de obesidade induzida por dieta 

O modelo experimental que mais se assemelha a grande parte da obesidade humana 

é o modelo de obesidade exógena, onde é oferecido ao animal um maior aporte calórico 

através de uma sobrecarga de carboidratos ou gordura, isoladamente ou em associações. A 

dieta padrão (DP) empregada durante todo o experimento foi AIN693G (Reeves et al., 

1993), enquanto a dieta hiperlipídica (DH) utilizada foi AIN693G modificada (Pauli et al., 

2008) (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Dietas utilizadas no trabalho. 

 Dieta Padrão Dieta Hiperlipídica 

 g.kg61 kcal.kg61 g.kg61 kcal.kg61 

Amido de milho 397.5 1590 115.5 462 

Caseína 200 800 200 800 

Sacarose 100 400 100 400 

Amido dextrinado 132 528 132 528 

Banha de porco 6 6 312 2808 

Óleo de Soja 70 630 40 360 

Celulose 50 6 50 6 

Minerais 35 6 35 6 

Vitaminas 10 6 10 6 

L6Cistina 3 6 3 6 

Colina 2.5 6 2.5 6 

Total 1000 3948 1000 5358 

                      (Pauli et al., 2008) 

 

5.2.4. Desenho do experimento 

Inicialmente os animais foram divididos em dois grupos: um deles alimentados com 

a dieta padrão (DP), e o outro com dieta hiperlipídica (DH) por oito semanas. Depois destas 

oito semanas iniciais os animais do grupo hiperlipídico (DH) foram subdivididos 

aleatoriamente conforme a intervenção escolhida. A intervenção consistiu na administração 

de uma dose diária de erva6mate tostada (1,0 g.kg61) (Grupo III) ou água destilada (grupo II) 

durante 60 dias (Tabela 3). A administração das substâncias foi realizada diariamente com 

auxílio de uma cânula orogástrica durante o período de claro dos animais. Os animais 

alimentados com DP receberam via cânula orogástrica água destilada durante o período de 

intervenção (Grupo I). 
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Tabela 3 – Grupos experimentais. 

Grupos Dieta 

8 Sem       8 Sem 

Intervenção No. animais 

 

Grupo I DP DP Água 15 

Grupo II DH DH Água 15 

Grupo III DH DH Erva6mate (1,0 g.kg61) 15 

 

5.2.5. Ganho de peso, crescimento e consumo alimentar 

Os animais foram pesados semanalmente com auxílio de uma balança digital 

(plenna) durante todo o experimento, para avaliar o ganho de peso e crescimento. No dia do 

sacrifício dos animais, a gordura epididimal foi retirada pesada.  

A ingestão alimentar dos animais foi avaliada a cada dois dias durante toda a etapa 

de intervenção com o chá6mate, através do peso da dieta utilizada.  Para se obter a 

quantidade ingerida por animal era ofertado ao mesmo 50g de dieta (padrão ou 

hiperlipídica) e após dois dias pesava6se novamente a quantidade de ração existente no 

comedouro. Para o cálculo de quantidade ingerida utilizava6se da seguinte fórmula:  

 

50 g – Quant. de dieta existente no comedouro (g) =  Quant. ingerida (g) 

 

5.2.6. Glicemia plasmática e Teste de Tolerância a Insulina (KITT) 

Após 12 horas de jejum, os animais foram anestesiados com uma injeção 

intraperitonial (I.P) de uma mistura 1:1 de cetamina/xilazina conforme descrito 

anteriormente e as amostras sanguíneas foram obtidas da artéria caudal. Após a coleta da 

glicemia basal com auxílio de um glicosímetro, foi administrado insulina (1,5 U/kg) por 

injeção I.P, e coletadas as amostras após 0, 10, 15, 20 e 30 minutos para determinação dos 

níveis séricos de glicose. A constante da curva glicêmica (KITT) foi obtida após as coletas 
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realizadas, utilizando6se a formula 0,693/t1/2. (Bonora et al., 1987), a qual calcula a inclinação 

da curva glicêmica obtida através das mensurações séricas. O procedimento para 

determinação do KITT ocorreu 48 horas antes do dia do sacrifício dos animais. 

 

5.2.7. Sinalização da insulina e Imunoblotting 

A capacidade de sinalização da insulina no tecido hepático foi estudada. Desta 

forma, após jejum, os animais anestesiados receberam através da veia porta hepática 0,2 ml 

de salina contendo ou não 100 �L de insulina e foram extraídas biópsias de tecido hepático 

(coletada após 30s), para análise de proteínas por imunoblotting (fosfoIRS/IRS, 

fosfoAKT/AKT) conforme descrito abaixo. 

Amostras oriundas de fígado foram usadas para obtenção de extratos de proteínas 

totais. Após coleta os tecidos foram imediatamente homogeneizados e solubilizados em 

solução tampão (1% Triton X6100, 100 mM Tris–HCl (pH 7.4), 100 mM sodium 

pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate, 

2.0 mMP MSF e 0.1mg aprotinin/mL) à 4 °C. O material não solubilizado foi removido por 

centrifugação (20 min à 9000 x G) à 4 °C. A concentração proteica foi determinada pelo 

método de Biureto.  

 Os extratos protéicos foram transferidos para tubos contendo tampão de 

Laemmli contendo DTT 100 mM e aquecidas em água fervente por 4 min. para posterior 

aplicação em gel de poliacrilamida (SDS6PAGE) e separação por eletroforese. Após a 

eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e 

bloqueadas durante 2 horas. A membrana de nitrocelulose foi incubada com os anticorpos 

de interesse overnight a 4 ºC antes de serem reveladas com Kits comerciais de 
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quimioluminescência. O extrato de proteínas totais foi usado para avaliar a atividade 

protéica de IRS61, IRS62 e AKT (proteína quinase B (PKB)). 

 

5.2.8. Ensaio de mobilidade eletroforética– EMSA 

Para analisar os efeitos da erva6mate na regulação de transcrição usamos o 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) em extratos de proteínas nucleares oriundas 

do tecido hepático, para tal usamos uma sequência consenso dos fatores de transcrição 

FOXO1, PPARγ, C/EBP6α desenhadas manualmente e do fator de transcrição NF6kB 

obtida comercialmente (Promega 6Madison, WI, USA) descritas na Tabela 4. A marcação 

das sequências consenso foi realizada com o auxílio do Biotin 3’ End DNA Labeling Kit 

(Pierce Protein). Para a realização do EMSA foi utilizado o LightShift Chemiluminescent 

EMSA Kit (Pierce Protein) seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente, 

cada reação continha 10 µg de proteína nuclear, 10 mM Tris, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 

2,5% glicerol, 5 mM Mgcl2 e 2 pmol da sonda marcada de oligonucleotídeo incubado por 

20 minutos em temperatura ambiente. A ligação específica foi confirmada pelo uso em 

excesso (100 6 400 vezes) da sonda não marcada, atuando desta forma como um competidor 

específico na reação.  O complexo proteico foi separado em gel de poliacrilamida a 6%  e 

transferido posteriormente para uma membrana de nylon (Hybond N+, Pierce Protein) que 

foi exposta a luz UV. O gel foi transferido, e a visualização foi feita seguindo de detecção 

por quimioluminescência, conforme o protocolo do fabricante. 

 

 

 

 



 
 

59 
 

Tabela 4 – Sequências consenso utilizadas no EMSA  – Sinalização da insulina. 

Fator de Transcrição Sequência (5’→→→→3’) 

FOXO1 CTCTAGACAAAACAACAAAACAACAAAACAATCTAGAG 

PPARy CTCTAGATTAACCTTTAACCATCTAGAG 

C/EBP6α CTCTAGAGGGAGTTTGGCAAACTCCTCTCTAGAG 

NF6kB AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 

 

5.2.9. Determinação da modulação da expressão gênica –PCR array 

Amostras do tecido hepático foram destinadas à extração de RNA. Para a 

estabilização e proteção do RNA, todas as amostras destinadas a este fim armazenadas em 

RNAlater (Qiagen, Valencia, CA, USA) a 680 ºC até o momento da extração do RNA. Esta 

foi feita usando6se o RNAeasy
®

 tissue kit (Qiagen) seguindo o protocolo do fabricante. 

Após a extração, ~100 �g de RNA foram usados para a síntese do cDNA usando o High 

Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com 

XIN et al. (2004).  

Posteriormente, para avaliar a expressão dos genes relacionados à via de sinalização 

da insulina usou6se o Mouse PI3K#AKT Signaling Pathway RT² Profiler™ (Qiagen), que 

consiste em um set de 84 genes envolvidos na sinalização da via PI3K6AKT, assim como 

membros da família AKT (proteína B quinase) e da família PI3K, assim como seus 

reguladores (Tabela 5).  

Para a realização dos arrays, cDNAs oriundos do tecido hepático de dois animais de 

cada grupo foram usados. A reação de PCR em tempo real foi realizada usando o SYBR® 

qPCR Supermix UDG (Invitrogen, USA) seguindo as especificações do fabricante. As 

amostras foram cicladas no equipamento 7500 Real6Time PCR System e analisadas com o 
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auxílio do RQ Study Software (Applied Biosystems). Os experimentos foram feitos em 

triplicata. A análise dos dados foi feita usando o site 

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php, e normalizado contra a 

expressão do grupo controle (Grupo I). 

 

Tabela 5 – Painel de genes avaliados pelo Mouse PI3K#AKT Signaling Pathway RT² Profiler™ (Qiagen) 

Característica Genes 

Membros da família AKT e 
PI3K  

AKT1, AKT2, AKT3, BTK, GRB10, GRB2, HSPB1, ILK, MTCP1, PDK2, PDPK1, 

PIK3CA, PIK3CG, PIK3R1, PIK3R2, PRKCA, PRKCB, PRKCZ, PTEN, TCL1. 

Via de sinalização IGF'1 
CSNK2A1, ELK1, FOS, GRB2, HRAS1, IGF1, IGF1R, IRS1, JUN, MAP2K1, 

MAPK3, MAPK8, PTPN11, RAF1, RASA1, SHC1, SOS1, SRF. 

Inativação de GSK'3 e 
acumulação de β'catenina 

ADAR, AKT1, APC, CCND1, CD14, CTNNB1, EIF2AK2, GJA1, GSK3B, IRAK1, 

MYD88, NFKB1, PDK1, TIRAP, TLR4, TOLLIP. 

PI3K subunidade p85 e 
migração celular 

CDC42, PAK1, PDGFRA, RAC1, RHOA, WASL. 

