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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar o potencial de uma formulagéo oral contendo
Quercetina e Vildagliptina (Formulacdo QV) na melhora da homeostase metabdlica em
modelo experimental de diabetes tipo 1. Ratas albinas da linhagem Fischer foram
distribuidas em quatro grupos: animais controle ndo tratados (C), animais diabéticos ndo
tratados (D), animais diabéticos tratados com a Formulacdo QV (DQV) e animais
diabéticos tratados com insulina (DI). O diabetes foi induzido por injecdo intraperitoneal
de Aloxano (135mg/kg de massa corporal) e confirmado por teste glicémico. Os animais
que apresentaram glicemia igual ou maior a 300 mg/dl foram considerados diabéticos.
Ap0s o periodo de tratamento de 30 dias os parametros bioquimicos foram analisados no
pancreas, figado e soro, através de kits comerciais. As alteragdes histopatoldgicas no
tecido pancreatico foram examinadas pela coloracdo com hematoxilina e eosina e o
conteddo de insulina na ilhota foi avaliado por imuno-histoquimica com anticorpo anti-
insulina. O teor de glicogénio nos hepatécitos foi quantificado por coloragdo com acido
periodico de Schiff. Nossos resultados mostraram que a Formulacdo QV reduziu a
glicemia, preservou a arquitetura pancreatica, aumentou 0s niveis séricos e pancreaticos
de insulina, aumentou o armazenamento de glicogénio hepatico, melhorou o perfil
lipidico sérico, aumentou a atividade da enzima hexocinase, reduziu a atividade da
metaloproteinase de matriz do tipo 2 (MMP-2) e promoveu maior taxa de sobrevivéncia
de animais. Em conjunto, nossos dados sugerem que o tratamento com a Formulacdo QV

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

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

Metabolismo
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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)™ and confirmed by glycemic test. Animals that
showed glycemia > 16.6mmol (300mg/dl) were considered diabetic. The animals were
euthanized on the 31% 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



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O diabetes tipo 1, prevalente em 5 — 10% da populacéo diabética é o resultado da
destruicdo imunomediada das células beta pancreaticas produtoras de insulina. O diabetes
tipo 1, geralmente, manifesta-se mais cedo em relacéo ao diabetes tipo 2, sendo que sua
incidéncia em criangas e na populagdo tem aumentado em muitos paises, principalmente
em individuos com idade média de até 20 anos (IDF, 2017). A dificuldade em controlar
0s niveis glicémicos por parte dos individuos afetados resulta na menor aderéncia aos
medicamentos e comprometimento do tratamento. Isto ocorre principalmente devido ao
tratamento insulinico ser invasivo e incdémodo, consistindo de administracfes
subcutdneas de insulina exdgena em intervalos regulares de tempo. O tratamento
convencional a base de insulina gera desconforto, ansiedade e perda da qualidade de vida,
0 que impacta no bem estar do individuo e toda sua familia. Em adicdo, o alto custo
financeiro como resultado dos cuidados médicos e diminuicdo da produtividade
individual torna o diabetes uma doenca onerosa do ponto de vista social e econémico
(GILMER et al., 2005). Diferentes estratégias tem sido desenvolvidas com o intuito de
melhorar a aderéncia 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 episodios frequentes de hipoglicemia. Contudo o acesso
a tais medicamentos inovadores é inviavel para grande parte da populacdo devido aos
custos elevados, considerando que 75% dos pacientes com diabetes tipo 1 vivem em
paises de baixa renda. Medicamentos indicados para tratamento do diabetes tipo 2 vem
sendo estudados no diabetes tipo 1 e apresentando grau variado de beneficios
(FRANDSEN et al., 2016). A classe medicamentosa dos Inibidores da DPP-4 (Dipeptidil
Peptidase 4) participam em numerosos processos bioldgicos, desde o controle glicémico
e reducdo de peso até na melhora funcional das células beta e marcadores de risco
cardiovascular (NAUCK, 2016), resultando em beneficios adicionais na homeostase
metabdlica. Além disso, no diabetes tipo 1, os inibidores da DPP-4 em adicdo & terapia
insulinica podem reduzir o requerimento diario de insulina exdgena (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 neogénese de células beta
pancreaticas (MIRANDA et al., 2015). Outros autores também reportaram efeitos da
Vildagliptina sobre a secrecdo de insulina (AVILA et al., 2013) e na manutenco e reparo
de células beta pancreaticas (HAMAMOTO et al., 2013). No entanto nenhum estudo até
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0 momento demonstrou o efeito de Inibidores da DPP-4 na regulacdo do metabolismo em
modelo experimental de diabetes tipo 1. Em adicdo, 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 hiperglicémico e reducdo da
incidéncia de complicacbes periféricas (JEONG et al., 2012), além de aumentar a
secrecdo de insulina e proteger células pancredticas (COSKUN et al., 2005). Embora
algumas pesquisas tenham demonstrado que a Quercetina e Vildagliptina, quando
administrados sozinhos/isolados, possuem propriedades antidiabéticas, resultados
anteriores do laboratério demonstraram que os animais diabéticos tipo 1 que receberam
por via orogastrica doses diarias de Quercetina durante 30 dias ndo apresentaram sinais
de melhora nos pardmetros glicémicos e insulinicos, ao passo que o numero de ilhotas e
células beta pancreaticas foram aumentados (resultados ndo publicados). Entretanto, os
animais diabéticos que foram tratados por via orogastrica com doses diarias de
Vildagliptina apresentaram uma melhora nos niveis séricos de insulina bem como um
aumento no numero de ilhotas e células beta pancreéaticas sem alteracéo significativa dos
niveis glicémicos (MIRANDA et al., 2015). Sendo assim, a questdo principal que
impulsionou esta pesquisa foi a avaliacdo do efeito do uso combinado destes ativos sobre
a homeostase metabdlica no modelo de diabetes tipo 1. Considerando-se os diferentes
mecanismos de acdo da Vildagliptina e Quercetina, n6s hipotetizamos que a combinagéo
desses dois compostos ativos poderiam promover uma melhora na homeostase
metabolica, incluindo a reducéo da glicemia, o que ainda ndo havia sido observado com
os ativos isolados em estudos anteriores do laboratério. Desta maneira, o delineamento
aqui proposto caracteriza-se como um estudo pré-clinico de importancia para futuros
estudos clinicos que visem explorar uma possivel alternativa terapéutica para o

tratamento do diabetes tipo 1.

11



CAPITULO 2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Diabetes e Prevaléncia

O diabetes mellitus é um importante problema de saude publica prevalente do
ponto de vista social e econébmico (SBD, 2009). Estd associado a complicaces que
comprometem a qualidade de vida e sobrevida dos individuos, além de envolver altos
custos no seu tratamento. Sua natureza cronica, a gravidade de suas complicacfes e 0s
meios necessarios para controla-lo torna o diabetes uma doenca muito onerosa, ndo
apenas para os individuos afetados e suas familias, mas também para o sistema de saude.

O diabetes € considerado uma doenca metabdlica caracterizado por hiperglicemia
crénica resultante de defeitos na acéo e/ou secrecdo da insulina. O quadro hiperglicémico
estd associado a danos em longo prazo, a disfuncdo e faléncia de diferentes 6rgaos,
especialmente os rins, nervos, vasos do coragao, dentre outros (ADA, 2018).

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2015-2016, “Uma
epidemia de diabetes mellitus esta em curso” (SBD, 2015-2016). Tal informacao pode ser
confirmada mediante dados estatisticos que demonstram que o diabetes é uma das
maiores emergéncias de satde global do século 21, afetando mais de 415 milhGes de
pessoas, alem do alto risco de outras 325 milhGes com tolerancia a glicose diminuida
desenvolverem a doenca no futuro (IDF, 2017). O status de epidemia agravado deve-se
ao crescimento e ao envelhecimento populacional, da maior urbanizacdo, das dietas
pouco saudaveis e ao estilo de vida cada vez mais sedentario (GOLDENBERG, 2003).

Uma analise regional publicada pela International Diabetes Federation (IDF) em
2017 divulgou que o Brasil se encontra em 4° lugar no ranking de paises com maior
namero de adultos com diabetes (~12,5 milhdes) (Figura 1), sendo que metade desta
populacdo ainda ndo foi diagnosticada. Em relagdo a faixa etéaria abaixo dos 20 anos o
Brasil foi considerado o 3° pais com maior nimero de criancas e adolescentes portadores
do diabetes tipo 1 (Figura 2), além de ser um dos paises com maior himero de novos
casos, por ano, de diabetes tipo 1 nesta mesma faixa etéria (~9,6 mil novos casos/ano).
Quanto a mortalidade por diabetes, a pesquisa também revelou que aproximadamente 210
mil pessoas com idade entre 20—79 anos vieram a obito em 2017, sendo que as regides
das Ameéricas do Sul e Central foram as Unicas a apresentaram aumento na taxa de
mortalidade em relacéo & 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 niumero de mortes por diabetes e suas complicacdes (IDF, 2017). Outro dado
relevante referiu-se as despesas com a salde proporcionada por pacientes diabéticos.
Cerca de US$ 727 bilhGes sdo gastos anualmente, sendo que o Brasil gerou gastos de
aproximadamente US$ 24 bilhdes no ano de 2017 (Figura 3) (IDF, 2017). Esta carga
pode ser medida através de custos médicos diretos, devido aos gastos com prevencao e
tratamento das complicagdes, além dos custos indiretos associados a perda de
produtividade, a mortalidade prematura e o impacto negativo do diabetes no produto
interno bruto das nacbes (PIB). Essas informacgdes sdo de extrema relevancia, uma vez
que o diabetes afeta grande parte da populacéo representando um alto custo financeiro

decorrente a cuidados médicos e a queda da produtividade (GILMER et al., 2005).
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Figura 1. Os 10 principais paises/territorios por nimero de pessoas com diabetes (20-79 anos, em 2017)
(em milhdes). (Fonte: Adaptado de IDF, 2017).
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Figura 2. Os 10 principais paises por nimero de criangas 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 sadde para pessoas diabéticas (20-79 anos, em 2017) (em bilhGes).
(Fonte: Adaptado de IDF, 2017).

Diversas pesquisas ja comprovaram que alteragdes no estilo de vida sdo medidas
viaveis para controlar a incidéncia do diabetes (LINDSTROM et al., 2006). Resultados
do Diabetes Prevention Program Research Group (DPPRG) mostraram reducéo de 34%
em 10 anos de acompanhamento na incidéncia de casos de diabetes mediante o estimulo
a uma dieta saudavel e a pratica de atividades fisicas (DIABETES PREVENTION
PROGRAM RESEARCH et al., 2009). No més de Abril/2016, no Dia Mundial da Salde,
foi realizada uma campanha cujo tema foi o diabetes. Na ocasido, a Organiza¢do Mundial
de Satde (OMS) emitiu um Relatério Global sobre a doenca. Dentre outras informacdes,
o relatoério apresentou objetivos e medidas preventivas para tentar reduzir o aumento do
namero de novos casos de diabetes. O objetivo da OMS é chamar a atencdo para a doenca
e para o fato de que a¢des de promocao a salde, habitos alimentares saudaveis e praticas
de atividades fisicas podem reduzir os fatores de risco de desenvolvimento do diabetes
(WHO, 2016).

Segundo a American Diabetes Association (ADA), os critérios para diagndstico
do diabetes sdo realizadas com a finalidade de prevenir de maneira eficaz as complicacdes
micro e macrovasculares associados a doenca. S8o trés os critérios aceitos para o
diagnéstico do diabetes com a utilizacdo da glicemia (SBD, 2015-2016; ADA, 2018):

e Glicemia de jejum >126mg/dL (7mmol/L). Em caso de pequenas elevacdes da
glicemia, o diagnostico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia.
e Glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de 75¢g de glicose >200mg/dL (11,1mmol/L)
e Sintomas de polidria, 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 horario das refeicdes.
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2.2 — Classificacao

A classificacdo atual do diabetes é baseada na etiologia e ndo no tipo de
tratamento, portanto os termos diabetes mellitus insulino dependente e diabetes insulino
independente devem ser eliminados. A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) e Associacdo Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes
clinicas:

- tipo 1 (autoimune ou idiopatico);

- tipo 2;

- Outros tipos especificos de diabetes (defeitos genéticos na funcdo da célula beta
ou na acdo da insulina, doencas do pancreas exdcrino, induzidos por drogas e infec¢des);

- gestacional.

Ainda existem duas categorias, referidas como pré-diabetes, que sdo a glicemia de
jejum alterada e a toleréncia a glicose diminuida. Essas categorias ndo sdo entidades
clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

E dificil conhecer a incidéncia de Diabetes mellitus tipo 2 em grandes populacdes,
pois requer seguimento durante alguns anos, com medi¢des periddicas de glicemia. Os
estudos de incidéncia sdo geralmente restritos ao Diabetes mellitus tipo 1, pois suas
manifestacdes iniciais tendem a ser bem caracteristicas. (KARVONEN et al., 2000).

O Diabetes mellitus tipo 1, forma presente em 5% - 10% dos casos, é uma doenca
cronica caracterizada pela destruicdo imunomediada das células beta das ilhotas
pancredticas, resultando na incapacidade progressiva destas células em produzir insulina.
Esse processo pode levar meses ou anos, mas s6 se manifesta quando ja houve a
destruicdo de pelo menos 80% da massa de ilhotas (SBD, 2015-2016). Desta forma, as
células beta sdo destruidas quando individuos com suposta predisposicdo genética sdo
submetidos a eventos especificos como infeccBes virais, induzindo a respostas
imunopatologicas (ADA, 2018). Na maioria dos casos essa destruicdo das células é
mediada por uma reacdo autoimune, sendo que os marcadores de autoimunidade sdo 0s
autoanticorpos anti-ilhota ou antigenos especificos da ilhota e incluem os anticorpos anti-
insulina, antidescarboxilase do acido glutdmico (GADG65), antitirosina-fosfatases (I1A2 e
IA2B) e antitransportador de zinco (Znt) (PALMER et al., 1983; BAEKKESKOQV et al.,
1990; RABIN et al., 1994; GORUS et al., 1997). Esses anticorpos podem ser verificados

meses ou anos antes do diagnostico clinico, ou seja, na fase pré-clinica da doenca, e em
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até 90% dos individuos quando se detecta hiperglicemia. A taxa de destruicéo das células
beta e varidvel, sendo em geral mais répida entre as criancas 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 € o tipo mais agressivo de diabetes, com
sintomas classicos na época do diagndstico como hiperglicemia, poliuria, sede, perda de
peso, cansago, cetoacidose, podendo evoluir a complicagBes cronicas graves causando
aumento na susceptibilidade a infeccGes, neuropatia, retinopatia, nefropatia, aterosclerose
acelerada associada ao infarto do miocardio e amputacdes de membros (VERNILLO,
2001; ADA, 2018). O tratamento convencional do diabetes tipo 1 consiste na
insulinoterapia, através da administracdo diaria de doses subcutaneas de insulina exdgena.
Entretanto, a terapéutica insulinica intensiva é considerada incbmoda pela maioria dos
pacientes devido ao rigor necessario para manter niveis glicémicos proximos ao da
normalidade, além da possibilidade de induzir frequentes episodios de hipoglicemia
grave. Por este motivo requer monitorizagédo frequente da glicemia, tornando ainda mais
dificil a aderéncia do paciente ao tratamento (AYTA, 2002). Por isto, terapéuticas
alternativas a insulinoterapia que se mostrem mais eficientes para a manutencdo da
glicemia sdo de extrema importancia.

J& o Diabetes mellitus tipo 2 € a forma mais comum de diabetes. Esté presente em
90% - 95% dos casos e caracteriza-se por defeitos na acao e secrec¢do de insulina (SHAW
et al., 2000). Em geral ambos os defeitos estdo presentes quando a hiperglicemia se
manifesta, porém pode haver predominio 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 niveis de insulina pode posteriormente tornar-se insuficiente. O quadro de resisténcia
a insulina caracteristico neste tipo é resultante da incapacidade dos tecidos periféricos em
responder & insulina (COTRAN et al., 2000). E uma doenca metabdlica complexa,
multifatorial, de presenca global e que afeta a qualidade e o estilo de vida dos acometidos,
podendo levar a uma redugdo pronunciada na expectativa de vida dessa populacéo.
Embora as causas exatas para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 ainda ndo sejam
conhecidos, sabe-se que pode ocorrer em qualquer idade, embora o diagnostico
geralmente ocorra ap6s 0s 40 anos de idade, e esta diretamente relacionado a pacientes
que apresentam fatores de risco como obesidade, sedentarismo, dieta hipercalorica, ma
nutricdo e antecedentes de diabetes gestacional (BLOOMGARDEN, 2006). Muitas
pessoas com diabetes tipo 2 continuam a ignorar sua condi¢do por um longo tempo, uma

vez gue os sintomas sao 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 ja
estard sendo prejudicado devido aos quadros hiperglicémicos, tendo como provavel
consequéncia a presenca de evidéncias de complicacGes cronicas na ocasido em que 0
diagnostico para diabetes tipo 2 € concretizado. Diferentemente do diabetes tipo 1, os
pacientes ndo dependem de insulina exdgena para sobreviver, porém podem necessitar de

tratamento insulinico para obter controle metabdlico adequado.

