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RESUMO

O diabetes mellitus, uma alteracdo metabdlica resultante de defeitos na secrecédo ou producgao
de insulina, tornou-se um sério problema de saude publica em todo o mundo. Dadas as
implicagbes das alteragdes metabdlicas causadas pela diabetes na sociedade, economia e
qualidade de vida, a busca por novas alternativas terapéuticas para essa doencga é de extrema
importancia. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antidiabética da 4-metoxichalcona isolada (MPP) e de sua formulagcdo nanoencapsulada (NC),
por meio de ensaios in silico, in vitro e in vivo. Inicialmente, a MPP foi sintetizada utilizando a
reagdo de condensacgio de Claisen-Schmidt e, posteriormente, caracterizada e quantificada por
RMN e espectrometria de massas. A nanoencapsulagao do MPP resultou em uma formulagao
estavel e de liberacdo prolongada, com caracteristicas favoraveis, incluindo uma distribuicdo
monomodal com tamanho de 187+3,85 nm, potencial zeta de -19,9 + 0,72 mV, indice de
polidispersdo de 0,21 + 0,007 e condutividade de 0,041 + 0,004 mS. Essa formulagdo
demonstrou estabilidade em ampla faixa de temperaturas (10 °C a 80 °'C) e pH (1 a 5). A MPP
apresentou resultados promissores, demonstrando auséncia de toxicidade tanto in vitro quanto
in vivo. Além disso, exibiu efeito hipoglicemiante em camundongos saudaveis e diabéticos
durante o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG), embora n&do tenha apresentado o mesmo
efeito no teste de tolerancia oral a sacarose (TTOS). A administragao oral tanto da MPP isolada
quanto de sua formulagdo nanoencapsulada demonstrou efeito hipoglicemiante em
camundongos diabéticos apos tratamento de 7 semanas. Os niveis de glicemia obtidos com a
nanocapsula contendo MPP (NC10 = 166+58) na dose de 10 mg kg™ pc, metformina (MET200
= 199164) e MPP (MPP200 = 1231+44) na dose de 200 mg kg pc foram estatisticamente
equivalentes ao grupo nao diabético (GN = 121+15), indicando que a nanoencapsulagéo
potencializou em 20 vezes o efeito antidiabético da MPP. Além disso, foi observado um efeito
antiglicante in vitro, e esses resultados foram corroborados pela reduc¢do dos niveis de HbA1c
(%) nos grupos MET200, MPP200 e NC10, alcangando niveis comparaveis ao grupo nao
diabético (GN). E relevante destacar que o controle da glicemia foi alcancado sem causar dano
hepético, conforme comprovado pelas baixas concentra¢cdes de malonaldeido (umol/g) e pela
histologia hepética. Esses resultados sdo de extrema relevancia, uma vez que a MPP é uma
molécula de baixo custo e de facil obtengdo. O desenvolvimento de uma nanoformulagao ativa
contendo essa molécula mostra-se como uma excelente opgao terapéutica para o tratamento
do diabetes. Assim, esse estudo contribui significativamente para a busca de novas
abordagens farmacoldgicas no combate a essa doenga metabdlica crénica. Entretanto, sédo
necessarias futuras investigagdes e ensaios clinicos para validar completamente o potencial
terapéutico e a seguranca dessa nanoformulagao, de forma a viabilizar sua aplicagéo clinica e
seu potencial como um medicamento eficaz no tratamento do diabetes mellitus.

Palavras-chave: Diabetes, glicagao, nanocapsula, insolubilidade, toxicidade.



ABSTRACT

Diabetes mellitus, a metabolic disorder resulting from defects in insulin secretion or production,
has become a serious public health problem worldwide. Given the implications of metabolic
alterations caused by diabetes on society, economy, and quality of life, the search for new
therapeutic alternatives for this disease is of utmost importance. In this context, the present
study aimed to evaluate the antidiabetic activity of isolated 4-methoxychalcone (MPP) and its
nanoencapsulated formulation (NC), through in silico, in vitro, and in vivo assays. Initially, MPP
was synthesized using the Claisen-Schmidt condensation reaction and subsequently
characterized and quantified by NMR and mass spectrometry. The nanoencapsulation of MPP
resulted in a stable and sustained release formulation with favorable characteristics, including a
monomodal distribution with a size of 187+3.85 nm, zeta potential of -19.9 + 0.72 mV,
polydispersity index of 0.21 + 0.007, and conductivity of 0.041 £ 0.004 mS. This formulation
demonstrated stability over a wide range of temperatures (10 °C to 80 ‘C) and pH (1 to 5). MPP
showed promising results, demonstrating no toxicity both in vitro and in vivo. Furthermore, it
exhibited hypoglycemic effects in both healthy and diabetic mice during the oral glicose
tolerance test (TTOG), although it did not have the same effect in the oral sucrose tolerance test
(TTOS). Oral administration of both isolated MPP and its nanoencapsulated formulation
demonstrated hypoglycemic effects in diabetic mice after 7 weeks of treatment. The glycemia
levels obtained with the MPP-containing nanocapsule (NC10 = 166+58) at a dose of 10 mg/kg
bw, metformin (MET200 = 199+64), and MPP (MPP200 = 123+44) at a dose of 200 mg/kg bw
were statistically equivalent to the non-diabetic group (GN = 121+15), indicating that
nanoencapsulation potentiated the antidiabetic effect of MPP by 20 times. Additionally, an
antiglycation effect was observed in vitro, and these results were confirmed by the reduction of
HbA1c levels (%) in the MET200, MPP200, and NC10 groups, reaching levels comparable to
the non-diabetic group (GN). Importantly, glycemic control was achieved without causing
hepatic damage, as evidenced by the low malondialdehyde concentrations (umol/g) and liver
histology. These results are of great significance, as MPP is a low-cost and readily available
molecule. The development of an active nanoformulation containing this molecule proves to be
an excellent therapeutic option for diabetes treatment. Thus, this study significantly contributes
to the search for new pharmacological approaches in the fight against this chronic metabolic
disease. However, further investigations and clinical trials are necessary to fully validate the
therapeutic potential and safety of this nanoformulation, enabling its clinical application and
potential as an effective medication for diabetes mellitus treatment.

Keywords: Diabetes, glycation, nanocapsule, insolubility, toxicity.
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1. INTRODUGCAO

Os avancos tecnoldgicos tém proporcionado inumeras facilidades em nossas
vidas, desde atender necessidades basicas como saude, educacdo e alimentacao
até aspectos mais complexos, como trabalho e lazer. No entanto, infelizmente, esse
estilo de vida moderno tem levado a um aumento do sedentarismo, gerando um
sério problema de saude publica. Atualmente, cerca de 537 milhdes de pessoas
entre 20 e 79 anos sao diagnosticadas com diabetes em todo o mundo. No Brasil,
dados da Federagao Internacional de Diabetes (IFD) mostram um aumento de
26,6% no numero de pacientes diabéticos nos ultimos 10 anos, afetando 10 de cada
100 brasileiros.(DIABETES, 2021; MALTA et al., 2019).

O diabetes afeta diretamente a qualidade de vida das familias, pois a
hiperglicemia crénica desencadeia varias comorbidades ou complicagdes ligadas
diretamente como o diabetes. Entre elas, destacam-se a glicotoxicidade que
aumenta a liberacéo de radicais libres (CRUZ H. J., et al., 2011; DARIEL, 2006) e
produtos finais da glicagcdo avangada (AGEs) (HARTOG; VOORS; BAKKER; SMIT et
al., 2007);(VISTOLI; DE MADDIS; CIPAK; ZARKOVIC et al., 2013), a nefrotoxicidade
que vai levar ao aumento da presséo arterial (PAVLOU, et al., 2018; SMULYAN;
LIEBER; SAFAR, 2016) e insuficiéncia cardica (GIACCO; BROWNLEE, 2010;
LEHRKE; MARX, 2017; SHAH; BROWNLEE, 2016), neurotoxicidade que afeita a
50% dos diabéticos'!, genotoxicidade causando mudancas do material genético
podendo levar ao desenvolvimento de cancer (CAMPBELL et al., 2016; CHISTE; et
al., 2019; NEELOFAR et al.,, 2016), redugdo do sistema imunoldgico que vai

aumentar a predisposi¢cao a infe¢gdes (DAGOGO, 2016; JURANEK et al., 2015).



22

Essas complicagbes estdo diretamente associadas ao diabetes e impactam
significativamente a saude e o bem-estar das pessoas afetadas.

Diante da magnitude do problema causado pelo diabetes, € crucial buscar
alternativas farmacoldgicas mais eficazes, com custo e efeitos colaterais reduzidos
(ELEFTHERIOU et al., 2019). Na procura de novos farmacos, as chalconas chamo
fortemente nossa atengdo por possuir no seu repertério uma ampla gama de
atividades farmacolégicas (CHEN et al., 2018; HSIEH et al.,, 2012). Onde a 4-
metoxichalcona (MPP) mostrou in vitro um historico de atividades interessantes para
a medicina, como anti-inflamatério (SHIH et al., 2018), antitumoral em varias
linhagens celulares (CABRERA et al., 2007; NETO et al., 2022) e hipoglicemiante ao
estimular a captagao de glicose em adipdcitos 3T3-L1 (HSIEH et al., 2012).

No entanto, o desenvolvimento em escala industrial do MPP tem enfrentado
limitagcdes, pois a insolubilidade do MPP em agua restringe sua utilidade por via oral,
uma vez que sua absorcao é limitada. Isso exigiria o uso de doses elevadas para
alcangar o efeito desejado. Portanto, os objetivos deste trabalho foi avaliar o efeito
antiglicante e antidiabético do MPP, além de desenvolver uma nanoformulagcéo
gastroprotetora contendo MPP, afim de aumentar sua solubilidade em agua,
melhorar e permitir o uso de doses mais baixas para o tratamento do diabetes,

evitando toxicidade.
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2. REVISAO LITERARIA

2.1. Diabetes

O diabetes é uma condigao que afeta o metabolismo da glicose devido a um
defeito no receptor de insulina (GLUT-4), presente no tecido muscular e adiposo.
Além disso, pode ser causado pela redugdo ou falta total de insulina devido a
problemas na producdo desse horménio. Em ambas as situagdes, a entrada de
glicose na célula é comprometida, levando a hiperglicemia crénica, caracteristica
principal dessa doenga (MOTTA, 2011).

O péancreas é um 6rgao localizado no abdémen, atras do estdbmago, préoximo ao
duodeno, e desempenha importantes fungdes enddcrinas e exdcrinas no organismo.
Na sua fungao enddcrina, € responsavel pela producado e secrecdo de horménios,
como a insulina, sintetizada pelas células beta (B) e o glucagon, produzido pelas
células alfa (a) das ilhotas de Langerhans, que regulam os niveis de glicose no
sangue. Como glandula exoécrina, o pancreas produz enzimas digestivas
transportadas até o intestino delgado para auxiliar na digestdo dos alimentos(
BISHOP M. L. e FODY E. P., 2007).

A insulina desempenha um papel fundamental no controle da entrada de glicose
nas células do corpo, permitindo que seja utilizada como fonte de energia. Por outro
lado, o glucagon possui uma acgao oposta a insulina, estimulando a liberacdo de
glicose armazenada no figado e nos musculos quando os niveis de glicose no
sangue estdo baixos(KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006; KAWAMORI et al.,
2011). A entrada de glicose nas células é mediada pela familia de transportadores
de glicose, que inclui GLUT-1, GLUT-2, GLUT-3 e GLUT-4, distribuidos por todo o
corpo, os transportadores GLUT-1 e GLUT-3 captam a glicose a baixas

concentracdes, devido a alta afinidade que tém por essa molécula. Por outro lado, o
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GLUT-2 tem baixa afinidade e sé consegue captar a glicose em altas concentragoes.
Ja o GLUT-4 é dependente da presencga de insulina para a sua atividade (BISHOP
M. L. e FODY E. P., 2007).

Os transportadores GLUT-1 estdo amplamente distribuidos em todos os tecidos
corporais, mas sao encontrados em maior numero no tecido fetal, eritrocitos, rins,
células endoteliais da barreira hematoencefalica. Niveis moderados sao expressos
no figado, tecido muscular e adiposo, um parametro importante a ter em conta é a
constante de Michaelis-Menten (K,) sendo a concentragdo necessaria de glicose
para atingir a metade da velocidade maxima de captagao pelo GLUT. O GLUT-1
presenta um K, baixo de 1 mM, indicando alta afinidade pela glicose (BAYNES J.,
2010; TRAYHURN W., 2003).

O GLUT-3 possui um Km de 1,8 mM e é expresso principalmente na placenta,
testiculos e especialmente no cérebro, onde transportar glicose dos astrdcito para os
neurénios. Os GLUT-2 sdo encontrados no intestino delgado, tubulos renais e
células beta do pancreas, tem um K., alto de 15 mM ajudando com a regulacdo da
hiperglicemia, ativando-se em altas concentragdes de glicose, estimulando a
liberagcdo de insulina e o armazenamento da glicose na forma de glicogénio pelo
figado ( BAYNES J., 2010; TRAYHURN W., 2003).

