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RESUMO

Escopo: Recentemente, hormonios incretinas, incluindo Inibidores da Dipeptidil
Peptidase-1V (DPP-1V), tem sido relatados como benéficos no tratamento do Diabetes
mellitus tipo 1 (DM1). Além destes, uma dieta rica em alimentos que contém
fitoquimicos ativos, como flavondides, também tem chamado a atencdo de
pesquisadores quanto ao controle do DM1. Através de dois protocolos, nds estudamos a
eficiéncia da Vildagliptina, um inibidor da DPP-1V, isolada ou em associacdo com
Quercetina, um flavonodide, nos parametros bioquimicos e histoldégicos em ratas numa
fase inicial e tardia de DML1.

Materiais e Métodos: Diabetes foi induzido em ratas Fischer com Aloxana, via injecdo
intraperitoneal. Protocolo 1: Vildagliptina (5mg/kg/dia via gavagem) foi administrada
aos animais 30 dias apds a inducdo do estado de diabetes. O tratamento perdurou por
mais 30 dias consecutivos. Passados 60 dias, os animais foram eutaniados. Protocolo 2:
Vildagliptina e Quercetina (ambos 5mg/kg/dia via gavagem), isoladas ou em
combinacdo, foram administradas aos animais logo apds a indugdo do estado de
diabetes. O tratamento perdurou por 30 dias consecutivos. Apds o tratamento, 0S
animais foram eutanasiados. Em ambos os protocolos, glicemia final de jejum, niveis
séricos de insulina, perfil lipidico e histologia pancreatica foram avaliados.

Resultados: Em ambos os protocolos, os tratamentos ndo alcangaram a normoglicemia
nos animais diabéticos. Apenas o tratamento tardio com Vildagliptina aumentou o0s
niveis séricos de insulina, enquanto em ambos os protocolos, com tratamentos agudo e
tardio, houve melhora no perfil lipidico e na populacdo de células beta pancreéaticas nos
animais com DML1.

Concluséo: Nossos resultados demonstram que o tratamento tardio com Vildagliptina,
assim como o tratamento agudo com a combinacdo entre Vildagliptina e Quercetina,
podem oferecer uma nova estratégica terapéutica capaz de restabelecer a populacao e
funcdo das celulas beta pancreaticas em modelo in vivo de DM1.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, Vildagliptina, Quercetina

Vil



ABSTRACT

Background and Aims: Recently, incretin hormones, including dipeptidyl peptidase- 1V
(DPP-1V), has been reported as beneficial in the treatment type 1 diabetes mellitus
(DM1). In addition, a diet rich in foods containing active phytochemicals such as
flavonoids, has also drawn the attention of researchers regarding the control of DML1.
Through two protocols, we study the efficiency of Vildagliptin, a DPP-IV inhibitor,
alone or in combination with Quercetin, a flavonoid, biochemical and histological
parameters in an advanced-stage and initial DM1 rats model.

Materials and Methods: Diabetes in Fischer rats was induced by Alloxan,
intraperitoneal injection. Protocol 1: Vildagliptin (5mg/kg/day gavage) were
administered to the animals 30 days after the induction of diabetes state . The treatment
continued for 30 consecutive days. After 60 days, the animals were euthanized.
Protocol 2: Quercetin and Vildagliptin (both 5mg/kg/day gavage) alone or in
combination, were administered to the animals after induction of diabetes state. The
treatment lasted for 30 consecutive days. After treatment, the animals were euthanized.
In both protocols, fasting blood glucose, serum insulin, lipid profile and pancreatic
histology were evaluated.

Results: In both protocols, the treatments did not achieve normoglycemia in diabetic
animals. Only late treatment with Vildagliptin increased serum levels of insulin, while
in both protocols, with acute and late treatments, there was an improvement in the lipid
profile and the population of pancreatic beta cells in type 1 diabetic animals.
Conclusion: Our results demonstrate that late treatment with Vildagliptin, as well as
acute treatment with the combination of Vildagliptin and Quercetin, may offer a novel
therapeutic strategy able to restore the population and function of pancreatic beta cells

in vivo model of DM1.

Keywords: Type 1 Diabetes, Vildagliptin, Quercetin



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) constitui atualmente um problema de satde publica
em Varios paises do mundo. Ele atinge 246 milhGes de pessoas no mundo, segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), e tem status de epidemia agravado devido ao
crescimento e ao envelhecimento populacional, a maior urbanizacdo, a crescente
prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como a maior sobrevida do paciente com
DM (GOLDENBERG et al., 2003). O DM é um problema de saide considerado
Condicdo Sensivel a Atencdo Priméria, ou seja, evidéncias demonstram que o bom
manejo deste problema ainda na Atencdo Basica evita hospitalizacbes e mortes por
complicacdes cardiovasculares e cerebrovasculares (ALFRADIQUE et al., 2009).

O diabetes vem sendo estudado desde o inicio do século passado e muito ja se
avancou na compreensao das alteracdes bioquimicas provocadas pela hiperglicemia, de
forma que diversas sdo as estratégias terapéuticas ja disponiveis no mercado para o
controle desta sindrome.

Nos anos 70 vérios hormonios intestinais, denominados de incretinas, foram
identificados, como o GLP-1 (Glucagon like peptide-1), que foi reconhecido como um
importante contribuinte para o controle do diabetes (TAMBASCIA, 2007). Assim, foi
entendido que o processo glicorregulatério no diabetes é, também, o resultado da
interacdo dos hormonios pancreaticos (insulina e glucagon) com hormdnios incretinas,
fazendo o diabetes ser visto como uma doenca multi-hormonal. Baseado nesta
informacdo, ao longo da ultima década, uma melhor compreensdo do DM levou ao
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento baseadas nas incretinas que tiveram
como alvo melhorar a funcdo do pancreas, como os medicamentos Inibidores da
Dipeptidil Peptidase-1V (DPP-1V). Estes inibidores foram langcados no mercado com o
intuito de promover um melhor controle sobre o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), de
forma que, ao inibirem a enzima DPP-1V e aumentar os niveis enddgenos das incretinas,
estimulam a secrecdo de insulina de maneira dose-dependente e inibem a producéo de
glucagon, promovendo um benéfico controle sobre a glicemia dos pacientes
(ELIASCHEWITZ et al., 2007). Uma vez que o mecanismo de a¢do dos inibidores da
DPP-IV é essencialmente estabilizar o GLP-1 enddgeno, essa classe de farmacos pode
ter melhores resultados se utilizada nas fases iniciais do diabetes tipo 2, quando o

paciente ainda preserva uma populacdo de células beta capaz de responder ao estimulo



do GLP-1. Uma vez que sdo poucos 0s estudos que avaliaram as influéncias destes
inibidores no modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1 (DML1), neste presente
estudo objetivou-se avaliar o efeito do inibidor da DPP-1V, Vildagliptina, em uma fase
tardia de DM1, quando as células pancreaticas produtoras de insulina ja estdo
praticamente exauridas e, por isto, a presenca destas células ap0s o tratamento com
Vildagliptina poderia esté associado ao processo de neogénese de células beta.

Pesquisas recentes ja demonstram que os inibidores da DPP-IV possibilitam uma
melhora no tecido pancreatico de animais DM1, tanto no estado de pré-diabetes quanto
em fases mais avancadas da doenca (OMAR et al., 2013; LI et al., 2013).

Considerando ainda que o estado hiperglicémico é um dos parametros mais
dificeis de serem controlados no DM1, diversos foram os estudos epidemiolégicos que
mostraram a menor incidéncia de doencas cronicas nao-transmissiveis associadas a uma
maior participacdo de frutas e vegetais na dieta (PAIVA et al., 1999). O aumento do
consumo de alimentos a base de plantas, incluindo frutas e verduras que sdo boas fontes
de fitoquimicos biologicamente ativos, como flavonoides, e que apresentam atividade
antioxidante tém recebido considerdvel interesse por parte de pesquisadores e
profissionais da satde (JACQUES et al., 2013; JENNINGS et al., 2014).

Os flavondides (do latin flavus, "amarelo™) constituem o grupo mais abundante
dentro dos compostos fendlicos, com mais de 6.500 compostos identificados
(HENDRICH, 2006). Dentre os flavondis, tem-se a Quercetina, que € uma aglicona que
esta presente em diversos alimentos, como alho, cebola, alface, brdcolis, macd, azeitona,
uva, entre outros, e exerce multiplas atividades farmacol6gicas (SKIBOLA, 2000;
MOON et al., 2008). O consumo diério da Quercetina pode esta associado a diminuigédo
do risco de doencas cardiovasculares, desenvolvimento de tumores, derrames cerebrais
e doencas neurodegenerativas (PEDRESCHI, CISNEROS-ZEVALLOS, 2006;
RATNAN et al., 2006). Além disso, também foi demonstrada que a Quercetina
apresentou atividades benéficas no modelo experimental de Diabetes mellitus tipo 1,
seja promovendo o controle glicémico ou até mesmo a melhora da arquitetura
pancreatica (VESSAL et al., 2003; COSKUN et al., 2005; KOBORI et al., 2009).

Diante dos possiveis efeitos benéficos dos inibidores da DPP-IV e dos
flavonoides no modelo experimental DM1, este estudo também avaliou o efeito da
Vildagliptina, associada ou ndo a Quercetina, nos parametros bioquimicos e

histoldgicos de ratas DM1 induzidas com aloxano.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Diabetes e prevaléncia

O Diabetes mellitus (DM) é um importante problema de salde publica
prevalente, em ascendéncia, oneroso do ponto de vista social e econémico (SBD, 2009).
Esta associado a complicacdes que comprometem a qualidade de vida e sobrevida dos
individuos, além de envolver altos custos no seu tratamento. Medidas de prevencdo do
DM assim como das complicagBes sdo eficazes em reduzir o impacto desfavoravel
sobre morbimortalidade destes pacientes.

O DM ¢é uma desordem metabdlica sistémica cronica decorrente da deficiéncia
total ou parcial na sintese de insulina pelas células beta das ilhotas de Langerhans do
pancreas. Caracteriza-se pela alteracdo no metabolismo de proteinas, lipideos, sais
minerais e principalmente de glicose (ADA, 2004).

A pesquisa Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefénico (Vigitel) revelou um aumento de 40% no ndmero de pacientes
declarados diabéticos entre 2006 e 2012, no Brasil. O percentual de pessoas
diagnosticadas passou de 5,3% para 7,4% neste periodo. Em relacdo ao sexo, os dados
demonstram que o diabetes € mais comum em mulheres (8,1%) do que em homens
(6,5%) e quanto a idade houve crescimento em todas as faixas etarias, porém na faixa de
35 a 44 anos o aumento foi mais significativo, sendo 26,6% de 2006 a 2012. Outra faixa
etaria de destaque foi a partir de 65 anos, que passou de 19,2% para 22,9%, no mesmo
periodo (BRASIL, 2012).

No topo da lista dos paises com maior niumero de diabéticos, nas estimativas
realizadas para os anos de 1995 e 2000, estavam india, China e Estados Unidos, e estes
permanecem nesse topo nas estimativas para 2030. O Brasil apareceu em oitavo lugar
nas listas de 1995 e 2000, mas ocupard a sexta posi¢cdo na estimativa para 2030, com
aproximadamente 11,3 milhdes de doentes (WILD et al., 2004, KING et al., 1998). Em
2012, o Vigitel coletou dados nas 26 capitais brasileiras, ouvindo aproximadamente
50.000 pessoas. A capital com maior percentual de diabéticos foi Sdo Paulo (9,3%) e o
menor indice foi em Palmas (4,3%). Belo Horizonte (6,6%) foi considerada a 122 capital

com maior percentual de diabéticos no Brasil (BRASIL, 2012).



Sua natureza cronica, a gravidade de suas complicacdes e 0s meios necessarios
para controla-lo torna o DM uma doenga muito onerosa, ndo apenas para os individuos
afetados e suas familias, mas também para o sistema de satde. Os custos dos cuidados
de saude para um individuo com DM nos EUA foi estimado em duas a trés vezes
maiores do que o de um individuo sem a doenga (SBD, 2007). No Brasil, o custo direto
estd em torno de 3,9 bilhdes de dolares, em comparagdo com 0,8 bilhdo para a
Argentina e 2 bilhdes para 0 México (BARCELO et al., 2003). Em pesquisa realizada
entre os anos de 2008 e 2010 no Brasil, o nimero de internacdes por DM aumentou
aproximadamente 13%, com uma média de permanéncia de internacdo de 6 dias
(BRASIL, 2012). Essas informagdes sdo de extrema relevancia, uma vez que o diabetes
afeta grande parte da populagdo representando uma alto custo financeiro decorrente a
cuidados médicos e a queda da produtividade (GILMER et al., 2005).

O critério diagndéstico do DM foi modificado, em 1997, pela American Diabetes
Association (ADA), posteriormente aceito pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD). As modifica¢Ges foram realizadas com a
finalidade de prevenir de maneira eficaz as complicacBes micro e macrovasculares do
DM. Atualmente sdo trés os critérios aceitos para o diagnostico de DM com utilizacao
da glicemia (SBD, 2012 — 2013):

e Sintomas de poliuria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia casual
> 200mg/dL. Compreende-se por glicemia causal aquela realizada a qualquer
hora do dia, independentemente do horario das refeicoes.

e Glicemia de jejum > 126mg/dL (7mmol/L). Em caso de pequenas elevagdes da
glicemia, o diagndstico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia.

e Glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de 75¢g de glicose > 200mg/dL



2.2 — Classificacado

A classificacdo atual do DM ¢é baseada na etiologia e ndo no tipo de tratamento,
portanto 0s termos diabetes mellitus insulinodependente e  diabetes
insulinoindependente devem ser eliminados. A classificacdo proposta pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) e Associacdo Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro

classes clinicas:

- DM tipo 1 (autoimune ou idiopatico);

- DM tipo 2;

- Outros tipos especificos de DM (defeitos genéticos na funcdo da célula beta ou
na acdo da insulina, doencas do pancreas exdcrino, induzidos por drogas ou agentes e
infeccdes)

- DM 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 do DM e de doencas
cardiovasculares.

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), forma presente em 5% - 10% dos casos, é
uma doenca crénica caracterizada pela destrui¢do parcial ou total das células beta das
ilhotas pancreaticas, 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, 2007). Desta forma, as
células beta sdo destruidas quando individuos com suposta predisposicdo genética sdo
submetidos a eventos especificos como infec¢Bes virais, induzindo a respostas
imunopatologicas (ADA, 2004). Na maioria dos casos essa destruicdo das células é
mediada por autoimunidade, porém existem casos em que ndo h& evidencias de
processo autoimune, sendo, portanto referida como forma idiopatica. A taxa de
destruicdo das células beta é variavel, sendo em geral mais rapida 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 DML1 ¢ o tipo mais agressivo de
diabetes, com sintomas classicos na época do diagndstico como hiperglicemia, polilria,

sede, perda de peso, cansago, cetoacidose, podendo evoluir a complicagdes cronicas
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graves causando aumento na susceptibilidade a infeccdes, neuropatia, retinopatia,
nefropatia, aterosclerose acelerada associada ao infarto do miocardio e amputacdes de
membros (ADA, 2004; VERNILLO, 2001). O tratamento convencional do DM1
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 necesséario para manter niveis glicémicos
proximos ao da normalidade, além da possibilidade de induzir frequentes episodios de
hipoglicemia grave. Por este motivo requer monitorizacdo frequente da glicemia,
tornando ainda mais dificil a aderéncia do paciente ao tratamento. Terapéuticas
alternativas a insulinoterapia que se mostrem mais eficientes para a manutencdo da
glicemia séo de extrema importancia.