2.3 — Tecnologias e terapéuticas no tratamento do diabetes tipo 1

Desde o final do século 20 aconteceram grandes avancos tecnologicos no
tratamento do diabetes. Esses avancos possibilitaram que milhares de pacientes pudessem
ter melhoria nos resultados do tratamento da doenca, facilitaram o seu manejo, tanto pela
equipe de saude quanto pelo paciente e sua familia, contribuiram para um entendimento
mais profundo das variacbes glicémicas, possibilitando menores episodios de
hipoglicemia e hiperglicemia, além de promover uma melhor qualidade de vida aos
individuos envolvidos (FOWLER, 2008).

O estimulo a atividade fisica regular e a orientagdo alimentar séo complementos
das bases terapéuticas do diabetes tipo 1, porém néo séo suficientes para a normalizacao
do perfil metabolico de um paciente. Para isso é necessaria uma terapia medicamentosa,
uma vez que o uso de insulina é imprescindivel no tratamento deste tipo de diabetes, e
deve ser instituida assim que o diagndstico 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 acao
rapida e sendo necessarias varias aplicacdes por dia, causava lipodistrofias, reacoes
alérgicas e efeitos colaterais, deixando clara a necessidade de evolucdo. Apds a
descoberta da estrutura molecular da insulina, ela se tornou, na década de 1960, a proteina
mais estudada do mundo. Da sua associacdo com a protamina, a protamina zinco, a
proteina neutra Hagedorn (NPH) e a insulina humana, chegamos as insulinas sintetizadas
no DNA bacteriano ou de leveduras. Por meio de técnicas de DNA recombinante, 0s
analogos de insulina de acao ultrarrapida e prolongada, com diferentes mecanismos e
tempos de agdo, foram sintetizados com o objetivo de se obter a maneira mais proxima
de reproduzir a secrecdo fisioldgica da insulina (EYZAGUIRRE e CODNER, 2006).

Estudos tém demonstrado que os analogos de insulina de acdo prolongada, Glargina® e

Detemir®, proporcionam menor frequéncia de episoédios hipoglicémicos em relacdo a
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insulina NPH, o que seria explicado pela auséncia (ou diminuicdo) de picos dessas
insulinas (HEISE et al., 2004). Além disso, em paralelo a evolugdo da insulina,
dispositivos de aplicacdo e equipamentos de alta tecnologia auxiliam, de modo
significativo, a adesdo ao tratamento com insulina e favorece o bom controle glicémico.
A caneta de aplicacdo de insulina, por exemplo, tem se tornado uma opg¢éo popular nos
ultimos anos. No mercado brasileiro estdo disponiveis canetas recarregaveis e
descartaveis, apresentando como vantagens em relacdo a seringa: apresentacao,
praticidade no manuseio e transporte, op¢do de agulhas mais curtas e finas, assim como
maior exatiddo da dose. O uso de agulha com comprimento adequado e a realizacdo da
técnica correta de aplicacdo sdo fatores fundamentais para garantir a injegdo de insulina
no subcutaneo sem perdas e com minimo desconforto (FRID et al., 2010).

Tecnologia que demonstrou ser bastante eficaz no tratamento do diabetes tipo 1
refere-se ao sistema de infusdo continua de insulina (SICI). Considerado padréo-ouro no
tratamento intensivo da doenca, estudos demonstraram que os resultados no controle
glicémico durante a terapia com infusdo subcutanea continua de insulina foram melhores
do que aqueles obtidos com mudltiplas injecGes diarias de insulina (RETNAKARAN et
al., 2004), além de possibilitar uma maior exatiddo na dose de insulina, melhorar os niveis
de hemoglobina glicada (HbALc) por evitar variagdes nos niveis de glicemia e reduzir
significativamente possiveis episddios de hipoglicemias graves (PICKUP e KEEN,
2002). A bomba de infusdo de insulina, que, embora tenha sido desenvolvida e seu uso
difundido nos EUA desde 1970, chegou recentemente ao Brasil e esta sendo cada vez
mais conhecida e prescrita. O objetivo da terapéutica desse sistema de infusdo, mais
comumente chamado de bomba de infusdo de insulina, é simular ao que ocorre no
organismo da pessoa sem diabetes, mantendo a liberacdo de insulina durante 24 horas
para tentar obter niveis normais de glicose entre as refei¢oes e liberar insulina nos horarios
da alimentacdo (MINICUCCI, 2006; PICKUP, 2012).

Os sensores de glicose, desde os de uso médico até os de uso individual, vém
ganhando cada vez mais espago como importantes ferramentas no controle do diabetes,
iSO porque permitem mensurar a glicemia capilar em tempo real. Embora sejam
equipamentos acessiveis aos pacientes e que permitem um melhor controle da doenca, a
adesdo e o comprometimento do paciente em realizar o diario glicémico sdo de extrema
importancia. Um grande numero de equipamentos foi desenvolvido e testado: desde
relogios de pulso que medem a glicose intersticial, lentes de contato capazes de mudar de

cor de acordo com os niveis de glicose da lagrima, até sensores implantados e testados no
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tecido celular subcutaneo (KLONOFF, 2005). No Brasil, o sistema de monitoramento
continuo de glicose (CGMS) € um sensor amplamente usado e registra os niveis de glicose
no tecido celular subcutdneo por meio de uma pequena cénula inserida sob a pele,
semelhante ao set de infusdo da bomba de insulina. Entre as vantagens apresentadas por
esses sistemas, podemos citar: melhora nas excursdes glicémicas, reducdo na duracdo e
gravidade dos episddios de hipoglicemias e melhora do controle glicémico em pacientes
com diabetes tipo 1 (DEISS et al., 2006; GARG et al., 2006).

Uma grande vantagem alcancgada devido a evolucdo dos tipos de insulina, assim
como nas novas tecnologias para aplicacdo destas, refere-se a possibilidade de um
tratamento insulinico intensivo com maior eficicia. Antes do advento dos analogos de
insulina com acdo ultrarrépida, as hipoglicemias ocorriam em maior nimero, e iSso
certamente contribuiu para que houvesse certo receio por parte dos pais, e até mesmo dos
profissionais da satde, em implementar o tratamento intensivo. Esse tipo de tratamento,
diferente do convencional, mimetiza o padrdo de secrecdo normal de insulina basal,
possibilitando um melhor controle glicémico. O cléssico estudo prospectivo Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT) demonstrou que o tratamento intensivo do
diabetes tipol, com trés ou mais doses diarias de insulina de acGes diferentes ou sistema
de infusdo continua de insulina, foi eficaz em reduzir a frequéncia de complicacdes
cronicas desta doenca. Nessa coorte, houve diminui¢do 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 a comodidade do
tratamento. A necessidade de aplicagdes subcutaneas de doses diarias de injecdes de
insulina faz com que o paciente, muitas vezes, ndo reproduza o tratamento da forma
adequada. Para contornar tal limitacdo, a nova tendéncia do mercado insulinico refere-se
ao desenvolvimento de formulagdes que substituam as tradicionais inje¢fes. Sendo assim,
vias alternativas de administracdo, como insulinas orais, dérmicas e spray bucal tém sido
testados para tentar promover uma melhor adequacdo por parte do paciente. O desafio é
desenvolver uma preparagdo que seja estavel e consiga reduzir tanto a glicemia de jejum,
a pos-prandial, a hemoglobina glicada e a variacdo glicémica. Desenvolvida pelas
farmacéuticas Sanofi e MannKind Corp., a Afrezza® foi uma formulacdo em p6 inalavel
de insulina de acdo rapida e indicada para controle da glicemia tanto no diabetes tipo 1

quanto no diabetes tipo 2. Em Junho de 2014 a Agéncia de Alimentos e Medicamentos dos
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Estados Unidos (FDA) aprovou a comercializacdo deste medicamento, que deve ser inalado
com a ajuda de um pequeno inalador de fécil uso. O produto dissolve-se rapidamente quando
atinge o pulméo e fornece insulina para a corrente sanguinea, cumprindo o papel de regular a
quantidade de agUcar 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
administracdo de insulina glicose-dependente através de microagulhas contendo vesiculas
de insulina e a enzima glicose oxidase. Semelhante a um pequeno adesivo, esse
dispositivo € capaz de detectar o aumento nos niveis de glicose e secretar
automaticamente as doses necessérias de insulina na corrente sanguinea (Figura 4B).
Quando em situacao de hiperglicemia, as vesiculas 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 glicémicos, se traduzido para
terapia humana (YU et al., 2015).
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Figura 4. Novas formulac@es de insulina. (A) Afrezza. Formulagdo em pd inalavel de insulina (Fonte:
insulinnation.com, 2016). (B) Dispositivo de administracdo de insulina glicose-dependente. (C) Mecanismo
de liberacdo da insulina (Fonte: Adaptado JICHENG et al., 2015).
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Além das evolucBes tecnoldgicas apresentadas, um método alternativo também
praticado no tratamento do diabetes tipo 1 refere-se ao transplante de pancreas. O sucesso
de tal metodologia relaciona-se com a melhora da qualidade de vida dos pacientes, ndo
sO pela dieta mais flexivel, mas também pela interrup¢do do uso de multiplas doses de
insulina exdgena e das medicdes diarias de glicemia capilar. Os pacientes passam a
apresentar glicemia estavel, sem as frequentes excursdes glicémicas e complicacdes
agudas, como hipoglicemia e cetoacidose (ROBERTSON et al., 2000; ADA, 2006). Por
ser uma pratica cirdrgica bastante invasiva, o transplante de pancreas e geralmente
realizado depois de 20 anos de diabetes estabelecido, periodo onde existem maiores
possibilidades de aparecimento das complicacdes cronicas, todavia ndo ha dados de
medicina baseados em evidéncias que comprovem a capacidade do transplante em
reverté-las, embora vérios trabalhos sugiram que alguma estabilizacdo possa ocorrer
aquelas relacionadas com neuropatia € microangiopatia. Além disso, ndo ha dados na
literatura determinando se o transplante realizado precocemente é capaz de prevenir essas
complicacbes (LARSEN, 2004; ADA, 2006). Uma das limitagbes que tornam o
transplante de pancreas um procedimento ainda temeroso por parte dos pacientes é devido
a necessidade dos pacientes transplantados necessitarem de imunossupressdo continua, o
que pode acarretar inumeros efeitos colaterais. Por conseguinte, deve-se avaliar seu
beneficio em comparacdo com a evolucdo das complicagdes cronicas 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 possivel cura
para o diabetes tipo 1. No estudo foi demonstrado que o transplante de células produtoras
de insulina, derivadas de células embrionérias 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 imunologica. OS
testes foram realizados em modelo animal de diabetes tipo 1, C57BL/6J induzido com
estreptozotocina (STZ) durante 174 dias, e apds receberem o implante de células
artificiais foi relatada a producao de insulina sem o uso de injecGes e sem a necessidade
de qualquer imunossupresséo. Tais achados demonstraram um grande avanco na tentativa
de restauracdo do controle glicémico no quadro de diabetes tipo 1 (VEGAS et al., 2016).

Embora sejam inUmeros os beneficios trazidos por essas tecnologias no tratamento

do diabetes tipo 1, cada inovacdo traz consigo limitagbes e novas necessidades em
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continuar desenvolvendo terapias que consigam abranger, ao mesmo tempo,
caracteristicas como a capacidade de resposta rapida, comodidade na via de
administracdo, adequada biocompatibilidade e menores efeitos adversos. Entretanto, ndo
bastasse todo o transtorno e dificuldades fisiologicas acometidas aos diabéticos para
terem acesso a tais tecnologias, alguns importantes parametros devem ser considerados,
sendo que o valor comercial e a sua disponibilidade para toda a populagdo necessitada
parecem estar entre 0s mais relevantes.

Um conjunto de intervencdes baseado no custo-beneficio esta no cerne da questéo
em melhorar os resultados do diabetes: o controle da glicemia através de uma combinacgéo
de dieta, atividade fisica e medicacdo; controle da pressdo arterial e do metabolismo
lipidico para reduzir o risco cardiovascular e outras complicacdes. Este conjunto de
intervencdes parece simples, mas a sua realizacdo depende de estruturas adequadas para
a prestacdo de cuidados de salde, tais como 0 acesso a medicamentos essenciais e
tecnologias, protocolos para a gestdo da atencdo basica, a formacdo adequada de
prestadores de cuidados a saude, sistemas de referéncia envolvendo especialistas, e a
participacdo ativa e a motivacdo do paciente. A disponibilidade de medicamentos
essenciais e tecnologias basicas para a detec¢do precoce, diagnéstico e monitorizacéo do
diabetes em unidades de cuidados de salde primarios € um componente critico da
capacidade de gestdo. Servicos de salde bem estruturados devem fornecer as principais
intervencdes e acompanhamento regular necessario para ajudar as pessoas com diabetes
a viverem vidas longas e relativamente saudaveis, mesmo que seja uma doenca cronica e
progressiva.

A falta de acesso a insulina, por exemplo, continua a ser um obstaculo chave para
0 sucesso do tratamento e resulta em complicacdes desnecessarias e mortes prematuras.
A disponibilidade de insulina para o tratamento do diabetes tipo 1 é relatada em apenas
uma minoria de paises de baixa renda. Embora a insulina esteja na lista modelo da OMS
como medicamento essencial, 0 acesso em locais com poucos recursos ainda pode ser um
problema por causa das barreiras nacionais e internacionais, € ndo apenas por causa dos
custos, mas também por causa de problemas de acesso (WHO, 2016; IDF, 2017). Uma
discussdo da gestdo do diabetes deve, portanto, incluir uma observagdo no acesso a
medicamentos essenciais e tecnologias bésicas, uma vez que barreiras nacionais e
internacionais interagem para dificultar o acesso a insulina, e muitas vezes diabéticos que
residem em paises de baixa e média renda ndo recebem este tratamento essencial
(BERAN et al., 2014; IDF, 2017) (Tabela 1).
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Paises de alta Paises de renda Paises de baixa

renda media renda
Insulina de acgéo 81% 46% 0%
curta
!nsullna_,d_e acao 84% 44% 10%
intermediaria
Iqsgllna de acado 84% 29% 13%
rapida
Insulina de acéo 81% 35% 0%
prolongada
Canetas de insulina 81% 36% 13%
Inibidores da DPP-4 86% 27% 25%
Analogos de GLP-1 77% 17% 33%
Medidores de glicose
no sangue e tiras 78% 44% 10%

para teste

Tabela 1. Numero de paises com disponibilidade de insulina, medicamentos para diabetes e suprimentos,
na pesquisa de acesso de pais/renda. (Fonte: Adaptado de IDF, 2017).

O mercado da insulina é dominado por um pequeno nimero de fabricantes
multinacionais que constituem apenas 4% do mercado em volume. Este concurso limitado
pode potencialmente aumentar os precos da insulina, seja através de tarifas de importacdo,
impostos sobre valor agregado, custos de farmécia e o0s custos de armazenamento e
transporte, aumentando ainda mais o custo para os individuos. Fatores adicionais no
mercado de insulina que podem impactar no preco incluem, diferentes formulacbes de
insulina saindo de patente e 0 aumento consideravel no uso de anadlogos de insulina.
Ambos os fatores afetam o pre¢o da insulina antes mesmo dela chegar a um determinado
pais (IDPIG, 2014). Em acréscimo, como a insulina deve ser injetada, isso significa que
seringas também fazem parte da necessidade basica de sobrevivéncia para as pessoas que
a utilizam. Impostos de valor agregado sao frequentemente aplicados as seringas, e muitas
vezes a quantidade presente no Sistema de Saude € insuficiente e ndo esta ligada a compra
de insulina (BERAN e YUDKIN, 2010). Quanto aos dispositivos de injecéo 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 doenca cronica mais frequente da infancia (menos
prevalente apenas que a asma) e sua incidéncia vem aumentando nas Ultimas décadas,
especialmente nas faixas etarias menores que 15 anos (IDF, 2015; 2017). Baseado nesta
corrente de pensamento, o programa IDF Life For A Child (Vida para uma Criancga) foi
criado no ano 2000 para fornecer insulina e seringas suficientes, além de equipamentos
de monitorizacdo de glicose no sangue, cuidados clinicos e educacdo em diabetes
adequados. Este programa infantil estd atualmente ajudando mais de 17.000 criancas e
jovens vivendo com diabetes em cerca de 46 paises (IDF, 2016).

