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RESUMO 

 

Este estudo teve como objetivo investigar o potencial de uma formulação oral contendo 

Quercetina e Vildagliptina (Formulação QV)  na melhora da homeostase metabólica em 

modelo experimental de diabetes tipo 1. Ratas albinas da linhagem Fischer foram 

distribuídas em quatro grupos: animais controle não tratados (C), animais diabéticos não 

tratados (D), animais diabéticos tratados com a Formulação QV (DQV) e animais 

diabéticos tratados com insulina (DI). O diabetes foi induzido por injeção intraperitoneal 

de Aloxano (135mg/kg de massa corporal) e confirmado por teste glicêmico. Os animais 

que apresentaram glicemia igual ou maior a 300 mg/dl foram considerados diabéticos. 

Após o período de tratamento de 30 dias os parâmetros bioquímicos foram analisados no 

pâncreas, fígado e soro, através de kits comerciais. As alterações histopatológicas no 

tecido pancreático foram examinadas pela coloração com hematoxilina e eosina e o 

conteúdo de insulina na ilhota foi avaliado por imuno-histoquímica com anticorpo anti-

insulina. O teor de glicogênio nos hepatócitos foi quantificado por coloração com ácido 

periódico de Schiff. Nossos resultados mostraram que a Formulação QV reduziu a 

glicemia, preservou a arquitetura pancreática, aumentou os níveis séricos e pancreáticos 

de insulina, aumentou o armazenamento de glicogênio hepático, melhorou o perfil 

lipídico sérico, aumentou a atividade da enzima hexocinase, reduziu a atividade da 

metaloproteinase de matriz do tipo 2 (MMP-2) e promoveu maior taxa de sobrevivência 

de animais. Em conjunto, nossos dados sugerem que o tratamento com a Formulação QV 

foi capaz de melhorar a homeostase metabólica em ratos diabéticos tipo 1. 

 

Palavras-chave: Diabetes tipo 1, Vildagliptina, Quercetina, Inibidores da DPP-4, 

Metabolismo 

 

 

 

 

 

 



 

IX 
 

ABSTRACT 

This study aimed to investigate the potential of an oral formulation (QV formulation) 

containing Quercetin and Vildagliptin in improves metabolic homeostasis in type 1 

diabetes model. Female Fischer rats were divided into four groups: untreated control 

animals (C), untreated diabetic animals (D), diabetic animals treated with QV formulation 

(DQV), and diabetic animals treated with insulin (DI). Diabetes was induced by injection 

of Alloxan (135mg kg body mass)−1 and confirmed by glycemic test. Animals that 

showed glycemia ≥ 16.6mmol (300mg/dl) were considered diabetic. The animals were 

euthanized on the 31st day after of begin treatment. The pancreas, liver, and serum were 

collected for biochemistry analysis by commercial kits. Histopathological changes in 

pancreatic tissue were examined by Hematoxyline & Eosin staining and the insulin 

content in the islet measured by immunohistochemistry with anti-insulin antibody. The 

glycogen content in the hepatocytes was quantified by Periodic Schiff Acid staining. The 

QV formulation reduced the glycemia, preserved the pancreatic architecture, increased 

serum and pancreatic insulin levels, increased hepatic glycogen, ameliorated lipid profile, 

increased hexokinase activity, decreased MMP-2 activity and to promote higher survival 

rate of animals. Together, our data suggest that the QV formulation treatment was able to 

better metabolic homeostasis in type 1 diabetic rats. 

Keywords: DPP-4 inhibitors, Vildagliptin, Quercetin, Type 1 diabetes 
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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 

 

O diabetes tipo 1, prevalente em 5 – 10% da população diabética é o resultado da 

destruição imunomediada das células beta pancreáticas produtoras de insulina. O diabetes 

tipo 1, geralmente, manifesta-se mais cedo em relação ao diabetes tipo 2, sendo que sua 

incidência em crianças e na população tem aumentado em muitos países, principalmente 

em indivíduos com idade média de até 20 anos (IDF, 2017). A dificuldade em controlar 

os níveis glicêmicos por parte dos indivíduos afetados resulta na menor aderência aos 

medicamentos e comprometimento do tratamento. Isto ocorre principalmente devido ao 

tratamento insulínico ser invasivo e incômodo, consistindo de administrações 

subcutâneas de insulina exógena em intervalos regulares de tempo. O tratamento 

convencional à base de insulina gera desconforto, ansiedade e perda da qualidade de vida, 

o que impacta no bem estar do indivíduo e toda sua família. Em adição, o alto custo 

financeiro como resultado dos cuidados médicos e diminuição da produtividade 

individual torna o diabetes uma doença onerosa do ponto de vista social e econômico 

(GILMER et al., 2005). Diferentes estratégias tem sido desenvolvidas com o intuito de 

melhorar a aderência ao tratamento. Os sensores de glicose, insulinas dérmicas (YU et 

al., 2015) e “spray” orais chegaram ao mercado com o objetivo de proporcionar conforto 

aos pacientes, além de prevenir episódios frequentes de hipoglicemia. Contudo o acesso 

a tais medicamentos inovadores é inviável para grande parte da população devido aos 

custos elevados, considerando que 75% dos pacientes com diabetes tipo 1 vivem em 

países de baixa renda. Medicamentos indicados para tratamento do diabetes tipo 2 vem 

sendo estudados no diabetes tipo 1 e apresentando grau variado de benefícios 

(FRANDSEN et al., 2016). A classe medicamentosa dos Inibidores da DPP-4 (Dipeptidil 

Peptidase 4) participam em numerosos processos biológicos, desde o controle glicêmico 

e redução de peso até na melhora funcional das células beta e marcadores de risco 

cardiovascular (NAUCK, 2016), resultando em benefícios adicionais na homeostase 

metabólica. Além disso, no diabetes tipo 1, os inibidores da DPP-4 em adição à terapia 

insulínica podem reduzir o requerimento diário de insulina exógena (GUO et al., 2016). 

Estudos em modelos animais indicam que a Vildagliptina, um inibidor da DPP-4, possui 

efeito promissor no tratamento do diabetes tipo 1 ao estimular a neogênese de células beta 

pancreáticas (MIRANDA et al., 2015). Outros autores também reportaram efeitos da 

Vildagliptina sobre a secreção de insulina (ÁVILA et al., 2013) e na manutenção e reparo 

de células beta pancreáticas (HAMAMOTO et al., 2013). No entanto nenhum estudo até 
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o momento demonstrou o efeito de Inibidores da DPP-4 na regulação do metabolismo em 

modelo experimental de diabetes tipo 1. Em adição, o uso da Quercetina, um flavonoide 

presente em muitos alimentos de origem vegetal também tem demonstrado um potencial 

antidiabético, com relatos de efeitos na melhora do estado hiperglicêmico e redução da 

incidência de complicações periféricas (JEONG et al., 2012), além de aumentar a 

secreção de insulina e proteger células pancreáticas (COSKUN et al., 2005). Embora 

algumas pesquisas tenham demonstrado que a Quercetina e Vildagliptina, quando 

administrados sozinhos/isolados, possuem propriedades antidiabéticas, resultados 

anteriores do laboratório demonstraram que os animais diabéticos tipo 1 que receberam 

por via orogástrica doses diárias de Quercetina durante 30 dias não apresentaram sinais 

de melhora nos parâmetros glicêmicos e insulínicos, ao passo que o número de ilhotas e 

células beta pancreáticas foram aumentados (resultados não publicados). Entretanto, os 

animais diabéticos que foram tratados por via orogástrica com doses diárias de 

Vildagliptina apresentaram uma melhora nos níveis séricos de insulina bem como um 

aumento no número de ilhotas e células beta pancreáticas sem alteração significativa dos 

níveis glicêmicos (MIRANDA et al., 2015). Sendo assim, a questão principal que 

impulsionou esta pesquisa foi a avaliação do efeito do uso combinado destes ativos sobre 

a homeostase metabólica no modelo de diabetes tipo 1. Considerando-se os diferentes 

mecanismos de ação da Vildagliptina e Quercetina, nós hipotetizamos que a combinação 

desses dois compostos ativos poderiam promover uma melhora na homeostase 

metabólica, incluindo a redução da glicemia, o que ainda não havia sido observado com 

os ativos isolados em estudos anteriores do laboratório. Desta maneira, o delineamento 

aqui proposto caracteriza-se como um estudo pré-clínico de importância para futuros 

estudos clínicos que visem explorar uma possível alternativa terapêutica para o 

tratamento do diabetes tipo 1. 
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CAPÍTULO 2 – REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 – Diabetes e Prevalência 
 

O diabetes mellitus é um importante problema de saúde pública prevalente do 

ponto de vista social e econômico (SBD, 2009). Está associado a complicações que 

comprometem a qualidade de vida e sobrevida dos indivíduos, além de envolver altos 

custos no seu tratamento. Sua natureza crônica, a gravidade de suas complicações e os 

meios necessários para controlá-lo torna o diabetes uma doença muito onerosa, não 

apenas para os indivíduos afetados e suas famílias, mas também para o sistema de saúde. 

O diabetes é considerado uma doença metabólica caracterizado por hiperglicemia 

crônica resultante de defeitos na ação e/ou secreção da insulina. O quadro hiperglicêmico 

está associado a danos em longo prazo, à disfunção e falência de diferentes órgãos, 

especialmente os rins, nervos, vasos do coração, dentre outros (ADA, 2018).  

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2015-2016, “Uma 

epidemia de diabetes mellitus está em curso” (SBD, 2015-2016). Tal informação pode ser 

confirmada mediante dados estatísticos que demonstram que o diabetes é uma das 

maiores emergências de saúde global do século 21, afetando mais de 415 milhões de 

pessoas, além do alto risco de outras 325 milhões com tolerância à glicose diminuída 

desenvolverem a doença no futuro (IDF, 2017). O status de epidemia agravado deve-se 

ao crescimento e ao envelhecimento populacional, da maior urbanização, das dietas 

pouco saudáveis e ao estilo de vida cada vez mais sedentário  (GOLDENBERG, 2003). 

 Uma análise regional publicada pela International Diabetes Federation (IDF) em 

2017 divulgou que o Brasil se encontra em 4º lugar no ranking de países com maior 

número de adultos com diabetes (~12,5 milhões) (Figura 1), sendo que metade desta 

população ainda não foi diagnosticada. Em relação à faixa etária abaixo dos 20 anos o 

Brasil foi considerado o 3º país com maior número de crianças e adolescentes portadores 

do diabetes tipo 1 (Figura 2), além de ser um dos países com maior número de novos 

casos, por ano, de diabetes tipo 1 nesta mesma faixa etária (~9,6 mil novos casos/ano). 

Quanto à mortalidade por diabetes, a pesquisa também revelou que aproximadamente 210 

mil pessoas com idade entre 20–79 anos vieram a óbito em 2017, sendo que as regiões 

das Américas do Sul e Central foram as únicas a apresentaram aumento na taxa de 

mortalidade em relação à pesquisa realizada no ano de 2015 (IDF, 2015). Além disso, foi 

observado que no Brasil pessoas com idade inferior a 60 anos representavam mais da 
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metade do número de mortes por diabetes e suas complicações (IDF, 2017). Outro dado 

relevante referiu-se às despesas com a saúde proporcionada por pacientes diabéticos. 

Cerca de US$ 727 bilhões são gastos anualmente, sendo que o Brasil gerou gastos de 

aproximadamente US$ 24 bilhões no ano de 2017 (Figura 3) (IDF, 2017). Esta carga 

pode ser medida através de custos médicos diretos, devido aos gastos com prevenção e 

tratamento das complicações, além dos custos indiretos associados à perda de 

produtividade, a mortalidade prematura e o impacto negativo do diabetes no produto 

interno bruto das nações (PIB). Essas informações são de extrema relevância, uma vez 

que o diabetes afeta grande parte da população representando um alto custo financeiro 

decorrente a cuidados médicos e a queda da produtividade (GILMER et al., 2005). 

 

Figura 1. Os 10 principais países/territórios por número de pessoas com diabetes (20-79 anos, em 2017) 

(em milhões). (Fonte: Adaptado de IDF, 2017). 

 

 
Figura 2. Os 10 principais países por número de crianças e adolescentes com diabetes tipo 1 (< 20 anos, 

em 2017) (em milhares). (Fonte: Adaptado de IDF, 2017). 
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Figura 3. Despesa total com cuidados de saúde para pessoas diabéticas (20-79 anos, em 2017) (em bilhões). 

(Fonte: Adaptado de IDF, 2017). 

 

Diversas pesquisas já comprovaram que alterações no estilo de vida são medidas 

viáveis para controlar a incidência do diabetes (LINDSTROM et al., 2006). Resultados 

do Diabetes Prevention Program Research Group (DPPRG) mostraram redução de 34% 

em 10 anos de acompanhamento na incidência de casos de diabetes mediante o estímulo 

a uma dieta saudável e à prática de atividades físicas (DIABETES PREVENTION 

PROGRAM RESEARCH et al., 2009). No mês de Abril/2016, no Dia Mundial da Saúde, 

foi realizada uma campanha cujo tema foi o diabetes. Na ocasião, a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) emitiu um Relatório Global sobre a doença. Dentre outras informações, 

o relatório apresentou objetivos e medidas preventivas para tentar reduzir o aumento do 

número de novos casos de diabetes. O objetivo da OMS é chamar a atenção para a doença 

e para o fato de que ações de promoção à saúde, hábitos alimentares saudáveis e práticas 

de atividades físicas podem reduzir os fatores de risco de desenvolvimento do diabetes 

(WHO, 2016). 

Segundo a American Diabetes Association (ADA), os critérios para diagnóstico 

do diabetes são realizadas com a finalidade de prevenir de maneira eficaz as complicações 

micro e macrovasculares associados à doença. São três os critérios aceitos para o 

diagnóstico do diabetes com a utilização da glicemia (SBD, 2015-2016; ADA, 2018): 

 Glicemia de jejum ≥126mg/dL (7mmol/L). Em caso de pequenas elevações da 

glicemia, o diagnóstico deve ser confirmado pela repetição do teste em outro dia. 

 Glicemia de 2 horas pós-sobrecarga de 75g de glicose ≥200mg/dL (11,1mmol/L) 

 Sintomas de poliúria, polidipsia e perda ponderal de peso acrescidos de glicemia 

casual > 200mg/dL ou hemoglobina glicada (HbA1c) ≥ 48mmol/mol (equivalente 

a 6,5%). Compreende-se por glicemia casual aquela realizada a qualquer hora do 

dia, independentemente do horário das refeições. 
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2.2 – Classificação 
 

A classificação atual do diabetes é baseada na etiologia e não no tipo de 

tratamento, portanto os termos diabetes mellitus insulino dependente e diabetes insulino 

independente devem ser eliminados. A classificação proposta pela Organização Mundial 

de Saúde (OMS) e Associação Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes 

clínicas: 

-  tipo 1 (autoimune ou idiopático); 

-  tipo 2; 

- Outros tipos específicos de diabetes (defeitos genéticos na função da célula beta 

ou na ação da insulina, doenças do pâncreas exócrino, induzidos por drogas e infecções); 

-  gestacional. 

  

Ainda existem duas categorias, referidas como pré-diabetes, que são a glicemia de 

jejum alterada e a tolerância à glicose diminuída. Essas categorias não são entidades 

clínicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. 

É difícil conhecer a incidência de Diabetes mellitus tipo 2 em grandes populações, 

pois requer seguimento durante alguns anos, com medições periódicas de glicemia. Os 

estudos de incidência são geralmente restritos ao Diabetes mellitus tipo 1, pois suas 

manifestações iniciais tendem a ser bem características. (KARVONEN et al., 2000). 

O Diabetes mellitus tipo 1, forma presente em 5% - 10% dos casos, é uma doença 

crônica caracterizada pela destruição imunomediada das células beta das ilhotas 

pancreáticas, resultando na incapacidade progressiva destas células em produzir insulina. 

Esse processo pode levar meses ou anos, mas só se manifesta quando já houve a 

destruição de pelo menos 80% da massa de ilhotas (SBD, 2015-2016). Desta forma, as 

células beta são destruídas quando indivíduos com suposta predisposição genética são 

submetidos a eventos específicos como infecções virais, induzindo a respostas 

imunopatológicas (ADA, 2018). Na maioria dos casos essa destruição das células é 

mediada por uma reação autoimune, sendo que os marcadores de autoimunidade são os 

autoanticorpos anti-ilhota ou antígenos específicos da ilhota e incluem os anticorpos anti-

insulina, antidescarboxilase do ácido glutâmico (GAD65), antitirosina-fosfatases (IA2 e 

IA2B) e antitransportador de zinco (Znt) (PALMER et al., 1983; BAEKKESKOV et al., 

1990; RABIN et al., 1994; GORUS et al., 1997). Esses anticorpos podem ser verificados 

meses ou anos antes do diagnóstico clínico, ou seja, na fase pré-clínica da doença, e em 
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até 90% dos indivíduos quando se detecta hiperglicemia. A taxa de destruição das células 

beta é variável, sendo em geral mais rápida entre as crianças e a forma lentamente 

progressiva, que ocorre em maior grau em adultos, é referida como latent autoimmune 

diabetes in adults (LADA). O diabetes tipo 1 é o tipo mais agressivo de diabetes, com 

sintomas clássicos na época do diagnóstico como hiperglicemia, poliúria, sede, perda de 

peso, cansaço, cetoacidose, podendo evoluir a complicações crônicas graves causando 

aumento na susceptibilidade à infecções, neuropatia, retinopatia, nefropatia, aterosclerose 

acelerada associada ao infarto do miocárdio e amputações de membros (VERNILLO, 

2001; ADA, 2018). O tratamento convencional do diabetes tipo 1 consiste na 

insulinoterapia, através da administração diária de doses subcutâneas de insulina exógena. 

Entretanto, a terapêutica insulínica intensiva é considerada incômoda pela maioria dos 

pacientes devido ao rigor necessário para manter níveis glicêmicos próximos ao da 

normalidade, além da possibilidade de induzir frequentes episódios de hipoglicemia 

grave. Por este motivo requer monitorização frequente da glicemia, tornando ainda mais 

difícil a aderência do paciente ao tratamento (AYTA, 2002). Por isto, terapêuticas 

alternativas à insulinoterapia que se mostrem mais eficientes para a manutenção da 

glicemia são de extrema importância. 