Ja o Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢é a forma presente em 90% - 95% dos casos
e caracteriza-se por defeitos na acao e secrecdo 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 quadro de resisténcia a insulina caracteristico
neste tipo de DM ¢é resultante da incapacidade dos tecidos periféricos em responder a
insulina (COTRAN et al., 2000). E uma doenca metabélica complexa, multifatorial, de
presenca global e que afeta a qualidade e o estilo de vida dos acometidos, podendo levar
a uma reducdo pronunciada na expectativa de vida dessa populagdo. O DM2 pode
ocorrer em qualquer idade, mas € geralmente diagnosticado apds os 40 anos em
pacientes que apresentam fatores de riscos como obesidade, dieta hipercaldrica e habitos
sedentarios (BLOOMGARDEN, 2006).

2.3 — Incretinas e Inibidores da DPP-IV

As incretinas sdo horménios sintetizados no trato gastrointestinal e secretados
mediante a entrada de nutrientes no intestino, desenvolvendo um importante papel na
homeostase da glicose sanguinea por estimular a secrecdo de insulina de maneira
glicose-dependente (VILHAUER, 2004; DRUCKER, 2006) além de exibir efeitos
tropicos nas células beta pancreaticas (FARILLA et al., 2002; PERFETTI, 2004). O
conceito desta acdo da incretina baseou-se em estudos que constataram que a resposta
de insulina a glicose ingerida excedia a das quantidades equivalentes de glicose
administrada por via intravenosa (NAUCK et al., 1986). Tal analise de quantificacdo da



insulina foi feita através da concentracdo de peptideo de conexdo (peptideo C), usado
como marcador da producgdo endogena de insulina.

O horménio incretina predominante € o peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-
1). Foi descoberto durante a clonagem e caracterizacdo do gene do pro-glucagon (BELL
et al., 1983) e € um produto da clivagem desse gene pela pré-horménio convertase
PC1/3 (UGLEHOLDT et al., 2004). O GLP-1 ¢ sintetizado principalmente pelas células
L enteroenddcrinas que estéo distribuidas pelos enterdcitos de todo o intestino delgado e
colon ascendente, onde sao secretados e liberados na corrente sanguinea em resposta a
ingestdo de nutrientes (DOYLE, 2007; JANG et al., 2007). Estudos demonstraram que
GLP-1 foi capaz de melhorar a homeostase da glicose, incluindo a potencializacdo da
secrecdo de insulina de maneira glicose-dependente e a inibicdo da secrecdo de
glucagon (DOYLE, 2007). (Figura 1)
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Figura 1. Local de secrecdo e Agdes Bioldgicas do GLP-1 (Fonte: DRUCKER, 2003).

O GLP-1 exerce fisiologicamente seus efeitos via ativacdo de seus respectivos
receptores acoplados a proteina G transmembrana (LOTFY et al., 2011) entretanto, no
diabetes, a secrecdo de GLP-1 fica comprometida ou mesmo ausente, contribuindo para
a deficiéncia na secrecdo de insulina (NAUCK et al., 2004). KIEFFER et al.,1999
demonstraram que o GLP-1 foi responsavel por mais de 50% da liberagdo de insulina
imediatamente apds a ingestdo de uma refeicdo. YANAY et al., em recentes estudos
sobre o papel das incretinas, relataram que GLP-1 exerce atividade glicorregulatoria via
diminuicdo do esvaziamento géstrico, inibicdo da secrecdo de glucagon de forma
glicose-dependente e age no sistema nervoso induzindo o sinal de saciedade (YANAY
et al., 2010) (Figura 2).



Cérebro:
™ neuroprotegéo
| apetite

Coragao:
1 cardioprotegdo
T débito cardiaco

= |
R

Pancreas

Estomago:
| esvaziamento
gastrico

Figura 2. A¢des do GLP-1 nos tecidos periféricos (Fonte: TAMBASCIA, 2007).

Além de todos esses efeitos fisioldgicos que, em conjunto, levariam a um melhor

controle glicémico, tem sido relatado por muitos

autores que GLP-1 foi capaz de

melhorar a sobrevivéncia de células beta contribuindo assim para a regulacdo da

secrecdo de insulina em longo prazo (YABE et al., 2013). O processo de regeneracdo da

massa de células beta é regulado por uma constante interagdo entre o crescimento de

células beta (replicacdo de células maduras e formacdo de novo de células precursoras

no tecido pancreatico) e a morte dessas células (F
apoptose (BUTLER et al., 2003).
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Figura 3. Regeneracdo de células beta. A taxa de geracdo destas células é dependente de pelo menos 4
fatores: as taxas de proliferacéo e hipertrofia, bem como as de apoptose e neogénese de células beta

(Fonte: BHANSALI et al., 2005).



FARILLA et al., 2002 demonstraram que o GLP-1 protegeu as células beta da
apoptose, assim como YABE et al., 2013 observaram que GLP-1 foi capaz de ativar a
proliferacdo e diferenciacdo dessas células e inibir sua apoptose, contribuindo para a
regulacao da secrecédo de insulina a longo prazo, devido a manutencdo de uma massa de
células beta funcionais. Estudos in vitro e em modelos animais de diabetes néo
autoimune tem mostrado que agentes a base de incretinas aumentam a massa de células
beta por aumentar a regulacdo do fator de transcricdo duodenal e pancreatico,
denominado proteina homeobox-1 (STOFFERS et al., 2000), o qual é conhecido por
aumentar a transcricdo do gene da insulina e regular a glicoquinase e o transportador de
glicose 2 (GLUT2) (WANG et al., 1999), além disso, observou-se um estimulo a
neogénese das ilhotas pancreéticas (DRUCKER, 2006).

Uma vez que as incretinas desempenham acgdes fisioldgicas benéficas, as
principais linhas de pesquisa tém se concentrado na incretina GLP-1, tendo em vista seu
potencial promissor no tratamento do DM2 (NAUCK et al., 2004), doenca em que
inicialmente as incretinas foram utilizadas como medida terapéutica. No entanto, o uso
terapéutico do GLP-1 como agente antidiabético o torna inviavel devido a sua meia-vida
curta como resultado de sua réapida inativacdo pela enzima dipeptidil peptidase-1V
(DPP-1V) (DEACON et al., 2008; DRUCKER, 2006). O GLP-1 é rapidamente
metabolizado pela DPP-IV, com uma meia-vida ativa de apenas 1 a 2 minutos
(ANDUKURI et al., 2009), dificultando o seu emprego no tratamento do DM2.

A DPP-1V é representante de uma familia de enzimas existentes na circulacdo e na
superficie de multiplos tecidos, como no figado, pancreas, baco, rins, endotélio vascular
e na placenta (GREEN et al., 2006). A DPP-1V também esta presente na membrana
celular de diversos componentes do sistema imunoldgico, principalmente dos linfocitos
T ativados, nos quais funciona como uma molécula coestimuladora com a molécula
CD-45 na transducdo de sinal (STANKOVIC et al., 2008). A atividade de DPP-IV
consiste em clivar cadeias peptidicas nas quais esta presente a prolina ou a alanina como
0 segundo aminoacido a partir da extremidade N-terminal (POSPISILIK et al., 2002).
Em relagdo a decomposicdo das incretinas pela agdo dessa enzima, a DPP-IV pode
decompor o peptideo ativo, clivando a alanina na posicdo de segundo aminoécido N-
terminal da cadeia, resultando assim em um composto inativo (GAUTIER et al., 2008).
Estudos anteriores ja demonstraram que a DPP-1V é também encontrada no endotélio de

capilares que drenam a mucosa intestinal, onde as células secretoras de GLP-1 estdo



situadas (GAUTIER et al., 2008; HANSEN et al., 1999), o que indica que a maior parte
do GLP-1 é inativado quase imediatamente ap6s sua secrecdo (LOTFY et al., 2011).

Estes conceitos tém levado os estudiosos a buscar novas estratégias terapéuticas
capazes de contornar a degradacdo pela DPP-IV. Dentre as estratégias, citam-se 0s
medicamentos incretinomimeéticos e o0s inibidores da DPP-IV. Por definicéo,
incretinomiméticos sdo os analogos do GLP-1 resistentes a inativacdo enzimatica, como
o Liraglutida, e os agonistas do receptor do GLP-1, como o Exenatida, os quais
apresentam acdes farmacoldgicas que mimetizam as acdes das incretinas (LOTFY et
al.; 2011; KHNUDSEN et al., 2000; GOKE et al., 1993). Ja os inibidores da DPP-IV
sdo responsaveis pela inibicdo da enzima DPP-IV, aumentando a vida média do GLP-1
para algumas horas, estendendo, assim, sua acgdo fisiologica benéfica (TAMBASCIA,
2007) (Figura 4).
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Figura 4. Agdes fisioldgicas dos Incretinomiméticos e Inibidores da DPP-IV (Fonte: Eliaschewitz, 2007).

Os inibidores da enzima DPP-IV exercem seus efeitos hipoglicémicos
indiretamente por melhorar a longevidade, a concentragdo plasmatica e
consequentemente a acdo das incretinas (ABBOTT et al.,1994). J& foi demonstrado que
inibidores de DPP-1V podem inibir mais que 90% da atividade plasmatica da enzima-
alvo por um periodo de mais de 24 horas, aumentando os niveis de incretinas ativas pela
prevencdo da sua rapida degradacdo (PRATLEY et al., 2008). Assim, inibidores de
DPP-IV influenciam na secrecdo enddgena de incretinas, melhorando a hiperglicemia
de maneira glicose-dependente devido ao aumento dos niveis séricos de insulina em
pacientes com DM2 (DRUCKER et al., 2006; HERMAN et al., 2006), regulando a
proliferacdo da massa de células beta (KANETO et al., 2008; KANETO et al., 2009) e
podem, por isso, ser usados nas fases iniciais do diabetes tipo 2, enquanto as células

beta secretoras de insulina ainda ndo se exauriram (PRATLEY et al.,, 2008).
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POSPISILIK et al demonstraram que a administracdo a longo prazo de um inibidor de
DPP-IV em modelos de ratos com diabetes tipo 2 resultou em um aumento na toleréncia
a glicose, na sensibilidade a insulina e na resposta das células-p a glicose (POSPISILIK
et al., 2002), além disso, 0 mesmo autor mostrou que o tratamento a longo prazo com o
inibidor de DPP-IV em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) melhorou
a toleréncia a glicose, aumentou o conteudo de insulina e estimulou a neogénese e
sobrevivéncia das células-p pancreaticas (POSPISILIKI et al.,2003). Pesquisas
utilizando inibidores da DPP-1IV na massa de células beta pancreaticas mostraram
efeitos positivos, seja por estimulo direto da replicacdo celular ou pela inibicdo da
apoptose e ativacdo de vias antiapoptdticas (XU et al., 1999; STOFFERS et al., 2000;
DRUCKER, 2003; CHO et al., 2011, DOBRIAN et al., 2011). Sendo assim, além da
sua utilizacdo para o tratamento de DM2, os inibidores de DPP-IV também possuem
importantes propriedades citoprotetoras e regenerativas. Outro achado fisioldgico
importante foi feito por MARI et al. e AHREN et al., que demonstraram que a inibi¢ao
de DPP-1V também suprime a liberacdo de glucagon, o que corresponde a uma reducgéo
na producdo de glicose hepatica, uma vez sabido que o agravamento do diabetes esta
associado a um aumento nos niveis de glucagon (MARI A. et al., 2005; AHREN et
al.,2004). E ainda, segundo AHREN et al., apds a inibi¢cdo de DPP-IV houve aumento
da sensibilidade a insulina, o que resulta numa redugdo dos niveis de glicose no plasma
(AHREN et al.,2002; AHREN et al.,2009). Em um estudo realizado na China, LI et al.
avaliaram a influéncia do inibidor da DPP-1V, MKO0626 (inibidor recentemente
sintetizado e fornecido pela Merc. Co), sobre os niveis de glicose sanguinea, morfologia
das ilhotas, distribuicdo de células beta na ilhota e sobre o indice de proliferagdo e
apoptose de células beta. A hipdtese foi testada em camundongo kkay, um modelo
animal de diabetes tipo 2 espontaneo. Dentre os resultados alcancados, o grupo
observou que os animais que receberam a dose de MK0626 ndo desenvolveu diabetes,
com niveis de glicose semelhantes aos animais controle. A morfologia das ilhotas
mostrou que o grupo tratado manteve a organizacdo celular e integridade da membrana
das ilhotas, além de ter apresentado uma maior proporcdo de células beta em
comparagdo ao grupo controle. Em relacdo ao indice de proliferacdo de células beta, o
indicador de proliferagédo celular (Ki67) comprovou que animais que receberam a dose
de MK0626 apresentaram maior nivel de células beta ki67 positivas (LI et al., 2013).
Existem varios tipos de inibidores da DPP-1V disponiveis no mercado: Exenatida,

Liraglutida, Sitagliptina, Saxagliptina, Linagliptina e Vildagliptina, sendo este ultimo
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utilizado em nosso estudo. A Vildagliptina, que tem o nome comercial de Galvus, foi 0
segundo inibidor de DPP-IV aprovado pela Unido Europeia para o tratamento do
diabetes. As estruturas molecular e farmacocinética da Vildagliptina sdo diferentes das
de outros inibidores de DPP-IV. A Sitagliptina, por exemplo, é um antagonista
competitivo da DPP-1V, enguanto a Vildagliptina, que tem alta afinidade pela DPP-IV
(AHREN et al., 2007; EL-OUAGHLIDI et al., 2007), atua como substrato da enzima,
provocando assim a inibicdo da sua ligacdo a molécula-alvo (LOTFY et al., 2011)
(Figura 5)

1) (2)

Figura 5. Inibidores de DPP-IV: (1) Saxagliptina; (2) Sitagliptina; (3) Vildagliptina (Fonte: LOTFY et
al., 2011).

Diversos sdo o0s estudos e pesquisas que visam avaliar e comprovar a eficacia dos
inibidores da DPP-1V. Dados recentes demonstraram que a Sitagliptina esta sendo
amplamente testada no cenério clinico para avaliar a sua eficacia, em longo prazo, em
melhorar a funcdo das células beta em humanos com DM2 (DRUCKER et al., 2007;
KARASIK A. et al., 2008). Além disso, ANSARULLAH et al. demonstraram que a
Sitagliptina, quando administrada isoladamente ou em associagdo com um agonista do
receptor de GLP-1 (PSN632408), foi capaz de restabelecer a normoglicemia de
camundongos diabéticos, aumentar os niveis plasmaticos de GLP-1 ativo e a massa de
células beta pancreaticas, bem como estimular a replicacdo de células beta apds 7
semanas de tratamento (ANSARULLAH et al., 2013).

Em relacdo ao uso da Vildagliptina como alternativa terapéutica no tratamento do
DM, triagens clinicas conduzidas mostraram que a Vildagliptina é bem tolerada e eficaz

na melhora do controle glicémico em pacientes com DM2 (AHREN B. et al., 2011). Em
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pesquisa realizada no Japdo, ISHIBASHI et al. investigaram se o tratamento com
Vildagliptina em associagdo com Miglitol, um inibidor de alfa glicosidase, poderia
melhorar alguns pardmetros metabolicos em modelo de camundongo db/db dieta-
controlada tratados durante 6 semanas. O tratamento associado foi capaz de suprimir a
excursdo glicémica pés-prandial, aumentar os niveis de GLP-1 ativos pos-prandial e
melhorar a tolerancia a glicose. O tratamento combinado néo alterou a massa de células
beta, mas resultou na preservagéo da estrutura das mesmas (preservou a expresséo do
transportador de glicose GLUT2 e ZnT8), além de preservar a expressdo de MafA, fator
de transcricdo essencial para a funcdo das células beta (ISHIBASHI et al., 2013).
Estudos em 2008 e 2009 também evidenciaram que a Vildagliptina foi eficaz em
diminur a glicemia em pacientes DM2, especialmente a hiperglicemia pos-prandial e
com baixo risco de hipoglicemia e sem ganho de peso (KIM et al., 2008; BANERJEE
et al., 2009). Além disso, a Vildagliptina pode aumentar consideravelmente a liberacédo
de insulina e simultaneamente reduzir os niveis de glucagon (Figura 6), o que resulta
em uma reducdo na relacdo glucagon/insulina, diminuindo a producdo de glicose
enddgena tanto no periodo pds-prandial quanto na fase pds-absortiva (LOTFY et al.,
2011).