Controle do ciclo celular e 
Apoptose 

AKT1, CDKN1B, FASL, FOXO3, GRB2, ILK, ITGB1, MAPK1, MAPK3, PDK1, 

PDK2, PTEN, PTK2, RBL2, SHC1, SOS1. 

Vias anti'apoptoticas AKT1, BAD, GRB2, HRAS1, IGF1R, IRS1, MAP2K1, MAPK1, MAPK3, 

RPS6KA1, SHC1, SOS1, YWHAH. 

Sinalização da via mTOR AKT1, EIF4B, EIF4E, EIF4EBP1, EIF4G1, FKBP1A, MTOR, PDK1, PDK2, 

PTEN, RHEB, RPS6KB1, TSC1, TSC2. 

Regulação de elF4e e p70 
AKT1, EIF4E, EIF4EBP1, EIF4G1, MTOR, IRS1, MAPK1, MAPK14, MAPK14, 

MAPK3, PABPC1, PDK1, PDK2, PRKCA, PTEN, RPS6KB1. 

Outros genes envolvidos na 
via AKT 

CASP9, CHUK, FOXO1, NFKBIA 

 

5.2.10. Validação da expressão por PCR em tempo real 

A validação dos genes que tiveram a expressão significativamente alterada após as 

análises dos arrays foi feita por meio da PCR em tempo real. Os primers utilizados neste 

estudo foram desenhados com o auxílio do site http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm e 

estão dispostos na Tabela 6. A reação de PCR em tempo real foi feita usando o Platinum
®

 

SYBR GREEN
® qPCR Supermix UDG (Invitrogen) seguindo as especificações do 

fabricante. A reação utilizada continha para cada 50 µL: 25 µL de Platinum
®

 SYBR 
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GREEN
®

 qPCR Supermix UDG (Invitrogen), 10 µM de cada primer e 10 µL de cDNA 

(50ng). As reações foram previamente tratadas com UDG por 2 minutos a 50 °C e 

desnaturadas por 2 minutos a 95 °C, seguindo por 45 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 

segundos, anelamento por 15 segundos e extensão a 72 °C por 15 segundos.  

As amostras foram cicladas no equipamento 7500 Real6Time PCR System e 

analisadas com o auxílio do RQ Study Software (Applied Biosystems). Todas as reações 

foram feitas em triplicata e a média do Ct usada para avaliação da expressão gênica. As 

amostras foram normalizadas usando6se o controle constitutivo. A expressão relativa foi 

calculada de acordo com Livak & Schmittgen (2001). 

Tabela 6 – Primers utilizados para a PCR em tempo real – Sinalização da insulina. 

Gene Primer Sequência (5’→→→→3’) 

AKT2 
Sense CGCCTCTTTGAGCTCATTCT 
Antisense TTGGGTCCTTCTTCAGCAGT 

AKT3 
Sense GCTGGCTATTGTGGAGGAAG 
Antisense TCTGCACCGTCAGTACTTGG 

β# ACTINA 
Sense GCTACAGCTTCACCACCACA 
Antisense TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT 

CHUK 
Sense TACTCCCCAAGGTGGAAGTG 
Antisense GGTGCCAAATTTCTTTCTGC 

CTNNB1 
Sense GGTAGGGTGGGAATGGTTTT 
Antisense AGCTGTGGCAAAAACATCAA 

G6Pase 
Sense TTCTGGATGGTTCCCTGAAG 
Antisense ACCGCAAGAGCATTCTCAGT 

IL#6 
Sense CCGGAGAGGAGACTTCACAG 
Antisense TCCACGATTTCCCAGAGAAC 

IRS#1 
Sense GAAGAGACTGGCTCGGAAGA 
Antisense ATTCTGCCCAACTCAACTCC 

IRS#2 
Sense CACATTGCAAACGCCTTTTA 
Antisense TAGCACGCCTACAGGGATTT 

PI3KCG 
Sense TCTCTGGACCTGTGCCTTCT 
Antisense TTACCCACTGTGCTTTGCTG 

PDK #1 
Sense TTTCTCCAGAGCTGCTCACA 
Antisense GATATTCATTCCCGGCTCTG 

PEPCK 
Sense CTGGCACCTCAGTGAAGACA 
Antisense TCGATGCCTTCCCAGTAAAC 

PI3KCA 
Sense CGGACATCCTTAAGCAGGAG 
Antisense GACAGAAAACCCTGCAAAGC 

TNF#α 
Sense TAGCCAGGAGGGAGAACAGA 
Antisense TTTTCTGGAGGGAGATGTGG 
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5.3. EXPERIMENTAÇÃO – CULTURA CELULAR 

 

5.3.1. Cultura de adipócitos 

Pré6adipócitos 3T36L1 foram obtidos da Americam type culture Collection 

(Manassas, VA) e mantidos no meio de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal bovino 

(FBS) com antibióticos e antifúngicos. Após 48 horas de confluência (designado como dia 

0), as células foram estimulas à diferenciação em um meio contendo DMEM com 10% 

FBS, 243 µL de insulina (100 UI), 0,5 mM isobutilmetilxantina (IBMX), 1mM 

dexamethasone e incubadas por 96 horas. No quarto dia as células foram colocadas em 

meio de maturação com 10% FBS/DMEM contendo 243 µL de insulina (100 UI), e 

incubadas por 48 horas, seguido por cultura em meio 10% FBS/DMEM por mais 8 dias. 

 

5.3.2. Desenho do experimento 

O extrato bruto de erva6mate tostada e alguns dos seus compostos bioativos (ácido 

clorogênico, rutina, quercetina) foram usados para caracterizar a sua possível ação no 

controle da adipogênese, tanto no processo de diferenciação, assim como no processo de 

maturação, para tal estes produtos foram incubados na cultura celular em diferentes 

concentrações (Tabela 7) e em períodos cronológicos distintos, conforme demostrando pela 

Figura 8. Os constituintes bioativos padronizados acima descritos foram adquiridos 

comercialmente através da Sigma Aldrich (USA), todos os compostos foram eluídos em 

água destilada . Resumidamente, as células 3T36L1 foram submetidas ao processo de 

expansão inicial, até atingirem confluência, após 48 hs, as células foram transferidas para 

placas de cultura. Neste momento foram estimuladas à diferenciação e divididas em dois 

grupos denominados: grupo A e grupo B. O grupo A recebeu juntamente com o coquetel de 

diferenciação os diferentes compostos avaliados (Tabela 7) e o grupo B recebeu somente o 
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coquetel de diferenciação (Figura 8). Após 96 hs da etapa de diferenciação as células do 

grupo A foram retiradas e analisadas, enquanto as células do grupo B receberam o coquetel 

de maturação juntamente com os diferentes compostos avaliados, que foram substituídos a 

cada 48 horas. Ao final de 10 dias do início da maturação os adipócitos do grupo B foram 

retirados e analisados. (Figura 8). Ao final de cada etapa (diferenciação e maturação) as 

células tratadas com os diferentes compostos foram coradas pelo método de Oil Red O.  

 

 
Tabela 7: Compostos com suas respectivas 
concentrações utilizados na cultura celular. 

Composto utilizado 
Concentrações 

utilizadas (µg/mL) 

Erva'mate 

50 µg / mL 

250 µg / mL 

500 µg / mL 

Ácido clorogênico 

50 µg / mL 

250 µg / mL 

500 µg / mL 

Quercetina 
50 µg / mL 

250 µg / mL 

500 µg / mL 

Rutina 
250 µg / mL 

500 µg / mL 
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Figura 8: Ilustração das etapas realizadas na cultura celular. 

 

 

 

5.3.3. Oil Red O 

Para determinar o acúmulo de triacilgliceróis (TG) foi utilizado o teste Oil Red O (Sigma 

Aldrich, USA) conforme protocolo do fabricante. Para realizar a análise retirou6se a maior 

parte do meio (180 µL) de cada poço e este foi substituído por uma quantidade igual de 

formalina a 10% para a fixação das células e incubados por 5 minutos em temperatura 

ambiente (23 ± 1 °C). Posteriormente, retirou6se a formalina e adicionou6se 180 µL de 

formalina a 10% fresca e as células foram incubadas durante 1h. Em seguida, retirou6se a 

formalina e lavou6se com isopropanol 60%. Retirou6se o isopropanol e deixou os poços 

secarem. Depois de secos, adicionou6se a solução de trabalho de Oil Red O e deixou6se em 

repouso por 10 minutos. Após 10 min, retirou6se o Oil Red O e lavou6se imediatamente 

com água Milli6Q por 4 vezes. Retirou6se a água e pode6se observar as células coradas ao 
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microscópio (dados não apresentados). As placas foram secas em temperatura ambiente e 

eluídas, com a adição de 200 µL de isopropanol 100%, incubando6se por 10 minutos. Após 

ressuspender o isopropanol com o Oil Red O o conteúdo foi transferido para uma placa de 

ELISA e mediu6se a absorbância em espectrofotômetro a 540 nm. Os ensaios desta etapa 

foram realizados em triplicata. 

 

5.3.4.  Determinação da modulação da expressão gênica –PCR array 

Os adipócitos obtidos através da cultura celular foram destinados à extração de 

RNA e síntese de cDNA conforme descrito no item 5.2.9.  

Posteriormente, para avaliar o processo de adipogênese foi utilizado o mouse 

Adipogenesis RT² Profiler™ PCR Array (Qiagen). Este também consiste em um set de 84 

genes que estão envolvidos no processo de diferenciação e maturação dos adipócitos 

(Tabela 8). A reação de PCR em tempo real foi feita usando o SYBR® qPCR Supermix 

UDG (Invitrogen) seguindo as especificações do fabricante. As amostras foram cicladas no 

equipamento 7500 Real6Time PCR System e analisadas com o auxílio do RQ Study 

Software (Applied Biosystems). Os experimentos foram feitos em triplicata. A análise dos 

dados foi feita usando o site http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php, 

e normalizado contra a expressão do grupo controle (ausência de compostos). 
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Tabela 8 – Painel de genes avaliados pelo mouse Adipogenesis RT² Profiler™ PCR Array (Qiagen). 

Característica Genes 

Genes Regulatórios 
ADIG (ADIPOGENIN), ADIPOQ, CFD, LEP, RETN, AGT, ANGPT2, 

LIPE, LPL. 