 Já o Diabetes mellitus tipo 2 é a forma mais comum de diabetes. Está presente em 

90% - 95% dos casos e caracteriza-se por defeitos na ação e secreção de insulina (SHAW 

et al., 2000). Em geral ambos os defeitos estão presentes quando a hiperglicemia se 

manifesta, porém pode haver predomínio de um deles. O corpo é capaz de produzir 

insulina, mas torna-se resistente de modo que a insulina é ineficaz. Ao longo do tempo, 

os níveis de insulina pode posteriormente tornar-se insuficiente. O quadro de resistência 

à insulina característico neste tipo é resultante da incapacidade dos tecidos periféricos em 

responder à insulina (COTRAN et al., 2000). É uma doença metabólica complexa, 

multifatorial, de presença global e que afeta a qualidade e o estilo de vida dos acometidos, 

podendo levar a uma redução pronunciada na expectativa de vida dessa população. 

Embora as causas exatas para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 ainda não sejam 

conhecidos, sabe-se que pode ocorrer em qualquer idade, embora o diagnóstico 

geralmente ocorra após os 40 anos de idade, e está diretamente relacionado a pacientes 

que apresentam fatores de risco como obesidade, sedentarismo, dieta hipercalórica, má 

nutrição e antecedentes de diabetes gestacional (BLOOMGARDEN, 2006). Muitas 

pessoas com diabetes tipo 2 continuam a ignorar sua condição por um longo tempo, uma 

vez que os sintomas são geralmente menos acentuados do que em pacientes com diabetes 
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tipo 1 e pode levar anos para ser reconhecido. No entanto, durante este tempo o corpo já 

estará sendo prejudicado devido aos quadros hiperglicêmicos, tendo como provável 

consequência a presença de evidências de complicações crônicas na ocasião em que o 

diagnóstico para diabetes tipo 2 é concretizado. Diferentemente do diabetes tipo 1, os 

pacientes não dependem de insulina exógena para sobreviver, porém podem necessitar de 

tratamento insulínico para obter controle metabólico adequado. 

 

2.3 – Tecnologias e terapêuticas no tratamento do diabetes tipo 1 
 

Desde o final do século 20 aconteceram grandes avanços tecnológicos no 

tratamento do diabetes. Esses avanços possibilitaram que milhares de pacientes pudessem 

ter melhoria nos resultados do tratamento da doença, facilitaram o seu manejo, tanto pela 

equipe de saúde quanto pelo paciente e sua família, contribuíram para um entendimento 

mais profundo das variações glicêmicas, possibilitando menores episódios de 

hipoglicemia e hiperglicemia, além de promover uma melhor qualidade de vida aos 

indivíduos envolvidos (FOWLER, 2008). 

O estímulo à atividade física regular e a orientação alimentar são complementos 

das bases terapêuticas do diabetes tipo 1, porém não são suficientes para a normalização 

do perfil metabólico de um paciente. Para isso é necessária uma terapia medicamentosa, 

uma vez que o uso de insulina é imprescindível no tratamento deste tipo de diabetes, e 

deve ser instituída assim que o diagnóstico for realizado (DCCT et al., 1993). 

 Desde a sua descoberta em 1921/1922 por pesquisadores canadenses, a insulina 

passou a salvar milhares de vidas ao redor do mundo. Essa insulina, no entanto, de ação 

rápida e sendo necessárias várias aplicações por dia, causava lipodistrofias, reações 

alérgicas e efeitos colaterais, deixando clara a necessidade de evolução. Após a 

descoberta da estrutura molecular da insulina, ela se tornou, na década de 1960, a proteína 

mais estudada do mundo. Da sua associação com a protamina, à protamina zinco, à 

proteína neutra Hagedorn (NPH) e a insulina humana, chegamos às insulinas sintetizadas 

no DNA bacteriano ou de leveduras. Por meio de técnicas de DNA recombinante, os 

análogos de insulina de ação ultrarrápida e prolongada, com diferentes mecanismos e 

tempos de ação, foram sintetizados com o objetivo de se obter a maneira mais próxima 

de reproduzir a secreção fisiológica da insulina (EYZAGUIRRE e CODNER, 2006). 

Estudos têm demonstrado que os análogos de insulina de ação prolongada, Glargina e 

Detemir, proporcionam menor frequência de episódios hipoglicêmicos em relação à 
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insulina NPH, o que seria explicado pela ausência (ou diminuição) de picos dessas 

insulinas (HEISE et al., 2004). Além disso, em paralelo à evolução da insulina, 

dispositivos de aplicação e equipamentos de alta tecnologia auxiliam, de modo 

significativo, a adesão ao tratamento com insulina e favorece o bom controle glicêmico. 

A caneta de aplicação de insulina, por exemplo, tem se tornado uma opção popular nos 

últimos anos. No mercado brasileiro estão disponíveis canetas recarregáveis e 

descartáveis, apresentando como vantagens em relação à seringa: apresentação, 

praticidade no manuseio e transporte, opção de agulhas mais curtas e finas, assim como 

maior exatidão da dose. O uso de agulha com comprimento adequado e a realização da 

técnica correta de aplicação são fatores fundamentais para garantir a injeção de insulina 

no subcutâneo sem perdas e com mínimo desconforto (FRID et al., 2010). 

 Tecnologia que demonstrou ser bastante eficaz no tratamento do diabetes tipo 1 

refere-se ao sistema de infusão contínua de insulina (SICI). Considerado padrão-ouro no 

tratamento intensivo da doença, estudos demonstraram que os resultados no controle 

glicêmico durante a terapia com infusão subcutânea contínua de insulina foram melhores 

do que aqueles obtidos com múltiplas injeções diárias de insulina (RETNAKARAN et 

al., 2004), além de possibilitar uma maior exatidão na dose de insulina, melhorar os níveis 

de hemoglobina glicada (HbA1c) por evitar variações nos níveis de glicemia e reduzir 

significativamente possíveis episódios de hipoglicemias graves (PICKUP e KEEN, 

2002). A bomba de infusão de insulina, que, embora tenha sido desenvolvida e seu uso 

difundido nos EUA desde 1970, chegou recentemente ao Brasil e está sendo cada vez 

mais conhecida e prescrita. O objetivo da terapêutica desse sistema de infusão, mais 

comumente chamado de bomba de infusão de insulina, é simular ao que ocorre no 

organismo da pessoa sem diabetes, mantendo a liberação de insulina durante 24 horas 

para tentar obter níveis normais de glicose entre as refeições e liberar insulina nos horários 

da alimentação (MINICUCCI, 2006; PICKUP, 2012). 

Os sensores de glicose, desde os de uso médico até os de uso individual, vêm 

ganhando cada vez mais espaço como importantes ferramentas no controle do diabetes, 

isso porque permitem mensurar a glicemia capilar em tempo real. Embora sejam 

equipamentos acessíveis aos pacientes e que permitem um melhor controle da doença, a 

adesão e o comprometimento do paciente em realizar o diário glicêmico são de extrema 

importância. Um grande número de equipamentos foi desenvolvido e testado: desde 

relógios de pulso que medem a glicose intersticial, lentes de contato capazes de mudar de 

cor de acordo com os níveis de glicose da lágrima, até sensores implantados e testados no 



 

19 
 

tecido celular subcutâneo (KLONOFF, 2005). No Brasil, o sistema de monitoramento 

contínuo de glicose (CGMS) é um sensor amplamente usado e registra os níveis de glicose 

no tecido celular subcutâneo por meio de uma pequena cânula inserida sob a pele, 

semelhante ao set de infusão da bomba de insulina. Entre as vantagens apresentadas por 

esses sistemas, podemos citar: melhora nas excursões glicêmicas, redução na duração e 

gravidade dos episódios de hipoglicemias e melhora do controle glicêmico em pacientes 

com diabetes tipo 1 (DEISS et al., 2006; GARG et al., 2006). 

Uma grande vantagem alcançada devido à evolução dos tipos de insulina, assim 

como nas novas tecnologias para aplicação destas, refere-se à possibilidade de um 

tratamento insulínico intensivo com maior eficácia. Antes do advento dos análogos de 

insulina com ação ultrarrápida, as hipoglicemias ocorriam em maior número, e isso 

certamente contribuiu para que houvesse certo receio por parte dos pais, e até mesmo dos 

profissionais da saúde, em implementar o tratamento intensivo. Esse tipo de tratamento, 

diferente do convencional, mimetiza o padrão de secreção normal de insulina basal, 

possibilitando um melhor controle glicêmico. O clássico estudo prospectivo Diabetes 

Control and Complications Trial (DCCT) demonstrou que o tratamento intensivo do 

diabetes tipo1, com três ou mais doses diárias de insulina de ações diferentes ou sistema 

de infusão contínua de insulina, foi eficaz em reduzir a frequência de complicações 

crônicas desta doença. Nessa coorte, houve diminuição de 76% dos casos de retinopatia, 

60% de neuropatia e 39% de nefropatia nos pacientes diabéticos tratados (DCCT et al., 

1993). 

Desde que a insulina foi desenvolvida até os dias atuais, um dos problemas mais 

recorrentes e sempre relatados pela comunidade diabética refere-se à comodidade do 

tratamento. A necessidade de aplicações subcutâneas de doses diárias de injeções de 

insulina faz com que o paciente, muitas vezes, não reproduza o tratamento da forma 

adequada. Para contornar tal limitação, a nova tendência do mercado insulínico refere-se 

ao desenvolvimento de formulações que substituam as tradicionais injeções. Sendo assim, 

vias alternativas de administração, como insulinas orais, dérmicas e spray bucal têm sido 

testados para tentar promover uma melhor adequação por parte do paciente. O desafio é 

desenvolver uma preparação que seja estável e consiga reduzir tanto a glicemia de jejum, 

a pós-prandial, a hemoglobina glicada e a variação glicêmica. Desenvolvida pelas 

farmacêuticas Sanofi e MannKind Corp., a Afrezza foi uma formulação em pó inalável 

de insulina de ação rápida e indicada para controle da glicemia tanto no diabetes tipo 1 

quanto no diabetes tipo 2. Em Junho de 2014 a Agência de Alimentos e Medicamentos dos 
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Estados Unidos (FDA) aprovou a comercialização deste medicamento, que deve ser inalado 

com a ajuda de um pequeno inalador de fácil uso. O produto dissolve-se rapidamente quando 

atinge o pulmão e fornece insulina para a corrente sanguínea, cumprindo o papel de regular a 

quantidade de açúcar no sangue. Depois de seis meses de espera, em Fevereiro de 2015, o 

produto chegou aos mercados norte-americanos (CAHILL, 2016) (Figura 4A). Ainda 

nesta mesma vertente, cientistas americanos desenvolveram um dispositivo de 

administração de insulina glicose-dependente através de microagulhas contendo vesículas 

de insulina e a enzima glicose oxidase. Semelhante a um pequeno adesivo, esse 

dispositivo é capaz de detectar o aumento nos níveis de glicose e secretar 

automaticamente as doses necessárias de insulina na corrente sanguínea (Figura 4B). 

Quando em situação de hiperglicemia, as vesículas rapidamente se dissociam e liberam a 

insulina encapsulada (Figura 4C). Em testes realizados in vivo, o adesivo apresentou 

resultados bem sucedidos uma vez que foi eficaz em regular a glicose no sangue de 

camundongos com diabetes tipo 1, tornando este dispositivo sintético glicose-responsivo 

liberador de insulina um aparato promissor em evitar picos glicêmicos, se traduzido para 

terapia humana (YU et al., 2015). 

 

Figura 4. Novas formulações de insulina. (A) Afrezza. Formulação em pó inalável de insulina (Fonte: 

insulinnation.com, 2016). (B) Dispositivo de administração de insulina glicose-dependente. (C) Mecanismo 

de liberação da insulina (Fonte: Adaptado JICHENG et al., 2015). 
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Além das evoluções tecnológicas apresentadas, um método alternativo também 

praticado no tratamento do diabetes tipo 1 refere-se ao transplante de pâncreas. O sucesso 

de tal metodologia relaciona-se com a melhora da qualidade de vida dos pacientes, não 

só pela dieta mais flexível, mas também pela interrupção do uso de múltiplas doses de 

insulina exógena e das medições diárias de glicemia capilar. Os pacientes passam a 

apresentar glicemia estável, sem as frequentes excursões glicêmicas e complicações 

agudas, como hipoglicemia e cetoacidose (ROBERTSON et al., 2000; ADA, 2006). Por 

ser uma prática cirúrgica bastante invasiva, o transplante de pâncreas é geralmente 

realizado depois de 20 anos de diabetes estabelecido, período onde existem maiores 

possibilidades de aparecimento das complicações crônicas, todavia não há dados de 

medicina baseados em evidências que comprovem a capacidade do transplante em 

revertê-las, embora vários trabalhos sugiram que alguma estabilização possa ocorrer 

àquelas relacionadas com neuropatia e microangiopatia. Além disso, não há dados na 

literatura determinando se o transplante realizado precocemente é capaz de prevenir essas 

complicações (LARSEN, 2004; ADA, 2006). Uma das limitações que tornam o 

transplante de pâncreas um procedimento ainda temeroso por parte dos pacientes é devido 

à necessidade dos pacientes transplantados necessitarem de imunossupressão contínua, o 

que pode acarretar inúmeros efeitos colaterais. Por conseguinte, deve-se avaliar seu 

benefício em comparação com a evolução das complicações crônicas do diabetes e da 

qualidade de vida do candidato ao procedimento.  

Em um estudo publicado na revista Nature em Janeiro de 2016, a equipe de 

pesquisadores relatou uma descoberta que pode ajudar a desenvolver uma possível cura 

para o diabetes tipo 1. No estudo foi demonstrado que o transplante de células produtoras 

de insulina, derivadas de células embrionárias humanas, quando encapsuladas com 

biomateriais porosos (derivados de alginato) foram capazes de mitigar a resposta imune 

do organismo ao “corpo estranho”, funcionando como uma barreira imunológica. Os 

testes foram realizados em modelo animal de diabetes tipo 1, C57BL/6J induzido com 

estreptozotocina (STZ) durante 174 dias, e após receberem o implante de células 

artificiais foi relatada a produção de insulina sem o uso de injeções e sem a necessidade 

de qualquer imunossupressão. Tais achados demonstraram um grande avanço na tentativa 

de restauração do controle glicêmico no quadro de diabetes tipo 1 (VEGAS et al., 2016). 

Embora sejam inúmeros os benefícios trazidos por essas tecnologias no tratamento 

do diabetes tipo 1, cada inovação traz consigo limitações e novas necessidades em 
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continuar desenvolvendo terapias que consigam abranger, ao mesmo tempo, 

características como a capacidade de resposta rápida, comodidade na via de 

administração, adequada biocompatibilidade e menores efeitos adversos. Entretanto, não 

bastasse todo o transtorno e dificuldades fisiológicas acometidas aos diabéticos para 

terem acesso a tais tecnologias, alguns importantes parâmetros devem ser considerados, 

sendo que o valor comercial e a sua disponibilidade para toda a população necessitada 

parecem estar entre os mais relevantes. 

Um conjunto de intervenções baseado no custo-benefício está no cerne da questão 

em melhorar os resultados do diabetes: o controle da glicemia através de uma combinação 

de dieta, atividade física e medicação; controle da pressão arterial e do metabolismo 

lipídico para reduzir o risco cardiovascular e outras complicações. Este conjunto de 

intervenções parece simples, mas a sua realização depende de estruturas adequadas para 

a prestação de cuidados de saúde, tais como o acesso a medicamentos essenciais e 

tecnologias, protocolos para a gestão da atenção básica, a formação adequada de 

prestadores de cuidados à saúde, sistemas de referência envolvendo especialistas, e a 

participação ativa e a motivação do paciente. A disponibilidade de medicamentos 

essenciais e tecnologias básicas para a detecção precoce, diagnóstico e monitorização do 

diabetes em unidades de cuidados de saúde primários é um componente crítico da 

capacidade de gestão. Serviços de saúde bem estruturados devem fornecer as principais 

intervenções e acompanhamento regular necessário para ajudar as pessoas com diabetes 

a viverem vidas longas e relativamente saudáveis, mesmo que seja uma doença crônica e 

progressiva. 

A falta de acesso à insulina, por exemplo, continua a ser um obstáculo chave para 

o sucesso do tratamento e resulta em complicações desnecessárias e mortes prematuras. 

A disponibilidade de insulina para o tratamento do diabetes tipo 1 é relatada em apenas 

uma minoria de países de baixa renda. Embora a insulina esteja na lista modelo da OMS 

como medicamento essencial, o acesso em locais com poucos recursos ainda pode ser um 

problema por causa das barreiras nacionais e internacionais, e não apenas por causa dos 

custos, mas também por causa de problemas de acesso (WHO, 2016; IDF, 2017). Uma 

discussão da gestão do diabetes deve, portanto, incluir uma observação no acesso a 

medicamentos essenciais e tecnologias básicas, uma vez que barreiras nacionais e 

internacionais interagem para dificultar o acesso à insulina, e muitas vezes diabéticos que 

residem em países de baixa e média renda não recebem este tratamento essencial 

(BERAN et al., 2014; IDF, 2017) (Tabela 1). 
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 Países de alta 

renda 

Países de renda 

média 

Países de baixa 

renda 

Insulina de ação 

curta 
81% 46% 0% 

Insulina de ação 

intermediária 
84% 44% 10% 

Insulina de ação 

rápida 
84% 29% 13% 

Insulina de ação 

prolongada 
81% 35% 0% 

Canetas de insulina 81% 36% 13% 

Inibidores da DPP-4 86% 27% 25% 

Análogos de GLP-1 77% 17% 33% 

Medidores de glicose 

no sangue e tiras 

para teste 

78% 44% 10% 

Tabela 1. Número de países com disponibilidade de insulina, medicamentos para diabetes e suprimentos, 

na pesquisa de acesso de país/renda. (Fonte: Adaptado de IDF, 2017). 

 

O mercado da insulina é dominado por um pequeno número de fabricantes 

multinacionais que constituem apenas 4% do mercado em volume. Este concurso limitado 

pode potencialmente aumentar os preços da insulina, seja através de tarifas de importação, 

impostos sobre valor agregado, custos de farmácia e os custos de armazenamento e 

transporte, aumentando ainda mais o custo para os indivíduos. Fatores adicionais no 

mercado de insulina que podem impactar no preço incluem, diferentes formulações de 

insulina saindo de patente e o aumento considerável no uso de análogos de insulina. 

Ambos os fatores afetam o preço da insulina antes mesmo dela chegar a um determinado 

país (IDPIG, 2014). Em acréscimo, como a insulina deve ser injetada, isso significa que 

seringas também fazem parte da necessidade básica de sobrevivência para as pessoas que 

a utilizam. Impostos de valor agregado são frequentemente aplicados às seringas, e muitas 

vezes a quantidade presente no Sistema de Saúde é insuficiente e não está ligada a compra 

de insulina (BERAN e YUDKIN, 2010). Quanto aos dispositivos de injeção de insulina, 
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canetas e cartuchos de insulina, apesar das vantagens sobre as seringas tradicionais, o 

custo limita seu uso para muitos pacientes. 