Sendo assim, ndo apenas no Brasil, mas principalmente nas regides de baixa e
média renda, intervencBes politicas e programas de assisténcia sdo necessarios para
melhorar o acesso equitativo de medicamentos e equipamentos de imprescindivel

necessidade as populacdes acometidas de diabetes tipo 1.

2.4 — Inibidores da DPP-4 no Diabetes

A base tedrica do estudo dos Inibidores da DPP-4 no controle do diabetes tipo 2
originou-se quando foi descoberto que as incretinas desempenhavam acdes fisioldgicas
benéficas em relacdo ao controle glicémico, com potencial promissor no tratamento do
tipo 2 (NAUCK et al., 2004). As incretinas sdo hormonios 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 ha homeostase da
glicose sanguinea por estimular a secrecdo de insulina de maneira glicose-dependente
(VILSB@LL e HOLST, 2004; DRUCKER e NAUCK, 2006). O hormonio incretina
predominante é o peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), e estudos demonstraram
que o GLP-1 foi capaz de melhorar a homeostase da glicose, incluindo a potencializacédo
da secrecéo de insulina de maneira glicose-dependente (Figura 5) e a inibigéo da secregéo
de glucagon (DOYLE e EGAN, 2007).
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Figura 5. Amplificacdo da secrecéo de insulina pela célula beta pancreética estimulada por GLP-1.
A glicose é transportada para dentro da célula via transportador GLUT-2 e fosforilada pela GK na glicdlise
até formar piruvato (1 — 3). Este ao entrar no ciclo de krebs promove aumento da concentracdo citosélica
de ATP/ADP, fechamento dos canais de Karp e despolariza¢do da membrana, com abertura do canais de
Ca?* voltagem-dependente e aumento da concentragdo intracelular de Ca?*, culminando no estimulo de
secrecdo de insulina na corrente sanguinea (4 — 8). A repolarizacdo da membrana é mediada principalmente
pelos canais de Kca e Ky (9). A ligagdo do GLP-1 ao seu receptor de membrana estimula o aumento de
AMPc intracelular, ocasionando a amplificagdo do estimulo para exocitose dos granulos de insulina (10).
GLU:glicose; GLUT-2:transportador de glicose tipo 2; GK=glicocinase; Glicose-6-P:glicose-6-fosfato;
Kca:canal de potassio voltagem dependente sensivel a calcio; Ky:canal de potassio voltagem dependente;
GLP-1:peptido-1 semelhante ao glucagon; GLP-1R:receptor do peptideo-1 semelhante ao glucagon;
cAMP:adenosina 3’°,5’-monofosfato ciclico; PKA:proteina cinase A; ATP:adenosina trifosfato;
ADP:adenosina monofosfato. Fonte: (PAPAETIS, 2014).
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Além dos efeitos fisioldgicos citados anteriormente, foi relatado uma melhoria na
sobrevivéncia das células beta pancredticas (YABE e SEINO, 2013), um efeito
cardioprotetor e neuroprotetor, além do retardamento do esvaziamento gastrico
(Figura 6).
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Figura 6. A¢des do GLP-1 nos tecidos periféricos. Fonte: Adaptado de (TAMBASCIA, 2007)

Baseado nestas informacdes projetou-se, inicialmente, utilizar o GLP-1 como
medida terapéutica no diabetes tipo 2, entretanto, estudos relataram que a secre¢éo deste
horménio no estado de diabetes fica comprometida ou mesmo ausente, contribuindo para
a deficiéncia na secregdo de insulina (NAUCK et al., 2004). Pesquisas posteriores
confirmaram entdo que o uso terapéutico do GLP-1 como agente antidiabético era
invidvel devido a sua meia-vida ser relativamente curta como resultado de sua rapida
inativacdo pela enzima Dipeptidil Peptidase-4 (DPP-4) (DRUCKER e NAUCK, 2006;
DEACON et al., 2008). O GLP-1 ¢ 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 ja 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 estdo situadas (HANSEN et al., 1999;
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GAUTIER et al., 2008), o que indica que a maior parte do GLP-1 € inativado quase
imediatamente apds sua secre¢do (LOTFY, SINGH, KALASZ, et al., 2011).

A DPP-4, ou também conhecida como CD26, consiste em uma glicoproteina com
peso molecular de 110kDa e foi caracterizada pela primeira vez por Hopsu-Havu and
Glenner (HOPSU-HAVU e GLENNER, 1966). E representante de uma familia de
enzimas existentes na circulacdo e na superficie de multiplos tecidos, como no figado,
pancreas, baco, rins, endotélio vascular, etc, (GREEN et al., 2006) sendo que sua
atividade consiste em clivar cadeias peptidicas nas quais esta presente a prolina ou a
alanina como o segundo aminoacido a partir da extremidade N-terminal, incluindo
citocinas, fatores de crescimento, neuropeptidios e horménios incretinas (POSPISILIK et
al., 2002). Sua estrutura compreende 4 dominios: um dominio citoplasmatico curto (1-6),
um dominio transmembrana (TMD) (7-28), um segmento de haste flexivel (29-39) e um
dominio extracelular (40-766), que pode ser ainda dividido em uma regido altamente
glicosilada, uma regido rica em cisteina e a regido catalitica (ROHRBORN et al., 2015)
(Figura 7).
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Figura 7. Estrutura dos dominios da DPP-4. Representacdo esquematica do monémero DPP-4 ligada a
membrana. A extensdo da forma circulante e sollvel de DPP-4 esté ilustrada na parte esquerda em azul. O
desprendimento da DPP-4 da membrana por metaloproteinases de matriz € mostrado por uma tesoura
vermelha. A barra preta vertical a direita representa a estrutura primaria com a delimitacéo das diferentes
regifes. Em verde estdo as interagcBes que ocorrem nas regides indicadas da estrutura de DPP-4. MMP,
metaloproteinase de matriz; M6P/IGFII, manose-6fosfato/fator de crescimento 2 semelhante a insulina.
Fonte: Adaptado de (ROHRBORN et al., 2015).
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Apols a ineficacia do tratamento do diabetes tipo 2 com GLP-1, as novas
estratégias terapéuticas basearam-se na tentativa de contornar a degradagdo pela DPP-4.
Ao longo da trajetoria foram sendo desenvolvidos medicamentos incretinomimeéticos
(KNUDSEN et al., 2000), e por fim os Inibidores da DPP-4. Estes, por sua vez, sao
responsaveis pela inibicdo da enzima DPP-4, aumentando a vida média do GLP-1 para
algumas horas, estendendo, assim, sua a¢do fisioldgica benéfica (TAMBASCIA, 2007)
(Figura 8).
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Figura 8. Acdes fisioldgicas 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 plasmatica da enzima-alvo por um periodo superior a 24 horas,
aumentando os niveis de incretinas ativas pela prevencdo da sua rapida degradacdo
(PRATLEY e GILBERT, 2008). Sendo assim, mesmo que por mecanismo indireto, estes
Inibidores da DPP-4 influenciam na secrecdo enddgena de incretinas, melhorando a
hiperglicemia de maneira glicose-dependente devido ao aumento dos niveis sericos de
insulina em pacientes com diabetes tipo 2 (DRUCKER e NAUCK, 2006; HERMAN et
al., 2006).

Além do efeito no controle glicémico promovido pelos Inibidores da DPP-4,
foram relatados também trabalhos que sugerem efeitos positivos no pancreas. Uma vez
que € sabido que o processo de regeneracdo da massa de células beta é regulado por uma
constante interacéo entre o crescimento de células beta (replicacdo de células maduras e
formacéo de novo de células precursoras no tecido pancreatico) e a morte dessas células,
principalmente devido a apoptose (BUTLER et al.,, 2003), objetivou-se a tentar
demonstrar as possiveis influéncias geradas pelos Inibidores da DPP-4 no tecido
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pancreatico. (FARILLA et al., 2002) demonstraram que o0 GLP-1 protegeu as células beta
da apoptose, assim como (YABE e SEINO, 2013) observaram que o GLP-1 foi capaz de
ativar a proliferacdo e diferenciacdo dessas células, além de inibir sua apoptose,
contribuindo para a regulacdo da secrec¢do de insulina a longo prazo, devido a manutencgéo
de uma massa de células beta funcionais. Em outro estudo, a utilizacao de um Inibidor da
DPP-4 sobre a morfologia das ilhotas, distribuicdo de células beta na ilhota e sobre o
indice de proliferacdo de células beta em modelo animal de diabetes tipo 2 revelou a
integridade das ilhotas, maior proporcéo de células beta, além de maior nivel do indicador
de proliferacéo celular (LI et al., 2013).

Desde o langamento da classe medicamentosa de Inibidores da DPP-4, vérias
formulacgdes foram desenvolvidas. Neste contexto, a Vildagliptina, com nome comercial
de Galvus®, foi o segundo Inibidor da DPP-4 aprovado pela Unido 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 inibicdo da sua ligacdo a molécula-
alvo (LOTFY, SINGH, KALASZ, et al., 2011).

Em relacdo ao uso da Vildagliptina como alternativa terapéutica no tratamento do
diabetes tipo 2 , triagens clinicas conduzidas mostraram que ela é bem tolerada e eficaz
na melhora do controle glicémico(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 poés-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 sdo 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 HbAlc em pacientes
com 2 ou ha mais de 10 anos, comprovando que esses inibidores também desempenham
um papel importante independentemente da duragdo do diabetes (KUMAR e GUPTA,
2015). Além disso, a Vildagliptina pode aumentar consideravelmente a liberagdo de
insulina e simultaneamente reduzir os niveis de glucagon (Figura 9), o que resulta em
uma reducgdo na relacéo glucagon/insulina, diminuindo a producgéo de glicose enddgena
tanto no periodo pds-prandial quanto na fase pos-absortiva (LOTFY, SINGH, KALASZ,
etal., 2011).
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Figura 9. Agdes fisiologicas dos inibidores de DPP-4: as incretinas séo liberadas pelo intestino apds a
ingestdo de alimentos e exercem uma série de efeitos fisiolégicos no pancreas que poderiam culminar com
a liberacéo de insulina para homeostase glicémica, caso ndo fossem rapidamente degradados pela acéo da
DPP-4. Os inibidores dessa enzima estendem a meia-vida das incretinas, prolongando assim seus efeitos
fisiologicos nas células alfa e beta pancreéticas. Fonte: (BANERJEE et al., 2009).

Em relacéo ao perfil lipidico, parametro bastante consideravel quando se refere ao
diabetes tipo 2 devido as complicacfes cardiovasculares, estudos demonstraram que as
gliptinas apresentaram efeitos sobre o perfil lipidico e a pressao sanguinea (AROOR et
al., 2014), sendo eficazes também em reduzir a lipdlise assim como a hipertrigliceridemia
pos-prandial, provavelmente devido ao aumento da concentragdo plasmatica de
incretinas, processo que tem sido relacionado com a redugdo da absorcdo 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 glicémico quanto na melhora da
arquitetura pancreatica, e considerando que a reducdo da populacéo de células beta é um
dos mecanismos responsaveis tanto pelo estabelecimento quanto pela progressao do
diabetes, se for demonstrado que a terapia baseada em incretinas é capaz de deter a
progressdo da doenca através da preservacdo das células beta, entdo essa classe de
medicamentos poderia ser utilizada desde o estagio de pré-diabetes até as fases mais
avancadas da doenca, seja no diabetes do tipo 1 ou 2 (GEORGE e MCCRIMMON, 2013).
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2.5 — Potencial Terapéutico dos Incretinomiméticos e Inibidores da
DPP-4 no diabetes tipo 1

No capitulo anterior foram apresentadas informacdes referentes a classe dos
Inibidores da DPP-4 e os avancos alcangados ao incorporar esses medicamentos na lista
de formulacbes para o tratamento do diabetes tipo 2. Dentre os Inibidores da DPP-4,
varios foram os estudos que demonstraram os beneficios de se manter o horménio
incretina GLP-1 ativo através do blogueio da enzima DPP-4. Dentre as principais
vantagens avaliadas no tipo 2, podemos citar 0 aumento na sintese e secrecéo de insulina
assim como uma reducdo na secrecdo de glucagon e com menores episodios de
hipoglicemia, efeitos cardioprotetores e de reducdo do esvaziamento gastrico, além desta
medicacdo ter apresentado efeitos na preservacdo e proliferagdo das células beta
pancreéticas.

Uma vez que os Inibidores da DPP-4 demonstraram indicios de possuir efeitos
promissores sobre a regeneracdo e aumento da massa de células beta em modelo de
diabetes tipo 2, acrescido da informacgdo de que os danos progressivos na fungdo das
células beta é a base priméria de todas as manifestacdes diabéticas (PRENTKI e NOLAN,
2006), e aliado ao fato de que poucos sdo os estudos que verificaram o efeito da inibicédo
da DPP-4 em modelos animais diabéticos tipo 1 (DUPRE, 2005), tais razdes justificam a
necessidade de serem estudadas novas estratégias que possam induzir a regeneracao de
células beta e um potencial terapéutico mais eficaz para o diabetes tipo 1.

As excursdes glicémicas, com picos de hiper e hipoglicemias, que acometem 0s
pacientes com diabetes tipo 1 fazem com que a homeostase da glicose, assim como a
HbAlc, sejam parametros bastante dificeis de serem controlados. Como, até entdo, a
Unica terapia medicamentosa eficaz no tratamento do diabetes tipo 1 trata-se das injecdes
de insulina, existe entdo a necessidade de tratamentos coadjuvantes que possam oferecer
um potencial meio de complementar a terapia insulinica intensiva no tipo 1 através da
abordagem de alguns dos disturbios fisiologicos resultantes da destruicdo das células beta,
particularmente através da preservacdo da massa de células beta, prevencao da apoptose
e supressdo da liberacdo de glucagon pelas células alfa pancreéticas no estado pos-
prandial (GEORGE e MCCRIMMON, 2013) (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismos potenciais pelos quais terapias a base de incretinas podem complementar a insulina
no tratamento da 1 em individuos com ou sem a fung¢do das células beta detectavel. Fonte: (GEORGE e
MCCRIMMON, 2013).

Achados cientificos demonstram que infusGes de GLP-1 reduzem excursbes
glicémicas em pacientes com diabetes tipo 1, e este resultado foi atribuido a redugéo dos
niveis de glucagon e retardamento do esvaziamento gastrico (DUPRE, 2005). Além disso,
existem relatos de pesquisadores quanto a dificuldade em se obter um controle glicémico
no modelo tipo 1, com resultados distintos quando comparados os dois principais tipos
de diabetes. (GIAMPIETRO et al., 2013) demonstraram que o tratamento crénico com
Sitagliptina em associacdo com terapia insulinica apresentou resultados diferentes em
pacientes com diabetes tipo 1 e 2. O grupo confirmou que a combinagdo medicamentosa
melhorou o controle metabodlico (glicemia jejum e HbA1c), o perfil lipidico e diminuiu o
requerimento diario de insulina nos pacientes com tipo 2. J& nos pacientes com tipo 1,
tanto o perfil lipidico quanto o requerimento diario de insulina apresentaram melhoras,
porém o controle metabdlico ocorreu apenas temporariamente, retornando aos niveis
basais ao final do experimento.

Recentes estudos tém relatado que a estimulagdo do crescimento, diferenciacao e

inibicdo da apoptose de células beta aumentam a lista de efeitos dos Inibidores da
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DPP-4. Estes achados providenciam uma raz&o inicial para investigar os efeitos, em longo
prazo, dos Inibidores da DPP-4 na homeostase da glicose e integridade das ilhotas
pancredticas (efeito citoprotetor) no modelo de diabetes tipo 1. Segundo KIM et al., o
Inibidor da DPP-4 MK0431 prolongou a sobrevivéncia 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 destruicao seletiva das células beta
produtoras de insulina. Dados da literatura também indicam que Inibidores da DPP-4,
além das varias funcbes ja citadas, apresentam atividade anti-inflamatéria 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
progressdo do diabetes em camundongo NOD (non-obese diabetic). Ao final do estudo,
o tratamento diminuiu a incidéncia do diabetes, aumentou a massa de ilhotas e de células
beta, além de reduzir significativamente a massa de linfécitos infiltrados ao redor das
ilhotas, comprovando que o tratamento com Linagliptina atrasa o inicio do diabetes em
camundongos NOD devido a protecdo 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 (MKO0431) foi capaz de reduzir a incidéncia de diabetes em
camundongos NOD com ilhotas transplantadas, além de aumentar a &rea de células beta
e diminuir o grau de insulite através de mecanismos que incluem a modulagdo da
migracdo de células T CD4* (KIM et al., 2009).

Referindo-se ao medicamento utilizado para a realizacdo deste trabalho, o Inibidor
da DPP-4, Vildagliptina, algumas informacdes quanto ao uso terapéutico no diabetes tipo
1 devem ser considerados.