Alvos de PPARγ 
ADIPOQ, AGT, CEBPA, CFD, FABP4, FASN, IRS2, KLF15, LIPE, LPL, 

PPARG, PPARGC1A (PGC#1A), RETN, SIRT3, SLC2A4 (GLUT4), 

SREBF1. 

Pró'adipogênicos 
ACACB, AXIN1, CCND1, CDK4, CEBPB, CEBPD, DKK1, E2F1, 

FABP4, FASN, FGF1, FGF2, IRS2, JUN, LMNA, LPL, PPARG, RXRA, 

SFRP1, SFRP5, SLC2A4 (GLUT4), WNT5B. 

Anti'adipogênicos 
ADRB2, CDKN1A, CDKN1B, DDIT3, DLK1, FOXO1, HES1, LRP5, 

NCOR2, RUNX1T1, SHH, SIRT1, SIRT2, TAZ, TCF7L2, TSC22D3, VDR, 

WNT1, WNT3A. 

Pró'tecido adiposo Branco BMP2, BMP4, CEBPA, EGR2, FGF10, KLF15, KLF4, SREBF1. 

Anti'tecido adiposo branco GATA2, GATA3, KLF2, KLF3. 

Pró'tecido adiposo Marrom 
BMP7, CREB1, DIO2, FOXC2, INSR, IRS1, MAPK14, NRF1, PPARA, 

PPARD, PPARGC1A (PGC#1A), PPARGC1B (PGC#1ß), PRDM16, 

SIRT3, SRC, UCP1, WNT5A. 

Anti'tecido adiposo Marrom NCOA2, NR0B2, NR1H3, RB1, TWIST1, WNT10B. 

 

5.3.5 Validação da expressão por PCR em tempo real 

A validação dos genes que tiveram a expressão alterada foi feita por PCR em tempo 

real. Os primers utilizados para esta etapa do estudo foram desenhados com o auxílio do 

site http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm e estão dispostos na Tabela 9. A reação de 

PCR em tempo real foi realizada conforme descrito no item 5.2.10. 
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Tabela 9 – Primers utilizados para a PCR em tempo real – Adipogênese. 

Gene Primer Sequência (5’→→→→3’) 

ACACB  
Sense CTCCCTGCTGATTCTCTGCT 
Antisense ACTGTCGGGCTACCTTGAGA 

CDKN1B 
Sense AGCATGGGGGTGAAGAACT 
Antisense CACCCAGGTTGCTTCTCTTT 

CREB1 
Sense TTTGTCCTTGCTTTCCGAAT 
Antisense CACTTTGGCTGGACATCTTG 

C/EBP#α 
Sense GGGACCATTAGCCTTGTGTG 
Antisense CTCTGGGATGGATCGATTGT 

DLK1 
Sense GGAAAAATTGGCCCCTTTAG 
Antisense TGGAGTCTTGGGCTAGGGTA 

E2F1 
Sense AGCCTAGGGATTCAGGGTGT 
Antisense TGGATCGTGCTATTCCAATG 

FOXC2 
Sense AGGAGGCCGAGAAGAAAGTC 
Antisense GCTCAGCGTCTCCACCTT 

FOXO1 
Sense TACACATACGGCCAATCCAG 
Antisense AGAGTCCTGGGGCACAGTTA 

GATA2 
Sense TGAAGAAGGAAGGGATCCAG 
Antisense TGGAGAGCTCCTCGAAACAT 

GATA3 
Sense AAGTGCAAAAAGGTGCATGA 
Antisense CAGGGATGACATGTGTCTGG 

KLF2 
Sense CTGCGTACACACACAGGTGA 
Antisense CTGTGTGCTTTCGGTAGTGG 

LRP5 
Sense AAGACCCTGCTTGAGGACAA 
Antisense TTGACCTTGTGGACCCTTTC 

PPARγ2 
Sense GATGGAAGACCACTCGCATT 
Antisense AACCATTGGGTCAGCTCTTG 

RXRA 
Sense CTTTCCAAAGATGCCCTGAG 
Antisense AACTGGGGGACATGACAGAG 

SFRP1 
Sense GGAGGCCACTGCCTACTCTA 
Antisense ATCCCGATGGACTGGTAGAA 

SIRT3 
Sense CAGCTACATGCACGGTCTGT 
Antisense ACACAATGTCGGGTTTCACA 

SREBP#1c 
Sense GTGAGCCTGACAAGCAATCA 
Antisense GGTGCCTACAGAGCAAGAGG 

TCF7L2 
Sense CCCCTGCTTGATTGAAGTG 
Antisense GGCGGCACAAAATTAAAGAG 

WNT10b 
Sense TTCTCTCGGGATTTCTTGGA 

Antisense CACTTCCGCTTCAGGTTTTC 

WNT3a 
Sense TTCTTACTTGAGGGCGGAGA 
Antisense AAGGAACCCAGATCCCAAAT 
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5.4. Análise estatística  

Para a significância dos dados de análise foi utilizado a análise de variância 

(ANOVA) seguida do teste de Dunnett’s para comparação múltipla. Todos os dados obtidos 

foram analisados usando o programa estatístico SPSS 12.0 (SPSS Inc., USA). Os resultados 

são apresentados como razões de chance com um intervalo de confiança de 95%. As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p ≤ 0,05. 

 

5.5. Questões éticas 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em pesquisa da Universidade São 

Francisco6 USF, campus Bragança Paulista onde foi desenvolvida a parte experimental. 

(Anexo 1) 
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6. RESULTADOS  

6.1. Intervenção com erva'mate: parâmetros bioquímicos. 

Os dados relacionados aos parâmetros bioquímicos obtidos ao final dos 60 

primeiros dias e após a intervenção com erva6mate por 60 dias acham6se descritos nas 

Tabelas 10 e 11.  

Após 60 dias do início do tratamento dos animais com as diferentes dietas, observa6se que 

os animais submetidos à dieta hiperlipídica, apresentaram um aumento significativo no 

peso corpóreo, nível de glicose sanguínea e na resistência à insulina, determinado através 

da constante de queda de glicose durante o teste de tolerância à insulina (KITT). No entanto 

não houve modificação significativa na quantidade de alimento ingerido pelos diferentes 

grupos (Tabela 10).  

Após 60 dias de intervenção com erva6mate na concentração de 1,0 g.Kg61, os 

resultados do presente trabalho, demostram que houve uma modificação significativa no 

peso corpóreo e na quantidade de gordura epididimal dos animais avaliados (Tabela 11). 

Desta forma podemos inferir que o consumo de erva6mate levou a uma redução 

significativa no peso corpóreo total dos camundongos e no acúmulo de gordura oriunda do 

tecido epididimal, quando comparados com os animais que receberam a mesma dieta 

hiperlipídica, mas não sofreram nenhum tipo de intervenção (Grupo II). Além disso, 

observa6se no grupo submetido à dieta hiperlipídica em que houve a intervenção com erva6

mate (Grupo III), que o nível de glicose sanguíneo e o valor obtido através do teste de 

tolerância à insulina (KITT) foi similar aos observados nos animais controles submetidos a 

dieta padrão, demonstrando melhora na resposta à insulina pela administração de erva6mate 

na concentração de 1,0 g/kg por 60 dias. (Tabela 11). 
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Tabela 10: Parâmetros bioquímicos dos grupos submetidos às diferentes dietas durante os primeiros 60 dias. 

Parâmetros Dieta Padrão  
(DP) 

Dieta Hiperlipídica 
(DH) 

Peso Corpóreo (g) 36,83± 2,23 50,50 ± 4,42* 

Glicemia (mg/dL) 157,18 ± 17,93 377,00 ± 44,74* 

KITT 4,60 + 0,84 1,35 + 0,48* 

Consumo alimentar (g/dia) 3,08 ± 0,73 2,75 ± 0,41 

Gordura epididimal (g) ND ND 

KITT= Teste de tolerância à insulina, ND = Não Determinado.  
* p < 0,05 comparado com Grupo DP. 

Tabela 11: Parâmetros bioquímicos dos grupos submetidos às diferentes dietas e intervenções ao final do 
experimento. 

 Dieta Padrão 
(DP) 

Dieta Hiperlipídica 
(DH) 

Parâmetros Água Água 
Erva'mate 
(1,0 g.Kg'1) 

Peso Corpóreo (g) 39,67± 3,44 55,67 ± 2,73* 48,71 ± 6,70# 

Glicemia (mg/dL) 176,66 ± 33,60 270,50 ± 13,43* 196,33 ± 16,16# 

KITT 3,13 + 0,54 1,27 + 0,05* 3,14 + 0,67# 

Consumo alimentar (g/dia) 3,22 ± 0,65 2,78 ± 0,45 2,75 ± 0,38 

Gordura epididimal (g) 0,96 ± 0,32 2,37 ± 0,39* 1,40 ± 0,44# 

KITT= Teste de tolerância à insulina. 
* p < 0,05 comparado com Grupo DP.  
# p < 0,05 comparado com Grupo DH água. 
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6.2. Sinalização da insulina 

6.2.1. Resposta a insulina 

A resposta funcional sobre o valor do teste de tolerância à insulina obtido no 

experimento (Tabela 11) foi confirmado através da análise hepática da sinalização da 

insulina. Após 30 segundos de administração de insulina observa6se através da técnica de 

Imunoblotting que o nível de fosforilação de IRS61, IRS62 e AKT no fígado, dos animais 

tratados com erva6mate submetidos à dieta hiperlipídica, acham6se aumentados de maneira 

significativa quando comparados antes e após o estímulo, resposta semelhante à observada 

nos animais oriundos da dieta padrão.  (Figura 9, 10 e 11, respectivamente). 

 

                                 

 
Figura 9: Nível fosforilação de IRS61 tirosina no fígado dos grupos dieta padrão (DP), dieta hiperlipídica 

(DH) e dieta hiperlipídica intervenção com erva6mate (DH6mate). Tratamento in vivo antes (6) e 
após  (+) 30s de administração de insulina (I.V).  * p <  0,05.
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Figura 10: Nível fosforilação de IRS62 tirosina no fígado dos grupos dieta padrão (DP), dieta hiperlipídica 
(DH) e dieta hiperlipídica intervenção com erva6mate (DH6mate). Tratamento in vivo antes (6) e após  (+) 30s 

de administração de insulina (I.V).  * p <  0,05; ** p <  0,01. 