O diabetes tipo 1 é a segunda doença crônica mais frequente da infância (menos 

prevalente apenas que a asma) e sua incidência vem aumentando nas últimas décadas, 

especialmente nas faixas etárias menores que 15 anos (IDF, 2015; 2017). Baseado nesta 

corrente de pensamento, o programa IDF Life For A Child (Vida para uma Criança) foi 

criado no ano 2000 para fornecer insulina e seringas suficientes, além de equipamentos 

de monitorização de glicose no sangue, cuidados clínicos e educação em diabetes 

adequados. Este programa infantil está atualmente ajudando mais de 17.000 crianças e 

jovens vivendo com diabetes em cerca de 46 países (IDF, 2016). 

Sendo assim, não apenas no Brasil, mas principalmente nas regiões de baixa e 

média renda, intervenções políticas e programas de assistência são necessários para 

melhorar o acesso equitativo de medicamentos e equipamentos de imprescindível 

necessidade às populações acometidas de diabetes tipo 1. 

 

2.4 – Inibidores da DPP-4 no Diabetes 
 

A base teórica do estudo dos Inibidores da DPP-4 no controle do diabetes tipo 2 

originou-se quando foi descoberto que as incretinas desempenhavam ações fisiológicas 

benéficas em relação ao controle glicêmico, com potencial promissor no tratamento do 

tipo 2 (NAUCK et al., 2004). As incretinas são hormônios sintetizados no trato 

gastrointestinal e secretados mediante a entrada de nutrientes no intestino (DOYLE e 

EGAN, 2007; JANG et al., 2007), desenvolvendo um importante papel na homeostase da 

glicose sanguínea por estimular a secreção de insulina de maneira glicose-dependente 

(VILSBØLL e HOLST, 2004; DRUCKER e NAUCK, 2006). O hormônio incretina 

predominante é o peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), e estudos demonstraram 

que o GLP-1 foi capaz de melhorar a homeostase da glicose, incluindo a potencialização 

da secreção de insulina de maneira glicose-dependente (Figura 5) e a inibição da secreção 

de glucagon (DOYLE e EGAN, 2007). 
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Figura 5. Amplificação da secreção de insulina pela célula beta pancreática estimulada por GLP-1. 

A glicose é transportada para dentro da célula via transportador GLUT-2 e fosforilada pela GK na glicólise 

até formar piruvato (1 – 3). Este ao entrar no ciclo de krebs promove aumento da concentração citosólica 

de ATP/ADP, fechamento dos canais de KATP e despolarização da membrana, com abertura do canais de 

Ca2+ voltagem-dependente e aumento da concentração intracelular de Ca2+, culminando no estímulo de 

secreção de insulina na corrente sanguínea (4 – 8). A repolarização da membrana é mediada principalmente 

pelos canais de KCa e Kv (9). A ligação do GLP-1 ao seu receptor de membrana estimula o aumento de 

AMPc intracelular, ocasionando à amplificação do estímulo para exocitose dos grânulos de insulina (10). 

GLU:glicose; GLUT-2:transportador de glicose tipo 2; GK=glicocinase; Glicose-6-P:glicose-6-fosfato; 

KCa:canal de potássio voltagem dependente sensível a cálcio; Kv:canal de potássio voltagem dependente; 

GLP-1:peptído-1 semelhante ao glucagon; GLP-1R:receptor do peptídeo-1 semelhante ao glucagon; 

cAMP:adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico; PKA:proteína cinase A; ATP:adenosina trifosfato; 

ADP:adenosina monofosfato. Fonte: (PAPAETIS, 2014). 
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Além dos efeitos fisiológicos citados anteriormente, foi relatado uma melhoria na 

sobrevivência das células beta pancreáticas (YABE e SEINO, 2013), um efeito 

cardioprotetor e neuroprotetor, além do retardamento do esvaziamento gástrico      

(Figura 6). 

 

 

Figura 6. Ações do GLP-1 nos tecidos periféricos. Fonte: Adaptado de (TAMBASCIA, 2007) 

 

Baseado nestas informações projetou-se, inicialmente, utilizar o GLP-1 como 

medida terapêutica no diabetes tipo 2, entretanto, estudos relataram que a secreção deste 

hormônio no estado de diabetes fica comprometida ou mesmo ausente, contribuindo para 

a deficiência na secreção de insulina (NAUCK et al., 2004). Pesquisas posteriores 

confirmaram então que o uso terapêutico do GLP-1 como agente antidiabético era 

inviável devido à sua meia-vida ser relativamente curta como resultado de sua rápida 

inativação pela enzima Dipeptidil Peptidase-4 (DPP-4) (DRUCKER e NAUCK, 2006; 

DEACON et al., 2008). O GLP-1 é rapidamente metabolizado pela DPP-4, com uma 

meia-vida ativa de apenas 1 a 2 minutos (ANDUKURI et al., 2009), dificultando o seu 

emprego no tratamento do tipo 2. Anteriormente já havia sido demonstrado em estudos 

que a DPP-4 é também encontrada no endotélio de capilares que drenam a mucosa 

intestinal, onde as células secretoras de GLP-1 estão situadas (HANSEN et al., 1999; 



 

27 
 

GAUTIER et al., 2008), o que indica que a maior parte do GLP-1 é inativado quase 

imediatamente após sua secreção (LOTFY, SINGH, KALÁSZ, et al., 2011). 

A DPP-4, ou também conhecida como CD26, consiste em uma glicoproteína com 

peso molecular de 110kDa e foi caracterizada pela primeira vez por Hopsu-Havu and 

Glenner (HOPSU-HAVU e GLENNER, 1966). É representante de uma família de 

enzimas existentes na circulação e na superfície de múltiplos tecidos, como no fígado, 

pâncreas, baço, rins, endotélio vascular, etc, (GREEN et al., 2006) sendo que sua 

atividade consiste em clivar cadeias peptídicas nas quais está presente a prolina ou a 

alanina como o segundo aminoácido a partir da extremidade N-terminal, incluindo 

citocinas, fatores de crescimento, neuropeptídios e hormônios incretinas (POSPISILIK et 

al., 2002). Sua estrutura compreende 4 domínios: um domínio citoplasmático curto (1-6), 

um domínio transmembrana (TMD) (7-28), um segmento de haste flexível (29-39) e um 

domínio extracelular (40-766), que pode ser ainda dividido em uma região altamente 

glicosilada, uma região rica em cisteína e a região catalítica (ROHRBORN et al., 2015) 

(Figura 7). 

 

Figura 7. Estrutura dos domínios da DPP-4. Representação esquemática do monômero DPP-4 ligada à 

membrana. A extensão da forma circulante e solúvel de DPP-4 está ilustrada na parte esquerda em azul. O 

desprendimento da DPP-4 da membrana por metaloproteinases de matriz é mostrado por uma tesoura 

vermelha. A barra preta vertical à direita representa a estrutura primária com a delimitação das diferentes 

regiões. Em verde estão as interações que ocorrem nas regiões indicadas da estrutura de DPP-4. MMP, 

metaloproteinase de matriz; M6P/IGFII, manose-6fosfato/fator de crescimento 2 semelhante a insulina. 

Fonte: Adaptado de (RÖHRBORN et al., 2015). 
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Após a ineficácia do tratamento do diabetes tipo 2 com GLP-1, as novas 

estratégias terapêuticas basearam-se na tentativa de contornar a degradação pela DPP-4. 

Ao longo da trajetória foram sendo desenvolvidos medicamentos incretinomiméticos 

(KNUDSEN et al., 2000), e por fim os Inibidores da DPP-4. Estes, por sua vez, são 

responsáveis pela inibição da enzima DPP-4, aumentando a vida média do GLP-1 para 

algumas horas, estendendo, assim, sua ação fisiológica benéfica (TAMBASCIA, 2007) 

(Figura 8). 

 

Figura 8. Ações fisiológicas dos Incretinomiméticos e Inibidores da DPP-4.                                      

Fonte: (ELIASCHEWITZ, 2007). 

 

Pratley e colaboradores demonstraram que os inibidores de DPP-4 podem inibir 

mais de 90% da atividade plasmática da enzima-alvo por um período superior a 24 horas, 

aumentando os níveis de incretinas ativas pela prevenção da sua rápida degradação 

(PRATLEY e GILBERT, 2008). Sendo assim, mesmo que por mecanismo indireto, estes 

Inibidores da DPP-4 influenciam na secreção endógena de incretinas, melhorando a 

hiperglicemia de maneira glicose-dependente devido ao aumento dos níveis séricos de 

insulina em pacientes com diabetes tipo 2 (DRUCKER e NAUCK, 2006; HERMAN et 

al., 2006). 

Além do efeito no controle glicêmico promovido pelos Inibidores da DPP-4, 

foram relatados também trabalhos que sugerem efeitos positivos no pâncreas. Uma vez 

que é sabido que o processo de regeneração da massa de células beta é regulado por uma 

constante interação entre o crescimento de células beta (replicação de células maduras e 

formação de novo de células precursoras no tecido pancreático) e a morte dessas células, 

principalmente devido a apoptose (BUTLER et al., 2003), objetivou-se a tentar 

demonstrar as possíveis influências geradas pelos Inibidores da DPP-4 no tecido 
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pancreático. (FARILLA et al., 2002) demonstraram que o GLP-1 protegeu as células beta 

da apoptose, assim como (YABE e SEINO, 2013) observaram que o GLP-1 foi capaz de 

ativar a proliferação e diferenciação dessas células, além de inibir sua apoptose, 

contribuindo para a regulação da secreção de insulina a longo prazo, devido à manutenção 

de uma massa de células beta funcionais. Em outro estudo, a utilização de um Inibidor da 

DPP-4 sobre a morfologia das ilhotas, distribuição de células beta na ilhota e sobre o 

índice de proliferação de células beta em modelo animal de diabetes tipo 2 revelou a 

integridade das ilhotas, maior proporção de células beta, além de maior nível do indicador 

de proliferação celular (LI et al., 2013). 

Desde o lançamento da classe medicamentosa de Inibidores da DPP-4, várias 

formulações foram desenvolvidas. Neste contexto, a Vildagliptina, com nome comercial 

de Galvus, foi o segundo Inibidor da DPP-4 aprovado pela União Europeia para o 

tratamento do diabetes. Diferentemente dos outros Inibidores da DPP-4, a Vildagliptina 

tem alta afinidade pela DPP-4 (AHREN et al., 2007; EL-OUAGHLIDI et al., 2007) e 

atua como substrato da enzima, provocando assim a inibição da sua ligação à molécula-

alvo (LOTFY, SINGH, KALÁSZ, et al., 2011). 

Em relação ao uso da Vildagliptina como alternativa terapêutica no tratamento do 

diabetes tipo 2 , triagens clínicas conduzidas mostraram que ela é bem tolerada e eficaz 

na melhora do controle glicêmico(AHREN et al., 2011). Estudos em 2008 e 2009 

evidenciaram que a Vildagliptina foi eficaz em diminuir a glicemia em pacientes com 

diabetes tipo 2, especialmente a hiperglicemia pós-prandial e com baixo risco de 

hipoglicemia e sem ganho de peso (KIM e EGAN, 2008; BANERJEE et al., 2009). 

Embora alguns autores observaram que os Inibidores da DPP-4 são benéficos apenas nas 

fases iniciais do diabetes, em 2015 a pesquisa de Kumar e Gupta mostrou efeitos 

benéficos da Vildagliptina, Saxagliptina e Sitagliptina em reduzir a HbA1c em pacientes 

com 2 ou há mais de 10 anos, comprovando que esses inibidores também desempenham 

um papel importante independentemente da duração do diabetes (KUMAR e GUPTA, 

2015). Além disso, a Vildagliptina pode aumentar consideravelmente a liberação de 

insulina e simultaneamente reduzir os níveis de glucagon (Figura 9), o que resulta em 

uma redução na relação glucagon/insulina, diminuindo a produção de glicose endógena 

tanto no período pós-prandial quanto na fase pós-absortiva (LOTFY, SINGH, KALASZ, 

et al., 2011).  
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Figura 9. Ações fisiológicas dos inibidores de DPP-4: as incretinas são liberadas pelo intestino após a 

ingestão de alimentos e exercem uma série de efeitos fisiológicos no pâncreas que poderiam culminar com 

a liberação de insulina para homeostase glicêmica, caso não fossem rapidamente degradados pela ação da 

DPP-4. Os inibidores dessa enzima estendem à meia-vida das incretinas, prolongando assim seus efeitos 

fisiológicos nas células alfa e beta pancreáticas. Fonte: (BANERJEE et al., 2009). 

  

 Em relação ao perfil lipídico, parâmetro bastante considerável quando se refere ao 

diabetes tipo 2 devido às complicações cardiovasculares, estudos demonstraram que as 

gliptinas apresentaram efeitos sobre o perfil lipídico e a pressão sanguínea (AROOR et 

al., 2014), sendo eficazes também em reduzir a lipólise assim como a hipertrigliceridemia 

pós-prandial, provavelmente devido ao aumento da concentração plasmática de 

incretinas, processo que tem sido relacionado com a redução da absorção intestinal de 

triglicérides em estudos animais (QIN et al., 2005; AZUMA et al., 2008). 

Uma vez que dados da literatura abordaram efeitos benéficos dos Inibidores da 

DPP-4 em modelo de diabetes tipo 2 tanto no controle glicêmico quanto na melhora da 

arquitetura pancreática, e considerando que a redução da população de células beta é um 

dos mecanismos responsáveis tanto pelo estabelecimento quanto pela progressão do 

diabetes, se for demonstrado que a terapia baseada em incretinas é capaz de deter a 

progressão da doença através da preservação das células beta, então essa classe de 

medicamentos poderia ser utilizada desde o estágio de pré-diabetes até as fases mais 

avançadas da doença, seja no diabetes do tipo 1 ou 2 (GEORGE e MCCRIMMON, 2013). 
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2.5 – Potencial Terapêutico dos Incretinomiméticos e Inibidores da 

DPP-4 no diabetes tipo 1 
 

No capítulo anterior foram apresentadas informações referentes à classe dos 

Inibidores da DPP-4 e os avanços alcançados ao incorporar esses medicamentos na lista 

de formulações para o tratamento do diabetes tipo 2. Dentre os Inibidores da DPP-4, 

vários foram os estudos que demonstraram os benefícios de se manter o hormônio 

incretina GLP-1 ativo através do bloqueio da enzima DPP-4. Dentre as principais 

vantagens avaliadas no tipo 2, podemos citar o aumento na síntese e secreção de insulina 

assim como uma redução na secreção de glucagon e com menores episódios de 

hipoglicemia, efeitos cardioprotetores e de redução do esvaziamento gástrico, além desta 

medicação ter apresentado efeitos na preservação e proliferação das células beta 

pancreáticas. 

Uma vez que os Inibidores da DPP-4 demonstraram indícios de possuir efeitos 

promissores sobre a regeneração e aumento da massa de células beta em modelo de 

diabetes tipo 2, acrescido da informação de que os danos progressivos na função das 

células beta é a base primária de todas as manifestações diabéticas (PRENTKI e NOLAN, 

2006), e aliado ao fato de que poucos são os estudos que verificaram o efeito da inibição 

da DPP-4 em modelos animais diabéticos tipo 1 (DUPRE, 2005), tais razões justificam a 

necessidade de serem estudadas novas estratégias que possam induzir a regeneração de 

células beta e um potencial terapêutico mais eficaz para o diabetes tipo 1. 

As excursões glicêmicas, com picos de hiper e hipoglicemias, que acometem os 

pacientes com diabetes tipo 1 fazem com que a homeostase da glicose, assim como a 

HbA1c, sejam parâmetros bastante difíceis de serem controlados. Como, até então, a 

única terapia medicamentosa eficaz no tratamento do diabetes tipo 1 trata-se das injeções 

de insulina, existe então a necessidade de tratamentos coadjuvantes que possam oferecer 

um potencial meio de complementar a terapia insulínica intensiva no tipo 1 através da 

abordagem de alguns dos distúrbios fisiológicos resultantes da destruição das células beta, 

particularmente através da preservação da massa de células beta, prevenção da apoptose 

e supressão da liberação de glucagon pelas células alfa pancreáticas no estado pós-

prandial (GEORGE e MCCRIMMON, 2013) (Figura 10). 
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Figura 10. Mecanismos potenciais pelos quais terapias à base de incretinas podem complementar a insulina 

no tratamento da 1 em indivíduos com ou sem a função das células beta detectável. Fonte: (GEORGE e 

MCCRIMMON, 2013). 

 

Achados científicos demonstram que infusões de GLP-1 reduzem excursões 

glicêmicas em pacientes com diabetes tipo 1, e este resultado foi atribuído à redução dos 

níveis de glucagon e retardamento do esvaziamento gástrico (DUPRE, 2005). Além disso, 

existem relatos de pesquisadores quanto à dificuldade em se obter um controle glicêmico 

no modelo tipo 1, com resultados distintos quando comparados os dois principais tipos 

de diabetes. (GIAMPIETRO et al., 2013) demonstraram que o tratamento crônico com 

Sitagliptina em associação com terapia insulínica apresentou resultados diferentes em 

pacientes com diabetes tipo 1 e 2. O grupo confirmou que a combinação medicamentosa 

melhorou o controle metabólico (glicemia jejum e HbA1c), o perfil lipídico e diminuiu o 

requerimento diário de insulina nos pacientes com tipo 2. Já nos pacientes com tipo 1, 

tanto o perfil lipídico quanto o requerimento diário de insulina apresentaram melhoras, 

porém o controle metabólico ocorreu apenas temporariamente, retornando aos níveis 

basais ao final do experimento. 

Recentes estudos têm relatado que a estimulação do crescimento, diferenciação e 

inibição da apoptose de células beta aumentam a lista de efeitos dos Inibidores da        
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DPP-4. Estes achados providenciam uma razão inicial para investigar os efeitos, em longo 

prazo, dos Inibidores da DPP-4 na homeostase da glicose e integridade das ilhotas 

pancreáticas (efeito citoprotetor) no modelo de diabetes tipo 1. Segundo KIM et al., o 

Inibidor da DPP-4 MK0431 prolongou a sobrevivência de células beta em ratos tipo 1 

induzidos por estreptozotocina (STZ) (KIM et al., 2009). 