Em pesquisa realizada no Laboratério de Bioquimica Metabdlica da Universidade
Federal de Ouro, UFOP - MG, AVILA et al., avaliaram o possivel efeito protetor do
tratamento com Vildagliptina na preservacdo de células beta pancreaticas em um modelo
experimental de diabetes tipo 1 induzido por STZ. No referido estudo foram utilizadas
duas concentragdes de Vildagliptina (5 ou 10mg/kg de peso corporeo/dia) que foram
administradas por via orogastrica durante 4 semanas em ratos. Foram avaliados glicemia,
niveis de insulina, marcadores de estresse oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes
e histologia pancreética. Dos resultados encontrados, o tratamento com Vildagliptina foi
eficaz em aumentar os niveis de insulina, porém este aumento ndo 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 formacao dos biomarcadores de estresse oxidativo (TBARS
e proteina carbonilada), possibilitando uma reducdo dos efeitos deletérios no pancreas
dos animais. Em relacéo aos resultados da analise histoldgica, foi observado aumento no
nimero de ilhotas e células beta pancreéticas nos animais diabéticos tratados (AVILA et
al., 2013).

Neste sentido, varios sdo 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 reducéo do estresse oxidativo pancreatico (AVILA et
al., 2013), a diminuicdo da apoptose das células beta (HAMAMOTO et al., 2013), ou
ainda pelo aumento da regeneracgdo ou efeito neogénico destas células (CHO et al., 2011;
ANSARULLAH et al., 2013). Baseado nestas diferentes hipoteses houve a necessidade
em esclarecer melhor como a Vildagliptina possibilitaria 0 aumento na massa das células
beta no modelo de diabetes tipo 1: preservacéo celular e/ou neogénese? Sendo assim, com
o0 intuito de elucidar qual seria 0 mecanismo principal em nosso modelo de diabetes, uma
pesquisa sequencial foi realizada.

Desenvolvido no mesmo Laboratorio de Bioquimica Metabdlica da Universidade
Federal de Ouro, UFOP - MG, MIRANDA et al., avaliaram o potencial da Vildagliptina
em promover a neogéneses de células beta pancreaticas 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 inducdo intraperitoneal com Aloxano. Nesta
pesquisa foi utilizada Vildagliptina na concentracdo de 5mg/kg de peso corporeo/dia que
foi administrada por via orogéstrica durante 4 semanas em ratos. Foram avaliados
glicemia, niveis de insulina, perfil lipidico e histologia pancreédtica. A analise dos
resultados revelou que a Vildagliptina foi eficaz em aumentar os niveis séricos de
insulina, embora este aumento ndo tenha sido suficiente em normalizar os niveis de
glicemia jejum. Esses resultados corroboram com os achados por AVILA et al., 2013.
Além disso, o tratamento também propiciou uma melhora significativa no perfil lipidico,
revelando que houve aumento nos niveis da fragdo HDL-C, seguido por reducdo nos
niveis das fragdes aterogénicas (ndo-HDL) e reducdo nos niveis de triacilgliceréis. Em
relacdo a histologia pancreética, os resultados demonstraram que a Vildagliptina foi capaz
de aumentar o numero de células beta pancreaticas, assim como em melhorar a
funcionalidade destas células, mesmo apés a destruicdo quase total das celulas beta.

Tendo em vista esses resultados, pode-se inferir que o possivel mecanismo pela qual a
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Vildagliptina propiciava o aumento do nimero de células beta em modelo de diabetes
tipo 1 em fase tardia corresponderia a neogénese (MIRANDA et al., 2015).

Tendo sido entdo sugerido a capacidade neogénica da Vildagliptina no diabetes
tipo 1, existia ainda outro pardmetro que necessitava de novos estudos, o controle
glicémico. Diversos autores relataram a ineficiéncia dos Inibidores da DPP-4 na reducéo
da glicose sanguinea no modelo de diabetes tipo 1. (MAEDA et al., 2012) avaliaram o
efeito da administracdo de Vildagliptina apds 2 semanas de tratamento em ratos
diabéticos induzidos com STZ. Em relacdo aos parametros avaliados, foram observados
efeitos benéficos sobre os danos vasculares induzidos pelo diabetes, entretanto ndo houve
melhora nos niveis de glicemia jejum.

Apesar da relevancia dos resultados encontrados por AVILA et al. e MIRANDA
et al., era esperado que o somatorio destes efeitos culminassem em um melhor controle
glicémico, todavia 0 mesmo ndo ocorreu. Sendo assim, existe ainda a necessidade em
buscar terapias adicionais que pudessem promover uma melhora no perfil glicémico. Uma
vez tragado novo objetivo, a estratégia de pesquisa consistiu em potencializar os efeitos
do Inibidor da DPP-4, e neste estudo atual foi associado ao tratamento farmacoldgico com

Vildagliptina o composto flavonélico denominado Quercetina.

2.6 — Potencial Terapéutico da Quercetina no diabetes tipo 1

Os flavonoides constituem o grupo mais abundante dentro dos compostos
fendlicos, com mais de 6.500 compostos identificados (HENDRICH, 2006). Dentre os
flavonois, tem-se a Quercetina, que € uma aglicona que pode ser encontrada em diferentes
tipos de alimentos de origem vegetal e medicamentos fitoterapicos tradicionais,
apresentando diversas atividades bioldgicas como antioxidante, anticancerigeno, anti-
inflamatorio, hipoglicemiantes e hipolipemiantes. Varios estudos demonstraram que a
Quercetina e seus glicosideos foram eficazes na prevencao e tratamento de doencas
crbnicas ndo infecciosas, tais como diabetes, obesidade e hiperlipidemia. Eficaz no
controle da glicose sanguinea via protecdo das células pancreaticas ou melhorando a
sensibilidade a insulina, e na regulacdo do metabolismo lipidico, resultado da regulagéo
do catabolismo e/ou do anabolismo (YAN et al., 2015).

O aumento do consumo de alimentos que sdo boas fontes de fitoquimicos
biologicamente ativos, como flavonoides, e que apresentam atividade antioxidante tem

recebido consideravel interesse por parte de pesquisadores e profissionais da salde
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(JACQUES et al., 2013; JENNINGS et al., 2014). Sob o ponto de vista farmacolégico, é
atribuida uma série de agdes bioldgicas a Quercetina, dentre elas, atividade antioxidante
(AQUINO et al.,, 2002; KESSLER et al., 2003; PADUA et al., 2010). (LOPEZ-
REVUELTA et al.,, 2006) demonstraram que flavonoides possuem uma atividade
antioxidante e uma funcdo protetora no tratamento de doencas degenerativas mediadas
pelo estresse oxidativo. Baseado nesta informagdo e sabendo que o diabetes esta
intimamente associado a producdo de espécies reativas de oxigénio, isso possibilitaria a
Quercetina ser um possivel agente terapéutico no tratamento coadjuvante do diabetes.
Dados da literatura confirmam essa possibilidade uma vez que ja foi sugerido que a
Quercetina apresenta um potencial antidiabético, melhorando o estado hiperglicémico e
reduzindo a incidéncia de complicacdes periféricas no diabetes (WANG et al., 2011;
JEONG et al., 2012). Além disso, outras pesquisas também mostraram que 0 consumo
em longo prazo de Quercetina parece controlar os niveis de glicose sanguinea jejum e
pos-prandial (KIM et al., 2011), além de ser sugerido que ela também protege o pancreas
contra o estresse oxidativo e melhora o estado hiperglicémico, 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
varios beneficios em camundongos com nefropatia diabética. Os achados laboratoriais
resumiram-se em uma reducdo significativa dos niveis glicémicos, de triacilgliceréis e de
creatinina plasmatica, 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 reducdo dose-dependente na glicemia pos-prandial e aumentou a
sensibilidade a insulina, prevenindo o desenvolvimento do diabetes (WANG et al., 2011).

Em relacdo a apoptose e viabilidade celular, vérios estudos ja demonstraram a
eficacia de compostos flavondlicos. (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 concluiram 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 sobrevivéncia celular. Em 2010, YOUL et al. também observaram que a
Quercetina foi capaz de estimular a secrecdo de insulina de maneira glicose dependente

tanto em cultura de células INS-1 quanto em ilhotas pancreéaticas de ratos, além de
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aumentar a viabilidade celular mesmo na presenca do dano oxidativo gerado pelo
peroxido de hidrogénio (H202) (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 glicémico e
na arquitetura pancreéatica (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 absor¢édo
intestinal, conduzindo a uma baixa biodisponibilidade. Dados da literatura relatam que a
baixa solubilidade em &gua da Quercetina leva a uma minima absor¢do no trato
gastrointestinal, e sua biodisponibilidade oral é < 17% em ratos e apenas 1% em homens
tornando-se assim um obstaculo para a exploracao farmacologica (GUGLER et al., 1975;
FEARN e HIRST, 2006). Para contornar esta limitacdo, a proposta deste estudo foi
elaborar uma formulagdo que permitisse uma melhor absorgéo da Quercetina com o
objetivo de potencializar os efeitos benéficos do Inibidor da DPP-4 na homeostase

metabolica em um modelo experimental de diabetes tipo 1.

2.7 — Importancia da Formulacéo

Sistemas de administracdo de farmacos a base de micelas poliméricas feitas a
partir de polimeros anfifilicos tém sido amplamente aplicados para a liberacdo de
farmacos fracamente solveis (TORCHILIN, 2001; GAUCHER et al., 2005). O nucleo
hidrofobico das micelas pode servir como um espaco de carga para a encapsulacdo de
varios agentes terapéuticos pouco sollveis e é responsavel pela estabilidade e liberacao
do farmaco, enquanto a camada hidrofilica exterior protege contra o ataque do sistema
reticulo-endotelial (RES) e beneficamente modifica a farmacocinética e o comportamento
de biodistribuicdo, 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 bioldgica, e como
resultado as aplicac@es clinicas desta sdo muito restritas. Baseado nisso, estratégias em
tecnologias farmacéuticas para melhorar a solubilidade em agua e biodisponibilidade da
Quercetina tem sido desenvolvidas, como por exemplo, 0 seu encapsulamento em

estruturas polimericas. Neste contexto, um sistema polimérico de interesse sdo 0s géis
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aquosos termorreversiveis do copolimero polioxietileno-polioxipropileno-polioxietileno,
ou poloxamer 407 (P-407), com acdo tensoativa e tem sido estudado como formador de
géis de liberacdo controlada (RICCl et al., 2005). O P-407 atua como carreador em funcéo
da sua propriedade tensoativa e apresenta vantagens como baixo ponto de fuséo, baixa
toxicidade e compatibilidade com outras substancias (ZHANG et al., 2002). A baixas
temperaturas (0~18°C), as cadeias individuais do polimero quando em concentragdes
superiores a 20% se agregam em solugdo formando micelas esféricas consistidas de um
centro de 6xido de polipropileno (hidrofébico) circundado por camadas de o0xido de
polietileno (hidrofilico). A alta temperatura (18~40°C), as micelas se enovelam devido a
desidratacédo da regido hidrofébica, formando um hidrogel homogéneo (DUMORTIER et
al., 2006; NIU et al., 2009) (Figura 11). Estes géis apresentam uma estrutura muito
peculiar, favorecendo a solubilizacdo de farmacos e aditivos de baixa solubilidade em

agua.

Oxidode
Etileno

Micelas

Figura 11. O poloxamer 407 é composto por 95 — 105 unidades de dxido de etileno (a) e por 54 — 60
unidades de d6xido de propileno (b). Com o aumento da concentracdo ([P]) e/ou da temperatura (T?) a
solucdo de poloxamer se organiza em micelas, formando uma estrutura ordenada na forma de gel. (Fonte:
DUMORTIER, 2006).

Pesquisa recente, utilizando um sistema micelar de liberacdo, preparado com
polimeros anfifilicos 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 &gua de 0,17-7,7 pg/ml. O estudo farmacocinético in vivo demonstrou que Que-
LMPM apresentaram maior area sob a curva concentracdo-tempo e uma meia-vida maior,
conduzindo a uma melhor biodisponibilidade em comparagdo com a injecdo 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 bioldgica. (POOL et al., 2012) ao promoverem o encapsulamento da Quercetina

em nanoparticulas 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 util na
terapia para retardar o desenvolvimento de doengas relacionadas com o estresse
oxidativo, como por exemplo, o diabetes.

Diversos autores também conseguiram reproduzir o efeito gerado por diferentes
complexos fosfolipidicos em aumentar a biodisponibilidade oral de flavonoides, seja
utilizando flavonoides acoplados a fosfatidilcolina (TFH-PC) (WANG et al., 2015), seja
sintetizando nanoparticulas de silica carregadas com Quercetina pelo método de micro-
emulsdo 6leo-em-agua, que € um sistema adequado para a producdo de nanoparticulas
funcionais de dimenséo e de forma controlada. Neste estudo, os resultados sugerem que
a atividade antioxidante e anti-inflamatéria da Quercetina foram mantidas apds o
encapsulamento em silica (LEE et al., 2016).

Desta forma, baseado em dados confirmados pela literatura, as formulacdes de
microesferas sdo promissoras estruturas de transporte de flavonoides, como a Quercetina,
possibilitando incorporacdo estavel e favoravel a liberacdo controlada de farmacos
hidrofobicos (HAZRA et al., 2015). Além disso, existe ainda a necessidade de estudos
serem conduzidos com o referido polimero P-407 em dispers6es solidas na melhoria da
dissolucdo de farmacos pouco soltveis (AHUJA et al., 2007; MAJERIK et al., 2007).

Uma vez que o historico de incidéncia do diabetes mostra um crescimento
vertiginoso (IDF, 2017), acrescido de informagOes 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 (AVILA et al., 2013; MIRANDA et al., 2015), a proposta inicial deste trabalho em
desenvolver e administrar concomitantemente a Vildagliptina e Quercetina em uma
formulacéo oral para tratamento do diabetes tipo 1 produzira contribuicdes significativas,
considerando que ndo ha relatos de trabalhos sobre a administracdo simultanea destes dois
compostos na obtencdo de efeito complementar. Além dos efeitos farmacol6gicos dos
ativos ja exibidos em publicacdes anteriores, o desenvolvimento de uma formulacéao oral
para o tratamento do diabetes tipo 1 aparece como proposta inovadora, considerando que,
até o presente momento, a Unica terapia eficaz no controle dessa doenca consiste em
aplicagcdes subcutaneas de insulina. O desenvolvimento de uma formulacdo oral de
Vildagliptina em associagdo com Quercetina que possibilite a liberagdo simultanea destes
farmacos permitira conhecer o impacto deste tratamento no controle da glicemia e na
producdo de insulina pelo pancreas. A formulacdo que propomos é simples, de facil

preparacdo e ndo necessita de equipamentos sofisticados para o seu desenvolvimento.
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Estes fatores podem levar a reducdo do custo de producdo do medicamento quando
comparado a outras formas de tratamentos tradicionais, bem como nos gastos de
prevencao e controle do SUS com o paciente diabético, além de proporcionar uma melhor
adesdo e comodidade ao paciente por evitar a dor da picada causada por formulacGes de

insulina.

40



CAPITULO 3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Desenvolvimento e avaliagdo do potencial antidiabético de uma formulag&o oral

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

3.2 — Objetivos Especificos

3.2.1 — Ensaios in vitro

>

Desenvolver uma formulacdo contendo Vildagliptina e Quercetina a partir de

solucgdes de P-407.

3.2.2 — Ensaios in vivo

>

YV V. V V V V

\ 24

Quantificar a glicemia final de jejum e sua variacdo ao longo do tempo de
tratamento.

Avaliar a taxa de sobrevivéncia dos animais.

Quantificar os niveis séricos de insulina e glucagon.

Avaliar a atividade da enzima Hexocinase pancreatica e hepatica.

Quantificar o glicogénio hepatico.

Quantificar os niveis do receptor de GLP-1 (GLP1R) pancreético e hepatico.
Quantificar os niveis do transportador de glicose (GLUT-2) pancreatico e
hepatico.

Avaliar os niveis séricos de fracdes lipidicas

Avaliar os niveis séricos de enzimas e metabolitos relacionados as funcGes
hepatica e renal

Avaliar a atividade da enzima Metaloproteinase-2 (MMP-2) no pancreas e
rim.

Quantificar o nimero de ilhotas pancreéticas e avaliar a capacidade funcional
das células beta pancreéticas (indice HOMA%BETA).

