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“Talvez não tenha conseguido fazer o 

melhor, mas lutei para que o melhor 

fosse feito. Não sou o que deveria ser, 

mas Graças a Deus, não sou o que era 
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RESUMO 

A diabetes melito (DM) é um grupo de doenças crônico-
degenerativas caracterizada por distúrbios no metabolismo de 
carboidratos, proteínas e lipídios resultantes da deficiência na 
ação e/ou secreção da insulina. A DM vem se tornando um sério 
e crescente problema de saúde pública nos países 
desenvolvidos e em desenvolvimento, em razão do aumento de 
sua prevalência, morbidade e mortalidade. Neste cenário, a 
pesquisa de novas moléculas com potencial terapêutico para o 
tratamento da doença é de extrema importância. A modificação 
molecular tem por objetivo preparar novas moléculas 
relacionadas quimicamente, de forma a melhorar a atividade 
farmacológica e minimizar os efeitos adversos de fármacos. 
Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar 
o efeito e o mecanismo de ação dos compostos 4-[2-(2-fenil-4-
oxo-1,3-tiazolidin-3-il)etil]benzeno-1-sulfonamida (FTEBS) e 4-{2-
[2-(3,4-diclorofenil)-4-oxo-1,3-tiazolidin-3-il]etil} benzeno-1-
sulfonamida (DTEBS) sintetizados pela hibridização da porção 
estrutural da glibenclamida à porção funcional da pioglitazona 
associados a diferentes radicais. Tanto FTEBS, quanto DTEBS 
reduziram significativamente a glicemia de ratos hiperglicêmicos. 
Além disso, os dois compostos aumentaram significativamente a 
insulina sérica, bem como a insulina estática em ilhotas isoladas. 
Adicionalmente, se observou um aumento no conteúdo de 
glicogênio no músculo sóleo e fígado após o tratamento com 
FTEBS. Ainda, FTEBS estimulou a captação de glicose em 
músculo sóleo através de uma via de sinalização semelhante à 
da insulina, principalmente, estimulando a translocação e síntese 
proteica do GLUT4. FTEBS se mostrou eficaz no aumento da 
sensibilidade à insulina em ratos resistentes, além de melhorar o 
perfil lipídico através da diminuição de triglicerídeos, VLDL e 
aumentando HDL plasmáticos por efeito per se do composto, e 
aumentando HDL-coleterol em ratos resistentes. DTEBS 
estimulou a captação de cálcio em ilhotas pancreáticas isoladas, 
atuando como um potencial agente secretagogo de insulina. Os 
dois compostos preveniram a glicação de proteínas in vitro. No 
entanto, não houve alteração da atividade de enzimas digestivas 
(dissacaridases) na presença dos compostos (FTEBS e DTEBS). 



 

 

Além disso, FTEBS e DTEBS não alteraram a atividade da LDH. 
Desta forma, apoiado nos resultados obtidos neste trabalho, é 
sugerido que os compostos sintéticos FTEBS e DTEBS, aqui 
estudados, regulem a homeostasia da glicose. Os mecanismos 
pelo qual FTEBS atua sobre a homeostase glicêmica envolvem a 
melhora da resistência a insulina através da estimulação da 
captação de glicose em tecidos periféricos, aumento de secreção 
de insulina pelas células β pancreática, além de inibição da 
glicação de proteínas. O mecanismo pelo qual DTEBS atua 
parece envolver o estímulo da secreção de insulina e inibição da 
glicação de proteínas. Tanto o FTEBS como o DTEBS têm 
efeitos semelhantes aos respectivos protótipos, porém em menor 
dose, o que pode por sua vez melhorar a eficácia terapêutica e 
diminuir efeitos adversos em longo prazo.  

Palavras-chave: diabetes; glicemia; glibenclamida; pioglitazona; 
análogos, glicogênio; secreção insulina; captação de glicose; 
resistência a insulina; cálcio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 
The diabetes mellitus (DM) is a group of chronic degenerative 
diseases characterized by disorders in the metabolism of 
carbohydrates, proteins and lipids resulting from deficient action 
and / or secretion of insulin. The DM has become a serious and 
growing public health problem in developed and developing 
countries, due to the increase of its prevalence, morbidity and 
mortality. In this scenario, the search for new molecules with 
therapeutic potential for the treatment of the disease is of utmost 
importance. The molecular modification is aimed to prepare new 
molecules chemically related, to improve the pharmacological 
activity and minimize the side effects of drugs. Therefore, this 
study aimed to characterize the effect and mechanism of action of 
the compounds 4- [2- (4-oxo-2-phenyl-1,3-thiazolidin-3-yl) ethyl] 
benzene-1-sulfonamide (FTEBS) and 4- {2- [2- (3,4-
dichlorophenyl) -4-oxo-1,3-thiazolidin-3-yl] ethyl} benzene-1-
sulfonamide (DTEBS) synthesized by the hybridization of the 
structural portion glibenclamide to functional portion associated 
with pioglitazone different radicals. Also FTEBS per se increased 
HDL and HDL-colestherol in the plasma of resistant rats. DTEBS 
stimulated calcium uptake in isolated pancreatic islets, acting as a 
potential insulin secretagogue agent. The two compounds 
prevented glycation of proteins in vitro. However, in the presence 
of FTEBS and DTEBS there was no change in the activity of 
digestive enzymes (disaccharidases). In addition, these 
coumponds did not alter the LDH activity. Therefore, according to 
the results obtained in this study, it is suggested that synthetic 
compounds FTEBS and DTEBS, studied here, regulate glucose 
homeostasis. The mechanisms by which FTEBS acts on glucose 
homeostasis involving the increase of pancreatic insulin secretion 
from β-cells improves insulin resistance by stimulating glucose 
uptake into peripheral tissues, and inhibits protein glycation. The 
mechanism by which DTEBS acts appear to be involved in the 
stimulation of insulin secretion and inhibition of protein glycation. 
Both FTEBS and DTEBS have similar effects to the respective 
prototypes, but at a lower dose, which in turn can improve 



 

 

therapeutic efficacy and decrease adverse effects in the long 
term. 
 
Keywords: diabetes; blood glucose; glibenclamide; pioglitazone; 
analogs, glycogen; insulin secretion; glucose uptake; insulin 
resistance; calcium; pancreatic islets; advanced glycation end 
products (AGEs); disaccharidases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 Diabetes Melito 

 
A diabetes melito (DM) se define como um grupo de 

doenças crônico-degenerativas tendo como principal 
característica a hiperglicemia crônica que leva a distúrbios no 
metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas (ADA, 2014; 
SBD 2013). Essa desordem metabólica é desencadeada pela 
deficiência na ação e/ou secreção da insulina. Sendo este 
hormônio essencial para que a glicose periférica seja captada por 
tecidos insulinodependentes como o tecido muscular e o adiposo 
(GOMES, 2009; SBD 2013). 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) e 
a Associação Americana de Diabetes (ADA) o DM pode ser 
dividido em quatro classes clinicas distintas: DM tipo 1, DM tipo 
2, outros tipos específicos de DM e o DM gestacional. 

A diabetes melito do tipo 1 é caracterizada por ser 
insulinodependente, já que os indivíduos que pertencem a essa 
classificação necessitam de doses diárias deste hormônio. Esta 
ausência de insulina no organismo se deve a destruição das 
células betas pancreáticas, mediada na sua maioria por auto-
anticorpos. Porém também há relatos de casos de diabetes tipo 1 
idiopáticos. A taxa de destruição das células beta varia, sendo 
em geral mais acelerada entre as crianças. A forma lentamente 
progressiva ocorre em adultos (ADA, 2014; IDF, 2014) 

A diabetes melito do tipo 2 corresponde cerca de 90% dos 
casos da doença. Ocorre devido à resistência periférica da 
insulina em tecidos insulinodependentes, essenciais para o 
metabolismo de carboidratos. Quando a resistência insulínica 
ultrapassa a capacidade adaptativa das células beta se 
desenvolve a intolerância à glicose até culminar em DM tipo 2. O 
quadro pode se desenvolver em qualquer idade, porém 
geralmente é diagnosticado após os 40 anos, sendo que os 
pacientes na maioria apresentam sobrepeso ou obesidade (IDF, 
2014; ADA, 2014). 

Outros tipos de diabetes melito específicos podem ser 
causados por defeitos genéticos das células beta pancreáticas, 
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defeitos genéticos da ação da insulina em tecidos periféricos, 
doenças do pâncreas exócrino, infecções associadas à 
destruição das células beta, endocrinopatias, ou ainda por 
indução por fármacos ou agentes químicos (ADA, 2014). 

A DM gestacional se desenvolve quando há intolerância a 
glicose diagnosticada pela primeira vez durante a gravidez. A 
placenta é responsável pela diminuição da ação da insulina, 
compensada pelo aumento de secreção deste hormônio pelo 
pâncreas em uma gestação saudável. Quando o bebê é exposto 
à hiperglicemia intrauterina, que ocorre na DM gestacional há 
risco de macrossomia fetal (crescimento excessivo do feto) 
podendo acarretar em partos traumáticos, hipoglicemia neonatal 
e até obesidade e diabetes na vida adulta.   

A DM é considerada atualmente como uma epidemia 
mundial, se tornando um grande desafio para os sistemas de 
saúde de todo o mundo. O aumento do número de indivíduos 
diabéticos está ligado diretamente ao crescimento e ao 
envelhecimento populacional, a maior urbanização, a crescente 
prevalência de obesidade e sedentarismo, bem como da maior 
sobrevida de pacientes com DM (SBD, 2013; IDF, 2014). 

Dados da Federação Internacional de Diabetes indicam 
que 8,3% da população adulta no mundo vive com diabetes. Em 
números absolutos, existiam 387 milhões de pessoas afetadas 
pela doença, em 2014. Estimativas apontam que até 2035 a 
diabetes atingirá 592 milhões de pessoas, o que representa um 
aumento de 55% (IDF, 2014). 

No Brasil a situação também é preocupante, em 2014 o 
número de pessoas portadoras da diabetes chegou a 11,6 
milhões, sendo que o país é classificado atualmente em quarto 
lugar no ranking mundial da doença, perdendo apenas para 
países como Estados Unidos, Índia e China. Para 2035 a 
estimativa é que o Brasil alcance 19,2 milhões de diabéticos 
(IDF, 2014). 

O aumento da incidência progressiva da diabetes melito se 
deve principalmente ao estilo de vida e ao sedentarismo aliado a 
obesidade tendo relação direta e positiva com a doença. Os 
avanços tecnológicos proporcionam à população a praticidade e 
o comodismo, o que acarreta em aumento de ingestão de 
alimentos com alta carga energética. O acúmulo destes 
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alimentos no dia a dia altera o sistema homeostático do 
organismo que requer um equilíbrio entre oferta e demanda 
energética. Este desequilíbrio é percebido como uma perda da 
capacidade do organismo de utilizar e/ou liberar glicose dos 
estoques, provocando um quadro de hiperglicemia persistente 
que pode levar ao diagnóstico de diabetes (HERMAN; KAHN, 
2006). 
 
1.2 Complicações da Diabetes  

1.2.1 Produtos Finais de Glicação Avançada (AGEs)  
 
A diabetes melito quando não tratada pode levar a 

complicações em longo prazo comprometendo a qualidade e 
sobrevida dos portadores da doença. O mecanismo pelos quais a 
diabetes leva as complicações ainda é razão de muito estudo, 
envolvendo diretamente efeitos tóxicos sobre a alta concetração 
de glicose na circulação, assim como a pressão arterial elevada 
e concetrações lipídicas fora dos padrões (PEPPA; VLASSARA, 
2005). 

Dentre as principais complicações da DM está a 
retinopatia, caracterizada por alterações vasculares com lesões 
na retina e consequente perda na qualidade visual (WAN et al., 
2012); nefropatia, que provoca alterações nos vasos renais 
culminando em proteinúria, podendo levar até a perda de função 
dos rins (EBOH; CHOWDHURY, 2015); neuropatia, que afeta 
pelo menos metade da população diabética atual, englobando 
alterações cardiovasculares, respiratórias, digestivas e 
genitourinárias (WITZEL et al., 2015); macroangiopatia, que 
incide em comprometimento das artérias dos membros inferiores, 
comum em pacientes DM tipo 2 (BOWLING; RASHID; 
BOULTON, 2015).  

A hiperglicemia crônica é a característica mais prevalente 
em todas as formas da DM. Entre as hipóteses que explicam 
como a hiperglicemia crônica conduz aos danos celulares e 
teciduais observados nessa doença, a da formação dos produtos 
finais de glicação avançada (AGEs) é considerada uma das mais 
importantes (GOH; COOPER, 2008).  
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A reação de formação de AGEs pode ser separada em três 
fases:  Durante a primeira fase ocorre a glicação não enzimática, 
em que o grupamento carbonila do açúcar redutor se condensa 
com o grupo amino livre da proteína, formando a base de Schiff 
que, após sofrer rearranjo, origina os produtos de Amadori, 
estruturalmente mais estáveis. A hemoglobina glicada e a 
frutosamina são conhecidos exemplos de produtos de Amadori. 
Na fase intermediária, os produtos de Amadori são 
transformados em uma série de compostos dicarbonílicos como 
glioxal, metilglioxal e glicoaldeído através de oxidações e 
desidratações. A última fase compreende a reação da dicarbonila 
novamente com os grupos amina primárias acessíveis, formando 
os compostos irreversíveis chamados AGEs (CALCUTT et al., 
2009; BASTA et al., 2004). A inibição de qualquer uma destas 
três fases pode reduzir a formação dos AGEs e beneficiar o 
tratamento e as complicações da diabetes. A formação dos 
AGEs é considerada altamente deletéria ao organismo, em 
virtude de favorecerem a formação de espécies reativas de 
oxigênio, além de modificar a capacidade funcional de proteínas 
e enzimas em vários tecidos, entre estes, renal, endotelial, 
cardíaco, cerebral e epitelial (VLASSARA; STRIKER, 2013). 

 
Figura 1 - Formação dos Produtos Finais de Glicação 
(AGEs). Durante a primeira fase o grupamento carbonila do açúcar 

redutor se condensa com o grupo amino livre da proteína, formando a 
base de Schiff que, após sofrer rearranjo, origina os produtos de 
Amadori que são transformados durante a fase intermediária em uma 
série de compostos dicarbonílicos como glioxal, metilglioxal e 
glicoaldeído através de oxidações e desidratações. A última fase 
compreende a reação da dicarbonila novamente com os grupos amina 
primárias acessíveis, formando os compostos irreversíveis chamados 
AGEs. 
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Fonte: Adaptado de BASTA, et al. (2004). 

 

1.2.2 Dislipidemias 
 
A maioria dos pacientes com DM2 apresentam elevação 

das taxas de lipídios e de lipoproteínas na corrente sanguínea, a 
chamada dislipidemia, que é uma das causas principais para o 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Geralmente a 
dislipidemia está presente no momento do diagnóstico da 
hiperglicemia em pacientes com DM2. Essa desordem ocorre em 
conseqüência de modificações no metabolismo lipídico que 
promove alteração das concentrações de lipoproteínas na 
circulação (SCHEFFEL et al., 2004; SCHAAN, HARZHEIM e 
GUS, 2004 e WAJCHENBERG et al., 2007). 

Lipoproteínas são estruturas macromoleculares que 
auxiliam o metabolismo lipídico no transporte e solubilização de 
lipídeos na circulação. Existem cinco tipos de lipoproteínas que 
diferem em tamanho, forma, densidade e composição. São 
classificadas em lipoproteína de alta densidade (HDL), 
lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de densidade 
intermediária (IDL), lipoproteína de densidade muito baixa 
(VLDL), e quilomicra (DEVLIN; MICHELACCI, 2011; 
LEHNINGER, 2014). 

Etiologicamente a dislipidemia é classificada como 
dislipidemia primária, de origem genética, causada pela 
desordem da síntese e degradação de lipídios; e dislipidemia 
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secundária, causada por outras doenças como DM ou uso de 
medicamento (SANTOS, 2001; PEREIRA, 2011). Na DM2 a 
dislipidemia é causada devido à resistência a insulina e a 
obesidade, podendo ser provocada pelo aumento na produção 
de glicose, hipertrigliceridemia e VLDL, associando a redução na 
HDL e elevação na LDL. Isto pode ser provocado pelo excesso 
de ácidos graxos circulantes derivados do tecido adiposo em 
indivíduos diabéticos (SANTOS, 2001; PEREIRA, 2011). 

Os indivíduos com diabetes mellitus e hipertensão arterial 
podem apresentar maior prevalência de dislipidemias, 
aumentando a incidencia da relação da diabetes a doenças 
cardiovasculares (SOUZA et al., 2003). Segundo a Sociedade 
Brasileira de Diabetes (2013), pacientes com DM2 estão sujeitos 
de duas a quatro vezes mais risco para doenças 
cardiovasculares (DCV) quando comparados a pacientes não 
diabéticos.  

Desta forma, o tratamento deste desequilíbrio metabólico 
compreende controle da dieta, exercícios físicos, bem como o 
uso de fármacos redutores de lipídeos (XIE et al., 2007). 

 
1.3 Homeostasia e absorção de glicose  
 

A glicose é a principal fonte de energia do organismo, 
porém quando em excesso, pode trazer complicações à saúde. 
Os níveis de glicose sérica são controlados por diversos órgãos 
que regulam a entrada e remoção do sangue, como intestino, 
pâncreas, fígado, músculo esquelético, tecido adiposo e rins. 
Essa regulação se deve principalmente a hormônios como 
incretinas, insulina e glucagon (BERTRAND; VALET; CASTAN-
LAURELL, 2015).  

Um dos principais componentes da dieta, os carboidratos, 
por serem uma fonte significante de glicose, desempenham um 
papel importante no equilíbrio energético. Quando ingeridos, os 
carboidratos estão na forma de polissacarídeos e dissacarídeos 
que necessitam ser hidrolisados (quebrados) em moléculas mais 
simples para serem absorvidos. A amilase salivar, uma destas 
enzimas, é responsável pela quebra destes polissacarídeos já 
durante a mastigação (LETURQUE et al., 2012; DROZDOWSKI 
& THOMSON, 2006). No intestino a enzima responsável por esta 
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quebra é a amilase pancreática. Para que ocorra a redução dos 
dissacarídeos em monossacarídeos no intestino, é necessária a 
ação de enzimas dissacaridases (maltase, sacarase e lactase) 
para serem transportados por transportadores específicos do 
lúmen intestinal para a circulação sanguínea (DROZDOWSKI & 
THOMSON, 2006). 

As dissacaridases, também conhecidas como glicosidases, 
estão presentes na membrana dos enterócitos, células que 
formam o epitélio intestinal (LETURQUE et al., 2012). As 
glicosidases são divididas em duas classes, as α e β 
glicosidases. As α-glicosidases atuam hidrolisando a ligação α-
glicosídica dos dissacarídeos conectados por ligações do tipo α. 
A maltase e a sacarase estão incluídas nesta classe de enzimas 
e são as mais estudadas como alvo terapêutico da diabetes, pois 
hidrolisam respectivamente a maltose, liberando duas unidades 
de glicose para serem absorvidas e sacarose, liberando frutose e 
glicose (KRASIKOV; KARELOV; FIRSOV, 2001). As β-
glicosidases atuam hidrolisando sacarídeos com ligação β-
glicosídica. Dentro desta classe de enzimas se destaca a 
galactosidase ou lactase. A lactase hidrolisa a ligação β da 
lactose, liberando unidades de glicose e galactose (KRASIKOV; 
KARELOV; FIRSOV, 2001). 