Figura 11: Nível fosforilação de AKT no fígado no fígado dos grupos dieta padrão (DP), dieta hiperlipídica 
(DH) e dieta hiperlipídica intervenção com erva6mate (DH6mate). Tratamento in vivo antes (6) e 
após  (+) 30s de administração de insulina (I.V).  * p <  0,05; ** p <  0,01.
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6.2.2. Expressão de genes ligados a sinalização da insulina 

A fim de avaliar a influência da erva6mate nos genes que atuam na via de 

sinalização da insulina, amostras de tecido hepático foram submetidas ao Mouse PI3K#AKT 

Signaling PCR Array conforme descrito anteriormente. Os genes que apresentaram um 

padrão de expressão alterado no PCR array (dados não mostrados), foram validados através 

da PCR em tempo real e normalizados através da expressão do gene constitutivo  β6actina 

(Tabela 12). 

Nossos dados mostram que a dieta hiperlipídica causa um aumento significativo na 

expressão dos de genes ligados ao processo inflamatório como o TNF#α e IL#6 além de 

reduzir a expressão de diferentes genes como AKT#2, IRS#1, PI3KCA, PI3KCG e PDK#1 

envolvidos com a cascata de sinalização da insulina. Além disso, nossos dados demonstram 

que a dieta hiperlipídica provoca um aumento significativo na expressão de PEPCK e 

G6Pase os maiores reguladores do processo de gliconeogênese (Tabela 12).  

Após a intervenção com erva6mate observa6se que o nível de expressão dos genes 

relacionados ao processo inflamatório (IL#6 e TNF#α) é reduzido de maneira significativa, 

enquanto os genes relacionados à sinalização da insulina (AKT#2, IRS#1, IRS#2, PI3KCA, 

PI3KCG e PDK#1) aumentam sua expressão de maneira significativa (p < 0,05) em relação 

ao grupo dieta hiperlipídica intervenção com água (Grupo II), sendo ainda que alguns 

desses genes não apresentam diferença estatística em relação ao grupo controle (Grupo I) 

(Tabela 12). Nossos dados mostram ainda que a intervenção com erva6mate induziu uma 

redução significativa na expressão de PEPCK e G6Pase quando comparado ao Grupo II. 
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Tabela 12 –  Nível de expressão gênica em tecido hepático após normalização com β6actina em 
Unidades Arbitrárias (U.A) 

 Dieta Padrão (DP) Dieta Hiperlipídica (DH) 

Genes avaliados Água Água 
Erva'mate 
(1,0 g.Kg'1) 

IL
6 0,70 + 0,22 2,40 + 0,23** 0,52 + 0,11## 

TNF
αααα 1,02 + 0,26 2,70 + 0,29** 0,70 + 0,32## 

PEPCK 0,59 + 0,26 1,31 + 0,51* 0,69 + 0,26# 

G6Pase 0,58 + 0,27 1,22 + 0,56* 0,47 + 0,29# 

AKT
2 8,19 + 0,13 5,46 + 2,08* 7,97 + 2,11# 

AKT
3 4,15 + 2,35 4,20 + 1,47 4,58 + 1,75 

CTNNB1 1,53 + 0,14 1,36 + 0,37 1,69 + 0,44 

CHUK 1,37 + 0,39 1,04 + 0,36 1,36 + 0,37 

IRS
1 3,08 + 0,97 1,46 + 0,37* 2,04 + 0,72#* 

IRS
2 1,82 + 0,08 0,80 + 0,12** 1,61 + 0,15# 

PI3KCA 1,89 + 0,36 1,16 + 0,51* 2,16 + 0,96# 

PI3KCG 7,09 + 0,65 4,70 + 1,63** 7,06 + 1,82## 

PDK
1 1,65 + 0,50 0,71 + 0,34** 1,57 + 0,71## 

* p < 0,05 e ** p < 0,01 quando comparado ao grupo DP 
# p < 0,05 e  ## p < 0,01 quando comparado ao grupo DH – água 
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6.2.3. Análise dos fatores de transcrição 

No presente trabalho avaliamos a translocação nuclear no tecido hepático dos 

seguintes fatores: NF6kB, FOXO1, PPARγ e C/EBP6α, conforme demonstra as Figuras 12 e 

13. Utilizou6se a sequência consenso dos fatores de transcrição anteriormente descritos 

(Tabela 4). Após a avaliação dos fatores de transcrição, nossos dados indicam que NF6kB e 

FOXO1 apresentam uma resposta semelhante, na qual é observada uma banda fracamente 

visível no grupo submetido à dieta padrão, que é intensificada no grupo submetido a dieta 

hiperlipídica por 16 semanas (Grupo II) (Figura 12). Observa6se ainda que o grupo com 

dieta hiperlipídica submetido a intervenção com erva6mate (Grupo III), apresenta uma 

redução na intensidade desta banda, sendo mais evidente para NF6kB. (Figura 12). Já os 

fatores de Transcrição PPARγ e C/EBP6α, não apresentam mudanças no padrão de banda 

identificado pelo EMSA (Figura 13).  

  
Figura 12: Imagem representativa do EMSA realizado através da incubação de extratos nucleares de fígado 

dos animais tratados com o oligonucleotídeo da região consenso de NF6κB e FOXO1, .  DP = Dieta 
padrão, DH= Dieta Hiperlipídica, DH6mt = Dieta Hiperlipídica intervenção com erva6mate.
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Figura 13: Imagem representativa do EMSA realizado através da incubação de extratos nucleares de fígado 

dos animais tratados com o oligonucleotídeo da região consenso do PPARγ e C/EBP6α.  DP = 
Dieta padrão, DH= Dieta Hiperlipídica, DH6mt = Dieta Hiperlipídica intervenção com erva6mate. 

 
 

6.3. Adipogênese 

6.3.1  Acúmulo de triacilgliceróis – Oil Red O 
 

O extrato de erva6mate utilizado no presente trabalho possui em sua composição 

alguns compostos bioativos como: o ácido clorogênico, rutina e quercetina aos quais são 

atribuídos os efeitos benéficos da erva6mate (Clifford, 1990; Cardozo6Junior et al., 2007).  

A fim de investigar a possibilidade de que esses compostos possam atuar individualmente 

no processo de adipogênese os mesmos foram avaliados isoladamente em cultura de pré6

adipócitos 3T36L1. 

 Induzidas à diferenciação por estímulos químicos juntamente com os meios de 

cultura adequados, as células sofreram influência da erva6mate tostada e dos compostos 

bioativos padronizados, a partir do dia zero, como descrito em “Métodos”. Para determinar 
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a influência destes no acúmulo de triacilgliceróis (TG) durante o processo de adipogênese 

utilizou6se o ensaio de Oil Red O.  

De uma forma geral os resultados obtidos através da cultura de 3T36L1, indicam que 

os compostos avaliados apresentam uma redução do processo de adipogênese mais 

expressiva durante a etapa de diferenciação (Figura 14) quando comparado à etapa de 

maturação do adipócito (Figura 15). Nossos resultados indicam que na etapa de 

diferenciação o extrato de erva6mate e o ácido clorogênico apresentam uma redução 

significativa (p<0,05) na concentração de 50 ug/mL quando comparado ao controle. Já o 

composto quercetina apresentou uma redução significativa na incorporação de 

triacilglicerois na concentração 250 ug/mL, enquanto no composto rutina essa redução se 

torna significativa somente na concentração de 500 ug/mL. Na etapa denominada como 

maturação a avaliação dos compostos indicou uma redução tardia em relação à etapa de 

diferenciação, visto que a erva6mate tostada apresenta dados significativos a partir da 

concentração de 250 ug/mL, o ácido clorogênico na concentração de 500 ug/mL, quercetina 

na concentração de 250 ug/mL e no composto rutina essa redução não é significativa 

(Figura 15). 

Diante dos nossos achados podemos inferir que a erva6mate, assim como seus 

compostos bioativos avaliados isoladamente, apresentam efeito mais evidente durante o 

processo de diferenciação do adipócito. Com base nestes resultados selecionamos as 

culturas oriundas da etapa de diferenciação (Grupo A) para avaliar a expressão gênica 

através do PCR array conforme anteriormente descrito. 
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Figura14: Gráfico comparativo das diferentes concentrações utilizadas na cultura celular de 3T36L1, 

etapa de diferenciação. ACG6 ácido Clorogênico, concentração utilizada em µg/mL.  
*p<0,05 em relação ao controle. 

 

 
Figura 15: Gráfico comparativo das diferentes concentrações utilizadas na cultura celular de 3t36l1, etapa 

de maturação. ACG6 ácido Clorogênico, concentração utilizada em µg/mL.  
*p<0,05 em relação ao controle. 
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6.3.2. Expressão de genes ligados a Adipogênese. 

6.3.2.1. Cultura celular 

A fim de avaliar a influência da erva6mate e de alguns dos seus compostos bioativos 

nos genes que atuam na adipogenese, células provenientes da etapa de diferenciação por 

apresentarem um resultado mais expressivo quando comparadas com a etapa de maturação 

(Figura 14 e 15) foram submetidas ao mouse Adipogenesis RT² Profiler™ PCR Array 

(Qiagen) conforme anteriormente descrito. Os genes que apresentaram um padrão de 

expressão alterado no PCR array (dados não mostrados) foram validados através do PCR 

em tempo real e normalizados através da expressão do gene constitutivo,  β6actina (Tabela 

13). Os dados encontrados no presente trabalho indicam que a erva6mate foi capaz de 

modular a expressão de genes específicos relacionados ao processo de adipogênese. Além 

disso, observa6se que os compostos bioativos padronizados também exercem uma função 

positiva na regulação do processo de diferenciação dos adipócitos (Tabela 13). No entanto a 

quantidade de genes modulados pelos compostos isolados é menor do que os regulados pela 

o extrato de erva6mate tostado (Tabela 13), o que reforça a teoria que o sinergismo entre os 

compostos existentes na erva6mate tostada seria responsável pela sua ação mais eficiente 

diante da etapa de diferenciação sofrida pelo adipócito. Esses achados corroboram os dados 

obtidos pelo Oil Red O que apresenta a utilização do extrato bruto de erva6mate tostada 

com o melhor resultado obtido para a inibição do processo de adipogênese tanto na etapa de 

diferenciação como para a etapa de maturação. 