Os transportadores GLUT-4 sao dependentes de insulina e encontram-se em
vesiculas citoplasmaticas em células do tecido muscular e adiposo. Quando a
insulina se liga aos receptores de insulina (Rl) na membrana dessas células, ocorre
uma cascata de reagdes que mobiliza os receptores GLUT-4 para a membrana
celular, permitindo a entrada de glicose no interior da célula e aumentando em até
15 vezes a sua captacao. O tecido muscular e tecido adiposo formam a maior massa

seca em um individuo normal, porém quando estes tecidos no conseguem
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interiorizar a glicose devido a falhas nos receptores de insulina, diminuicdo ou
auséncia da insulina, provoca um acumulo de glicose no sangue elevando a glicemia
que vai levar ao desenvolvimento do diabetes (CABRERA-CRUZ et al., 2020;
CHARRON et al., 2005).

Os principais sintomas encontrados em um paciente diabético sao: polidipsia
(muita sede), poliuria (aumento da urina) e polifagia (muita fome). A polifagia
acontece porque a glicose ndo consegue ingressar na celula para suprir suas
necessidades energéticas, isso faz com que a célula comece a sinalizar ao cérebro
para procurar fontes energéticas estimulando assim a sensagao de fome, o ciclo se
repete varias vezes e o resultado sera o mesmo porque a ceélula ndo vai conseguir
usar a glicose presente no exterior, causando assim um estado de fome constante
chamado polifagia (BAYNES J, 2010; NISKANEN; SIITONEN et al., 1992).

Os sintomas de poliuria e polidipsia sdo causados pelo grande acumulo
excessivo de glicose, o que aumenta a osmolaridade sanguinea e ativa
osmorreceptores no hipotalamo, como o érgéo subfornical (SFO) e 6rgao vascular
da Lamina Terminal (OVLT). Quando o sangue alcanga o hipotalamo, as células do
OVLT e SFO sofrem desidratagdo ao perder agua por osmoses, resultado de um
meio extracelular mais concentrado devido a presenga de glicose. O OVLT e SFO
podem detectar niveis de angiotensina Il, o OVLT n&o possui barreira
hematoencefalica facilitando assim a detecgéo da osmolaridade do sangue. Por sua
vez, o SFO possui receptores a vasopressina, que estdo relacionados com a
sensacao de sede (ANDERSSON; MCCANN, 1956; BOURQUE; OLIET; RICHARD,
1994).

Este processo visa aumentar a ingestdo de agua para reduzir a

hiperosmolaridade, eliminando o excesso de glicose através da urina e resultando
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em aumento da diurese. Inicialmente, os rins conseguem lidar com o aumento da
carga de trabalho. No entanto, se essa condigdo persistir por um periodo
prolongado, pode levar a faléncia renal (NISKANEN et al., 1992).

A associacdo americana de diabetes caracteriza um individuo como néao
diabético quando, apds um jejum de 8 horas apresenta uma glicemia menor de 100
mg/dl. No teste de tolerancia oral a glicose (TTOG), mediante a administracdo de
75g de glicose, o valor deve ser menor que 140 mg/dl apds 2 horas ou menor que
200 mg/dl em uma coleta casual de sangue a qualquer hora do dia. Para o
diagnostico de pré-diabetes, os valores sao: glicemia entre 100 mg/dl e 125 mg/dl
apo6s jejum de 8 horas, € no TTOG, um valor entre 140 mg/dl e 199 mg/dl. Um
individuo & considerado com diabetes mellitus quando, apds jejum de 8 horas, a
glicemia é maior ou igual a 126 mg/dl. No TTOG e na coleta casual, um valor maior
ou igual a 200 mg/dl também ¢ indicativo de diabetes (KERNER; BRUCKEL;
ASSOCIATION, 2014; MICHAEL L. BISHOP M; FODY E., 2007).

2.2. Diabetes tipo |

Ocorre nos primeiros anos de vida, € uma doenga autoimune com uma ligagéao
genética muito importante com as células e receptores do sistema imunoldgico,
principalmente genes que trabalham com a regido do MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) classe 1l do cromossomo 6 expresso nas células
apresentadoras de antigenos. um erro genético nesse nivel pode levar a uma célula
apresentadora de antigeno profissional (CPA) a fagocitar e processar o antigeno
erroneamente, apresentando os antigenos das células pancreaticas aos linfocitos T
helper. Isso estimula a formagado de macréfagos e células T diabetogénicas, como
os linfocitos T killer, que atacam parcial ou totalmente as células beta das ilhotas de

Langerhans no pancreas, resultando na diminuicdo ou auséncia total da produgao
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de insulina( BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010; CHAMPE.; HARVEY ;
DENISE R. FERRIER, 2006; SCHERBAUM, 2021).

Na auséncia abrupta e progressiva de insulina, carateristica do diabetes tipo I,
ocorre uma prevaléncia de horménios contrarreguladores, como o glucagon, cortisol
e glicocorticoides. Esses horménios estimulam o aumento dos niveis de glicose
sanguinea, levando a um ambiente altamente catabdlico, com a rapida degradagao
de glicogénio, carboidratos, lipidios e proteinas. Por esse motivo, os individuos com
diabetes tipo | apresentam uma postura magra e com uma sensagao de cansago
constante (LI; HUANG; GAO, 2017).

O unico tratamento para o diabetes tipo | € a administracdo de insulina exdgena,
cujo principal efeito adverso € a hipoglicemia. Para evitar essa reagao indesejada, é
necessario um acompanhamento rigoroso dos niveis de glicemia, a fim de calcular a
dose de insulina a ser administrada. No pior dos casos que a hipoglicemia aconteca
pela insulina exégena, o paciente tem que ter na mé&o uma fonte externa de glicose
(MATHIEU; GILLARD; BENHALIMA, 2017; SIMS et al., 2021).

2.3. Diabetes tipo Il

O diabetes tipo 2, também chamado de insulino ndo dependente, constitui a
maioria de casos de diabetes representando 90% da populagao total de diabéticos.
Esse tipo de diabetes esta associado ao estilo de vida sedentario, ao aumento da
ingesta de comida e bebidas hiper caléricas com uma forte predisposigdo genética.
Ao contrario do diabetes tipo |, o tipo Il requer varios anos para se desenvolver e &
mais comum entre as idades de 35 e 45 anos, Ocorrendo geralmente na vida adulta
em vez dos primeiros anos de vida (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006; BAYNES

J., 2010).
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No inicio da doenga, ocorre um aumento na concentragdo de insulina plasmatica
devido ao desenvolvimento de resisténcia a insulina nas células. Essa resisténcia
faz com que as células precisem mais deste hormdnio para poder captar glicose,
resultando em hiperinsulinemia em conjunto com normoglicemia. Essa resposta
mostra como o corpo humano luta para manter a homeostase inicialmente. Porém,
apdés um longo periodo, a resisténcia a insulina se estabelece, levando ao
aparecimento de sintomas, uma vez que as células do tecido muscular e adiposo
nao conseguem mais captar a glicose extracelular. Nesse cenario hiperglicémico, as
células beta do pancreas sdo estimuladas a liberar cada vez mais insulina, o que
leva gradualmente a faléncia desse 6rgao. Eventualmente, torna-se necessario
administrar insulina exégena como parte do tratamento do paciente (CHAMPE.;
HARVEY.; FERRIER, 2006; BAYNES J., 2010).

2.4 Fisiopatologia

A fim de entender melhor a fisiopatologia do diabetes, é importante dividi-lo em
duas categorias: o estado hiperosmolar ceténico e o nao cetbnico.
2.4.1 Estado hiperosmolar cetbnico:

Acontece devido a auséncia da insulina, o que reduz a captacao de glicose pelos
tecidos muscular e adiposo. isso leva o cérebro a interpretar como falta de glicose e
ativa a agao catabdlica no figado e nos adipdcitos através do glucagon. No figado,
este hormdnio estimula formacgéo e liberagédo de glicose a partir do lactato, glicerol e
aminoacidos, através da gliconeogénese e a quebra do glicogénio por
glicogendlises, acentuando ainda mais a hiperglicemia ja estabelecida. Esta
hiperglicemia causa hiperosmolaridade que os rins tentam ajustar através da diurese
osmotica, resultando em glicosuria, desidratagdo e posteriormente a faléncia deste

orgao causando disfung¢ao renal (BAYNES J., 2010), como mostrado na figura 01.
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Figura 1: Fisiopatologia diabética, estado hiperosmolar cetdnico. Fonte adaptado do Baynes, 2011

O glucagon também aumenta a lipdlises principalmente pelo estimulo do
horménio sensivel a lipase (HSL) liberando assim glicerol que vai ingressar na
glicogénese no figado e acidos graxos livres (AGL) que vao sofrer B-oxidagao
aumentando assim a concentracdo de acetil CoA que depleta o nivel de NAD e
aumenta o NADH que afeita o ciclo do acido citrico forcando que o excesso de
acetil-CoA sejam usados na cetogénese para a liberagcdo de corpos cetbnicos como
B-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona, isto causa hipercetonemia que leva a
cetoacidose diabética. Os AGL que nao sao oxidados sado usados para formar as
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) que vao causar hiperlipoproteinemia
como mostrado na figura 01. O aumento de corpos cetbnicos no plasma e na urina

chegam a ser de até 90 mg/100 ml e de 125 mg/24 horas, sendo absurdamente
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maior quando comprados com uma pessoa saudavel com 3 mg/100 ml e de 5g/24
horas (CHAMPE; HARVEY .; FERRIER, 2006; IMBALZANO et al., 2017).
2.4.2 Estado hiperosmolar néo cetbnico

Na presenca de insulina, ocorre a ativagdo da enzima lipoproteina lipase (LPL)
devido a hiperinsulinemia. Essa enzima reduz a sensibilidade dos receptores de
insulina (RI) por acumulo de AGL causando a resisténcia insulinica no tecido
muscular e adiposo, este evento diminui a captagcao de glicose plasmatica por estes
tecidos causando assim a hiperglicemia. O LPL é responsavel pela hidrolises dos
acidos graxos transportados pela VLDL. A hiperinsulinemia inibe a acdo do
glucagon, impedindo a cetogénese. Isso explica por que o estado hiperosmolar ndo
cetbnico ndo apresenta cetoacidose diabética (CHAMPE.; HARVEY.;FERRIER D.,

2006; CLOETE, 2022; W. H., 2011), como mostrado na figura 02.
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Figura 2: Fisiopatologia diabética, estado hiperosmolar n&o cetdnico. Fonte adaptado do Baynes,
2011.
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A obesidade € o principal causante da resisténcia insulinica, mas, por si so, a
resisténcia a insulina ndo causa o diabete. E necessario ocorrer uma falha na fungéo
das células B do pancreas para o desenvolvimento a doencga. A insulina é capaz de
manter a glicemia em valores normais através da hiperinsulinemia, mas se esse
estado se manter por varios anos o pancreas vai sofrer uma grande sobrecarga de
trabalho e as células B vao comecar a se deteriorar (CHAMPE.; HARVEY;
FERRIER D., 2006).

2.5. Glicotoxicidade:

Existem 5 vias que causam a glicotoxicidade e estas sao: via do poliol, via do
sorbitol, via da proteina quinase C (PKC) e glicacéao.
2.5.1. via do poliol:

E uma rota alterna a glicolise. Normalmente, a atividade dessa via é baixa,
devido a alta km a enzima aldose redutase, o que indica baixa afinidade pela
glicose. No entanto, em consdi¢cde de hiperglicemia, a atividade dessa rota aumenta.
Nesse processo, a glicose é metabolizada em sorbitol com ajuda da aldose
redutase, levando a deplecdo do NADPH+H". Esse cofator também é usado por
enzimas antioxidantes, que aumenta o estresse oxidativo no interior celular, além de
disso, o sorbitol é convertido em frutose pela sorbitol desidrogenase, usando o NAD*
como cofator, essa conversdo afeita a glicose, pois inibe a gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase (GAPDH), que precisa do NAD" para converter o gliceraldeido 3
fosfato em 1,3 bisfosfoglicerato (1,3BPG). Esse cenario estimula a via do PKC e a
formacdo de AGEs (BROWNLEE, 2001; KRAUSE; WEGNER, 2020), como

mostrado na figura 03
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Figura 3: Glicotoxicidade por via alternativa do poliol. Fonte: adaptado de Brownlee, 2001
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2.5.2 Via do sorbitol:

A diferenca entre o sorbitol e a frutose, € que o sorbitol tem dificuldade em
atravessar a membrana celular, ao contrario da frutose que pode fazé-lo facilmente.
A enzima sorbitol desidrogenase € a encarregada de metabolizar o sorbitol para
frutose, evitando assim seu acumulo celular. No entanto, o problema ocorre nas
células que carecem desta enzima e nao dependem de insulina para interiorizar a

glicose. Essa situagdo causa inchago e tumefagao, principalmente nas células do

rim, eritrdcito, placenta, células do sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso
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periférico (SNP), ovario, célula do cristalino e a retina do olho (CRUZ et al.,
2011)(CHAMPE.; HARVEY.; FERRIER, 2006; DARIEL, 2006), como mostra a figura

04.
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Figura 4: Fisiopatologia celular por acumulo de sorbitol. Fonte: Adaptado de Champe., P. C. 2006.