Quantificar a insulina no tecido pancreético.
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CAPITULO 4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Ensaios in vitro

4.1.1 — Preparo da formulacdo contendo Vildagliptina e Quercetina a partir de
solucdes de P-407 (MIRANDA et al., 2016) (Registro de Patente: BR1020160055482)

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

Etapa 1: Preparo da Fase A — Dispersao da Quercetina em sistema micelar polimérico de
P-407

Uma quantidade precisamente pesada, em gramas, de Quercetina referente a
50mg/Kg de peso corporeo para um volume final de 0,5mL foi adicionada lentamente a
um tubo Falcon contendo um volume preciso de solucdo de hidroxido de sédio (NaOH
1,0M). A suspensdo foi colocada no vortex e posteriormente no sonicador até completa
dispersdo da Quercetina. Apds a dispersdao, um volume preciso de solucdo de acido
cloridrico (HCI 1,0M) foi adicionado a suspensédo, e sob agitacdo magnética constante,
moderada e em banho de gelo (4-8°C), foi adicionado, lentamente, uma quantidade
precisamente pesada referente a 16% do polimero P-407. Ap6s a completa dispersdo do
polimero, um volume preciso de acido oleico (5%) foi adicionado a formulacgéo e esta foi

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

Etapa 2: Preparo da Fase B — Dispersao da Vildagliptina

Inicialmente, duas suspensbes foram preparadas separadamente. A primeira
suspensdo contem a quantidade, em gramas, de Vildagliptina referente a 10mg/Kg de
peso corpdreo para um volume final de 0,5mL. O valor pesado de Vildagliptina foi
colocado em um erlenmeyer ao qual foi adicionado 0 mesmo volume, em mL, de Tween
80. A segunda suspensao é composta por metilcelulose (76mg de metilcelulose para cada
400mg de Vildagliptina), mesmo volume, em pL, de Tween 80 e quantidade suficiente
de &gua destilada para completar o volume total da solucéo. As duas suspensdes foram
sonicadas, separadamente, em um aparelho de ultrassom durante 15 minutos. Apds serem
sonicadas, a segunda solucdo foi mantida em um agitador magnético durante 15 minutos
e posteriormente as duas suspensdes 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 dissolugdo do medicamento.
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Etapa 3: Juncdo das Fases — Formulacdo QV

Ainda sob agitacdo magnética constante, a Fase B foi vertida, lentamente, a Fase
A. Apos completa homogeneizacao da mistura, o pH foi avaliado e corrigido para o valor
final de 7,0 — 7,2. Em seguida, a formulacéo foi mantida em repouso sob refrigeracdo a
4°C.

4.2 — Ensaios in vivo
4.2.1 — Animais e Cuidados Eticos

Foram utilizadas ratas albinas da linhagem Fisher, com idade aproximada de 120
dias e peso médio de 200 g, provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimental da
Escola de Nutrigdo (ENUT) da Universidade Federal de Ouro Preto. Todos os animais
foram mantidos em gaiolas com temperatura, luminosidade e umidade controladas e
receberam agua e comida “ad libitum”. Os procedimentos adotados neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Ouro Preto (UFOP), sob nimero de protocolo 2014/17 (em anexo).

4.2.2 — Delineamento Experimental

Foram utilizadas 43 ratas albinas da linhagem Fisher. Apds a inducdo e
confirmacéo do diabetes (glicemia >300mg/dL), as ratas foram submetidas ao tratamento
medicamentoso por 30 dias consecutivos. Os animais foram distribuidos em 4 grupos
experimentais:

Controle (C): receberam 1mL da formulacéo contendo o veiculo (n= 6) via orogastrica;
Diabético (D): receberam 1mL da formulacdo contendo o veiculo (n=11) via orogastrica;

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

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

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

horas da manhg, diariamente, (n=12) por injecdo intraperitoneal.

Inducio Confirmacgio
do Diabetes do Diabetes

L

T T
3 dias 30 dias

Inicio do ‘

Figura 12. Linha temporal para o delineamento experimental
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4.2.3 — Inducdo do diabetes

Para inducdo do diabetes as ratas pertencentes aos 3 grupos diabéticos receberam,
apos 8 horas de jejum, dose Unica de injecdo intraperitoneal a 135mg/Kg de massa
corporea 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 injecdo intraperitoneal
contendo 0 mesmo volume de solucéo de NaCl a 0,9%.

Posteriormente a inducéo, foi fornecida aos animais uma solucédo de glicose 10%,
como Unica fonte hidrica, por aproximadamente 4 horas, para evitar uma hipoglicemia
fatal, devido a liberacdo macica de insulina que ocorre ap6s a destruicdo das células beta
do pancreas (MAZZANTI et al., 2003).

Para confirmacdo do diabetes, trés dias apds a injecdo de aloxano, os animais
foram submetidos a uma avaliacdo dos niveis de glicose plasmatica em jejum de 8 horas,
empregando-se amostra de sangue coletada da cauda. Os niveis de glicose foram medidos
por meio de um glicosimetro 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 — Eutanasia e coleta do material biologico

Ao fim dos 30 dias de tratamento os animais foram mantidos em jejum de 8 horas,
anestesiados por inalacdo com isoflurano e a eutanasia procedeu-se por exsanguinagao.
O sangue foi coletado através de sec¢do de vasos sanguineos da regido axilar e
armazenado em tubos de polipropileno com ou sem 15uL de anticoagulante Glistab®
(Labtest cat. 29) para obtencéo 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 pancreas, rins e figado foram extraidos e imediatamente armazenados em
freezer -80°C para a realizagdo das analises posteriores. Uma fragdo do pancreas e figado
foram armazenados em formol 4% para posterior confeccdo de laminas para a analise

histologica.
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4.2.5 — Andlise dos parametros bioquimicos

> Glicemia

Os niveis plasmaticos de glicose foram determinados por método colorimétrico
utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com as instru¢es do
fabricante. A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a &cido
glucénico e peroxido de hidrogénio. Este, através de uma reacdo oxidativa de
acoplamento catalisada pela peroxidase (POD), reage com 4-aminoantipirina e fenol
formando uma antipirilquinonimina de cor vermelha, cuja absorbancia medida em 505nm
é proporcional a concentracdo de glicose na amostra. O kit fornece um padrao de glicose
com concentragdo de 100 mg/dL.

Glicose + O + H20 Gob » acido gluconico + H20

»

2 H202 + 4 aminoantipirina + fenol _P°?___ antipirilquininimina + 4 H20

Resumidamente, em 3 tubos de polipropileno foram adicionados 10 puL de plasma
(teste) ou solugdo padrao de glicose e 1000 pL de reagente 1 (tampao SOmmol/L; pH 7,5;
glicose oxidase > 11.000 U/L; peroxidase > 700 U/L; 4-aminoantipirina > 290 pmol/L;
fenol > 1 mmol/L e azida sodica 7,5 mmol/L). Os tubos foram misturados vigorosamente
e incubados em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Reagente 1 serd utilizado como
branco. A leitura foi feita em espectrofotometro a 505nm. A concentragéo de glicose nas
amostras foi obtida dividindo a absorbéancia do teste pela absorbéancia do padrdo e
multiplicada por 100. Os valores obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram
multiplicados por 0,0556 para transforma-los em unidades internacionais (mmol/L).

Céalculos:

Glicose (mg/dL) - Absorbancia do Teste % 100

Absorbancia do padrao

Conversdo de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0556
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» Insulina sérica

Para determinacdo da concentracdo de insulina sérica foi utilizado o kit comercial
“Rat/Mouse Insulin ELISA kit” (Merck Millipore, USA). Este kit ¢ sensivel para
determinacdo de insulina em ratos, utilizando-se o método de “ELISA sanduiche”
(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). Resumidamente, nesta técnica, 0 anticorpo
(anti-insulina) foi imobilizado na microplaca. A amostra (10 uL) contendo a insulina foi
adicionada, reagindo com o anticorpo anti-insulina imobilizado. Apos a lavagem de
poc¢os, um segundo antianticorpo anti-insulina ligado a uma peroxidase foi adicionado,
permitindo-se a reagcdo com o complexo anticorpo/insulina presente na microplaca. Apos
o segundo anticorpo livre ser removido por lavagem, o substrato 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionado, e o produto da reacdo colorido foi medido no
leitor de microplaca a 450 e 590nm. A concentracdo de insulina foi determinada pela
interpolacdo usando a curva padrdo gerada pela plotagem da absorbéncia versus a

concentracdo correspondente do padrdo de insulina de rato.

» Glucagon sérico

Para determinacdo da concentracdo de glucagon sérico foi utilizado o Kit
comercial “Cloud-Clone Corp. para Glucagon” (Katy, TX, USA). Este kit é sensivel para
determinacdo de glucagon em ratos, utilizando-se o método de “ELISA sanduiche”
(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). Este ensaio emprega a técnica de imunoensaio
enzimatico de inibi¢do competitiva. Um anticorpo monoclonal especifico para o glucagon
foi pré-revestido sobre a microplaca. Uma reacdo de inibicdo competitiva entre o
glucagon marcado com biotina e o glucagon ndo marcado (Padrdes ou amostras) com o
anticorpo pré-revestido especifico do glucagon. Apds incubacéo, o conjugado ndo 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 a concentracdo de glucagon na amostra. Apos a adicdo da solucéo de
substrato, a intensidade de cor desenvolvida € inversamente proporcional a concentracdo

de glucagon na amostra.
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» HOMA%BETA

O “Homeostasis Model Assessment” — HOMA%BETA - € um modelo
matematico desenvolvido ha mais de quinze anos por DR Matthews, RC Turner e
colaboradores do Laboratério de Investigacdo de Diabetes de Radcliffe, Oxford UK,
como uma forma alternativa de avaliar a capacidade funcional da célula beta, mediante a
determinacdo da concentracdo de glicose e insulina plasmatica em jejum. Uma vez
determinados os niveis de glicose e insulina, o indice HOMA%BETA pode ser calculado

pela seguinte formula matematica:

20 x Insulina Jejum (mTU)

HOM Apetacel =

Glicose Jejum (mTOI)—S,S

> Perfil Lipidico

Os niveis séricos de triacilglicerdis, colesterol total e fracdo HDL foram
determinados por método colorimétrico utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil)

de acordo com as instrugdes do fabricante.

Fracdo Colesterol ndo-HDL

Os niveis séricos de colesterol ndo-HDL foram determinados por método indireto,
subtraindo-se os valores do colesterol total menos os valores da fracdo HDL-C, como
demonstrado a seguir.

Colesterol ndo-HDL (mmol/L) = Colesterol total (mmol/L) — Colesterol HDL (mmol/L)

» Funcdo Hepética e Funcdo Renal

Os niveis séricos das enzimas hepéticas alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), e dos compostos Creatinina e Ureia foram
determinados por método colorimétrico. As enzimas hepaticas foram dosadas utilizando
Kit BioVision, enquanto os niveis de creatinina e ureia foram dosados por Kit Labtest
(Lagoa Santa, MG, Brasil). Todas as analises seguiram de acordo com as instrucfes do

fabricante.

47



> 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
absorbancia a 450 nm. Consiste de um ensaio cinético e a atividade da hexocinase foi

avaliada pela seguinte férmula:

Ativ. Hexocinase = B / (AT x V) x Fator Diluicio (mU/mL)

Onde: B = quantidade de NADH da curva padrdo (nmol)
AT = tempo de reagdo (min)

V = volume de amostra adicionado no pogo de reacdo (mL)

» Concentracdo do transportador de glicose isoforma 2 (GLUT?2)

Para determinacdo da concentracdo do receptor Glut2 nos tecidos pancreatico e
hepético foi utilizado o kit comercial “Cloud-Clone Corp. para GLUT2” (Katy, TX,
USA). A microplaca do Kit encontra-se pré-revestida com um anticorpo especifico para
GLUT2. Padrdo ou amostra s@o adicionados aos pogos da placa com um anticorpo,
conjugado com biotina, especifico para GLUT2. Em seguida, a avidina conjugada com
peroxidase (HRP) foi adicionada a cada “well” da microplaca e incubada. Apos a adi¢do
da solucdo de substrato, apenas 0s pocos que contem GLUT2, anticorpo conjugado com
biotina e avidina conjugada com peroxidase exibiram a mudanca de cor. A reacdo
substrato-enzima foi terminada pela adicdo de acido sulfirico e a mudanca de cor foi
mensurada por espectrofotometria em 450nm. A concentracdo de GLUT2 nas amostras

foram determinadas através da absorbancia das amostras na curva padrao.

> Concentracdo do receptor de GLP-1 (GLP-1R)

Para determinacdo da concentracdo do receptor GLP1R nos tecidos pancreético e
hepatico foi utilizado o kit comercial “Cloud-Clone Corp. para GLP1R” (Katy, TX,
USA). A microplaca do kit encontra-se pré-revestida com um anticorpo especifico para
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GLP1R. Padrdo ou amostra foram adicionados aos po¢os da placa com um anticorpo,
conjugado com biotina, especifico para GLP1R. Em seguida, a avidina conjugada com
peroxidase (HRP) foi adicionada a cada “well” da microplaca e incubada. Apos a adicdo
da solucéo de substrato, apenas 0s pog¢os que contem GLP1R, anticorpo conjugado com
biotina e avidina conjugada com peroxidase exibiram a mudanca de cor. A reacao
substrato-enzima foi finalizada pela adicdo de acido sulfarico e a mudanca de cor foi
mensurada por espectrofotometria em 450nm. A concentragdo de GLP1R nas amostras

foram determinadas através da absorbancia das amostras na curva padrao.

» 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 suina (Sigma Chem. Co, St. Louis, Mo. EUA) na concentragdo de 2mg/mL e
o0s géis de entrada poliacrilamida 5% (w/v) em placas de 0,75mm. A eletroforese foi
realizada com a concentragao de 30pg de proteina para cada amostra, acrescido de tampao
RIPA e tampdo de amostra para SDS-PAGE. Antes da aplicacdo no gel as mesmas foram
aquecidas por dois minutos a 37°C banho imido. Um volume de 10uL. do marcador
padrdo 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. Apo6s a eletroforese os géis foram
cuidadosamente lavados 3 vezes em 2,5% Triton X-100 para total remogdo do SDS
seguido de incubacdo a 37°C por 18 horas em tampdo contendo o substrato 50mM Tris,
150mM NaCl, 5mM CaClz, 0,05% NaNs (pH 7,5). SDS € o agente responsavel pela
ativacdo das metaloproteases mesmo na forma inativa sem clivagem proteolitica. Os géis
foram corados com 0,05% Coomassie Brilliant blue G-250 por 3 horas e descorados com
solucéo descorante (4% metanol, 8% &cido acético e agua). A atividade da gelatinase foi
visualizada por bandas ndo marcadas em um fundo azul representando areas de protedlise
no substrato de proteina. As metaloproteases s@o secretadas na forma latente e necessitam
de clivagem do terminal peptidico NH> para sua ativacao.

Ap0s descorar o gel da zimografia e apos a revelacdo da membrana, as bandas
foram quantificadas com auxilio do software Quantity One (BioRad) utilizando uma

estacdo de captura de imagem (Carestream 4000 MM Pro Image Station) e do software
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ImageJ verséo 1.32j de dominio publico http://rsb.info.nih.gov.ij/ onde a densidade Optica
de cada banda foi detectada. Utiliza-se como parametro para anélise o volume ajustado
das bandas, que significa o volume total diminuido do background. Inicialmente o sistema
de analise calcula a média dos valores de densidade dptica pra a regido delimitada pelo
operador. Esta regido deve ter uma area suficiente para abrigar todas as bandas (uma de
cada vez) visiveis no filme, ndo devendo ser alterada quando se passa a analisar a outra

banda.

4.2.6 — Anadlise dos parametros histoldgicos

» NuUmero de ilhotas pancreéticas

Fragmentos de pancreas de até 4mm de didmetro foram fixados em uma solugéo
de formaldeido 4%. Foram entdo desidratados e embebidos em parafina. O tecido
pancreatico foi fixado e processado em série decrescente de alcoois e posteriormente
embebido em parafina. Seccdes parafinadas de aproximadamente 4pum foram obtidas em
microtomo semiautomatico, montadas e coradas pela técnica Hematoxilina & Eosina
(H&E), para visualizacdo de danos histologicos. As analises morfométricas foram
realizadas no Laboratorio Multiusuarios do NUPEB. Fotomicrografias foram obtidas em
microscopio optico Leica acoplado a camera digital 5000, com o software de analises
Leica Aplication Suite. A contagem morfométrica foi realizada no software Leica QWin
Plus versdo 3.0 (Leica Microsystems INc., Buffalo Grove, IL, USA) no qual foi realizada
a contagem do nimero de ilhotas pancreéaticas (SILVA et al., 2011; AVILA et al., 2013;
MIRANDA et al., 2015).