Nossos dados de expressão gênica indicam que a erva6mate tostada na concentração 

de 50ug/mL foi capaz de reprimir de maneira significativa a expressão de genes 

importantes para adipogênese como o CREB#1, E2F1, C/EBPα e PPARγ
2, além de induzir a 

expressão dos genes DLK#1, GATA#3, LRP#5, SFRP#1, TCF7L2, WNT10b e WNT3a 
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importantes inibidores do processo de adipogênese (Tabela 13). O ácido clorogênico na 

concentração de 50ug/mL foi capaz de reprimir de forma significativa a expressão de 

CREB#1, E2F1 e C/EBPα, além de apresentar uma indução de LRP#5, ficando evidente, 

desta forma, sua ação na repressão de genes que favorecem o processo de adipogênese. Os 

dados obtidos para a quercetina (250ug/mL) e rutina (500ug/mL) deixam claro que ambas 

atuam favorecendo genes repressores do processo de adipogênese, visto que a quercetina 

aumentou a expressão de DLK#1, FOXC2, GATA#2, GATA#3 e LRP#5, enquanto a rutina 

modulou somente a expressão de FOXC2 e LRP#5. 
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Tabela 13 –  Nível de expressão gênica em cultura de células após normalização com β6actina em Unidades Arbitrárias (U.A) 

Genes 
Avaliados 

Controle 
Erva'mate 
(50ug/mL) 

Ácido 
Clorogênico 
(50ug/mL) 

Quercetina 
(250ug/mL) 

Rutina 
(500ug/mL) 

C/EBPα 1,97 ± 0,28 0,93 ± 0,33* 0,97 ± 0,78* 1,96 ± 0,55 1,86 ± 0,38 

PPARγ
2
 1,38 ± 0,03 0,68 ± 0,23* 1,31 ± 0,02 1,19 ± 0,18 1,49 ± 0,23 

CREB1 3,78 ± 0,14 1,18 ± 0,52* 1,02 ± 0,35* 3,21 ± 1,10 3,94 ± 0,48 

E2F1 1,20 ± 0,46 0,73 ± 0,12* 0,65 ± 0,27* 0,95 ± 0,26 0,88 ± 0,04 

SREBP
1c 1,98 ± 0,29 1,11 ± 0,59 1,09 ± 0,64 1,45 ± 0,48 1,26 ± 0,61 

DLK1 0,15 ± 0,03 0,94 ± 1,16* 0,14 ± 0,03 0,75 ± 0,42* 0,24 ± 0,12 

GATA2 0,24 ± 0,01 0,60 ± 0,05 0,25 ± 0,12 2,06 ± 0,63* 0,17 ± 0,01 

GATA3 0,28 ± 0,02 1,65 ± 0,36* 0,44 ±0,40 2,67 ± 0,84* 0,47 ± 0,08 

KLF2 0,08 ± 0,01 0,18 ± 0,15 0,13 ± 0,08 0,32 ± 0,27 0,21 ± 0,17 

FOXO1 1,92 ± 0,27 1,63 ± 0,11 1,75 ± 0,53 1,68 ± 0,84 2,03 ± 0,34 

FOXC2 0,40 ± 0,06 0,78 ± 0,59 0,45 ± 0,03 2,97 ± 0,13* 3,06 ± 0,48* 

WNT10b 0,76 ± 0,1 3,31 ± 0,39* 1,52 ± 0,24 0,35 ± 0,15 0,61 ± 0,28 

WNT3a 0,53 ± 0,04 1,56 ± 0,19* 0,84 ± 0,05 0,82 ± 0,18 0,89 ± 0,37 

LRP5 2,70 ± 0,55 4,71 ± 1,43* 4,21 ± 1,42* 3,50 ±0,69* 4,00 ± 1,15* 

SFRP1 0,20 ± 0,01 5,58± 1,25* 0,39 ± 0,12 0,53 ± 0,02 0,23 ± 0,01 

TCF7L2 0,55 ± 0,03 1,71 ± 0,33* 0,56 ± 0,08 0,85 ± 0,42 0,41 ± 0,12 

SIRT3 0,09 ± 0,02 0,18 ± 0,06 0,12 ± 0,03 0,26 ± 0,16 0,35 ±0,38 

RXRA 2,37 ± 0,12 2,14 ± 0,38 2,12 ± 0,68 3,49 ± 0,79 2,60 ± 1,46 

ACACB 1,04 ± 0,04 1,07 ± 0,07 1,06 ± 0,05 1,12 ± 0,04 1,05 ± 0,03 

CDKN1B 0,43 ± 0,04 0,67 ± 0,27 0,53 ± 0,05 0,49±  0,14 0,82 ± 0,32 

* p < 0,05  quando comparado ao grupo controle. 
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6.3.2.2. Tecido adiposo ' animais. 

 

A fim de, avaliar se os resultados obtidos in vitro se reproduziriam in vivo, 

avaliamos, no tecido adiposo dos animais submetidos as diferentes dietas, a expressão dos 

mesmos genes avaliados em cultura celular. 

Os resultados para essa etapa acham6se descritos na Tabela 14. Após a normalização 

com β6actina nossos dados indicam que a erva6mate foi capaz de reprimir os genes CREB1, 

C/EBPα e PPARγ
2, determinantes para que ocorra a etapa de diferenciação dos adipócitos. 

E que a erva6mate foi capaz de induzir a expressão os genes anti6adipogêneicos DLK1, 

GATA2, GATA3, KLF#2,  WNT10b, WNT3a, LRP5, SFRP1 e TCF7L2. 
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Tabela 14 –  Nível de expressão gênica em tecido adiposo após normalização com β6actina em Unidades Arbitrárias (U.A) 

 Dieta Padrão (DP) Dieta Hiperlipídica (DH) 

Genes avaliados Água Água 
Erva'mate 
(1,0 g.Kg'1) 

C/EBPα 1,53 + 0,70 2,10 + 0,22 1,09 + 0,73# 

PPARy
2
 2,08 + 0,42 3,01 + 0,62 1,26 + 0,54# 

CREB1 0,44  + 0,12 1,26 + 0,19** 0,54 + 0,09## 

E2F1 0,34 + 0,08 0,19 + 0,01 0,17 + 0,04 

SREBP
1c 4,41 + 0,67 3,08 + 0,19 3,71 + 0,41 

DLK1 2,90 + 0,24 0,08 + 0,02** 0,48 + 0,12**## 

GATA2 1,31 + 0,33 0,09 + 0,02* 0,70 + 0,14# 

GATA3 4,63 + 0,63 0,20 + 0,05** 4,47 + 0,60## 

KLF2 2,01  + 0,90 0,57 + 0,21* 0,83  + 0,18*  

WNT10b 4,33 + 0,30 0,27 + 0,01** 1,88 + 0,18*## 

WNT3a 
4,35 + 0,18 0,66 + 0,16* 2,49 + 0,19# 

LRP5 1,07 + 0,12 0,25 + 0,12* 0,94 + 0,17# 

SFRP1 3,03 + 0,22 1,88 + 0,09 6,07  + 0,64*# 

TCF7L2 2,85 + 0,23 0,72 + 0,18* 2,18 + 0,11# 

FOXO1 1,18 + 0,24 1,49 + 0,52 1,03 + 0,43 

FOXC2 3,12 + 0,75 2,78 + 0,44 2,99 + 0,51 

* p < 0,05 e ** p < 0,01 quando comparado ao grupo DP; 
# p < 0,05 e  ## p < 0,01 quando comparado ao grupo DH 6 água 
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7. DISCUSSÃO 
 
7.1. Sinalização da insulina  
 

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que intervenção, por sessenta 

dias, com erva6mate em camundongos obesos foi capaz de reduzir de forma significativa a 

glicemia basal (Tabela 11). Esses dados confirmam um estudo prévio realizado por nosso 

grupo (Arçari et al., 2009), no qual demostramos a influência do consumo de erva6mate em 

diferentes moléculas (TNF6α, IL66, PAI61, leptina, angiotensina, adiponectina, PPARγ, 

UCP61) e no metabolismo de colesterol de animais submetidos a uma dieta hiperlipídica. A 

redução glicêmica observada no presente estudo é uma consequência da melhora 

significativa do quadro de resistência à insulina observada ao final do experimento, após a 

intervenção com erva6mate nos animais obesos (Tabela 11). A resistência à insulina gera 

uma série de distúrbios metabólicos e possui a hiperglicemia como uma das características 

mais marcantes para o seu diagnóstico (Zecchin et al., 2004).  

A obesidade é uma condição que culmina em uma inflamação caracterizada pelo 

aumento na produção de citocinas inflamatórias e a presença de algumas dessas são 

importantes para o estabelecimento do quadro de resistência à insulina, entre estas destaca6

se a IL66 e o TNF6α (Hotamisligil et al., 1996). Sabe6se que aproximadamente um terço da 

IL66 circulante provém do tecido adiposo em seres humanos (Mohamed6Ali et al.,1997) e 

que esta desempenha papel na redução da expressão do IRS61 (Papanicolaou et al., 1998; 

Pradhan et al., 2001) e do GLUT64 (Espósito et al.,1999 ; Fasshauer et al., 2003) no tecido 

muscular e hepático, sendo um fator preditivo para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 

(Zhang et al., 1994). O TNF6α desempenha um papel regulador no acúmulo de gordura 

corporal e no GLUT64 (Arner, 1995; Montague et al., 1998). Em indivíduos obesos, há uma 
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forte correlação inversa entre os níveis de TNF6α e o metabolismo da glicose (Winkler et 

al., 2003; Hsueh e Law, 2003). Este efeito ocorre em razão da supressão pelo TNF6α da 

sinalização da insulina, reduzindo a fosforilação em tirosina do IRS61 e IRS62, tal fato 

resulta na redução de atividade da AKT com consequente diminuição na captação de 

glicose pelas células mediada pela ação da insulina, levando a um quadro de 

hiperinsulinemia e em último estágio a diabetes tipo 2 (Arner, 1995; Araújo et al., 2007).  

Diversos estudos mostram que os níveis de RNAm de TNF#α são elevados em 

humanos e animais obesos, estando estes positivamente correlacionados com o aumento do 

volume dos adipócitos, tanto no depósito visceral quanto subcutâneo (Montague et al., 

1998; Winkler et al., 2003; Araújo et al., 2007).   