2.5.3 Via da PKC

O aumento da glicemia aumenta a concentracao de diacilglicerol (DAG) como
mencionado anteriormente, além disso, esse aumento é particularmente observado
nas isoformas 3 e 8, 0 que resulta em maior expressao de endotelina 1 (ET-1), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de transformagédo de crescimento
beta (TGF-B), inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), fator nuclear
kappa B (NK-kB), NAD(P)H oxidase. Ao mesmo tempo, a expressao do 6xido nitrico

sintase (eNOS) é reduzida. Essas alteragbes moleculares podem levar ao
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desenvolvimento de varias patologias no paciente diabético (BROWNLEE, 2001),

como mostrado na figura 05.
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Figura 5: Efeito do diacilglicerol em um estado de hiperglicemia. Fonte adaptado de Bronwlee, 2001.

O aumento do PKC afeita o tecido vascular, resultando em um aumentando da
pressao arterial devido a reducdo na producido de vasodilatadores como o 6xido
nitrico e ao predominio de vasoconstritores, como a endotelina-1 (ET-1), nos
musculos lisos das artérias. Além de isso, o PKC também estimula a ativacido do
VEGF que estimula a angiogénese por meio do aumento da permeabilidade do
tecido microvascular ao macrovascular, essa resposta possibilita a formacao de
novos vasos sanguineos no endotélio de capilares venosos e as vénulas terminais
de baixo calibre. Em pacientes diabéticos o VEGF encontrasse em concentracoes

maiores no humor aquoso do olho em comparagdo ao plasma, o que resulta no
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edema ocular carateristico observado na retinopatia diabética (FUNATSU et al.,
2002; NOMA,; et al., 2002; STANKEVICIUS et al., 2003; THIJSSEN et al., 2007;
VIRDIS; GHIADONI; TADDEI, 2011).

O aumento do PKC tem varias consequéncias no organismo, incluindo o
aumento da liberagao do fator de transformacéo de crescimento beta (TGF-B), que
estimula a producao de colageno e fibras elasticas na matriz extracelular, esse
acumulo de componentes na matriz pode obstruir pequenos vasos sanguineos,
dificultando a chegada de nutrientes, oxigénio e células do sistema imunoldgico,
prejudicando a cicatrizagado e criando um ambiente propicio para o desenvolvimento
do pé diabético. O aumento do PKC também causa a sobre expressao do PAI-1, que
reduz a fibrindlises e pode levar a oclusao de vasos por coagulos de fibrina, essa
condicdo pode resultar em acidentes vasculares, embolia pulmonar e infarto ao
miocardio. Outros efeitos do PKC incluem o estimulo da enzima NAD(P)H oxidase e
fator NF-kB, o primeiro aumenta a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
causando estresse oxidativo, o segundo estimula a expressdo de genes pré
inflamatdrios criando um ambiente altamente oxidante com processo inflamatdrio
cronico (BROWNLEE, 2001; DU et al., 2000; KOLM-LITTY et al., 1998; PIEPER;
RIAZ-UL-HAQ, 1997).

2.5.4 Glicagéao:

Processo nao enzimatico, porem demorado, que resulta na formam os produtos
finais da glicagdo avangada (AGEs), esses AGEs s&o produzidos em abundéancia no
diabetes e forte associacdo com diversas patologias, porque interferem na
sinalizacdo celular ao alterar a estrutura da membrana celular e as estruturas
intracelulares, também se ligam a seu receptor (RAGE) ativando as cascatas pré

inflamatadrias e pré coagulativas (KIERDORF; FRITZ, 2013; THORNALLEY, 2003).
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Os AGEs sao formados por 2 vias: a via oxidativa e ndo oxidativa. Na glicagao
por via oxidativa, ocorre a oxidagao da glicose, lipideos, carboidratos e proteinas,
levando a formagao de compostos altamente reativos, como glioxal e metilglioxal, os
quais sao cerca de 20 vezes mais reativos que a glicose. Vale ressaltar que esse
processo, embora seja fisiolégico e normal, ocorre quando o grupo aldeido interage
com o grupo amino de uma proteina, resultando na formacgdo do AGE (GILLERY,
2001; HUEBSCHMANN et al. 2006).

A glicagdo por via nao oxidativa € a mais comum em pacientes diabéticos,
devido aos niveis elevados e constantes de glicose no sangue, criando um ambiente
propicio para a glicagao acontecer. Na glicacdo, o grupo carbonila de um agucar
redutor, como a glicose, condensa-se com o grupo carbonila de proteinas ou acidos
nucleicos, resultando na formacao das “Bases de Schiff”, esses produtos sdo pouco
estaveis e podem ser facilmente desfeitos, mas, devido a constante elevagao da
glicose, eles passam por rearranjos, formando um produto mais estavel chamando
de “Produto de Amadori” ou “produto inicial da reagcdo de Maillard” (MRPs).
Posteriormente esses produtos passam por enolizacdo para, finalmente se
converterem nos AGEs (HARTOG et al., 2007; VISTOLI et al., 2013), conforme

ilustrado na figura 06.
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Figura 6: Rotas de formagéo dos Produtos Finais de Glicagdo Avangada (AGEs). Fonte: Adaptado de
Vistoli et al., 2013

e Mecanismo de toxicidade dos AGEs

Os RAGEs sao receptores nao especificos que podem ser ativados por varias
substancias, como AR, HMGB1 e DAMPS, incluindo S100A8/A9 e S100B. Ao
ligarem-se aos AGEs, os RAGEs ativam a via NF-kB, estimulando a sinteses de
genes pro inflamatoérios como TNF-q, IL-1B3, e CCL,. Esse processo ocorre no nucleo
e também leva a expressdo aumentada de RAGEs, tornando as células mais
sensiveis aos estimulos inflamatdrios. Esse estado inflamatério continuo estimula a
migracao de leucécitos para as paredes endoteliais dos vasos, levando a formagao
de placas de ateromas, o que reduzir o radio dos vasos e aumenta a resisténcia
vascular periférica, contribuindo para o desenvolvimento da hipertensdo (DANILO;

ANTONIO; WILSON, 2014; KIERDORF; FRITZ, 2013) como mostrado na figura 07.
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Figura 7: Ativacdo dos Receptores AGEs (RAGEs) por Produtos Finais de Glicagdo Avancada
(AGEs). Fonte: Adaptado de Mesquita, 2014.

A estrutura tridimensional das proteinas € fundamental para o desenvolvimento
da sua atividade bioldgica, e o AGE tém a capacidade de alterar a estrutura primaria,
secundaria e terciara das proteinas. Estas mudancas sao as principais causadoras
das patologias encontradas nos pacientes diabéticos, pois afetam as fungbes de
orgaos e tecidos. O colageno, albumina e Hemoglobina sdo as proteinas mais
abundantes do corpo. No caso do colageno glicado, foram encontradas alteragdes
na estrutura primaria que afeita a agregacao plaquetaria na coagulagao, além de
diminuir a fungéo de resisténcia e elasticidade dos tecidos conjuntivos (ASHRAF et

al., 2015; CAMPBELL et al., 2016).
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Os residuos de lisina presentes na albumina humana sérica (HSA) de pacientes
diabéticos sao altamente susceptiveis a glicagao, o que leva a alteragao da estrutura
secundaria e terciaria da proteina, formando assim a albumina de Amadori. Essa
albumina possui propriedades autoimunes, levando o préprio sistema imunoldgico a
produzir anticorpos contra a HSA glicada. Por outro lado, a hemoglobina é uma
proteina encontrada em abundancia no eritrocito e esta em constante interagdo com
a glicose durante seu periodo de vida, que sao aproximadamente 120 dias, por essa
razao, a hemoglobina glicada (HbA1c) € utilizada como parametro para acompanhar
e controlar a glicemia dos ultimos 2 meses (LEE et al.,, 2014; NEELOFAR et al.,
2016).

A pesquisa realizada nos anos 2013 e 2014 no hospital Istanbul Zeynep Kimil,
na Turquia, revelou que a HbA1c € um marcador essencial tanto para o controle
glicémico quanto para a avaliagcdo do estresse oxidativo ao longo da vida util das
hemacias. Além disso, observou-se uma relagao direta entre a HbA1c elevada e os
danos gendmicos evidenciados nos testes de cometa e micronucleos em 52
pacientes com sindrome metabdlica (KARAMAN et al., 2015; SZEREMETA,;
KEMONA-CHETNIK et al., 2009).

2.6 Tirosina fosfatase: Novo alvo para o tratamento do diabetes

A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), representa uma nova e promisséria
perspectiva terapéutica para o tratamento do diabetes, abrindo caminho para o
desenvolvimento medicamentos inovadores. At¢é o momento, n&o ha no
medicamento no mercado nenhum medicamento que atue como inibidor da PTP1B,
que exerce uma acgao direta sobre o receptor da insulina causando resisténcia a
insulina. Para compreender a relevancia dessa via, € fundamental compreender toda

a cascata de sinalizacdo celular desde a ativacdo do receptor da insulina até a
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liberagcdo dos receptores GLUT-4. Estudos apontam para a importancia da PTP1B
como um alvo terapéutico promissor, abrindo novas possibilidades no tratamento do
diabetes (CHO, 2013; ELEFTHERIOU; GERONIKAKI; PETROU, 2019; TEIMOURI et
al., 2022).

O receptor de insulina, constituido por 4 subunidades (2 alfas e 2 betas),
desempenha um papel crucial na sinalizagdo celular. As subunidades alfas (a),
localizada na parte externa da membrana celular, interagem com a insulina.
Enquanto isso, as subunidades betas (), com sitios ativos enzimaticos projetam-se
para o citosol. O dominio enzimatico das subunidades B possui atividade tirocina-
cinase, que fosforila 3 residuos tirosina da mesma subunidade. Esses sitios
cataliticos ativam o receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1, IRS-2), estimulando a enzima
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-ciance). A PI3-cinase, por sua vez, converte
fosfatidilinositol-2-fosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3). Esse ultimo
transfere o grupo fosfato para a proteina quinase B (PKB), também conhecida como
Akt, que estimula a translocacdo das vesiculas contendo os transportadores de
glicose GLUT-4 para a membrana plasmatica. Além disso, o PKB/Akt também
fosforila a glicogénio sintase cinase-3 (GSK3), inativando a glicogénio sintase (GS)
e, portanto, estimulando a sintese de glicogénio. Essa intrincada via de sinalizagao é
fundamental para a regulagdo da captagdo de glicose pelas células em resposta a
insulina (NELSON; BALLOU; LIN, 2015; WHITE, 1997; ZHANG; LIU, 2014), como

mostrado na figura 08.
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Figura 8: sistema de sinalizagéo intracelular do receptor de insulina ativado. Fonte: adaptado de
White, 1997.

Quando os niveis de acidos graxos ultrapassam os niveis fisiolégicos no tecido
adiposo, a leptina é liberada (WANG; WANG; YANG, 2004), o que por sua vez ativa
o horménio sensivel a lipase (HSL), estimulando a lipdlise nos adipécitos. Os acidos
graxos resultantes sdo transportados para outras partes do corpo através da
albumina, quilomicrons e por lipoproteinas como VLDL e LDL. Uma vez dentro das
células, o aumento da concentragdo de acidos graxos livres estimula a -oxidagéao,
resultando na producdo de ceramida e diacilglicerol como produtos secundarios.
Estes compostos ativam a PTP1B, que remove grupos fosfato dos residuos de
tirosina no receptor de insulina, impedindo sua autofosforilacdo e,
consequentemente, a ativagao do receptor de insulina (FELDHAMMER et al., 2013;

WANG et al., 2007), como mostrado na figura 9.
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Figura 9: Mecanismo de resisténcia insulina por PTP1B. Fonte: adapto de FELDHAMMER, 2013

2.7. Chalconas e suas propriedades antidiabéticas

As chalconas sao compostos organicos que possuem um esqueleto basico de
fenileno-1,3-diona com uma ligagdo dupla conjugada no carbono 2 e 3, esses
compostos sdo formados pela condensagdo de um grupo acetilacetato com um
grupo benzaldeido. As chalconas encontram-se amplamente distribuidas na
natureza, encontradas em plantas como agafrdo, cha verde, gengibre e vinho tinto.
Sua versatilidade permite modificagdes quimicas para obter novos derivados com
atividades biologicas especificas. Devido a estas carateristicas, as chalconas tém
sido objeto de grande interesse na pesquisa farmacéutica e podem ter potencial
terapéutico em diversas areas da medicina (APONTE et al., 2008; MASTACHI-LOZA
et al., 2022; ZHUANG et al., 2017).

As chalconas tem sido amplamente estudada devido a sua notavel atividade
antitumoral. Estudos pré-clinicos tém demostrado que esses compostos sao

capazes de inibir o crescimento de células tumorais e induzir a apoptose das células
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neoplasicas (BOUMENDJEL; RONOT; BOUTONNAT, 2009; CONSTANTINESCU;
LUNGU, 2021; NETO et al., 2022)(DANDAWATE et al., 2021). Além disso, as
chalconas também exibem atividades anti-inflamatérias. Pesquisas mostram que
esses compostos reduzem a produgdo de citocinas pro-inflamatodrias,
proporcionando alivio dos sintomas associados a diversas doencas inflamatérias,
como a artrite reumatoide (ADELUSI et al., 2021; GUAZELLI et al., 2021; HSIEH et
al., 2000; RUCKER et al., 2015; UR RASHID et al., 2019),

Outra area de interesse é a atividade antimicrobiana das chalconas. Estudos tém
evidenciado sua eficacia na inibicdo do crescimento de diversos tipos de
microrganismos, incluindo bactérias (GUNASEKHARAN et al., 2021; HELLEWELL,
BHAKTA, 2020; SIQUEIRA et al., 2021) e fungos(GUPTA; JAIN, 2015; PRESCOTT
et al., 2022), o que pode abrir portas para novas abordagens terapéuticas no
controle da infegdo. Adicionalmente, as chalconas estdo ganhando destaque por
suas atividades antidiabéticas, tais como a inibicdo da a-glicosidase, inibicdo da

PTP1B, antiglicante e inibicdo da enzima dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV).