Meal ingested
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Figura 6. Acdo fisioldgica dos inibidores de DPP-IV: as incretinas sdo liberadas pelo intestino ap6s a
ingestdo de alimentos e exercem uma série de efeitos fisiologicos no pancreas que poderiam culminar
com a liberacdo de insulina para homeostase glicémica, caso ndo fossem rapidamente degradados pela
acdo da DPP-1V. Os inibidores dessa enzima estendem a meia-vida das incretinas, prolongando assim
seus efeitos fisioldgicos nas células alfa e beta pancreéticas (Fonte: MOULINATH, B. et al, 2009).

O farmaco pode ainda reduzir a lipolise assim como a hipertrigliceridemia pds-
prandial, provavelmente devido ao aumento da concentracdo plasmatica de incretinas

induzido por ele, processo que tem sido relacionado com a reducdo da absorcao
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intestinal de triglicérides em estudos animais (D’ ALESSIO et al., 2005; AZUMA et al.,
2008). Recentemente, um grupo de pesquisadores da Suécia, utilizando um modelo de
camundongo diabético idade avancada (10 meses) e com obesidade induzida por dieta
(DIO), demonstrou o efeito do tratamento crénico com Vildagliptina. Segundo o0s
autores, este € o modelo mais fidedigno para se estudar o DM2 em humanos, e poucos
séo os trabalhos que estudam este modelo. Dos resultados encontrados, houve melhora
na secrecdo de insulina e na fungdo da célula beta ao longo de 11 meses de tratamento,
além da quase completa melhora no quadro de peri-insulite instalada (OMAR et al.,
2013). Ainda avaliando o efeito da Vildagliptina em preservar a massa e fungédo das
células beta no modelo de diabetes, HAMAMOTO et al. demonstraram que a
Vildagliptina foi capaz de regular positivamente a expressdo de genes envolvidos na
diferenciacdo/proliferacdo de células em camundongos kk-AY diabéticos. A expressdo
dos genes envolvidos na apoptose diminuiu, enquanto a expressdo de genes relatados
como antiapoptdticos aumentou, resultando no aumento da massa de células beta
pancreadticas (HAMAMOTO et al., 2013). Considerando, entdo, que a reducdo da
populacdo de células beta € um dos mecanismos responsaveis tanto pelo
estabelecimento quanto pela progressdo do diabetes, se for demonstrado que a terapia
baseada em incretinas é capaz de deter a progressao da doenca atraves da preservacao
das células beta, em longo prazo, no ser humano, entdo essa classe de medicamentos
podera ser utilizada desde o estagio de pré-diabetes até as fases mais avancadas da

doenca, seja no DM1 ou DM2.

2.4 Potencial Terapéutico dos Inibidores de DPP-IV no DM1

AlteracGes e/ou defeitos nos processos fisioldgicos que normalmente mantém a
homeostase da glicose contribuem para a dificuldade na obtencdo de metas glicémicas.
Tratamentos coadjuvantes oferecem um potencial meio de complementar a terapia
insulinica intensiva no DM1 através da abordagem de alguns dos distdrbios fisioldgicos
resultantes da destruicdo das células beta, particularmente através da preservacdo da
massa de células beta, prevencao da apoptose, e supressdo da liberagéo de glucagon pela
células alfa pancreética no estado pos-prandial (GEORGE et al., 2013). Existem
evidéncias que a infusdo de GLP-1 reduz a concentragdo de glicose jejum e pos-prandial
(DUPRE et al., 2004) em associacdo com a reducdo nos niveis de glucagon no DM1,

embora isto ndo seja evidente em todos os estudos (RAMAN et al., 2010).
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Poucos sdo os estudos que verificam o efeito da inibicdo de DPP-IV em modelos
animais de DM1. Apesar destes inibidores terem sido extremamente estudados no
tratamento do DM2, pouco se sabe do seu potencial no tratamento do DM1 (DUPRE et
al., 2005; DUPRE et al.,1995). Sendo assim, o dano progressivo na funcdo da célula
beta e declinio na massa destas células resultam na deficiéncia relativa ou absoluta de
insulina e hiperglicemia, a base priméria de todas as manifestacGes diabéticas
(PRENTKI et al., 2006). Portanto, estratégias que possam induzir a regeneracdo de
células beta teria o potencial de curar o diabetes (ANSARULLAH et al., 2013).
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Figura 7. Mecanismos potenciais pelos quais terapias a base de incretinas podem complementar a
insulina no tratamento da DM1 em individuos com e sem a funcdo das células beta detectavel (Fonte:
GEORGE, 2013).

Recentes estudos tém demonstrado que a estimulacdo do crescimento,
diferenciacdo e inibicdo da apoptose de células beta aumentam a lista de efeitos dos
inibidores de DPP-1V. Estes achados providenciam uma razdo inicial para investigar 0s
efeitos, em longo prazo, dos inibidores de DPP-IV na homeostase da glicose e
integridade das ilhotas pancreéticas (efeito citoprotetor) no modelo de DM1. Segundo
KIM et al., o inibidor de DPP-IV MK0431 prolongou a sobrevivéncia de células beta
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em ratos DM1 induzidos por STZ (KIM et al., 2009). J4 GIAMPIETRO et al., 2013
demonstraram que o tratamento cronico com Sitagliptina em associacdo com terapia
insulinica apresenta resultados diferentes em pacientes com DM1 e DM2. O grupo
confirmou que a combinacdo medicamentosa melhorou o controle metabdlico (glicemia
jejum e HbAIc), o perfil lipidico e diminuiu o requerimento diario de insulina nos
pacientes com DM2. Ja nos pacientes com DML, tanto o perfil lipidico quanto o
requerimento diério de insulina apresentaram melhoras, porém o controle metabdlico
ocorreu apenas temporariamente, retornando aos niveis basais ao final do experimento
(GIAMPIETRO O. et al., 2013). Achados cientificos demonstram que infusbes de GLP-
1 reduzem excursdes glicémicas em pacientes com DML, e este resultado foi atribuido a
reducdo dos niveis de glucagon e retardamento do esvaziamento gastrico (DUPRE et
al., 2005). Varios sdo os relatos de pesquisadores quanto a dificuldade de se obter um
controle glicémico no modelo DM1. 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, foi observado efeitos
benéficos sobre os danos vasculares induzidos pelo diabetes, entretanto ndo foi
observado melhora nos niveis de glicemia jejum.

O DM1 é uma desordem metabdlica caracterizada por infiltracdo de células
mononucleares nas ilhotas pancreaticas (CASTANO et al., 1990, ATKINSON et al.,
2001), levando a uma resposta imune e destruicdo seletiva das células beta produtoras
de insulina. Dados da literatura também indicam que inibidores da DPP-1V, além das
varias funcdes ja citadas, apresentam atividade anti-inflamatéria em modelo animal
DM1 (JELSING et al., 2012). JELSING e colaboradores avaliaram o efeito do inibidor
de DPP-1V 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., 2009, onde demonstraram
que o pré-tratamento com Sitagliptina (MK0431) foi capaz de reduzir a incidéncia de
diabetes em camundongos NOD com ilhotas transplantadas, além de aumentar a area de
células beta e diminuir o grau de insulite através de mecanismos que incluem a
modulacéo da migracdo de células T CD4" (KIM et al., 2009).
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AVILA et al., avaliaram o possivel efeito protetor do tratamento com
Vildagliptina na preservagdo de celulas beta pancreaticas em um modelo experimental
de DM1 induzido por estreptozotocina (STZ). No referido estudo, foram utilizadas duas
concentracdes de Vildagliptina (5 ou 10mg/kg de peso corporeo/dia) administrada
oralmente durante 4 semanas em ratos. Foram avaliados glicemia, niveis de insulina
plasmatica, marcadores de estresse oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes e
histologia pancreéatica. Dos resultados encontrados, o tratamento com Vildagliptina foi
eficaz em aumentar os niveis de insulina plasmatica, porém este aumento nao 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,
consequentemente, reduziu a formagdo dos biomarcadores de estresse oxidativo
(TBARS e proteina carbonilada), possibilitando uma reducéo dos efeitos deletérios no
pancreas dos animais. Em relacdo aos resultados da analise histoldgica, foi observado
aumento no numero de ilhotas e células beta pancredticas nos animais diabéticos
tratados, sendo que a concentracdo de 5mg/kg de Vildagliptina foi mais efetiva na
reducdo do estresse pancredtico, possibilitando uma melhor preservacdo celular
(AVILA et al., 2013).

Apesar dos resultados histoldgicos positivos encontrados por AVILA et al, quanto
a capacidade da Vildagliptina em reduzir a destruicdo de ilhotas e células beta
pancreaticas, 0s eventos moleculares e mecanisticos da sobrevivéncia celular ndo foram
elucidados. Varios sdo os estudos que demonstraram a capacidade dos inibidores da
DPP-1V em aumentar a massa de células beta, que pode ser explicado por reducdo do
estresse oxidativo (AVILA et al., 2013), pela diminuigdo da apoptose das células
(HAMAMOTO et al., 2013), ou ainda pelo aumento da regeneracao das células beta ou
efeito neogénico (ANSARULLAH et al., 2013; CHO et al., 2011). Baseado neste fato
houve a necessidade em esclarecer por qual mecanismo a Vildagliptina possibilitou tal
aumento na massa das células beta: preservacao celular ou neogénese?

Outro parametro que necessita de novos estudos refere-se ao perfil glicémico.
Diversos autores relataram a ineficiéncia dos inibidores da DPP-1V na reducdo da
glicose sanguinea no modelo de DM1 (MAEDA et al., 2012; GIAMPIETRO et al.,
2013). AVILA et al (2013), avaliando o efeito de inibidores da DPP-IV sobre a
modulacéo do estresse oxidativo em modelo experimental de DM1, demonstraram que
o0 dano oxidativo nos animais diabéticos foi superior em relacdo aos animais do grupo

controle. H& evidéncias experimentais de que a geracao de espécies reativas de oxigénio
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(EROS) ¢ elevada em ambos os tipos de diabetes, e que o aparecimento dessa doenca
estd intimamente associado ao estresse oxidativo (ROSEN et al., 2001; JOHANSEN et
al., 2005). Sabe-se que o estado hiperglicémico é o maior responsavel pelo aumento da
producdo de EROS no diabetes (HAMDEN et al., 2008), e que esta superproducao de
EROS gera um desequilibrio no ambiente redox (AVILA et al., 2013). Embora tenha
sido demonstrado que a Vildagliptina foi capaz de modular o estresse oxidativo, 0
mesmo n&o ocorreu em relagdo a hiperglicemia induzida pelo diabetes (AVILA et al.,
2013). Sendo assim, existe ainda a necessidade em buscar terapias adicionais que
pudessem promover um melhor controle glicémico. Com o objetivo, entdo, de
potencializar os efeitos do inibidor da DPP-IV, neste estudo foi associado ao tratamento
farmacoldgico com Vildagliptina o composto flavondélico Quercetina.

2.5 Potencial Terapéutico da Quercetina no DM1

A Quercetina é o principal representante da subclasse flavonol da familia dos
flavonoides, e € amplamente estudado por seus varios efeitos biologicos. Este composto

é encontrado em frutos, folhas de vegetais, chas, vinho tinto, dentre outros (Figura 8).

Figura 8. Férmula estrutural da Quercetina (3,5,7,3°,4’-pentahydroxy flavone) (Fonte: BHELING et al.,
2004).

Entre os diferentes tipos de flavonoides presentes nas plantas, o flavonol
quercetina é o mais abundante (CERMAK et al., 1998). Sob o ponto de vista
farmacologico, é atribuida uma série de acdes 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 fungéo protetora no tratamento de doencas degenerativas

mediadas pelo estresse oxidativo. Pesquisas mostraram que consumo em longo prazo de
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Quercetina parece controlar os niveis de glicose sanguinea jejum e pos-prandial (KIM et
al., 2011), além de ser sugerido que ela também protege 0 pancreas contra o estresse
oxidativo, melhorando a hiperglicemia, ambos em modelo animal diabético induzido
com STZ (COSKUN et al., 2005; ADEWOLE et al., 2006). 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 po6s-prandial e aumentou a sensibilidade a insulina, prevenindo
0 desenvolvimento do diabetes (WANG et al, 2011). Resultado semelhante foi
encontrado por JEONG et al, 2012 que demonstraram a capacidade da Quercetina em
melhorar a hiperglicemia em camundongos db/db diabéticos tipo 2.

Em pesquisa sobre a translocagéo do transportador 4 de glicose (GLUT4), XU M.
et al., comprovaram que a Quercetina é capaz de regular a translocacdo do GLUT4
mediados por insulina em cultura de células 3T3-L1 de adipdcitos. Foi demonstrado que
em condigdes basais a Quercetina inibiu a translocacdo do GLUT4, enquanto em
condicdo inflamatoria ela foi capaz de estimular tal translocacdo mediada por insulina
(XU et al.,, 2013). Em relacdo a apoptose e viabilidade celular, varios estudos ja
demonstraram eficacia de compostos flavonolicos. LIN et al., 2012 avaliaram o efeito
protetor de alguns flavonoides, dentre eles a Quercetina, contra a apoptose de celulas
beta mediada por citocinas em cultura de células 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 secretoras de insulina quanto em
ilhotas pancreéticas de ratos, além de aumentar a viabilidade celular mesmo na presenca
da injaria oxidativa gerada pelo peréxido de hidrogénio (H20,).

Sendo assim, os inibidores da DPP-1V, como a Vildagliptina, além dos
Flavonodides, como a Quercetina, podem trazer novas perspectivas para o tratamento do
DM1.
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CAPITULO 3-OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Investigar o potencial neogénico da Vildagliptina (inibidor da DPP-1V) e o efeito
da associacdo com a Quercetina (flavondide) na modulacdo de parametros bioquimicos

e preservacao da histologia pancreética em ratas diabéticas tipo 1 induzidas por aloxano.

3.2 — Objetivos Especificos

3.2.1 — Avaliar o potencial neogénico da Vildagliptina em uma fase tardia do DM1
Em ratas controle e diabéticas tratadas com Vildagliptina avaliar:

1. Parametro Biométrico:

e Massa corporal

2. Parémetros Bioquimicos:
e Glicemia;
e Insulinemia;

e Perfil lipidico.

3. Parametros Histopatoldgicos:
e NuUmero de ilhotas pancreaticas;
e NuUmero de células beta pancreaticas;

e indice Homa%Beta.

4. Correlagdes entre:
e Glicemia x Insulina;
e NuUmero de Células Beta x Homa%Beta;

e NuUmero de Células Beta x Insulina.
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3.2.2 — Avaliar a associacdo da Quercetina e Vildagliptina na modulacdo de

parametros bioquimicos e preservacao da histologia pancreética no DM1

Em ratas controle e diabéticas tratadas com Vildagliptina em associacdo com
Quercetina avaliar:

1. Parametro Biométrico:

e Massa Corporal

2. Parametros Bioquimicos:
e Glicemia;
e Insulinemia;

e Perfil lipidico.