A acarbose, um medicamento disponível no mercado atua 
como um adjuvante no tratamento da diabetes. Sua ação se 
restringe as α-glicosidases inibindo as enzimas maltase e 
sacarase, assim faz com que os dissacarídeos não sofram 
hidrolise, reduzindo a quantidade de moléculas de glicose 
disponível para a absorção (GOMIS, 2008). Esta terapia se torna 
vantajosa devido ao fato da acarbose não inibir as β-
glicosidases, não produzindo assim uma intolerância a lactose 
durante o tratamento (GOMIS, 2008). 

 
Figura 2 - Ação das dissacaridases intestinais sobre 
dissacarídeos. A absorção de dissacarídeos no intestino ocorre pela 

ação das dissacaridases. A hidrólise da maltose pela enzima maltase 
libera duas moléculas de glicose disponíveis para absorção. A sacarase 
age sobre a sacarose liberando uma molécula de glicose e frutose. A 
lactose sofre ação da lactase liberando uma unidade de glicose e uma 
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de galactose. Nesta forma de monossacarídeos estes carboidratos são 
absorvidos pelos enterócitos através de transportadores específicos. 

 
Fonte: Altenhofen, 2014 

 
A glicose não pode adentrar as células epiteliais por 

difusão entre os poros, visto que o peso molecular é de 180, e o 
máximo para partículas permeáveis as células epiteliais é em 
torno de 100 (SILVA et al., 2013; LETURQUE, BROT-LAROCHE, 
LE GALL, 2012). Existem dois mecanismos de transporte de 
glicose através da membrana celular: transporte facilitado, 
mediado por co-transporte de íon sódio (SGLTs) e por 
transportadores de membrana específicos (GLUTs) (SILVA et al., 
2013; LETURQUE, BROT-LAROCHE, LE GALL, 2012; 
LETURQUE; BROT-LAROCHE; LE GALL, 2009). 

A família dos transportadores de glicose dependentes de 
sódio é chamada de SLC5A (LETURQUE, BROT-LAROCHE, LE 
GALL, 2012). Dentre estes membros, seis deles são 
denominados SGLT tendo, três deles (SGLT1, SGLT2 e SGLT3), 
funções de transportadores bem estabelecidas. A absorção 
clássica no intestino é mediada pelo co-transporte de sódio e 
glicose através do SGLT1 (SILVA et al., 2013; POSTAL et al., 
2014). A proteína SGLT1 possui dois locais de fixação em sua 
estrutura voltada para o lúmen, uma para o sódio e outra para 
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glicose. Além disso, a concentração dos íons sódio é muito mais 
alta no lúmen do que no interior da célula intestinal, o que auxilia 
na energia para o transporte (proveniente do gradiente de 
concentração do sódio). O gradiente de concentração do íon 
sódio é mantido pela Na

+
/K

+
ATPase. O SGLT1 é um 

transportador com alta afinidade pela glicose, porém baixa 
capacidade, devido ao baixo Vmax para a glicose que o SGLT1 
apresenta, ele é rapidamente saturável (KELLETT et al., 2005; 
ARAÚJO; MARTEL, 2009). Durante o estado alimentado parte da 
glicose é internalizada por SGLT1, no entanto 75% da glicose é 
absorvida através de carreadores solúveis pertencentes à família 
dos transportadores de glicose, GLUTs (ARAÚJO; MARTEL, 
2009). No enterócito, a absorção facilitada de glicose é mediada 
por GLUT2. O GLUT2 apresenta baixa afinidade, porém, alta 
capacidade de transporte de glicose e, além desta, transporta 
também a frutose, galactose e manose. Quando há baixa 
concentração de glicose no lúmen o GLUT2 se encontra 
suprimido, desempenhando apenas seu papel na membrana 
basolateral transportando glicose do enterócito para a corrente 
sanguínea. Nesta situação somente está atuante na membrana 
apical o transportador SGLT1(SILVA, et al., 2013). No entanto, 
durante uma refeição, quando há maior concentração de glicose 
no lúmen, o GLUT2 é recrutado para a membrana apical através 
de sinalização intracelular, permitindo maior absorção de glicose 
para o enterócito. Em período pós-prandial, a insulina secretada 
é responsável por controlar a homeostasia da glicose, suprimindo 
o GLUT2 novamente (LETURQUE; BROT-LAROCHE; LE GALL, 
2009). 

 
Figura 3 - Transporte de glicose nos enterócitos. Translocação 

regulada de GLUT2 em membranas dos enterócitos durante diferentes 
condições fisiológicas. Se a concentração de glicose é baixa no lúmen, 
a absorção é assegurada por transportador de glicose dependente de 
sódio 1 (SGLT1), e a liberação de glicose na circulação é assegurada 
por GLUT2. Um conjunto de vesículas intracelulares de GLUT2 se 
translocam para a membrana apical durante alta concentração de 
glicose no lúmen.  A insulina, quando secretada provoca a 
internalização de GLUT2 e reduz a absorção de glicose para o 
enterócito. Controlando assim a hiperglicemia pós-prandial. 
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Fonte: Adaptado de Leturque  et al., 2009. 

 
1.4 Insulina - Síntese e secreção 
 

A insulina é um hormônio polipeptídico sintetizado e 
armazenado nas células β de ilhotas de Langherans do 
pâncreas. É composta por 51 aminoácidos dispostos em duas 
cadeias polipeptídicas, A e B, unidas através de ligações 
dissulfeto (FU; GILBERT; LIU, 2013). 

Inicialmente a insulina é sintetizada a partir de um 
precursor de 110 aminoácidos, a pré-pró-insulina, no retículo 
endoplasmático das células β que após a ação de uma peptidase 
é clivada a pró-insulina. A pró-insulina fica armazenada em 
grânulos no complexo de Golgi até que chegue o sinal para a 
secreção. Através da ação de peptidases específicas ocorre 
clivagem da pró-insulina promovendo o processo de maturação 
tridimensional da insulina, que envolve o enovelamento da 
proteína e formação de três pontes dissulfeto, formando duas 
cadeias (A e B), ligadas por um peptídeo C. Dentro de vesículas 
imaturas, ocorre à proteólise, que libera o peptídeo C da cadeia 
A e B (Figura 4) (STEINER, D. F.; CHAN, S. J. C.; 
RUBENSTEIN, A. H., 2011; FU; GILBERT; LIU, 2013). 
 

Figura 4 - Etapas da síntese da insulina. A insulina é formada a 

partir do precursor pré-pró-insulina no RE. Através de reações de 
proteólise libera a pró-insulina no aparelho de Golgi. Posteriormente a 
pró-insulina é internalizada em vesículas, sofre nova proteólise, 
removendo o peptídeo C e formando a insulina madura liberada na 
circulação. 

http://www.infoescola.com/bioquimica/proteolise/
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Fonte: Adaptado de http://slideplayer.com/slide/2811303 Acesso 

em: 30/08/2015. 
 

A insulina fica estocada no interior das células β 
aguardando algum estimulo para que ocorra o processo de 
exocitose. A exocitose das vesículas de insulina é estimulada, 
principalmente, em função da hiperglicemia (HENQUIN, 2000; 
HENQUIN et al., 2003). A glicose entra na célula β via difusão 
facilitada por transportador de glicose específico, GLUT2. No 
interior da célula a glicose é fosforilada à glicose 6-fosfato pela 
glicocinase e então, metabolizada. O metabolismo da glicose 
aumenta a relação ATP/ADP citoplasmática, provocando o 
fechamento de canais de potássio dependentes de ATP (K

+
ATP), 

causando despolarização da membrana extracelular, acarretando 
na abertura de canais de Ca

2+
 dependentes de voltagem, esta 

abertura aumenta o influxo de cálcio que, por sua vez, em altas 
concentrações, desencadeia o processo de exocitose e secreção 
de insulina na circulação (KOMATSU et al., 2013; DEL PRATO; 
TIENGO, 2001) (Figura 5). 

Apesar da glicose ser o desencadeante principal da 
secreção de insulina outras enzimas associadas à membrana 
plasmática também podem auxiliar no processo secretório. 
Dentre estas enzimas se destacam a fosfolipase C (PLC) e a 
adenilato ciclase (AC). Estas enzimas podem ser ativadas pela 

http://slideplayer.com/slide/2811303
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ligação de hormônios a receptores associados a proteína G 
presentes na membrana plasmática, sendo as proteínas Gq e Gs 

as vias responsáveis por esta interação com enzimas efetoras 
(WAUSON; LORENTE-RODRÍGUEZ; COBB, 2013; MOURAD; 
NENQUIN; HENQUIN, 2012; SHIBASAKI et al., 2014). 

A PLC hidrolisa fosfolipídeos de membrana, resultando na 
formação de diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-inositol trifosfato (IP3). O 
DAG promove a ativação da proteína cinase C (PKC), a qual é 
dependente de Ca

2+
 e indispensável para que haja secreção de 

insulina. O IP3 por sua vez, desencadeia efluxo de Ca
2+

 do RE, o 
que reforça o aumento de cálcio intracelular (WAUSON; 
LORENTE-RODRÍGUEZ; COBB, 2013). 

A ativação da AC resulta no aumento intracelular de 
adenosina monofosfato cíclico (AMPc), provocando ativação de 
proteína cinase A (PKA), a qual também contribui para exocitose 
das vesículas de insulina. (DIAKOGIANNAKI; GRIBBLE; 
REIMANN, 2012; BALK-MOLLER; HOLST; KUHRE, 2014). 

 
Figura 5 - Mecanismo de secreção de insulina pelas células 
β-pancreáticas. A glicose é internalizada pelo GLUT para dentro da 

célula, o metabolismo gera aumento da relação ATP/ADP. Esse 
aumento resulta no fechamento dos canais de K

+
ATP, provocando 

despolarização na membrana e consequente abertura de canais de 
cálcio dependentes de voltagem. O aumento das concentrações 
intracelulares de cálcio é o estímulo necessário para que ocorra a fusão 
de vesículas e a secreção de insulina na circulação. Outros estímulos 
podem desencadear a secreção de insulina através de receptores 
acoplados a protreinas G que irão ativar vias da PLC ou AC, 
provocando aumento da secreção do hormônio. 
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Figura 5 - Fonte: Adaptado de Shibasaki et al., 2014. 

 
A secreção de insulina é caracteristicamente bifásica. A 

primeira fase é transitória e rápida, com duração de 4 a 10 min 
(Figura 6). Durante esta fase, as vesículas ancoradas à 
membrana das células β, são liberadas a partir do estoque ali 
presente. A primeira fase também é conhecida como 
desencadeadora, e tem o objetivo de direcionar a utilização da 
glicose da dieta, bem como inibir a produção hepática de glicose 
(DEL PRATO; TIENGO, 2001). Enquanto a concentração de 
glicose permanecer elevada, uma segunda fase de secreção de 
insulina é observada, esta é chamada de fase de manutenção e 
tem uma durabilidade estendida. Durante a segunda fase os 
sinais para secreção são amplificados e há ativação da síntese 
de mais insulina (HIRIART; AGUILAR-BRYAN, 2008; KAHN et al, 
2006). 

A insulina regula a homeostase de glicose em vários 
níveis, reduzindo a produção hepática de glicose (via diminuição 
da gliconeogênese e glicogenólise) e aumentando a captação 
periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e 
adiposo. A insulina também estimula a lipogênese no fígado. Nos 
adipócitos também reduz a lipólise, bem como aumenta a síntese 
e inibe a degradação protéica nos tecidos (THORENS; 
MUEKLER, 2010; SCHEEPERS; JOOST; SCHURMANN, 2004). 
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Figura 6 - Fases de liberação da insulina. A liberação de insulina 

é bifásica. A primeira fase (cerca de 4 a 10 min) resulta da fusão de 
vesículas de insulina ancoradas a membranas das células β e tem como 
principal função estimular a utilização de glicose, ao mesmo tempo 
inibindo a produção hepática de glicose. A segunda fase tem por 
objetivo manter as concentrações basais de glicose. 

 
Fonte: http://pt.slideshare.net/CassyanoJCorrer/reviso-sobre-

diabetes-mellitus-28197548 Acesso em: 05/09/2015. 
 

1.5 Captação de glicose em tecidos insulino-dependentes 
 

A captação de glicose por tecidos periféricos como tecidos 
muscular e adiposo, que necessitam e/ou metabolizam a glicose, 
é realizada através do transportador de glicose GLUT4. A 
insulina tem como principal ação nos tecidos sensíveis a este 
hormônio, desencadear a translocação dos transportadores 
GLUT4 dos estoques intracelulares para a membrana, para que 
o mesmo possa transportar a glicose para o interior da célula 
(LETO; SALTIEL, 2012; HOU; PESSIN, 2007). 

Para exercer os efeitos biológicos nestes tecidos, a 
insulina se liga a receptores específicos na membrana 
plasmática. O receptor de insulina (RI) é uma glicoproteína 
heterotetramérica pertencente à família de receptores tirosina 
cinases. O receptor transmembrana de insulina é formado por 
duas subunidades α e duas β. A ligação da insulina na 
subunidade α ativa a tirosina cinase da subunidade β, causando 
autofosforilação do receptor em resíduos de tirosina específicos 

http://pt.slideshare.net/CassyanoJCorrer/reviso-sobre-diabetes-mellitus-28197548
http://pt.slideshare.net/CassyanoJCorrer/reviso-sobre-diabetes-mellitus-28197548
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(CHANG; CHIANG; SALTIEL, 2004; HOFFMAN; ELMENDORF, 
2011; WATSON; PESSIN, 2007; KLIP, A., 2009). Além disso, o 
receptor também sofre mudanças conformacionais que resultam 
no aumento ainda maior da atividade tirosina cinase do receptor. 
Uma vez o receptor ativado, ocorre fosforilação das proteínas 
substratos do receptor de insulina (IRS). Existem quatro 
isoformas de IRS de 1 a 4, sendo o IRS-1 o principal substrato do 
receptor de insulina no músculo. Já o IRS-2 parece estar 
envolvido no desenvolvimento das células β pancreáticas e 
ambas as isoformas são importantes para o metabolismo da 
glicose no fígado. O IRS-1 fosforilado recruta a fosfatidil-inositol-
3-cinase (PI3K) através da subunidade reguladora p85, levando 
à ativação da subunidade catalítica p110. Uma vez ativado a 
PI3K catalisa a formação de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 
(PIP3) na membrana plasmática. O PIP3 age como segundo 
mensageiro e ativa outras vias de sinalização, regulando a 
atividade da PDK-1 e PDK-2 (mTORC2). Após, as PDK-1 e PDK-
2 fosforilam e ativam a proteína cinase B (PKB, também 
conhecida como Akt). Essa cinase está envolvida em vários 
efeitos biológicos da insulina, dentre eles efeitos em vias 
metabólicas como a de síntese de glicogênio através de 
fosforilação da proteína glicogênio sintase cinase 3 (GSK3) 
(HOFFMAN; ELMENDORF, 2011; CHANG; CHIANG; SALTIEL, 
2004; WATSON; PESSIN, 2007; KLIP, A., 2009). 

 A ativação de Akt provoca principalmente a translocação 
das vesículas intracelulares de GLUT4 para a membrana 
plasmática, uma vez que no estado basal o GLUT4 se encontra 
armazenado no interior da célula. Esta translocação de vesículas 
se dá devido à fosforilação da proteína AS160 pela Akt. O 
processo de tranlocação e fusão do GLUT4 na membrana 
ocorrem através das SNAREs (Receptor de ligação ao fator 
solúvel sensível à N-Etilmaleimida), microtúbulos e filamentos de 
actina, que direcionam o movimento das vesículas da região 
perinuclear para a membrana em resposta à insulina (KLIP, A., 
2009; HOFFMAN; ELMENDORF, 2011). No entanto, a 
disparidade entre a translocação do GLUT4 para a membrana e 
a captação de glicose pelos tecidos periféricos é frequentemente 
questionada, e estudos já indicam que há um aumento na 
atividade intrínseca do GLUT4 além da translocação induzida via 
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PI3K. Esta via independente de PI3K, mas complementar, como 
a via da p38 MAPK, provavelmente influencia no estado de 
fosforilação do GLUT4 na membrana plasmática (CAZAROLLI et 
al., 2013; FURTADO et al., 2003; RISCO & CUENDA, 2012). 
Além disso, a insulina desencadeia vias de sinalização que 
participam amplamente no crescimento e diferenciação celular, 
tais como as vias de MAPK. As vias nucleares (via MAPK e 
MEK) estão envolvidas na regulação de várias atividades 
celulares como a estimulação da expressão de transportadores 
de glicose, assim como outras proteínas das vias de sinalização 
celular, expressão gênica, mitose, diferenciação, sobrevivência 
celular e apoptose, além de modular a ativação de fatores de 
alongamento da tradução proteica, como cascata da cinase 
eEF2K (GONZÁLEZ-TERÁN et al., 2013; RISCO & CUENDA, 
2012; JUNG et al., 2011) (Figura 7).  

 
Figura 7 - Sinalização periférica da insulina. A insulina, ao se 

ligar ao receptor, que se autofosforila, se tornando ativo e capaz de 
fosforilar substratos do receptor de insulina, o qual ativa a PI3K, que 
quando fosforilada catalisa a formação do PIP3. O PIP3 ativo modula a 
localização e atividade das proteínas PDK1 e PDK2, ambas agora 
possuem a capacidade de fosforilar a AKT, que quando ativada, 
fosforila a AS160 promovendo os processos que levam à mobilização 
de GLUT4 na membrana plasmática da célula. Por outro lado, quando o 
receptor de insulina está ativo, também tem a capacidade de ativar 
outra via, a das MAPK, que resulta em aumento da expressão gênica e 
proliferação celular, assim como modula a síntese proteica, 
principalmente através da ativação de fatores de alongamento (EF) 
presentes na etapa de alongamento da tradução proteica. 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 
1.6 Resistência a insulina  
 

A resistência a insulina se caracteriza por uma resposta 
metabólica diminuída dos tecidos periféricos (músculo, fígado e 
tecido adiposo) à insulina. Em consequência principalmente da 
menor captação de glicose pelos tecidos, o pâncreas produz e 
libera maiores quantidades de insulina tentando equilibrar a 
manutenção das concentrações glicêmicas normais. Assim, a 
hiperinsulinemia se torna um sinal evidente de perda da 
homeostase glicêmica (MUOIO; NEWGARD, 2008; WILCOX, 
2005).  

A resistência nos tecidos ao hormônio pode ser provocada 
pela redução da concentração e atividade do receptor de 
insulina, da concentração e fosforilação dos substratos do 
receptor de insulina (IRS), da atividade de proteinas 
intracelulares responsáveis pela cascata de sinalização da 
insulina e/ou ainda por defeitos na translocação e ativação do 
GLUT4 na membrana (MUOIO; NEWGARD, 2008; 
KHODABANDELOO et al., 2015). 

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, 
também pode ser fosforilado em serina, o que diminui a 
transmissão de sinais, diminuindo a capacidade do receptor em 
se fosforilar em tirosina após estímulo de insulina. Essas 
fosforilações inibitórias causam prejuízo na cascata de 
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sinalização podendo provocar resistência a insulina (MUOIO; 
NEWGARD, 2008; KHODABANDELOO et al., 2015). 