2.7.1 Inibidores da a-glicosidase.

A enzima a-glicosidase desempenha um papel de suma importancia na
absorcao da glicose no intestino delgado (BURMAOGLU et al., 2021), reduzindo
assim a glicemia pés-prandial sem a liberagcdo da insulina. Acarbose, um farmaco
encontrado no mercado que inibe de forma competitiva esta enzima e usada como
referéncia nos estudos in vitro, in silico e in vivo (JABEEN et al, 2014). O
Xanthohumol (XN), chalcona de origem natural que inibe a a-glicosidase ao ligar-se
com esta enzima causando mudangas conformacionais que alteram a sua estrutura
e a sua atividade, derivados sintéticos das chalconas podem inibir a enzima por

competicao pelo sitio ativo (BURMAOGLU et al., 2019; SALEEM et al., 2021). De
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fato, chalconas sintéticas tém se mostrado promissérias na inibicdo desta enzima

(HE et al., 2021; ROCHA et al., 2019).

2.7.2 Inibidores da PTP1B.

O extrato etanolico de Alpinia katsumadai Hayata, pertencente a familia
Zingiberaceae encontrada na China, apresentou efeito hipoglicemiante em
camundongos diabéticos, e os principais responsaveis por esse efeito foram as
chalconas isoladas deste extrato, que evidenciaram inibir as enzimas PTP1B e a-
glicosidase (HE et al., 2021). Derivados de chalconas como: xanthoangelols,
dentichalcones, 2.,4-dihidroxichalcona e 2,4,6-trihidroxichalcona mostraram alta
atividade inibitéria in vitro da PTP1B (LI et al., 2015; SUN et al., 2012; ZHANG et al.,

2016).

2.7.3. Inibidores da glicagdo

A glicagao € um processo prejudicial com efeitos graves na saude a longo prazo,
no qual as moléculas de agucar se ligam a proteinas, lipidios e outros compostos,
formando os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs). Esses produtos séo
téxicos por modificar a estrutura proteica, deixando os tecidos e 6rgdos menos
eficientes nas suas fungdes bioldgicas e podem se acumular nos tecidos, causando
inflamacao e danos celulares. Neste contexto, as chalconas tém se destacado como
potenciais aliadas na prevencdo e combate aos danos causados pelos AGEs. A
Licochalcona D, por exemplo, demostrou reduz a expressao dos receptores dos
produtos finais da glicagdo avangada (RAGE) no hipocampo de camundongos
tratados com D-Galactose.(MAHARAJAN et al., 2021), proporcionando um efeito
neuroprotetor. As dihidrocalconas apresentam efeito nefroprotetor por inibicdo da
glicacdo e redugdo do estresse oxidativo (PEREZ GUTIERREZ et al., 2019) tanto in

vitro como em camundongos diabéticos (DUGE DE BERNONVILLE et al., 2010).
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2.7.4. Inibidores da DPP-IV

A enzima dipeptidil peptidase-IV (DPP-1V) é responsavel por inativar uma série
de hormoénios intestinais, incluindo o horménio peptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1), e sua inibicdo aumenta a concentragdo de GLP-1 circulantes, que por sua
vez, estimulam a secreg¢do de insulina pelo pancreas e reduzem a produgdo de
glicose pelo figado. Esses efeitos combinados levam a uma reducgédo na glicemia e
melhora do controle glicEmico em pacientes com diabetes tipo 2 (GILBERT;
PRATLEY, 2020). Foi comprovada que chalconaringenina 2'-O-3-D-glucopirandsido
encontrada no extrato de Helichrysum arenarium L. Moench (Asteraceae), é
responsavel pelas propriedades hipoglicemiantes em camundongos no teste de
tolerancia oral a glicose (TTOG) por inibicdo da DPP-IV ( MORIKAWA et al., 2015).
2.8. 4-Metoxichalcona (MPP)

A MPP, apesar de ser uma chalcona simples, apresenta diversas propriedades
terapéuticas muito interessantes. Entre os efeitos notaveis, destaca-se a sua
capacidade de reduzir a expressao do fator nuclear eritréide relacionado ao fator 2
(Nrf2), que ¢é normalmente ativado como um mecanismo de defesa contra
tratamentos com farmacos anticancerigenos. Ao aplicar a MPP como tratamento
complementar, observou-se que as células de cancer de pulmao A549 ficaram mais
sensiveis ao tratamento com cisplatina.(LIM et al, 2013). Além disso, a MPP
demonstra acao estimulante no Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama (PPARYy), resultando na redugao dos niveis de leptina e lipdlises, bem como
do fator de necrose tumoral (TNF-a). Por outro lado, aumenta a concentragéo de
adiponectina, uma proteina que inibe a resisténcia a insulina no tecido adiposo e
muscular, sendo benéfica para pacientes com diabetes (HAN, 2017; MUELLER;

BECK; JUNGBAUER, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar atividade antidiabética da 4 Metoxichalcona Isolada e Nanoencapsulada in

silico, in vitro e in vivo.

3.2. Objetivos especificos:

e Caracterizar as atividades antiglicante e inibitéria da MPP sobre a enzima
digestiva a-glicosidase, PTP1B e DPP-IV por meio de ensaios in silico, in vitro

e in vivo.

e Formular e caracterizar uma nanoformulacdo contendo MPP.

¢ Avaliar a toxicidade da MPP e da nanoformulacgao.

e Comparar os efeitos hipoglicemiante e antiglicagdo do MPP e da nanocapsula

contendo MPP em modelos experimentais in vivo.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Organograma Experimental

Sinteses da
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Figura 10: Organograma de planejamento e elaboragc&o dos ensaios realizados.
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4.2. Sinteses da 4-metoxichalcona

A sintese da 4-metoxichalcona (MPP) foi realizada pela reagdo de condensagéo
de Claisen-Schmith de acordo com a metodologia descrita por Iftikhar et al. 2017
usando p-metoxi-benzaldeido (A) e acetofenona (B) como reagentes (0.12 e 0.1 eq.,
respectivamente), segundo o esquema abaixo (Figura 11). O aldeido aromatico foi
convertido na correspondente chalcona (MPP) por tratamento com 0.05 eq. de
NaOH em etanol e agua, mantendo a temperatura abaixo de 10° C. O composto &
purificado por recristalizacdo e identificado por analise de espectros de massas e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono.

A B

o

(o]
CH
° CHa N
NaOH
+
,0
~ EtOH ™~

Figura 11: Sintese da 4-metoxichalcona: p-metoxi-benzaldeido (A), acetofenona (B)

4.3. Caracterizagao quimica

4.3.1. Ensaios de elucidagdo estrutural e pureza por gNMR "H

O MPP foi analisado por RMN 1D ('H e "*C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC)
utilizando um espectrémetro Bruker® Avance Il HD 500.13 MHz para 'H e 125.8
MHz para C.

O preparo de MPP foi realizado em ftriplicata (4.80 + 0.02 mg) com 530.0 uL de
DMSO-dg contendo TMS como referéncia interna (0.0 ppm). A solugao foi submetida
ao ultrassom por 5 min (25.0 °C) e, em seguida, transferida para o tubo de RMN de 5
mm de diametro. Os parametros de aquisicido de RMN de 'H foram padronizados
como tempo de aquisicéo (AQ) de 3.27 s, atraso de relaxamento (D1) de 15 s (7xT1)

para os protons de interesse em 7.03 ppm (d, 2 H), digitalizagao de ponto de dados



118

no dominio do tempo de 64 K, janela espectral de 19.99 ppm, 4 scans, ganho do
receptor de 90.5. Os espectros foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulso
zgpr com a supressao do sinal de agua residual.

A pureza de MPP por gNMR foi determinada usando o padrao externo tereftalato
de dimetila (TD) (pureza certificada, 99.988 + 0.060 %). Este padrao foi preparado (n
= 3) em DMSO-ds (530.0 uL), com TMS como referéncia interna (0.0 ppm). As
aquisicdes medidas do padrdo foram de 3,27 s, atraso de relaxamento (d1) de 22 s
(7xT1) proton em 8.08 (s, 4 H), 64k pontos no Dominio do Tempo e uma janela
espectral de 19.99 ppm. Os comprimentos do pulso de 90° foram calibrados para
cada aquisicdo. A constante de relaxacdo longitudinal (T1) dos prétons foi
determinada pelo experimento Inversdo-Recuperagdo (t1irld). Todos os
experimentos foram realizados sem rotagcdo de amostra, os ajustes de fase e
correcao de linha de base foram realizados automaticamente. O software TopSpin™
4.1.3 foi usado para o processamento dos espectros de RMN. Para o calculo da
pureza foi utilizada a formula (SAMUELS; WANG, 2020): Pump = (lwpp/ltp) X
(Nto/Nmpp) X (Mupp/Mtp) X (W1p/Wwpp) X P1p, onde | é a area da integral absoluta, (N)
numero de nucleos, (M) massa molar, (W) peso, (Pwpp) pureza do analito e do

padréo (Pp).

4.3.2. Ensaios de Elucidacao Estrutural por Espectroscopia de Massas

A MPP foi solubilizada em cloroférmio (1 mg mL'1) e posteriormente foi diluida
para 5 mg mL™". A analise de espectro de massa (MS) foi realizada por inje¢éo direta
(5 mL) em um espectrOmetro de massa triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum
Access (Thermo Scientific™, San Jose, CA, EUA), operando com fonte de ionizagéo
Eletrospray (ESI) em modo positivo para as analises ESI-MS e ESI-MS/MS. As

condigbes analiticas foram as seguintes: faixa de aquisigdo m/z 100 — 1000,
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voltagem do capilar 40 V; voltagem do spray 8 kV; temperatura do capilar 247 ° C;
gas de arraste (Ny) fluxo de 11 unidades arbitrarias (arb). A fragmentagao foi
realizada utilizando energia de colisdo entre 35 a 45 eV. O software Xcalibur™
versdo 2.2 (Thermo Scientific™) foi utilizado durante a aquisicdo e processamento

dos espectros.

4.4. Doking Molecular

4.4.1 Farmacocinética: distribuigdo. - Albumina

O calculo de doking molecular foi realizado com ajuda do software AutoDock
Vina(TROTT; OLSON, 2010) para avaliar a interagdao do MPP com a albumina sérica
bobina (BSA), que foi obtida do banco de proteinas (http://www.rcsb.org/pdb/) sobre
o codigo de 40R0 (BUJACZ; ZIELINSKI; SEKULA, 2014). O protocolo consiste em
remover as moléculas e agua ligados no naproxeno, atribuindo cargas de Gasteiger
e delimitando as dimensdes da caixa ‘grid boxes’ 12A x 10A x 10A centrado no sitio
ativo | (x=69.671, y=26.607 z=86.784) e 14A x 16A x 14A centrado no sitio ativo |
(x=69.574, y=28.575, z=105.018). Para validar o protocolo do doking, o ligante
naproxeno foi removido e recolocado no sito | e |l e comparado com a estrutura
cristalizada em cada sitio com calculo de RMSD. A obtengéo do valor de RMSD foi
de 1,93 e 0,85 para o sitio | e Il respetivamente. Valores até 2 A serdo considerados

confiaveis para a validagéo do doking.

4.4.2 Atividade sob a DPP-IV e PTP1B

Com o objetivo de aprimorar e investigar possiveis atividades biolégicas com
base nas propriedades quimicas e fisicas da estrutura do MPP, foi realizado uma
simulacao de encaixamento dos possiveis sitios ativos utilizando GOLD 5.7.2. Para
restringir as distancias e angulos de ligagado da agua, foi usado o algoritmo SETTLE

(MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992), enquanto os comprimentos de ligagdo dentro da
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proteina foram limitados com o algoritmo LINCS (BERK HESS et al.,1997). As
proteinas usadas no estudo foram a dipeptidil peptidase IV (4A5S) e a proteina
tirosina fosfatase 1B (1C83), ambas ligadas aos seus respetivos inibidores, que

foram obtidas do banco de dados de proteina (PDB, http://www.rcsb.org/).

O parametro usado para validar estas proteinas foi o “desvio padrao quadratico”
(RMSD), que mostra a média das possiveis poses do ligante e para que a
ancoragem seja favoravel o RMSD tem que ser menor a 2A, no final a média das 15
poses do RMSD de cada FUNCAO (CHEMPLP, GoldScore, ChemScore e ASP)
serdo comparadas entre si para escolher o menor RMSD e essa FUNCAO sera

validada para essa proteina (TROTT; OLSON, 2010).