O diabetes tipo 1 leva a uma resposta imune e destruição seletiva das células beta 

produtoras de insulina. Dados da literatura também indicam que Inibidores da DPP-4, 

além das várias funções já citadas, apresentam atividade anti-inflamatória em modelo 

animal de diabetes tipo 1 (JELSING et al., 2012). JELSING e colaboradores avaliaram o 

efeito do Inibidor da DPP-4 Linagliptina na massa de células beta e na insulite, na 

progressão do diabetes em camundongo NOD (non-obese diabetic). Ao final do estudo, 

o tratamento diminuiu a incidência do diabetes, aumentou a massa de ilhotas e de células 

beta, além de reduzir significativamente a massa de linfócitos infiltrados ao redor das 

ilhotas, comprovando que o tratamento com Linagliptina atrasa o início do diabetes em 

camundongos NOD devido à proteção da massa de células beta (JELSING et al., 2012). 

Resultados semelhantes foram encontrados por KIM et al., onde demonstraram que o pré-

tratamento com Sitagliptina (MK0431) foi capaz de reduzir a incidência de diabetes em 

camundongos NOD com ilhotas transplantadas, além de aumentar a área de células beta 

e diminuir o grau de insulite através de mecanismos que incluem a modulação da 

migração de células T CD4+ (KIM et al., 2009). 

Referindo-se ao medicamento utilizado para a realização deste trabalho, o Inibidor 

da DPP-4, Vildagliptina, algumas informações quanto ao uso terapêutico no diabetes tipo 

1 devem ser considerados.  

Em pesquisa realizada no Laboratório de Bioquímica Metabólica da Universidade 

Federal de Ouro, UFOP - MG, ÁVILA et al., avaliaram o possível efeito protetor do 

tratamento com Vildagliptina na preservação de células beta pancreáticas em um modelo 

experimental de diabetes tipo 1 induzido por STZ. No referido estudo foram utilizadas 

duas concentrações de Vildagliptina (5 ou 10mg/kg de peso corpóreo/dia) que foram 

administradas por via orogástrica durante 4 semanas em ratos. Foram avaliados glicemia, 

níveis de insulina, marcadores de estresse oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes 

e histologia pancreática. Dos resultados encontrados, o tratamento com Vildagliptina foi 

eficaz em aumentar os níveis de insulina, porém este aumento não foi suficiente para 

melhorar a glicemia jejum. O tratamento com Vildagliptina também foi capaz de 

aumentar a capacidade de defesa antioxidante das enzimas (SOD e catalase) e, 
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consequentemente, reduziu a formação dos biomarcadores de estresse oxidativo (TBARS 

e proteína carbonilada), possibilitando uma redução dos efeitos deletérios no pâncreas 

dos animais. Em relação aos resultados da análise histológica, foi observado aumento no 

número de ilhotas e células beta pancreáticas nos animais diabéticos tratados (ÁVILA et 

al., 2013).  

Neste sentido, vários são os estudos que demonstraram a capacidade dos Inibidores 

da DPP-4 em aumentar a massa de células beta, podendo este efeito ser explicado por 

diferentes mecanismos, tais como a redução do estresse oxidativo pancreático (ÁVILA et 

al., 2013), a diminuição da apoptose das células beta (HAMAMOTO et al., 2013), ou 

ainda pelo aumento da regeneração ou efeito neogênico destas células (CHO et al., 2011; 

ANSARULLAH et al., 2013). Baseado nestas diferentes hipóteses houve a necessidade 

em esclarecer melhor como a Vildagliptina possibilitaria o aumento na massa das células 

beta no modelo de diabetes tipo 1: preservação celular e/ou neogênese? Sendo assim, com 

o intuito de elucidar qual seria o mecanismo principal em nosso modelo de diabetes, uma 

pesquisa sequencial foi realizada. 

Desenvolvido no mesmo Laboratório de Bioquímica Metabólica da Universidade 

Federal de Ouro, UFOP - MG, MIRANDA et al., avaliaram o potencial da Vildagliptina 

em promover a neogêneses de células beta pancreáticas em um modelo de diabetes tipo 

1 em fase tardia. No referido estudo, ratas albinas da linhagem Fisher foram submetidas 

ao estado de diabetes tipo 1 através da indução intraperitoneal com Aloxano. Nesta 

pesquisa foi utilizada Vildagliptina na concentração de 5mg/kg de peso corpóreo/dia que 

foi administrada por via orogástrica durante 4 semanas em ratos. Foram avaliados 

glicemia, níveis de insulina, perfil lipídico e histologia pancreática. A análise dos 

resultados revelou que a Vildagliptina foi eficaz em aumentar os níveis séricos de 

insulina, embora este aumento não tenha sido suficiente em normalizar os níveis de 

glicemia jejum. Esses resultados corroboram com os achados por ÁVILA et al., 2013. 

Além disso, o tratamento também propiciou uma melhora significativa no perfil lipídico, 

revelando que houve aumento nos níveis da fração HDL-C, seguido por redução nos 

níveis das frações aterogênicas (não-HDL) e redução nos níveis de triacilgliceróis. Em 

relação à histologia pancreática, os resultados demonstraram que a Vildagliptina foi capaz 

de aumentar o número de células beta pancreáticas, assim como em melhorar a 

funcionalidade destas células, mesmo após a destruição quase total das células beta. 

Tendo em vista esses resultados, pode-se inferir que o possível mecanismo pela qual a 
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Vildagliptina propiciava o aumento do número de células beta em modelo de diabetes 

tipo 1 em fase tardia corresponderia à neogênese (MIRANDA et al., 2015). 

Tendo sido então sugerido a capacidade neogênica da Vildagliptina no diabetes 

tipo 1, existia ainda outro parâmetro que necessitava de novos estudos, o controle 

glicêmico. Diversos autores relataram a ineficiência dos Inibidores da DPP-4 na redução 

da glicose sanguínea no modelo de diabetes tipo 1. (MAEDA et al., 2012) avaliaram o 

efeito da administração de Vildagliptina após 2 semanas de tratamento em ratos 

diabéticos induzidos com STZ. Em relação aos parâmetros avaliados, foram observados 

efeitos benéficos sobre os danos vasculares induzidos pelo diabetes, entretanto não houve 

melhora nos níveis de glicemia jejum.  

Apesar da relevância dos resultados encontrados por ÁVILA et al. e MIRANDA 

et al., era esperado que o somatório destes efeitos culminassem em um melhor controle 

glicêmico, todavia o mesmo não ocorreu. Sendo assim, existe ainda a necessidade em 

buscar terapias adicionais que pudessem promover uma melhora no perfil glicêmico. Uma 

vez traçado novo objetivo, a estratégia de pesquisa consistiu em potencializar os efeitos 

do Inibidor da DPP-4, e neste estudo atual foi associado ao tratamento farmacológico com 

Vildagliptina o composto flavonólico denominado Quercetina. 

 

2.6 – Potencial Terapêutico da Quercetina no diabetes tipo 1 
 

Os flavonoides constituem o grupo mais abundante dentro dos compostos 

fenólicos, com mais de 6.500 compostos identificados (HENDRICH, 2006). Dentre os 

flavonóis, tem-se a Quercetina, que é uma aglicona que pode ser encontrada em diferentes 

tipos de alimentos de origem vegetal e medicamentos fitoterápicos tradicionais, 

apresentando diversas atividades biológicas como antioxidante, anticancerígeno, anti-

inflamatório, hipoglicemiantes e hipolipemiantes. Vários estudos demonstraram que a 

Quercetina e seus glicosídeos foram eficazes na prevenção e tratamento de doenças 

crônicas não infecciosas, tais como diabetes, obesidade e hiperlipidemia. Eficaz no 

controle da glicose sanguínea via proteção das células pancreáticas ou melhorando a 

sensibilidade à insulina, e na regulação do metabolismo lipídico, resultado da regulação 

do catabolismo e/ou do anabolismo (YAN et al., 2015). 

O aumento do consumo de alimentos que são boas fontes de fitoquímicos 

biologicamente ativos, como flavonoides, e que apresentam atividade antioxidante tem 

recebido considerável interesse por parte de pesquisadores e profissionais da saúde 
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(JACQUES et al., 2013; JENNINGS et al., 2014). Sob o ponto de vista farmacológico, é 

atribuída uma série de ações biológicas à Quercetina, dentre elas, atividade antioxidante 

(AQUINO et al., 2002; KESSLER et al., 2003; PADUA et al., 2010). (LÓPEZ-

REVUELTA et al., 2006) demonstraram que flavonoides possuem uma atividade 

antioxidante e uma função protetora no tratamento de doenças degenerativas mediadas 

pelo estresse oxidativo. Baseado nesta informação e sabendo que o diabetes está 

intimamente associado à produção de espécies reativas de oxigênio, isso possibilitaria a 

Quercetina ser um possível agente terapêutico no tratamento coadjuvante do diabetes. 

Dados da literatura confirmam essa possibilidade uma vez que já foi sugerido que a 

Quercetina apresenta um potencial antidiabético, melhorando o estado hiperglicêmico e 

reduzindo a incidência de complicações periféricas no diabetes (WANG et al., 2011; 

JEONG et al., 2012). Além disso, outras pesquisas também mostraram que o consumo 

em longo prazo de Quercetina parece controlar os níveis de glicose sanguínea jejum e 

pós-prandial (KIM et al., 2011), além de ser sugerido que ela também protege o pâncreas 

contra o estresse oxidativo e melhora o estado hiperglicêmico, ambos em modelo animal 

diabético induzido com STZ (COSKUN et al., 2005; ADEWOLE et al., 2006). 

Em 2014, pesquisadores relataram que o tratamento com Quercetina promoveu 

vários benefícios em camundongos com nefropatia diabética. Os achados laboratoriais 

resumiram-se em uma redução significativa dos níveis glicêmicos, de triacilgliceróis e de 

creatinina plasmática, além de reduzir a hiperplasia glomerular e o quadro de estresse 

oxidativo (GOMES et al., 2014). Resultados promissores também foram encontrados 

quando WANG et al., avaliaram o efeito antidiabético da Pentametilquercetina (PMQ) 

em ratos neonatos diabéticos induzidos com STZ. Foi relatado pelo grupo que a PMQ 

promoveu uma redução dose-dependente na glicemia pós-prandial e aumentou a 

sensibilidade à insulina, prevenindo o desenvolvimento do diabetes (WANG et al., 2011).  

Em relação à apoptose e viabilidade celular, vários estudos já demonstraram a 

eficácia de compostos flavonólicos. (LIN et al., 2012) avaliaram o efeito protetor de 

alguns flavonoides, dentre eles a Quercetina, contra a apoptose de células beta mediada 

por citocinas em cultura de células secretoras de insulina INS-1. Eles concluíram que o 

tratamento com Quercetina foi capaz de minimizar a apoptose das células beta, sugerindo 

que este flavonoide seja capaz de proteger tais células contra a toxicidade das citocinas, 

aumentando a sobrevivência celular. Em 2010, YOUL et al. também observaram que a 

Quercetina foi capaz de estimular a secreção de insulina de maneira glicose dependente 

tanto em cultura de células INS-1 quanto em ilhotas pancreáticas de ratos, além de 
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aumentar a viabilidade celular mesmo na presença do dano oxidativo gerado pelo 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (YOUL et al., 2010). Além dos modelos in vitro citados, 

efeito protetor mediado pela Quercetina também foi demonstrado em modelo 

experimental in vivo de diabetes tipo 1, observando-se melhora no controle glicêmico e 

na arquitetura pancreática (VESSAL et al., 2003; COSKUN et al., 2005; KOBORI et al., 

2009). 

Embora tenha sido sugerido que o tratamento com Quercetina é capaz de reduzir 

a glicemia no modelo experimental de diabetes tipo 1, um passo limitante ao uso da 

Quercetina como um agente antidiabético oral coadjuvante é a sua baixa absorção 

intestinal, conduzindo a uma baixa biodisponibilidade. Dados da literatura relatam que a 

baixa solubilidade em água da Quercetina leva a uma mínima absorção no trato 

gastrointestinal, e sua biodisponibilidade oral é < 17% em ratos e apenas 1% em homens 

tornando-se assim um obstáculo para a exploração farmacológica (GUGLER et al., 1975; 

FEARN e HIRST, 2006). Para contornar esta limitação, a proposta deste estudo foi 

elaborar uma formulação que permitisse uma melhor absorção da Quercetina com o 

objetivo de potencializar os efeitos benéficos do Inibidor da DPP-4 na homeostase 

metabólica em um modelo experimental de diabetes tipo 1. 

 

2.7 – Importância da Formulação 
 

Sistemas de administração de fármacos à base de micelas poliméricas feitas a 

partir de polímeros anfifílicos têm sido amplamente aplicados para a liberação de 

fármacos fracamente solúveis (TORCHILIN, 2001; GAUCHER et al., 2005). O núcleo 

hidrofóbico das micelas pode servir como um espaço de carga para a encapsulação de 

vários agentes terapêuticos pouco solúveis e é responsável pela estabilidade e liberação 

do fármaco, enquanto a camada hidrofílica exterior protege contra o ataque do sistema 

reticulo-endotelial (RES) e beneficamente modifica a farmacocinética e o comportamento 

de biodistribuição, em geral, resultando em um aumento na biodisponibilidade (JONES 

e LEROUX, 1999; LU e PARK, 2013). 

 A baixa hidrofilicidade da Quercetina afeta a sua atividade biológica, e como 

resultado as aplicações clínicas desta são muito restritas. Baseado nisso, estratégias em 

tecnologias farmacêuticas para melhorar a solubilidade em água e biodisponibilidade da 

Quercetina tem sido desenvolvidas, como por exemplo, o seu encapsulamento em 

estruturas poliméricas. Neste contexto, um sistema polimérico de interesse são os géis 
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aquosos termorreversíveis do copolímero polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno, 

ou poloxamer 407 (P-407), com ação tensoativa e tem sido estudado como formador de 

géis de liberação controlada (RICCI et al., 2005). O P-407 atua como carreador em função 

da sua propriedade tensoativa e apresenta vantagens como baixo ponto de fusão, baixa 

toxicidade e compatibilidade com outras substâncias (ZHANG et al., 2002). À baixas 

temperaturas (0~18°C), as cadeias individuais do polímero quando em concentrações 

superiores a 20% se agregam em solução formando micelas esféricas consistidas de um 

centro de óxido de polipropileno (hidrofóbico) circundado por camadas de óxido de 

polietileno (hidrofílico). À alta temperatura (18~40°C), as micelas se enovelam devido a 

desidratação da região hidrofóbica, formando um hidrogel homogêneo (DUMORTIER et 

al., 2006; NIU et al., 2009) (Figura 11). Estes géis apresentam uma estrutura muito 

peculiar, favorecendo a solubilização de fármacos e aditivos de baixa solubilidade em 

água. 

 

Figura 11. O poloxamer 407 é composto por 95 – 105 unidades de óxido de etileno (a) e por 54 – 60 

unidades de óxido de propileno (b). Com o aumento da concentração ([P]) e/ou da temperatura (Tª) a 

solução de poloxamer se organiza em micelas, formando uma estrutura ordenada na forma de gel. (Fonte: 

DUMORTIER, 2006). 

 

Pesquisa recente, utilizando um sistema micelar de liberação, preparado com 

polímeros anfifílicos e lecitina (LMPM), demonstrou que a solubilidade da Quercetina 

no sistema Que-LMPM aumentou para 5,81 mg/ml quando comparado com a Quercetina 

livre em água de 0,17-7,7 g/ml. O estudo farmacocinético in vivo demonstrou que Que-

LMPM apresentaram maior área sob a curva concentração-tempo e uma meia-vida maior, 

conduzindo a uma melhor biodisponibilidade em comparação com a injeção de 

Quercetina livre (CHEN et al., 2016). Além disso, foi comprovado também que o 

encapsulamento da Quercetina corresponde a uma metodologia capaz de aumentar a sua 

atividade biológica. (POOL et al., 2012) ao promoverem o encapsulamento da Quercetina 

em nanopartículas de PLGA, esta foi capaz de aumentar as propriedades antioxidante e 
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quelante deste flavonoide, fazendo com que este sistema de entrega possa ser útil na 

terapia para retardar o desenvolvimento de doenças relacionadas com o estresse 

oxidativo, como por exemplo, o diabetes. 

Diversos autores também conseguiram reproduzir o efeito gerado por diferentes 

complexos fosfolipídicos em aumentar a biodisponibilidade oral de flavonoides, seja 

utilizando flavonoides acoplados a fosfatidilcolina (TFH-PC) (WANG et al., 2015), seja 

sintetizando nanopartículas de sílica carregadas com Quercetina pelo método de micro-

emulsão óleo-em-água, que é um sistema adequado para a produção de nanopartículas 

funcionais de dimensão e de forma controlada. Neste estudo, os resultados sugerem que 

a atividade antioxidante e anti-inflamatória da Quercetina foram mantidas após o 

encapsulamento em sílica (LEE et al., 2016). 

Desta forma, baseado em dados confirmados pela literatura, as formulações de 

microesferas são promissoras estruturas de transporte de flavonoides, como a Quercetina, 

possibilitando incorporação estável e favorável à liberação controlada de fármacos 

hidrofóbicos (HAZRA et al., 2015). Além disso, existe ainda a necessidade de estudos 

serem conduzidos com o referido polímero P-407 em dispersões sólidas na melhoria da 

dissolução de fármacos pouco solúveis (AHUJA et al., 2007; MAJERIK et al., 2007). 

Uma vez que o histórico de incidência do diabetes mostra um crescimento 

vertiginoso (IDF, 2017), acrescido de informações da literatura que revelam efeitos 

benéficos dos flavonoides no quadro diabético (JEONG et al., 2012) e estudos do nosso 

grupo de pesquisa que comprovaram o efeito promissor da Vildagliptina no diabetes tipo 

1 (ÁVILA et al., 2013; MIRANDA et al., 2015), a proposta inicial deste trabalho em 

desenvolver e administrar concomitantemente a Vildagliptina e Quercetina em uma 

formulação oral para tratamento do diabetes tipo 1 produzirá contribuições significativas, 

considerando que não há relatos de trabalhos sobre a administração simultânea destes dois 

compostos na obtenção de efeito complementar. Além dos efeitos farmacológicos dos 

ativos já exibidos em publicações anteriores, o desenvolvimento de uma formulação oral 

para o tratamento do diabetes tipo 1 aparece como proposta inovadora, considerando que, 

até o presente momento, a única terapia eficaz no controle dessa doença consiste em 

aplicações subcutâneas de insulina. O desenvolvimento de uma formulação oral de 

Vildagliptina em associação com Quercetina que possibilite a liberação simultânea destes 

fármacos permitirá conhecer o impacto deste tratamento no controle da glicemia e na 

produção de insulina pelo pâncreas. A formulação que propomos é simples, de fácil 

preparação e não necessita de equipamentos sofisticados para o seu desenvolvimento. 
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Estes fatores podem levar a redução do custo de produção do medicamento quando 

comparado a outras formas de tratamentos tradicionais, bem como nos gastos de 

prevenção e controle do SUS com o paciente diabético, além de proporcionar uma melhor 

adesão e comodidade ao paciente por evitar a dor da picada causada por formulações de 

insulina. 
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CAPÍTULO 3 – OBJETIVOS 

 

3.1 – Objetivo Geral 
 

Desenvolvimento e avaliação do potencial antidiabético de uma formulação oral 

contendo Vildagliptina e Quercetina em ratos diabéticos tipo 1 induzidos por aloxano. 