Uma das metodologias aplicadas atualmente para induzir 
modelos de resistência à insulina em animais na pesquisa 
científica visa à administração de glicocorticóides em altas doses 
e/ou a longo prazo. Os glicocorticoides são hormônios esteroides 
produzidos no córtex das glândulas adrenais sob o controle do 
eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (ANDREWS & WALKER, 
1999). Na prática clínica eles são amplamente utilizados como 
agentes antiinflamatórios e imunossupressores (SAKLATVALA, 
2002). Em excesso, os glicocorticoides induzem resistência à 
insulina (KORACH-ANDRE et al., 2005; RAFACHO et al., 2008; 
STOJANOVSKA et al., 1990), como evidenciado na síndrome de 
Cushing (SAKLATVALA, 2002), por aumentar a produção 
hepática de glicose pela gliconeogênese e diminuir a captação 
pelos tecidos periféricos (DELAUNAY et al., 1997). Além disso, 
dependendo da dose e do tempo de tratamento, os 
glicocorticoides podem causar DM tipo 2 (HOOGWERF & 
DANESE 1999). 

 
1.7 Receptores ativados por proliferador peroxissoma 

 
Receptores ativados por proliferador peroxissoma (PPARs) 

são membros da superfamília de receptores nucleares de 
hormônios esteróides incluendo três isotipos conhecidos de 
PPAR-α, PPAR-γ, e PPAR-δ que podem ser encontrados 
principalmente no em celulas do tecido adiposo, mas também 
está presente em tecido muscular e hepático (BROWN; 
PLUTZKY, 2007; WILLSON, 2000). Estes receptores são 
ativados por ligantes, induzindo a transcrição de genes 
envolvidos em processos fisiológicos como o balanço energético, 
o metabolismo lipídico e a homeostase da glicose, atuando em 
diversos órgãos (LEE, C.H.; OLSON, P.; EVANS, R.M., 2003; 
MARX, et al., 2004b).  

Agonistas de PPAR têm diferentes aplicações na prática 
clínica.  Ligantes PPAR-α inclui os derivados de ácido fíbrico 
(fibratos), que são utilizados atualmente para diminuir os 
triglicéridos (TG), enquanto aumenta substancialmente HDL-C, 
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como também, algum efeito de redução adicional no LDL-C 
(FRUCHART; STAELS; DURIEZ, 2001).  

Agonistas de PPAR-γ, por outro lado, têm também efeitos 
sobre a glicose e o metabolismo lipídico reconhecido. O uso 
clínico destes agonistas PPAR-γ em pacientes diabéticos tipo 2 
leva a um controle glicêmico melhorado e uma maior 
sensibilidade à insulina (GIANNINI; SERIO; GALLI, 2004). Além 
disso, estes fármacos também melhoraram o perfil lipídico de 
pacientes em risco de desenvolver aterosclerose e reduzir os 
níveis circulantes de marcadores inflamatórios (GIANNINI; 
SERIO; GALLI, 2004). 

Ainda não se tem muito conhecimento sobre ligantes de 
PPAR-δ. Porém alguns trabalhos em modelos de animais 
mostram que agonistas de PPAR- δ podem ter utilidade 
terapêutica para a síndrome metabólico, aumentando o consumo 
de ácidos graxos no músculo esquelético e tecido adiposo 
LUQUET, et al., 2005). 

Os PPARs são ativados por ligantes endógenos ou 
exógenos, sendo que, após ativação, sofrem mudança 
conformacional, que permite a heterodimerização com o receptor 
retinóico (RXR), induzindo recrutamento de um ou mais co-
ativadores (KOTA, et al., 2005). Este processo resulta no 
aumento da atividade transcricional de genes envolvidos em 
diferentes processos biológicos que vão culminar na melhora da 
sensibilidade a insulina geral em orgãos insulinodependentes 
como tecido adiposo, muscular e hepático (KAHN & FLIER, 
2000).  
  
1.8 Tratamento da diabetes 
 

O objetivo da terapia na diabetes está baseada na 
promoção da qualidade de vida do paciente, para tanto é 
necessário o controle dos sintomas agudos da doença e a 
prevenção das complicações crônicas. Quando possível, o 
tratamento de primeira escolha da DM é através da mudança do 
estilo de vida caracterizada por dieta e pratica regular de 
exercícios físicos aliados ou não a terapia com antidiabéticos 
e/ou insulina (SBD, 2013; MERCK, 2014; FOWLER, 2007; 
KOSKI, 2006). 
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No caso da DM tipo 1 em que a insuficiência de insulina 
normalmente é total, o tratamento consiste na reposição direta do 
hormônio através de administração de insulina exógena. Para o 
tratamento da DM tipo 2 o tratamento se torna heterogêneo, uma 
vez que para alguns pacientes a prática de exercícios e da 
alimentação já é suficiente para normalizar os índices de glicemia 
(SBD, 2013; MERCK, 2014). Porem na maioria dos casos além 
da mudança no estilo de vida, também se torna necessário a 
utilização de tratamento com antidiabéticos aliados ou não a 
insulinoterapia (SBD, 2013; MERCK, 2014). 

A escolha do tratamento medicamentoso, monoterapia ou 
associação entre medicamentos, segue vários critérios tais como 
o peso e idade do paciente, valores da glicemia de jejum e pós-
prandial, valor da hemoglobina glicada (HbA1c), presença de 
complicações, outros distúrbios metabólicos e doenças 
associadas, assim como possíveis interações com outros 
medicamentos, reações adversas e contra-indicações (SBD, 
2013; MERCK, 2014). Os antidiabéticos são classificados de 
acordo com o modo de ação: secretagogos de insulina 
(estimulam a secreção do hormônio) (BRISCOE; GRIFFITH; 
DAVIS, 2010; KORYTKOWSKI, 2004); os que diminuem a 
produção hepática de glicose; sensibilizadores de insulina 
(diminuem a resistência periférica ao hormônio) (DESAI; 
PANDIT; DODIYA, 2015; PHIELIX; SZENDROEDI; RODEN, 
2011); e os inibidores das alfa-glicosidases (reduzem a 
velocidade de absorção de glicídios no trato gastro intestinal) 
(GHANI, 2015) e, mais recentemente os análogos do GLP-1 
(aumentam a secreção de insulina após as refeições e 
promovem a supressão do glucagon) (RUSSELL-JONES; 
GOUGH, 2012; RUSSELL, 2012) e os inibidores de DPP-IV 
(aumentam a secreção de GLP-1) (GILBERT; KRUM, 2015; 
GIUGLIANO et al., 2013). 

 
1.9 Glibenclamida 

 
A glibenclamida pertence à classe dos antidiabéticos orais 

das sulfoniluréias de segunda geração, antidiabéticos 
secretagogos de insulina, que auxiliam no tratamento da DM tipo 
2 através da indução do aumento da secreção de insulina pelo 
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pâncreas (BRISCOE; GRIFFITH; DAVIS, 2010; KORYTKOWSKI, 
2004). As sulfoniluréias foram introduzidas no tratamento da DM2 
há cerca de 50 anos e são constituídas por uma estrutura 
comum, a sulfa, associada à uréia que confere suas 
características anti-hiperglicêmica (BRISCOE; GRIFFITH; 
DAVIS, 2010; KORYTKOWSKI, 2004) (Figura 8). 

 
Figura 8 - Estrutura química da glibenclamida 

 
Fonte: Abdelmoneim, 2012. 

 
O mecanismo de ação da glibenclamida já é bem descrito 

e se dá pela inibição dos canais de K
+

ATP, por uma ligação de alta 
afinidade com a subunidade SUR1 (GRIBBLE, TUCKER e 
ASHCROFT, 1997; GRIBBLE et al., 1998; GRIBBLE e 
ASHCROFT, 1999; RUSS et al., 1999). A glibenclamida também 
pode interagir com Kir6.2, porém com uma ligação de baixa 
afinidade. Estas interações levam a despolarização na 
membrana plasmática e seqüente abertura de canais de cálcio. 
O cálcio intracelular em altas concentrações no interior das 
células é o desencadeante fundamental para a secreção de 
vesículas de insulina para a circulação (GRIBBLE, TUCKER e 
ASHCROFT, 1997; GRIBBLE et al., 1998; GRIBBLE e 
ASHCROFT, 1999; RUSS et al., 1999).    

Para este fármaco a hipoglicemia e o ganho de peso são 
os principais efeitos colaterais preocupantes, isto acontece 
devido a alta indução de secreção de insulina que a droga induz. 
Frederico, M. J. et al., (2012), demonstrou que em ratos Wistar 
induzidos à hiperglicemia, a glibenclamida obteve índice 
insulinogênico de 1.98, o que pode levar a desgaste das células 
beta em longo prazo e ainda depleção das mesmas. Por isto, se 
faz necessário novos estudos com secretagogos de insulina no 
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intuito aumentar a atividade biológica e amenizar os efeitos 
indesejados.      
 
1.10 Pioglitazona 

 
A pioglitazona pertence à classe dos antidiabéticos orais, 

tiazolidinedionas, também chamados, glitazonas, amplamente 
utilizadas no tratamento da diabetes tipo 2. Caracteriza-se por 
apresentar na estrutura um anel diona responsável pelo efeito 
anti-hiperglicêmico dependente de insulina (DESAI; PANDIT; 
DODIYA, 2015; PHIELIX; SZENDROEDI; RODEN, 2011) (Figura 
9).  

 
Figura 9 - Estrutura química da pioglitazona 

 
 

Fonte: Desai et al., 2010. 
 
O principal mecanismo de ação se dá pela ligação a 

receptores PPARγ (receptores ativados por proliferadores de 
peroxissoma do tipo gama) presentes no núcleo das células do 
tecido adiposo principalmente, contudo, podem também estar 
expresso nas células beta, tecido muscular e macrófagos. Esta 
interação culmina em mudança conformacional do receptor 
permitindo a ligação com o receptor de acido retinóico e outros 
co-ativadores. Este complexo heterodímero formado interage 
com regiões do núcleo responsivas que vão determinar a 
transcrição de aproximadamente 500 genes, sendo que a maioria 
ainda não se tem total conhecimento sobre a atuação. Alguns 
estudos já comprovam que alguns genes induzidos por 
receptores PPARs têm influência principalmente no metabolismo 
de glicídios, lipídeos e na diferenciação celular (LUCONI; 
CANTINI; SERIO, 2010; CARIOU; CHARBONNEL; STAELS, 
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2012; KARAK et al., 2013). As proteínas, as quais a expressão é 
amplificada pela ação da pioglitazona, agem melhorando a ação 
da insulina no fígado e tecidos periféricos como tecidos muscular 
e adiposo, aumentando a sensibilidade ao hormônio nestes 
órgãos (LUCONI; CANTINI; SERIO, 2010; CARIOU; 
CHARBONNEL; STAELS, 2012; KARAK et al., 2013). 

As glitazonas como um todo também são conhecidas por 
favorecer a diferenciação de adipócitos menores, que tem maior 
sensibilidade a insulina, e ainda, estimular a apoptose de 
adipócitos maiores, que liberam maior quantidade de ácidos 
graxos livres na circulação, além de secreção de TNF-α e IL-6, 
que agravam o quadro de resistência a insulina (AHMADIAN et 
al., 2013; POULSEN; SIERSBÆK; MANDRUP, 2012).  

A ativação de receptores PPARγ estimula genes do 
metabolismo de lipídeos, com conseqüente efeito benéfico ainda 
sobre as comorbidades da diabetes, como por exemplo, o risco 
de doenças cardiovasculares (RIZVI et al., 2014; SHAH; 
MUDALIAR, 2010).  
 
1.11 Desenvolvimento de novos medicamentos 

 
Os fármacos de origem sintética representam significativa 

parcela do mercado farmacêutico, estimado, em 2000, em 390 
bilhões de dólares. Até 1991, entre 866 fármacos usados na 
terapêutica, 680 (79%) eram de origem sintética. Os restantes 
186 (21%), correspondiam àqueles de origem natural ou semi-
sintética. (CALIXTO & SIQUEIRA JÚNIOR, 2008). 

Embora as substâncias fossem ensaiadas com objetivo 
terapêutico definido, muitos fármacos foram descobertos 
acidentalmente, por manifestarem efeitos importantes para o 
tratamento de outras doenças. O exemplo mais conhecido desse 
tipo de descoberta ainda é a penicilina, em 1928 por Alexander 
Fleming (MALERBA; ORSENIGO, 2001). A capacidade técnica 
para alterar de forma controlada a estrutura química das 
substâncias e o aumento do conhecimento sobre a relação entre 
estrutura e respectiva atividade biológica criaram as condições 
necessárias para a nova revolução na terapêutica 
medicamentosa (PALMEIRA FILHO; PAN, 2003). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/1928
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alexander_Fleming
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alexander_Fleming
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alexander_Fleming
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A introdução de novos fármacos na terapêutica é 
necessária para o aperfeiçoamento do tratamento mais seguro e 
eficaz. A busca por medicamentos menos tóxicos resultou na 
introdução de substâncias sintéticas. A maioria dos fármacos 
disponíveis na terapêutica moderna é de origem sintética e/ou 
obtidos de processo de semi-síntese (OLIVEIRA e SILVA, 2008). 

 
1.12 Modificação molecular 

 
As modificações moleculares se baseiam em utilizar uma 

substância química bem determinada e de ação biológica 
conhecida, como modelo ou protótipo e daí sintetizar e ensaiar 
novos compostos que sejam congêneres homólogos ou análogos 
estruturais do fármaco matriz. Dentre os processos de maior 
relevância utilizados na modificação molecular a adição, 
replicação e hibridização molecular estão entre os mais 
ultilizados (CALIXTO & SIQUEIRA JÚNIOR, 2008; BARREIRO, 
E. J., 2009). 

Fármacos conhecidos podem ser usados como protótipos 
para produzir compostos similares. A modificação molecular 
dessas moléculas tem por objetivos preparar novas moléculas 
relacionadas quimicamente, de forma a melhorar a atividade 
farmacológica, minimizar a toxicidade e obter a formulação que 
sejam manipuladas pelos profissionais da saúde e aceitas 
pelos pacientes (CALIXTO & SIQUEIRA JÚNIOR, 2008; 
BARREIRO, E. J., 2009). 

A hibridização molecular é um dos novos processos de 
criação e desenvolvimento de fármacos com base na 
combinação de porções farmacofóricas de diferentes substâncias 
bioativas conhecidas para produzir um novo composto híbrido 
com afinidade e eficácia melhorada, quando comparados com os 
fármacos originais (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007; BARREIRO, E. 
J., 2009). 

Os compostos sintéticos apresentados neste trabalho, 4-[2- 
(2-fenil-4-oxo-1,3-tiazolidin-3-il)etil]benzeno-1-sulfonamida 
(FTEBS) e 4-{2-[2-(3,4-diclorofenil)-4-oxo-1,3-tiazolidin-3-
il]etil}benzeno-1-sulfonamida (DTEBS)  são exemplos deste tipo 
de modificação molecular. Eles possuem parte da estrutura da 
glibenclamida (4-(2-aminoetil)benzeno-sulfonamida) associado 
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ao anel 1,3-tiazolidin-4-ona da pioglitazona, com alguns radicais 
ligados buscando melhorar o perfil farmacológico das mesmas. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo geral 

 
Caracterizar o efeito e o mecanismo de ação de compostos 

híbridos (FTEBS E DTEBS) que foram sintetizados através da 
junção da estrutura da glibenclamida associada à porção da 
pioglitazona na homeostase glicêmica. 
 
2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar o efeito antihiperglicêmico e/ou hipoglicemiante 
dos compostos (FTEBS E DTEBS) em modelos 
experimentais de ratos hiperglicêmicos por um período 
agudo de tratamento, por via intraperitoneal. 

 Determinar o efeito dos compostos em estudo na secreção 
de insulina após tratamento agudo em ratos hiperglicêmicos.  

 Determinar o efeito dos compostos no conteúdo de 
glicogênio muscular e hepático após o tratamento agudo in 
vivo em ratos hiperglicêmicos. 

 Estudar o efeito dos híbridos em estudos in vitro na atividade 
de dissacaridases intestinais (maltase, lactase e sacarase).  

 Estudar o efeito dos compostos em estudos in vitro na 
glicação de proteínas (glicose ou frutose + albumina). 

 Estudar o efeito in vitro do análogo FTEBS na captação de 
14

C-deoxi-D-glicose em músculo esquelético de ratos 
normoglicêmicos (vias de sinalização intracelular no efeito 
insulinomimético).  

 Estudar o efeito do análogo FTEBS no conteúdo total de 
GLUT4 em músculo esquelético de ratos normoglicêmicos. 

 Determinar a influência do composto análogo FTEBS na 
síntese de RNAm de GLUT4 ex vivo no músculo esquelético 
de ratos normoglicêmicos. 

 Determinar o efeito do análogo FTEBS em modelo animal de 
resistência à insulina induzidos por dexametasona. 

 Analisar o efeito no perfil lipídico de animais resistentes a 
insulina tratados com FTEBS. 
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 Determinar o efeito antihipertrigliceridêmico do híbrido 
FTEBS em estudo com ratos hipertrigliceridêmicos por um 
período agudo de tratamento, por via oral. 

 Estudar o efeito in vitro do análogo DTEBS no influxo de 
cálcio em ilhotas pancreáticas (vias de sinalização 
intracelular no efeito secretagogo de insulina). 

 Avaliar a toxicidade dos análogos FTEBS e DTEBS através 
da dosagem de LDH sérico em período agudo e após 5 dias. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 
A busca de fármacos com melhor eficácia terapêutica e 

que contenham menos efeitos adversos para o tratamento de 
doenças humanas ainda é objeto de muito estudo. Entre as 
diversas estratégias utilizadas para o desenvolvimento de novos 
fármacos para a terapêutica, existem as modificações estruturais 
e/ou moleculares que atualmente se mostram promissoras. Estas 
consistem na modificação química de moléculas como 
homologação, simplificação e hibridação molecular, com o 
objetivo de aumentar a potência e segurança do perfil 
farmacológico do fármaco (CALIXTO & SIQUEIRA JÚNIOR, 
2008; LIMA, 2007). 

Estudos provenientes de pesquisas desenvolvidas no 
Laboratório de Hormônios & Transdução de Sinais/UFSC 
investigam novos compostos sintéticos com possível utilização 
para o tratamento da diabetes. Frederico et al., 2012; Frederico 
et al., 2013; Mascarello et al., 2014 demonstraram que análogos 
de acilhidrazonas, sulfonamidas e sulfoniltioureias sintéticas 
atuam no pâncreas e/ou em músculo esquelético contribuindo 
para a homeostasia da glicose. Além disso, o efeito antidiabético 
de sulfonamidas sintéticas baseado no fragmento estrutural de 
sulfoniluréias foi comprovado através da demonstração do efeito 
insulinomimético e secretagogo de insulina destes compostos em 
modelos agudos de hiperglicemia. 

Apoiado nestes resultados anteriores, o presente trabalho 
busca dar continuidade aos estudos com o objetivo de investigar 
o mecanismo de ação de compostos sintéticos 4-[2-(2-fenil-4-
oxo-1,3-tiazolidin-3-il)etil]benzeno-1-sulfonamida (FTEBS) e 4-{2-
[2-(3,4-diclorofenil)-4-oxo-1,3-tiazolidin-3-il]etil} benzeno-1-
sulfonamida (DTEBS) que amplificam o espectro de ação 
(secretagogos de insulina e sensibilizadores da insulina, em uma 
mesma molécula). Além disso, diferentes radicais adicionados a 
estas novas moléculas foram também investigados com o 
objetivo de selecionar uma melhor resposta metabólica. 