4.5. Atividade antiglicante: Via oxidativa

A atividade antiglicante foi determinada de acordo com Kiho et al. 2004 (KIHO et
al., 2004a), com modificacdes. Foram usadas Albumina (BSA) 8 mg mL™" e Glioxal
30 mM em tampao fosfato 200 mM contendo azida de sédio 3 mM (pH 7.4), além de
1 mg mL™" da MPP diluidas em DMSO. O volume final da reacdo foi de 300 pL
compostos por: BSA (135 uL), glioxal (135 yL) e DMSO ou MPP (30 pL) sendo
incubados a 37°C durante 24 horas e posteriormente analisados no leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA) por fluorescéncia (emissdo A330
nm e excitagdo A420 nm). A quercetina (1mg mL™) foi utilizada como padréo e o
DMSO como controle negativo (MPP e quercetina solubilizados em DMSO). O
calculo foi baseado segundo a equacao 1 (E1) onde os valores de R1 e R2 séo as
leituras inicial e final da reagdo, a concentragédo inibitéria do 50% (ICsp) foi
deterr [% inibigdo = 100 — (R2 (ump/padrio) — R1 (MMP/padrao) /' R2 (controle negativo) — R1

(controle negativo)] X100


http://www.rcsb.org/
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4.6. Atividade antiglicante: Via nao oxidativa

A atividade antiglicante foi determinada de acordo a Kiho et al. 2004 (KIHO et al.,
2004) com modificacbes. Foram seguidos os passos usados na Atividade
antiglicante por via oxidativa, com exce¢ao do glioxal que foi substituido pela frutose
(100 mM), tempo de incubagdo aumentou para 120 horas e o padrdao usado foi
aminoguanidina (1mg mL™).
4.7. Inibigao da a-glicosidase de murino

Atividade enzimatica foi determinada de acordo a Andrade-Cetto et al., 2008
(ANDRADE; BECERRA; CARDENAS, 2008) com modificagdes. A enzima a-
glucosidase foi extraida do pd cetdnico do intestino de rato da SIGMA. Tanto o
substrato 4-nitrofenil-D-glucopirandsido (4-NPGP) como a enzima foram diluidos em
tampao fosfato 10 mM pH 6.9. Foi plaqueado 30 yL do MPP, padrao e/ou controle
(DMSO) na concentracdo de 1 mg mL™", 170 L da enzima (0.08 pg mL™"), incubou-
se por 5 min a 37°C no escuro, adicionou-se 100 pL do 4-NPGP (5 mg mL™),
incubou-se por 20 min e a leitura foi realizada a 405 nm. Os resultados foram
expressos em percentual de inibicado segundo a equacao 1 (E1). O padrao utilizado

foi a Acarbose

4.8. Inibicao da a-glicosidase de_Saccharomyce

Atividade enzimatica foi determinada de acordo a Andrade-Cetto et al., 2008,
com modificagdes. Foram seguidos os passos usados na inibicdo da a-glicosidase
extraida de murino, com excecao da enzima que foi substituido pela enzima extraida
da saccharomyces cerevisiae.
4.9. Teste de Hemolise

O teste de potencial hemolitico foi realizando segundo Jimenez et al. 2003. Para

isso, coletou-se sangue por pungado cardiaca de um camundongo Swiss, sendo
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utilizado para preparar uma suspensao de eritrocitos (SE) a 2%. Em uma placa de
96 pocos foi colocado 100uL em triplicata do MPP na concentragédo de 2 mg mL" e
adicionado 100 yL da SE obtendo assim uma concentragao final de 250 ug mL™,
posteriormente foi incubado por 1 hora sob agitagdo constante a 37°. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas (1500 rpm / 10 min) e o sobrenadante
transferido a outra placa para a leitura da absorbancia no espectrofotdbmetro (450

nm). Como controle positivo foi utilizado Triton-X (0.5%) e negativo DMSO.

4.10. Teste de viabilidade celular:

A quantidade de células viaveis foi determinada segundo Mosmann., 1983. As
Células MRC-5 da linhagem celular de Fibroblasto de pulmé&o foram plaqueadas (5 x
10° células/pogo) e tratados com 100 pL de diversas concentracdées de MPP (0.6 —
20 uM) e incubada durante 72 horas (37°C, 5% de CO;), apds esse periodo
realizou-se a lavagem dos pogos com PBS (pH 7.2) e adicionou-se 100 yL PBS (pH
7.2) marcada com MTT (0.5 mg mL™) e ap6s 4 horas (37°C, 5% de CO,) no escuro,
as ceélulas viaveis metabolizam o MTT em cristais de formazan de cor roxo.
Adicionou-se em todos os pogos 100 uL de DMSO para solubilizar os cristais de
formazan e apds 5 min a temperatura ambiente os pogos foram analisados a 560
nm. A Doxorrubicina 20 uM foi usado como controle positivo e PBS como controle
negativo de morte celular. O calculo foi baseado segundo a equacao 1 (E2) onde os
valores de R1 e R2 sao as leituras inicial e final da reagao.

E2

[% inibigdo = 100 — (Rz (PP/padrao) = R1 (MPPIpadrac) / R2 (controle negativo) — R1
(controle negativo)] X100

4.11. Preparagao do Nanoencapsulado.

Foram preparados 8 formulagbes de nanocapsulas contendo MPP seguindo o
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método de deslocacao de solvente descrito por Fessi, 1989. Sob agitacdo constante
de 400 rpm por 30 min, a temperatura ambiente, duas fases foram preparas (Tabela
1). A Fase organica continha palmitato de isopropila, MPP, SPAN 20, Kollicoat®
MAE 100P, etanol 96%, e acetona, enquanto a fase aquosa era composta por agua
ultrapura e Tween 80. A montagem das nanocapsula contendo MPP consistiu em
gotejar a fase organica sobre a fase aquosa, mantendo a agitagao continua. Apés a
conclusao do processo, a agitagao foi mantida por 20 min e em seguida, tamanho
das particulas foi homogeneizado utilizando um Ultra-turrax® (IKA, Suiga) a 10 000
rem por 10 min. No final o alcool e a acetona foram eliminados por rota evaporagao
a vacuo (IKA, Suiga) a 50°C.
4.12. Tamanho e morfologia da gota

O tamanho de particula e o indice de polidispersidade foram medidos por PCS
(espectroscopia de correlagao de fétons) usando um Zetasizer Nano (Malvern, Reino
Unido), em um comprimento de onda de 633 nm, angulo de dispersdo de 173° e
25°C (RODRIGUEZ A. et al, 2017). Antes das medi¢cbes, a solugcdo de
nanocapsulas foi filtrada usando uma membrana Millipore® (0,45 mm). As medidas

foram feitas em triplicata, e a média * desvio padrao foi registrada.

4.13. Potencial Zeta e condutividade

O potencial zeta e a condutividade foram medidos em um analisador de tamanho
de particulas (Zetasizer, Malvern, Reino Unido), usando uma célula zeta de
policarbonato descartavel. As medidas de mobilidade eletroforética foram
automaticamente convertidas em potencial zeta usando a aproximacao de
Smoluchowsky. As medi¢des foram feitas a 25 °C, usando uma tensdo de 150
V(RODRIGUEZ A. et al., 2017). Cada amostra foi medida em triplicata, e a média +

desvio padrao foi registrada.
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4.14. Efeito do pH

O efeito do pH no tamanho da particula ANC e no potencial z foi determinado
usando um titulador MPT-2 (Malvern, Reino Unido) acoplado a um analisador de
tamanho de particula (Zetasizer). Hidroxido de sodio (0,1 mol/L) e acido cloridrico
(0,1 mol/L) foram usados como titulantes. O instrumento foi calibrado com solugdes
tampao (pH 4, pH 7, pH 10; Alphatec, Brasil). As medi¢cdes foram realizadas em
triplicado a 25°C.
4.15. Efeito térmico

Foi avaliado o efeito da temperatura no tamanho de particula e indice de
polidispersidade das nanocapsulas. A suspensao de nanocapsulas foi aquecida de
20° a 70°C, em intervalos de 5°C. A amostra foi mantida por 5 min em cada
temperatura antes da medigdo. O tamanho de particula e o indice de
polidispersidade foram medidos em triplicata e os resultados foram expressos como
meédia * desvio padrao.
4.16. Testes in vivo
4.16.1 Animals

O protocolo experimental foi baseado segundo as diretrizes da Brazilian National
Council for Animal Experimentation Control (CONCEA) e aprovado pela comissao de
ética no uso de animais (CEUA) da universidade federal da Amazonia (UFAM) com o
protocolo 004/2019. Para este estudo foram usados camundongos Swiss albinos,
machos, 6 semanas de idade, pesando 18 - 20 gramas, obtidos do Biotério Central
da UFAM; Manaus. Eles serdo mantidos sobre condi¢des padrao de laboratorio
(Ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura de 21 + 2 °C e umidade relativa de 35
% a 60 %). Eles serao alimentados com ragdes e agua ja padronizados pela

instituigao.
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4.16.2 Teste de tolerancia oral a sacarose (TTOS)

Para o TTOS os camundongos nao diabéticos foram divididos em cinco grupos
de seis animais. Posteriormente, foram mantidos em jejum de 12 horas para a
mesurar a glicemia com auxilio de glicobmetro Precision Xtra (Abbott Diabetes Care,
Portugal). Em seguida, foi administrado por via oral no grupo nao tratado (GNT) o
veiculo (soro fisioldgico-200 uL), o grupo padrao (MET200) recebeu Metformina 200
mg kg™ de peso, e os grupos testes (MPP200 e MPP100) receberdo MPP (em doses
200 e 100 mg kg™'), e apés 20 min foi administrado 2 g kg™ de sacarose por via oral
(gavagem) em todos os grupos. As amostras de sangue foram recolhidas da cauda
e mesuradas em diferentes tempos (30, 60, 90, e 120 min) apdés a administragao da
sacarose (ZULKAWI et al., 2018).

4.16.3 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

O TTOG foi determinado segundo Zulkawi et al., 2018(ZULKAWI et al., 2018).
Foram seguidos os passos usados TTOS, com excecédo do dissacarideo sacarose
que foi substituido pelo monossacarideo glicose.

4.16.4 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) com camundongos diabéticos

A inducdo do diabetes foi realizada segundo o método descrito por Arya et al.
2015 com leves alteracdes. Os animais receberam Nicotinamida (50 mg kg™ pc;
diluida em solugao salina) e apés 20 min estreptozotocina (150 mg kg™ pc; diluido
em tampao citrato 0.1 M — pH 4.5) por via intraperitoneal e apds 96 horas os animais
com glicemia maior a 200 mg/dl foram considerados diabéticos. A continuacao foi

realizada o TTOG como descrito anteriormente.

4.16.5 Teste de Atividade Hipoglicemiante Crénico DM2
Os camundongos diabéticos foram divididos aleatoriamente em 7 grupos de 6

animais por grupo. Os grupos foram divididos da seguinte maneira: grupo controle
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normoglicémico nao tratado (Normoglicémico); grupo controle positivo -
hiperglicémico sem tratamento (Controle); grupo padréo (Metformina 200 mg kg™ pc)
e grupos testes (MPP e nanoencapsulado contendo MPP). Foi administrado por via
oral no Grupo Controle (GC) o veiculo 200uL de soro fisioldgico- Kolliphor 3%. o
grupo Padrdo recebeu 200 mg kg’ pc de Metformina (GP) e os grupos testes
receberam o MPP em doses 200 e 100 mg kg”' pc (MPP 200 e MPP 100) e
nanoencapsulado com MPP de 5 e 10 mg kg™’ pc (NC5 e NC10).

A cada 7 dias foram realizadas dosagens para medigdo da glicemia e a
pesagem dos grupos. A glicose no sangue foi medida usando um glicosimetro
Precision Xtra (Abbott Diabetes Care, Portugal), colocando uma pequena gota de
sangue em uma nova tira de teste e registrado as medigdes. O Tratamento foi
iniciado a partir da confirmacéao do diabetes(ARYA et al., 2015).

4.16.6 Coleta de sangue e 6rgéos do teste crénico.

Ao final do tratamento os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com
Cetamina e Xilazina (100:10 mg kg™ de pc) e coletado o sangue por puncdo cardica
para a dosagem dos parametros bioquimicos, depois realizou-se a eutanasia por
deslocacgéo cervical. Apds a eutanasia o figado foi coletado em uma solugdo de
formol 10% tamponado pH 7 para a analise histolégica e para o doseamento de
malonaldeido foi separado 1 grama de figado e congelado a -70 °C em 10 mL de
tampao fosfato pH 7.

4.16.7 Analises Bioquimicas

Amostras de sangue foram coletadas por puncgédo cardiaca no final do
tratamento, antes da eutanasia para determinacdo do perfil glicémico (Glicose e
HbA1c) perfil lipidico (Colesterol e triglicerideos), perfil hepatico (ALT e AST) e perfil

renal (Acido Urico, creatinina e ureia). As dosagens foram determinadas utilizando
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um analisador automatico Chem WellModel 2910; AWARENESS TECHNOLOGY,
INC e Kits Comerciais disponiveis enzimaticos e ELISA.
4.16.8 Dosagem de malonaldeido (MDA)

Para estimar a intensidade de peroxidagao lipidica no figado, medimos o MDA
presente no figado através da reacédo do acido tiobarbiturico (TBARS). Inicialmente,
uma grama do tecido hepatico foi homogeneizada em 10 ml de Nacl 150 yM. Em
seguida, adicionamos 100 pl desse homogenato em 1,5 ml do um complexo
reacional (acido tiobarbiturico 0,1%, acido cloridrico 0,25N e acido tricloroacético
10%), e agitados por 30 segundos no vortex. A mistura foi coberta com bolas de
gude e incubada em banho-maria a 100°C por 45 min. Apds a incubacéo,
centrifugamos a 3500 rpm por 5 min, e o sobrenadante foi lido no espectrofotémetro
T70 UV/VIS PG Instruments Ltda, complemento de onda de 535 nm. Os resultados
foram expressos em umol/L de MDA, utilizando a curva com as concentragdes de
0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0 ymol do padrao 1,1,3,-tetrahidroxipropano (HIROSHI et
al., 1979).