» Quantificacdo de insulina no tecido pancreético

Os cortes do tecido pancreéatico inicialmente parafinados foram desparafinados
em xilol (30 minutos em xilol 1 e xilol 2), hidratados por 5 minutos em série graduada de
alcool (absoluto 1, absoluto 2, 90°, 80° e 70°) e lavados em PBS 1x durante 5 minutos. O
primeiro bloqueio referente ao da peroxidase endogena foi feito pela incubagdo com agua
oxigenada (4%) durante 30 minutos, seguido de 3 lavagens em PBS 1x, durante 5
minutos. O segundo bloqueio referente aos sitios inespecificos foram feitos com leite
desnatado Molico® 7% durante 30 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas com

anticorpo especifico priméario anti-insulina diluido 1:5000 (Monoclonal Anti-Insulin,
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12018-2mL, 10t:084M4769, Sigma-Aldrich) e armazenadas em camera umida a 4°C
overnight. Apos a incubacéo, as Idminas foram lavadas 3 vezes em PBS 1x durante 5
minutos, cada, seguido da adicdo do anticorpo secundario biotinilado (DAKO, NIH) e
novamente incubado em camera Umida 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 cdmera Umida durante 30 minutos a
temperatura ambiente. As secdes foram lavadas em PBS Ix contendo 3’,3’—
diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-Aldrich) (0,005%) e peroxido de
hidrogénio (0,03%). A revelacéo foi realizada sob microscopia em aumento de 440x e as

células positivas apresentaram colora¢do amarronzada.

» Quantificacdo de glicogénio no tecido hepético

A técnica de coloracéo de Acido Periddico de Schiff (PAS) é usada principalmente
para a coloracdo de estruturas que contenham uma alta proporc¢éo de carboidratos, como
glicogénio, glicoproteinas e proteoglicanos, geralmente encontrados em tecidos
conjuntivos, muco e membranas basais. Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para a
evidenciacdo e quantificacdo de depositos de glicogénio no figado. O acido periodico
oxida seletivamente os seguintes grupos: 1,2 glicélico, aminico primario (1-hidroxi-2-
aminico); aminico secundario (1-hidroxi-2-aminico) e 1-hidroxi-2-cetdnico. Durante o
processo de oxidacdo, as ligacGes entre atomos de carbono na posicdo 1,2 se partem e,
consequentemente, formam-se grupos aldeidicos. Na reacdo seguinte, a facsea sulfdrea
presente no reagente de Schiff transforma esses 2 grupos aldeidicos contiguos em um
composto corado insoltvel semelhante a fucsina bésica. Entretanto, sdo necessarias trés
condicBes para que essas reacdes ocorram: 1) grupos hidroxilicos livres; 2) compostos
formados apds a oxidacdo ndo devem disseminar pelo tecido; 3) deve haver grupos
aldeidicos suficientes nos compostos para um estudo histoquimico. Somente
macromoléculas como glicanos e mucinas atendem a tais requisitos. O acido periodico é
utilizado como oxidante porque retém a oxidacdo na fase aldeidica. Os cortes do tecido
hepatico inicialmente parafinados foram desparafinados em xilol (30 minutos em xilol 1
e xilol 2), hidratados por 5 minutos em série graduada de alcool (absoluto 1, absoluto 2,
90°, 80° e 70°) e lavados em PBS 1x durante 5 minutos. Em seguida realizou-se a
coloragdo utilizando kit Easy Path Periodic Acid Schif (EP-12-20014) seguindo a
metodologia proposta pelo fabricante.
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4.2.7 — Andlise estatistica

Os resultados dos parametros bioquimicos e histologicos foram expressos em
média £ erro padrdo. A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. Os dados seguiram a distribuicdo normal e foram analisados pelo teste ANOVA
one way seguido do pés-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. As diferencas
foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as analises foram realizadas
utilizado o software GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows (San Diego, California,
USA).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS

5.1 — Ensaios in vitro

5.1.1 — Desenvolvimento da Formulagao QV

Foi obtida a Fase A, uma dispersdo homogénea, de aspecto cremoso e coloragdo
amarelo-esverdeada, coloracao essa caracteristica do ativo Quercetina.

A Fase B obtida caracterizou-se por uma dispersdao homogénea e translucida com
coloragéo esbranquicada.

A juncdo das duas fases resultou na Formulagdo QV com aparéncia leitosa e
coloracdo amarronzada. Essa formulacdo apresentou-se homogénea, ndo observando-se

fendmenos de instabilidade como cremeacao e floculagéo.

5.2 — Ensaios in vivo
5.2.1 — Glicemia de jejum

Para avaliarmos a eficiéncia dos tratamentos com a formulacdo QV e a insulina
(controle positivo) analisamos o perfil glicémico dos grupos experimentais. Analise da
glicemia final de jejum (Figura 13a) revelou que os animais do grupo diabético ndo
tratado apresentaram glicemia significativamente superior aos animais do grupo controle,
enguanto que tanto a formulacdo QV quanto as doses diarias de insulina foram eficazes
em reduzir a condi¢do hiperglicémica a qual os animais estavam submetidos. O
tratamento com insulina reduziu os niveis glicémicos para valores abaixo do nivel de
glicemia padronizado neste estudo para considerar um animal diabético (>300mg/dL ou
16,6mmol/L). Embora o tratamento com a formulacao néo tenha possibilitado um retorno
a normoglicemia, foi observado um reducdo significativa na glicemia chegando a niveis
proximos da meta glicémica padronizada (linha pontilhada). Foi avaliada também a
variacdo glicémica ao longo do tempo de tratamento (Figura 13b). Ao compararmos a
reducdo glicémica proporcionada pelos tratamentos notamos que a porcentagem de
reducdo da glicemia apos 30 dias de tratamento com a formulagdo QV possibilitou uma
reducdo de 70% nos niveis de glicose sanguineo, ao passo que a insulina permitiu uma

reducdo de aproximadamente 55%.
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Figura 13. Formulagdo QV reduz a glicemia. (a) Glicemia final dos animais tratados ou ndo com a
formulacéo QV ou insulina. (b) Variacéo glicémica ao longo do tratamento (30 dias). C, grupo de animais
controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulacéo QV;
DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média + erro padrdo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa quando p < 0,05. Linha tracejada (Figura a) representando
limiar de glicemia para animais serem considerados diabéticos ou ndo diabéticos (concentragdo de glicose
sanguinea: 300mg/dL ou 16,6mmol/L).

5.2.2 — Taxa de sobrevivéncia dos animais

Uma vez estado de diabetes compromete a salde dos animais, a taxa de
sobrevivéncia ao longo do tempo de tratamento dos grupos experimentais foi
acompanhada (Figura 14). No grupo de animais diabéticos que recebeu a formulagdo QV
todos os animais sobreviveram apos os 30 dias de experimentacdo. Resultado semelhante
foi observado no grupo de animais ndo diabéticos, o grupo controle. A analise dos dados
também revelou que 11,2% dos animais pertencentes ao grupo diabético morreram no
intervalo de 4 dias po6s inducdo do diabetes. A morte dos animais deste grupo
possivelmente foi devido aos danos ocasionados pela inducéo do diabetes com a injecao
intraperitoneal do aloxano. Dos animais que receberam tratamento insulinico, 33,3%

vieram a dbito, o que pode ser justificado por possiveis picos hipoglicémicos.
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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 formulacéo QV;
DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina.

5.2.3 — Niveis séricos de insulina e glucagon

A analise da insulinemia (Figura 15a) revelou que os animais do grupo diabético
apresentaram uma diminuicao significativa nos niveis séricos de insulina em comparacgéo
com os animais do grupo controle. Como esperado do grupo controle positivo tratado
com insulina, houve um aumento significativo nos niveis deste hormonio. Fato
semelhante ocorreu apo6s o tratamento farmacoldégico com a formulagdo QV, ou seja,
ambos os tratamentos normalizaram a insulina sérica. Avaliacdo da glucagonemia
(Figura 15b) revelou gue os animais do grupo diabético apresentaram niveis séricos de
glucagon superiores aos dos animais do grupo controle. Diferentemente do resultado
anterior, nenhum dos tratamentos promoveu alteracdo significativa nos niveis deste
hormdnio, no entanto, ao avaliarmos a relagéo entre Insulina/Glucagon (Figura 15c), foi
evidenciado que essa razdo entre os hormonios, apos o tratamento com a formulagédo QV

e com a insulina, foi , estatisticamente igual ao grupo controle.
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Figura 15. Formulacdo QV mantém positiva a razdo 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 formulacdo QV; DI, grupo de animais
diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média = erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa quando p < 0,05.

5.2.4 — Atividade da Hexocinase pancreatica e hepatica

A analise da atividade da enzima hexocinase revelou que, tanto no pancreas
(Figura 16a) quanto no figado (Figura 16b) de animais diabéticos ndo tratados essa
enzima apresentou uma reducdo na sua atividade, sendo que em ambos os 6rgaos a
administracdo da formulacdo QV possibilitou um aumento na capacidade funcional da
hexocinase em fosforilar a molécula de glicose presente no meio e internaliza-la no
ambiente intracelular. A atividade da hexocinase pancreética foi reestabelecida para
niveis semelhantes a atividade enziméatica em animais do grupo controle, em ambos os
tratamentos medicamentosos. No figado, o tratamento insulinico ndo foi eficaz em

promover melhora na funcéo desta cinase.
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Figura 16. Formulacdo QV aumenta a atividade da enzima Hexocinase pancreatica e hepatica. (a)
Atividade da Hexocinase Pancreatica. (b) Atividade da Hexocinase Hepatica. C, grupo de animais controle;
D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulacdo QV; DI, grupo
de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média + erro padrdo. Letras
diferentes indicam diferenca significativa quando p < 0,05.

5.2.5 — Quantificacdo do glicogénio hepatico

A representacdo histoldgica qualitativa dos resultados pode ser vista pela analise
das fotomicrografias do tecido hepatico corado por meio da técnica de PAS, indicando os
depdsitos de glicogénio (Figura 17a — d). Andlise quantitativa comprovou que o
armazenamento de glicogénio no figado de animais diabéticos ndo tratados foi
significativamente inferior em relagdo aos animais do grupo controle (Figura 17e). Os
tratamentos, tanto com a formulacdo QV quanto com a insulina foram capazes de

reestabelecer a reserva energética de glicogénio nos hepatocitos.
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Figura 17. Formulagcdo QV aumenta a reserva energética de glicogénio hepatico. (a-d) SecGes
histolégicas de figado de animais experimentais corados por PAS em aumento de 440x. (a) Arquitetura
normal do figado e depdsito de glicogénio dentro dos hepatdcitos em animais do grupo controle. (b)
Nenhum deposito de glicogénio foi visualizado no grupo de animais diabéticos ndo tratados. (c) Depositos
de glicogénio em animais diabéticos tratados com a formulagdo QV e (d) tratados com insulina. Setas
indicando deposito de glicogénio. Barra de escala: 50um. (e) Concentracéo de glicogénio nos hepatdcitos.
C, grupo de animais controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados
com formulacdo QV; DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como
média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa quando p < 0,05.
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5.2.6 — Concentracao de GLP-1R pancreatico e hepatico

Os resultados abaixo mostram que a concentracdo do receptor pancreatico do
GLP-1 (GLP-1R) (Figura 18a) em animais diabéticos ndo tratados é significativamente
menor em relacdo aos animais do grupo controle. A formulacdo QV foi eficiente em
aumentar o nivel tecidual de GLP-1R, diferentemente do tratamento com insulina. Assim
como visualizado nos niveis de GLUT-2. J& a concentragdo hepética deste receptor da

incretina nao revelou nenhuma diferenca entre os grupos experimentais (Figura 18b).

[GLP1R] Pancreético (ng/mL)
[GLP1R] Hepético (ng/mL)

c D DQV El

Grupos Experimentais

D DQV DI El

Grupos Experimentais

Figura 18. Formulacdo QV aumenta os niveis pancreéticos de GLP-1R. (a) Concentracdo pancreética
de GLP-1R. (b) Concentracdo hepatica de GLP-1R. C, grupo de animais controle; D, grupo de animais
diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulacdo QV; DI, grupo de animais
diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa quando p < 0,05.

5.2.7 — Concentracdo de GLUT-2 pancreatico e hepatico

Ao avaliarmos a concentragdo do receptor de glicose, GLUT-2, os resultados
revelaram que a presenca deste receptor no tecido pancreatico (Figura 19a) de animais
diabéticos ndo tratados é significativamente menor em relacdo a animais do grupo
controle. Em acréscimo, nenhum dos tratamentos mostraram efeito positivo em aumentar
os niveis de GLUT-2 no pancreas. No figado néo foi observado nenhuma diferenca nos
niveis deste receptor entre 0s grupos experimentais (Figura 19b).
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Figura 19. Formulacao QV néo altera os niveis pancreaticos e hepaticos de GLUT-2. (a) Concentragao
pancreatica de GLUT-2. (b) Concentracéo hepatica de GLUT-2. C, grupo de animais controle; D, grupo de
animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulagdo QV; DI, grupo de animais
diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa quando p < 0,05.

5.2.8 — Perfil lipidico

Mensuradas as dosagens de perfil lipidico (Tabela 2), a andlise estatistica revelou
que o grupo de animais diabéticos ndo tratado apresentou altas concentracdes séricas de
fragdes ndo-HDL do colesterol em comparacdo com o0s animais do grupo controle. O
tratamento com a formulacdo QV possibilitou uma reducéo significativa no nivel destas
fragOes aterogénicas, de forma que esses valores foram similares ao grupo controle. As
aplicacdes diarias de insulina foram responsaveis pelo aumento nos niveis das fracdes
ndo-HDL em relacdo ao animais controle, mantendo-se estatisticamente igual ao grupo
de animais diabéticos ndo tratados. Quanto a fracdo colesterol de alta densidade (HDL),
esses niveis foram significativamente menores nos animais do grupo diabético quando
comparados aos animais do grupo controle, sendo que o tratamento com a formulagéo
QV foi responsavel por aumentar significativamente esta fracdo. Uma vez que a reducéo
dos niveis de fracbes aterogénicas foi acompanhada pela aumento na fracdo HDL,
nenhuma diferenca foi evidenciada quando avaliado o parametro colesterol total. Os
niveis séricos de triacilglicerdis também foram avaliados, sendo que este apresentou-se
elevado no grupo de animais diabéticos ndo tratados, ao passo que nenhum dos
tratamentos surtiu efeito em reduzir tais niveis. Além disso, notamos que a administragao
exogena de insulina foi responsavel por aumentar consideravelmente os niveis de

triacilglicerdis em relagéo aos animais do grupo controle.
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Grupos Experimentais C D DQV DI

Fracdo ndo-HDL (mmol/L) 1,55+ 0,19° 2,24 £ 0,122 1,78 +0,09°¢ 2,18 +0,13%0

Fracdo HDL (mmol/L) 1,77 £ 0,122 0,73 £ 0,04°¢ 1,03 +0,05° 0,88 + 0,04°¢
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 +0,04° 2,63 +0,18%° 2,05 +0,11°¢ 3,27 + 0,302

Tabela 2. Efeito da formulacdo QV no perfil lipidico. Avaliacdo da disfuncdo lipidica para fragdes ndo-HDL e HDL,
colesterol total e triacilglicerol. C, grupo de animais controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais
diabéticos tratados com formulagdo QV; DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como
média * erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenga significativa quando p < 0,05.

5.2.9 — Avaliacao de parametros das fungdes hepética e renal

Para a analise da funcdo hepatica avaliamos os niveis séricos das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e da proteina albumina. Os
resultados da Tabela 3 mostram que os niveis séricos das enzimas hepaticas ALT/AST
foram significativamente maiores nos grupos diabéticos quando comparados aos animais
do grupo controle. O tratamento dos animais diabéticos com a formulacdo QV ndo alterou
0s niveis séricos de ALT/AST, no entanto os animais que receberam doses de insulina
apresentaram maiores niveis da enzima AST quando comparados aos animais diabéticos.
Somado a estes resultados, também observamos que o diabetes foi responsavel por
reduzir os niveis séricos da proteina albumina, entretanto, nenhum dos tratamentos foi
capaz de normalizar seus niveis séricos.

Para analise da funcdo renal foram mensurados os niveis séricos de creatinina e
ureia. Segundo nossos resultados, os animais diabéticos apresentaram niveis de ureia
significativamente maiores em relacdo aos animais controle, sendo que o tratamento com
a formulagdo QV conseguiu promover uma melhora neste pardmetro. Diferentemente da
formulacdo, a insulina ndo conseguiu normalizar 0s niveis de ureia, mantendo-0s
estatisticamente igual aos niveis do grupo diabético ndo tratado. Os niveis séricos de
creatinina também foram mensurados, porém ndo observamos nenhuma alteracéo
significativa deste parametro em nenhum dos grupos avaliados, apesar de termos
observado uma reducéo de aproximadamente 40% nos niveis de creatinina no grupo de
animais tratados com a formulacdo QV em relacdo aos animais do grupo diabético sem

tratamento.
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Grupos Experimentais C D DQV DI

ALT (U/L) 17,02 £1,71° 43,77 = 3,85% 39,29 £1,13° 39,29 £ 2,182
AST (U/L) 18,19 £ 0,94¢ 40,16 + 4,23° 36,84 + 0,98° 53,84 + 2,462
Albumina (umol/L) 583,20 + 29,16° 454,30+ 7,70° 468,60 £5,20° 494,20 + 15,51°
Ureia (mmol/L) 7,33 +£0,30° 15,31 + 0,60? 10,11 £0,57° 14,76 + 1,29
Creatinina (umol/L) 84,14 £ 3,51 114,50 = 21,40 70,28 £ 6,39 94,16 £ 7,00

Tabela 3. Efeito da formulacdo QV nas fung¢des hepatica e renal. Fungdo hepética (ALT, AST e albumina). Fungéo
renal (ureia e creatinina). C, grupo de animais controle; D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos
tratados com formulagédo QV; DI, grupo de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média £
erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa quando p < 0,05.