A compreensão das vias de sinalização que medeiam à 
ação destes compostos em ilhotas pancreáticas ou em alvos de 
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ação da insulina, como a musculatura esquelética, é fundamental 
para a ação seletiva de novos fármacos propostos. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 
4.1 Materiais 
 

Glicogênio, 2-(2-amino-3-metoxifenil)-4H-1-benzopirano-4-
ona (PD 98059), cicloheximida, trans - 1- (4- hidroxiciclohexil) - 4-
 (4- fluorofenil) - 5- (2- methoxipiridimidina- 4- il) imidazol 
(SB239063), colchicina, N-etilmaleimida, wortmannin, acrilamida 
e bis-acrilamida, anti-β-actina de camundongo foram obtidos da 
Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti-GLUT4 (sc-53566) foi 
obtido da Santa Cruz Biotechnology (California, USA). Glicose e 
solventes foram adquiridos da Vetec® (Florianópolis, SC, Brasil). 
Solvente para os procedimentos analíticos, etanol, metanol e 
HNMPA-(AM)3 foram adquiridos da Merk (Darmstadt, Alemanha). 
O anticorpo conjugado a peroxidase, o substrato 
quimioluminescente da peroxidase Immobilon™ Western (HRP) 
e o kit de ELISA (EnzimeLinkedImmunoSorbentAssay) para 
determinação da insulina  (catálogo nº EZRMI-13K) foi adquirido 
da Millipore (St. Charles, MO, Estados Unidos da América). [U-
14

C]-2-Deoxi-D-glicose (
14

C-DG), atividade específica 9.25 
GBq/mmol, [

45
Ca]CaCl2 (sp. act. 321 KBq/mg Ca

2+
) e Optiphase 

Hisafe líquido de cintilação biodegradável foi adquirido da Perkin-
Elmer Life e da AnalyticalSciences (Boston, MA, EUA). 

4.1.1 Animais 
 

Ratos Wistar machos (180-200 g) foram mantidos em 
caixas plásticas com temperatura controlada (aproximadamente 
21 ± 2 °C) com ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas entre 6 e 
18 h). Os animais receberam alimento (Nuvital, Curitiba, PR, 
Brasil) e águaad libitum. Animais em jejum foram privados de 
alimento por 16 h, sendo permitido acesso livre à água. Todos os 
procedimentos foram realizados de acordo com a Comissão de 
Ética no Uso de Animais (CEUA) (Protocolo CEUA-UFSC 
PP00749). 
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4.1.2 Síntese e caracterização química dos compostos FTEBS e 
DTEBS 

 
A síntese dos análogos FTEBS e DTEBS foi realizada a 

partir de colaboração com o laboratório de Sintese Química, 
sintetizados pela aluna Dr. Patrícia Devantier Neuenfeldt, 
orientanda do Prof. Dr. Ricardo José Nunes do departamento de 
química da UFSC. 

 Para a obtenção dos análogos FTEBS e DTEBS partiu-se 
da reação de ciclocondensação “one-pot” entre a amina, no caso 
a 4-(2-aminoetil) benzenosulfonamida, os benzaldeídos 
(benzaldeído ou 3,4-diclorobenzaldeído) e ácido mercaptoacético 
(Figura 10). 

 
Figura 10 - Síntese dos análogos FTEBS e DTEBS. 
Hibridização entre a amina, no caso a 4-(2 aminoetil) 
benzenosulfonamida, os benzaldeídos (benzaldeído ou 3,4 
diclorobenzaldeído) e ácido mercaptoacético para obtenção de FTEBS 
e DTEBS. 
 

 
 
A síntese one-pot dos compostos foi realizada na 

proporção 1:1:3 (amina: benzaldeído: ácido), sob refluxo de 
tolueno (110°C), usando Dean-Stark por 16 horas. Para retirar o 
excesso do ácido mercaptoacético do meio reacional, foi 
adicionada uma solução saturada de bicarbonato de sódio 
formando uma fase orgânica e uma inorgânica. Após a 
separação das fases e evaporação do tolueno em 
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rotaevaporador, purificou-se a massa bruta por recristalização 
em etanol. 
 
4.2 Métodos 

4.2.1 Determinação da curva de tolerância à glicose 
 

Ratos submetidos a jejum de 16 h foram divididos em dois 
grupos de seis animais: Grupo I, ratos hiperglicêmicos que 
receberam sobrecarga de glicose (4 g/kg; 8,9M); Grupo II, ratos 
hiperglicêmicos que receberam o tratamento (FTEBS e DTEBS) 
nas doses de 1 e 10 mg/kg. A glicemia foi mensurada antes de 
qualquer tratamento (tempo zero). Em seguida, os ratos 
receberam o tratamento (FTEBS e DTEBS) e após 30 min foram 
submetidos a sobrecarga de glicose.  A curva de tolerância à 
glicose foi iniciada imediatamente após a sobrecarga de glicose e 
a glicemia foi mensurada no período de 15, 30, 60 e 180 min. 
Todos os tratamentos foram administrados por via intraperitoneal 
(LIU et al., 2015). O sangue foi coletado para determinação da 
glicemia pelo método da glicose oxidase (CAZAROLLI et al., 
2009; FREDERICO et al., 2012)  

4.2.2 Determinação da insulina sérica e estática 
 
Foi dosada a insulina sérica a partir do soro de animais 

hiperglicêmicos tratados ou não com os análogos após 15, 30 e 
60 min da sobrecarga de glicose. Para a insulina estática foi 
primeiramente isolado o pâncreas como descrito nesta 
metodologia e incubado na presença ou ausência de tratamento 
FTEBS e DTEBS (10 ηM) durante 30 min. As amostras foram 
centriguadas e uma alíquota de 100 µL do sobrenadante foi 
utilizada para dosar a insulina estática liberada pela ilhota 
pancreática. A insulina (sérica e estática) foi mensurada por 
ELISA de acordo com instruções do fabricante. A faixa de valores 
detectado pelo kit de ensaio foi de 0,51 ng/mL a 4,8 ng/mL. Os 
coeficientes de variação intra- e inter-ensaio para a insulina 
foram de 1,33 e 6,71, respectivamente, com uma sensibilidade 
de 0,1 ng/mL. A insulina foi estimada pela média das medidas 
em 450 nm com um leitor de placa ELISA (Organon Teknika, 
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Roseland, NJ, USA) por interpolação da curva padrão. As 
amostras foram analisadas em duplicatas e os resultados 
expressos como ng de insulina sérica por mL

-1
 (CAZAROLLI et 

al., 2009). 

4.2.3 Determinação da atividade das dissacaridases intestinais in 
vitro 

 
     O segmento do duodeno foi removido de ratos normais, 

lavado em 0,9% de solução de NaCl, secado sobre papel filtro, 
pesado, cortado, homogeneizado com NaCl a 0,9% (400 mg de 
duodeno por mL) e centrifugado (18000 r.p.m./8 min). O 
sobrenadante foi incubado a 37 °C durante 5 min com o 
substrato (maltose, sacarose e lactose) em tampão maleato (pH 
6,0). O tratamento (FTEBS ou DTEBS) foi realizado 5 min antes 
da incubação com os substratos. Atividades da maltase, lactase 
e sacarase foram determinadas pelo método glicose oxidase de 
acordo com as recomendações do fabricante (PEREIRA et al., 
2012). A atividade específica foi definida como a atividade da 
enzima (U) por mg de proteína (corresponde à quantidade de 
enzima que catalisa uma reação com velocidade de formação de 
1 micromol de produto por minuto) (DAHLQVIST, 1984). A 
concentração de proteína foi determinada pelo método de Lowry 
(1951), utilizando BSA como padrão. 

4.2.4 Determinação da atividade anti-glicação 
 
   Os AGEs foram formados num sistema in vitro (adaptado 

de KIHO et al., 2004). A glicose (500 mM) ou a frutose (300 mM) 
foram incubadas em tampão fosfato (PBS, pH 7,4; azida sódica 
0,02%) com BSA (10 mg/ml) na ausência (controle) ou na 
presença dos tratamentos FTEBS e DTEBS (0,1 e 1 µg/ml). A 
fluorescência formada por AGEs foi medida com o Infinity M200 
(TECAN) (excitação = 370 nm e emissão = 440 nm) antes do 
início da incubação (dia zero). Imediatamente após, a solução foi 
mantida em estufa com agitação e protegida da luz, a 37ºC. A 
fluorescência foi medida no 7°, 14° e 28° dia (n = 8 poços) (KIHO 
et al., 2004; KAPPEL et al., 2012). 



57 

 

4.2.5 Conteúdo de glicogênio 
 
Para determinação do glicogênio muscular e hepático, 

músculo sóleo e fígado foram removidos dos ratos 
hiperglicêmicos (controle hiperglicêmico) e de ratos submetidos 
aos respectivos tratamentos (FTEBS e DTEBS) imediatamente 
após 3 h da sobrecarga de glicose. Os tecidos foram pesados e 
digeridos com KOH 33% sob fervura a 100 °C por 20 min. Após a 
fervura, foi adicionado etanol 96% e novamente, as amostras 
foram submetidas à fervura seguida de banho de gelo para 
precipitação do glicogênio. As amostras foram então 
centrifugadas a 1300 r.p.m. durante 10 min. O sobrenadante foi 
descartado e o precipitado solubilizado em água. O conteúdo de 
glicogênio foi determinado pelo tratamento com reagente de iodo 
e posterior leitura em espectrofotômetro a 460 nm. Os resultados 
foram expressos em mg de glicogênio/g de tecido(KRISMAN, 
1962). 

4.2.6 Captação de [U-
14

C]-2-desoxi-D-glicose no músculo sóleo 
de ratos  

 
Foram utilizados músculos sóleos de ratos submetidos a 

jejum de 16 h. Fatias de músculo foram distribuídas entre os 
grupos controle e tratado (FTEBS). Os músculos foram 
dissecados, pré-incubados (30 min) e em seguida incubados (60 
min) a 37 °C, O2/CO2 (95%:5%, v/v), pH 7,4 em Krebs Ringer 
bicarbonato (KRb) com uma composição de 122 mM de NaCl, 
KCl (3 mM), 1,2 mM de MgSO4, 1,3 mM de CaCl2, 0,4 mM de 
KH2PO4 e 25 mM de NaHCO3. O análogo FTEBS (10 ηM, 10ρM 
e 10ƒM) foi adicionado ao meio de incubação (60 min) em 
presença ou ausência de HNMPA-AM (100 μM) (CASTRO et al., 
2015), wortmannin (100 nM) (CASTRO et al., 2015), colchicina (1 
μM) (CASTRO et al., 2015), N-etilmaleimida (1 nM) (KAPPEL et 
al., 2013), PD98059 (50μM) (CASTRO et al., 2015), SB239063 
(10 μM) (CAZAROLLI et al., 2013), actinomicina D (1 μM) 
(KAPPEL et al., 2013) ou cicloheximida (350 μM) (CASTRO et 
al., 2015). 

14
C-DG (0,1 μCi/mL) foi adicionada a cada amostra 

durante o período de incubação. Para a quantificação das 
proteínas totais foi usado o método de Lowry et al. (1951). Os 
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resultados da captação de glicose foram expressos como 
unidades de glicose captada em nmol/ mg de proteína (CASTRO 
et al., 2015 ; KAPPEL et al., 2013; CASTRO et al., 2014; 
CAZAROLLI et al., 2013). 

4.2.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western blott 
 
Para o homogeneizado total, o músculo sóleo foi incubado 

in vitro (60 min) com FTEBS (10 ρM) e sem tratamento (controle). 
Foi homogeneizado numa solução de lise contendo 2 mM de 
EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 6,8, SDS 4% (w/v) e a concentração 
total de proteína em seguida foi determinadapelo método de 
Lowry (1951). As frações de membrana plasmática do tecido 
muscular foram incubadas na presença ou ausência de FTEBS 
10 ρM (60 min, 37°C em KRb) e foram preparadas como descrito 
por Nishiumi, Ashida (2007). Para a análise de eletroforese 
(homogeneizado total), as amostras foram dissolvidas em 
solução contendo 40% de glicerol, 5% de mercaptoetanol, 50 mM 
de Tris-HCl (pH 6,8) e aquecidos a 100°C durante 3 min. As 
amostras proteicas foram aplicadas em concentrações iguais em 
gel de poliacrilamida (12%), separadas por SDS-PAGE de 
acordo com o sistema descontínuo de Laemmli (1970) e 
transferidas para membranas de nitrocelulose em tampão de 
transferência. As membranas de nitrocelulose foram incubados 
durante 2 h em solução de bloqueio contendo 5% de leite em pó 
desnatado e em seguida incubadas por 18 h a 4 °C com anti-
GLUT4 diluído em uma razão de 1: 500. As membranas foram 
incubadas durante 2 h com anticorpo anti-IgG de rato (1:1000) e 
as bandas reativas foram visualizadas utilizando o kit de 
quimioluminescência do substrato de HRP Immobilon™ 
(CASTRO et al., 2014). As membranas de nitrocelulose foram 
quantificados após escâner em sistema ChemiDoc ™ MP por 
determinação da densidade óptica da bandas em software 
ImageLab versão 4.1 (Bio-Rad) (CASTRO et al., 2014; KAPPEL 
et al., 2013; CASTRO et al., 2015). 

4.2.8 PCR em Tempo real  
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Os músculos sóleo insolados foram incubado in vitro (60 
min) com FTEBS (10 ρM) e sem tratamento (controle). O Ácido 
ribonucleico total foi extraído usando reagente de Trizol 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com o protocolo do 
fabricante. Todas as amostras de RNA estavam livres de DNA 
contaminante, utilizando reagentes isentos de DNA (Invitrogen, 
Carlsbad, CA) de acordo com o protocolo do fabricante. O de 
RNA (1 μg) foi transcrito reversamente com Superscript III 
(Invitrogen). A amplificação por PCR em tempo real foi realizada 
usando 2 μL de cDNA, primers específicos para cada gene e 
SYBR Green reagente (Invitrogen), em um volume final de 10 μL. 
O método 2-(ΔΔCt) (Livak e Schmittgen, 2001) foi usado para 
calcular os valores ΔΔCt. Além disso, β-actina foi utilizada como 
um controle interno de carga. As sequências de primers 
utilizados são as seguintes: GLUT4: senso: 5'-
CGCGGCCTCCTATGAGATAC-3'; anti-senso:5'-
CCTGAGTAGGCGCCAATGA-3' β-actin: senso: 5'-
TGTTACCAACTGGGACGA-3'; anti-senso: 5'-
GGGGTGTTGAAGGTCTCA-3' (CASTRO et al., 2015). 

4.2.9 Resistência à insulina 
 

Os ratos foram divididos em 4 grupos: Grupo I, ratos que 
receberam veiculo (salina), grupo II, ratos que receberam 
dexametasona (0,1 mg/kg), grupo III, ratos que receberam 
tratamento (FTEBS) na dose 10 mg/kg e grupo IV, ratos de 
receberam o tratamento 10 mg/kg e imediatamente após, 
receberam dexametasona (0,1 mg/kg). Os ratos foram induzidos 
e tratados diariamente com injeções por via subcutânea entre 8 h 
e 30 min e 9 h e 30 min, durante 5 dias consecutivos 
(RAFACHO, et al., 2008). 

4.2.10 Teste de tolerância à insulina 
 

Os animais induzidos a resistencia a insulina e tratados 
com FTEBS e DTEBS (10 mg/kg) foram utilizados para esta 
técnica. Os ratos foram submetidos a jejum de no mínimo 6 h, 
receberam insulina (2 U/kg de peso corporal) que foi injetada por 
via subcutânea.  O sangue foi coletado pela cauda nos tempos 0, 



60 

 

7, 14 e 28 min para a determinação da glicemia. Este teste 
mensura a sensibilidade à insulina utilizando a constante do 
desaparecimento da glicose (Kitt) como índice do metabolismo 
da glicose mediado pela insulina. O Kitt foi calculado utilizando a 
seguinte fórmula: Kitt = 0,693 x 100 /t

½
. Onde, o t

1/2 
representa à 

meia-vida do decaimento da glicose e foi determinado a partir do 
coeficiente angular da reta obtida pela regressão linear do 
logaritmo natural da glicose versus o tempo (RAFACHO, et al., 
2008). 

4.2.11 Perfil lipídico sérico 
 

No sangue coletado dos ratos tratados ou não com 
dexametasona/ FTEBS foram dosados uma série de parâmetros 
bioquímicos com o intuito de verificar o perfil lipídico destes 
animais. Foram utilizados kits comerciais para triglicerídeos, 
colesterol total e HDL-colesterol. Para determinar a concentração 
sérica de LDL-colesterol e VLDL-colesterol foi usado a equação 
de Friedewald [Colesterol LDL= Colesterol Total - (HDL+ VLDL)] 
e [Colesterol VLDL= Triglicérides ÷ 5] respectivamente (Gold 
Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil) (RAFACHO et al., 2008). 

4.2.12 Curva de tolerância oral a triglicerídeos 
 

Ratos normais submetidos a jejum de 16 h foram divididos 
em dois grupos de seis animais: Grupo I, ratos que receberam 
emulsão via oral (contendo óleo de milho, ácido cólico, óleo de 
canola e colesterol diluídos em salina); Grupo II, ratos 
hipertrigliceridêmicos que receberam o tratamento via i.p. com o 
FTEBS (10  mg/kg). O sangue foi coletado antes de qualquer 
tratamento (tempo zero). Em seguida, os ratos receberam o 
tratamento (FTEBS) e após 30 min foi administrada a emulsão 
por via oral. O sangue foi coletado no período de 1, 2, 3,4, 5 e 6 
h após a sobrecarga (KAZMI et al., 2013). O sangue foi coletado 
para a determinação dos triglicerídeos totais por kit comercial 
(Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil). 
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4.2.13 Isolamento das ilhotas pancreáticas 
 

O pâncreas de ratos euglicêmicos foi visualizado por meio 
de uma incisão abdominal central. O ducto pancreático foi 
obstruído na altura do duodeno e canulado próximo ao fígado. O 
tampão Krebs Ringer (KRb) (contendo 122 mM NaCl, 3 mM KCl, 
1,2 mM MgSO4, 1,3 mM CaCl2, 0,4 mM KH2PO4, e 25 mM 
NaHCO3, carbogenado com O2/CO2 (95%:5%, v/v) até pH 7,4) 
adicionado de HEPES (8 mM), glicose 3 mM (KRb-HEPES) e 
colagenase (10 mg) foi injetado cuidadosamente no ducto 
pancreático até o pâncreas estar totalmente distendido. O 
pâncreas foi removido e mantido numa placa de Petri com KRb-
HEPES. Posteriormente, o tecido foi transferido para tubo cônico 
e centrifugado por 2 min. O sobrenadante foi descartado e foi 
realizada uma adição de 10 mL de KRb-HEPES livre de 
colagenase. Este processo foi repetido por 4 vezes, sendo o 
último realizado sem centrifugação. Alíquotas (100 µL) de ilhotas 
isoladas foram transferidas para microtubos contendo 300 µL de 
KRb-HEPES livre de colagenase. Após nova centrifugação o 
tampão foi removido e foi iniciado o ensaio com as ilhotas 
(KAPPEL et al., 2013b; CASTRO et al., 2014). 