3. Parametros Histologicos:
e NuUmero de ilhotas pancreaticas;
e NuUmero de células beta pancreaticas;

e indice Homa%Beta.

4. Correlagdes entre:
e Glicemia x Insulina;
e NuUmero de Células Beta x Homa%Beta;

e Numero de Células Beta x Insulina.
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CAPITULO 4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Animais

Foram utilizadas ratas albinas da linhagem Fischer, com idade aproximada de 90
dias e peso medio de 200 g, provenientes do Laboratorio de Nutricdo Experimental da
Escola de Nutricdo (ENUT) da Universidade Federal de Ouro Preto. Todos os animais
foram mantidos em gaiolas com temperatura, luminosidade e umidade controladas e
receberam agua e racdo comercial para rato “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), com numero de protocolo 027/2011.

4.1.1 — Delineamento Experimental do Protocolo 1 (Avaliacdo do Potencial

Neogénico)

Foram utilizadas 32 ratas albinas da linhagem Fischer. Ap6s a inducdo e
confirmacdo do estado de diabetes, as ratas ficaram durante 30 dias recebendo apenas
racdo comercial e agua “ad libitum . Ao final dos 30 dias (fase tardia do diabetes tipo 1
experimental), as ratas foram submetidas ao tratamento farmacolégico, via gavagem,
por 30 dias consecutivos. Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, a
saber: Controle (C) (racdo comercial para rato + 1mL de veiculo via gavagem);

Controle + suspensdo de Vildagliptina (CV) (racdo comercial para rato + 1mL de

suspensdo de 5mg/Kg de Vildagliptina via gavagem); Diabético (D) (racdo comercial
para rato + 1mL de veiculo a gavagem); Diabético + suspensdo de Vildagliptina (DV)

(racdo comercial para rato + 1mL de suspensdo de 5mg/Kg de Vildagliptina via

gavagem). Foram utilizados 8 animais por grupo experimental.

Indugao Confirmagao
do Diabetes do Diabetes

T

30 dias

T

30 dias

Inicio do
Tratamento

Figura 9. Linha temporal para o protocolo 1
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4.1.2 — Delineamento Experimental do Protocolo 2 (associacdo Vildagliptina e

Quercetina)

Foram utilizadas 64 ratas albinas da linha Fischer. Apos a inducédo e confirmacéo
do estado de diabetes, as ratas foram submetidas ao tratamento medicamentoso, via
gavagem, por 30 dias consecutivos. Os animais foram divididos em 8 grupos
experimentais: Controle (C) (racdo comercial para rato + 1mL de veiculo via gavagem);

Controle + suspensdo de Vildagliptina (CV) (racdo comercial para rato + 1mL de

suspensdo de 5mg/Kg de Vildagliptina via gavagem); Controle + suspensdo de

Quercetina (CQ) (racdo comercial para rato + 1mL de suspensdo de 5mg/Kg de

Quercetina via gavagem); Controle + suspensdo de Quercetina + suspensdo de

Vildagliptina (CQV) (racdo comercial para rato + 1mL de suspensdo de 5mg/Kg de

Quercetina + 1mL de suspensdo de 5mg/Kg de Vildagliptina via gavagem); Diabético
(D) (racdo comercial para rato + 1mL de veiculo via gavagem); Diabético + suspensdo

de Vildagliptina (DV) (racdo comercial para rato + 1mL de suspensdo de 5mg/Kg de

Vildagliptina via gavagem); Diabético + suspensdo de Quercetina (DQ) (racéo

comercial para rato + 1mL de suspensdo de 5mg/Kg de Quercetina via gavagem);
Diabético + suspensdo de Quercetina + suspensdo de Vildagliptina (DQV) (racéo

comercial para rato + 1mL de suspensdo de 5mg/Kg de Vildagliptina + 1mL de
suspensdo de 5mg/Kg de Quercetina via gavagem). Foram utilizados 8 animais por

grupo experimental.

Indugao Confirmagao
do Diabetes do Diabetes

T
30 dias
Inicio do -

Figura 10. Linha temporal para o protocolo 2
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4.2 — Inducéo do Diabetes

Para inducdo do diabetes as ratas pertencentes aos grupos diabéticos receberam,
apos 8 horas de jejum, dose Unica de injecdo intraperitoneal a 135mg/Kg de peso de
Aloxano (ALX) (Alloxan Monohydrate Sigma®), também conhecido como 2,4,5,6-
tetraoxohexahidropirimidina monoidratada dissolvida em 0,2mL de NaCl a 0,9%.

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

Para confirmacdo do estado de diabetes, trés dias apds a indugdo os animais
foram submetidos a uma avaliagdo dos niveis de glicose plasméatica em jejum de 8
horas, empregando-se amostra de sangue coletada na 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 250 mg/dL (~13mmol/L)
foram considerados diabéticos e selecionados para o experimento. Semanalmente foram
coletadas gotas de sangue da cauda dos animais para analise da glicemia para fins de

controle.

4.3 — Preparo dos Tratamentos
4.3.1 — Disperséo da Vildagliptina

A dispersdo da Vildagliptina em ambos os delineamentos experimentais
(protocolos 1 e 2) foi realizada a cada quatro dias na concentracdo de 5mg/Kg
(v = 1mL) (AVILA et al., 2013) de peso corpéreo. O volume total da suspenséo era
calculado multiplicando o nimero de animais pelo nimero de dias de tratamento (4
dias). Os animais dos grupos tratados eram pesados no dia anterior a dissolucdo de
forma a obterem médias de peso para o preparo da medicacdo (5mg/Kg de peso
corporeo). Inicialmente, duas suspensdes eram preparadas separadamente. A primeira
suspensdo continha a quantidade, em gramas, de Vildagliptina referente a 5mg/Kg de
peso corpéreo. O comprimido GALVUS de Vildagliptina era triturado com auxilio de
um grau de porcelana e pistilo. O valor pesado de Vildagliptina era colocado em um
erlenmeyer ao qual era adicionado o mesmo volume, em mL, de Tween 80. A segunda

suspensdo era composta por metilcelulose (76mg de metilcelulose para cada 400mg de
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Vildagliptina), mesmo volume, em uL, de Tween 80 e quantidade suficiente de agua
destilada para completar o volume total da solu¢do. As duas suspensfes eram sonicadas,
separadamente, em um aparelho de ultrassom durante 15 minutos. Apos serem
sonicadas, a segunda solucdo era mantida em um agitador magnético durante 15
minutos e posteriormente as duas suspensdes eram misturadas e novamente sonicadas
por 15 minutos. Para finalizar, a mistura final era agitada por 30 minutos, visando
garantir a total dissolugdo do medicamento. O volume de 1mL dessa suspensio
(aproximadamente 1mg de Vildagliptina) era administrada diariamente por via
orogastrica (gavagem) para 0s animais pertencentes aos grupos tratados. Para 0s animais
ndo tratados foi preparada uma suspensdo contendo as mesmas substancias, exceto
Vildagliptina, seguindo 0 mesmo protocolo. Da mesma forma, o volume de 1ml dessa

suspensdo era administrada diariamente via gavagem aos animais nao tratados.

4.3.2 — Disperséo da Quercetina

A dispersdo da Quercetina utilizada no Protocolo 2 foi feita diariamente na
concentracdo 5mg/Kg de peso corpéreo (WANG et al., 2011; LIANG et al., 2011;
ZHOU et al., 2012; MACIEL et al.,, 2013). A quantidade de Quercetina pesada
diariamente era calculada baseada na média de peso dos animais tratados multiplicado
pelo numero de animais. A dispersdo da Quercetina era feita em solucdo de PBS(1:1),
sendo que o volume de 1ml dessa suspensdo era administrada via gavagem aos animais

tratados.

4.4 — Eutanasia e Coleta de Material Bioldgico

Ao fim de cada experimento, os animais foram deixados em jejum de oito horas,
anestesiados por inalacdo com isoflurano, e a eutanasia procedeu-se por exsanguinacao,
sendo que o sangue foi coletado através de seccdo de vasos sanguineos na regido axilar.
O sangue foi colhido em tubos de polipropileno com ou sem 15uL de anticoagulante
Glistab® (Labtest cat. 29) para obtencdo do plasma ou soro, respectivamente. Em
seguida, o sangue foi centrifugado a 10000g por 15 minutos e o plasma ou soro
guardados sob refrigeracéo (-4°C) para as dosagens bioquimicas posteriores. Pancreas,
coragdo, rins e figado foram extraidos e posteriormente pesados. Uma fracdo do
pancreas foi armazenada em formol para posterior confeccdo de laminas para anélise

histologica. Os demais 6rgdos foram imediatamente armazenados a -80°C.
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4.5 — Parametros Bioquimicos

45.1 — Glicemia

Os niveis plasmaticos de glicose foram determinados por método colorimétrico
utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a &cido
gluconico 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 absorbéancia medida em
505nm é proporcional a concentracdo de glicose na amostra. O kit fornece um padréo de

glicose com concentracdo de 100 mg/dL.

Glicose + O, + H,0 coD » 4cido gluconico + H,0,

»

2 H,0, + 4 aminoantipirina + fenol __"°® | antipirilquininimina + 4 H,0

Resumidamente, em 3 tubos de polipropileno foram adicionados 10 pL de
plasma (teste) ou solucdo padrdo de glicose e 1000 pL de reagente 1 (tampao
50mmol/L; pH 7,5; glicose oxidase > 11.000 U/L; peroxidase > 700 U/L; 4-
aminoantipirina > 290 umol/L; fenol > 1 mmol/L e azida sédica 7,5 mmol/L). Os tubos
foram misturados vigorosamente e incubados em banho-maria a 37°C por 15 minutos.

Reagente 1 foi utilizado como branco. A leitura foi feita em espectrofotometro a 505nm.

BRANCO TESTE PADRAO
AMOSTRA - (10 ) V1 R —
PADRAO (N©2) = e 10 uL
REAGENTE 1 1000 pL 1000 pL 1000 pL

A concentragéo de glicose nas amostras foi obtida dividindo a absorbéncia do teste pela
absorbancia do padrdo e multiplicada por 100. Os valores obtidos em unidades
convencionais (mg/dL) foram multiplicados por 0,0556 para transforméa-los em

unidades internacionais (mmol/L).
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Calculos:

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

Absorbancia do padriao

Converséo de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0556

4.5.2 — Insulina

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, o anticorpo
(anti-insulina) foi imobilizado na microplaca. A amostra (10 pL) contendo a insulina foi
adicionada, reagindo com o anticorpo anti-insulina imobilizado. Apo6s a lavagem de
poc¢os, um segundo antianticorpo anti-insulina ligado a uma peroxidase foi adicionado,
permitindo-se a reacdo com o complexo anticorpo/insulina presente na microplaca.
Apbs o segundo anticorpo livre ser removido por lavagem, o substrato 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionado, e o produto da reagéo 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 absorbancia versus a

concentracéo correspondente do padrdo de insulina de rato.

4.5.3 — Perfil Lipidico

4.5.3.1 — Colesterol Total

Os niveis séricos de colesterol total foram determinados por método
colorimétrico utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com as
instrucOes do fabricante.

Esteres de colesterol sdo hidrolisados enzimaticamente pela colesterol esterase a
colesterol e &cidos graxos. O colesterol é oxidado pela colesterol oxidase liberando uma
cetona e peroxido de hidrogénio. Este, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento
catalisada pela peroxidase, reage com 4-aminoantipirina e fenol formando uma
antipirilquinonimina de cor vermelha, cuja absorbancia medida em 500nm é
proporcional & concentracdo de colesterol na amostra. O kit fornece um padrdo de

colesterol com concentragao de 200 mg/dL.
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. Colesterol Esterase Lo
Esteres de colesterol Colesterol + Acidos graxos

Colesterol Oxidase

Colesterol + O, Colest-4-en-ona + H,O»

B L. Peroxidase L. B L
2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina ——— Antipirilquinonimina + 4H,0

Resumidamente, em 3 tubos de polipropileno foram adicionados 10 pL de soro
(teste) ou solucdo padrdo de colesterol e 1000 pL de reagente 1 (tampédo 50 mmol, pH
7,0, fenol 24,0 mmol/L, colato de sédio 500 pumol/L, azida sodica 15 mmol/L, 4
aminoantipirina 500 pmol/L, colesterol esterase > 250 U/L, colesterol oxidase > 250
U/L e peroxidase >1000 U/L). Os tubos foram misturados vigorosamente e incubados
em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Reagente 1 foi utilizado como branco. A leitura

foi realizada em espectrofotémetro a 500nm.

BRANCO TESTE PADRAO
AMOSTRA - (10 ) 11 R —
PADRAO (N©2)  —- e 10 uL
REAGENTE 1 1000 pL 1000 pL 1000 pL

A concentragdo de colesterol nas amostras foi obtida dividindo a absorbancia do teste
pela absorbancia do padrdo e multiplicada por 200. Os valores obtidos em unidades
convencionais (mg/dL) foram multiplicados por 0,026 para transforma-los em unidades
internacionais (mmol/L).

Caélculos:

Colesterol (mg/dL) - Absorbancia do Teste % 200

Absorbancia do padriao

Conversédo de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026
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4.5.3.2 — Fracao Colesterol HDL

Os niveis séricos de colesterol HDL foram determinados por método
colorimétrico utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com as
instrucOes do fabricante.

As lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) sdo quantitativamente precipitadas e, apos centrifugacéo, o colesterol
ligado as lipoproteinas de alta densidade (Colesterol HDL) é determinado no
sobrenadante.

Inicialmente devem ser precipitadas VLDL e LDL. Em tubo de polipropileno
foram adicionados 125 pL de soro e 125 pL de preciptante (acido fosfotlngstico 1,5
mmol/L e cloreto de magnésio 54 mmol/L). Os tubos foram agitados vigorosamente por
30 segundos, centrifugados a 3500 rpm por 15 minutos para obter um sobrenadante
limpido que foi pipetado imediatamente apds a centrifugacdo. Em seguida, partindo do
sobrenadante pipetado, fez-se a dosagem do colesterol HDL utilizando o reagente 1 do
kit para dosagem de colesterol total e o padrdo HDL (20 mg/dL), seguindo o protocolo
de dosagem de colesterol total ja descrito anteriormente.

A concentragcdo de colesterol HDL nas amostras foi obtida dividindo a
absorbancia do teste pela absorbancia do padrdo e multiplicada por 40. Os valores
obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram multiplicados por 0,026 para
transforma-los em unidades internacionais (mmol/L).

Caélculos:

Colesterol HDL (mg/dL) = Absorbéncia doTeste 4

Absorbancia do padriao

Conversédo de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026

4.5.3.3 — Triglicerideos

Os niveis séricos de triglicerideos foram determinados por método colorimétrico
utilizando Kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil) de acordo com as instru¢es do
fabricante.

A lipoproteina lipase promove a hidrdlise dos triglicerideos liberando glicerol,
que é convertido, pela agdo da glicerolquinase, em glicerol-3-fosfato. Este € oxidado a
dihidroxicetona e perdxido de hidrogénio na presenga da glicerolfosfato oxidase. O
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perdxido, através de uma reacao oxidativa de acoplamento catalisada pela peroxidase,
reage com 4-aminoantipirina e 4-clorofenol formando uma quinoneimina de cor
vermelha, cuja absorbancia medida em 505nm é proporcional a concentracdo de

triglicérides na amostra.