4.16.9 Anélise Histologica

Amostras de tecido hepatico de cada camundongo foram desidratadas
sequencialmente em alcool etilico 70, 80, 96 e 100% depois passou para xilol /
alcool (1:1) e finalmente para xilol (100%) ficando imersas por 30 min em cada
solugdo. As amostras foram montadas em blocos de parafina a 60 °C e mantidas
sob refrigeragdo. Posteriormente foram realizados cortes de 3-5 pym usando um
micrétomo (RM 2125rt, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha). Esses cortes foram
montados em l|laminas de microscopia para serem corados com hematoxilina e
eosina (H & E) e fixados com balsamo do Canada e cobertos com laminula para

posterior analise. A andlise e documentacgao fotografica foram realizadas com um
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microscopio Optico (DM500, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha) e camera
integrada (ICC50W, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha).
417 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como mediatdesvio padrao da média e plotados
em planilha do softawe excell (Microsoft). Para mostrar as diferengas entre os
grupos analisados foi usado o software GraphPad Prism onde para os resultados
univariados foram analisados por One-Way ANOVA e os resultados bivariados foram
analisados por Two-Way ANOVA usando o teste de dunnett. A significancia

estatistica das diferengas entre os grupos foi aceita em p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados da presente tese serdo apresentados em formato de artigos.

Artigo 1: Sintese, caracterizagdo quimica e atividade antidiabética da 4-
metoxichalcona’

Artigo 2: Efeito antidiabético de um sistema polimérico nanodisperso contendo 4-
metoxichalcona.?
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ARTIGO 1

Sintese, caracterizagao quimica e atividade antidiabética da 4-
metoxicalcona

Synthesis, chemical characterization and antidiabetic activity of 4-methoxychalcone

Leonard D. R. Acho?, Edinilze S. C. Oliveira®, Renyer A. Costa®, Giovana A.
Bataglion®, Hector H. F. Koolen®, Marcos B. Machado®, Rosivaldo S. Borges®,
Emersom S. Lima®*.

®Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Amazonas Manaus, Amazonas,
Brazil.

bDepan‘amento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal do Amazonas,
Manaus, Amazonas, Brazil.

‘Grupo de Pesquisas em Metabolémica e Espectrometria de Massas, Escola Superior de Ciéncias da
Saude, Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, Brazil.

INucleo de Estudos e Selecdo de Moléculas Bioativas, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal do Para, Belém, Para, Brazil.

RESUMO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga metabdlica cronica caracterizada pela hiperglicemia.
Metodologias tém sido desenvolvidas a fim de viabilizar o surgimento de novas classes de
medicamentos. As chalconas e seus derivados tém apresentado potencialidades farmacologicas
promissoras. Portanto, este trabalho apresenta um estudo sobre o potencial antidiabético da 4-
metoxichalcona (MPP), uma molécula que tém mostrado promissoras propriedades farmacoldgicas. O
objetivo do trabalho foi sintetizar o MPP por meio da reagao de Claisen-Schmith e, em seguida,
avaliar suas atividades farmacoldgicas.. A caracterizacdo do MPP foi realizada utilizando técnicas de
Espectroscopia de Massas (MS/MS) e Ressonancia Magnética Nuclear (NMR), sendo sua pureza
determinada por NMR quantitativa de 'H, com um teor médio de pureza de 96,32 = 0,73%. Por meio
de analise de docking molecular, foram observadas interagdes entre o MPP e a proteina albumina
sérica bovina (BSA) em sitios de ligacdo que sugerem afinidade e potencial transporte pelo
organismo, além de alta probabilidade de inibicdo das enzimas DPP-IV e PTP1B. Em testes in vitro, o
MPP apresentou atividade antiglicante e mostrou-se seguro ao ndo causar hemalises nas hemacias e
toxicidade em células de fibroblastos de pulmdo humano durante um periodo de até 72 horas. Esse
resultado foi corroborado no teste de toxicidade aguda com a dose de 2000 mg kg'1 pc.. O estudo
também investigou a agdo do MPP em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(STZ). Os testes de tolerancia oral a sacarose e tolerancia oral a glicose (TTOG) demonstraram que o
MPP, na dose de 200 mg/kg, reduziu significativamente o aumento da glicose sanguinea apés a
carga de glicose, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com
metformina na mesma dose. Os resultados do estudo mostram o potencial do MPP como um agente
antiglicante e anti-hiperglicémico, possivelmente por inibir as enzimas DPP-IV e PTP1B, que
estimulam a captacédo de glicose extracelular. Esses achados sugerem que o MPP pode ser uma
alternativa promissora no tratamento do diabetes mellitus, e seu desenvolvimento pode abrir caminho
para novas classes de medicamentos no combate a essa doenga metabdlica crénica.

Palavras-chave: 4-metoxihalcona, diabetes, antiglicante, anti-hiperglicémico.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized by hyperglycemia.
Methodologies have been developed to enable the emergence of new classes of medications.
Chalcones and their derivatives have shown promising pharmacological potential. Therefore, this
study presents an investigation into the antidiabetic potential of 4-methoxychalcone (MPP), a
molecule that has demonstrated promising pharmacological properties. The aim of the study was to
synthesize MPP through the Claisen-Schmidt condensation reaction and subsequently evaluate its
pharmacological activities.Characterization of MPP was performed using Mass Spectrometry
(MS/MS) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) techniques, with an average purity content of
96.32 £ 0.73% determined by quantitative 'H NMR. Molecular docking analysis revealed interactions
between MPP and bovine serum albumin (BSA) at binding sites, indicating affinity and potential
transport within the organism, along with a high probability of inhibiting DPP-IV and PTP1B
enzymes.In vitro tests, MPP exhibited antiglycation activity and proved to be safe, as it did not cause
hemolysis in erythrocytes and showed no toxicity in human lung fibroblast cells for up to 72 hours.
This result was corroborated by an acute toxicity test at a dose of 2000 mg kg'1 body weight. The
study also investigated the action of MPP in streptozotocin-induced diabetic mice. Oral sucrose
tolerance and oral glicose tolerance tests demonstrated that MPP, at a dose of 200 mg kg’1 bw,
significantly reduced the increase in blood glicose levels after glicose loading, with no significant
difference compared to the group treated with metformin at the same dose. The study's findings
highlight the potential of MPP as an antiglycation and anti-hyperglycemic agent, possibly through the
inhibition of DPP-IV and PTP1B enzymes that promote extracellular glicose uptake. These findings
suggest that MPP may be a promising alternative in the treatment of diabetes mellitus, and its
development could pave the way for new classes of medications in combating this chronic metabolic
disease.

Keywords: 4-methoxyhalcone, diabetes, antiglycant, antihyperglycemic.
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1. Introdugao

Diabetes mellitus (DM) é um conjunto de disturbios metabdlicos caracterizado
pelo aumento de glicose no sangue e tem sido considerado um dos maiores
problemas de saude do mundo (OGURTSOVA et al., 2017). Em todos os paises,
ocorreu um aumento significativo do diabetes tanto em regides urbanas quanto
rurais (OGURTSOVA et al., 2017). A prevaléncia global de DM em adultos aumenta
com a idade, e ha maior prevaléncia em homens do que em mulheres (SUN et al.,
2022). Somente em 2021, estima-se que 6,7 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos
morreram de consequéncias do diabetes, excluindo os riscos de mortalidade
associados a pandemia de COVID-19 (DIABETES, 2021). Projecoes futuras
sugerem que 783 milhdes de pessoas terdo diabetes em 2045 (SUN et al., 2022).

O desenvolvimento do DM tem sido associado ao acumulo de produtos finais de
glicagcdo avangada (AGEs), que séo proteinas ou lipidios glicadas como resultados
da hiperglicemia crénica (VISTOLI et al., 2013; YING et al., 2021). Os AGEs estao
relacionados as multiplas complicagdes do diabetes, tais como retinopatia,
insuficiéncia renal, amputacao (YING et al., 2021). Além da hipertensao(HAESEN et
al., 2020), diminuicdo da massa e desempenho muscular (EGAWA; TSUDA; GOTO;
OHNO et al., 2017), diminuicdo da densidade e resisténcia 6ssea (CAMPBELL et al.,
2016; ILLIEN-JUNGER et al., 2018), como também a ativagdo de citocinas
inflamatérias (CAMPBELL et al., 2016). Algumas terapias existentes para o
tratamento do DM fazem uso de inibidores da enzima a-glucosidase, tais como
acarbose e voglibose, os quais sdo comumente prescritos para diminuir a glicose
pos-prandial. No entanto, isso ndo impedem as complicagées do diabetes a longo

prazo, além de poder causar efeitos colaterais indesejados, como nauseas, vomitos
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e desconforto abdominal (CAMPBELL et al., 2016; SHORI, 2015). A metformina, um
agente hipoglicemiante oral, embora tenha se tornado uma opg¢ao para o tratamento
do DM tipo 2, alguns pacientes nado podem recebé-la devido ao risco de acidose
latica (DEFRONZO et al., 2016). Esses efeitos, somados a baixa adesdo ao
tratamento diabético, contribuem para o agravamento substancial desta doencga,
elevando os custos do tratamento e podendo levar a morte (CATHBERT, 2019).

Diante deste contexto, novas alternativas a fim de viabilizar o surgimento de
novas classes de medicamentos mais eficazes, com menos efeitos colaterais e de
baixo custo tém sido desenvolvidas (ELEFTHERIOU; GERONIKAKI; PETROU,
2019). As chalconas, pertencente a classe dos flavonoides, tém despertado a
atencdo de pesquisadores nao s6 do ponto de vista sintético e biossintético, mas
também farmacologico (AFSAR et al.,, 2021; TAJAMMAL et al., 2017). A
condensacgao de Claisen-Schmidt € normalmente utilizada para sintetizar chalconas
na presenca de catalisadores basicos (IFTIKHAR et al., 2017; TAJAMMAL et al.,
2017). Essas substancias ja revelaram agdes biologicas para o tratamento do
diabetes (BURMAOGLU et al., 2020; HSIEH et al., 2012; NURSAMSIAR et al., 2022;
TAJAMMAL et al., 2017), antimutagénica (LIMA et al., 2017), anti-inflamatéria
(AHMAD et al., 2006; BUKHARI et al., 2015), antimicrobiana (LAHTCHEV et al.,
2008; TEIXEIRA et al., 2019), antifungica (LAHTCHEV et al., 2008) e antiproliferativa
(BRITO et al., 2022).

Portanto, este estudo aborda a sintese da chalcona (E)-3-(4-metoxifenil) -1-
fenilprop-2-en-1-one (4-metoxichalcona), determinagdo de sua pureza, avaliacéo de
sua atividade antiglicante, in vitro, e capacidade de interagdo com albumina sérica
bovina, in silico. Além disso, foi analisado o seu potencial antidiabético em modelos

experimentais in vitro e in vivo.
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2. Resultado e Discusséo:
2.1Analises quimico

A confirmacado estrutural da chalcona (E)-3-(4-methoxyphenyl)-1-phenylprop-2-
en-1-one (MPP) foi feita com base na interpretacdo dos dados de RMN de 'H (Fig.
1), *C, DEPT135, HSQC, HMBC e ESI-MS/MS, os quais estdo em conformidade
com os descritos na literatura (IFTIKHAR et al., 2017). Para a obtengdo do teor da
pureza de MPP foi empregada a quantificagdo absoluta por NMR quantitativa de 'H,
utilizando o método PULCON (GARRIDO; DE CARVALHO, 2015). Visto que é um
meétodo de razado primaria, e € desnecessaria a construgdo de uma curva de
calibracdo, bem como o emprego de padrbes idénticos ao analito de interesse
(OLIVEIRA et al., 2021; SAMUELS; WANG, 2020). Neste estudo, a substancia
tereftalato de dimetila (64 8.08, s, 4H) foi empregada como padrdo externo para
calibrar as medigdes de NMR, uma vez que o deslocamento estd no mesmo
ambiente quimico do sinal de interesse do analito em & 7.03 (d, 2H). Com base nos
dados espectrais processados, a pureza média calculada foi de 96.32% (RSD of
0.73%, n=3), indicando um alto grau de rendimento do método empregado

(SAMUELS; WANG, 2020).
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figura 1: 1H NMR amplificagdo de espectro e regido 7.0 — 8.3 ppm de 4-metoxichalcona (MPP)
(DMSO-d6, 500 MHz).