 

3.2 – Objetivos Específicos  
 

3.2.1 – Ensaios in vitro 

 

 Desenvolver uma formulação contendo Vildagliptina e Quercetina a partir de 

soluções de P-407. 

 

3.2.2 – Ensaios in vivo 

 

 Quantificar a glicemia final de jejum e sua variação ao longo do tempo de 

tratamento. 

 Avaliar a taxa de sobrevivência dos animais. 

 Quantificar os níveis séricos de insulina e glucagon. 

 Avaliar a atividade da enzima Hexocinase pancreática e hepática. 

 Quantificar o glicogênio hepático. 

 Quantificar os níveis do receptor de GLP-1 (GLP1R) pancreático e hepático. 

 Quantificar os níveis do transportador de glicose (GLUT-2) pancreático e 

hepático. 

 Avaliar os níveis séricos de frações lipídicas  

 Avaliar os níveis séricos de enzimas e metabólitos relacionados às funções 

hepática e renal 

 Avaliar a atividade da enzima Metaloproteinase-2 (MMP-2) no pâncreas e 

rim. 

 Quantificar o número de ilhotas pancreáticas e avaliar a capacidade funcional 

das células beta pancreáticas (índice HOMA%BETA). 

 Quantificar a insulina no tecido pancreático. 
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CAPÍTULO 4 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 – Ensaios in vitro 
 

4.1.1 – Preparo da formulação contendo Vildagliptina e Quercetina a partir de 

soluções de P-407 (MIRANDA et al., 2016) (Registro de Patente: BR1020160055482) 

 

A Formulação foi preparada em 3 etapas, conforme descrito abaixo: 

 

Etapa 1: Preparo da Fase A – Dispersão da Quercetina em sistema micelar polimérico de 

P-407 

 

Uma quantidade precisamente pesada, em gramas, de Quercetina referente à 

50mg/Kg de peso corpóreo para um volume final de 0,5mL foi adicionada lentamente a 

um tubo Falcon contendo um volume preciso de solução de hidróxido de sódio (NaOH 

1,0M). A suspensão foi colocada no vortex e posteriormente no sonicador até completa 

dispersão da Quercetina. Após a dispersão, um volume preciso de solução de ácido 

clorídrico (HCl 1,0M) foi adicionado a suspensão, e sob agitação magnética constante, 

moderada e em banho de gelo (4-8ºC), foi adicionado, lentamente, uma quantidade 

precisamente pesada referente à 16% do polímero P-407. Após a completa dispersão do 

polímero, um volume preciso de ácido oleico (5%) foi adicionado à formulação e esta foi 

mantida sob agitação magnética constante enquanto a Fase B era preparada. 

 

Etapa 2: Preparo da Fase B – Dispersão da Vildagliptina 

 

Inicialmente, duas suspensões foram preparadas separadamente. A primeira 

suspensão contem a quantidade, em gramas, de Vildagliptina referente à 10mg/Kg de 

peso corpóreo para um volume final de 0,5mL. O valor pesado de Vildagliptina foi 

colocado em um erlenmeyer ao qual foi adicionado o mesmo volume, em mL, de Tween 

80. A segunda suspensão é composta por metilcelulose (76mg de metilcelulose para cada 

400mg de Vildagliptina), mesmo volume, em μL, de Tween 80 e quantidade suficiente 

de água destilada para completar o volume total da solução. As duas suspensões foram 

sonicadas, separadamente, em um aparelho de ultrassom durante 15 minutos. Após serem 

sonicadas, a segunda solução foi mantida em um agitador magnético durante 15 minutos 

e posteriormente as duas suspensões foram misturadas e novamente sonicadas por 15 

minutos. Para finalizar, a mistura final foi agitada em agitador magnético por 30 minutos, 

visando garantir a total dissolução do medicamento. 
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Etapa 3: Junção das Fases – Formulação QV 

 

Ainda sob agitação magnética constante, a Fase B foi vertida, lentamente, à Fase 

A. Após completa homogeneização da mistura, o pH foi avaliado e corrigido para o valor 

final de 7,0 – 7,2. Em seguida, a formulação foi mantida em repouso sob refrigeração à 

4°C.  

 

4.2 – Ensaios in vivo 
 

4.2.1 – Animais e Cuidados Éticos 

 

Foram utilizadas ratas albinas da linhagem Fisher, com idade aproximada de 120 

dias e peso médio de 200 g, provenientes do Laboratório de Nutrição Experimental da 

Escola de Nutrição (ENUT) da Universidade Federal de Ouro Preto. Todos os animais 

foram mantidos em gaiolas com temperatura, luminosidade e umidade controladas e 

receberam água e comida “ad libitum”. Os procedimentos adotados neste estudo foram 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de 

Ouro Preto (UFOP), sob número de protocolo 2014/17 (em anexo). 

 

4.2.2 – Delineamento Experimental 

 

Foram utilizadas 43 ratas albinas da linhagem Fisher. Após a indução e 

confirmação do diabetes (glicemia ≥300mg/dL), as ratas foram submetidas ao tratamento 

medicamentoso por 30 dias consecutivos. Os animais foram distribuídos em 4 grupos 

experimentais: 

Controle (C): receberam 1mL da formulação contendo o veículo (n= 6) via orogástrica; 

Diabético (D): receberam 1mL da formulação contendo o veículo (n=11) via orogástrica;  

Diabético formulação (DQV): receberam 1mL da formulação contendo Vildagliptina 

(10mg/Kg) e Quercetina (50 mg/Kg) (n=14) via orogástrica;  

Diabético insulina (DI) (controle positivo): receberam 2UI de insulina NPH, às 09:00 

horas da manhã, diariamente, (n=12) por injeção intraperitoneal. 

 
Figura 12. Linha temporal para o delineamento experimental 
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4.2.3 – Indução do diabetes 

 

Para indução do diabetes as ratas pertencentes aos 3 grupos diabéticos receberam, 

após 8 horas de jejum, dose única de injeção intraperitoneal a 135mg/Kg de massa 

córporea de Aloxano (ALX) (Alloxan Monohydrate Sigma®), também conhecido como 

2,4,5,6-tetraoxohexahidropirimidina monoidratada dissolvida em 0,2mL de NaCl a 0,9% 

(ROSSONI-JUNIOR et al., 2012). O grupo controle recebeu injeção intraperitoneal 

contendo o mesmo volume de solução de NaCl a 0,9%. 

Posteriormente à indução, foi fornecida aos animais uma solução de glicose 10%, 

como única fonte hídrica, por aproximadamente 4 horas, para evitar uma hipoglicemia 

fatal, devido à liberação maciça de insulina que ocorre após a destruição das células beta 

do pâncreas (MAZZANTI et al., 2003). 

Para confirmação do diabetes, três dias após a injeção de aloxano, os animais 

foram submetidos a uma avaliação dos níveis de glicose plasmática em jejum de 8 horas, 

empregando-se amostra de sangue coletada da cauda. Os níveis de glicose foram medidos 

por meio de um glicosímetro Accu-Chek Advantage (Boehringer Mannheim, IN, USA). 

Os animais com glicemia de jejum superior a 300 mg/dl (~16.6 mmol/L) foram 

considerados diabéticos (MIRANDA et al., 2015). 

 

4.2.4 – Eutanásia e coleta do material biológico 

 

Ao fim dos 30 dias de tratamento os animais foram mantidos em jejum de 8 horas, 

anestesiados por inalação com isoflurano e a eutanásia procedeu-se por exsanguinação. 

O sangue foi coletado através de secção de vasos sanguíneos da região axilar e 

armazenado em tubos de polipropileno com ou sem 15μL de anticoagulante Glistab® 

(Labtest cat. 29) para obtenção do plasma ou soro, respectivamente. Em seguida, o sangue 

foi centrifugado a 10000rpm por 15 minutos e o plasma ou soro armazenados em freezer 

-80°C. O pâncreas, rins e fígado foram extraídos e imediatamente armazenados em 

freezer -80˚C para a realização das análises posteriores. Uma fração do pâncreas e fígado 

foram armazenados em formol 4% para posterior confecção de lâminas para a análise 

histológica. 
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4.2.5 – Análise dos parâmetros bioquímicos 

 

 Glicemia 

 

Os níveis plasmáticos de glicose foram determinados por método colorimétrico 

utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com as instruções do 

fabricante. A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a ácido 

glucônico e peróxido de hidrogênio. Este, através de uma reação oxidativa de 

acoplamento catalisada pela peroxidase (POD), reage com 4-aminoantipirina e fenol 

formando uma antipirilquinonimina de cor vermelha, cuja absorbância medida em 505nm 

é proporcional à concentração de glicose na amostra. O kit fornece um padrão de glicose 

com concentração de 100 mg/dL. 

Glicose + O2 + H2O              GOD                        ácido glucônico + H2O2 

2 H2O2 + 4 aminoantipirina + fenol        POD         antipirilquininimina + 4 H2O 

Resumidamente, em 3 tubos de polipropileno foram adicionados 10 μL de plasma 

(teste) ou solução padrão de glicose e 1000 μL de reagente 1 (tampão 50mmol/L; pH 7,5; 

glicose oxidase ≥ 11.000 U/L; peroxidase ≥ 700 U/L; 4-aminoantipirina ≥ 290 μmol/L; 

fenol ≥ 1 mmol/L e azida sódica 7,5 mmol/L). Os tubos foram misturados vigorosamente 

e incubados em banho-maria a 37ºC por 15 minutos. Reagente 1 será utilizado como 

branco. A leitura foi feita em espectrofotômetro a 505nm. A concentração de glicose nas 

amostras foi obtida dividindo a absorbância do teste pela absorbância do padrão e 

multiplicada por 100. Os valores obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram 

multiplicados por 0,0556 para transformá-los em unidades internacionais (mmol/L). 

Cálculos: 

Glicose (mg/dL) = 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑇𝑒𝑠𝑡𝑒

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜
× 100 

Conversão de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0556 
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 Insulina sérica 

 

Para determinação da concentração de insulina sérica foi utilizado o kit comercial 

“Rat/Mouse Insulin ELISA kit” (Merck Millipore, USA). Este kit é sensível para 

determinação de insulina em ratos, utilizando-se o método de “ELISA sanduiche” 

(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). Resumidamente, nesta técnica, o anticorpo 

(anti-insulina) foi imobilizado na microplaca. A amostra (10 μL) contendo a insulina foi 

adicionada, reagindo com o anticorpo anti-insulina imobilizado. Após a lavagem de 

poços, um segundo antianticorpo anti-insulina ligado a uma peroxidase foi adicionado, 

permitindo-se a reação com o complexo anticorpo/insulina presente na microplaca. Após 

o segundo anticorpo livre ser removido por lavagem, o substrato 3,3’,5,5’-

tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionado, e o produto da reação colorido foi medido no 

leitor de microplaca a 450 e 590nm. A concentração de insulina foi determinada pela 

interpolação usando a curva padrão gerada pela plotagem da absorbância versus a 

concentração correspondente do padrão de insulina de rato. 

 

 Glucagon sérico 

 

Para determinação da concentração de glucagon sérico foi utilizado o kit 

comercial “Cloud-Clone Corp. para Glucagon” (Katy, TX, USA). Este kit é sensível para 

determinação de glucagon em ratos, utilizando-se o método de “ELISA sanduiche” 

(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). Este ensaio emprega a técnica de imunoensaio 

enzimático de inibição competitiva. Um anticorpo monoclonal específico para o glucagon 

foi pré-revestido sobre a microplaca. Uma reação de inibição competitiva entre o 

glucagon marcado com biotina e o glucagon não marcado (Padrões ou amostras) com o 

anticorpo pré-revestido específico do glucagon. Após incubação, o conjugado não ligado 

é lavado. Em seguida, a avidina conjugada com peroxidase (HRP) é adicionada a cada 

“well” da microplaca e incubada. A quantidade de conjugado HRP ligado é inversamente 

proporcional à concentração de glucagon na amostra. Após a adição da solução de 

substrato, a intensidade de cor desenvolvida é inversamente proporcional à concentração 

de glucagon na amostra. 
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 HOMA%BETA 

 

O “Homeostasis Model Assessment” – HOMA%BETA - é um modelo 

matemático desenvolvido há mais de quinze anos por DR Matthews, RC Turner e 

colaboradores do Laboratório de Investigação de Diabetes de Radcliffe, Oxford UK, 

como uma forma alternativa de avaliar a capacidade funcional da célula beta, mediante a 

determinação da concentração de glicose e insulina plasmática em jejum. Uma vez 

determinados os níveis de glicose e insulina, o índice HOMA%BETA pode ser calculado 

pela seguinte fórmula matemática: 

 

  HOMAbetacell  = 
20 x Insulina Jejum (

mU

L
)

Glicose Jejum (
mmol

L
)−3,5

 

 

 Perfil Lipídico 

 

Os níveis séricos de triacilgliceróis, colesterol total e fração HDL foram 

determinados por método colorimétrico utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) 

de acordo com as instruções do fabricante. 

 

Fração Colesterol não-HDL 

Os níveis séricos de colesterol não-HDL foram determinados por método indireto, 

subtraindo-se os valores do colesterol total menos os valores da fração HDL-C, como 

demonstrado a seguir. 

Colesterol não-HDL (mmol/L) = Colesterol total (mmol/L) – Colesterol HDL (mmol/L) 

 

 Função Hepática e Função Renal 

 

Os níveis séricos das enzimas hepáticas alanina aminotransferase (ALT) e 

aspartato aminotransferase (AST), e dos compostos Creatinina e Ureia foram 

determinados por método colorimétrico. As enzimas hepáticas foram dosadas utilizando 

Kit BioVision, enquanto os níveis de creatinina e ureia foram dosados por Kit Labtest 

(Lagoa Santa, MG, Brasil). Todas as análises seguiram de acordo com as instruções do 

fabricante. 
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 Atividade da enzima Hexocinase 

 

 A atividade da enzima Hexocinase foi mensurada por ensaio colorimétrico 

utilizando o kit de Ensaio de Hexoquinase BioVision. A glicose é convertida em glicose-

6P pela Hexocinase; a glicose-6P é oxidada pela enzima glicose-6P desidrogenase para 

formar NADH que reduz uma sonda incolor em um produto colorido com forte 

absorbância a 450 nm. Consiste de um ensaio cinético e a atividade da hexocinase foi 

avaliada pela seguinte fórmula: 

 

Ativ. Hexocinase = B / (ΔT x V) x Fator Diluição (mU/mL) 

 

Onde: B = quantidade de NADH da curva padrão (nmol) 

ΔT = tempo de reação (min) 

V = volume de amostra adicionado no poço de reação (mL) 

 

 Concentração do transportador de glicose isoforma 2 (GLUT2) 

 

Para determinação da concentração do receptor Glut2 nos tecidos pancreático e 

hepático foi utilizado o kit comercial “Cloud-Clone Corp. para GLUT2” (Katy, TX, 

USA). A microplaca do kit encontra-se pré-revestida com um anticorpo específico para 

GLUT2. Padrão ou amostra são adicionados aos poços da placa com um anticorpo, 

conjugado com biotina, específico para GLUT2. Em seguida, a avidina conjugada com 

peroxidase (HRP) foi adicionada a cada “well” da microplaca e incubada. Após a adição 

da solução de substrato, apenas os poços que contem GLUT2, anticorpo conjugado com 

biotina e avidina conjugada com peroxidase exibiram a mudança de cor. A reação 

substrato-enzima foi terminada pela adição de ácido sulfúrico e a mudança de cor foi 

mensurada por espectrofotometria em 450nm. A concentração de GLUT2 nas amostras 

foram determinadas através da absorbância das amostras na curva padrão.  

 

 Concentração do receptor de GLP-1 (GLP-1R) 

 

Para determinação da concentração do receptor GLP1R nos tecidos pancreático e 

hepático foi utilizado o kit comercial “Cloud-Clone Corp. para GLP1R” (Katy, TX, 

USA). A microplaca do kit encontra-se pré-revestida com um anticorpo específico para 
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GLP1R. Padrão ou amostra foram adicionados aos poços da placa com um anticorpo, 

conjugado com biotina, específico para GLP1R. Em seguida, a avidina conjugada com 

peroxidase (HRP) foi adicionada a cada “well” da microplaca e incubada. Após a adição 

da solução de substrato, apenas os poços que contem GLP1R, anticorpo conjugado com 

biotina e avidina conjugada com peroxidase exibiram a mudança de cor. A reação 

substrato-enzima foi finalizada pela adição de ácido sulfúrico e a mudança de cor foi 

mensurada por espectrofotometria em 450nm. A concentração de GLP1R nas amostras 

foram determinadas através da absorbância das amostras na curva padrão.  

 

 Atividade de Metaloproteinases 

 

 As zimografias foram executadas segundo protocolo previamente descrito por 

(SUNG et al., 2007) em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 8% contendo gelatina do tipo 

A de pele suína (Sigma Chem. Co, St. Louis, Mo. EUA) na concentração de 2mg/mL e 

os géis de entrada poliacrilamida 5% (w/v) em placas de 0,75mm. A eletroforese foi 

realizada com a concentração de 30μg de proteína para cada amostra, acrescido de tampão 

RIPA e tampão de amostra para SDS-PAGE. Antes da aplicação no gel as mesmas foram 

aquecidas por dois minutos a 37°C banho úmido. Um volume de 10μL do marcador 

padrão de massa molecular (BLUeye Prestained Protein Ladder – Genedirex) foi 

utilizado em todas as corridas. 

 A corrida da eletroforese foi realizada durante 120 minutos a 100V no mesmo 

sistema utilizado para o western blotting. Após a eletroforese os géis foram 

cuidadosamente lavados 3 vezes em 2,5% Triton X-100 para total remoção do SDS 

seguido de incubação a 37°C por 18 horas em tampão contendo o substrato 50mM Tris, 

150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0,05% NaN3 (pH 7,5). SDS é o agente responsável pela 

ativação das metaloproteases mesmo na forma inativa sem clivagem proteolítica. Os géis 

foram corados com 0,05% Coomassie Brilliant blue G-250 por 3 horas e descorados com 

solução descorante (4% metanol, 8% ácido acético e água). A atividade da gelatinase foi 

visualizada por bandas não marcadas em um fundo azul representando áreas de proteólise 

no substrato de proteína. As metaloproteases são secretadas na forma latente e necessitam 

de clivagem do terminal peptídico NH2 para sua ativação. 