L ,. Lipoproteina Lipase A P
Triacilglicerois Glicerol + Acidos Graxos

A Glicerolquinase A
Glicerol + ATP ——— Glicerol-3-Fosfato + ADP

A Glicerol-3—Fosfato oxidase _ . . A
Glicerol-3-Fosfato + O, Dihidroxiacetona + H,0,

. L. Peroxidase A L.
2H,0, + 4-Aminoantipirina + 4-Clorofenol —— Quinoneimina + 4H,0

Em 3 tubos de polipropileno foram adicionados 10 pL de soro (teste) ou solucéo
padrdo de triglicérides e 1000 pL de reagente 1 (tampdo 50 mmol/L, pH 7,0; ions
magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 2,7 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 umol/L; ATP 1,8
mmol/L; lipase da lipoproteina > 1400 U/L; glicerolquinase > 1000 U/L; glicerolfosfato
oxidase > 1500 U/L; peroxidase > 900 U/L e azida sodica 0,095%). Os tubos foram
misturados vigorosamente e incubados em banho-maria a 37°C por 10 minutos.

Reagente 1 foi utilizado como branco. A leitura foi feita em espectrofotometro a 505nm.

BRANCO TESTE PADRAO
AMOSTRA - (10 J | —
PADRAO (N©2) = e 10 uL
REAGENTE 1 1000 pL 1000 pL 1000 pL

A concentracdo de triglicérides nas amostras foi obtida dividindo a absorbancia do teste
pela absorbancia do padrdo e multiplicada por 200. Os valores obtidos em unidades
convencionais (mg/dL) foram multiplicados por 0,0113 para transforma-los em

unidades internacionais (mmol/L).

Caélculos:

Absorbancia do Teste

Triglicerideos (mg/dL) =

Absorbancia do padriao

Conversédo de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0113
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4.6 — Parametros Histopatoldgicos

4.6.1 — Numero de llhotas e Células Beta Pancreaticas

O pancreas das ratas foi removido ao final de cada experimento e fixado em
formol tamponado a 4%. Fragmentos de pancreas de até 4mm de didmetro foram
fixados em uma solugdo de formaldeido 4%. Foram entdo desidratados e embebidos em
parafina. O tecido pancreatico foi fixado e processado em série decrescente de lcoois e
posteriormente embebido em parafina. Sec¢des parafinadas de aproximadamente 4pum
foram obtidas em micrétomo semiautomatico, montadas e coradas pela técnica
Hematoxilina & Eosina (H&E), para visualizacdo de danos histoldgicos, e com
Tricomico de Gomori para diferenciar fenotipos de células o e P pancredticas. As
anélises morfométricas foram realizadas no Laboratorio Multiusuarios do NUPEB.
Fotomicrografias foram obtidas em microscépio Optico Leica acoplado a camera digital
DM5000, com o software de analises Leica Aplication Suite. A contagem morfométrica
foi realizada no software Leica QWin Plus versdao 3.0 (Leica Microsystems INCc.,
Buffalo Grove, IL, USA) no qual foi realizada a contagem do numero de ilhotas
pancreaticas (SILVA et al, 2011).

4.6.2 — Indice Homa%Beta

O “Homeostasis Model Assessment” — HOMA BETA - é um modelo
matematico desenvolvido hd 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)

HO IVIAbetacell =

ol

Glicose Jejum (mT )—3,5
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4.7 — Analise Estatistica

Para os parametros bioquimicos e histoldgicos os resultados foram expressos em
média + erro padrdo da média. Em todos os dados foi analisada a normalidade pelo teste
de Kolmogorov—Smirnov. Dados que seguiram a distribuicdo normal foram analisados
pelo teste-t de Student, enquanto aqueles que ndo seguiram a distribuicdo normal foram
analisados pelo teste Mann-Whitney. Diferencas foram consideradas significantes para
p <0,05.

Para a analise de correlacdo das variaveis a normalidade dos dados foi avaliada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Dados que seguiram a distribuicdo normal foram
analisados pelo teste de Pearson, enquanto aqueles que ndo seguiram a distribuicdo
normal foram analisados pelo teste de Spearman. Diferencas foram consideradas
significantes para p < 0,05.

Todas as analises foram realizadas utilizado o software GraphPad Prism versdo
5.00 para Windows (San Diego, Califérnia, USA).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS

5.1 — Avaliar o potencial neogénico da Vildagliptina em uma fase
tardia do DML (Protocolo 1)

» Massa Corporal, Glicemia, Insulinemia e Perfil Lipidico

Para caracterizar o modelo de DM1 analisamos a massa corporal inicial e final,
as glicemias inicial e final e o conteldo de insulina. Além disso, foram analisados
também o perfil lipidico com as dosagens de colesterol total, fragdo HDL-C, fragdo néo-
HDL e triglicérides (Tabela 1). Pela analise da tabela observamos que a massa corporal
inicial dos animais foi semelhante, ndo havendo diferenca estatistica entre 0s grupos
experimentais. Contudo, ao final do tratamento, os animais diabéticos ndo tratados e
tratados apresentaram uma significativa reducdo da massa em comparagao ao respectivo
controle. A Vildagliptina ndo alterou significativamente a massa dos animais controles e
diabéticos. Em relacdo a glicemia, os animais diabéticos apresentaram glicemias iniciais
e finais estatisticamente maiores se comparadas ao grupo controle. Observou-se também
que o tratamento com Vildagliptina ndo foi eficiente em reduzir a glicemia dos animais
nos grupos diabéticos tratados. Animais com DM1 mostraram uma diminuicdo
significativa nos niveis séricos de insulina em comparacdo com 0s animais do grupo
controle. O tratamento com Vildagliptina aumentou significativamente os niveis de
insulina nos animais diabéticos, mas esses valores ainda encontram-se abaixo dos niveis
basais dos animais do grupo controle, sendo assim, 0 aumento da concentracdo de
insulina em ratos diabéticos tratados com Vildagliptina ndo foi suficiente para induzir
alteracOes na glicemia de jejum. Mensuradas as dosagens de perfil lipidico, os animais
do grupo diabético apresentaram maior concentracdo de colesterol total, fracOes
aterogénicas (LDL + VLDL) e triglicerideos em relacdo ao grupo controle. O
tratamento com Vildagliptina nos animais diabéticos diminuiu os niveis de colesterol
total, sendo esta redugdo devido & diminui¢do da concentracdo de fraces aterogénicas,
ja que ndo houve alteracdo na lipoproteina de alta densidade (HDL). O tratamento com
Vildagliptina também reduziu significativamente os valores de triglicérides, tanto no
grupo diabético quanto no grupo controle. Estes resultados sugerem que o tratamento

com a Vildagliptina melhora o perfil lipidico em animais diabéticos.
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TABELA 1. Avaliacdo da massa corporal, niveis de glicose sanguinea, insulina sérica, colesterol
total, HDL-C, fracdo ndo-HDL e triglicérides

Grupos

. . C CcVv D DV
Experimentais

Massa Inicial 201,0 £ 0,65 201,1+0,91 199,5+0,48 198,2+1,12

(9)
Massa Final 224,6 + 2,99 2239+3,14 162,4+6,60° 1657 + 8,76
(9)
Glicemia Inicial 55+0,14 57+0,28 23,5+ 1,52° 21,3 +2,34°
(mmol/L)
Glicemia Final 10,2 £ 0,58 10,6 + 0,85 27,3 +0,52° 26,9 + 0,42
(mmol/L)
Insulina 12,4 +1,23 144 +1,19 2,0 +£0,47° 4,5+ 0,48%"
(pmol/L)
Colesterol Total 2,5+ 0,07 2,2+0,17 3,1+0,172 2,1+0,07%°
(mmol/L)
HDL-C 1,9+0,05 1,7 +0,06° 1,7+0,12 1,6 +0,08°
(mmol/L)
Fracdo ndo-HDL 0,5+0,05 0,3+0,08 1,5 + 0,24 0,6 + 0,06"
(mmol/L)

Trigicerideos 494006  06+002°  64+069° 34053
(mmol/L)

C, controle (sem tratamento); CV, controle + 5mg/kg de Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento); DV,
diabético + 5mg/kg de Vildagliptina. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo (n = 8).
@ indica diferenca estatistica significativa entre C x D e C x DV (p < 0,05), ® indica diferenca estatistica
significativa entre D x DV (p < 0,05), © indica diferenca estatistica significativa entre C x CV (p < 0,05).
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> NuUmero de llhotas Pancreaticas

Os resultados da Figura 11 mostram que os animais dos grupos diabéticos (D e
DV) apresentaram uma reducdo significativa no namero de ilhotas pancreaticas quando
comparado aos animais do grupo controle (C). Nota-se também que o tratamento com
Vildagliptina no grupo diabético (DV) ndo promoveu alteragdo no numero de ilhotas

quando comparado ao respectivo diabético ndo tratado (D).

20 A

15 -~

Numero de Illhotas
(nimero/campo)
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a
a
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Ccv D DV

Grupos Experimentais

Figura 11. Numero de ilhotas pancreaticas dos grupos experimentais tratados ou ndo com
Vildagliptina. Resultados expressos como média + erro padrdo (n=8). @ indica diferenca estatistica
significativa entre C x D e C x DV (p < 0,05). C, controle (sem tratamento); CV, controle + 5mg/kg de
Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento); DV, diabético + 5mg/kg de Vildagliptina.

Histologicamente, na avaliacdo em microscopia dptica dos tecidos corados em
H&E ndo foram reveladas alteracGes significativas na estrutura tecidual pancreatica. O
quadro histoldgico geral encontrado foi sempre compativel com a normalidade. Néao
foram encontradas areas de morte celular (necrose ou células em apoptose), sinais
inflamatdrios, areas degenerativas ou fibréticas em nenhum dos animais dos grupos

experimentais, tanto nos componentes acinares quanto nas ilhotas pancreéticas (Figura

12).
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VILDAGLIPTINA

CONTROLE DIABETICO

Figura 12. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do pancreas de animais
diabéticos e ndo diabéticos tratados ou ndo com Vildagliptina, corados com Hematoxilina &
Esosina (H&E). (A) Grupo controle ndo tratado. (B) Diabético ndo tratado. (C) Controle +
5mg/kg de Vildagliptina. (D) Diabético + 5mg/kg de Vildagliptina. Notar nos grupos aspecto
histolégico compativel com a normalidade. Barra = 50 micrémetros. VS = vaso sanguineo. Seta
indicando Ilhota Pancreética.
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> NUmero de Células Beta Pancreaticas

A Figura 13 representa uma analise quantitativa do nimero de células beta em
ratos controles e diabéticos submetidos ou ndo ao tratamento com Vildagliptina. Nossos
resultados mostram que os animais do grupo diabético (D) apresentaram uma reducao
significativa no nimero de células beta pancreéaticas 60 dias apds o inicio da doenca em
relacdo aos animais do grupo controle (C). O tratamento com Vildagliptina no grupo
diabético (DV) foi eficiente em aumentar o nimero dessas células em comparagédo aos
animais diabéticos ndo tratados (D). A representacdo histoldgica qualitativa destes
resultados pode ser visto pela analise das fotomicrografias de péancreas coradas com
Tricomico de Gomori (Figura 14).
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Figura 13. Numero de células beta pancreaticas dos grupos experimentais tratados ou ndo com
Vildagliptina. Resultados expressos como média + erro padrdo (n=8). @ indica diferenca estatistica
significativa entre C x D (p < 0,05), ® indica diferenca estatistica significativa entre D x DV (p < 0,05).
C, controle (sem tratamento); CV, controle + 5mg/kg de Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento);
DV, diabético + 5mg/kg de Vildagliptina.
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VILDAGLIPTINA

Figura 14. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do pancreas de animais
diabéticos e ndo diabéticos tratados ou ndo com Vildagliptina, corados com Tricomico de
Gomori. (A) Grupo controle ndo tratado. (B) Diabético nédo tratado. (C) Controle + 5mg/kg de
Vildagliptina. (D) Diabético + 5mg/kg de Vildagliptina. Barra = 50 micrometros. VS = vaso
sanguineo. Seta indicando Célula Beta Pancreatica.
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» Indice Homa%Beta

Com o objeto de avaliar a funcionalidade da célula beta, foi calculado o indice
Homa%Beta (Homeostasis Model Assessment), que fornece uma medida indireta da
capacidade funcional das células beta pancreaticas em secretar insulina. Os resultados
da Figura 15 mostram que o indice Homa%Beta dos animais dos grupos diabéticos (D
e DV) foi menor quando comparado aos animais do grupo controle (C). A Vildagliptina
foi capaz de melhorar o indice Homa%Beta nos animais diabéticos tratados (DV) em
comparagdo com o grupo de diabéticos néo tratados (D), sugerindo que o tratamento foi
capaz de melhorar a fungdo das células beta pancreaticas mesmo apés o agravamento da

doenca.

HOMA%BETA
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Figura 15. Indice Homa%Beta dos grupos experimentais tratados ou ndo com Vildagliptina.
Resultados expressos como média + erro padrdo (n=8). @ indica diferenca estatistica significativa entre C
x D e CxDV (p <0,05), ® indica diferenca estatistica significativa entre D x DV (p < 0,05). C, controle
(sem tratamento); CV, controle + 5mg/kg de Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento); DV, diabético
+ 5mg/kg de Vildagliptina.
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» Correlacdes

Foi avaliada a correlacdo entre duas varidveis através de gréaficos de disperséo

(Figura 16). A Figura 16A mostra que existe uma forte correlacdo negativa

(r =-0,7562), além de diferenca estatistica significativa (p < 0,0001) entre glicemia final

e insulina. Houve também uma correlagdo forte e positiva entre o nimero de células
beta e Homa%Beta (r = 0,7041) (Figura 16B) e entre 0 nimero de células beta e

insulina (r = 0,7814) (Figura 16C), além de diferencas estatisticas significativas em

ambas as correlacBes, sugerindo que o aumento do numero de células beta esta

relacionado tanto a melhora na funcdo destas células quanto ao aumento na secre¢do de

insulina.
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Figura 16. Gréficos de dispersao ilustrando a correlagdo. (A) Glicemia Final (mmol/L) e Insulina
(pmol/L), (B) Numero de Células Beta (nimero/campo) e Homa% Beta e (C) Nimero de Células Beta

(nimero/campo) e Insulina (pmol/L).
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5.2 — Associacao Vildagliptina e Quercetina em uma fase inicial do
DML (Protocolo 2)

» Massa Corporal, Glicemia, Insulinemia e Perfil Lipidico

Assim como no Protocolo 1, para caracterizar o modelo de DM1 analisamos a
massa corporal inicial e final, as glicemias inicial e final e o contetido de insulina. Além
disso, foram analisados também o perfil lipidico com dosagens de colesterol total,
fracdo HDL-C, fracdo ndo-HDL e triglicerideos (Tabela 2). A anélise da tabela permite
inferir que a massa corporal inicial dos grupos experimentais foi semelhante, enquanto
que ao final do tratamento a massa dos animais diabéticos foi menor a dos animais
controles. Os tratamentos ndo alteraram significativamente a massa corporal dos
animais controles e diabéticos. Em relacdo a glicemia, os animais diabéticos
apresentaram glicemias inicial e final maiores quando comparados aos seus controles.
Nenhum dos tratamentos foi eficaz em reduzir a glicemia nos grupos experimentais. Os
niveis séricos de insulina mostraram que 0s animais diabéticos ndo tratados
apresentaram menor insulinemia quando comparado aos animais do grupo controle. Foi
observado, também, que o tratamento isolado com a Vildagliptina aumentou os niveis
séricos de insulina nos animais diabéticos, enquanto os demais tratamentos ndo foram
eficientes em aumentar a insulina sérica. A analise do perfil lipidico indica que os
animais diabéticos ndo tratados apresentaram maiores niveis de fracBes aterogénicas
(LDL + VLDL) e triglicérides em relacdo aos controles. Nos animais dos grupos
controles pode-se perceber que o tratamento com as trés formulagdes reduziu os niveis
de fragbes ndo-HDL e ao mesmo tempo foi capaz de aumentar os niveis de HDL-C. Nos
animais dos grupos diabéticos o tratamento com todas as trés formulacdes foram
eficazes em reduzir o colesterol total, enquanto que, somente os tratamentos com a
Quercetina isolada ou em associacdo com Vildagliptina foram capazes de reduzir os
niveis de fragdes aterogénicas e aumentar os niveis de HDL-C. Os resultados indicam
que o tratamento associado de Quercetina e Vildagliptina melhorou o perfil lipidico em

animais com DM1.
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TABELA 2. Avaliagédo da massa corporal, niveis de glicose sanguinea, insulina sérica, colesterol total, HDL-

C, fracdo ndo-HDL e triglicérides.