Deste modo, nossos dados indicam que a dieta hiperlipídica ocasionou um aumento 

de peso nos animais que por sua vez levou a um aumento significativo na expressão gênica 

de IL#6 e TNF#α. No entanto após a intervenção com erva6mate nos animais obesos (Grupo 

III) a expressão destas citocinas é reduzida de maneira significativa, não apresentando 

diferenças em relação ao grupo controle (Grupo I) (Tabela 12). Além disso, estudos 

mostram que o TNF6α e a IL66 ativam a transcrição do NF6kB, que orquestra uma série de 

alterações inflamatórias promovendo a transcrição de outros genes envolvidos com o 

processo inflamatório (Bayon et al., 2003) além de induzir a produção do próprio TNF6α 

(Siebenlist, 1997). De fato, a análise da translocação nuclear de NF6kB indicou um 

aumento nos animais obesos e redução desta nos animais que sofreram a intervenção com 

erva6mate (Figura 12), contribuindo assim para uma redução na expressão de TNF6α. Desta 

forma, podemos inferir que a redução da resistência à insulina observada após intervenção, 

poderia parcialmente estar associada a uma repressão de IL66 e TNF6α, ocasionada por uma 



 
 

87 
 

redução no peso corpóreo dos animais tratados com erva6mate (Tabela 11). Os resultados 

descritos nesta etapa foram publicados no periódico Molecular and Cellular Endocrinology 

conforme Anexo 2. 

Os efeitos biológicos da insulina iniciam6se após a ativação do seu receptor, o que 

resulta na fosforilação em tirosina de vários substratos protéicos intracelulares incluindo o 

IRS61 e IRS62 (Kahn et al., 1993; Van Obberghen 1994). Estes substratos, quando 

fosforilados em tirosina, se associam e ativam a AKT, cuja interação parece ser essencial 

para a ação metabólica da insulina em distintos processos (Shepherd et al., 1995, White, 

1998; Czech & Corvera, 1999).  Os dados apresentados neste estudo mostram que o extrato 

de erva6mate foi capaz de reestabelecer de forma significativa a sinalização da insulina em 

ambos substratos nos animais obesos, dados esses observados pelo aumento significativo na 

expressão gênica de IRS#1 e IRS#2 (Tabela 12) e melhora na fosforilação hepática do IRS61, 

IRS62 após o estímulo com insulina (Figuras 9 e 10). 

A fosforilação em tirosina das proteínas IRS61 e IRS62 cria sítios de reconhecimento 

para as moléculas PI3K (Lietzke et al., 2000). Tem sido sugerido que a subunidade 

catalítica de PI3K, PI3KCA, é essencial para ativação da AKT, ao passo que a ausência da 

subunidade catalítica PI3KCB não reduz de maneira significativa a fosforilação da AKT 

(Chattopadhyay et al, 2004). Desse modo, observou6se neste estudo que a erva6mate alterou 

a expressão de PI3KCA (Tabela 12), confirmando os resultados positivos encontrados na 

fosforilação da AKT observados por nosso grupo (Figura 11).  

A ativação do complexo da PI3K permite que as proteínas da família PDK 

fosforilem os resíduos de serina e treonina (Adams et al., 2004; Cohen 2006; Taniguchi et 

al., 2006). Dentre as proteínas da família serina/treonina quinases (PDK) a PDK61 é a 

melhor caracterizada (Alessi et al., 1997). Diferentes estudos mostram que a deficiência de 
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PDK61 no tecido hepático resulta em intolerância a glicose, diminuição da expressão de 

genes regulados pela insulina e dano hepático (Michael et al., 2000; Mora et al., 2005; 

Okamoto et al., 2007). De forma geral esses estudos mostram que no tecido hepático a 

ausência de PDK61 ocasiona vários defeitos na sinalização da insulina assim como no 

surgimento de diabetes tipo II, caracterizada por hiperinsulinemia e hiperglicemia pós 

prandial. Nossos dados indicam que a intervenção com erva6mate, nos animais obesos, 

apresenta uma significativa ação modulatória em PDK#1, contribuindo para os efeitos 

funcionais observados neste grupo (Tabela 12).   

A ativação das proteínas da família PDK ocasiona a ativação de distintas formas da 

proteína AKT (AKT61, AKT62 e AKT63) (Chan & Tsichlis, 2001).  Dentre as isoformas de 

AKT, sugere6se que AKT62 seja a principal delas, estando envolvida no controle 

homeostático da glicose, associada à sinalização da insulina. Atualmente é bem 

comprovado que a AKT62 é a principal isoforma envolvida no metabolismo da glicose 

(Taniguchi et al., 2006). Dentre as isoformas da AKT avaliadas por nosso trabalho, a 

expressão de AKT#2 foi reprimida nos animais submetidos à dieta hiperlipídica por 120 dias 

(Tabela 12). No entanto, no grupo submetido a intervação com erva6mate (Grupo III) 

observou6se um aumento significativo da expressão de AKT#2. Desse modo, estes dados 

indicam que o aumento da ativação da AKT, observada no tecido hepático dos animais que 

sofrem intervenção com erva6mate após o estimulo com insulina (Figura 11), ocorreu via 

reestabelecimento da expressão da isoforma AKT#2. 

Uma das principais funções do tecido hepático é o controle do processo de 

gliconeogênese, que ocorre através da ação de enzimas como: PEPCK e G6Pase, 

controladas pelo fator de transcrição FOXO1, principal isoforma presente em tecidos com 

resposta à insulina  (Nakae et al., 2001; Matsumoto et al., 2007). Sob condições de jejum 
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FOXO1 está localizado no núcleo, com a ativação da AKT ele é translocado do núcleo para 

o citoplasma reduzindo desta forma a expressão de PEPCK e G6Pase (Altomonte et al., 

2003).  

Acredita6se, pois, que a insulina exerce seus efeitos no metabolismo da glicose no 

tecido hepático através da inibição de FOXO1 (Samuel et al., 2006; Zhang et al., 2006; 

Matsumoto et al., 2007). Os resultados oriundos deste trabalho mostram que a intervenção 

com erva6mate reduziu a translocação nuclear de FOXO1 (Figura 12). Fato este que 

possivelmente reprimiu a expressão das principais enzimas reguladoras da gliconeogênese 

PEPCK e G6Pase. Por fim, pode6se inferir que a erva6mate foi capaz de reduzir o processo 

de gliconeogênese, no tecido hepático, através de sua atuação na AKT, tendo em vista a 

íntima relação entre os mesmos. 

De forma geral, os dados do presente trabalho indicam que, a erva6mate foi capaz de 

aumentar de forma significativa a expressão dos seguintes genes no tecido hepático dos 

animais submetidos à dieta hiperlipídica: IRS#1, IRS#2, PI3KCA, PI3KCG, PDK#1 e AKT#2 

favorecendo desta forma a sinalização da insulina AKT. Além disso, a erva6mate foi capaz 

de reprimir a expressão de PEPCK e G6Pase relacionadas com o processo de 

gliconeogênese (Figura 16). Assim, os resultados obtidos nesta etapa demonstram a ação 

específica da erva6mate sobre algumas das principais isoformas existentes na via hepática 

de sinalização à insulina, contribuindo desta forma para a reversão do quadro de resistência 

à insulina.  
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Figura 16: Ação da erva6mate nas principais isoformas presentes nas diferentes etapas da via de 
sinalização da insulina em tecido hepático dos animais em dieta hiperlipídica.  
Verde: expressão induzida após intervenção / vermelho: repressão da translocação nuclear. 

 

Os efeitos benéficos da erva6mate observados neste estudo devem6se provavelmente 

à existência de diferentes compostos bioativos, em especial os compostos fenólicos como o 

ácido clorogênico e seus isômeros, presentes no extrato aquoso de Ilex paraguariensis. 

Alguns autores relatam que, em modelo animal, o ácido clorogênico poderia ter uma 

importante ação anti6obesidade devido à redução da glicemia pós prandial, colesterol e 

triglicerídeos plasmáticos, redução na resistência à insulina e melhora no pool de minerais 

(Herling et al.,1999; Rodriguez de Sotillo e Hadley, 2002). Um estudo realizado com seres 

humanos mostrou que o ácido clorogênico foi capaz de reduzir a glicemia plasmática em 

relação ao grupo placebo (Van Dijik et al., 2009). Resultados semelhantes também foram 

observados em modelos animais (Andrade6Cetto et al., 2001; Bassoli et al., 2008). Estudos 

mostrando as vias de atuação do acido clorogênico no mecanismo de ação da insulina são 

escassos. 

No entanto uma das vias propostas pela qual o ácido clorogênico parece influenciar 

na glicemia é através da inibição da G6Pase hepática. Estudos in vivo em modelos animais 

demonstram que o ácido clorogênico é capaz de reduzir a glicemia através dessa via 
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(Herling et al.,1999; Bassoli et al.,2008). Conforme descrito anteriormente, a erva6mate 

também foi capaz de reprimir a expressão de G6Pase. 

Além do ácido clorogênico, a erva6mate possui outro importante composto bioativo, 

a quercetina. Estudos mostram que o consumo de quercetina, em modelos animais 

induzidos à diebetes, é capaz de controlar os níveis plasmáticos glicêmicos devido a uma 

maior proteção pancreática nesses animais (Coskun et al., 2005; Adewole et al., 2006). 

Estudos reportam que a quercetina é capaz de inibir a α6glicosidase in vitro. A α6glicosidase 

é um agente oral hipoglicimiante que atua inibindo a digestão de carboidratos no intestino 

delgado, levando consequente a uma redução da glicose plasmática pós prandial (Standl et 

al., 1999). Ainda não existem evidências na literatura indicando uma possível ação da 

quercetina nos mecanismos envolvidos na via de sinalização da insulina. 

 

7.2. Adipogênese 

Considerando que a obesidade é um grave problema de saúde pública e tendo em 

vista os resultados descritos na literatura bem como os obtidos recentemente por nosso 

grupo (Martins et al., 2008; Miranda et al., 2008; Arçari et al., 2009; Arçari et al., 2011), 

acreditamos que a ingestão de erva6mate modula a sinalização celular e altera a expressão 

de genes e proteínas envolvidos no processo de adipogênese. O modelo, in vitro mais bem 

caracterizado na literatura para adipogênese utiliza pré6adipócitos da linhagem celular 3T36

L1 (Ntambi & Young6Cheul, 2000). Desta forma, o presente trabalho procurou avaliar a 

influência da erva6mate e alguns dos seus principais compostos bioativos (ácido 

clorogênico, rutina e quercetina) no processo de diferenciação e maturação dos adipócitos 
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em cultura de 3T36L1, bem como convalidar os resultados obtidos nesta etapa com 

experimento in vivo.  