 Após descorar o gel da zimografia e após a revelação da membrana, as bandas 

foram quantificadas com auxílio do software Quantity One (BioRad) utilizando uma 

estação de captura de imagem (Carestream 4000 MM Pro Image Station) e do software 
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ImageJ versão 1.32j de domínio público http://rsb.info.nih.gov.ij/ onde a densidade óptica 

de cada banda foi detectada. Utiliza-se como parâmetro para análise o volume ajustado 

das bandas, que significa o volume total diminuído do background. Inicialmente o sistema 

de análise calcula a média dos valores de densidade óptica pra a região delimitada pelo 

operador. Esta região deve ter uma área suficiente para abrigar todas as bandas (uma de 

cada vez) visíveis no filme, não devendo ser alterada quando se passa a analisar a outra 

banda. 

 

4.2.6 – Análise dos parâmetros histológicos 

 

 Número de ilhotas pancreáticas 

 

Fragmentos de pâncreas de até 4mm de diâmetro foram fixados em uma solução 

de formaldeído 4%. Foram então desidratados e embebidos em parafina. O tecido 

pancreático foi fixado e processado em série decrescente de álcoois e posteriormente 

embebido em parafina. Secções parafinadas de aproximadamente 4μm foram obtidas em 

micrótomo semiautomático, montadas e coradas pela técnica Hematoxilina & Eosina 

(H&E), para visualização de danos histológicos. As análises morfométricas foram 

realizadas no Laboratório Multiusuários do NUPEB. Fotomicrografias foram obtidas em 

microscópio óptico Leica acoplado a câmera digital 5000, com o software de análises 

Leica Aplication Suite. A contagem morfométrica foi realizada no software Leica QWin 

Plus versão 3.0 (Leica Microsystems INc., Buffalo Grove, IL, USA) no qual foi realizada 

a contagem do número de ilhotas pancreáticas (SILVA et al., 2011; ÁVILA et al., 2013; 

MIRANDA et al., 2015). 

 

 Quantificação de insulina no tecido pancreático 

 

Os cortes do tecido pancreático inicialmente parafinados foram desparafinados 

em xilol (30 minutos em xilol 1 e xilol 2), hidratados por 5 minutos em série graduada de 

álcool (absoluto 1, absoluto 2, 90°, 80° e 70°) e lavados em PBS 1x durante 5 minutos. O 

primeiro bloqueio referente ao da peroxidase endógena foi feito pela incubação com água 

oxigenada (4%) durante 30 minutos, seguido de 3 lavagens em PBS 1x, durante 5 

minutos. O segundo bloqueio referente aos sítios inespecíficos foram feitos com leite 

desnatado Molico 7% durante 30 minutos. Em seguida, as lâminas foram incubadas com 

anticorpo específico primário anti-insulina diluído 1:5000 (Monoclonal Anti-Insulin, 
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I2018-2mL, lot:084M4769, Sigma-Aldrich) e armazenadas em câmera úmida a 4°C 

overnight. Após a incubação, as lâminas foram lavadas 3 vezes em PBS 1x durante 5 

minutos, cada, seguido da adição do anticorpo secundário biotinilado (DAKO, NIH) e 

novamente incubado em câmera úmida durante 30 minutos. Em seguida, procedeu-se 

com 3 lavagens em PBS 1x durante 5 minutos, cada, e incubadas com estreptavidina 

conjugada a peroxidase (DAKO, NIH) em câmera úmida durante 30 minutos à 

temperatura ambiente. As seções foram lavadas em PBS 1x contendo 3’,3’– 

diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-Aldrich) (0,005%) e peróxido de 

hidrogênio (0,03%). A revelação foi realizada sob microscopia em aumento de 440x e as 

células positivas apresentaram coloração amarronzada. 

 

 Quantificação de glicogênio no tecido hepático 

 

A técnica de coloração de Ácido Periódico de Schiff (PAS) é usada principalmente 

para a coloração de estruturas que contenham uma alta proporção de carboidratos, como 

glicogênio, glicoproteínas e proteoglicanos, geralmente encontrados em tecidos 

conjuntivos, muco e membranas basais. Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para a 

evidenciação e quantificação de depósitos de glicogênio no fígado. O ácido periódico 

oxida seletivamente os seguintes grupos: 1,2 glicólico, amínico primário (1-hidroxi-2-

amínico); amínico secundário (1-hidroxi-2-amínico) e 1-hidroxi-2-cetônico. Durante o 

processo de oxidação, as ligações entre átomos de carbono na posição 1,2 se partem e, 

consequentemente, formam-se grupos aldeídicos. Na reação seguinte, a fúcsea sulfúrea 

presente no reagente de Schiff transforma esses 2 grupos aldeídicos contíguos em um 

composto corado insolúvel semelhante à fucsina básica. Entretanto, são necessárias três 

condições para que essas reações ocorram: 1) grupos hidroxílicos livres; 2) compostos 

formados após a oxidação não devem disseminar pelo tecido; 3) deve haver grupos 

aldeídicos suficientes nos compostos para um estudo histoquímico. Somente 

macromoléculas como glicanos e mucinas atendem a tais requisitos. O ácido periódico é 

utilizado como oxidante porque retém a oxidação na fase aldeídica. Os cortes do tecido 

hepático inicialmente parafinados foram desparafinados em xilol (30 minutos em xilol 1 

e xilol 2), hidratados por 5 minutos em série graduada de álcool (absoluto 1, absoluto 2, 

90°, 80° e 70°) e lavados em PBS 1x durante 5 minutos. Em seguida realizou-se a 

coloração utilizando kit Easy Path Periodic Acid Schif (EP-12-20014) seguindo a 

metodologia proposta pelo fabricante. 
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4.2.7 – Análise estatística 

 

Os resultados dos parâmetros bioquímicos e histológicos foram expressos em 

média ± erro padrão. A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Kolmogorov–

Smirnov. Os dados seguiram a distribuição normal e foram analisados pelo teste ANOVA 

one way seguido do pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni. As diferenças 

foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as análises foram realizadas 

utilizado o software GraphPad Prism versão 5.00 para Windows (San Diego, California, 

USA). 
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CAPÍTULO 5 – RESULTADOS 

 

5.1 – Ensaios in vitro 

 
5.1.1 – Desenvolvimento da Formulação QV 

 
Foi obtida a Fase A, uma dispersão homogênea, de aspecto cremoso e coloração 

amarelo-esverdeada, coloração essa característica do ativo Quercetina. 

A Fase B obtida caracterizou-se por uma dispersão homogênea e translúcida com 

coloração esbranquiçada. 

A junção das duas fases resultou na Formulação QV com aparência leitosa e 

coloração amarronzada. Essa formulação apresentou-se homogênea, não observando-se 

fenômenos de instabilidade como cremeação e floculação. 

 

5.2 – Ensaios in vivo 

 
5.2.1 – Glicemia de jejum 

 

Para avaliarmos a eficiência dos tratamentos com a formulação QV e a insulina 

(controle positivo) analisamos o perfil glicêmico dos grupos experimentais. Análise da 

glicemia final de jejum (Figura 13a) revelou que os animais do grupo diabético não 

tratado apresentaram glicemia significativamente superior aos animais do grupo controle, 

enquanto que tanto a formulação QV quanto as doses diárias de insulina foram eficazes 

em reduzir a condição hiperglicêmica a qual os animais estavam submetidos. O 

tratamento com insulina reduziu os níveis glicêmicos para valores abaixo do nível de 

glicemia padronizado neste estudo para considerar um animal diabético (>300mg/dL ou 

16,6mmol/L). Embora o tratamento com a formulação não tenha possibilitado um retorno 

à normoglicemia, foi observado um redução significativa na glicemia chegando à níveis 

próximos da meta glicêmica padronizada (linha pontilhada). Foi avaliada também a 

variação glicêmica ao longo do tempo de tratamento (Figura 13b). Ao compararmos a 

redução glicêmica proporcionada pelos tratamentos notamos que a porcentagem de 

redução da glicemia após 30 dias de tratamento com a formulação QV possibilitou uma 

redução de 70% nos níveis de glicose sanguíneo, ao passo que a insulina permitiu uma 

redução de aproximadamente 55%. 
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Figura 13. Formulação QV reduz a glicemia. (a) Glicemia final dos animais tratados ou não com a 

formulação QV ou insulina. (b) Variação glicêmica ao longo do tratamento (30 dias). C, grupo de animais 

controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; 

DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. 

Letras diferentes indicam diferença significativa quando p < 0,05. Linha tracejada (Figura a) representando 

limiar de glicemia para animais serem considerados diabéticos ou não diabéticos (concentração de glicose 

sanguínea: 300mg/dL ou 16,6mmol/L). 

 

5.2.2 – Taxa de sobrevivência dos animais 

 

Uma vez estado de diabetes compromete a saúde dos animais, a taxa de 

sobrevivência ao longo do tempo de tratamento dos grupos experimentais foi 

acompanhada (Figura 14). No grupo de animais diabéticos que recebeu a formulação QV 

todos os animais sobreviveram após os 30 dias de experimentação. Resultado semelhante 

foi observado no grupo de animais não diabéticos, o grupo controle. A análise dos dados 

também revelou que 11,2% dos animais pertencentes ao grupo diabético morreram no 

intervalo de 4 dias pós indução do diabetes. A morte dos animais deste grupo 

possivelmente foi devido aos danos ocasionados pela indução do diabetes com a injeção 

intraperitoneal do aloxano. Dos animais que receberam tratamento insulínico, 33,3% 

vieram a óbito, o que pode ser justificado por possíveis picos hipoglicêmicos.  
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Figura 14. Taxa de sobrevida dos grupos experimentais ao longo de 30 dias. C, grupo de animais 

controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; 

DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. 

 

5.2.3 – Níveis séricos de insulina e glucagon 

 

A análise da insulinemia (Figura 15a) revelou que os animais do grupo diabético 

apresentaram uma diminuição significativa nos níveis séricos de insulina em comparação 

com os animais do grupo controle. Como esperado do grupo controle positivo tratado 

com insulina, houve um aumento significativo nos níveis deste hormônio. Fato 

semelhante ocorreu após o tratamento farmacológico com a formulação QV, ou seja, 

ambos os tratamentos normalizaram a insulina sérica. Avaliação da glucagonemia 

(Figura 15b) revelou que os animais do grupo diabético apresentaram níveis séricos de 

glucagon superiores aos dos animais do grupo controle. Diferentemente do resultado 

anterior, nenhum dos tratamentos promoveu alteração significativa nos níveis deste 

hormônio, no entanto, ao avaliarmos a relação entre Insulina/Glucagon (Figura 15c), foi 

evidenciado que essa razão entre os hormônios, após o tratamento com a formulação QV 

e com a insulina, foi , estatisticamente igual ao  grupo controle. 
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Figura 15. Formulação QV mantém positiva a razão Insulina/Glucagon. (a) Serum insulin levels. (b) 

Serum glucagon levels. (c) Insulin/Glucagon ratio. C, grupo de animais controle; D, grupo de animais 

diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo de animais 

diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes 

indicam diferença significativa quando p < 0,05. 

 

5.2.4 – Atividade da Hexocinase pancreática e hepática 

 

A análise da atividade da enzima hexocinase revelou que, tanto no pâncreas 

(Figura 16a) quanto no fígado (Figura 16b) de animais diabéticos não tratados essa 

enzima apresentou uma redução na sua atividade, sendo que em ambos os órgãos a 

administração da formulação QV possibilitou um aumento na capacidade funcional da 

hexocinase em fosforilar a molécula de glicose presente no meio e internalizá-la no 

ambiente intracelular. A atividade da hexocinase pancreática foi reestabelecida para 

níveis semelhantes à atividade enzimática em animais do grupo controle, em ambos os 

tratamentos medicamentosos. No fígado, o tratamento insulínico não foi eficaz em 

promover melhora na função desta cinase. 
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Figura 16. Formulação QV aumenta a atividade da enzima Hexocinase pancreática e hepática. (a) 

Atividade da Hexocinase Pancreática. (b) Atividade da Hexocinase Hepática. C, grupo de animais controle; 

D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo 

de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. Letras 

diferentes indicam diferença significativa quando p < 0,05. 

 

5.2.5 – Quantificação do glicogênio hepático 

 

A representação histológica qualitativa dos resultados pode ser vista pela análise 

das fotomicrografias do tecido hepático corado por meio da técnica de PAS, indicando os 

depósitos de glicogênio (Figura 17a – d). Análise quantitativa comprovou que o 

armazenamento de glicogênio no fígado de animais diabéticos não tratados foi 

significativamente inferior em relação aos animais do grupo controle (Figura 17e). Os 

tratamentos, tanto com a formulação QV quanto com a insulina foram capazes de 

reestabelecer a reserva energética de glicogênio nos hepatócitos. 
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Figura 17. Formulação QV aumenta a reserva energética de glicogênio hepático. (a-d) Seções 

histológicas de fígado de animais experimentais corados por PAS em aumento de 440x. (a) Arquitetura 

normal do fígado e depósito de glicogênio dentro dos hepatócitos em animais do grupo controle. (b) 

Nenhum depósito de glicogênio foi visualizado no grupo de animais diabéticos não tratados. (c) Depósitos 

de glicogênio em animais diabéticos tratados com a formulação QV e (d) tratados com insulina. Setas 

indicando depósito de glicogênio. Barra de escala: 50µm. (e) Concentração de glicogênio nos hepatócitos. 

C, grupo de animais controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados 

com formulação QV; DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como 

média ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa quando p < 0,05. 
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5.2.6 – Concentração de GLP-1R pancreático e hepático 

 

Os resultados abaixo mostram que a concentração do receptor pancreático do 

GLP-1 (GLP-1R) (Figura 18a) em animais diabéticos não tratados é significativamente 

menor em relação aos animais do grupo controle. A formulação QV foi eficiente em 

aumentar o nível tecidual de GLP-1R, diferentemente do tratamento com insulina. Assim 

como visualizado nos níveis de GLUT-2. Já a concentração hepática deste receptor da 

incretina não revelou nenhuma diferença entre os grupos experimentais (Figura 18b). 
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Figura 18. Formulação QV aumenta os níveis pancreáticos de GLP-1R. (a) Concentração pancreática 

de GLP-1R. (b) Concentração hepática de GLP-1R. C, grupo de animais controle; D, grupo de animais 

diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo de animais 

diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes 

indicam diferença significativa quando p < 0,05. 

 

 

5.2.7 – Concentração de GLUT-2 pancreático e hepático 

 

Ao avaliarmos a concentração do receptor de glicose, GLUT-2, os resultados 

revelaram que a presença deste receptor no tecido pancreático (Figura 19a) de animais 

diabéticos não tratados é significativamente menor em relação à animais do grupo 

controle. Em acréscimo, nenhum dos tratamentos mostraram efeito positivo em aumentar 

os níveis de GLUT-2 no pâncreas. No fígado não foi observado nenhuma diferença nos 

níveis deste receptor entre os grupos experimentais (Figura 19b). 
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Figura 19. Formulação QV não altera os níveis pancreáticos e hepáticos de GLUT-2. (a) Concentração 

pancreática de GLUT-2. (b) Concentração hepática de GLUT-2. C, grupo de animais controle; D, grupo de 

animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo de animais 

diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes 

indicam diferença significativa quando p < 0,05. 

 

5.2.8 – Perfil lipídico 

 

Mensuradas as dosagens de perfil lipídico (Tabela 2), a análise estatística revelou 

que o grupo de animais diabéticos não tratado apresentou altas concentrações séricas de 

frações não-HDL do colesterol em comparação com os animais do grupo controle. O 

tratamento com a formulação QV possibilitou uma redução significativa no nível destas 

frações aterogênicas, de forma que esses valores foram similares ao grupo controle. As 

aplicações diárias de insulina foram responsáveis pelo aumento nos níveis das frações 

não-HDL em relação ao animais controle, mantendo-se estatisticamente igual ao grupo 

de animais diabéticos não tratados. Quanto a fração colesterol de alta densidade (HDL), 

esses níveis foram significativamente menores nos animais do grupo diabético quando 

comparados aos animais do grupo controle, sendo que o tratamento com a formulação 

QV foi responsável por aumentar significativamente esta fração. Uma vez que a redução 

dos níveis de frações aterogênicas foi acompanhada pela aumento na fração HDL, 

nenhuma diferença foi evidenciada quando avaliado o parâmetro colesterol total. Os 

níveis séricos de triacilgliceróis também foram avaliados, sendo que este apresentou-se 

elevado no grupo de animais diabéticos não tratados, ao passo que nenhum dos 

tratamentos surtiu efeito em reduzir tais níveis. Além disso, notamos que a administração 

exógena de insulina foi responsável por aumentar consideravelmente os níveis de 

triacilgliceróis em relação aos animais do grupo controle. 
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Grupos Experimentais C D DQV DI 

Fração não-HDL (mmol/L) 1,55 ± 0,19c 2,24 ± 0,12a 1,78 ± 0,09b.c 2,18 ± 0,13a.b 

Fração HDL (mmol/L) 1,77 ± 0,12a 0,73 ± 0,04c 1,03 ± 0,05b 0,88 ± 0,04b.c 

Colesterol total (mmol/L) 3,32 ± 0,21 3,00 ± 0,16 2,81 ± 0,07 3,06 ± 0,13 

Triacilglicerol (mmol/L) 1,49 ± 0,04c 2,63 ± 0,18a.b 2,05 ± 0,11b.c 3,27 ± 0,30ª 

 

Tabela 2. Efeito da formulação QV no perfil lipídico. Avaliação da disfunção lipídica para frações não-HDL e HDL, 

colesterol total e triacilglicerol. C, grupo de animais controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais 

diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como 

média ± erro padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa quando p < 0,05. 

 

5.2.9 – Avaliação de parâmetros das funções hepática e renal 
 

Para a análise da função hepática avaliamos os níveis séricos das enzimas alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e da proteína albumina. Os 

resultados da Tabela 3 mostram que os níveis séricos das enzimas hepáticas ALT/AST 

foram significativamente maiores nos grupos diabéticos quando comparados aos animais 

do grupo controle. O tratamento dos animais diabéticos com a formulação QV não alterou 

os níveis séricos de ALT/AST, no entanto os animais que receberam doses de insulina 

apresentaram maiores níveis da enzima AST quando comparados aos animais diabéticos. 

Somado a estes resultados, também observamos que o diabetes foi responsável por 

reduzir os níveis séricos da proteína albumina, entretanto, nenhum dos tratamentos foi 

capaz de normalizar seus níveis séricos.  