5.2.10 — Atividade de Metaloproteinase pancreatica e renal

A representacdo qualitativa dos resultados pode ser vista pela analise das bandas
da MMP-2 pancreatica (Figura 20a) e renal (Figura 20b). Em relagdo aos dados
quantitativos, a avaliacdo da capacidade de remodelamento da matriz extracelular
promovida pelas MMP-2 do pancreas (Figura 20c) revelou que nos animais diabéticos
sem tratamento a atividade desta metaloproteinase foi significativamente aumentada em
relacdo aos animais controle. J& os tratamentos farmacoldgicos com a formulagdo QV ou
com a insulina reduziram significativamente a atividade de MMP-2 em relacdo ao grupo
diabético e foram estatisticamente iguais aos animais do grupo controle. Quanto a
avaliacdo da atividade da MMP-2 renal, ndo foram observadas diferencgas significativas
entre os grupos experimentais. (Figura 20d).
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Figura 20. Formulagdo QV reduz atividade enzimatica de MMP-2 no pancreas. (a,b) Imagem
representativa das bandas de MMP-2, pancreética e renal, respectivamente, no gel da zimografia. (c)
Atividade de MMP-2 pancredtica. (d) Atividade de MMP-2 renal. C, grupo de animais controle; D, grupo
de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulagdo QV; DI, grupo de
animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa quando p < 0,05.

5.2.11 — Numero de ilhotas pancreaticas e indice HOMA%BETA

A representacdo histolégica qualitativa dos resultados pode ser vista pela analise
das fotomicrografias de pancreas coradas com H&E, indicando a presenca de ilhotas
pancreaticas (Figura 21a — d). Histologicamente, a avaliacdo em microscopia Optica ndo
revelou alteragdes significativas na estrutura tecidual pancreatica. N&o foram encontrados
sinais inflamatorios, areas degenerativas ou de fibrose em nenhum dos animais dos
grupos experimentais, tanto nos componentes acinares quanto nas ilhotas pancreaticas. Ja
a representacao quantitativa dos resultados pode ser visualizada pelo nimero de ilhotas
pancredticas (Figura 21e). O grafico mostra que os animais do grupo diabético
apresentaram uma reducdo significativa no nimero de ilhotas pancreaticas quando
comparado aos animais do grupo controle, ao passo que a administracdo da formulagéo
QV promoveu aumento no numero destas ilhotas. A funcionalidade das células beta
também foi avaliada através do calculo do indice HOMA%BETA, que fornece uma
medida indireta da capacidade funcional destas células em secretar insulina (Figura 21).
Os resultados indicam que o indice HOMA%BETA dos animais do grupo diabético foi
menor quando comparado ao respectivo grupo controle. Os tratamentos, seja com a
formulacdo QV ou com a insulina, foram capazes de estimular as células beta a secretarem

uma maior quantidade do horménio insulina.
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Figura 21. Formulagdo QV aumenta o numero de ilhotas pancreéticas e a funcionalidade das células
beta. (a-d) Secdes histologicas de pancreas de animais experimentais corados por H&E em aumento de
440x. (a-d) Grupos experimentais com arquitetura normal das ilhotas pancreéticas. Setas indicando as
ilhotas pancreéticas. Barra de escala: 50um. (e) NUmero de ilhotas pancreéticas. (f) Funcionalidade da
célula beta, mensurado pelo indice HOMA%BETA. C, grupo de animais controle; D, grupo de animais
diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulacdo QV; DI, grupo de animais
diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca significativa quando p < 0,05.
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5.2.12 — Quantificacéo de insulina no tecido pancreatico

Sec0es histologicas de ilhotas pancreaticas dos grupos experimentais revelaram
imunomarcacao positiva com anticorpo anti-insulina (Figura 22a — f). A quantificacao
imunohistoquimica de ilhotas pancreéticas indicou que nos animais do grupo diabético o
contetido de insulina foi consideravelmente menor quando comparado ao respectivo
grupo controle. Além disso, a formulacdo QV foi o Unico tratamento responséavel por

aumentar a producéo de insulina pelas células beta pancreaticas (Figura 229).
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Figura 22. Formulacdo QV aumenta a biossintese de insulina nas ilhotas pancreaticas. (a—f) SecGes
histolégicas de pancreas de animais experimentais corados por imunohistoquimica, com anticorpo anti-
insulina (diluido 1:5000), em aumento de 440x. (a) Controle positivo (representado por uma ilhota
pancreatica imunomarcada com anticorpo anti-inulina). (b) Controle negativo (representado pela mesma
ilhota pancreatica anterior, porém sem marca¢do imunohistoquimica com anticorpo anti-insulina). (c)
Grupo controle mostrando imunomarcagdo normal para insulina. (d) Grupo de animais diabéticos
mostrando pouca imunomarcacdo de insulina. () Grupo de animais diabéticos tratados com formulagéo
QV mostrando imunomarcagdo para insulina. (f) Grupo de animais diabéticos tratados com insulina
mostrando pouca imunomarcacdo para insulina. Setas indicam as ilhotas pancreaticas imunomarcadas.
Barra de escala: 50pum. (g) Concentragdo de insulina na ilhota pancreéatica. C, grupo de animais controle;
D, grupo de animais diabéticos; DQV, grupo de animais diabéticos tratados com formulagédo QV; DI, grupo
de animais diabéticos tratados com insulina. Resultados expressos como média + erro padrdo. Letras
diferentes indicam diferenca significativa quando p < 0,05.
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CAPITULO 6 — DISCUSSAO

A existéncia de um numero relativamente baixo de alternativas terapéuticas
medicamentosas e com efeitos comprovados para o tratamento do diabetes tipo 1 torna o
insulina a Unica opc¢éo para pacientes acometidos por esta doenca. O dominio do mercado
insulinico por uma pequena gama de empresas multinacionais afeta diretamente o preco
final do produto, aliado a extrema discrepancia da disponibilidade de determinados
medicamentos e produtos para o diabetes entre paises de alta renda e os chamados paises
subdesenvolvidos (IDF, 2017). Baseado nisso, o desenvolvimento de uma Formulagéo
oral contendo um Inibidor da DPP-4 associado a Quercetina que permita a liberacéo
concomitante de ambos os ativos para serem alcancados efeitos antidiabéticos parece
promissora. Apesar de controversos e ndo totalmente conclusivos, existem indicios
experimentais da eficacia dos Inibidores da DPP-4 no tratamento do diabetes tipo 1
(AVILA et al., 2013; MIRANDA et al., 2015). Um dos aspectos importantes do
desenvolvimento de uma formulagdo contendo concomitantemente Quercetina e
Vildagliptina é a manutencdo de concentracdes adequadas destes farmacos no sitio de
absorcdo no momento em que ocorre a liberacdo dos mesmos da formulacdo. No entanto,
em relacdo 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, 0 seu
encapsulamento em estruturas poliméricas correspondem a uma interessante estratégia e
tem sido estudada como formadores de géis de liberacéo controlada (RICCI et al., 2005).
Quando submetido a baixas temperaturas (0-18°C), as cadeias individuais do polimero
407, quando em concentracdes superiores a 20%, se agregam em solucdo formando
micelas esféricas consistidas de um centro hidrofébico circundado por camadas
hidrofilicas. Em temperatura na faixa de 18-40°C, as micelas se enovelam formando um
gel homogéneo. Estes géis apresentam uma estrutura muito peculiar, a qual favorece a
solubilizacdo de farmacos e aditivos de baixa solubilidade em agua (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 bioldgica.
(POOL et al., 2012). A partir do exposto, uma vez que a formulacdo QV foi desenvolvida,
essa nova alternativa terapéutica foi administrada, via orogéastrica, para 0S grupos
experimentais do estudo. Uma das metas desejadas com o desenvolvimento da

formulacdo foi proporcionar um melhor controle da homeostase metabolica no modelo
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de diabetes tipo 1, ja que a homeostase dos niveis glicémicos é um dos parametros que
apresenta resultados contraditorios na literatura.

As flutuagbes glicémicas séo um dos principais fatores de risco para pacientes
com diabetes tipo 1. Nos ultimos anos, a relacdo entre diabetes e o uso de medicamentos
Inibidores da DPP-4 tem sido o foco de muitos estudos, uma vez que varios dos danos
ocasionados pelo diabetes tém sido melhorados pelo uso desta classe medicamentosa
(HAMAMOTO et al., 2013). Assim como observado nesta pesquisa, outros resultados da
literatura ja haviam reportado sobre a capacidade dos Inibidores da DPP-4 em reduzir a
variacdo da glicemia em modelo experimental de diabetes (AWATA et al., 2017). Aliado
a isso, 0 uso crescente de produtos naturais e medicamentos fitoterapicos com finalidade
curativa/paliativa indicam também o uso da Quercetina como possivel agente
antidiabético. O consumo em longo prazo de Quercetina parece controlar os niveis de
glicose sanguinea jejum e pos-prandial (KIM et al., 2011), além de ser sugerido que ela
também protege o péancreas 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 clinicas e estudos experimentais em diabetes tipo 1 indicam que a
administracdo isolada de cada um destes agentes ndo apresenta resultados consistentes
em alterar os parametros glicémicos (AVILA et al., 2013; GEORGE e MCCRIMMON,
2016), gerando resultados conflitantes e ndo conclusivos. O desenvolvimento da
formulacdo QV foi primeiramente baseado no possivel efeito antidiabético da
Vildagliptina (Inibidor da DPP-4) e da Quercetina, e este permitiu inferir que a associagao
de ambos os ativos no formato de uma formulagéo oral foi capaz ndo apenas de melhorar
a condicdo hiperglicémica, mas de promover uma reducdo de aproximadamente 70% da
glicemia em relacdo aos 55% observados pelo tratamento com insulina. Como
consequéncia, essa melhora na homeostase da glicose permitiu uma maior taxa de
sobrevivéncia no grupo de animais que receberam diariamente a formulacdo QV, em
relacdo aos animais diabéticos ndo tratados ou tratados com dose diéria de insulina,
sugerindo que a formulagcdo testada pode estar associada a um menor risco de
hipoglicemia resultante das administraces de insulina (GOOREN e GRABER, 2012).

A homeostase da glicose esta diretamente relacionada ao balanco hormonal dos
niveis de insulina e glucagon secretados pelas células pancreaticas. Enquanto os
inibidores da DPP-4 regulam a glicemia por estimular a liberacao de insulina pelas células

beta pancredticas de maneira glicose-dependente, a funcdo da Quercetina no controle
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glicémico ocorre principalmente devido a sua atividade antioxidante (COSKUN et al.,
2005; JEONG et al., 2012). Os inibidores de DPP-4, por aumentarem a meia vida do
hormonio incretina GLP-1, aumentam a sintese e secre¢do de insulina, bem como
reduzem a secrec¢do de glucagon pelas células alfa pancreaticas (MALMGREN, 2015). O
tratamento de ratos diabéticos tipo 1 com Vildagliptina aumentou a secrecéo de insulina,
no entanto este aumento nao foi suficiente em proporcionar reducéo da glicose sanguinea
(AVILA et al., 2013; MIRANDA et al., 2015). Efeito insulinico semelhante também foi
relatado pela Quercetina, seja pela melhora da sensibilidade a insulina (WANG et al.,
2011; YAN et al., 2015), seja impedindo a elevacdo da glicemia em decorréncia do
aumento da concentracdo de insulina em ratos diabéticos induzidos por STZ (ADEWOLE
et al., 2006). Alguns achados também revelaram que a Vildagliptina reduziu os niveis de
glucagon durante o estado hiperglicémico e foi capaz de manter sua contra regulacédo
durante hipoglicemia no diabetes tipo 1 (FARNGREN et al., 2012; MALMGREN e
AHREN, 2015), resultando na reducdo da glicose plasmatica de jejum, po6s-prandial e
prevenindo crises hipoglicémicas. Supressao similar na secrecéo de glucagon em resposta
ao GLP-1 também foi observada em pacientes saudaveis, assim como em pacientes com
diabetes tipo 1 e 2 (MEIER et al., 2003). O glucagon além de antagonizar a acdo da
insulina também induz a gliconeogénese (STEVENSON et al., 1987), e a regulacdo
incorreta da secrecdo de glucagon em pacientes diabéticos tipo 1 contribui diretamente
para 0 aumento da producdo de glicose hepética e piora no controle da glicose pds-
prandial, bem como a variabilidade da glicemia (SALEHI et al., 2006). A principal funcao
do horménio glucagon é mobilizar a glicose dos tecidos periféricos para manter os niveis
glicémicos durante o jejum, enquanto que o GLP-1 atua principalmente durante o estado
poOs-absortivo para estimular a liberacdo de insulina. Um estudo recente sugere que a
supressdo do glucagon pode ser compensada pela possivel reducdo na funcéo da célula
beta em liberar insulina, sendo entdo o mecanismo predominante pelo qual o controle
glicémico é melhorado apds 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 formulagédo QV, o mecanismo foi diferente do proposto por
KOZLOVSKI et al. Nossa formulagéo foi capaz de aumentar os niveis de insulina, mas a
supressdo do glucagon aparentemente ndo ocorreu. Os GLP-1Rs sdo escassos ou
inexistentes em células alfa pancreéticas, o que torna improvavel que o GLP-1 tenha acéo
direta em reduzir a secre¢do 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 extensdo pelo glucagon. Além disso, nossa
hipotese é sustentada uma vez que a relagdo insulina/glucagon manteve-se positiva apds
0s tratamentos, contribuindo para a manutencdo da glicemia em niveis proximos a
normalidade.

O metabolismo da glicose é influenciado por uma complexa via regulatoria que
envolve a atividade da enzima hexocinase 1V, presente no figado e pancreas. Essa
isoenzima é responsavel pela fosforilagdo da molécula de glicose e seu aprisionamento
no ambiente intracelular. Nas células beta pancreaticas, a hexocinase atua como um
sensor de glicose que ativa a secrecdo de insulina. Nos hepatocitos, a atividade da
hexocinase é dependente da relacdo insulina/glucagon para remover o excesso de glicose
da corrente sanguinea e direciona-la para a via glicolitica ou glicogénica, através da
oxidacdo da glicose ou da estimulacdo da sintese de glicogénio glicose-dependente
(HERS, 1976; AUKRUST et al., 2013). Na auséncia de insulina endégena, como ocorre
em individuos com diabetes tipo 1, a atividade da hexocinase esta reduzida, a0 mesmo
tempo em que a glicogenolise e gliconeogénese estdo ativadas. Estes efeitos em conjunto
conduzem a um estado de hiperglicemia crénica. O aloxano é uma substancia usada como
agente diabetogénico para induzir diabetes tipo 1 em experimentacdo animal e é capaz de
inibir seletivamente a secrecdo de insulina induzida por glicose por inibicdo da
hexocinase (LENZEN, 2008). Esta informacdo corrobora com nossos achados a respeito
da inibicdo da atividade da hexocinase no grupo de animais diabéticos ndo tratados.
Nossos resultados mostraram que, via preservacdo da atividade da enzima pancreética, a
formulacdo QV ao aumentar a secrecdo de insulina, induziu a ativacao da enzima hepatica
para armazenar o glicogénio nos hepatdcitos dos animais diabéticos. Esse efeito
provavelmente ocorreu devido a acdo da Vildagliptina, presente na formulacdo, que ao
inibir a enzima DPP-4, aumenta a meia vida do GLP-1 e possibilita a ligacdo ao seu
receptor, desencadeando a ativacdo da hexocinase e a exocitose dos granulos de insulina
(PAPAETIS, 2014). Em relacdo aos receptores das incretinas, a administragdo da
formulacdo QV também modulou os niveis teciduais de GLP-1R. Em 2011, Wooten et
al. observaram que a Quercetina apresenta um papel importante na modulagao e ativagéo
do GLP-1R (WOOTTEN et al., 2011). Além disso, os GLP-1Rs sdo expressos em Varios
tecidos além das ilhotas pancreéaticas (RICHARDS et al., 2014), como nos hepatocitos,
mas estudos sugerem que certas acbes do GLP-1 no metabolismo hepatico 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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0 aumento dos niveis pancreaticos de GLP-1R proporcionado pela Formulacdo QV pode
indicar um possivel aumento dos efeitos de GLP-1 neste tecido, ao passo que no figado
o0s niveis deste receptor ndo alteraram. Neste sentido, nossos resultados sdo suportados
com base nos relatos anteriores de Tomas and Habener em 2010, a ponto de sugerirmos
que a sequéncia de efeitos modulatorios na homeostase metabolica da glicose exibida pela
ligagdo de GLP-1 ao seu receptor sdo possivelmente influenciados, em maior extenséo,
pela interacdo do GLP-1 com seu receptor pancreatico e menos dependente da interagdo
com o seu receptor hepatico. Ainda sobre a cascata de sinalizagéo, o tratamento a base de
incretinas e quercetina € capaz de aumentar a regulacdo do transportador de glicose 2
(GLUT2) (WANG et al., 1999; LENZEN, 2008).