Os resultados obtidos através da cultura de 3T36L1, indicam que todos os 

compostos avaliados apresentam uma redução do processo de adipogênese mais expressiva 

durante a etapa de diferenciação (Figura 14) quando comparado à etapa de maturação do 

adipócito (Figura 15). Desta forma, podemos inferir que, de fato, a erva6mate exerce função 

no controle do processo de adipogênese, confirmando assim outros resultados descritos na 

literatura, inclusive do nosso laboratório (Arçari et al., 2009); que demonstram perda de 

peso em animais obesos após administração de erva6mate (Rodriguez de Sotillo & hadley, 

2002; Pang et al., 2008). Além disso, podemos com base nos resultados deste trabalho, 

sugerir que a interferência ocasionada pela erva6mate e por seus compostos bioativos é mais 

proeminente na etapa de diferenciação em culturas de células 3T36L1 submetidas ao 

processo de adipogênese. Os dados descritos neste trabalho ainda revelam que o sinergismo 

entre os compostos bioativos da erva6mate são responsáveis pela sua atuação, visto que 

observou6se uma redução mais exarcebada no processo de diferenciação quando compara6

se o extrato de erva6mate com seus compostos bioativos isolados (Figura 14). Alem disso, 

estes dados são ratificados pelo maior número de genes modulados pelo extrato de erva6

mate em cultura celular em relação aos compostos bioativos (Tabela 13).  

Diante dos resultados obtidos na etapa de diferenciação da cultura celular, 

avaliamos nestas células uma possível modulação da expressão gênica influenciada pela 

erva6mate ou seus compostos bioativos (ácido clorogênico, quercetina e rutina) em 

diferentes genes e fatores de transcrição envolvidos no processo de adipogênese. Além 

disso, validamos os dados obtidos na cultura celular de 3T36L1 com o tecido adiposo de 

animais submetidos a diferentes dietas e intervenção com erva6mate. 
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Conforme descrito anteriormente a diferenciação dos pré adipócitos, requer uma 

série de eventos em sequência, tais como: parada do ciclo celular, expansão clonal e 

diferenciação (eventos iniciais, intermediários e terminais), por meio da ativação de 

centenas de genes anteriormente silenciosos. No entanto, para que ocorram esses processos 

são necessários diferentes fatores de transcrição que incluem a ativação incial dos C/EBP6 β 

e C/EBP6δ, seguidos da indução da ativação do PPARγ, em especial a isoforma PPARγ2 

(principal isoforma relacionada ao processo de adipogênese) e do C/EBP6α, que atuam 

diretamente em diferentes genes associados ao processo de adipogênese (Mandrup and 

Lane, 1997; Morrison and Farmer, 2000; Rosen et al., 2000; Srujana et al., 2007).  

Os resultados obtidos em cultura celular mostram que o extrato de erva6mate (50 

µg/mL) assim como o composto ácido clorogênico (50 µg/mL) foram capazes de reduzir 

expressão de C/EBP#α (Tabela 13). Por outro lado, ao analisarmos o tecido adiposo 

observa6se que a erva6mate, na concentração de 1,0 g/kg, foi capaz de reduzir a tanto a 

expressão de PPARγ
2 como de C/EBP#α (Tabela 14). Os dados aqui apresentados são 

confirmados por alguns estudos utilizando Ilex paraguariensis os quais demonstram uma 

redução na expressão de PPARγ
2 após intervenção com erva6mate em camundongos e ratos 

submetidos a uma dieta hiperlipídica (Pang et al., 2007; Arçari et al., 2009).   

Diversos estudos demonstram que o PPARγ é o principal regulador do processo de 

adipogênese e que sua manutenção é fundamental para a progressão dos estágios finais de 

diferenciação (Tamori et al., 2002). O PPARγ2 é expresso essencialmente em tecido 

adiposo e promove a diferenciação e proliferação dos adipócitos provenientes dos 

fibroblastos resultando em um aumento na adiposidade (Fajas et al., 1998). Diversos 

estudos mostram que a ativação de PPARγ em diferentes linhagens de fibroblastos resulta 

na expressão de diferentes genes adipogênicos incluindo o C/EBP#α (Wu et al.,1999; Evans 
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et al., 2001). De modo similar estudos demonstram que a expressão de C/EBP#α, aumenta a 

expressão de PPARγ (FOX et al., 2006). Spiegelman (1998) sugeriu que a autoregulação de 

C/EBP6α e PPARγ é fundamental para a manutenção do estágio de diferenciação do 

adipócito. Assim, os resultados provenientes deste trabalho são importantes para 

caracterizar o mecanismo de ação da erva6mate, visto que esses fatores de transcrição são 

fundamentais para os estágios finais de diferenciação e progressão dos adipócitos. Além 

disso, sugere6se que o composto bioativo mais abundante na erva6mate, o ácido 

clorogênico, também exerce efeito neste mecanismo. 

Alguns estudos mostram que a expressão dos principais reguladores da 

diferenciação dos adipócitos (C/EBPs e PPARγ), depende fundamentalmente da ação de 

outras vias, genes e proteínas indispensáveis para o processo. Dentre essas podemos 

destacar a DLK61 (Pref61), onde estudos utilizando várias abordagens distintas in vitro 

mostram claramente a atuação de DLK61 na inibição da diferenciação do adipócito (Wang 

et al., 2006). A DLK61 inibe a expressão de fatores de transcrição como C/EBP6β, C/EBP6

δ, além de outros fatores envolvidos no processo de adipogênese. De uma forma geral esses 

estudos mostram que DLK61 inibe adipogênese e que sua inibição é um passo necessário 

para que ocorra a diferenciação do adipócito (Kopan & Ilagan, 2009). Os resultados 

apresentados mostram que a erva6mate (50 µg/mL) assim como a quercetina (250 µg/mL) 

atuam aumentando a expressão de DLK61, (Tabela 13). Quando avaliamos a expressão de 

DLK61 em tecido adiposo obervamos que a mesma se correlaciona com os valores 

observados na cultura celular e com os dados descritos na literatura. 

Um estudo conduzido por SHEN et al. (2009), demonstrou que o aumento da 

expressão de E2F1, um membro da família de fatores de transcrição denominados E2F, 

resulta na redução da expressão de DLK#1. De modo complementar, estudos em tecido 



 
 

95 
 

adiposo revelam que, E2F1 induz a expressão de PPARγ e de C/EBPα, favorecendo desta 

forma o processo de adipogênese (Venugopal et al., 2007). Ao avaliarmos em cultura 

celular a influencia dos diferentes compostos na expressão de E2F1, observa6se que a erva6

mate e o ácido clorogênico reduzem a sua expressão. No entanto, ao avaliar em tecido 

adiposo proveniente dos animais, não são observadas alterações na expressão de E2F1.  

Diferentes estudos nos fornecem evidências convincentes de que a proteína CREB61 

(também conhecida somente como CREB) é ativada no início do processo de adipogênese 

em cultura de células 3T36L1 e participa na indução da expressão de C/EBP6β (Klemm & 

Lane 2004; Zhang et al., 2004). Posteriormente, FOX et al. (2006) demonstrou, em cultura 

de 3T36L1, que CREB promove a expressão de C/EBP#β e também a induz diretamente a 

expressão de PPARγ
2, sendo desta forma fundamental nesse processo. Os resultados 

apresentados neste trabalho mostram que extrato de erva6mate (50 µg/mL), assim como o 

ácido clorogênico (50 µg/mL) foram capazes de reduzir expressão de CREB#1 in vitro 

(Tabela13). Do mesmo modo, as análises feitas em tecido adiposo demonstram a clara 

relação entre o aumento da expressão de CREB#1 nos animais do grupo II e a posterior 

redução na sua expressão após a intervenção com erva6mate (Tabela 14).   

Estudos recentes sugerem que o elevado nível intracelular de cAMP ativa CREB via 

fosforilação de proteínas quinases, um exemplo desta ativação é a própria insulina 

estimulando a AKT (Klemm et al., 1998). Estudos realizados por TSENG et al. (2005), 

revelaram que na presença de insulina ocorre supressão de WNT10b, pertencente a via 

WNT. Além disso, este estudo demonstrou que a fosforilação de CREB, assim como sua 

ativação, são elevadas na presença de insulina e que a ativação de CREB ocasionava uma 

redução nos níveis de WNT10b. MACDOUGALD & MANDRUP (2002) demonstraram 
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que WNT10b reprime o processo de adipogênese em 3T36L1 via WNT por mecanismos 

dependentes de β6catenina.  

Conforme anteriormente descrito as proteínas WNTs podem inibir a diferenciação 

do pré6adipócito através de mecanismos dependentes β6catenina, um importante regulador 

do processo de adipogênese. No presente trabalho fica claro que a erva6mate atua nos 

mecanismos dependentes de β6catenina, visto que ocorre inicialmente uma repressão 

significativa de CREB#1, favorecendo desta forma a ativação desta via. A sinalização desta 

via nos mecanismos dependente de β6catenina é iniciada pela ligação da WNT 

especificamente as proteínas WNT1, WNT3a e WNT10b que se ligam a moléculas 

receptoras as SFRP (SFRP1 e SFRP5) e os LRP, especificamente LRP5 e LRP6. Estudos 

mostram que a expressão de WNT10b estabiliza a β6catenina no citoplasma inibindo assim 

a adipogênese, sugerindo que WNT10b é a principal proteína WNT reguladora da 

adipogênese, e que as proteínas WNT1 e WNT3a atuam de maneira sinérgica neste 

processo (Tseng et al., 2005). Adicionalmente, estudos mostram que WNT5b é induzida 

durante a adipogênese e através de um mecanismo ainda não muito elucidado, desestabiliza  

β6catenina favorecendo a adipogênese. (Kanazawa et al., 2004). 

A ligação WNT nas moléculas receptoras (SFRP e LRP) inibem GSK63, resultando 

na hipofosforilação de β6catenina que se transloca do citoplasma em direção ao núcleo, 

onde ela se liga ao fator de transcrição TCF/LEF que atua reprimindo a expressão de 

C/EBPα e PPARγ, inibindo desta forma o processo de adipogênese (Rosen et al.,2000; 

Harrison & Macdougald, 2002). Dentre os fatores de transcrição da família TCF/LEF 

destaca6se o fator TCF7L2 conhecido também como TCF4. Alguns estudos procuram 

relacionar modificações em TCF7L2 e o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Kanazawa et 

al., 2004; Grant et al., 2006). 
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Após avaliação de diferentes genes envolvidos com o processo de adipogênese em 

cultura celular e no tecido adiposo, o presente trabalho indica que a erva6mate atua de 

forma expressiva na via de repressão da adipogênese conhecida como via WNT (Tabela 13 

e 14).  