4.2.14 Captação de 
45

Ca
2+

 em ilhotas pancreáticas 
 
As ilhotas previamente isoladas foram incubadas (60 min) 

em incubador com agitação a 37ºC em KRb-HEPES contendo 5 
mM de glicose e 

45
Ca

2+ 
(0,1 µCi/mL). As ilhotas foram incubadas 

por 10 min em tampão KRb-HEPES com ou sem  tratamento na 
presença ou ausência de inibidores/agonistas (estes adicionados 
15 min restantes da incubação). Foram utilizados: glibenclamida 
(20 µM) (FREDERICO et al., 2012), diazoxide (250 µM) 
(FREDERICO et al., 2012), nifedipina (1 µM) (FREDERICO et al., 
2012), flunarizina (10 µM) (CASTRO et al., 2015), tapsigargina (1 
µM) (ZHAO et al., 2013), dantrolene (50 µM) (KAPPEL et al., 
2013b), H-89 (10 µM) (KAPPEL et al., 2013b) e RO 310432 (50 
µM) (KAPPEL et al., 2013b). Uma solução contendo cloreto de 
lantânio (10 mM) foi adicionada às amostras para interromper o 
fluxo de cálcio. Os tubos foram centrifugados e lavados com o 
mesmo tampão. Após, as ilhotas foram homogeneizadas em 0,5 
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N de NaOH e fervidas por 10 min. Alíquotas 50 µL do tecido 
digerido foram adicionadas a 1 mL de líquido de cintilação. A 
leitura da radioatividade foi realizada em cintilador (modelo LS 
6500; Multi-Porpose Scintillation Counter-Beckman Coulter, 
Boston, USA). Alíquotas de 10 µL da amostra foram utilizadas 
para quantificação de proteínas pelo método de Lowry (1951). 

4.2.15 Dosagem sérica de lactato desidrogenase 
 

A atividade sérica de lactato desidrogenase (LDH) foi 
determinada após 180 min de tratamento com FTEBS ou DTEBS 
por via intraperitoneal (10 mg/kg) em período agudo em ratos 
hiperglicêmicos. Também foi determinada após 24 h dos 5 dias 
de tratamento com dexametasona ou não (controle). Amostras 
de soro foram usadas para determinar atividade da LDH 
extracelular (CASTRO et al., 2014). 

 
4.3 Análise estatística 
 

Os dados são expressos como média ± E.P.M. Uma 
análise de variância (ANOVA), seguido de pós-teste Bonferroni 
ou o teste t de Student foi utilizado para determinar a 
significância das diferenças entre os grupos. Diferenças foram 
consideradas significativas para p ≤ 0,05. 
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5. RESULTADOS  

 
Os análogos foram primeiramente estudados sobre o efeito 

em modelos hiperglicêmicos sobre a glicemia e insulinemia, para 
a partir destes resultados buscar estratégias que evidenciem o 
possível mecanismo de ação para cada composto. 

 
5.1 Capítulo 1 - Estudo do efeito insulinomimético do FTEBS 
em músculo sóleo 

 

5.1.1 Efeito do FTEBS na curva de tolerância à glicose e na 
secreção de insulina 
 

A Figura 11A mostra a estrutura química de FTEBS, 
baseada na porção funcional da estrutura da glibenclamida 
hibridizada à porção funcional da pioglitazona. A Figura 11B 
mostra a redução significativa na glicemia (em torno de 30%) 
obtida com o tratamento de 10 mg/kg e redução (em torno de 
20%) com o tratamento de 1 mg/kg de FTEBS nos tempos 15, 30 
e 60 min, quando comparado com o grupo controle. Ainda a dose 
de 10 mg/kg FTEBS mostra redução significativa após 60 min 
quando comparado ao tempo 15 min para a mesma dose. Diante 
dos resultados, a concentração de 10 mg/kg de FTEBS foi 
escolhida para estudos subsequentes, por apresentar melhor 
efeito na redução da glicemia. A Figura 11C demonstra o efeito 
dos protótipos na mesma dose de FTEBS (10mg/kg) para efeitos 
de comparação, como controle positivo. A Glibenclamida foi 
capaz de diminuir significativamente a glicemia de animais 
hiperglicêmicos em 15, 30 e 60 min, assim como FTEBS. Já com 
o tratamento com a pioglitazona é observado redução somente 
após 60 min de indução da hiperglicemia.  

A Figura 12A e 12B apresenta o efeito de FTEBS na 
concentração sérica e estática de insulina respectivamente. 
Como observado, FTEBS aumentou significativamente a insulina 
sérica quando comparado com o controle após 15 min da 
sobrecarga de glicose. A partir área sobre a curva da glicose e 
insulina séricas foi determinado o índice insulinogênico (ASC 
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glicemia/ASC insulinemia x100) de FTEBS (10 mg/kg). Para esta 
dose FTEBS obteve 1.61 ml/mg de índice insulinogênico, 
aumentando em torno de 65% em relação ao grupo controle 
hiperglicêmico (0,56 ml/mg). O efeito estimulatório do FTEBS (10 
ηM) na secreção de insulina estática in vitro foi detectado após 
10 min de incubação com o composto. A partir destes resultados 
foi investigado o mecanismo de ação do FTEBS na secreção de 
insulina em ilhotas pancreáticas. 
 
Figura 11 - Efeito agudo do FTEBS na curva de tolerância a 
glicose. Estrutura do FTEBS (A), curva dose-resposta do FTEBS na 

curva de tolerância a glicose em ratos tratados por via i.p. com 1 e 10 
mg/kg de FTEBS in vivo (B) e curva de Glibenclamida e pioglitazona 
sobre a tolerância a glicose em ratos tratados por via i.p. com 10 mg/kg 
in vivo (C). Os valores são expressos como média ± E.P.M.; n= 6.***p≤ 
0,001 comparado ao respectivo grupo controle hiperglicêmico. ###p≤ 
0,001 comparado ao valor em 15 min dentro do grupo FTEBS 10 mg/kg. 
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Figura 12 - Efeito do FTEBS na secreção de insulina. Efeito do 

FTEBS na secreção de insulina sérica em ratos hiperglicêmicos (A) n= 
3; Efeito do FTEBS na secreção de insulina estática em ilhotas 
pancreáticas isoladas (B) n= 15. Incubação = 30 min. Os valores são 
expressos como média ± E.P.M. Significativo para ***p ≤ 0,001; *p ≤ 
0,05 comparado ao respectivo grupo controle para cada caso. 
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5.1.2 Efeito do FTEBS no conteúdo do glicogênio hepático e 
muscular  

 
Para investigar os possíveis mecanismos envolvidos na 

atividade anti-hiperglicêmica deste composto, o conteúdo de 
glicogênio hepático e muscular foi determinado. Como observado 
na Figura 13, houve diferença significativa no conteúdo de 
glicogênio hepático (em torno de 300%) e muscular (em torno de 
50%) com o tratamento com o FTEBS (10 mg/kg), quando 
comparado com o grupo controle. A partir dos resultados obtidos, 
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foram investigadas as possíveis vias de sinalização envolvidas 
neste aumento de conteúdo de glicogênio no tecido muscular.  
 
Figura 13 - Efeito de FTEBS no conteúdo de glicogênio 
hepático e muscular. Efeito do FTEBS no conteúdo de glicogênio do 

fígado e do músculo sóleo em ratos hiperglicêmicos 180 min após o 
tratamento por via i.p. Os valores foram expressos como a média ± 
E.P.M.; n = 6 para cada grupo. Estatisticamente significativo para ***p ≤ 
0,001; *p ≤ 0,05 em comparação com o grupo de controle 
hiperglicêmico respectivo. 
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5.1.3 Estudo do mecanismo de ação do FTEBS no tecido 
muscular 
 

A fim de investigar o aumento significativo do glicogênio 
muscular, uma curva dose resposta foi realizada para FTEBS 
através do ensaio in vitro na captação de 

14
C-deoxi-glicose (

14
C-

DG) no músculo sóleo. A Figura 14 mostra o efeito estimulatório 
do FTEBS na captação de glicose após 1 h de incubação. O 
aumento significativo do FTEBS na captação de 

14
C-DG 

representa em torno de 80% da captação na dose 10 ρM 
comparada com o grupo controle. Por sua vez esta dose foi 
utilizada para os experimentos seguintes. 
 
Figura 14 - Curva dose-resposta do FTEBS na captação de 
14

C-glicose no músculo. Curva dose-resposta do FTEBS na 

captação [
14

C]-glicose no músculo sóleo de ratos. Tempo de pré-
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incubação = 30 min; tempo de incubação = 60 min. Os valores são 
expressos como a média ± E.P.M . N = 6 para cada grupo. Significativo 
para **p ≤ 0,01 e ***p ≤ 0,001 em relação ao grupo controle. 

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20
***

**

FTEBS 10 ƒM

FTEBS 10 M

FTEBS 10 M

Controle


m

o
l 
[U

-1
4
C

]D
-g

lic
o
se

 /
m

g

d
e
 p

ro
te

ín
a

 

5.1.4 Estudo do mecanismo de ação do FTEBS na ação 
estimulatória na captação de 

14
C-glicose no músculo sóleo 

 
Com o objetivo de investigar se os efeitos do FTEBS na 

captação de glicose envolvem o receptor de insulina presente na 
membrana das células musculares foi utilizado o HNMPA-(AM)3 
(100µM), um inibidor da atividade tirosina cinase do receptor de 
insulina. A Figura 15 ilustra que na presença de HNMPA-AM o 
efeito estimulatório do FTEBS na captação de glicose não foi 
significativamente inibido quando comparada ao grupo tratado 
(FTEBS), indicando que o mecanismo de ação do composto não 
parece estar envolvendo diretamente a atividade de tirosina 
cinase do receptor de insulina na membrana. 

 
Figura 15 - Envolvimento do receptor de insulina na ação 
estimulatória do FTEBS na captação de glicose no músculo 
sóleo. Efeito do HNMPA-(AM) na ação estimulatória do FTEBS na 

captação de [
14

C]-glicose no músculo sóleo de rato. Grupo controle = 
sem tratamento. Tempo de pré-incubação = 30 min; tempo de 
incubação = 60 min. Os valores são expressos como a média ± E.P.M.; 
n = 6 para cada grupo. Significativa para ***p ≤ 0,001 em relação ao 
grupo controle. 
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5.1.5 Mecanismo do FTEBS na translocação e fusão do GLUT4 
na membrana plasmática no músculo sóleo 
 

O objetivo a seguir foi investigar as vias de sinalização 
intracelular envolvidas no mecanismo estimulatório do FTEBS na 
captação de glicose no músculo. Primeiramente, foi estudado o 
efeito do FTEBS na translocação de vesículas contendo GLUT4, 
bem como, a fusão da vesícula na membrana celular. Na 
presença de wortmannin (100 ƞM), um inibidor específico da 
PI3K; colchicina (1 μM), um agente despolimerizante de 
microtúbulos e N-etilmaleimida (1 mM), um inibidor do transporte 
vesicular foi detectado um efeito inibitório do FTEBS na captação 
de glicose na presença destes agentes indicando a participação 
de proteínas envolvidas na translocação de vesículas como a 
PI3K e os filamentos intermediários, além disso, sugerindo o 
papel do FTEBS na fusão de vesículas na membrana, em seu 
mecanismo de ação (Fig 16A, 16B e 16C, respectivamente).  
 
Figura 16 - Efeito de inibidores da translocação e da fusão 
do GLUT4 na membrana plasmática na ação estimulatória do 
FTEBS na captação de glicose no músculo sóleo. Efeito do 

wortamanin (A), colchicina (B) e N-etilmaleimida (C) na ação 
estimulatória de FTEBS na captação de [

14
C]-glicose no músculo sóleo 

de rato. Grupo controle = sem tratamento. Tempo de pré-incubação = 
30 min; tempo de incubação = 60 min. Os valores são expressos como 
a média ± E.P.M .; n = 6 para cada grupo. Significativo para ***p≤ 0,001; 
**p ≤ 0,01 em relação ao grupo controle. Significativa para #p ≤ 0,05 em 
relação ao grupo FTEBS. 
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5.1.6 Influência da transcrição gênica e da síntese de proteínas 
no efeito estimulatório do FTEBS na captação de glicose no 
músculo sóleo 
 

O objetivo dos experimentos a seguir foi estudar a 
influência da transcrição gênica e/ou síntese de novo de 
proteínas associada ao efeito estimulatório do FTEBS na 
captação de glicose no músculo sóleo. Para tanto, foi utilizado 
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PD98059 (50 μM), um inibidor da MAPK; cicloheximida (350 µM), 
um inibidor da síntese geral de proteinas e actinomicina D (1 
µM), um inibidor de transcrição de DNA. O efeito estimulatório do 
FTEBS foi inibido após o pré-tratamento com PD98059 e 
cicloheximida (Figura 17A e 17B). No entanto, não houve 
diferença na captaçãode glicose entre o grupo tratado com 
FTEBS e o grupo FTEBS + actinomicina D. Estes resultados 
apontam que o mecanismo de ação do FTEBS na captação de 
glicose é, pelo menos, neste modelo experimental, independente 
da transcrição gênica, mas dependente da síntese proteica ativa 
(Figura 17C). 
 
Figura 17 - Relação do efeito de FTEBS na cascata da MAPK 
e a síntese protéica. Efeito de PD98059 (A), cicloheximida (B) e 

actinomicina D (C) na ação estimulatória do FTEBS na captação de 
[
14

C]-glicose no músculo sóleo de rato. Grupo controle = sem 
tratamento. Tempo de pré-incubação = 30 min; tempo de incubação = 
60 min. Os valores são expressos como a média ± E.P.M .; n = 6 para 
cada grupo. Significativo para ***p ≤ 0,001; **p ≤ 0,01; **p ≤ 0,05 em 
relação ao grupo controle. Significativo para ##p≤ 0,01; #p≤ 0,05 em 
relação ao grupo FTEBS. 
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5.1.7 Mecanismo de ação do FTEBS na captação de glicose e 
ativação do GLUT4 no músculo sóleo 
 

A fim de investigar o mecanismo de ação de FTEBS na 
estimulação da captação de glicose muscular por via 
independente, mas complementar a via da PI3K, como a via da 
p38 MAPK foi utilizado SB239063 (10 µM), um inibidor da p38 
MAPK. Como observado na figura 18, o efeito estimulatório do 
FTEBS na captação de glicose foi inibido pelo tratamento na 
presença de SB239063. 
 
Figura 18 - Envolvimento da p38 MAPK no efeito 
estimulatório do FTEBS na captação de glicose. Efeito de 

SB239063 na ação estimuladora de FTEBS na captação de [
14

C]-
glicose no músculo sóleo de rato. Grupo controle = sem tratamento. 
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Tempo de pré-incubação = 30 min; tempo de incubação = 60 min. Os 
valores são expressos como a média ± E.P.M.; n = 6 para cada grupo. 
Significativa para ***p ≤ 0,001 em relação ao grupo controle. 
Significativa para #p≤ 0,05 em relação ao grupo FTEBS. 
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5.1.8 Efeito do FTEBS na expressão do RNAm e no conteúdo 
total de GLUT4 no músculo sóleo. 
 

Foi estudado o efeito do FTEBS na expressão do RNAm 
do GLUT4 no músculo sóleo através de RT-PCR. Observou-se 
que o tratamento com o composto não interferiu no conteúdo de 
RNAm do GLUT4 (Figura 19) corroborando com os resultados 
apresentados na figura 17C (actinomicina D).  

Também foi verificado o efeito do FTEBS na síntese de 
GLUT4 por Western blot. A figura 20 mostra um aumento 
significativo de conteúdo total de GLUT4 na presença de FTEBS 
cerca de 80% comparado ao efeito da insulina. O tratamento foi 
bloqueado na presença de cicloheximida, um inibidor da tradução 
protéica no citosol, apontando o efeito do FTEBS na síntese de 
novo de GLUT4. Como esperado, a insulina estimulou o 
conteúdo de GLUT4 no músculo sóleo, funcionando como 
controle positivo do teste. A β-actina foi utilizada em todos os 
grupos como controle de carga proteica. 
 
Figura 19 - Efeito do FTEBS na síntese de RNAm do GLUT4. 
Efeito do FTEBS na síntese de RNAm do GLUT4 no músculo sóleo. 
Tempo de pré-incubação = 30min; tempo de incubação = 60 min. Os 
valores são expressos como a média ± E.P.M. com n = 10 para cada 
grupo.  
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Figura 20 - Efeito do FTEBS no conteúdo protéico total de 
GLUT4. Efeito do FTEBS no conteúdo de GLUT4 total no músculo 

sóleo. Cicloheximida 350 mM estava presente durante a incubação, na 
presença ou ausência de FTEBS 10

-12
M. β-actina foi utilizado como 

controle de carga proteica. Os valores são expressos como a média ± 
E.P.M; n = 6. Significativo para ***p≤ 0,001; **p≤ 0,01 comparado com o 
grupo controle. Significativo para ##p≤ 0,01 em relação ao grupo 
FTEBS. 

0

100

200

300

Controle

FTEBS 10 M

Cicloheximida 350 M

Cicloheximida + FTEBS

Insulina

**

***

##

C
o
n
te

ú
d
o
 p

ro
te

ic
o
 d

e
 G

lu
t-

4

to
ta

l 
(%

 d
o
 c

o
n
tr

o
le

)

 

   GLUT4     

   β-actina    

5.1.9 Efeito do FTEBS na resistência periférica à insulina 
 

Foi estudado o efeito do FTEBS na resistência periférica 
insulínica, uma vez que seu protótipo, pioglitazona, já é 
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conhecido por seu efeito sobre a melhora na resistência a 
insulina em órgãos periféricos como tecido muscular. Para tanto, 
foi estudado o efeito do FTEBS em modelos de ratos induzidos 
com dexametasona (0,1 mg/kg) por 5 dias. A figura 21 mostra 
como o grupo tratado com FTEBS + dexametasona aumentou 
significativamente a sensibilidade à insulina sérica em relação ao 
grupo resistente.  

Foi utilizado também a pioglitazona, conhecida na literatura 
pelo efeito na melhora da resistência a insulina a longo prazo 
(HANEFELD et al., 2011; KODAMA et al., 2013). De acordo com 
a figura 21, durante tratamento subcrônico de 5 dias com 
dexametasona não é possível observar melhora da resistência 
periférica com pioglitazona para a mesma dose, demonstrando 
maior eficiência de FTEBS em relação a pioglitazona. 
 
Figura 21 - Efeito de FTEBS na resistência periférica à 
insulina. Efeito do FTEBS e da pioglitazona no teste de tolerância à 

insulina em ratos resistentes induzidos por 5 dias de tratamento com 
dexametasona. Os valores são expressos como a média ± E.P.M.; n = 
5. Significativo para ***p≤ 0,001 comparado com o respectivo grupo 
controle. Significativo para ###p≤ 0,001 em relação ao grupo 
dexametasona. 
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Analisou-se também a captação de 

14
C-glicose para 

animais resistentes e tratados com FTEBS. Na figura 22 se pode 
verificar que o grupo resistente tratado com FTEBS (FTEBS + 
Dexametasona) aumentou significativamente a captação de 
glicose quando comparado ao grupo resistente, corroborando 
com o resultado observado na figura 21. 

 
Figura 22 - Efeito do FTEBS na captação de 

14
C-glicose no 

músculo sóleo. Efeito do FTEBS na captação de [
14

C]-glicose no 
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músculo sóleo em ratos resistentes induzidos por dexametasona. Os 
valores são expressos como a média ± E.P.M.; n = 5. Significativo para 
*p≤ 0,05 comparado ao grupo controle. Significativo para ##p≤ 0,01 
comparado ao grupo dexametasona. 
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5.1.10 Efeito do FTEBS no teste de tolerância à emulsão lipídica 
  

A Figura 23 mostra a significativa redução do triglicerídeo 
sérico obtida com o tratamento agudo com o FTEBS 10 mg/kg no 
teste de tolerância à emulsão lipídica nos tempos 1, 2 e 4 h, 
quando comparado com o controle.  
 