2.2 Docking molecular: distribuigéo pela albumina.

Compreender os aspectos estruturais da ligagado do ligante pelas albuminas é
importante para a liberagdo de farmacos, pois a proteina possibilita a solubilizacao
do farmaco, permitindo o transporte pelo sangue. A albumina sérica (SA) mostra
uma variedade de locais de ligacado, no entanto, de acordo com Sudlow (SUDLOW
et al., 1975) duas regides principais na albumina sdo responsaveis pela ligagao
reversivel de muitas drogas. O sitio 1, também denominado sitio 1 da droga, € um
bolso de ligagao localizado no nucleo do subdominio [IA compreendendo todas as
seis hélices dos residuos do subdominio 148 —154 do subdominio IB. O interior da
bolsa € predominantemente apolar, mas contém duas regides de residuos polares
(GHUMAN et al., 2005). Este local liga compostos heterociclicos volumosos sem um
grupo carboxila, por exemplo, varfarina ou fenilbutazona. O sitio 2, denominado sitio

2 da droga, € composto por todas as seis hélices do subdominio IlIA sendo
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semelhante ao sitio 1 (subdominio 11A), porém menor. Este local € melhor alocado
por compostos que possuem um anel aromatico e grupos carboxilato que mostram
conformacao estendida, por exemplo, ibuprofeno e suprofeno (GHUMAN et al.,
2005; SUDLOW et al., 1975). Vale ressaltar que tanto a BSA quanto a albumina
sérica humana (HSA) sdo homédlogas em estrutura e, devido ao baixo custo de
aquisicdo da BSA, é comum substituir a HSA por BSA para representar as
albuminas séricas em estudos experimentais de interacdo albumina-ligante (AL-
MEHIZIA et al., 2019; CAIRNS, 2007). Neste contexto, calculos de docking da
molécula em estudo foram realizados com BSA, focando as interagdes nos sitios 1 e
2 da droga (Fig. 2), visando apoiar os dados experimentais obtidos.

Para Drug Site 1, o MPP apresentou energia de ligacao igual a —-8,5 kcal/mol
para a conformacdo de maior pontuagdo, enquanto o naproxeno, o ligante
cocristalizado, apresentou energia de ligagcéao igual a —-9,0 kcal/mol. A analise do
modo de ligacdo mostrou que o MPP se complexou ao sitio de droga 1 (Fig. 2a) por
interacéo de ligagdo H com Ser 343, n-sigma com Leu 346, n-n (T-Shaped) com Trp
213 e m-alkyl interagdes com Arg 194, Val 342, Leu 480 e Ala 209. Quanto ao Drug
Site 2, o MPP apresentou energia de ligagdo igual a -7,5 kcal/mol para a
conformacdo de maior pontuagdo, enquanto o naproxeno apresentou energia de
ligacdo igual a —-8,9 kcal/mol. A analise do modo de ligacéo revelou que o MPP
complexou com o Drug Site 2 (Fig. 2b) por interagdo n-cation com Arg 409, n-sigma
com Thr 448 e intera¢des n-alquil com Arg 194, Val 342, Leu 480 e Ala 209. Embora
a molécula tenha apresentado valores de ligagado negativos para ambos os locais, o
Drug Site 1 parece ser melhor acomodar a molécula em estudo, pois as simulagdes
de docking revelaram um valor mais negativo para MPP neste local (-8,5 kcal/mol).

Além disso, apesar das interacbes serem predominantemente apolares em ambos
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os sitios, no sitio de droga 1 uma forte ligagao H é formada seguida por intercagéo n-
n (em forma de T), indicando maior estabilidade para o complexo BSA-MPP quando
o MPP se liga ao Drug Site 1. Além disso, o tamanho do Drug Site 1 contribui para
uma melhor alocagao da molécula, pois este site € maior que o Drug Site 2, o que

favorece melhores interagdes.
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figura 2: Calculo de doking de MPP em sitios ativos da BSA representando interacdes 3D e 2D no
sitio da droga 1 (a) e representando interagdes 3D e 2D no sitio da droga 2 (b).

2.3Doking Molecular: Validagéo das proteinas.
Na validagcdo das proteinas cristalizadas com seus inibidores, os seguintes
resultados foram obtidos: A Dipeptidil peptidase IV (4A5S) com um derivado da

deazaxantina apresentou RMSDM de 0,7903 (CHEMPLP) e 0,6275 (GoldScore),
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enquanto a Proteina tirosina fosfatase 1B (1C83) com o acido carboxilico 6-(oxalil-
anino)-1H-indole-5 mostrou RMSDM de 6,3895 (CHEMPLP) e 1,5438 (GoldScore),

conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1: Validagao de Proteinas.

FUGOES DE PUNTUAGAO DO GOLD

i CHEMPLP GoldScore
Proteina (R) -

Inhibidor RMSDy GMO(=15) FITNESS mpy RMSDm GMO(n=15y FITNESS (wp
DPP-4 (6,5A) 0,7903 10 108,4014 0,6275 14 89,1528
Derivado deazaxantina
21,/:\?1 B (TA) 6,3895 5 51,6167 1,5438 9 51,9845

R= Radio do sitio de ligagdo em Angstrom (A).

RMSD), = Media do desvio padréo Quadratico (Media das poses sobrepostas entre si em 3D).

GMO (n-15) = Grupo de maior ocorréncia, n=15.

FITNESS e = Pontuagdo do logaritmo de sele¢do da melhor pose do GMO (menor RMSD) de cada
fungdo (CHEMPLP e GoldScore) que da o software GOLD.

Baseado nestes resultados a fungao de pontuacdo GoldScore foi validado para
as proteinas DPP-IV e PTP1B por ter um RMSD < 2A e um FITNESS maior de 50.
Na validagao das proteinas foram usadas as 4 funcdes de pontuagao: CHEMPLP,
GoldScore, ChemScore e ASP, mas as dois ultimas ndo foram apresentados na
tabela 1 porque os FITNESS sao muito baixos.
2.4 Doking: Enzima dipeptidil peptidase IV (DPP-4, PDB: 4A5S) PMID: 22177783

A enzima 4A5S é uma hidrolase proveniente do Homo sapiens (homem) cujo
gene foi expresso em Escherichia coli, a estrutura em 3D foi gerada mediante o
método de cristalografia de raios X com uma resolugdo de 1,62 A (Angstroms). Esta
enzima foi validada com a fungdo de pontuacdo GoldScore com um radio de 6,5 A
no sitio de ligagdo. A molécula padrao usada para comparar o MPP (Fitness: 53,98)

foi a Sitagliptina (Fitness: 56,24).
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figura 3: Visualizagéo das interagées dos ligantes Sitagliptina (A) e MPP (B) no sitio de ligagéo da
enzima DPP-IV.

Na figura 3 podemos observar que o padrao sitagliptina apresenta 13 ligagdes
com o sitio de ligacdo da enzima onde mostra 3 ligacbes de hidrogénio com os
aminoacidos Arg125, Glu205 e Lys554; 1 ligacdo halogénio com o aminoacido valina
546; 4 ligagdes de carbono — hidrogénio com o Tyr547, serina 630, Tyr631 e Ser632;

5 ligacbes pi com Tyr547 (2 vezes), Tyr666 (2 vezes) e a Val656.

O MPP apresenta 6 ligacbes com o sitio de ligagdo da enzima onde mostra 2
ligagcdes de hidrogénio com os aminoacidos Tyr547 e Tyr666; 3 ligagdes pi com o0s
aminoacidos Ser630, Tyr662 e Tyr 666. Os hibridos da Dihidropirimidina Ftalimida
também mostraram ter atividade sob a DPP-IV in silico, in vitro e in vivo,
possivelmente por se ligar com o aminoacido Tyr547 (MOURAD et al., 2021). As
chalconas tem afinidade pelos principais residuos dos aminoacidos chaves da
enzima DPP-IV que sao o Tyr547, Tyr585, Tyr666 e Tyr662 (RAMMOHAN et al.,

2020). Este resultado nos mostra que o MPP tem grande possibilidade de
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apresentar atividade inibitéria sob a enzima DPP-IV por se ligar nos principais
aminoacidos chaves e também por possuir um FITNESS muito similar ao padrao,
quanto maior o FITNESS maior a qualidade ou aptidao da interagao das moléculas

com a proteina alvo.

2.5 Proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B, PDB: 1C83) PMID: 19032093

A enzima 1C83 é uma hidrolase proveniente do Homo sapiens (homem) cujo
gene foi expresso em Escherichia coli, a estrutura em 3D foi gerada mediante o
método de cristalografia de raios X com uma resolugéo de 1,8 A (Angstroms). Esta
enzima foi validada com a funcdo de pontuacdo GoldScore com um radio de 7 A no
sitio de ligacdo. A molécula padrao usada para comparar o MPP (Fitness: 49,91) foi

a acido benzoico 2-(oxalilamino) (Fitness: 46,94).
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figura 4: Visualizagdo das interacdes dos ligantes acido benzdico 2-(oxalilamino) (A) e MPP (B) no
sitio de ligagdo da enzima PTP1B.

Ainda ndo existem farmacos no mercado que inibiam a PTP1B, mas existem

protétipos de farmacos que mostram atividade in vitro como o acido benzéico 2-
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(oxalilamino) e seus derivados é importante mencionar que os aminoacidos Tyr46,
Asp181 e Lis120 da PTP1B foram nossos principais alvos por desempenhar um
papel fundamental na atividade da enzima(ANDERSEN et al., 2000). O acido
benzdico 2-(oxalilamino) interage com esses aminoacidos com 4 ligagdes de
hidrogénio e tem uma pontuacdo FITNESS de 46,49, o MPP liga-se com Tyr46 e
Lis120 por 3 pontes de hidrogénio (Fig. 4) e sua pontuagdo Fitness é 49,91
mostrando que a interacdo € energeticamente muito favoravel e que o ligante tem

grande potencial para ser um inibidor eficiente da PTP1B.

2.6 Atividade antiglicante

O acumulo de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) é acelerado em
condigdes hiperglicémicas, os quais tém sido associados aos varios disturbios
patolégicos das complicagdes diabéticas(SARMAH; ROY, 2022). Por isso, a
literatura tem reportado metodologias de combate a formacado de AGEs analisando
tanto agentes sintéticos quanto naturais para a prevengdo dessas
complicacbes(RAMOS et al., 2019; THORNALLEY, 2003).

Uma vez que a albumina sérica desempenha um papel dominante na sua
biodisponibilidade para o transporte de farmacos, a eficiéncia de compostos como
agentes farmacéuticos depende da sua capacidade de interagdo com essa proteina
[36]. Uma vez que ndo ha informagdes cientificas sobre o efeito antiglicante em
modelos de albumina sérica de MPP. O presente estudo avaliou o efeito antiglicagao
de MPP pelas vias oxidativa (BSA/GO) e ndo oxidativa (BSA/frutose). A andlise dos
resultados evidencia que MPP inibe a glicagdo de BSA tanto pela via oxidativa (Clsg
de 8.8 + 0.4 yg mL™), quanto pela via nao oxidativa (Clso = 16.2 + 0.4 yg mL™"). MPP
apresentou resposta significativa em relagdo aos padrdes positivos quercetina (Clso

=35.6 £ 0.9 ug mL'1) e aminoguanidina (Clsg = 28.6 + 1.4 ug mL", respectivamente
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(p < 0.05). Portanto, esses dados sugerem que MPP pode ser considerado um
potente agente antiglicante, que podera agir tanto no estagio inicial quanto no

estagio de glicacdo avangada em pacientes diabéticos. (Fig. 5)
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figura 5: O efeito da MPP na formacéo de produtos finais da glicacdo avancada (AGEs). Atividade
antiglicante por via oxidativa: Clso do MPP (A) e Clsq da Quercetina (B). Atividade antiglicante por via
nao oxidativa: Clso do MPP (C) e Clso da Aminoguanidina (D).

2.7 Atividade hemolitica e efeito citotoxico em células MRC-5 cell

O efeito citotéxico de MPP foi avaliado em células de fibroblastos de pulmao
humano (MRC-5) nas concentracdes de 0.6 uM a 20.0 uM em 24h, 48h e 72h de
incubacédo (Fig. 6a). MPP apresentou viabilidade celular de 108.4 + 8.1% (24h),
110.3 + 9.1% (48h) e 85.5 £ 1.5% (72h) na concentragdo de 20 uM. Portanto, a
concentracdo que causa 50% de inibicao celular, Clsp > 20.0 uM. O controle positivo
doxorrubicina (20 pM) reduziu significativamente a viabilidade celular em
aproximadamente 90.0% apds 72h. Ja em comparagdo ao grupo de controle de

células nao tratadas, MPP nao apresentou diferenga significativa tanto nas

concentragdes testadas quanto nos diferentes tempos de incubagao (p > 0.05).
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figura 6: Atividade hemolitica de MPP na concentragao de 420 uM em comparagdo com o padrao
Triton X-100. Resultados com média + desvio padrao (n=3). ****p < 0.0001. (B) Viabilidade celular do
grupo de controle nao tratado, controle positivo doxorrubicina a 20 uM (doxo) e MPP em diferentes
concentragdes por periodo de 24, 48 e 72 horas em linhagem celular de MRC-5. Resultados foram
apresentados em média + DP (n=3). ns = N&o significante (p > 0.05) vs. grupo de controle nao
tratado; **p < 0.01 (ANOVA seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett).