Nossos dados evidenciam que a erva6mate foi capaz de induzir in vitro e ex vivo a 

expressão de WNT10b, WNT3a, SFRP1 e LRP5 o que poderia contribuir na translocação de 

β6catenina para o núcleo, aumentando desta forma a expressão de TCF7L2, conforme 

obervado por nossos resultados, que por sua vez culminou em uma repressão significativa 

obervada de C/EBPα e PPARγ2, reduzindo desta forma o processo de adipogênese (Figura 

17). Além disso, nossos dados demonstram que somente a expressão de LRP5 foi 

modificada pelos demais compostos bioativos isolados utilizados na cultura celular. 

 

Figura 17: Ação da erva6mate nas principais isoformas presentes na ativação da via WNT no tecido 
adiposo por mecanismo dependente de  β6catenina. Em destaque (verde) isoformas com expressão induzida 
após intervenção.  
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Além dos fatores e vias acima apresentados, evidências científicas demonstram que 

a expressão de proteínas como GATA e KLF influênciam diretamente no processo de 

adipogênese. As proteínas de ligação GATA62 e GATA63 são expressas nos pré6adipócitos 

e controlam a diferenciação deste em adipócito maduro. Além disso, estudos realizados por 

TONG et al. (2003 e 2005), demonstram que a continua expressão de proteínas GATA nos 

pré6adipócitos inibem a diferenciação final destes, não se tornando desta forma adipócitos 

maduros. Estudos recentes mostram que a expressão de GATA62 e GATA63 suprimem a 

diferenciação dos adipócitos, o mecanismo envolve sua direta atuação em C/EBP6α e 

PPARγ reprimindo a expressão dos mesmos (Tong, 2005).  Corroborando estes achados um 

estudo realizado por HU & DAVIES (2009) utilizando berberine, um alcalóide derivado de 

diferentes ervas medicinais, mostrou que a mesma foi capaz de reprimir a expressão de 

C/EBP6α e PPARγ através do aumento de GATA#2 e GATA#3 influenciando desta forma no 

processo da diferenciação final do adipócito.  

Os dados obtidos em cultura celular indicam que a quercetina (250 µg/mL) 

aumentou a expressão de GATA#2 e GATA#3, entretanto a erva6mate, foi capaz de modular 

somente a expressão de GATA#3, apesar de esboçar um aumento em GATA#2 (Tabela 13). 

Ao avaliarmos a expressão dos mesmos em tecido adiposo, observamos que há um aumento 

significativo na expressão de ambos nos animais que foram submetidos à intervenção com 

erva6mate, no entanto essa expressão é mais evidente em GATA#3 (Tabela 14), ratificando, 

desta forma, nossos dados de cultura celular (Tabela 13). Deste modo, sugere6se que a 

expressão de GATA#2 e GATA#3 também contribua para a repressão de C/EBP#α e PPARγ
2, 

com consequente redução da adipogênese. 



 
 

99 
 

Diferentes efeitos para proteínas da família KLF tem sido reportados, envolvendo 

diferentes processos celulares que incluem: controle da proliferação, diferenciação e 

apoptose em distintos tecidos (Kaczynski et al., 2003; Suske et al., 2005). É bem 

caracterizado em modelos utilizando 3T36L1, que KLF62 é um inibidor de adipogênese e 

tem sido prosposto que sua atuação ocorra através da inibição de PPARγ. (Banerjee et al., 

2003). Ao avaliarmos a expressão de proteínas da família KLF, observa6se que a erva6mate 

foi capaz de aumentar a expressão de KLF#2 somente no tecido adiposo avaliado, que 

poderia também contribuir para a repressão de PPARγ
2 observada nesses animais (Tabela 

14).  

De forma complementar estudos revelam a proteína FOXC2 é estritamente expressa 

no tecido adiposo branco e marrom, e também está ligada ao processo de adipogênese 

(Gronning et al., 2002). Estudos realizados utilizando linhagens celulares de 3T36L1 

revelam que FOXC2 é capaz de reduzir o processo de adipogênese por inibir a indução de 

genes alvos do PPARγ (Davis et al., 2004). Os resultados apresentados indicam que tanto 

rutina quanto quercetina exercem influência na expressão de FOXC2, no entanto esse efeito 

não é observado nos animais (Tabelas 13 e 14). 

Após realizarmos a avaliação da expressão gênica na cultura celular de 3T36L1 com 

erva6mate e seus principais compostos bioativos, fica evidente que cada composto atua de 

maneira distinta na repressão do processo de adipogênese. Ao avaliarmos os resultados 

oriundos da modulação da expressão gênica, verificou6se que os resultados mais 

expressivos foram obtidos com o extrato de erva6mate. Assim, pode6se afirmar que o efeito 

sinérgico entre os compostos bioativos presentes no extrato de Ilex paraguariensis seja 

responsável por tais resultados (Tabela 13). Dentre os compostos bioativos utilizados, os 

dados do presente trabalho indicam que o único a atuar na repressão de genes que são 



 
 

100 
 

indutores da diferenciação em adipócitos é o ácido clorogênico, pois este atua na repressão 

de CREB#1, E2F1 e C/EBPα. 

Desta forma, esses dados mostram, pela primeira vez na literatura que o ácido 

clorogênico, principal composto bioativo existente da erva6mate atua, reprimindo genes 

pró6adipogênicos, elucidando assim os resultados de diversos autores que sugerem que este 

poderia ter uma importante ação anti6obesidade atuando na redução da glicemia pós 

prandial, colesterol e triglicerídeos plasmáticos em ratos e camundongos (Herling et al., 

1999; Sotillo & Hadley, 2002).  

Muitos estudos associam a perda de peso evidênciada em animais com dieta 

hiperlipídica a um efeito termogênico devido à presença de cafeína na Ilex paraguariensis. 

Estudos em animais e humanos sugerem que o consumo de café pode reduzir o peso 

corpóreo e adiposidade, provavelmente pelo aumento da termogênese, oxidação lipídica e 

lipólise (Acheson, 2005; Westerterp6Plantenga et al., 2006). Estudos sugerem que a cafeína 

possa aumentar a concentração circulante de epinefrina em humanos, acelerando desta 

forma o metabolismo, caracterizando seu efeito termogênico e na lipólise. Outro 

mecanismo proposto para a ação da cafeína na lipólise sugere que a cafeína pode inibir a 

fosfodiesterase, reduzindo a degradação intracelular de cAMP, levando desta forma ao 

aumento na concentração de cAMP e subsequentemente aumento da lipólise (Acheson, 

2005).  

Um estudo recente realizado por nosso laboratório mostrou, no tecido adiposo de 

camundongos submetidos a uma dieta hiperlipídica, que a erva6mate exerce um efeito 

termogênico evidenciado pelo aumento na expressão de UCP#1 (Arçari et al., 2009). De 

forma complementar outro estudo realizado por PANG et al. (2008), atribuíram a perda de 
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peso nos animais, após intervenção com erva6mate, a um aumento de UCP#2 e UCP#3, 

também associadas ao processo de termogênese. 

No entanto o presente estudo sugere que a perda de peso e gordura epididimal, nos 

animais submetidos a dieta hiperlipídica ocasionada pelo consumo de erva6mate, pode ser 

em parte atribuído em função de sua ação na modulação de diferentes genes que controlam 

o processo de diferenciação dos adipócitos, além do seu efeito termogênico anteriormente 

descrito (Pang et al., 2008; Arçari et al., 2009).  
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8. CONCLUSÃO 

Diante do que foi exposto fica evidente que o processo de sinalização da insulina e 

de adipogênese estão intimamente relacionados e que a administração de erva6mate foi 

capaz de melhorar ambos. De uma forma geral nossos dados mostram uma melhora na 

resposta da sinalização à insulina após a intervenção com erva6mate visto que a mesma 

atuou em diferentes genes responsáveis pela ativação da AKT, o que foi comprovado de 

forma sistêmica pela melhora no KITT. Além disso, em resposta a ativação da AKT, houve 

uma redução da translocação nuclear de FOXO1, que culminou em uma redução da 

expressão de genes ligados ao processo de gliconeogênese no tecido hepático, visualizado 

pela repressão significativa em PEPCK e G6Pase. 

A melhora na resposta da sinalização a insulina observada neste trabalho pode ser 

parcialmente atribuída a uma redução na produção das citocinas pró6inflamatórias em 

especial o TNF6α, caracterizado por uma redução na translocação nuclear de NF6kB. Além 

disso, nosso trabalho demonstra, pela primeira vez na literatura, que a erva6mate é capaz de 

modular de forma específica diferentes genes relacionados com a sinalização da insulina 

via AKT, melhorando desta forma o quadro glicêmico observado ao final da intervenção. A 

redução na produção das citocinas acima mencionadas, por sua vez, está intimamente 

relacionada com a redução do peso corpóreo e da quantidade de gordura epididimal.  

A erva6mate demonstrou6se eficaz na redução de peso e gordura epididimal, por 

atuar diretamente durante o processo de adipogênese. Foi possível também demonstrar que 

a erva6mate e alguns de seus principais compostos bioativos, atuam de forma expressiva na 

etapa de diferenciação dos adipócitos. Além disso, observou6se que os compostos bioativos 

presentes na erva6mate atuam modulando distintos genes relacionados ao processo de 
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diferenciação do adipócito, sendo o ácido clorogênico o único composto a atuar reprimindo 

genes pró6adipogênicos. Estes resultados demonstram que o sinergismo entre os diferentes 

compostos bioativos presentes na erva6mate é responsável por sua ampla ação na 

modulação de genes relacionados ao processo de adipogênese. 

O trabalho ainda sugere que a erva6mate possa atuar de maneira mais expressiva na 

redução da adipogênese através da via WNT, visto pelo aumento da expressão de diferentes 

genes associados a esta via. O resultado final dessa ativação é a repressão significativa de 

PPARγ
2
 e C/EBPα,  que contribui para elucidar a redução do peso corpóreo e da gordura 

epididimal observada nos animais submetidos à dieta hiperlipídica tratados com erva6mate 

(1,0g/kg) durante 60 dias, que por sua vez reduz a produção de citocinas, em especial o 

TNF6α, contribuindo parcialmente para a melhora do quadro de sinalização a insulina 

exposto acima. 
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10. ANEXOS 

ANEXO 1 ' Parecer do Comitê de ética em pesquisa. 
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ANEXO 2 – Artigo publicado no periódico Molecular and Cellular Endocrinology 
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