Figura 23 - Efeito do FTEBS no teste de tolerância oral a 
triglicerídeo. Efeito do FTEBS na curva de tolerância oral a 

triglicerídeos em ratos normais tratados com emulsão lipídica. Os 
valores são expressos como a média ± E.P.M.; n = 6. Significativo para 
***p≤ 0.001 comparado ao grupo controle. 
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5.1.11 Perfil lipídico de ratos resistentes à insulina tratados com 
FTEBS 

 
Analisou-se o efeito de FTEBS sobre o perfil lipídico 

utilizando os mesmo animais tratados com dexametasona 
durante cinco dias. Como mostrado na figura 24A, 24C e 24D 
respectivamente, o grupo FTEBS já demonstra melhora 
significativa nos triglicerídeos, HDL e VLDL plasmáticos, quando 
utilizado como controle negativo (sem a presença de 
dexametasona). No entanto, em ratos resistentes à insulina é 
observado melhora apenas no perfil de HDL-coleterol (Fig. 24C). 
A pioglitazona foi utilizada para comparação com o perfil lipídico 
de FTEBS e não produziu melhora significativa em nenhum 
parâmetro lipídico na mesma dose testada (10 mg/kg). 
 
Figura 24 - Efeito do FTEBS nos lipídeos plasmáticos em 
animais resistentes ou não à insulina. Efeito do FTEBS no 

conteúdo de lipídeos e lipoproteínas na circulação (triglicerídeos totais, 
LDL, HDL, VLDL e colesterol total) em ratos resistentes à insulina 
induzidos por dexametatasona após 5 dias de indução. Os valores são 
expressos como a média ± E.P.M.; n = 5. Significativo para *p≤ 0.05; 
**p≤ 0.01; ***p≤ 0.001; comparado ao grupo controle. Significativo para 
#p≤ 0.05; ##p≤ 0.01; ###p≤ 0.001 comparado ao grupo dexametasona. 
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5.1.12 Efeito do FTEBS na formação de AGES  
 
Em vista de analisar a influencia de FTEBS no 

desenvolvimento de comorbidades da diabetes foi avaliado a 
glicação de proteínas na presença de glicose ou frutose tratada 
ou não com FTEBS, em um sistema in vitro. No momento 
antecedente à incubação (dia 0), se observa a fluorescência 
intrínseca da albumina e do composto FTEBS, sem diferenças 
estatísticas entre os grupos (Fig. 25).  

Como esperado, após 7 dias de incubação da albumina 
com glicose e frutose, se observou o aumento significativo da 
formação de AGES, através do aumento da fluorescência (Fig. 
25). Os resultados obtidos para o ensaio de glicação apontam 
que o FTEBS reduziu significativamente a glicação da albumina 
na presença de glicose nas concentrações de 0,1 e 1 µg/mL 
após 7 e 14 dias de incubação. Quando incubada com frutose, a 
dose de 0,1 e 1 µg/mL reduziu significativamente a fluorescência 
após 7, 14 e 28 dias de incubação e, portanto, a formação de 
AGES (Fig. 25). 
 
Figura 25 - Efeito do FTEBS na formação de AGEs no 
modelo BSA/glicose, frutose. Efeito do FTEBS na formação de 

AGEs em modelo BSA/glicose ou frutose in vitro através da medida de 
intensidade de fluorescência no dia 0, 7, 14 e 28. Os valores são 
expressos como a média ± E.P.M.; n= 8. ***p≤ 0,001 comparado ao 
grupo controle; #p≤ 0,05; ###p≤ 0,001 comparado ao grupo BSA glicada 
com substratos (glicose ou frutose). 
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5.1.13 Efeito do FTEBS na atividade de dissacaridases 
intestinais  

 
Avaliamos ainda outros possíveis mecanismos envolvidos 

na atividade anti-hiperglicêmica de FTEBS através de testes da 
atividade de dissacaridases intestinais tratados com o composto. 
Não foi observada nenhuma alteração após incubação in vitro 
com o FTEBS (0.1, 1 e 10 µg/ml) na atividade da maltase, 
sacarase e lactase quando comparado com o controle (Fig. 26A, 
B e C respectivamente). 

 
Figura 26 - Efeito do FTEBS na atividade de dissacaridases 
intestinais. Efeito do FTEBS na atividade de dissacaridases intestinais 

em ratos hiperglicêmicos 180 min após o tratamento por via i.p. 
Atividades da maltase (A), sacarase (B) e da lactase (C). Os valores 
foram expressos como a média ± E.P.M.; n = 8 para cada grupo.  A 
acarbose foi utilizada para controle negativo. Significativo para ***p ≤ 
0,001 comparado ao grupo controle. 
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5.1.14 Toxicidade do FTEBS na atividade de LDH sérica  
 

A medida da LDH sérica foi utilizada como indicador de 
toxicidade do composto. Como observado na Figura 27, FTEBS 
não alterou a atividade de LDH após 3 h de tratamento. Após 5 
dias de tratamento com dexametasona também não houve 
diferença entre os grupos comparado ao grupo controle. 
 
Figura 27 - Atividade da lactato desidrogenase na presença 
ou não de FTEBS em período agudo e após 5 dias de 
tratamento. Efeito do FTEBS na atividade da lactato desidrogenase 

no soro em período agudo (180 min) (A) e ratos resistentes à insulina 
induzidos com dexametasona após 5 dias de tratamento (B). Os valores 
são expressos como a média ± E.P.M.; n = 5 para cada grupo.                                                     
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5.2 Capítulo 2 - Estudo do efeito secretagogo do DTEBS em 
ilhotas pancreáticas 

5.2.1 Efeito do DTEBS na curva de tolerância à glicose e na 
secreção de insulina in vivo e in vitro  
 

A figura 28A mostra a estrutura quimica de DTEBS, 
baseada na porção funcional da estrutura da glibenclamida 
associada à porção funcional da pioglitazona com radical 3,4-
dicloro. A figura 28B monstra a significativa redução na glicemia 
de 23, 16 e 9 % obtida com o tratamento de 1 mg/kg nos tempos 
15, 30 e 60 min respectivamente. Para a dose 10 mg/kg a 
glicemia reduziu 33, 32 e 30% de DTEBS nos tempos 15, 30 e 60 
min respectivamente, quando comparado com o controle. Diante 
dos resultados, a concentração de 10 mg/kg de DTEBS  foi 
escolhida para estudos subsequentes, por apresentar melhor 
efeito na redução da glicemia. Ainda na figura 28B se observa o 
aumento significativo do índice insulinogênico de FTEBS (10 
mg/kg) em torno de 70% em relação ao grupo controle. 

A figura 29A e 29B apresenta o efeito estimulatório do 
DTEBS na concentração sérica e estática (em ilhotas 
pancreáticas) de insulina respectivamente. Como observado, o 
DTEBS aumentou significativamente a insulina sérica comparado 
com o grupo controle após 15, 30 e 60 min da sobrecarga de 
glicose. A partir área sobre a curva da glicose e insulina séricas 
foi determinado o índice insulinogênico (ASC glicemia/ASC 
insulinemia x100) de DTEBS (10 mg/kg). Para esta dose DTEBS 
obteve 1.41 ng/mg de índice insulinogênico, aumentando em 
torno de 65% em relação ao grupo controle hiperglicêmico (0,63 
ng/mg). Também houve aumento significativo da insulina estática 
em relação ao grupo controle após 10 min de tratamento in vitro 
das ilhotas isoladas. A partir disto foi investigado o possível 
mecanismo de ação do DTEBS na secreção de insulina, já que 
DTEBS mostrou um efeito mais sustentado que FTEBS. 
 

Figura 28 - Efeito agudo do DTEBS na curva de tolerância à 
glicose. Estrutura do DTEBS (A) e curva dose-resposta do composto 

na glicemia de ratos hiperglicêmicos (receberam sobrecarga de glicose) 
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tratados com 1 e 10 mg/kg de DTEBS in vivo (B). Os valores são 
expressos como a média ± E.P.M.; n = 6. *p≤ 0,05; ***p≤ 0,001 
comparado ao grupo controle. 
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Figura 29 - Efeito de DTEBS na secreção de insulina in vivo e 
in vitro. Efeito do DTEBS na secreção de insulina no soro em ratos 

hiperglicêmicos (A), n = 3. Efeito do DTEBS na secreção de insulina 
estática em ilhotas pancreáticas isoladas (B), n = 15. Os valores são 
expressos como a média ± E.P.M. Significativo quando ***p≤ 0,001; *p≤ 
0,05 comparado com o grupo controle. 
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5.2.2 Efeito do DTEBS no conteúdo de glicogênio hepático e 
muscular 
 

A fim de investigar os possíveis mecanismos envolvidos na 
atividade anti-hiperglicêmica deste composto, foi determinado o 
conteúdo de glicogênio hepático e muscular. Como observado na 
Fig. 30, houve aumento significativo no conteúdo de glicogênio 
hepático (em torno de 300%), já o conteúdo de glicogênio 
muscular não houve alteração do tratamento com DTEBS (10 
mg/kg) em relação ao controle. Também foi realizada curva 
dose-resposta do efeito do DTEBS na captação in vitro de 

14
C-

glicose no músculo. Estes resultados ilustrados na Fig. 31 
mostram que não houve aumento significativo na captação de 
glicose muscular. A partir dos resultados obtidos, foram 
investigadas outras possíveis vias de sinalização que possam 
estar correlacionadas ao efeito anti-hiperglicêmico. 

 
Figura 30 - Efeito do DTEBS no conteúdo de glicogênio 
hepático e muscular. Efeito do DTEBS no conteúdo de glicogênio do 

fígado e músculo sóleo em ratos hiperglicêmicos 180 min após o 
tratamento por via i.p. Os valores são expressos como a média ± 
E.P.M.; n = 6 para cada grupo. Estatisticamente significativo para **p≤ 
0,01 em comparação com o grupo controle hiperglicêmico. 
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Figura 31 - Efeito do DTEBS na captação de 

14
C-glicose no 

músculo sóleo. Curva dose-resposta do efeito do DTEBS na 

captação [
14

C]-glicose no músculo sóleo de ratos. Tempo de pré-
incubação = 30 min; tempo de incubação = 60 min. Os valores são 
expressos como a média ± E.P.M.; n = 6 para cada grupo. 
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5.2.3 Curva de tempo e de dose-resposta do DTEBS no influxo 
de cálcio em ilhotas pancreáticas 
 

Buscando investigar o mecanismo de ação do DTEBS na 
secreção de insulina, o influxo de cálcio em ilhotas pancreáticas 
foi avaliado. A Fig. 32A representa o aumento significativo do 
influxo de cálcio (cerca de 40%) após 10 min de incubação. Esse 
aumento de influxo de cálcio em 10 min coincide com a primeira 
fase de secreção de insulina. Portanto, estes resultados indicam 
que o DTEBS tenha efeito significativo na primeira fase de 
secreção de insulina (vesículas prontamente liberáveis) e ainda 
produza efeito prolongado se estendendo ao período de 
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secreção hormonal que corresponde a segunda fase de liberação 
de vesículas de insulina (30 min), cerca de 30%. Os estudos 
sequentes foram conduzidos no tempo de 10 min a fim de avaliar 
a ação do DTEBS na primeira fase secretória. Foram estudadas 
as concentrações de 20 ρM, 20 ηM e 20 µM do DTEBS no influxo 
de Ca

2+
 tendo como base a concentração da glibenclamida para 

o influxo de cálcio, já descrita na literatura (FREDERICO, 2013). 
Como mostra a Fig. 32B, o DTEBS estimulou o influxo de cálcio 
em ilhotas pancreáticas na concentração de 20 ηM em torno de 
130%, e na concentração de 20 µM em torno de 150%. Os 
estudos sequentes com DTEBS foram conduzidos com a menor 
concentração (20 ηM) que estimulou significativamente o influxo 
de cálcio. 

 
Figura 32 - Curva de tempo e de dose-resposta do DTEBS no 
influxo de 

45
Ca

2+
 em ilhotas pancreáticas. Curva de tempo do 

DTEBS no influxo de 
45

Ca
2+

em ilhotas pancreáticas (A); Curva dose-
resposta do DTEBS no influxo de 

45
Ca

2+
em ilhotas pancreáticas (B). 

Incubação= 5, 10 e 30 min (A). Pré-incubação= 60 min; Incubação = 10 
min (B). Os valores são expressos como a média ± E.P.M.; n = 6. 
Significativo para *p≤ 0,05; **p≤ 0,01; ***p≤ 0,001, comparado ao grupo 
controle. 
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5.2.4 Envolvimento de canais de K
+

ATP no efeito estimulatório do 
DTEBS no influxo de 

45
Ca

2+
 em ilhotas pancreáticas 

 
Para estudar o envolvimento destes canais na atividade 

estimulatória do DTEBS, foi utilizado a glibenclamida, que fecha 
canais de potássio, permitindo a despolarização essencial para a 
secreção de insulina. Foi utilizado também diazoxide, que 
impede o fechamento dos canais de potássio, impedindo a 
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despolarização da membrana. Como pode ser observado na Fig. 
33, o DTEBS aumentou o influxo de cálcio quando comparado ao 
controle. Na presença de glibenclamida, este efeito foi 
potencializado, demonstrando que o DTEBS pode estar 
interagindo em sítio diferente da glibenclamida, agindo de forma 
sinérgica. Na presença de diazoxide se percebe a inibição do 
efeito do DTEBS no influxo de cálcio. 

 
Figura 33 - Efeito do DTEBS no influxo de 

45
Ca

2+
 em canais 

de potássio em  ilhotas pancreáticas. Glibenclamida (20 μM) e 

diazoxide (250 μM) presentes durante 15 min na pré-incubação e 
durante a incubação. Pré-incubação= 60 min; Incubação = 10 min. Os 
valores são expressos como a média ± E.P.M.; n = 6. Significativo para 
**p< 0,01; ***p≤ 0,001; comparado ao grupo controle; #p< 0,05; 
comparado ao grupo DTEBS.  

0

50

100

150

200

** **

***

#

DTEBS 20 M

Glibenclamida 20 M

Diazoxide 250 mM

-

-

-

+

-

-

-

+

-

+

+

-

-

-

+

+

-

+

#

4
5
C

a
2

+
(%

 d
o
 c

o
n
tr

o
le

)

 

5.2.5 Envolvimento dos canais de Ca
2+

 dependentes de voltagem 
no efeito estimulatório do DTEBS no influxo 

45
Ca

2+
 

 
Pode ser observado na Fig. 34 que na presença de 

nifedipina, um inibidor de canais de Ca
2+

 dependentes de 
voltagem do tipo L não alterou o influxo basal de cálcio, porém 
quando incubado juntamente com DTEBS, o efeito de ambos foi 
bloqueado, mostrando o envolvimento deste canal no estímulo 
para o influxo de cálcio. Já na presença de flunarizina, que inibe 
canais de Ca

2+
 do tipo T este bloqueio não foi observado.  

 
Figura 34 - Influência dos canais de cálcio dependentes da 
voltagem no efeito estimulatório do DTEBS no influxo de 
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45

Ca
2+

 em  ilhotas pancreáticas. Nifedipina (1 μM) e flunarizina (10 

μM) presentes durante 15 min da pré-incubação e durante a incubação. 
Pré-incubação= 60 min; Incubação= 10 min. Os valores são expressos 
em média ± E.P.M.; n = 6. Significativo para ***p≤ 0,001; comparado ao 
grupo controle; #p< 0,05; comparado ao grupo DTEBS. 
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5.2.6 Envolvimento do cálcio dos estoques do RE no efeito 
estimulatório do DTEBS no influxo de 

45
Ca

2+
 

 
Foi estudado a participação do cálcio dos estoques no 

efeito estimulatório do DTEBS no influxo de 
45

Ca
2+

 nas ilhotas. 
Para tal, utilizamos bloqueadores de canais de cálcio presentes 
no retículo, como a tapsigargina, um bloqueador de ATPase 
dependente de cálcio na membrana do retículo endoplasmático 
(SERCA). Esta bomba ATPase é responsável pela recaptação de 
cálcio para dentro do RE, quando a concentração do mesmo está 
baixa no interior do RE. O bloqueio dessa bomba SERCA conduz 
à perda de cálcio do RE e aumento de cálcio no citosol da célula, 
mantendo a captação de cálcio extracelular basal. Outro 
mecanismo estudado, envolvendo o cálcio do RE, foi através do 
receptor de rianodina (RyR), esse receptor é ativado por uma 
pequena elevação da concentração de cálcio intracelular 
([Ca

2+
]i), provocando o efeito conhecido como liberação de cálcio 

induzida por cálcio, que amplifica o sinal de cálcio produzido por 
outros mecanismos, tal como a abertura de canais de cálcio 
presentes na membrana plasmática ou através da inibição da 
bomba SERCA (RANG,2007). Para estudar o RyR, foi utilizado o 
dantrolene, bloqueador deste receptor.  Como observado na Fig. 
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35, tanto na presença de tapsigargina e de dantrolene, DTEBS 
manteve o efeito, aumentando o influxo de cálcio em relação ao 
controle. 

 
Figura 35 - Influência do cálcio dos estoques no efeito 
estimulatório do DTEBS no influxo de 

45
Ca

2+
 em  ilhotas 

pancreáticas. Tapsigargina (1 μM) e Dantrolene (50 μM) presentes 

durante 15 min da pré-incubação e durante a incubação. Pré-incubação 
= 60 min; Incubação = 10 min. Os valores são expressos como a média 
± E.P.M.; n = 6. Significativo para **p< 0,01 comparado ao grupo 
controle. 
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5.2.7 Envolvimento da PKA e PKC no efeito estimulatório do 
DTEBS no influxo 

45
Ca

2+
 

 
Como pode ser observado na Fig. 36, o efeito do DTEBS 

foi suprimido na presença do inibidor H89, inibidor da proteína 
cinase dependente de AMPcíclico (PKA) e RO310432, inibidor da 
PKC, ativada pelo aumento nas concentrações de cálcio. A 
presença dos inibidores não alterou a captação basal de cálcio. 

 
Figura 36 - Influência das cinases (PKA e PKC) no efeito 
estimulatório do DTEBS no influxo de 

45
Ca

2+
 em  ilhotas 

pancreáticas. H89 (10 μM) e RO310432 (50 μM) presentes durante 

15 min da pré-incubação e durante a incubação. Pré-incubação= 60 
min; Incubação= 10 min. Os valores são expressos em média ± E.P.M.; 
n = 6. Significativo para ***p≤ 0,001; comparado ao grupo controle. 
Significativo para ##p< 0,01; comparado ao grupo DTEBS. 
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5.2.8 Efeito do DTEBS na formação de AGES  
 
No momento antecedente à incubação (dia 0), se observa 

a fluorescência intrínseca da albumina e do composto DTEBS, 
sem diferenças estatísticas entre os grupos. A fluorescência 
intrínseca de DTEBS foi descontada a partir da leitura sem 
presença de glicose/frutose. 

Como esperado, após 7 dias de incubação da albumina 
com glicose e frutose, se observou o aumento significativo da 
formação de AGES, através do aumento da fluorescência (Fig. 
37). Os resultados obtidos para o ensaio de glicação apontam 
que o DTEBS reduziu significativamente a glicação na presença 
de glicose nas concentrações de 0,1 e 1 µg/mL após 7 e 14 e 28 
dias de incubação. Quando incubada com frutose, a dose de 0,1 
e 1 µg/mL também reduziu significativamente a fluorescência 
após 7, 14 e 28 dias de incubação e, portanto, a formação de 
AGES (Fig. 37). 