A formulacdo QV também apresentou efeito positivo quando analisado o perfil
lipidico dos grupos experimentais. A fracdo HDL do colesterol aumentou a0 mesmo
tempo em que as fracBes ndo-HDL do colesterol reduziram, o que tem significancia
particular uma vez que metabolismo lipidico estd diretamente relacionado a
dislipidemias, bem como complica¢cdes micro e macrovasculares que sao tipicas do
quadro diabético (SOEDAMAH-MUTHU et al., 2006). Um dado interessante observado
em nossa pesquisa referiu-se ao efeito benéfico da formulacdo QV em reduzir as fracdes
aterogénicas do colesterol (redugéo da fracdo ndo-HDL acompanhada por aumento da
fracdo HDL), enquanto que a administracdo diaria de insulina foi responsavel por
aumentar os niveis de triacilglicer6is. Embora ndo tenhamos observado melhora nos
niveis de triacilglicerdis, alguns autores ja haviam reportado que o aumento da
concentracdo plasmatica de hormonios incretinas reduz a absorcdo intestinal de
triacilglicerdis em estudos animais (QIN et al., 2005). Tem sido mostrado que a
Vildagliptina diminui os niveis pos-prandiais de lipoproteinas ricas em triacilglicerdis no
diabetes tipo 2, sugerindo que os inibidores da DPP-4 mobilizam e queimam a gordura
durante as refei¢bes, impedindo assim o seu acumulo que esta 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 lipidico em modelo cronico de diabetes tipo 1. A Vildagliptina, administrada
isoladamente, reduziu os niveis de colesterol total, sendo que esta reducdo foi devido a
diminuicdo na concentragdo das fracOes aterogénicas, além da queda nos niveis
sanguineos de triacilglicerois (MIRANDA et al., 2015). Quando comparado ao estudo
atual, a formulacdo QV ndo promoveu alteracdes significativas nas particulas de

triacilglicerol, e uma provavel justificativa que podemos utilizar refere-se ao modelo de

70



diabetes utilizado, sendo que em 2015, Miranda et al trabalharam com modelo crénico
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 lipidico em
camundongos diabéticos (NATH et al., 2017). Em contraste, em ratos diabéticos tipo 1,
Maeda et al. ndo observaram efeitos benéficos da Vilgaglitpina nos niveis de colesterol
total, fragBes e triacilglicerdis (MAEDA et al., 2012). O efeito da Quercetina também foi
reportado na prevencdo e tratamento de doencas cronicas ndo infecciosas, como 0
diabetes, obesidade e hiperlipidemias, principalmente por seu efeito antioxidante. Além
de ser capaz de regular o metabolismo lipidico, resultado da regulacdo do catabolismo
e/ou do anabolismo (YAN et al., 2015), a Quercetina suprimiu a formacdo de placa
ateromatosa em modelo animal com aterosclerose (KAWABATA et al., 2015),
apresentou atividade em diminuir a sintese de triglicerideos 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 relacéo ao colesterol e suas
fracdes, Jeong et al em 2012 relataram que a Quercetina foi eficaz em melhorar o
colesterol plasmatico 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
formulacdo QV foram eficazes em melhorar o perfil de lipideos dos animais diabéticos.
O diabetes é responsavel por causar danos a varios 6rgdos, incluindo o figado e
rim. Avaliacdo de parametros da funcdo hepatica revelou que o tratamento com a
formulagdo QV ndo reduziu os niveis séricos das enzimas ALT e AST. Foi observado ao
final do experimento que o tratamento com insulina aumentou os niveis de AST, e uma
vez que esta enzima € encontrada em varios compartimentos do organismo como coracao,
masculo, rins e cérebro, e sua liberacdo na corrente sanguinea pode ser indicio de algum
tipo de dano tecidual, foi sugerida presenca de uma provavel leséo extra-hepatica causada
pela insulina. Diferentemente da AST, aenzima ALT é encontrada amplamente no figado,
sendo liberada na circulacdo como resultado de injaria hepatica (ELSNER et al., 2002).
O aumento nos niveis 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 possiveis
danos teciduais (THORENS et al., 1988). Sendo assim, o metabolismo hepatico do

aloxano pode ter sido responsavel pelo aumento destas transaminases. O tratamento com
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a formulacdo QV também ndo alterou os niveis séricos de albumina, uma proteina
produzida no figado. O diabetes é responsavel por reduzir os niveis sanguineos de
albumina, que também é um indicativo de faléncia hepatica. Pesquisadores relataram que
o tratamento com Vildagliptina em adicdo a terapia insulinica ndo alterou o nivel de
enzimas hepaticas em modelo de diabetes tipo 2 descontrolado (LI et al., 2017), enquanto
que em modelo de fibrose hepéatica a administracdo de Quercetina resultou na manutengao
dos niveis de ALT/AST e aumentou a concentracdo de albumina, permitindo os autores
a sugerir um possivel efeito hepatoprotetor deste flavonoide (LEE et al., 2013). Uma das
caracteristicas do diabetes refere-se ao desequilibrio no sistema redox, podendo afetar
diferentes 6rgdos, como os rins, ocasionando o quadro de nefropatia diabética. Além
disso, a toxicidade do aloxano também pode afetar os rins devido a presenca do
transportador GLUT2 nas células tubulares (THORENS et al., 1988). Baseado nisso, em
relacdo a funcdo renal, os niveis de ureia foram avaliados e estes apresentaram-se
aumentados nos grupos de animais diabéticos. Este resultado pode ser justificado pelas
proprias caracteristicas do quadro de diabetes, onde existe um aumento do catabolismo
proteico e maior excrecdo deste metabolito (RAVI et al., 2004). O tratamento com a
formulacdo QV, ao contrario do tratamento com insulina, promoveu melhora neste
parametro para valores semelhantes aos do grupo controle, caracterizando um possivel
efeito renoprotetor. Alguns estudos indicam possiveis efeitos benéficos dos inibidores da
DPP-4 em complicacdes renais causadas pelo diabetes, além de proteger contra danos
tubulares (REICHETZEDER et al., 2017) e desacelerar a progressdo de doenca renal
croénica. Tem sido sugerido que os efeitos renoprotetores dos inibidores da DPP-4 estéo
relacionados ao aumento dos niveis circulantes de GLP-1 (HASAN e HOCHER, 2017).
Embora em nosso estudo ndo tenhamos encontrado diferengas nos niveis de creatinina,
em 2004, pesquisa experimental revelou que o tratamento com Quercetina promoveu
varios beneficios em camundongos com nefropatia diabética. Os achados laboratoriais
resumiram-se em uma reducao significativa dos niveis de creatinina plasmatica, assim
como restabeleceu o clearence de creatinina para um nivel normal, além de reduzir a
hiperplasia glomerular e o quadro de estresse oxidativo (GOMES et al., 2014). Uma gama
de efeitos bioldgicos benéficos como anti-inflamatério, anti-apoptético, hepato, reno,
neuro e cardioprotetores permitiu classificar a Quercetina como um provavel alvo
terapéutico para o tratamento de complicacGes ndo apenas renais, mas de diferentes tipos
de condic¢des patoldgicas (CAl et al., 2013; REN et al., 2016).
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Uma vez que o aparecimento e progressao do diabetes esta intimamente associado
ao estresse oxidativo (ROSEN et al., 2001; JOHANSEN et al., 2005) e aos eventos
hiperglicémicos, estudo recente demonstrou ainda que a hiperglicemia é responsavel pelo
aumento de metaloproteinases (ZHENG et al., 2015). As metaloproteinases (MMPSs) séo
enzimas especializadas no remodelamento da matriz extracelular. Os niveis plasmaticos
de MMPs em individuos com diabetes tipo 1 sdo relativamente altos quando comparados
com individuos sadios (GHARAGOZLIAN et al., 2009), e qualquer alteracdo no
mecanismo regulatdrio dessas enzimas pode contribuir para complica¢es no quadro de
diabetes, como exemplificado por Liu et al. No referido estudo foi descrito que a
expressdo de MMP-2 e sua atividade intracelular apresentaram-se aumentadas devido ao
estresse oxidativo, e esta condi¢do contribuiu para a disfuncdo celular e apoptose de
células INS-1 secretoras de insulina (LIU et al., 2014). Anélise de nossos resultados nos
permitiu verificar que ambos os tratamentos farmacologicos, seja com a formulacdo QV
ou com a insulina, reduziram a atividade da metaloproteinase 2 (MMP-2), sendo que essas
apresentavam-se aumentadas no grupo de animais diabéticos ndo tratados. Uma vez que
o estado hiperglicémico, caracteristico do diabetes tipo 1, é responsavel pelo aumento de
MMP-2 (ZHENG et al., 2015), a melhora no parametro glicémico apds os tratamentos
pode justificar a reducdo na atividade desta enzima. De acordo com Peeters et al. em
estudo recente, os niveis de MMP-2 contribuem para complicacGes vasculares no diabetes
tipo 1. O grupo de pesquisa associou 0 aumento nos niveis plasmaticos de MMP-2 com
0 aumento na incidéncia de eventos cardiovasculares, além de nefropatia diabética, em
pacientes acometidos pelo diabetes tipo 1 (PEETERS et al., 2017). MMP-2 também ¢
responsavel pela clivagem proteolitica da enzima DPP-4, o que resulta no desprendimento
da DPP-4 da membrana e liberacdo do seu sitio de producdo para que ela possa inativar
os horménios incretinas (ROHRBORN et al., 2015). A baixa atividade MMP-2 relatada
neste estudo pode estar diretamente relacionada a acdo reduzida da enzima DPP-4 sobre
0 GLP-1, ocasionando no aumento de sua concentracdo. Em adicdo, os efeitos
antioxidantes da Quercetina ja relatados anteriormente tem relacdo direta com doencas
mediadas pelo estresse oxidativo (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006), ou seja, tal
atividade também pode estar associada com a modulacao das enzimas metaloproteinases.
Baseado nisso, nos hipotetizamos que a enzima DPP-4 sofreu agdo direta da
Vildagliptina, via sua inibigdo, 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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preservacdo e aumentou a biodisponibilidade do GLP-1, resultando na amplificacdo dos
efeitos benéficos desta incretina.

A génese do diabetes tipo 1 refere-se a destruicdo parcial ou total das células beta
das ilhotas pancreéticas, e neste sentido objetivamos avaliar a capacidade da formulagéo
QV em aumentar a massa de células pancreaticas em animais diabéticos. Avaliacdo da
histologia pancreética revelou que a formulacdo QV foi capaz de aumentar ndo apenas o
namero de ilhotas pancreaticas, mas aumentou também o contetido de insulina presente
no interior das células beta, assim como a habilidade funcional destas células em secretar
este horménio, como demonstrado pelo indice HOMA%BETA. Estes resultados nos
permitiu inferir que a formulacéo exerceu um efeito protetor no tecido pancreatico mesmo
apos a inducdo com o aloxano. O dano progressivo na funcdo das células beta é a base
priméaria das manifestacdes diabéticas (PRENTKI e NOLAN, 2006). Varios autores ja
relataram influéncia positiva dos inibidores da DPP-4 e das incretinas no tecido
pancreatico em modelo de diabetes tipo 2, seja através da proliferacdo/manutencédo da
funcdo das células beta e inibicdo da apoptose (HAMAMOTO et al., 2013; YABE e
SEINO, 2013), ou ainda de promover a neogénese 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 hormoénio GLP-1, entdo é possivel que a melhora na fungéo das ilhotas
também tenha sido em resposta a inibi¢do da DPP-4 local e preservacdo do GLP-1
pancreatico (AHREN e FOLEY, 2016). Esta classe de drogas melhoram a disfungédo da
ilhota pancreatica, no entanto sdo restritos os estudos que verificaram esses efeitos em
modelo animal de diabetes tipo 1, seja na presenca ou auséncia detectavel da funcdo das
células beta (GEORGE e MCCRIMMON, 2013). Foi esta limitacdo de estudos que
impulsionou Miranda et al., em 2015, a estudarem os possiveis efeitos dos inibidores da
DPP-4 no modelo cronico de diabetes tipo 1. Ao final da pesquisa foi verificado que,
dentre os demais efeitos benéficos em outros parametros, encontrou-se efeito neogénico
das células beta pancreaticas (MIRANDA et al., 2015). Alem da classe de inibidores da
DPP-4, foi sugerido também, que os flavonoides, em exemplo a Quercetina, tem
participacdo na protecdo de células beta pancredticas e sobrevivéncia 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 presenca de dano oxidativo, seja gerado pelo peroxido de hidrogénio, 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 pancreatica (VESSAL et al., 2003;
COSKUN et al., 2005; KOBORI et al., 2009), além de protecdo e preservacdo da
integridade das células beta em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(ADEWOLE et al., 2006). A infima relacdo envolvendo danos oxidativos mediados pela
hiperglicemia no diabetes tipo 1 sugere que agentes capazes de melhorar o indice
glicémico 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 formulagéo contendo
um inibidor da DPP-4 (Vildagliptina) juntamente com um flavonoide (Quercetina),
ambos com propriedades antidiabéticas, em promover a melhora da homeostase
metabdlica e aumento da sobrevivéncia em modelo experimental de diabetes tipo 1,

conforme ilustrado na Figura 23.

Efeitos Pancreaticos

¢ Efeitos Hepiticos
Células .y Células
Alfa P\ Beta W
f;\ﬁvidade Hexocinase

% Concentragio GLP-1R Efeitos Sanguineos % Atividade Hexocinase

Niumero de Ilhotas ‘Fracﬁo Nao-HDL
Pancreiticas

fGlicogEnio t Taxa de Sobrevivéncia

4 Fragio HDL

f Biossintese de Insulina Melhora da Homeostase Metabélica

1Razﬁo Insulina/Glucagon
{ Atividade MMP-2
‘ Glicemia

Figura 23. Proposta de mecanismo de agdo da Formulagdo QV em modelo de
diabetes tipo 1. A Formulacdo QV reduz a atividade da enzima DPP-4 e promove maior
biodisponibilidade do GLP-1, que ¢ capaz de promover efeitos benéficos em parametros
sanguineos e nos tecidos pancreatico e hepatico. Em conjunto, esses efeitos foram capazes
de aumentar a taxa de sobrevivéncia e melhorar a homeostase metabdlica em modelo de
diabetes tipo 1. (4) Aumentou, (¥) Diminuiu.
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CAPITULO 7 - CONSIDERACOES FINAIS

Pesquisas futuras envolvendo novas drogas para o tratamento do diabetes tipo 1 e
o desenvolvimento de uma formulagéo associando dois agentes capazes de promover uma
melhora na homeostase metabdlica pode ser um terapéutica promissora para estudos
futuros que visem reduzir a dependéncia de pacientes diabéticos tipo 1 & insulina exégena.
Um produto administrado por via oral e usado uma vez ao dia pode tornar o tratamento
mais aceitavel, atrativo e proporcionar maior comodidade aos pacientes, se compararmos
com o atual regime de injecGes de insulina. Administracdo de aproximadamente 3 doses
por dia de insulina, acompanhado por questdes de aderéncia ao tratamento injetavel, além
de possiveis problemas de acerto de dose, faz-se da terapia oral uma estratégia menos
invasiva e com menor risco de crises hipoglicémicas. Em adicdo, os presentes achados
sugerem que os beneficios potenciais da formulacdo QV em relacdo a glicemia e a
melhora de parametros lipidicos e histologicos estdo diretamente relacionados a
homeostase metabdlica.

CAPITULO 8 - CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa, analisados em conjunto, sugerem que a formulacéo
contendo Vildagliptina e Quercetina é responsavel por melhorar a resposta glicémica e a
homeostase metabdlica em ratos diabéticos tipo 1.

CAPITULO 9 - LIMITACOES DO ESTUDO

Uma provavel limitacdo da pesquisa atual pode referir-se a auséncia 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 auséncia de tais grupos mediante a restri¢cdo e ao uso
racional de animais nos experimentos, baseado nos 3Rs (Reduction, Refinament,
Replacement), que objetiva diminuir o ndmero de animais, minimizar a dor e o
desconforto e buscar alternativas para a substituicdo dos testes in vivo. Além disso,
tivemos indicios através de dados da literatura e dos resultados apresentados na
dissertagdo de mestrado que isoladamente os dois ativos ndo trariam efeitos tdo
promissores quando comparados a tais efeitos mediante sua associagédo
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