Para análise da função renal foram mensurados os níveis séricos de creatinina e 

ureia. Segundo nossos resultados, os animais diabéticos apresentaram níveis de ureia 

significativamente maiores em relação aos animais controle, sendo que o tratamento com 

a formulação QV conseguiu promover uma melhora neste parâmetro. Diferentemente da 

formulação, a insulina não conseguiu normalizar os níveis de ureia, mantendo-os 

estatisticamente igual aos níveis do grupo diabético não tratado. Os níveis séricos de 

creatinina também foram mensurados, porém não observamos nenhuma alteração 

significativa deste parâmetro em nenhum dos grupos avaliados, apesar de termos 

observado uma redução de aproximadamente 40% nos níveis de creatinina no grupo de 

animais tratados com a formulação QV em relação aos animais do grupo diabético sem 

tratamento. 
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Grupos Experimentais C D DQV DI 

ALT (U/L) 17,02 ±1,71b 43,77 ± 3,85a 39,29 ± 1,13a 39,29 ± 2,18a 

AST (U/L) 18,19 ± 0,94c 40,16 ± 4,23b 36,84 ± 0,98b 53,84 ± 2,46a 

Albumina (µmol/L) 583,20 ± 29,16a 454,30 ± 7,70b 468,60 ± 5,20b 494,20 ± 15,51b 

Ureia (mmol/L) 7,33 ± 0,30b 15,31 ± 0,60a 10,11 ± 0,57b 14,76 ± 1,29a 

Creatinina (µmol/L) 84,14 ± 3,51 114,50 ± 21,40 70,28 ± 6,39 94,16 ± 7,00 

Tabela 3. Efeito da formulação QV nas funções hepática e renal. Função hepática (ALT, AST e albumina). Função 

renal (ureia e creatinina). C, grupo de animais controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos 

tratados com formulação QV; DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± 

erro padrão. Letras diferentes indicam diferença significativa quando p < 0,05. 

 

5.2.10 – Atividade de Metaloproteinase pancreática e renal 

 

A representação qualitativa dos resultados pode ser vista pela análise das bandas 

da MMP-2 pancreática (Figura 20a) e renal (Figura 20b). Em relação aos dados 

quantitativos, a avaliação da capacidade de remodelamento da matriz extracelular 

promovida pelas MMP-2 do pâncreas (Figura 20c) revelou que nos animais diabéticos 

sem tratamento a atividade desta metaloproteinase foi significativamente aumentada em 

relação aos animais controle. Já os tratamentos farmacológicos com a formulação QV ou 

com a insulina reduziram significativamente a atividade de MMP-2 em relação ao grupo 

diabético e foram estatisticamente iguais aos animais do grupo controle. Quanto a 

avaliação da atividade da MMP-2 renal, não foram observadas diferenças significativas 

entre os grupos experimentais. (Figura 20d). 
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Figura 20. Formulação QV reduz atividade enzimática de MMP-2 no pâncreas. (a,b) Imagem 

representativa das bandas de MMP-2, pancreática e renal, respectivamente, no gel da zimografia. (c) 

Atividade de MMP-2 pancreática. (d) Atividade de MMP-2 renal. C, grupo de animais controle; D, grupo 

de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo de 

animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes 

indicam diferença significativa quando p < 0,05. 

 

5.2.11 – Número de ilhotas pancreáticas e índice HOMA%BETA 

 

A representação histológica qualitativa dos resultados pode ser vista pela análise 

das fotomicrografias de pâncreas coradas com H&E, indicando a presença de ilhotas 

pancreáticas (Figura 21a – d). Histologicamente, a avaliação em microscopia óptica não 

revelou alterações significativas na estrutura tecidual pancreática. Não foram encontrados 

sinais inflamatórios, áreas degenerativas ou de fibrose em nenhum dos animais dos 

grupos experimentais, tanto nos componentes acinares quanto nas ilhotas pancreáticas. Já 

a representação quantitativa dos resultados pode ser visualizada pelo número de ilhotas 

pancreáticas (Figura 21e). O gráfico mostra que os animais do grupo diabético 

apresentaram uma redução significativa no número de ilhotas pancreáticas quando 

comparado aos animais do grupo controle, ao passo que a administração da formulação 

QV promoveu aumento no número destas ilhotas. A funcionalidade das células beta 

também foi avaliada através do cálculo do índice HOMA%BETA, que fornece uma 

medida indireta da capacidade funcional destas células em secretar insulina (Figura 21). 

Os resultados indicam que o índice HOMA%BETA dos animais do grupo diabético foi 

menor quando comparado ao respectivo grupo controle. Os tratamentos, seja com a 

formulação QV ou com a insulina, foram capazes de estimular as células beta a secretarem 

uma maior quantidade do hormônio insulina.  
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Figura 21. Formulação QV aumenta o número de ilhotas pancreáticas e a funcionalidade das células 

beta. (a-d) Seções histológicas de pâncreas de animais experimentais corados por H&E em aumento de 

440x. (a-d) Grupos experimentais com arquitetura normal das ilhotas pancreáticas. Setas indicando as 

ilhotas pancreáticas. Barra de escala: 50µm. (e) Número de ilhotas pancreáticas. (f) Funcionalidade da 

célula beta, mensurado pelo índice HOMA%BETA. C, grupo de animais controle; D, grupo de animais 

diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo de animais 

diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes 

indicam diferença significativa quando p < 0,05. 
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5.2.12 – Quantificação de insulina no tecido pancreático 

 

Seções histológicas de ilhotas pancreáticas dos grupos experimentais revelaram 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-insulina (Figura 22a – f). A quantificação 

imunohistoquímica de ilhotas pancreáticas indicou que nos animais do grupo diabético o 

conteúdo de insulina foi consideravelmente menor quando comparado ao respectivo 

grupo controle. Além disso, a formulação QV foi o único tratamento responsável por 

aumentar a produção de insulina pelas células beta pancreáticas (Figura 22g). 
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Figura 22. Formulação QV aumenta a biossíntese de insulina nas ilhotas pancreáticas. (a–f) Seções 

histológicas de pâncreas de animais experimentais corados por imunohistoquímica, com anticorpo anti-

insulina (diluído 1:5000), em aumento de 440x. (a) Controle positivo (representado por uma ilhota 

pancreática imunomarcada com anticorpo anti-inulina). (b) Controle negativo (representado pela mesma 

ilhota pancreática anterior, porém sem marcação imunohistoquímica com anticorpo anti-insulina). (c) 

Grupo controle mostrando imunomarcação normal para insulina. (d) Grupo de animais diabéticos 

mostrando pouca imunomarcação de insulina. (e) Grupo de animais diabéticos tratados com formulação 

QV mostrando imunomarcação para insulina. (f) Grupo de animais diabéticos tratados com insulina 

mostrando pouca imunomarcação para insulina. Setas indicam as ilhotas pancreáticas imunomarcadas. 

Barra de escala: 50µm. (g) Concentração de insulina na ilhota pancreática. C, grupo de animais controle; 

D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulação QV; DI, grupo 

de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média ± erro padrão. Letras 

diferentes indicam diferença significativa quando p < 0,05. 
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CAPÍTULO 6 – DISCUSSÃO 

 

A existência de um número relativamente baixo de alternativas terapêuticas 

medicamentosas e com efeitos comprovados para o tratamento do diabetes tipo 1 torna o 

insulina a única opção para pacientes acometidos por esta doença. O domínio do mercado 

insulínico por uma pequena gama de empresas multinacionais afeta diretamente o preço 

final do produto, aliado à extrema discrepância da disponibilidade de determinados 

medicamentos e produtos para o diabetes entre países de alta renda e os chamados países 

subdesenvolvidos (IDF, 2017). Baseado nisso, o desenvolvimento de uma Formulação 

oral contendo um Inibidor da DPP-4 associado à Quercetina que permita a liberação 

concomitante de ambos os ativos para serem alcançados efeitos antidiabéticos parece 

promissora. Apesar de controversos e não totalmente conclusivos, existem indícios 

experimentais da eficácia dos Inibidores da DPP-4 no tratamento do diabetes tipo 1 

(ÁVILA et al., 2013; MIRANDA et al., 2015). Um dos aspectos importantes do 

desenvolvimento de uma formulação contendo concomitantemente Quercetina e 

Vildagliptina é a manutenção de concentrações adequadas destes fármacos no sítio de 

absorção no momento em que ocorre a liberação dos mesmos da formulação. No entanto, 

em relação ao flavonoide Quercetina, a baixa solubilidade em sistema aquoso interfere 

diretamente na sua biodisponibilidade (GUGLER et al., 1975; FEARN e HIRST, 2006), 

fator este que a inviabiliza de ser administrada por via oral. Neste contexto, o seu 

encapsulamento em estruturas poliméricas correspondem a uma interessante estratégia e 

tem sido estudada como formadores de géis de liberação controlada (RICCI et al., 2005). 

Quando submetido à baixas temperaturas (0-18°C), as cadeias individuais do polímero 

407, quando em concentrações superiores a 20%, se agregam em solução formando 

micelas esféricas consistidas de um centro hidrofóbico circundado por camadas 

hidrofílicas. Em temperatura na faixa de 18-40°C, as micelas se enovelam formando um 

gel homogêneo. Estes géis apresentam uma estrutura muito peculiar, a qual favorece a 

solubilização de fármacos e aditivos de baixa solubilidade em água (DUMORTIER et al., 

2006; NIU et al., 2009). Além disso, foi comprovado também que o encapsulamento da 

Quercetina corresponde a uma metodologia capaz de aumentar a sua atividade biológica. 

(POOL et al., 2012). A partir do exposto, uma vez que a formulação QV foi desenvolvida, 

essa nova alternativa terapêutica foi administrada, via orogástrica, para os grupos 

experimentais do estudo. Uma das metas desejadas com o desenvolvimento da 

formulação foi proporcionar um melhor controle da homeostase metabólica no modelo 
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de diabetes tipo 1, já que a homeostase dos níveis glicêmicos é um dos parâmetros que 

apresenta resultados contraditórios na literatura.  

As flutuações glicêmicas são um dos principais fatores de risco para pacientes 

com diabetes tipo 1. Nos últimos anos, a relação entre diabetes e o uso de medicamentos 

Inibidores da DPP-4 tem sido o foco de muitos estudos, uma vez que vários dos danos 

ocasionados pelo diabetes têm sido melhorados pelo uso desta classe medicamentosa 

(HAMAMOTO et al., 2013). Assim como observado nesta pesquisa, outros resultados da 

literatura já haviam reportado sobre a capacidade dos Inibidores da DPP-4 em reduzir a 

variação da glicemia em modelo experimental de diabetes (AWATA et al., 2017). Aliado 

a isso, o uso crescente de produtos naturais e medicamentos fitoterápicos com finalidade 

curativa/paliativa indicam também o uso da Quercetina como possível agente 

antidiabético. O consumo em longo prazo de Quercetina parece controlar os níveis de 

glicose sanguínea jejum e pós-prandial (KIM et al., 2011), além de ser sugerido que ela 

também protege o pâncreas contra o estresse oxidativo, melhorando a hiperglicemia, 

ambos em modelo animal diabético induzido com STZ (COSKUN et al., 2005; 

ADEWOLE et al., 2006). Contudo, seja utilizando os Inibidores da DPP-4, seja utilizando 

a Quercetina, triagens clínicas e estudos experimentais em diabetes tipo 1 indicam que a 

administração isolada de cada um destes agentes não apresenta resultados consistentes 

em alterar os parâmetros glicêmicos (ÁVILA et al., 2013; GEORGE e MCCRIMMON, 

2016), gerando resultados conflitantes e não conclusivos. O desenvolvimento da 

formulação QV foi primeiramente baseado no possível efeito antidiabético da 

Vildagliptina (Inibidor da DPP-4) e da Quercetina, e este permitiu inferir que a associação 

de ambos os ativos no formato de uma formulação oral foi capaz não apenas de melhorar 

a condição hiperglicêmica, mas de promover uma redução de aproximadamente 70% da 

glicemia em relação aos 55% observados pelo tratamento com insulina. Como 

consequência, essa melhora na homeostase da glicose permitiu uma maior taxa de 

sobrevivência no grupo de animais que receberam diariamente a formulação QV, em 

relação aos animais diabéticos não tratados ou tratados com dose diária de insulina, 

sugerindo que a formulação testada pode estar associada a um menor risco de 

hipoglicemia resultante das administrações de insulina (GOOßEN e GRÄBER, 2012). 

A homeostase da glicose está diretamente relacionada ao balanço hormonal dos 

níveis de insulina e glucagon secretados pelas células pancreáticas. Enquanto os 

inibidores da DPP-4 regulam a glicemia por estimular a liberação de insulina pelas células 

beta pancreáticas de maneira glicose-dependente, a função da Quercetina no controle 
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glicêmico ocorre principalmente devido à sua atividade antioxidante (COSKUN et al., 

2005; JEONG et al., 2012). Os inibidores de DPP-4, por aumentarem a meia vida do 

hormônio incretina GLP-1, aumentam a síntese e secreção de insulina, bem como 

reduzem a secreção de glucagon pelas células alfa pancreáticas (MALMGREN, 2015). O 

tratamento de ratos diabéticos tipo 1 com Vildagliptina aumentou a secreção de insulina, 

no entanto este aumento não foi suficiente em proporcionar redução da glicose sanguínea 

(ÁVILA et al., 2013; MIRANDA et al., 2015). Efeito insulínico semelhante também foi 

relatado pela Quercetina, seja pela melhora da sensibilidade à insulina (WANG et al., 

2011; YAN et al., 2015), seja impedindo a elevação da glicemia em decorrência do 

aumento da concentração de insulina em ratos diabéticos induzidos por STZ (ADEWOLE 

et al., 2006). Alguns achados também revelaram que a Vildagliptina reduziu os níveis de 

glucagon durante o estado hiperglicêmico e foi capaz de manter sua contra regulação 

durante hipoglicemia no diabetes tipo 1 (FARNGREN et al., 2012; MALMGREN e 

AHREN, 2015), resultando na redução da glicose plasmática de jejum, pós-prandial e 

prevenindo crises hipoglicêmicas. Supressão similar na secreção de glucagon em resposta 

ao GLP-1 também foi observada em pacientes saudáveis, assim como em pacientes com 

diabetes tipo 1 e 2 (MEIER et al., 2003). O glucagon além de antagonizar a ação da 

insulina também induz a gliconeogênese (STEVENSON et al., 1987), e a regulação 

incorreta da secreção de glucagon em pacientes diabéticos tipo 1 contribui diretamente 

para o aumento da produção de glicose hepática e piora no controle da glicose pós-

prandial, bem como a variabilidade da glicemia (SALEHI et al., 2006). A principal função 

do hormônio glucagon é mobilizar a glicose dos tecidos periféricos para manter os níveis 

glicêmicos durante o jejum, enquanto que o GLP-1 atua principalmente durante o estado 

pós-absortivo para estimular a liberação de insulina. Um estudo recente sugere que a 

supressão do glucagon pode ser compensada pela possível redução na função da célula 

beta em liberar insulina, sendo então o mecanismo predominante pelo qual o controle 

glicêmico é melhorado após o tratamento com inibidor da DPP-4 (KOZLOVSKI et al., 

2017). Em nossos resultados, embora a melhora da glicemia tenha sido visualizada nos 

animais tratados com a formulação QV, o mecanismo foi diferente do proposto por 

KOZLOVSKI et al. Nossa formulação foi capaz de aumentar os níveis de insulina, mas a 

supressão do glucagon aparentemente não ocorreu. Os GLP-1Rs são escassos ou 

inexistentes em células alfa pancreáticas, o que torna improvável que o GLP-1 tenha ação 

direta em reduzir a secreção do glucagon nestas células (AHREN et al., 2011). Baseado 

nestes achados, podemos inferior, até certo ponto, que a homeostase da glicose é regulada 
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principalmente pela insulina e em menor extensão pelo glucagon. Além disso, nossa 

hipótese é sustentada uma vez que a relação insulina/glucagon manteve-se positiva após 

os tratamentos, contribuindo para a manutenção da glicemia em níveis próximos à 

normalidade. 

 O metabolismo da glicose é influenciado por uma complexa via regulatória que 

envolve a atividade da enzima hexocinase IV, presente no fígado e pâncreas. Essa 

isoenzima é responsável pela fosforilação da molécula de glicose e seu aprisionamento 

no ambiente intracelular. Nas células beta pancreáticas, a hexocinase atua como um 

sensor de glicose que ativa a secreção de insulina. Nos hepatócitos, a atividade da 

hexocinase é dependente da relação insulina/glucagon para remover o excesso de glicose 

da corrente sanguínea e direcioná-la para a via glicolítica ou glicogênica, através da 

oxidação da glicose ou da estimulação da síntese de glicogênio glicose-dependente 

(HERS, 1976; AUKRUST et al., 2013). Na ausência de insulina endógena, como ocorre 

em indivíduos com diabetes tipo 1, a atividade da hexocinase está reduzida, ao mesmo 

tempo em que a glicogenólise e gliconeogênese estão ativadas. Estes efeitos em conjunto 

conduzem a um estado de hiperglicemia crônica. O aloxano é uma substância usada como 

agente diabetogênico para induzir diabetes tipo 1 em experimentação animal e é capaz de 

inibir seletivamente a secreção de insulina induzida por glicose por inibição da 

hexocinase (LENZEN, 2008). Esta informação corrobora com nossos achados a respeito 

da inibição da atividade da hexocinase no grupo de animais diabéticos não tratados. 

Nossos resultados mostraram que, via preservação da atividade da enzima pancreática, a 

formulação QV ao aumentar a secreção de insulina, induziu a ativação da enzima hepática 

para armazenar o glicogênio nos hepatócitos dos animais diabéticos. Esse efeito 

provavelmente ocorreu devido a ação da Vildagliptina, presente na formulação, que ao 

inibir a enzima DPP-4, aumenta a meia vida do GLP-1 e possibilita a ligação ao seu 

receptor, desencadeando a ativação da hexocinase e a exocitose dos grânulos de insulina 

(PAPAETIS, 2014). Em relação aos receptores das incretinas, a administração da 

formulação QV também modulou os níveis teciduais de GLP-1R. Em 2011, Wooten et 

al. observaram que a Quercetina apresenta um papel importante na modulação e ativação 

do GLP-1R (WOOTTEN et al., 2011). Além disso, os GLP-1Rs são expressos em vários 

tecidos além das ilhotas pancreáticas (RICHARDS et al., 2014), como nos hepatócitos, 

mas estudos sugerem que certas ações do GLP-1 no metabolismo hepático da glicose 

ocorrem através de mecanismos que independem do seu receptor GLP-1R, mas nenhuma 

rota alternativa foi elucidada até o momento (TOMAS e HABENER, 2010). Sendo assim, 
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o aumento dos níveis pancreáticos de GLP-1R proporcionado pela Formulação QV pode 

indicar um possível aumento dos efeitos de GLP-1 neste tecido, ao passo que no fígado 

os níveis deste receptor não alteraram. Neste sentido, nossos resultados são suportados 

com base nos relatos anteriores de Tomas and Habener em 2010, a ponto de sugerirmos 

que a sequência de efeitos modulatórios na homeostase metabólica da glicose exibida pela 

ligação de GLP-1 ao seu receptor são possivelmente influenciados, em maior extensão, 

pela interação do GLP-1 com seu receptor pancreático e menos dependente da interação 

com o seu receptor hepático. Ainda sobre a cascata de sinalização, o tratamento à base de 

incretinas e quercetina é capaz de aumentar a regulação do transportador de glicose 2 

(GLUT2) (WANG et al., 1999; LENZEN, 2008).  