Grupos
C CQ CcVv CQVv D DQ DV DQV
Experimentais
Mass?g')”'c'a' 198,7+¢1,15 200,7+1,60 200,1+0,85 199,9+231 202,7+0,64 199,8+107 201,3+0,96 199,2+1,14
MaSS(Z)F'”a' 213,2+1,11 211,8+095 2135+1,42 214,3+130 166,7+3,04* 166,3+2,49* 164,8+2,98* 163,3+2,06
Glicemia Inicial 524013 56015 50014 51015 20,1+179% 217+161%° 258+127*° 29,2 +0,84%°
(mmol/L)
GlicemiaFinal g1 ,061 874038 894062 854050 284+0,90° 27,7+0,57° 267+1,63" 27,6+058"
(mmol/L)
Insulina 1070 7306 £0.04° 7,1+158 10470 224012° 36+070%0  1,9+0,34°
(pmol/L) 9,1+0,7 7,3#0,62 5,15£0,94° 7,115 1,5 40,47 240,12 60,7 1,9 40,34
Colesterol Total 4 51010 20$0,08 17005 17+006 20%006 17004 170,05 170,05
(mmol/L)
HDL-C C c c a b b
1,4+008 1,7+008° 1,6+004° 16+007° 094006 13+005° 10+008 120,05
(mmol/L)
Fragaonao-tibL 61010 02004 01%001° 01002 10%010° 043007 07%010 05005
(mmol/L)
Triglicerideos 74007 074005 08009 064006 14021° 264056° 22:058° 332035

(mmol/L)

C, controle (sem tratamento); CQ, controle + 5mg/kg de Quercetina; CV, controle + 5mg/kg de Vildagliptina; CQV,
controle + 5mg/kg de Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento); DQ, diabético +
5mg/kg de Quercetina; DV, diabético + 5mg/kg de Vildagliptina; DQV, diabético + 5mg/kg de Quercetina +
5mg/kg de Vildagliptina. Os dados s&o apresentados como média + erro padrdo (n = 8). @ indica diferenca
estatistica significativa entre C x D, C x DQ, C x DV, C x DQV (p < 0,05), ® indica diferenca estatistica
significativa entre D x DQ, D x DV, D x DQV (p < 0,05), © indica diferenca estatistica significativa entre C x CQ,

CxCV, CxCQV (p<0,05) @

» NuUmero de llhotas Pancreaticas

Os resultados da Figura 17 mostram que os animais do grupo diabético nédo
tratado (D) apresentaram uma reducdo significativa no nimero de ilhotas pancreéaticas
quando comparado ao do grupo controle (C). Nota-se também que os tratamentos
isolados, com Quercetina e Vildagliptina, e a associacdo entre Quercetina e

Vildagliptina promoveram um aumento no nimero de ilhotas nos animais com DM1.
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Figura 17. Numero de ilhotas pancreaticas dos grupos experimentais tratados ou ndo com
Vildagliptina e Quercetina, isoladas ou em associagdo. Resultados expressos como média + erro
padréo (n=8). @ indica diferenca estatistica significativa entre C x D, C x DQ, C x DV, C x DQV (p <
0,05), ® indica diferenca estatistica significativa entre D x DQ, D x DV, D x DQV (p < 0,05). C, controle
(sem tratamento); CQ, controle + 5mg/kg de Quercetina; CV, controle + 5mg/kg de Vildagliptina; CQV,
controle + 5mg/kg de Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento); DQ,
diabético + 5mg/kg de Quercetina; DV, diabético + 5mg/kg de Vildagliptina; DQV, diabético + 5mg/kg
de Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina.

Histologicamente, na avaliagdo em microscopia 6ptica dos tecidos corados em
H&E ndo foram reveladas alteracGes significativas na estrutura tecidual pancreatica. O
quadro histologico geral encontrado foi sempre compativel com a normalidade. N&o
foram encontradas areas de morte celular (necrose ou apoptose), sinais inflamatérios,
areas degenerativas ou fibrdticas em nenhum dos animais dos grupos experimentais,

tanto nos componentes acinares quanto nas ilhotas pancreaticas (Figura 18).
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Figura 18. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do pancreas de animais
diabéticos e ndo diabéticos tratados ou ndo com Vildagliptina e Quercetina, isoladas ou em
associagdo, corados com H&E. (A) Grupo controle ndo tratado. (B) Diabético ndo tratado. (C) Controle
+ 5mg/kg de Quercetina. (D) Diabético + 5mg/kg de Quercetina. (E) Controle + 5mg/kg de Quercetina.
(F) Diabético + 5mg/kg de Vildagliptina. (G) Controle + 5mg/kg de Quercetina + 5mg/kg de
Vildagliptina. (H) Diabético + 5mg/kg de Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina. Notar em ambos os
grupos aspecto histolégico compativel com a normalidade. Barra = 50 micrémetros. VS = vaso
sanguineo. Seta indicando llhota Pancreética.
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> NUmero de Células Beta Pancreaticas

A visualizacdo da Figura 19 permite inferir que os animais do grupo diabético
(D) mostraram uma reducéo significativa no numero de células beta pancreéticas ap6s o
inicio da doenca em relacdo aos animais do grupo controle (C). Os tratamentos isolados
com Vildagliptina e Quercetina, assim como a associagdo entre elas, foram eficientes
em aumentar o nimero de células beta nos animais com DM1 em comparagdo aos
animais diabéticos nao tratados (D). A representacdo qualitativa da contagem de células
beta pancreaticas pode ser comprovada atraves das fotomicrografias representativas da

marcacéo celular com Tricomico de Gomori (Figura 20).
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Figura 19. Numero de células beta pancreaticas dos grupos experimentais tratados ou ndo com
Vildagliptina e Quercetina, isoladas ou em associagdo. Resultados expressos como média + erro
padréo (n=8). @ indica diferenca estatistica significativa entre C x D, C x DQ, C x DV, C x DQV (p <
0,05), ® indica diferenca estatistica significativa entre D x DQ, D x DV, D x DQV (p < 0,05). C, controle
(sem tratamento); CQ, controle + 5mg/kg de Quercetina; CV, controle + 5mg/kg de Vildagliptina; CQV,
controle + 5mg/kg de Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento); DQ,
diabético + 5mg/kg de Quercetina; DV, diabético + 5mg/kg de Vildagliptina; DQV, diabético + 5mg/kg
de Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina.
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Figura 20. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do pancreas de animais
diabéticos e nao diabéticos tratados ou ndo com Vildagliptina e Quercetina, isoladas ou em
associacgdo, coradas com Tricomico de Gomori. (A) Grupo controle ndo tratado. (B) Diabético ndo
tratado. (C) Controle + 5mg/kg de Quercetina. (D) Diabético + 5mg/kg de Quercetina. (E) Controle +
5mg/kg de Quercetina. (F) Diabético + 5mg/kg de Vildagliptina. (G) Controle + 5mg/kg de Quercetina +
5mg/kg de Vildagliptina. (H) Diabético + 5mg/kg de Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina. Barra = 50
micrometros. VS = vaso sanguineo. Seta indicando Célula Beta Pancreatica.
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» Indice Homa%Beta

A avalicdo da funcionalidade da célula beta (Homa%Beta) demonstrada na
Figura 21 mostra que o indice Homa%Beta dos animais dos grupos diabéticos foi
menor quando comparado aos animais do grupo controle (C). O tratamento isolado com
Vildagliptina, assim como a associagéo entre Quercetina e Vildagliptina foram capazes
de melhorar o indice Homa%Beta nos animais diabéticos em comparagdo com o grupo
de diabéticos ndo tratados (D). Tais resultados sugerem que a associa¢do de ambos 0s

tratamentos foi capaz de melhorar a funcdo das células beta pancreaticas em animais

com DML1.
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Figura 21. Indice Homa%Beta dos grupos experimentais tratados ou ndo com Vildagliptina e
Quercetina, isoladas ou em associacdo. Resultados expressos como média + erro padréo (n=8). @ indica
diferenca estatistica significativa entre C x D, C x DQ, C x DV, C x DQV (p < 0,05), ® indica diferenca
estatistica significativa entre D x DQ, D x DV, D x DQV (p < 0,05). C, controle (sem tratamento); CQ,
controle + 5mg/kg de Quercetina; CV, controle + 5mg/kg de Vildagliptina; CQV, controle + 5mg/kg de
Quercetina + 5mg/kg de Vildagliptina; D, diabético (sem tratamento); DQ, diabético + 5mg/kg de
Quercetina; DV, diabético + 5mg/kg de Vildagliptina; DQV, diabético + 5mg/kg de Quercetina + 5mg/kg
de Vildagliptina.
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» Correlacdes

Foi avaliada também a correlacdo entre duas variaveis através do grafico de
dispersdo, como mostrado na Figura 22. A analise da Figura 22A mostra que existe
uma forte correlacdo negativa (r = -0,8727) entre glicemia final e insulina. Houve
também uma correlagdo forte e positiva entre 0 nimero de células beta e Homa%Beta
(r = 0,7614) (Figura 22B) e entre 0 nimero de células beta e insulina (r = 0,7191)
(Figura 22C). Todas as correlacOes apresentaram diferencas estatisticas significativas.
Tais resultados sugerem que o aumento do numero de células beta estd relacionado

tanto a melhora na funcdo destas células quanto ao aumento na secrecdo de insulina.
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Figura 22. Graficos de dispersdo ilustrando a correlagdo. (A) Glicemia Final (mmol/L) e Insulina
(pmol/L), (B) Numero de Células Beta (nimero/campo) e Homa%Beta e (C) NUimero de Células Beta
(ndimero/campo) e Insulina (pmol/L).
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CAPITULO 6 — DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O Diabetes mellitus ¢ uma doenca que apresenta origem multifatorial.
Mecanismos bioquimicos e patologicos estdo associados a hiperglicemia cronica e a
reducdo da massa de células beta pancreaticas apresenta um papel central nesta
desordem. As ceélulas beta regulam a captacdo de glicose do sangue pelos tecidos
periféricos, tais como figado, musculos e tecido adiposo. Sendo assim, essas células
desempenham um papel importante no controle da glicemia e do balanco energético.
Esses fatos levam a crer que distdrbios na funcdo destas células podem prejudicar a
homeostase da glicose e levar ao agravamento das complicagGes cronicas caracteristicas
do DM1 (JASTROCH et al., 2010).

Recentemente, a relacdo entre diabetes e o uso de medicamentos inibidores da
DPP-IV tem sido o foco de muitos estudos, uma vez que varios dos danos ocasionados
pelo quadro de diabetes tém sido melhorados pelo uso desta classe medicamentosa
(HAMAMOTO et al., 2013).

Nesse contexto, diversos estudos utilizando diferentes tipos de inibidores da
DPP-IV tem demonstrado sua atividade moduladora sobre parametros bioquimicos
(HAMAMOTO et al., 2013), além da capacidade protetora da massa de células beta
pancredticas (JELSING J. et al., 2012) no modelo de DM.

Como primeiro passo, baseado em estudos anteriores realizados por AVILA et
al, 2013 onde foi demonstrado que o inibidor da DPP-IV, Vildagliptina, foi eficiente em
preservar ilhotas e células beta pancreaticas em animais com DM1, um dos objetivos
deste estudo foi avaliar se 0 mecanismo responsavel pela preservacdo das células
pancreaticas era baseado na proliferacdo celular, denominado neste estudo de efeito
neogeénico.

Para avaliar o potencial neogénico da Vildagliptina em uma fase tardia do DM1
(Protocolo 1), inicialmente foram mensurados a massa corporal, glicemia, insulinemia e
perfil lipidico em ratas controle e diabéticas.

Para conseguirmos animais diabéticos utilizamos aloxano como agente
diabetogénico. O aloxano é uma substancia que possui, comprovadamente, a¢do seletiva
e destrutiva sobre as células beta pancreaticas e que induz ao DM em animais

experimentais (BOWMAN et al., 1984). Alguns estudos demonstraram que a formagéo
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de radicais superoxido e hidroxila, induzidos por aloxano, € responsavel pela
citotoxicidade desse composto (AHREN et al., 1995).

Como esperado, as ratas diabéticas apresentaram uma elevada perda de massa
corporal ao final do tratamento. Essa perda de massa € uma caracteristica associada ao
diabetes devido a um aumento do catabolismo muscular (RAVI et al., 2004). Os
animais diabéticos tratados com 5mg/kg de Vildagliptina (DV) tiveram uma reducéo de
peso que foi similar a do grupo diabético nao tratado (D), ou seja, 0 tratamento com
Vildagliptina ndo alterou a perda de peso ocorrida no diabetes (Tabela 1). Esses
resultados também foram encontrados por outros autores que utilizaram em seus estudos
experimentais varios tipos de inibidores de DPP-1V. ANDUKURI et al., em um estudo
em que fizeram uso da Alogliptina, revelaram que este farmaco ndo foi eficiente em
alterar o peso dos animais tratados. Esses mesmos autores relataram que s6 observaram
ganho de peso no grupo tratado quando essa medicacdo foi utilizada em combinacgéo
com metformina (ANDUKURI et al., 2009).

O diabetes induzido por aloxano também promoveu uma reducdo significativa
nos niveis de insulina, que foi acompanhada pelo aumento significativo nos niveis de
glicose sérica, perfil caracteristico de um estado diabético. Varios pesquisadores
utilizaram inibidores da DPP-IV na tentativa de verificar sua atividade na secre¢do de
insulina e consequente efeito na glicemia no modelo experimental de DMLI.
ANSARULLAH et al., 2013 demonstraram que o tratamento com Sitagliptina foi capaz
de alcancar a normoglicemia em animais diabéticos. Entretanto, AVILA et al., 2013
verificaram que o tratamento durante 30 dias com Vildagliptina ndo foi eficiente em
reduzir o quadro de hiperglicemia, embora o contetdo de insulina tenha aumentado
significativamente. Sendo assim, a utilizacdo de inibidores da DPP-IV como agente
hipoglicemiante no DM1 € divergente e em nosso modelo experimental, embora o
tratamento com Vildagliptina tenha aumentado a insulinemia mesmo quando o diabetes
se apresentava em uma fase crénica (60 dias), este aumento ndo foi suficiente para
promover um retorno a normoglicemia nos animais diabéticos tratados (DV) (Tabela
1).

Em relacdo ao perfil lipidico, os animais pertencentes ao grupo diabético
apresentaram maior concentracdo de colesterol total, assim como das fragdes
aterogénicas (LDL + VLDL) e de triglicerideos quando comparadas aos animais do
grupo controle. O tratamento com a Vildagliptina foi eficiente em reduzir os niveis de

colesterol total nos animais diabéticos, sendo esta reducdo devido & diminui¢do na
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concentracdo das fracOes aterogénicas, ja que ndo houve alteracdo na fracdo HDL-C. O
tratamento também reduziu significativamente os niveis séricos de triglicerideos nos
animais com DML1. Estes resultados sugerem que o tratamento com Vildagliptina
durante 30 dias melhora o perfil lipidico em animais diabéticos cronicos (Tabela 1).
MAEDA et al., 2012 também encontraram um aumento nos niveis de colesterol total
em ratos com DM1, porém apo6s 2 semanas de tratamento com Vildagliptina ndo foi
relatada reducdo significativa deste pardmetro. Também ndo foram encontradas
alteracdes significativas nos niveis de triglicerideos e na fracdo HDL-C, seja nos
animais diabéticos ou nos animais diabéticos tratados com Vildagliptina. Diferencas
metodol6gicas no tempo de tratamento (15 dias versus 30 dias) podem justificar a
controversa dos resultados.