 
Figura 37 - Efeito do DTEBS na formação de AGEs no 
modelo BSA/glicose, frutose. Efeito do DTEBS na formação de 

AGEs em modelo BSA/glicose ou frutose in vitro através da medida de 
intensidade de fluorescência no dia 0, 7, 14 e 28. Os valores são 
expressos como a média ± E.P.M.; n = 8. Significativo para ***p≤ 0,001 
comparado ao grupo controle; Significativo para #p≤ 0,05; ###p≤ 0,001 
comparado ao grupo BSA glicada (com glicose ou frutose). 
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5.2.9 Efeito do DTEBS na atividade de dissacaridases intestinais  

 
Avaliamos ainda outros os possíveis mecanismos 

envolvidos na atividade anti-hiperglicêmica de DTEBS através de 
testes da atividade de dissacaridases intestinais tratados com o 
composto. Não foi observada nenhuma alteração após incubação 
in vitro na atividade da maltase, sacarase e lactase quando 
comparado com o controle (Fig. 38 A, B e C respectivamente).  

 
Figura 38 - Efeito de DTEBS na atividade de dissacaridases 
intestinais. Efeito do DTEBS nas dissacaridases intestinais em ratos 

normais. Foi avaliado a atividades da maltase (A), sacarase (B) e da 
lactase (C) in vitro. Os valores são expressos como a média ± E.P.M.; n 
= 8 para cada grupo. Significativo para ***p≤ 0,001 comparado ao grupo 
controle. 



90 

 

0.00

0.01

0.02

0.03

***

Maltase

A
ti
vi

d
a
d
e
 e

n
z
im

á
ti
c
a
 e

s
p
e
c
íf

ic
a

 (
U

/m
g
 d

e
 p

ro
te

in
a
)

0.000

0.001

0.002

0.003

0.004

***

Sacarase

A
ti
vi

d
a
d
e
 e

n
z
im

á
ti
c
a
 e

s
p
e
c
íf

ic
a

 (
U

/m
g
 d

e
 p

ro
te

in
a
)

0.000

0.001

0.002

0.003

Lactase

A
ti
vi

d
a
d
e
 e

n
z
im

á
ti
c
a
 e

s
p
e
c
íf

ic
a

 (
U

/m
g
 d

e
 p

ro
te

in
a
)

A

B C

Controle

Acarbose 700 µM

DTEBS 0,1 g/ml

DTEBS 1 g/ml

DTEBS 10 g/ml

 
 

5.2.10 Toxicidade do DTEBS sobre atividade de LDH sérica  
 

A dosagem da LDH sérica foi utilizada como indicador de 
citotoxicidade do composto para este modelo experimental agudo 
(180 min). Como observado na Fig. 39, o DTEBS não alterou a 
atividade da LDH após 3 h de tratamento.  

 
Figura 39 - Atividade da lactato desidrogenase na presença 
ou não do DTEBS em período agudo de tratamento. Efeito do 

DTEBS na atividade da lactato desidrogenase no soro após 180 min em 
ratos hiperglicêmicos. Os valores são expressos como a média ± 
E.P.M.; n = 5 para cada grupo. 
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6. DISCUSSÃO 

A pesquisa para desenvolvimento de novos fármacos se 
mostra cada vez mais crescente e se torna necessária para o 
aperfeiçoamento do tratamento de doenças crônicas como a 
diabetes, além da necessidade de implementação de 
tratamentos mais seguros e eficazes.  

Ainda que a glibenclamida possua excelente efeito na 
redução da glicemia e diminua a hemoglobina glicada (HBA1c), 
possui graves efeitos colaterais, principalmente para o 
tratamento da diabetes, como o risco de hipoglicemia, o ganho 
de peso, exaustão e conseqüente perda da função da célula beta 
pancrética (RABUAZZO et al., 1992; BALL, FLATT e 
MCCLENAGHAN 2000; BALL et al., 2000).  

Por sua vez, a pioglitazona também é utilizada em larga 
escala por portadores da DM2. É conhecida pelo efeito 
insulinomimético, diminuindo a resistência a insulina em tecidos 
periféricos como fígado, músculo e tecido adiposo (HANEFELD 
et al., 2011; KODAMA et al., 2013; DORKHAN et al., 2006). No 
entanto é também relatado o aparecimento de efeitos 
indesejados como edema, ganho de peso, e anemia (TAVARES, 
et al., 2005; BAILE, et al., 2000; BERRIA, et al., 2005; 
DORMANDY, et al., 2005). 

O presente trabalho apresenta novas moléculas baseadas 
em modificações moleculares de fármacos já comercializados no 
mercado (glibenclamida e pioglitazona) acresidos de diferentes 
radicais buscando um melhor perfil farmacológico destes 
análogos. 

De acordo com Frederico et al. 2012, o modelo 
experimental de tolerância a glicose em ratos reproduziu o 
conhecido efeito hipoglicemiante da glibenclamida corroborado 
pela indução de secreção de  insulina. Além disso, quando foram 
utilizados análogos sintéticos derivados de fragmentos 
estruturais de sulfonamidas, naquele mesmo estudo, também foi 
exibido perfil anti-hiperglicêmico para o mesmo modelo 
experimental.  

Semelhante a seu precursor, glibenclamida, o composto 
denominado 4-[2-(2-fenil-4-oxo-1,3-tiazolidin-3-il)etil]benzeno-1-
sulfonamida (FTEBS) demonstrou potencial efeito anti-
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hiperglicêmico (Fig. 11) com índice insulinogênico (1,61 ng/mg) 
menor que o da glibenclamida (1,98 ng/mg) (FREDERICO, et al., 
2013). A exaustão das células beta pancreáticas, ocasionado 
pela glibenclamida, está relacionada ao elevado índice 
insulinogênico (ASC glicemia/ASC insulinemia) devido a 
constante indução de secreção de insulina com o passar do 
tempo podendo provocar depleção das mesmas (YANG; 
BERGGREN, 2006). FTEBS se mostra efetivo na estimulação da 
secreção do hormônio levantando a hipótese de não 
sobrecarregar de forma exaustiva as células β pancreáticas uma 
vez que tem um índice insulinogênico menor que a 
glibenclamida. Ainda, o aumento da secreção de insulina estática 
vem reforçar a influência do efeito secretagogo de insulina do 
composto (Fig. 12B). 

A pioglitazona também possui efeitos anti-hiperglicêmicos, 
pricipalmente por aumentar a sensibilidade periférica à insulina 
em tecidos insulino-dependentes, porém necessita de doses 
mais elevadas (de 15 - 45 mg/kg) que FTBES, assim como, 
períodos prolongados de tratamento (TAN et al., 2004; HERZ et 
al., 2003; ARONOFF et al., 2000). 

Outros possíveis alvos também foram investigados para 
determinar o mecanismo anti-hiperglicêmico do FTEBS. O 
conteúdo de glicogênio pode ser considerado como um bom 
marcador para assegurar a atividade hipoglicemiante de um 
fármaco, pois este indica que a glicose está sendo captada e 
estocada no fígado e no músculo na forma de glicogênio, 
podendo ser através do aumento da glicogênese e aumento na 
captação de glicose. Considerando o efeito da glibenclamida na 
síntese de glicogênio no fígado (ABDEL AZIZ,1996) e no 
músculo (FREDERICO, 2012), foi investigado o efeito periférico 
de FTEBS nestes tecidos. Em concordância com nossos 
resultados com a pioglitazona, a roziglitazona, pertencente à 
classe das glitazonas, foi estudada por HU et al., 2012, em 
miócitos musculares onde foi observado aumento significativo de 
glicogênio na presença de insulina.  

FTEBS foi capaz de aumentar o conteúdo de glicogênio 
muscular e hepático (Fig. 13), indicando também um possível 
efeito insulinomimético. No entanto este efeito pode ser uma 
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consequência da secreção de insulina induzida por este 
composto.   

A insulina, uma vez liberada, é responsável por estimular a 
captação de glicose, estimulando a síntese de glicogênio através 
da ativação da GS, bem como a glicólise para produção de 
energia. Para elucidar o efeito insulinomimético, o estudo na 
captação de glicose no músculo esquelético do análogo sintético 
se torna um alvo importante. De acordo com os resultados 
apresentados o FTEBS parece possuir maior potencia na 
captação de glicose em músculo sóleo in vitro em relação à 
glibenclamida (MASCARELLO, 2014), já que necessita de baixas 
doses (10 ηM e 10 ρM) para aumentar o influxo de glicose neste 
tecido (Fig. 14). Estes resultados também condizem com a ação 
de seu precursor, tiazolidinediona que tem ação direta na 
indução da sinalização metabólica da insulina em células 
musculares (VERMA; SINGH; DEY, 2004; HU et al., 2012). 
Ainda, outras sulfoniluréias também aumentam a captação de 
glicose em músculo esquelético e adipócitos mediada por 
insulina (MULLER e WIED, 1993; RODRIGUEZ et al., 2004).  

Para entendermos melhor qual o mecanismo de ação de 
FTEBS no efeito estimulatório sobre a captação de glicose no 
músculo foram utilizados inibidores de diversas etapas da 
sinalização insulínica, responsáveis pela entrada de glicose na 
célula muscular. 

Inicialmente foi observado que FTEBS não possui 
influência no receptor de insulina presente na membrana da 
célula muscular para que o efeito na captação de glicose seja 
estimulado (Fig. 15). Por outro lado, FTEBS se mostrou atuante 
na via metabólica da insulina, através da ativação de vias como 
PI3K, determinante para translocação de vesículas de GLUT4 
estocados para a membrana celular (Fig. 16A). RODRIGUEZ et 
al. (2004) relataram que as sulfonilureias promovem o transporte 
de glicose no músculo esquelético através da ativação da PI3K. 
Ainda, Mascarello et al. (2014) demonstraram ação 
insulinomimética de sulfoniltioureias, análogas a glibenclamida 
através do envolvimento de PI3K promovendo aumento da  
captação de glicose no músculo esquelético.  

A fusão de vesículas contendo GLUT4 com a membrana 
plasmática se mostra essencial para que ocorra a captação de 
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glicose para dentro da célula muscular. Este transporte é 
mediado por microtúbulos e os filamentos de actina, 
responsáveis principalmente pelo direcionamento do movimento 
das vesículas da região perinuclear para a membrana em 
resposta à insulina. (HAJDUCH et al., 2001; KANZAKI, 2006). Os 
resultados demonstram que FTEBS tem efeito em células 
musculares através do aumento na translocação e fusão de 
vesículas GLUT4 na membrana plasmática (Fig. 16B e 16C). 
Semelhante ao efeito de FTEBS, Mascarello et al. (2014) 
demonstraram ação insulinomimética de análogos sintéticos de 
sulfoniutiureias através de ação desencadeada por captação de 
glicose envolvendo aumento da expressão de GLUT4 na 
membrana celular em músculo esquelético.  

A insulina também estimula via de atividade da proteína 
cinase ativada por mitógeno (MAPK), a ativação desta via regula 
várias atividades celulares, como expressão gênica, mitose, 
diferenciação, sobrevivência celular e apoptose, além de modular 
fatores de ligação como eEF2K (GONZÁLEZ-TERÁN et al., 
2013; RISCO & CUENDA, 2012; ALESSI et al., 1995). FTEBS foi 
capaz de promover ativação da via das MAPKs, implicando que 
FTEBS provavelmente regule a expressão de transportadores de 
glicose GLUT4 no músculo (Fig. 17A). Estes dados apontam pela 
primeira vez, a atividade de compostos análogos da 
glibenclamida na ativação da via das MAPKs na captação de 
glicose muscular em modelo in vitro. E ainda vem corroborar com 
Goetze et al., (2000) que mostrou ação da troglitazona (20 µM), 
pertencente à classe das glitazonas, sobre o aumento da 
atividade de ERK1/2 (da via das MAPKs) estimulada por insulina 
em células musculares lisas. 

Além disso, foi investigado se o FTEBS atua na etapa 
nuclear de síntese proteica, através do aumento da síntese de 
RNA (Fig. 19). Com base nos dados aqui mostrados se sugere 
que FTEBS, provavelmente, não esteja envolvido na transcrição 
do DNA para sintetizar o GLUT4. Este resultado é corroborado 
com o qPCR, onde FTEBS não estimulou a síntese de RNAm.  

Foi relatado, estudos desenvolvidos com agonistas de 
PPARγ que aumentam a expressão de gene GLUT4 em 
adipócitos (TAKAI; JIN; MIYAZAKI, 2011; HAMMARSTEDT et al., 
2004; SANDOUK; REDA; HOFMANN, 1993) e em músculo 
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esquelético (HOFMANN; LORENZ; COLCA, 1991). Contudo, os 
resultados apresentados sugerem que a atividade de FTEBS 
parece estar envolvendo a síntese da proteína GLUT4 (Fig. 17B). 
Esta análise é reforçada com os resultados do Western blot 
utilizando anticorpo anti-GLUT4, onde o conteúdo total de GLUT4 
é bloqueado na presença de inibidor da síntese protéica (Fig. 
20). Com isso, a alteração na estrutura de FTEBS possa ter 
alterado/melhorado a resposta na regulação da expressão de 
GLUT4.  

Estudos demonstram que a proteína cinase p38 ativada 
por mitógeno, quando fosforilada, possui a capacidade de 
ativação do GLUT4 na membrana celular (TREMBLAY et al., 
2003). A partir dos resultados com FTEBS se pode também 
demonstrar atuação sobre a ativação direta do GLUT4 na 
membrana plasmática da célula muscular por fosforilação de 
p38-MAPK (Fig. 18). Na literatura, ainda não foi relatada a 
influência da glibenclamida e da pioglitazona na atuação com 
p38 em músculo esquelético. No entanto, é importante salientar o 
papel do envolvimento da p38 MAPK como mecanismo de ação 
de FTEBS. 

 Contudo, o mecanismo de ação do FTEBS na estimulação 
da captação de glicose no músculo parece envolver, além de um 
efeito na translocação, um aumento da síntese de novo de 
proteína (GLUT4), sem interferir na transcrição de DNA e 
consequente síntese de RNA, estando envolvida apenas na fase 
de alongamento da tradução proteica. 

Estudos indicam que a resistência à insulina no músculo 
esquelético de indivíduos com diabetes melito tipo 2, ocorre não 
só por uma redução da magnitude da ação da insulina, mas 
também por um retardo no início da ação da insulina para 
estimular a captação de glicose. O tecido muscular é responsável 
por cerca de 80% da glicose captada da circulação estimulada 
pela insulina (ABDUL-GHANI; DEFRONZO, 2010). 

A resistência à insulina no músculo esquelético também é 
relatada em associação com o processo de envelhecimento 
normal, dislipidemia (aumento de triglicerídeos no 
plasma/diminuição o HDL-c), e em associação com muitas 
doenças, assim como pode se desenvolver em doenças agudas 
graves, ou secundária ao estado inflamatório agudo que 



97 

 

prevalece (VAN CROMPHAUT; VANHOREBEEK; VAN DEN 
BERGHE, 2008). Além disso, a resistência à insulina no tecido 
muscular também pode se desenvolver secundariamente a uma 
terapia farmacológica, por exemplo, glicocorticóides (PAGANO et 
al, 1983), a terapia anti-HIV (HRUZ, 2008), e beta bloqueadores 
(JACOB et al, 1996). 

A resistência à insulina se refere a uma diminuição na ação 
da insulina nos tecidos-alvo, responsivos à insulina, tais como o 
músculo esquelético, adipócitos, e fígado. No que diz respeito ao 
tecido muscular, a primeira ação da insulina é estimular a 
captação de glicose e seu metabolismo (LASRAM et al, 2014; 
ABDUL-GHANI; DEFRONZO, 2010; JOHNSON; OLEFSKY, 
2013).  

A pioglitazona, assim como a classe das tiazolidinedinas 
como um todo é conhecida pelo efeito na resistência periférica, 
através do aumento da transdução de genes que aumentam a 
sensibilidade a insulina. Este efeito ocorre principalmente devido 
à ligação e ativação a receptores ativados por proliferadores de 
peroxissoma do tipo gama (PPARγ), responsáveis por aumentar 
a expressão de genes de proteínas do metabolismo de glicídios, 
lipídeos e na diferenciação celular. Sendo assim, a pioglitazona 
melhora a ação da insulina no fígado e tecidos periféricos como 
tecidos muscular e adiposo, aumentando a sensibilidade ao 
hormônio nestes órgãos (SOCCIO; CHEN; LAZAR, 2014; 
PHIELIX; SZENDROEDI; RODEN, 2011). 

Estudos recentes mostram efeitos extraprancreáticos das 
sulfoniuréias, através da ativação de receptores nucleares 
PPARγ e consequente melhora da sensibilidade à insulina em 
tecidos periféricos. (LEE et al., 2011; FUKUEN, et al 2005). No 
entanto, Tan et al., 2004 sugerem que os efeitos da pioglitazona  
possuem maior duração em comparação à glibenclamida para 
aumentar a sensibilidade a insulina em pacientes com diabetes 
tipo 2.  

Deste modo, buscamos investigar então se esse aumento 
na captação de glicose estimulada por FTEBS no músculo sóleo 
dos ratos, poderia melhorar a sensibilidade à insulina em animais 
resistentes. Quando realizamos o tratamento dos animais 
resistentes com FTEBS, o mesmo melhorou a resistência à 
insulina, induzida por dexametasona em ratos (Fig. 21), 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15270789
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demonstrando um possível efeito in vivo do FTEBS neste modelo 
de resistência à insulina correlacionando com o que já havia sido 
demonstrado in vitro, na captação muscular de glicose neste 
trabalho (Fig. 22). A pioglitazona foi utilizada na mesma dose 
para efeitos de comparação da ação do FTEBS ao seu protótipo. 
A partir dos resultados se concluiu que o FTEBS possui maior 
eficiência que a pioglitazona em aumentar a sensibilidade da 
insulina neste modelo experimental. 

Além disso, foram isolados os músculos sóleos destes 
ratos resistentes tratados ou não com FTEBS por 5 dias para 
análise in vitro do efeito na captação de 

14
C-D-glicose. De acordo 

com os resultados o FTEBS reverteu à resistência a insulina 
induzida por dexametasona, corroborando com os resultados até 
aqui apresentados no efeito insulinomimético no tecido muscular. 

Uma variedade de anomalias do metabolismo lipídico é 
descrita em estados insulinorresistentes, algumas das quais 
podem ser o resultado da própria resistência à insulina, enquanto 
que outras podem participar como causa desta resistência. O 
conceito de lipotoxicidade sustenta que as concentrações 
circulantes aumentadas de ácidos graxos e/ou acúmulo de 
lipídios no músculo e no fígado podem levar à resistência à 
insulina (SAMUEL; SHULMAN, 2012). Desta forma, 
lipotoxicidade é um fator que contribui para a fisiopatologia dos 
transtornos metabólicos na obesidade e diabetes melito tipo 2. 
Em geral, os ácidos graxos circulantes ativam células que 
interferem na ação da insulina ou ainda o metabolismo da 
gordura provoca a acumulação de produtos lipídicos 
intracelulares, que causam resistência à insulina (JOHNSON; 
OLEFSKY, 2013). 

É bem conhecido que portadores da DM2 são mais 
susceptíveis a dislepidemias do que a população em geral. O 
perfil lipídico é determinante para o risco cardiovascular para 
estes pacientes.  

Aghamohammadzadeh, et al. (2015) evidencia em seu 
estudo randomizado com 110 pacientes com idade entre 35-75 
anos com DM descontrolada que a adminstração de pioglitazona 
(30 mg) durante 3 meses  aumentou significativamente o HDL-C 
e subfrações de LDL aterogênico. Dormandy et al. (2005) 
demonstrou em um estudo randomizado com 5238 pacientes 
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com diabetes tipo 2, que tinham evidência de doença 
macrovascular, que a pioglitazona (15 - 45 mg) diminui a 
hemoglobina glicada, além de evidenciar diminuição de 
triglicerídeos e aumento do HDL colesterol, sem efeitos no 
colesterol total e LDL colesterol. Ainda, Monami et al., (2012) 
relatou em seu trabalho que a pioglitazona parece ter um efeito 
mais favorável na melhora do perfil lipídico do que as 
sulfonilureias. 