 A formulação QV também apresentou efeito positivo quando analisado o perfil 

lipídico dos grupos experimentais. A fração HDL do colesterol aumentou ao mesmo 

tempo em que as frações não-HDL do colesterol reduziram, o que tem significância 

particular uma vez que metabolismo lipídico está diretamente relacionado à 

dislipidemias, bem como complicações micro e macrovasculares que são típicas do 

quadro diabético (SOEDAMAH-MUTHU et al., 2006). Um dado interessante observado 

em nossa pesquisa referiu-se ao efeito benéfico da formulação QV em reduzir as frações 

aterogênicas do colesterol (redução da fração não-HDL acompanhada por aumento da 

fração HDL), enquanto que a administração diária de insulina foi responsável por 

aumentar os níveis de triacilgliceróis. Embora não tenhamos observado melhora nos 

níveis de triacilgliceróis, alguns autores já haviam reportado que o aumento da 

concentração plasmática de hormônios incretinas reduz a absorção intestinal de 

triacilgliceróis em estudos animais (QIN et al., 2005). Tem sido mostrado que a 

Vildagliptina diminui os níveis pós-prandiais de lipoproteínas ricas em triacilgliceróis no 

diabetes tipo 2, sugerindo que os inibidores da DPP-4 mobilizam e queimam a gordura 

durante as refeições, impedindo assim o seu acúmulo que está associado ao risco 

cardiovascular (MATIKAINEN et al., 2006). Em pesquisa anterior realizada por nosso 

grupo foi demonstrado que o tratamento com Vildagliptina durante 30 dias melhorou o 

perfil lipídico em modelo crônico de diabetes tipo 1. A Vildagliptina, administrada 

isoladamente, reduziu os níveis de colesterol total, sendo que esta redução foi devido a 

diminuição na concentração das frações aterogênicas, além da queda nos níveis 

sanguíneos de triacilgliceróis (MIRANDA et al., 2015). Quando comparado ao estudo 

atual, a formulação QV não promoveu alterações significativas nas partículas de 

triacilglicerol, e uma provável justificativa que podemos utilizar refere-se ao modelo de 
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diabetes utilizado, sendo que em 2015, Miranda et al trabalharam com modelo crônico 

de diabetes tipo 1, e o estudo atual utilizou modelo agudo de diabetes tipo 1. Nath et al. 

também mostraram que a Vildagliptina foi capaz de melhorar o perfil lipídico em 

camundongos diabéticos (NATH et al., 2017). Em contraste, em ratos diabéticos tipo 1, 

Maeda et al. não observaram efeitos benéficos da Vilgaglitpina nos níveis de colesterol 

total, frações e triacilgliceróis (MAEDA et al., 2012). O efeito da Quercetina também foi 

reportado na prevenção e tratamento de doenças crônicas não infecciosas, como o 

diabetes, obesidade e hiperlipidemias, principalmente por seu efeito antioxidante. Além 

de ser capaz de regular o metabolismo lipídico, resultado da regulação do catabolismo 

e/ou do anabolismo (YAN et al., 2015), a Quercetina suprimiu a formação de placa 

ateromatosa em modelo animal com aterosclerose (KAWABATA et al., 2015), 

apresentou atividade em diminuir a síntese de triglicerídeos e melhorar a dislipidemia em 

ratos alimentados com uma dieta rica em gordura (KOBORI et al., 2011). Em ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina, a Quercetina também atenuou o quadro de 

hipergliceridemia (GOMES et al., 2014) e demonstrou atividade hipolipemiante 

(VESSAL et al., 2003; TORRES-PIEDRA et al., 2010). Em relação ao colesterol e suas 

frações, Jeong et al em 2012 relataram que a Quercetina foi eficaz em melhorar o 

colesterol plasmático e aumentar o HDL-C (JEONG et al., 2012). Assim, suportados por 

dados da literatura, nossos resultados mostram que 30 dias de tratamento com a 

formulação QV foram eficazes em melhorar o perfil de lipídeos dos animais diabéticos. 

 O diabetes é responsável por causar danos a vários órgãos, incluindo o fígado e 

rim. Avaliação de parâmetros da função hepática revelou que o tratamento com a 

formulação QV não reduziu os níveis séricos das enzimas ALT e AST. Foi observado ao 

final do experimento que o tratamento com insulina aumentou os níveis de AST, e uma 

vez que esta enzima é encontrada em vários compartimentos do organismo como coração, 

músculo, rins e cérebro, e sua liberação na corrente sanguínea pode ser indício de algum 

tipo de dano tecidual, foi sugerida presença de uma provável lesão extra-hepática causada 

pela insulina. Diferentemente da AST, a enzima ALT é encontrada amplamente no fígado, 

sendo liberada na circulação como resultado de injúria hepática (ELSNER et al., 2002). 

O aumento nos níveis de ALT e AST em animais diabéticos pode ter sido induzido pelo 

aloxano, uma vez que a sua similaridade estrutural com a molécula de glicose permite 

que este seja absorvido pelas células que expressam o GLUT2, ocasionando possíveis 

danos teciduais (THORENS et al., 1988). Sendo assim, o metabolismo hepático do 

aloxano pode ter sido responsável pelo aumento destas transaminases. O tratamento com 
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a formulação QV também não alterou os níveis séricos de albumina, uma proteína 

produzida no fígado. O diabetes é responsável por reduzir os níveis sanguíneos de 

albumina, que também é um indicativo de falência hepática. Pesquisadores relataram que 

o tratamento com Vildagliptina em adição à terapia insulínica não alterou o nível de 

enzimas hepáticas em modelo de diabetes tipo 2 descontrolado (LI et al., 2017), enquanto 

que em modelo de fibrose hepática a administração de Quercetina resultou na manutenção 

dos níveis de ALT/AST e aumentou a concentração de albumina, permitindo os autores 

a sugerir um possível efeito hepatoprotetor deste flavonoide (LEE et al., 2013). Uma das 

características do diabetes refere-se ao desequilíbrio no sistema redox, podendo afetar 

diferentes órgãos, como os rins, ocasionando o quadro de nefropatia diabética. Além 

disso, a toxicidade do aloxano também pode afetar os rins devido a presença do 

transportador GLUT2 nas células tubulares (THORENS et al., 1988). Baseado nisso, em 

relação a função renal, os níveis de ureia foram avaliados e estes apresentaram-se 

aumentados nos grupos de animais diabéticos. Este resultado pode ser justificado pelas 

próprias características do quadro de diabetes, onde existe um aumento do catabolismo 

proteico e maior excreção deste metabólito (RAVI et al., 2004). O tratamento com a 

formulação QV, ao contrário do tratamento com insulina, promoveu melhora neste 

parâmetro para valores semelhantes aos do grupo controle, caracterizando um possível 

efeito renoprotetor. Alguns estudos indicam possíveis efeitos benéficos dos inibidores da 

DPP-4 em complicações renais causadas pelo diabetes, além de proteger contra danos 

tubulares (REICHETZEDER et al., 2017) e desacelerar a progressão de doença renal 

crônica. Tem sido sugerido que os efeitos renoprotetores dos inibidores da DPP-4 estão 

relacionados ao aumento dos níveis circulantes de GLP-1 (HASAN e HOCHER, 2017). 

Embora em nosso estudo não tenhamos encontrado diferenças nos níveis de creatinina, 

em 2004, pesquisa experimental revelou que o tratamento com Quercetina promoveu 

vários benefícios em camundongos com nefropatia diabética. Os achados laboratoriais 

resumiram-se em uma redução significativa dos níveis de creatinina plasmática, assim 

como restabeleceu o clearence de creatinina para um nível normal, além de reduzir a 

hiperplasia glomerular e o quadro de estresse oxidativo (GOMES et al., 2014). Uma gama 

de efeitos biológicos benéficos como anti-inflamatório, anti-apoptótico, hepato, reno, 

neuro e cardioprotetores permitiu classificar a Quercetina como um provável alvo 

terapêutico para o tratamento de complicações não apenas renais, mas de diferentes tipos 

de condições patológicas (CAI et al., 2013; REN et al., 2016). 
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Uma vez que o aparecimento e progressão do diabetes está intimamente associado 

ao estresse oxidativo (ROSEN et al., 2001; JOHANSEN et al., 2005) e aos eventos 

hiperglicêmicos, estudo recente demonstrou ainda que a hiperglicemia é responsável pelo 

aumento de metaloproteinases (ZHENG et al., 2015). As metaloproteinases (MMPs) são 

enzimas especializadas no remodelamento da matriz extracelular. Os níveis plasmáticos 

de MMPs em indivíduos com diabetes tipo 1 são relativamente altos quando comparados 

com indivíduos sadios (GHARAGOZLIAN et al., 2009), e qualquer alteração no 

mecanismo regulatório dessas enzimas pode contribuir para complicações no quadro de 

diabetes, como exemplificado por Liu et al. No referido estudo foi descrito que a 

expressão de MMP-2 e sua atividade intracelular apresentaram-se aumentadas devido ao 

estresse oxidativo, e esta condição contribuiu para a disfunção celular e apoptose de 

células INS-1 secretoras de insulina (LIU et al., 2014). Análise de nossos resultados nos 

permitiu verificar que ambos os tratamentos farmacológicos, seja com a formulação QV 

ou com a insulina, reduziram a atividade da metaloproteinase 2 (MMP-2), sendo que essas 

apresentavam-se aumentadas no grupo de animais diabéticos não tratados. Uma vez que 

o estado hiperglicêmico, característico do diabetes tipo 1, é responsável pelo aumento de 

MMP-2 (ZHENG et al., 2015), a melhora no parâmetro glicêmico após os tratamentos 

pode justificar a redução na atividade desta enzima. De acordo com Peeters et al. em 

estudo recente, os níveis de MMP-2 contribuem para complicações vasculares no diabetes 

tipo 1. O grupo de pesquisa associou o aumento nos níveis plasmáticos de MMP-2 com 

o aumento na incidência de eventos cardiovasculares, além de nefropatia diabética, em 

pacientes acometidos pelo diabetes tipo 1 (PEETERS et al., 2017). MMP-2 também é 

responsável pela clivagem proteolítica da enzima DPP-4, o que resulta no desprendimento 

da DPP-4 da membrana e liberação do seu sítio de produção para que ela possa inativar 

os hormônios incretinas (RÖHRBORN et al., 2015). A baixa atividade MMP-2 relatada 

neste estudo pode estar diretamente relacionada à ação reduzida da enzima DPP-4 sobre 

o GLP-1, ocasionando no aumento de sua concentração. Em adição, os efeitos 

antioxidantes da Quercetina já relatados anteriormente tem relação direta com doenças 

mediadas pelo estresse oxidativo (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006), ou seja, tal 

atividade também pode estar associada com a modulação das enzimas metaloproteinases. 

Baseado nisso, nós hipotetizamos que a enzima DPP-4 sofreu ação direta da 

Vildagliptina, via sua inibição, e indiretamente da Quercetina, por efeitos antioxidantes. 

Além disso, a menor atividade MMP-2 sobre a DPP-4 provavelmente amplificou a 
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preservação e aumentou a biodisponibilidade do GLP-1, resultando na amplificação dos 

efeitos benéficos desta incretina.   

A gênese do diabetes tipo 1 refere-se a destruição parcial ou total das células beta 

das ilhotas pancreáticas, e neste sentido objetivamos avaliar a capacidade da formulação 

QV em aumentar a massa de células pancreáticas em animais diabéticos. Avaliação da 

histologia pancreática revelou que a formulação QV foi capaz de aumentar não apenas o 

número de ilhotas pancreáticas, mas aumentou também o conteúdo de insulina presente 

no interior das células beta, assim como a habilidade funcional destas células em secretar 

este hormônio, como demonstrado pelo índice HOMA%BETA. Estes resultados nos 

permitiu inferir que a formulação exerceu um efeito protetor no tecido pancreático mesmo 

após a indução com o aloxano. O dano progressivo na função das células beta é a base 

primária das manifestações diabéticas (PRENTKI e NOLAN, 2006). Vários autores já 

relataram influência positiva dos inibidores da DPP-4 e das incretinas no tecido 

pancreático em modelo de diabetes tipo 2, seja através da proliferação/manutenção da 

função das células beta e inibição da apoptose (HAMAMOTO et al., 2013; YABE e 

SEINO, 2013), ou ainda de promover a neogênese de células beta (CHO et al., 2011; 

ANSARULLAH et al., 2013). Uma vez que as ilhotas expressam a enzima DPP-4 e 

podem produzir o hormônio GLP-1, então é possível que a melhora na função das ilhotas 

também tenha sido em resposta a inibição da DPP-4 local e preservação do GLP-1 

pancreático (AHREN e FOLEY, 2016). Esta classe de drogas melhoram a disfunção da 

ilhota pancreática, no entanto são restritos os estudos que verificaram esses efeitos em 

modelo animal de diabetes tipo 1, seja na presença ou ausência detectável da função das 

células beta (GEORGE e MCCRIMMON, 2013). Foi esta limitação de estudos que 

impulsionou Miranda et al., em 2015, a estudarem os possíveis efeitos dos inibidores da 

DPP-4 no modelo crônico de diabetes tipo 1. Ao final da pesquisa foi verificado que, 

dentre os demais efeitos benéficos em outros parâmetros, encontrou-se efeito neogênico 

das células beta pancreáticas (MIRANDA et al., 2015). Além da classe de inibidores da 

DPP-4, foi sugerido também, que os flavonoides, em exemplo a Quercetina, tem 

participação na proteção de células beta pancreáticas e sobrevivência celular, 

principalmente por sua atividade antioxidante. Algumas pesquisas relataram que a 

Quercetina foi capaz de minimizar a apoptose, além de aumentar a viabilidade de células 

beta, mesmo na presença de dano oxidativo, seja gerado pelo peróxido de hidrogênio, seja 

mediado por citocinas (YOUL et al., 2010; LIN et al., 2012). Efeito protetor deste 

flavonoide também foi demonstrado em modelo experimental in vivo de diabetes tipo 1. 
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As pesquisas observaram melhora na arquitetura pancreática (VESSAL et al., 2003; 

COSKUN et al., 2005; KOBORI et al., 2009), além de proteção e preservação da 

integridade das células beta em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina 

(ADEWOLE et al., 2006). A ínfima relação envolvendo danos oxidativos mediados pela 

hiperglicemia no diabetes tipo 1 sugere que agentes capazes de melhorar o índice 

glicêmico e/ou estresse oxidativo podem ter efeitos positivos no tratamento ou controle 

do diabetes. Este é o primeiro estudo a demonstrar os efeitos de uma formulação contendo 

um inibidor da DPP-4 (Vildagliptina) juntamente com um flavonoide (Quercetina), 

ambos com propriedades antidiabéticas, em promover a melhora da homeostase 

metabólica e aumento da sobrevivência em modelo experimental de diabetes tipo 1, 

conforme ilustrado na Figura 23. 

 

 

Figura 23. Proposta de mecanismo de ação da Formulação QV em modelo de 

diabetes tipo 1. A Formulação QV reduz a atividade da enzima DPP-4 e promove maior 

biodisponibilidade do GLP-1, que é capaz de promover efeitos benéficos em parâmetros 

sanguíneos e nos tecidos pancreático e hepático. Em conjunto, esses efeitos foram capazes 

de aumentar a taxa de sobrevivência e melhorar a homeostase metabólica em modelo de 

diabetes tipo 1. (   ) Aumentou, (   ) Diminuiu. 
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CAPÍTULO 7 – CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Pesquisas futuras envolvendo novas drogas para o tratamento do diabetes tipo 1 e 

o desenvolvimento de uma formulação associando dois agentes capazes de promover uma 

melhora na homeostase metabólica pode ser um terapêutica promissora para estudos 

futuros que visem reduzir a dependência de pacientes diabéticos tipo 1 à insulina exógena. 

Um produto administrado por via oral e usado uma vez ao dia pode tornar o tratamento 

mais aceitável, atrativo e proporcionar maior comodidade aos pacientes, se compararmos 

com o atual regime de injeções de insulina. Administração de aproximadamente 3 doses 

por dia de insulina, acompanhado por questões de aderência ao tratamento injetável, além 

de possíveis problemas de acerto de dose, faz-se da terapia oral uma estratégia menos 

invasiva e com menor risco de crises hipoglicêmicas. Em adição, os presentes achados 

sugerem que os benefícios potenciais da formulação QV em relação à glicemia e à 

melhora de parâmetros lipídicos e histológicos estão diretamente relacionados à 

homeostase metabólica. 

 

CAPÍTULO 8 – CONCLUSÃO 

 

 Os resultados desta pesquisa, analisados em conjunto, sugerem que a formulação 

contendo Vildagliptina e Quercetina é responsável por melhorar a resposta glicêmica e a 

homeostase metabólica em ratos diabéticos tipo 1. 

 

CAPÍTULO 9 – LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

 Uma provável limitação da pesquisa atual pode referir-se à ausência de dois 

grupos experimentais: o grupo de animais diabéticos que receberia apenas o ativo 

Quercetina, assim como o grupo de animais diabéticos que receberia apenas o ativo 

Vildagliptina. Podemos justificar a ausência de tais grupos mediante a restrição e ao uso 

racional de animais nos experimentos, baseado nos 3Rs (Reduction, Refinament, 

Replacement), que objetiva diminuir o número de animais, minimizar a dor e o 

desconforto e buscar alternativas para a substituição dos testes in vivo. Além disso, 

tivemos indícios através de dados da literatura e dos resultados apresentados na 

dissertação de mestrado que isoladamente os dois ativos não trariam efeitos tão 

promissores quando comparados a tais efeitos mediante sua associação 
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