Outro parametro que se objetivou avaliar foi quanto a capacidade da
Vildagliptina em aumentar a massa de células pancreaticas em animais diabéticos
cronicos. E sabido que o aumento dos niveis enddgenos pos-prandiais de GLP-1 via
inibicdo da DPP-IV expande a massa de células pancredticas através de alguns
mecanismos (BAGGIO et al., 2006), porém, embora o GLP-1 exerca efeitos positivos
na preservacdo de células pancreaticas, sua curta meia-vida na circulacdo limita o
potencial do mesmo como agente terapéutico. Sendo assim, os inibidores de DPP-IV
foram introduzidos como medida terapéutica para o tratamento do DM2 por possuirem a
capacidade de aumentar os niveis circulantes desses hormonios ativos, podendo
potencializar e prolongar seus efeitos positivos na secrecdo de insulina, homeostase de
glicose e preservagdo de células pancreéticas (KIM et al., 2008). S&o restritos os estudos
que avaliaram o potencial dos inibidores da DPP-IV no modelo de DML, e considerando
a gama de funcbes ja estabelecidas do GLP-1 é relevante verificar o potencial
terapéutico dos inibidores da DPP-1V no DM1.

Através da analise histoldgica do tecido pancreatico avaliamos, inicialmente, se
a Vildagliptina promoveria alguma alteragcdo numeérica nas ilhotas pancreaticas (Figura
11). A analise dos resultados revelou que o0s animais do grupo diabético (D)
apresentaram uma reducdo significativa no ndmero de ilhotas pancredticas em
comparacdo aos animais do grupo controle (C). Uma vez que foi implantado o
tratamento com Vildagliptina, esperava-se haver uma aumento na massa de ilhotas
pancreéticas, como visto por AVILA et al., 2013 onde o tratamento com este inibidor
restaurou o nimero de ilhotas pancreaticas nos animais diabéticos para niveis proximos

aos dos animais do grupo controle. No entanto, neste estudo, o tratamento com a
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Vildagliptina ndo alterou este parametro nos animais com DML1. Entretanto, vale
ressaltar que no estudo de AVILA et al., 2013 o tratamento com Vildagliptina foi
realizado logo apds a confirmacdo do diabetes, ou seja, em uma fase inicial da doenca,
ao contrario do nosso estudo, em que o tratamento iniciou-se apds a cronificacdo da
doenca. Resultado semelhante ao de AVILA et al foi encontrado por KIM et al. quando
foi testado o inibidor de DPP-IV Sitagliptina em animais diabéticos. O objetivo foi
verificar a sua capacidade em preservar e/ou estimular a sobrevivéncia de ilhotas
pancreaticas que seriam transplantadas para animais com DML, e o resultado relatado
foi de que o tratamento com este farmaco resultou no prolongamento da sobrevivéncia
do enxerto de ilhotas, antes e ap6s o transplante, 0 que sugeriu que a inibi¢cdo da DPP-
IV poderia preservar ilhotas in vivo e potencialmente prolongar a sua sobrevivéncia pés-
transplante (KIM et al., 2009).

A analise qualitativa da histologia pancreatica corada com H&E nos revela que,
macroscopicamente, ndo houve nenhuma alteracdo morfoldgica das ilhotas.
Microscopicamente, também ndo se notaram modificacGes na parte exdcrina, ou seja,
ndo ha sinais de inflamacdao, necrose ou demais alteracdes degenerativas (Figura 12).

Nossos resultados quanto a preservacdo do namero de ilhotas pancreaticas nos
animais diabéticos ndo foram compativeis aos dados da literatura, e isto se deve
provavelmente ao fato de que este é o primeiro estudo que avalia o efeito da
Vildagliptina em um modelo de diabetes tipo 1 cronico, onde provavelmente ja houve a
exaustdo das células beta. Nosso proximo passo foi avaliar as populacdes celulares
dentro das ilhotas, ja& que ha um interesse ativo em determinar se o tratamento com
inibidores de DPP-1V poderia aumentar a massa de células beta (BAGGIO et al., 2006).
A analise histoldgica proporcionada pela coloragdo com Tricbmico de Gomori permitiu
quantificar o nimero de células beta pancreaticas presente nos grupos experimentais. Os
resultados indicaram que os animais do grupo diabético (D) apresentaram menor
populacdo de células beta em relacdo aos animais do grupo controle (C), assim como
ocorrido na massa de ilhotas pancreaticas. Os resultados quantitativos do efeito da
Vildagliptina sobre o nimero de células beta revelaram que, apesar do numero de
ilhotas apos o tratamento ndo ter aumentado, houve aumento significativo na populacéo
de celulas beta pancreéaticas nos animais diabéticos tratados (DV) em relagdo ao grupo
diabético ndo tratado (D) (Figura 13). As fotomicrografias representativas de cortes
histologicos de pancreas, coradas com Tricobmico de Gomori, permite visualizar a

populacéo de células beta pancreaticas nos grupos experimentais (Figura 14).

52



LOTFY et al. também verificaram que a administracdo de Sitagliptina conduziu
a aumentos significativos no numero de células beta nas ilhotas de Langerhans,
resultando numa melhora tanto na massa de células beta como na taxa de celulas
beta/células alfa (LOTFY et al., 2011). TAKEDA et al. mostraram ainda que o
tratamento com Sitagliptina reduziu o numero de células beta apoptoticas em ratos STZ-
induzidos (TAKEDA et al., 2012). ISHIBASHI et al. (2013), estudou o efeito do
tratamento, em longo prazo (6 semanas), com Vildagliptina associado a um inibidor de
alfa glicosidase (Miglitol) sobre a funcdo das celulas beta pancreaticas em
camundongos. Foi revelado que a combinacdo medicamentosa ndo alterou a massa de
células beta, porém foi capaz de preservar estruturas membranares importantes destas
células. LI. et al, (2013), também avaliaram a atividade de um inibidor da DPP-IV,
porém em associacdo com o0 exercicio fisico em camundongos pré-diabéticos, durante 8
semanas. Foi observado que o tratamento medicamentoso associado ao exercicio
manteve a morfologia, funcionalidade e aumentou o nimero de células beta, além de
atrasar o inicio do diabetes.

Ainda visando estudar mais profundamente a influéncia dos inibidores da DPP-
IV na funcionalidade/proliferacdo das celulas beta, HAMAMOTO et al (2013),
demonstraram que a Vildagliptina aumentou a expressdo de genes envolvidos na
diferenciacdo/proliferacdo de células pancreaticas, aumentou também a expressao de
genes anti-apoptdticos ao mesmo tempo que reduziu a expressao de genes apoptoticos,
em camundongos diabéticos. ANSARULLAH et al trataram camundongos diabéticos,
induzidos com STZ, com Sitagliptina e/ou um agonista de GPR119 durante 7 semanas.
O grupo demonstrou que o tratamento associativo aumentou significativamente o
estimulo para a replicacdo de células alfa e beta pancreaticas, a massa de células beta,
além de ter induzido neogénese de células beta (ANSARULLAH et al, 2013)

AVILA et al. quando avaliaram o efeito do tratamento com Vildagliptina na
histologia pancreéatica sugeriram que este medicamento tem um efeito positivo sobre a
preservacao das células beta pancreaticas, quando o tratamento inicia-se em uma fase
precoce da doencga. No entanto, o grupo de pesquisa ndo avaliou por qual mecanismo a
preservacdo estava ocorrendo, se era pela diminuicdo da morte celular (apoptose) ou
pela proliferacdo de células (neogénese). Diferentemente de AVILA et al., neste
presente estudo, um dos objetivos foi avaliar o efeito, em longo prazo, da Vildagliptina,
ou seja, 30 dias ap6s a inducdo do estado de diabetes que deu-se inicio ao tratamento

medicamentoso. Sendo assim, mesmo apds 60 dias em estado crénico de diabetes o
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tratamento com Vildagliptina foi eficiente em preservar as células beta pancreéticas,
sugerindo neste estudo que um dos mecanismos de preservacdo seria através da
neogénese das células beta.

Além das avaliacdes bioguimicas e histologicas, foi mensurado também o grau
de funcionalidade das células beta pancreaticas, expresso pelo indice Homa%Beta. Este
indice fornece uma medida indireta da capacidade funcional das células beta em secretar
insulina. Os resultados obtidos demonstraram que, apesar do estado de diabetes ter
reduzido a funcionalidade das células em relacdo ao grupo controle (C), o tratamento
com Vildagliptina nos animais diabéticos (DV) aumentou ndao somente 0 nimero de
células beta, mas também restabeleceu a fungdo mesmo apo6s o agravamento da doenca,
embora ndo a nivel dos animais controles. Este resultado pode ser comprovado pela
analise dos niveis de insulina, onde os niveis séricos deste hormdnio diminuiram ap6s a
inducdo do diabetes, voltaram a aumentar apds o tratamento, porém foram quase 3
vezes menores nos animais diabéticos tratados em relacdo aos animais controle
(Tabela 1). Varios sdo os relatos de pesquisadores que demonstram que o tratamento
com inibidores da DPP-1V em animais diabéticos é eficaz na melhora da funcionalidade
da célula beta, com consequente aumento na secrecdo e sensibilidade a insulina (OMAR
etal., 2013).

A fim de demonstrar se havia relacdo direta entre o namero de células e a sua
funcionalidade, foram feitas analises de correlacdo entre alguns parametros (Figura 16).

Inicialmente, para comprovar que o estado de diabetes € caracterizado por baixa
insulinemia com consequente quadro hiperglicémico, fez-se a correlacdo entre os niveis
séricos de insulina e a glicemia final de jejum (Figura 16A). Os resultados apresentados
no grafico de dispersdo demonstraram que existe uma correlacdo forte e negativa
(r = -0,7562) entre estes dois parametros. Sendo assim, é correto afirmar que, neste
estudo, todo e qualquer animal que apresente glicemia final de jejum elevada,
apresentara como consequéncia uma baixa concentracdo de insulina, sendo a reciproca
verdadeira.

Em seguida foi avaliada a correlagdo entre a funcionalidade da célula beta
(Homa%Beta) e o numero de células beta pancreaticas (Figura 16B). Os resultados
apresentados no grafico de dispersdao demonstraram que houve uma correlagdo forte e
positiva (r = 0,7041) entre os parametros. Além disso, foi verificado se havia correlacdo
entre a concentracdo de insulina e o nimero de células beta (Figura 16C). Os resultados

mostraram que também houve uma correlacdo forte e positiva (r = 0,7814).
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Embora tenha sido comprovado que o tratamento com 5mg/kg de Vildagliptina
seja capaz de melhorar alguns pardmetros bioquimicos, além de induzir neogénese e
melhorar a funcionalidade das células beta pancreaticas em animais mesmo em estado
crénico (60 dias) de DM1, o quadro hiperglicémico ainda ficou estabelecido. Varios
foram os autores que relataram a ineficiéncia dos inibidores da DPP-IV na reducéo da
glicose sanguinea no modelo de DM1 (MAEDA et al., 2012; GIAMPIETRO et al.,
2013; AVILA et al., 2013). Sendo assim, existiu ainda a necessidade em buscar terapias
adicionais que pudessem promover um melhor controle glicémico. Dados da literatura
demonstraram que o consumo em longo prazo de Quercetina parece controlar os niveis
de glicose sanguinea jejum e pds-prandial (KIM et al., 2011), além de ser sugerido que
ela também protege o pancreas contra o estresse oxidativo, melhorando a hiperglicemia,
ambos em modelo animal diabético induzido com STZ (COSKUN et al.,, 2005;
ADEWOLE et al., 2006). Sendo assim, baseado nos achados literarios, o proximo
objetivo foi acrescentar a Quercetina ao tratamento farmacol6gico a fim de potencializar
os efeitos ja comprovados da Vildagliptina, segundo Protocolo 1.

Para avaliar a associacdo da Quercetina e Vildagliptina na modulacdo de
parametros bioquimicos e preservacdo da histologia pancreatica no DM1 (Protocolo 2),
incialmente foram mensurados a massa corporal, glicemia, insulinemia e perfil lipidico
em ratas controle e diabéticas. O estado de diabetes dos animais também foi obtido pela
injecdo com aloxano.

Quando analisadas as massas dos animais, percebeu-se que os animais diabéticos
tiveram uma perda de massa corporal significante em relacdo aos animais do grupo
controle, e que nenhum dos tratamentos ministrados aos animais diabéticos, seja com
Vildaglptina e Quercetina isoladas ou em associacao, evitou tal reducdo de massa.
Diferentemente dos nossos resultados, ADEWOLE et al.; 2007, estudando o efeito do
tratamento com Quercetina em ratos Wistar induzidos ao estado de diabetes com STZ,
relataram que a Quercetina evitou que o0s animais diabéticos perdessem massa corporal
guando comparados aos animais diabéticos que ndo receberam o tratamento. Tal
diferenca pode ser explicada uma vez que no atual estudo, a dose de Quercetina
utilizada foi de 5mg/kg de peso via gavagem durante 30 dias, enquanto que no estudo de
ADEWOLE et al., 2007 a dose de Quercetina administrada foi de 25mg/kg de peso por
via injecdo intraperitoneal, também durante 30 dias.

Em relacdo a glicemia, como visto nos resultados do Protocolo 1, o tratamento

com Vildagliptina ndo foi efetivo no controle glicémico. Para tentar promover uma
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reducdo significativa na glicose sanguinea em animais com DML, foi adicionado ao
tratamento o flavondide Quercetina. Os resultados do Protocolo 2 demonstraram que 0s
animais pertencentes aos grupos diabéticos tiveram uma elevacdo significativa dos
niveis glicémicos quando comparados ao grupo controle, e os tratamentos isolados e em
associacdo ndo foram capazes de promover o retorno a normoglicemia nos animais
diabéticos. Embora os tratamentos ndo tenham melhorado o quadro hiperglicémico,
apenas a administracdo isolada de Vildagliptina foi capaz de aumentar os niveis séricos
de insulina no grupo de animais diabéticos tratados (DV) quando comparado aos niveis
circulantes deste hormdnio nos animais diabéticos ndo tratados (D). O tratamento com
Quercetina isolada ou em associacdo ndo foi capaz de aumentar a insulinemia, e
consequentemente ndo promoveu melhora no controle glicémico. Resultados distintos
foram encontrados por pesquisadores que demonstraram que a Quercetina melhorou a
hiperglicemia jejum e pos-prandial mesmo sem promover alteracdo significativa nos
niveis de insulina em modelo de ratos com DM (KIM et al., 2011), e que a
administracdo intraperitoneal de 50mg/kg de Quercetina reduziu a hiperglicemia em
ratos diabéticos induzidos por STZ (MAHESH et al., 2004). ADEWOLE et al também
relataram que a Quercetina, na dose de 25mg/kg, impediu a elevacdo da glicemia e
aumentou a concentracdo de insulina em ratos diabéticos induzidos com STZ
(ADEWOLE et al., 2007). Diferencas metodoldgicas podem explicar a controversa de
resultados relatados na literatura aos encontrados neste estudo, uma vez que nas
referéncias citadas a via de administracdo foi por injecdo intraperitoneal e utilizou
Quercetina em altas concentraces. Além disso, poucos foram os estudos que avaliaram
possiveis efeitos secundarios da Quercetina sobre a histologia pancreética, hepatica e
renal. Neste estudo, a escolha da dose de 5mg/kg de Quercetina administrada por via
oral aos animais foi baseada em dados retirados da literatura (WANG et al., 2011;
LIANG et al., 2011; ZHOU et al., 2012; MACIEL et al., 2013).