Sendo assim, avaliamos também o perfil lipídico dos ratos 
resistentes tratados ou não com FTEBS. Este composto foi 
capaz de melhorar significativamente o perfil lipídico já com efeito 
per se (controle negativo), diminuindo as concentrações séricas 
de triglicerídeos totais, VLDL-c e aumentando a concentração 
sérica de HDL-c. Para os animais resistentes induzidos por 
dexametasona, o FTEBS foi capaz de aumentar 
significativamente a concentração sérica de HDL-c (Fig. 24). 
Pioglitazona foi administrada para este modelo na mesma dose 
que FTEBS e mostrou não alterar nenhum parâmetro do perfil 
lipídico. Este resultado evidencia que o FTEBS possa ser mais 
eficiente que a pioglitazona, pois demonstra efeito em menores 
doses in vivo.  

A hiperglicemia persistente é o principal fator associado ao 
surgimento das complicações, principalmente devido a esta 
condição favorecer a glicação de proteínas e lipídios entre outros 
fatores, um processo bioquímico que resulta na formação dos 
produtos finais de glicação avançada, também chamados AGEs.  
Os AGEs são formados em situações de hiperglicemia 
prolongada e a glicação de proteínas altera a função celular e 
causa alterações em vários tecidos. Adicionalmente, a ligação 
dos AGEs com receptores específicos (RAGEs) pode levar a 
modificação na sinalização celular e aumentar a produção de 
radicais livres. Sendo assim, o acúmulo de AGEs e o aumento do 
estresse oxidativo contribuem com a patogênese das 
complicações decorrentes da diabetes (GOH; COOPER, 2008). 

Outro efeito conhecido das sulfoniuréias é o poder em 
reduzir AGES, que clinicamente está relacionado à redução da 
HbA1c (LI et al., 2008; LESLIE e COHEN, 2009). Além disso, 
tiazolidinedionas são relatadas por reduzir a expressão endotelial 
de receptores de AGEs (MARX et al., 2004a; TAN et al., 2007). 
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Para tanto, avaliamos o efeito do FTEBS sobre produtos finais de 
glicação avançada (AGEs). Os resultados monstram um efeito 
inibitório na formação dos AGEs indicando uma propriedade anti-
glicação deste composto (Fig. 25).  

As dissacaridases presentes no epitélio intestinal são 
conhecidas pela quebra de ligações dos dissacáridos em 
monossacáridos constituintes, favorecendo a absorção de 
carboidratos como a glicose para a corrente sanguinea. 
Medicamentos como acarbose, que inibe a ação destas enzimas 
(α-glicosidases), se mostra efetivo como uma das terapias para 
portadores da diabetes (GOMIS, 2008). Visto que a diminuição 
dos níveis de insulina induz um aumento anormal da atividade e 
expressão das dissacaridases intestinais detectados em 
indivíduos diabéticos (DYER et al., 2002; LIU et al., 2011). Foi 
estudado também, se FTEBS teria ação em enzimas digestivas 
(dissacaridases). Tandon, Srivastava e Pandey (1975), relataram 
efeito inibitório do tratamento com glibenclamida nas 
dissacaridases intestinais em biópsias de humanos. No entanto 
FTEBS não alterou a ação das dissacaridases intestinais (Fig. 
26). Isto vem salientar que FTEBS atua de forma mais seletiva 
que a glibenclamida.  

A LDH (lactato desidrogenase) é uma enzima 
citoplasmática, portanto aumento na concentração plasmática da 
mesma pode indicar dano celular. Sendo assim, foi avaliada a 
atividade de LDH sérica tanto em tratamento agudo com animais 
em modelo hiperglicêmico quanto em tratamento por 5 dias com 
animais em modelo resistentes induzidos com dexametasona. 
Para estes modelos experimentais não foi observado alteração 
na atividade da enzima LDH durante tratamento com FTEBS 
(Fig. 27).  

Portanto, os resultados aqui apresentados sugerem que o 
FTEBS desempenha um importante papel na homeostasia 
glicêmica, através da melhora da sensibilidade à insulina através 
de estimulação da captação de glicose no músculo por 
mecanismos que envolvem a translocação e síntese de GLUT4, 
sem afetar a transcrição de novas proteínas,. Além de que, 
FTEBS também exibe efeito secretagogo de insulina em ilhotas 
pancreáticas. Ainda, FTEBS exibe um efeito importante de 
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proteção contra comorbidades relacionadas á diabetes, por sua 
ação anti-glicativa.  

Outra molécula desenvolvida através da hibridização de 
porções da glibenclamida e da pioglitazona foi denomidada 4-{2-
[2-(3,4-diclorofenil)-4-oxo-1,3-tiazolidin-3-il] etil} benzeno-1-
sulfonamida (DTEBS), para esta molécula além do protótipo já 
estabelecido para FTEBS, foi acrescido duas moléculas 
aceptoras de elétrons de cloretos (Cl

-
) nas posições 3 e 4 no anel 

fenil. Derivados de chalconas sintéticas, com adição de radicais 
aceptores de elétrons (nitro) já mostraram efeitos anti-
hiperglicémicos em um modelo animal hiperglicêmico 
(ALBERTON et al., 2008). 

Para os estudos conduzidos com DTEBS, foi avaliado 
primeiramente, o efeito na tolerância à glicose. O DTEBS 
demonstrou potente redução na glicemia. Este efeito perdurou 
após 60 min da sobrecarga de glicose, o que demonstra alta 
capacidade de manter um controle glicêmico, mesmo em tempo 
agudo (Fig. 28B).  

A redução glicêmica na presença do DTEBS 
primeiramente foi atribuída a um efeito secretagogo de insulina, 
uma vez que, promoveu um aumento da concentração sérica de 
insulina após a sobrecarga de glicose mantendo esse aumento 
significativo também até os 60 min, corroborando a ação do 
DTEBS vista na redução da glicemia em modelo hiperglicêmico 
(Fig. 29A). Foi comprovado esse estímulo na secreção da 
insulina a partir do estudo da medida da insulina estática, onde o 
DTEBS também aumentou significativamente a insulina liberada 
(ng) por ilhota pancreática isolada (Fig. 29B). A eficiência do 
DTEBS para redução da glicemia está de acordo com os dados 
na glicemia e secreção de insulina da glibenclamida em ratos 
(SAKAMOTO et al., 2006; LEÓN-REYES, 
CASTAÑEDAHERNÁNDEZ e ORTIZ, 2009). A dose 10 mg/kg foi 
escolhida para os experimentos posteriores visto que, tenha tido 
maior perfil hipoglicemiante. No entanto, DTEBS, assim como 
FTEBS, obteve índice insulinogênico inferior ao da glibenclamida, 
o que nos leva a crer que DTEBS possa ter uma influencia menor 
que a glibenclamida em sobrecarregar as células β pancreáticas 
na secreção de insulina. 
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Radical aceptor de elétrons, assim como os cloretos 
presentes no anel fenil de DTEBS a partir de derivados de 
chalconas, foi identificado como um sensibilizador de insulina na 
captação de glicose em adipócitos 3T3-L1 (KAMEI et al., 2003). 
Contudo, outra via testada para avaliar um possível efeito 
insulinomimético do DTEBS foi estudar o conteúdo de glicogênio 
em tecido hepático e muscular (Fig. 30). Os resultados 
apresentados de DTEBS sugerem que a presença de aceptores 
de elétrons (Cl

-
) na estrutura do DTEBS possa ter diminuído a 

afinidade desta molécula em alvos no músculo que proporcionam 
a captação de glicose. Os resultados em músculo sóleo tratados 
com DTEBS comprovam esta teoria, já que nas mesmas doses 
de FTEBS não há aumento significativo da captação de glicose 
(Fig. 31). A glibenclamida de acordo com Frederico et al. (2012) 
aumenta significativamente o conteúdo de glicogênio no músculo 
esquelético, mas não no fígado. Este aumento no conteúdo 
muscular pode estar ocorrendo devido à relevante indução de 
secreção de insulina da glibenclamida. 

O aumento de influxo de cálcio em células β-pancreáticas 
é um evento primordial para a secreção de insulina (WOLLHEIM 
& SHARP, 1981; LIZCANO et al., 2002; SALTIEL et al., 2002; 
RUTTER & HODSON, 2013; GUERRERO-HERNANDEZ & 
VERKHRATSKY, 2014). Neste contexto, o mecanismo de ação 
do DTEBS foi estudado na captação do cálcio em ilhotas 
pancreáticas. 

A partir dos resultados de curva de dose e tempo-resposta 
foram determinados 20 ηM e 10 min de incubação para os 
experimentos posteriores, na tentativa de atribuir o mecanismo 
de ação do influxo de cálcio na secreção de insulina de primeira 
fase em ilhotas pancreáticas, uma vez que DTEBS possui um 
efeito sustentado sobre a secreção de insulina até 60 min (Fig. 
32A e 32B). Sequencialmente, para entender tal mecanismo 
usado por DTEBS, foram utilizados inibidores de diversas 
proteínas e canais envolvidos na via de sinalização intracelular 
da secreção de insulina.  

Primeiramente foi investigado o canal de potássio 
dependente de ATP (K

+
-ATP), através da utilização do precursor 

de DTEBS, a glibenclamida, já descrita na literatura por seu 
efeito no bloqueio de canais de K

+
-ATP, causando despolarização 
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na membrana plasmática da célula beta pancreática e, 
consequente entrada de cálcio, processo primordial para que a 
secreção de insulina ocorra (RANG, 2007). DTEBS teve o efeito 
potencializado ao efeito da glibenclamida demonstrando que 
DTEBS possa interagir em sítio ativo diferente do canal da 
glibenclamida de forma sinérgica. Ainda, a atuação de DTEBS 
nos canais de K

+
 foi confirmada quando utilizado agonista deste 

canal (Fig. 33). Isto indica que o canal de K
+
-ATP é essencial para 

a ação do DTEBS na estimulação do influxo de cálcio em ilhotas. 
Ainda, DTEBS demonstra maior efetividade que a glibenclamida 
por ter efeitos no influxo de cálcio em doses mais baixas nas 
mesmas condições metodológicas (FREDERICO et al., 2012; 
FREDERICO et al., 2013).  

Sequencialmente foram estudados os canais de cálcio 
presentes na membrana plasmática da ilhota pancreática. Os 
resultados apresentados neste trabalho indicam que os canais de 
cálcio do tipo L formam parte do mecanismo de ação da 
captação de cálcio em células beta induzida por DTEBS (Fig. 
34). Até o presente resultado o DTEBS exibe mecanismo de 
ação semelhante à glibenclamida, através do bloqueio de canais 
K

+
-ATP na membrana plasmática da célula beta, causando 

despolarização, abertura dos VDCCs do tipo-L, levando à 
captação de 

45
Ca

2+
 e aumento na concentração citoplasmática 

de 
45

Ca
2+

 estimulando a secreção de insulina (GRIBBLE, 
TUCKER e ASHCROFT, 1997; GRIBBLE et al., 1998; GRIBBLE 
e ASHCROFT, 1999; RUSS et al., 1999). 

Foi estudado também o papel do cálcio interno, advindo do 
retículo endoplasmático no influxo de cálcilo em ilhotas. Visto que 
a identificação de vias e compostos químicos que restaurem os 
níveis de cálcio no RE conduz notável modalidade terapêutica 
como intervenção farmacológica para a diabetes, prevenindo a 
morte das células β pancreáticas provocadas por estresse 
oxidativo (HARA et al., 2014). No entanto a estimulação do cálcio 
interno do RE não parece ser um dos mecanismo atuantes de 
DTEBS (Fig. 35). Este resultado reforça a importância da 
influência do cálcio extracelular no mecanismo de ação do 
DTEBS nas células β das ilhotas pancreáticas.  

Na literatura, não há relatos da influência da glibenclamida 
e da pioglitazona sobre o cálcio interno em células beta 
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pancreáticas. No entanto, Hara, T. et al. (2014) mostra em seu 
estudo que o tratamento com pioglitazona pode impedir o efluxo 
de cálcio do RE e atenuar a morte celular de células β sob várias 
condições de estresse. Os resultados de DTEBS mostram que o 
mecanismo de ação para a secreção de insulina não envolve o 
cálcio interno do reticulo. No entanto, não foi avaliado o papel de 
DTEBS no cálcio interno em condições de estresse. 

Investigou-se ainda o envolvimento de proteínas cinases 
no aumento do influxo de cálcio resultante do tratamento com 
DTEBS. A ativação das proteínas cinases como PKA e PKC, 
esta relacionada com cascatas de transdução de sinais no 
interior das células beta, podendo levar a um ligeiro aumento no 
influxo de Ca

2+
 (RORSMAN et al., 2012). O DTEBS induz a 

estimulação do influxo de cálcio através da fosforilação de 
proteínas cinases PKA e PKC, aumentando a concentração de 
cálcio intracelular de ilhotas pancreáticas (Fig. 36). Isto faz 
relação com estudos onde foi demonstrado que a fosforilação da 
PKC modula os CCDV do tipo L em células beta, corroborando o 
envolvimento da PKC na atividade dos CCDV para secreção de 
insulina (ARKHAMMAR et al., 1994; BENES et al., 1999). 

Portanto a partir destes resultados, se pode sugerir que o 
DTEBS aumente o influxo de cálcio através de uma possível 
ação nos canais de K

+
ATP, canais de cálcio do tipo L dependentes 

de voltagem e ainda tenha efeito a partir da ativação de proteínas 
cinases PKA e PKC presentes em ilhotas pancreáticas.  

Adicionalmente, foi estudado um provável mecanismo de 
proteção da DTEBS em pacientes diabéticos quanto às co-
morbidades do diabetes causados pela hiperglicemia crônica. 
Para tanto, avaliamos o efeito do composto nos produtos finais 
de glicação avançada (AGEs) in vitro.  

Sulfonamidas derivadas da glibenclamida também estão 
associadas à regulação da produção de AGES (FREDERICO, 
2014). Além disso, sulfoniuréias estão relacionadas clinicamente 
à redução da HbA1c (LI et al., 2008; LESLIE e COHEN, 2009). 
Assim como, tiazolidinedionas são relatadas por reduzir a 
expressão endotelial de receptores de produtos finais de glicação 
avançada (MARX et al., 2004a; TAN et al., 2007). Semelhante a 
seus precurssores, DTEBS também reduziu a glicação com 
glicose e frutose, nas concentrações avaliadas (Fig. 37).  
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Com o intuito de investigar outros mecanismos em que 
DTEBS poderia ter sua ação anti-hiperglicêmica, foi avaliado o 
efeito sobre a atividade das dissacaridases intestinais in vitro. 
Como observado, DTEBS parece não inibir a atividade das 
dissacarídases intestinais, não tendo atuação efetiva por esta via 
independente de insulina nas concentrações testadas (Fig. 38). 
Estes resultados vão de acordo com o efeito da glibenclamida 
nas dissacaridases intestinais in vivo, já que na presença de 
glibenclamida 10 mg/kg, mesma dose testada para DTEBS, não 
há diferença significativa (FREDERICO, 2014).  

Adicionalmente foi avaliada ainda a atividade de LDH 
sérica em tratamento agudo com animais em modelo 
hiperglicêmico, visto que a elevação da LDH pode ser verificada 
quando há dano tecidual inespecífico. Para este modelo 
experimental agudo não foi observado alteração na atividade da 
enzima LDH durante tratamento com DTEBS, quando 
comparado ao grupo controle (Fig. 39). 

Portanto, se pode sugerir com os resultados aqui 
apresentados que o DTEBS desempenha um importante papel 
na homeostase glicêmica, através de efeito secretagogo de 
insulina em ilhotas pancreáticas. O mecanismo de ação do 
DTEBS parece envolver canais de K

+
ATP, canais de Ca

2+
 

dependentes de voltagem do tipo L e ainda fosforilação de 
proteínas cinases como PKA e PKC, induzindo aumento do 
influxo de cálcio no interior das células β, passo limitante para 
que haja maior quantidade de insulina sendo secretada na 
circulação. Ainda, o DTEBS demonstra efeito importante para 
proteção contra co-morbidades relacionadas á diabetes, por sua 
ação anti-glicativa. 

Com base nos resultados deste trabalho se pode analisar 
inicialmente que a hibridização da glibenclamida e da 
pioglitazona pode trazer resultados favoráveis no que diz respeito 
ao perfil farmacológico destes fármacos. Tanto o FTEBS como o 
DTEBS demonstraram efeitos semelhantes ao de seus protótipos 
em menor dose, o que pode por sua vez diminuir as chances de 
efeitos indesejados destes tratamentos em longo prazo.   

No entando, apenas o FTEBS se mostrou como uma 
molécula de ação dual ou mista, agindo em mecanismo já 
descrito da glibenclamida (ação secretagoga de insulina) como 
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também em ações conhecidas da pioglitazona (diminuição da 
resistência a insulina em tecidos perféricos). Ainda, FTEBS 
mostra maior efetividade em relação a seus precursores. 

Ainda, DTEBS têm efeito secretagogo aliado também a 
menores doses que a utilizada pela glibenclamida in vitro, além 
de possuir índice insulinogênico abaixo da glibenclamida o que 
diminuiria as chances de perda da função das células β 
pancreáticas, um dos principais efeitos adversos da 
glibenclamida (YANG; BERGGREN, 2006).  

Contudo, ainda é necessário mais estudos com estes 
compostos no sentido de avaliar os possíveis efeitos adversos e 
caracterizar os efeitos biológicos de maneira a desvendar se 
estas novas estruturas possam se tornar medicamentos mais 
atraentes do que a glibenclamida e a pioglitazona, já disponíveis 
no mercado para tratamento da diabetes. 
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7. CONCLUSÃO 

 
Diante do que foi exposto neste trabalho podemos concluir 

que ambos os híbridos, o FTEBS e o DTEBS, possam 
desempenhar importante papel na homeostasia glicêmica. 

O FTEBS exibe efeito insulinom insulinomimetico através 
da estimulação da captação de glicose no músculo através de 
mecanismo que envolve a translocação e síntese de GLUT4, 
sem afetar a transcrição de novas proteínas, melhorando a 
sensibilidade à insulina em animais resistentes(Fig. 40). Além 
disso, FTEBS exibe ainda efeito secretagogo em ilhotas 
pancreáticas.  

O DTEBS age como secretagogo de insulina em ilhotas 
pancreáticas. Esta ação envolve canais de K

+
ATP, canais de Ca

2+
 

dependentes de voltagem do tipo L e ainda fosforilação de 
proteínas cinases como PKA e PKC, culminando na estimulação 
da secreção de insulina (Fig. 41). 

Ainda, tanto o FTEBS como o DTEBS exibem efeito 
importante na proteção contra as co-morbidades relacionadas á 
diabetes, por ação anti-glicativa. 
 
Figura 40 - Mecanismo de ação do FTEBS na captação de 
glicose no músculo esquelético. Mecanismo de ação do FTEBS 

na captação de glicose no músculo esquelético, segundo os protocolos 
e doses experimentais testados no presente trabalho. 
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Figura 41 - Mecanismo de ação do DTEBS no influxo de 
cálcio em ilhotas pancreáticas. Mecanismo de ação do DTEBS 
no influxo de cálcio, segundo os protocolos e doses 
experimentais testados no presente trabalho. 
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