Outro parametro analisado foi o perfil lipidico. A analise dos resultados permite
inferir que, em relacdo ao colesterol total ndo houve diferencga significativa quando
comparados o grupo diabético e controle ndo tratados. Tal diferenga pode n&o ter sido
encontrada baseado na proporcédo entre as fragdes de colesterol, uma vez que enquanto
0s niveis de fragOes aterogénicas (LDL + VLDL) aumentaram nos animais diabéticos,
os niveis de fragdo HDL diminuiram o que possibilitou a manutengdo do equilibrio.
Apos o tratamento, a mensuracdo dos resultados permitiu concluir que os animais

diabéticos que receberam as trés diferentes formulagdes tiveram uma reducéo

56



significativa do colesterol total, enquanto a Quercetina isolada (DQ) ou associada com a
Vildagliptina (DQV) possibilitou a reducdo das fracOes aterogénicas acompanhada do
aumento de HDL-C. Os mesmos resultados também foram encontrados nos grupos
controles tratados, sugerindo que a Quercetina é capaz de controlar o nivel de colesterol
tanto na presenca quanto na auséncia do DM. Quanto aos niveis séricos de
triglicerideos, esses também foram maiores nos animais do grupo diabéticos em relacao
aos controles, porém nenhum dos tratamentos foi eficaz em reduzi-los.

Ja é sabido que o DM também gera um quadro de desordem lipidica sanguinea,
incluindo hipertrigliceridemia e niveis baixo de HDL-colesterol (O'KEEFE et al., 1999).
As doengas cardiovasculares estdo entre as complicacdes diabéticas mais prevalentes e
principais causas de mortalidade prematura entre os pacientes com DM2 (GARG et al.,
1990). Sendo assim, o controle da dislipidemia também € essencial para a reducdo do
risco de complicacBes cardiovasculares, e o0 uso de agentes hipolipemiantes e com
atividade antioxidante pode ser promissor no tratamento do diabetes e das doengas
cardiovasculares. Estudos demonstraram a atividade hipolipemiante da Quercetina em
ratos diabéticos induzidos com STZ (VESSAL et al., 2003; TORRES et al., 2010) e em
ratos alimentados com uma dieta rica em gordura (KOBORI et al., 2011). KOBORI et
al. também relataram que a Quercetina diminuiu a expressdo do receptor alfa ativado
por proliferador de peroxissomo (PPAR-alfa) e da proteina 1c de ligacdo ao elemento de
resposta a esterol (SREBP-1c) no figado de ratos alimentados com uma dieta ocidental,
resultando na diminuicdo da sintese de triglicerideos e melhorando a dislipidemia.
JEONG et al. também relataram efeito benéfico da Quercetina no perfil lipidico de
camundongo db/db, onde ela foi capaz de melhorar o quadro de hipertrigliceridemia,
além de melhorar o colesterol plasmatico e aumentar o HDL-C (JEONG et al., 2012).

Uma vez ja demonstrada atividade neogénica da Vildagliptina (Protocolo 1),
além de dados da literatura que informam a capacidade das incretinas e inibidores da
DPP-IV de citoprotecdo das células pancreaticas (AVILA et al., 2013), inibicdo da
apoptose (LI et al., 2003; WIDENMAIER et al., 2010) assim como estimulagdo da
replicacdo das células beta pancreaticas (XU et al., 1999; FRIEDRICHSEN et al.,
2006), neste estudo também houve o interesse em avaliar se a Quercetina poderia
potencializar os efeitos histologicos ja demonstrados pela Vildagliptina.

Inicialmente foi verificado o efeito do tratamento com Quercetina sobre o
namero de ilhotas pancreaticas em ratas com DM1 (Figura 17). A contagem de ilhotas

revelou que os animais dos grupos diabéticos ndo tratados (D), tratados isoladamente
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com Quercetina (DQ) e o grupo associacdo (DQV) tiveram significativa perda da massa
de ilhotas quando comparadas ao grupo controle (C). Foi verificado também que as trés
formulacbes foram capazes de estimular significativamente o crescimento de ilhotas
pancreaticas em ratas com DM1. A andlise dos tratamentos isolados permite inferir que
apenas a Vildagliptina nos animais diabéticos (DV) conseguiu restaurar o niumero de
ilhotas préoximo ao nivel dos controles (C). Embora ambos os tratamentos isolados
tenham aumentado significativamente o nimero de ilhotas, poderia ser esperado que a
associacdo entre Vildagliptina e Quercetina proporcionasse um aumento ainda maior,
porém o mesmo ndo ocorreu. Em conformidade aos nossos resultados, COSKUN et al.,
2005 demonstraram que a Quercetina preservou as ilhotas pancreéticas em modelo
experimental de ratos diabéticos induzidos com STZ através da diminui¢do do estresse
oxidativo.

A arquitetura celular pdde ser avaliada pela andlise qualitativa da histologia
pancreética corada com H&E que revelou que, macroscopicamente, ndo houve nenhuma
alteracdo morfoldgica das ilhotas. Microscopicamente também ndo se notaram
modificacdes na parte exdcrina, ou seja, ndo ha sinais de inflamacgéo, necrose ou demais
alteracdes degenerativas (Figura 18).

Uma vez demonstrada que os tratamentos foram capazes de aumentar a massa de
ilhotas pancreaticas nos animais diabéticos, o proximo passo foi avaliar a populacéo de
células betas presente no interior destas ilhotas. A contagem celular revelou que os
animais diabéticos ndo tratados (D) e os tratados com Quercetina (DQ) apresentaram
reducdo significativa no numero de células beta em comparagdo ao grupo controle (C).
Os trés distintos tratamentos nos animais diabéticos também foram eficazes em
aumentar significativamente o nimero de células beta, sendo que a Vildagliptina isolada
(DV) ou em associacdo com Quercetina (DQV) proporcionou uma melhora celular que
se aproximou ao nivel dos animais controle. Tal resultado demonstra que a Quercetina
ndo potencializou o efeito da Vildagliptina no efeito histolégico em animais com DM1
(Figura 19). As fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de pancreas,
coradas com Tricomico de Gomori, permite visualizar a populacdo de células beta
pancreaticas nos grupos experimentais (Figura 20).

Assim como visto na andlise das ilhotas pancreaticas e na contagem de células
beta, os tratamentos isolados (DQ e DV) promoveram significativa melhora na estrutura
e integridade celular nos animais diabéticos. Porém a associacdo de Quercetina e

Vildagliptina ndo proporcionou um efeito sinérgico como poderia ser esperado. A
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hipdtese de tal resultado pode ser baseada no efeito competitivo ou até mesmo
antagbnico das formulagdes, porém ainda ndo foram publicados estudos que
demonstrem tal hipotese no modelo experimental de diabetes.

Vérias foram as publicacdes de autores relatando o efeito protetor da Quercetina
e demais flavonoides sobre a histologia pancreatica. Até agora, ha uma crescente
evidéncia dos potenciais beneficios de compostos fendlicos na regulacéo celular, tais
como controle redox e resposta inflamatoria, e, portanto, podem proteger contra o
diabetes (DEMBINSKA et al., 2008; CROZIER et al., 2009). Estudo in vivo no
diabetes sugeriu que o tratamento com Quercetina diminui o estresse oxidativo e
preserva a integridade das células beta pancreéticas, possivelmente através da
diminuicdo da peroxidagdo lipidica e da producdo de 6xido nitrico (NO), assim como
por aumentar a atividade das enzimas antioxidantes (COSKUN et al., 2005). Uma vez
que é sabido que as citocinas pro-inflamatdrias que se infiltram no pancreas podem
mediar & disfuncdo das celulas beta (DONATH et al., 2008), LIN et al. (2012), em
estudo testando o efeito preventivo de compostos fendlicos, demonstrou a capacidade
inibitéria da Quercetina contra a toxicidade de citocinas pro-inflamatérias nas células
beta pancreaticas. Além disso, ADEWOLE et al., 2007 relataram gque o tratamento com
Quercetina, em ratos diabéticos STZ-induzidos, protegeu e preservou a arquitetura e
integridade das células beta, inferindo que a Quercetina tem efeito benéfico no tecido
pancreatico sujeito ao estresse oxidativo induzido por STZ.

A avaliacdo da funcionalidade da célula beta (Homa%Beta) também foi
mensurada neste protocolo (Figura 21). Os resultados obtidos demonstram que a
capacidade funcional das células beta em secretar insulina dos animais diabéticos foi
inferior a capacidade dos animais controle. Ao ser administrado tratamento com
Vildagliptina isolada ou em associacdo com Quecertina nos animais diabéticos (DV e
DQV), percebeu-se um aumento significativo no indice Homa%Beta. Ja foi
comprovado que o tratamento com inibidores da DPP-1V em animais diabéticos é eficaz
na melhora da funcionalidade da célula beta (OMAR et al., 2013), além disso, estudos
tem demonstrado que a Quercetina também atua neste pardmetro. YOU et al., 2010
avaliando o efeito potencializador da Quercetina na funcionalidade de células beta,
demonstrou que na auséncia de indugéo de glicose, a secrecdo de insulina foi moderada,
no entanto, quando a Quercetina foi adicionada a inducdo por glicose, houve uma
pontencializacdo significativamente maior no nivel de insulina secretada (cerca de 2

vezes maior). Além de avaliar a fungdo, o0 mesmo grupo de pesquisadores avaliou o
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efeito da Quercetina na injuria de células INS-1 induzidas com peroxido de hidrogénio
(H20,). Foi demonstrado que a Quercetina ndo apenas protegeu a viabilidade das
celulas INS-1 contra o estresse oxidativo, mas também manteve o efeito de
potencializar a secrecdo de insulina induzida por glicose mesmo na presenca de H,O,.
Este agente estressor tem sido comumente usado para estudar as alteracBes induzidas
por espécies reativas em Varios tipos de células, incluindo células beta (XIONG et al,
2006; CHEN et al, 2009). Estudos anteriores ja mostraram que o H,O, reduziu de
maneira dose-dependente tanto a viabilidade das células beta quanto a secrecdo de
insulina induzida por glicose (RASILAINEN et al, 2002; SAKAI et al, 2003).

A fim de demonstrar se havia relacdo direta entre o numero de células e a sua
funcionalidade, também foram feitas analises de correlacdo entre alguns pardmetros
(Figura 22).

Assim como no Protocolo 1, os niveis séricos de insulina e a glicemia final de
jejum (Figura 22A) apresentaram no grafico de dispersdo uma correlagdo forte e
negativa (r = -0,8727), garantindo, neste estudo, que todo e qualquer animal que
apresente glicemia final de jejum elevada, apresentara como consequéncia uma baixa
concentracdo de insulina, sendo a reciproca verdadeira.

Também foi avaliada a correlacdo entre a funcionalidade da célula beta
(Homa%Beta) e o nimero de células beta pancreéticas (Figura 22B). Os resultados
apresentados no grafico de dispersdo demonstraram que houve uma correlacéo forte e
positiva (r = 0,7614) entre os parametros. A andlise da correlacdo entre o conteddo de
insulina e o nimero de células beta (Figura 22C) também foi feita, e os resultados

mostraram que também houve uma correlacédo forte e positiva (r = 0,7191).
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CAPITULO 7 - CONCLUSOES

Baseado nos resultados encontrados neste estudo pode-se concluir que potencial
neogénico da Vildagliptina em uma fase tardia do DM1 foi demonstrado (Tabela 3-
Protocolo 1), e a associacéo entre Quercetina e Vildagliptina melhorou o colesterol total
e suas fracbes e promoveu a preservacdo da histologia pancredtica no modelo
experimental de DM1 (Tabela 4 - Protocolo 2). Além disso, as analises de correlagao
permitem afirmar que o aumento no numero de células beta pancreaticas esta
diretamente relacionado ao aumento na funcao e secrecdo de insulina por estas células.
Essas informagOes séo de extrema relevancia e nos permite sugerir que a Vildagliptina
pode ser uma terapia opcional para o tratamento do DM1 tanto nos estagios iniciais da
doenca, quando ainda existe uma populacéo de células beta funcionais, assim como nos
estagios mais avancados, quando grande parte da massa destas células ja se exauriram.
Entretanto, uma vez que o estado hiperglicémico é um parametro de dificil controle e
estd diretamente relacionado aos mecanismos apoptéticos e do estresse oxidativo,

estudos mais profundos precisam ser realizados.
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Tabela 3. Resultados do tratamento com 5mg/kg de Vildagliptina nos animais com DM1 (Protocolo 1)

PARAMETROS BIOQUIMICOS
Massa Corporal Final (g)

Glicemia Final (mmol/L)
Insulina (pmol/L)
Colesterol Total (mmol/L)
HDL (mmol/L)

Fracdes aterogénicas (mmol/L)

<—<—|<——>||

Triglicerideos (mmol/L)

PARAMETROS HISTOLOGICOS

Numero de llhotas Pancreaticas

Ndmero de Células Beta Pancreéticas 'T‘

Homa%Beta 't‘
CORRELACOES

Glicemia Final de Jejum x Insulina Forte e Negativa

NUmero de Células Beta x Homa%Beta Forte e Positiva

NUmero de Células Beta x Insulina Forte e Positiva

Efeitos encontrados nos animais do grupo DV em comparagédo aos animais do grupo D na execucéo
do Protocolo 1.
Legenda: (—) Né&o alterou; A\ Aumentou; \ Diminuiu.
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Tabela 4. Resultados do tratamento associado com 5mg/kg de Vildagliptina + 5mg/kg de Quercetina nos
animais com DM1 (Protocolo 2)

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Massa Corporal Final (g) e
Glicemia Final (mmol/L) —
Insulina (pmol/L) e

Colesterol Total (mmol/L)
HDL (mmol/L)

Fracdes aterogénicas (mmol/L)

> €« > <«

Triglicerideos (mmol/L)

PARAMETROS HISTOLOGICOS

Numero de llhotas Pancreaticas

-

Ndmero de Células Beta Pancreéticas 'f‘

Homa%Beta 't‘
CORRELACOES

Glicemia Final de Jejum x Insulina Forte e Negativa

NUmero de Células Beta x Homa%Beta Forte e Positiva

NUmero de Células Beta x Insulina Forte e Positiva

Resultados dos parametros bioquimicos, histoldgicos e correlagbes encontrados no Protocolo 2.
Comparacao entre 0s animais do grupo DVQ em relacdo aos animais do grupo D.
Legenda: (—) Néo alterou; N Aumentou; \/ Diminuiu.
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ANEXOS

ANEXO |. Comprovante do Comité de Etica Animal

MINISTERIO DA EDUCAGADO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO Gl
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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Fore (31) 3556 <1268 Fax (31) 3559.1370
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CERTIFICADO

Cerfificomos que o protocolo ne, 2011/27, relativo ao uso de animais, do prejelo
intitulado “Efeito do fratamenfo com Vidagliptine sobre os marcadores de
esfresse oxidativo. expressao de enzimas antioxidantes e preservacao de celulos
beta pancredtficas em modelo experimental de diabeles fipo 1", gque tem como
responsavel a Profo. Dra. Daniela Caildeira Costa foi oprovado pela ComissGo de
Etica no Uso de Animais da UFOP (CEUA-UFOP).

Este certificado expira em Julho/2013.
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