Além disso, como apresentado na Figura. 6b, MPP apresentou baixa atividade
hemolitica (4.1 £ 0.6%) (420 uM) em comparagao com o padrao triton X-100 (99.1 £
2.9%) (p<0.005). Ja em comparagdao com o controle negativo (DMSO) nao foi
encontrada diferenca significativa (p>0.05). Portanto, esses resultados nos revelam
que MPP ndo apresenta toxicidade nas concentracbes e modelos experimentais
testados.

2.8. Inibigcdo da a-Glicosidase

A inibicdo da atividade catalitica da enzima a-glucosidase leva ao retardo da
absorcao da glicose e a reducédo da glicemia pds-prandial(JABEEN et al., 2014).
Diante do potencial antidiabético de derivados de chalcona(ADELUSI et al., 2021;
HSIEH et al., 2012), MPP foi inicialmente avaliado quanto ao potencial inibitério da
enzima a-glucosidase extraida de Saccharomyces cerevisiae e de pos de acetona
intestinal de rato. Esse constituinte exibiu elevada atividade inibitoria da enzima de

S. cerevisiae (93.2 + 1.5%) com Clsy de 24.5 + 0.8 ug mL™, em comparacéo ao
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padréo acarbose (24.1 + 1.5%). Esse resultado diverge de um estudo previamente
descrito, em que foi demonstrado a inatividade dessa chalcona frente a a-
glucosidase de levedura(JABEEN et al., 2014). O controle positivo quercetina
apresentou inibicdo de 99.6 + 0.3% (Fig. 7) com Clsp de 5.9 + 0,3 ug mL™" (p < 0.05),
corroborando que esse flavonoide € um inibidor do tipo competitivo e que as
posicoes em C=0 e 3-OH (anel C) e as conjugacgdes © do anel B desempenham um

papel importante na inibicdo da enzima(FU et al., 2021).
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figura 7: Atividade inibitéria da acarbose, quercetina e MPP na concentracdo 100 ug mL™" sobre as
enzimas a-glucosidase extraida de Saccharomyces cerevisiae e a-glucosidase extraida de pds de
acetona intestinal de rato. Os resultados foram expressos como média £ DP, n=3. ****p < 0.0001
(ANOVA seguido pelo teste de comparacédo multipla de Dunnett).

Concernente a avaliagao inibitoria na a-glucosidase de intestino de rato, MPP foi
inativo (1.1 + 0.2%) em comparagao ao padréo acarbose (65.5 £+ 0.4%) (p<0.05).
Nossos dados comprovam que o modelo in vitro utilizado, com diferentes enzimas,
pode comprometer uma comparagao confiavel entre estudos, o que levou a

investigarmos o mecanismo de agdo de MPP em modelo experimental in vivo.
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2.9. Teste de toxicidade aguda:
Na maxima concentragdo de 2000 mg kg'1 pc nao causo Obito nos
camundongos, este resultado condiz com o encontrado na viabilidade celular in vitro

chegando a conclusao que a doses letal 50 (DLsg) do MPP é maior de 2000 mg kg'1

p.C.

2.10. Efeito hipoglicemiante

MPP foi avaliado no teste de tolerancia oral a sacarose (TTOS) na concentragao
de 200 mg kg’ pc. Inicialmente, camundongos saudaveis foram submetidos a
sobrecarga de sacarose, ocasionando niveis elevados de glicose no sangue, acima
de 200 mg/dl, durante os 120 min de experimento (GNT) (Fig. 8a). A acarbose foi
usada como farmaco padrdo e administrada na dose de 100 mg kg p.c.
(Acarbose100). Nesse grupo foi observada uma redugdo no nivel de glicose de
47.1%, em 90 min, e foi significativamente diferente em relacdo ao GNT (p <
0.0001). Em contrapartida, o grupo tratado com MPP na dose de 200 mg kg™ p.c.
(MPP200) nao reduziu os niveis de glicose e ndao houve diferenca significativa em
relagdo a esse grupo (p > 0.05). Portanto, esses resultados corroboram com o
estudo de inibicdo enzimatica realizado com a-glucosidase de intestino de rato, in
vitro (previamente descrito), sugerindo que MPP né&o inibe a enzima a-glicosidase

intestinal.
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figura 8: (A) Efeito da administragdo oral do MPP 200 mg kg'1 pc (MPP200) e acarbose 100 mg kg’1
pc (Acarbose100) sob a glicemia em camundongos saudaveis que receberam uma sobrecarga de
sacarose. Valores sdo expressos em média + desvio padrdo, n = 6. *p = 0.05; ***p < 0.0001
comparado com grupo saudavel nao tratado (GNT). (B) Efeito da administragao oral do MPP200,
MPP100 e metformina 200 mg kg'1 pc (Metformina200) sob a glicemia em camundongos saudaveis
que receberam uma sobrecarga de glicose. Valores sao expressos em média + desvio padréo, n = 6.
*p = 0.05; ****p < 0.0001 comparado com grupo controle ndo tratado. (ANOVA followed by Dunnett’s
multiple comparisons test).

Diante desse resultado, MPP foi submetido ao teste de tolerancia oral a glicose
(TTOG) em camundongos saudaveis. Neste experimento, os animais receberam
uma sobrecarga de glicose, ocorrendo um aumento induzido nos niveis de glicose
(GNT), os quais permaneceram elevados acima de 140 mg/dl durante 90 min de
experimento (Fig. 8b). Nos animais hiperglicémicos tratados com MPP na dosagem
de 200 mg kg pc (MPP200) foram observadas reducdes significativas no nivel de
glicose, apds 30 min (p < 0.0001). Da mesma forma, os niveis de glicose no sangue
foram continuamente reduzidos para 61.1% e 53.4%, apds 60 min. Enquanto que, o
grupo tratado com metformina na dose de 200 mg kg™ pc (Metformina200) causou
reducao para 58.0 e 54.4% (90 e 120min, respectivamente) e ndo houve diferenca
significativa em relagéo ao grupo tratado com MPP200 (p > 0.05). Para o grupo de
animais tratados com MPP na dosagem de 100 mg kg~ pc (MPP100), nao foi
observada diferenga significativa nos niveis de glicose em comparagdo ao GNT,
durante todo o experimento (p > 0.05). Esses dados sugerem que MPP200 evita

significativamente o aumento da glicemia.
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Para avaliar o potencial hipoglicemiante de MPP, animais com diabetes tipo 2
induzidos por estreptozotocina (STZ) foram tratados com MPP nas dosagens de 100
e 200 mg kg'1 pc. (MPP100 e MPP200, respectivamente). Esses animais com jejum
de 12h receberam uma sobrecarga de glicose (TTOG) e os niveis de glicose no

sangue elevaram acima de 300 mg/dl (TO min) (Fig. 9).
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Figura 9: Efeitos da administracdo oral de MPP e metformina sobre a concentracdo de glicose no
sangue em camundongos diabéticos hiperglicémicos. Metformina 200: metformina 200 mg kg'1 pc
(controle positivo); MPP100 e MPP200: 4-metoxicalcona (100 mg kg'1 e 200 mg kg'1 de peso corporal,
respectivamente). GDN: Grupo diabético ndo tratado. GNT: grupo de camundongos saudaveis nao
tratados. Os valores sdo expressos como média + Desvio padrdo, n = 6. ns = ndo significativo (p >
0,05), ****p < 0,0001 vs. grupo de controle ndo tratado (ANOVA seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunnett).

A administragago de MPP200 reduziu significativamente o estado de
hiperglicemia nos animais diabéticos induzidos por STZ, a partir de 30 min. Essa
reducao nos niveis glicémicos nao foi significativamente diferente em relagdo ao
grupo de animais tratados com metformina na mesma dosagem (p > 0.05). No
entanto, nao houve diferenga significativa nos niveis de glicose nos animais tratados
com MPP100 em comparagao ao grupo de animais diabéticos nao tratados (DNTG),
a partir de 60 min (p < 0.05). Portanto, nosso estudo revelou o potencial

hipoglicemiante de MPP (MPP200) através do mecanismo de captagao celular de
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glicose. Esses dados corrobora um estudo anterior que relata o potencial de MPP na
reducao de glicose por esse mecanismo, in vitro(HSIEH et al., 2012a). Investigagbes
com derivados de chalconas tém relacionado a atividade antidiabética ao seu
potencial de ligacdo ao receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma
(PPAR- y)(HSIEH et al., 2012; JUNG et al., 2006). Presumimos que MPP pode ser
usado como agente antidiabético e analises pré-clinicas adicionais ja estdo em
andamento.
2 Desenho experimental
3.1 Materiais
P6 intestinal de acetona de rato, a-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae,

acarbose, 4-nitrofenil a-D-glucopiranésido, sal sodico de resazurina, penicilina-
estreptomicina, estreptozotocina (STZ), glioxal, solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS), albumina de soro bovino (BSA), aminoguanidina, frutose adquirida da
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA). A linha celular MRC-5 (cultura de fibroblastos
pulmonares humanos) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (Brasil).
Metanol e dimetilsulfoxido (DMSO) foram adquiridos da Tedia (Fairfield,OH, EUA). O
solvente deuterado dimetilsulféxido com tetrametilsilano (TMS, D, 98,0 %) foi
adquirido de Cambridge Isotope Laboratories Inc. (CIL, Andover, Massachusetts,
EUA). A reacgao foi monitorada por TLC usando silica gel F-254 Glass Plate (20 x 20
cm). A medida do ponto de fusao foi determinada em um aparelho de ponto de fusao
eletrotérmico (MQAPF-302, Microquimica Equipamentos Ltda, Palhoga, SC, Brasil).
3.2 Sinteses

A sintese de 4-metoxichalcona [(E)-3-(4-metoxifenil) -1-fenilprop-2-en-1-one] foi
realizada pela reacdo de condensagdo de Claisen-Schmith. Acetophenone (8.5

mmol) e p-methoxybenzaldehyde (8.5 mmol) foram dissolvidos em etanol (95%).
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Solugado de sodium hydroxide (50% w/v, 0.05 eq.) foram adicionados a uma mistura
de p-metoxi-benzaldeido (0.12 eq.) e acetofenona (0.10 eq.) A mistura reacional foi
agitada a temperatura ambiente. Posteriormente, permaneceu na temperatura de 5 a
10 °C até a cristalizagdo. A reagao foi monitorada por TLC usando silica gel F-254
Glass Plate (20 x 20 cm). O produto bruto foi separado por filtracdo a vacuo e
recristalizado em etanol (70%) sob resfriamento, obtendo um rendimento de 92% de
MPP.
3.3 Caraterizagdo por NMR e ESI-MS/MS

As analises de NMR ('H, *C, DEPT135, 'H - "H COSY, HSQC e HMBC) de
MPP foram realizadas utilizando um espectrémetro de RMN [Bruker® Avance Il HD
500.13 MHz para prétons e 125.8 MHz para "°C, BBFO Plus SmartProbeTM (New
York, NY, USA)] a 298.0 K. Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos usando a
sequéncia de pulso zgpr (supressao de sinal residual de agua). Os deslocamentos
quimicos sao apresentados em ppm tendo como referéncia interna o TMS (0.0 ppm).
Para a caracterizacdo da estrutura quimica por NMR, as seguintes abreviagbes
foram usadas: s = simpleto, d = dupleto, m = multipleto e J (constante de
acoplamento em Hz). Para aquisicdo dos espectros de massas foi utilizado um
espectrometro de massa triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access (Thermo
Scientific™, San Jose, CA, EUA). A amostra foi solubilizada em cloroférmio (1 mg
mL'1) e posteriormente foi diluida para 5 pg mL™. A fonte de ionizacéo Eletrospray
(ESI) em modo positivo para as analises ESI-MS e ESI-MS/MS por infusao direta (5
ML) foi utilizada. As condigbes analiticas foram as seguintes: faixa de aquisi¢do m/z
100 — 1000 Da, potencial do capilar de 40 V; voltagem do spray de 8 KkV;
temperatura do capilar 247 °C; gas de arraste (N.), fluxo de 11 unidades arbitrarias

(arb). A fragmentagao foi realizada com energia de colisdo entre 35 a 45 eV. O
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software Xcalibur™ versado 2.2 (Thermo Scientific™) foi utilizado durante a aquisigao
e processamento dos espectros.

(E)-3-(4-methoxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (MPP): Yellow powder, yield:
92%, mp: 108.4 - 110.1 °C. Molecular formula: C1H1402. '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 6 7.86 (2H, d, J=8.7 Hz, H-2; H-6); 6 7.03 (2H, d, J=8.7 Hz, H-3; H-5); 0 7.73
(1H, d, J=15.5, H-a); 6 7.80 (1H, d, J=15.5, H-B); 6 7.57 (2H, d, J=7.3 Hz, H-2'; H-6');
8 8.14 (2H, m, H-3’; H-5’); 0 7.66 (1H, d, J=7.3 Hz, H-4’); O 3.83 (3H, s, p-OCHj3);
3C NMR (125.8 MHz, DMSO-ds): 55.8 (p-OCHs); 114.8 (C-3; C-5); 120.1 (C-a);
127.6 (C-1); 128.9 (C-3’; C-5); 129.1 (C-2’; C-6’); 131.3 (C-2; C-6); 133.4 (C-4’);
138.2 (C-1); 144.5 (C-B); 161.7 (C-4); 189.6 (C=0). ESI-MS: m/z 239.0 [M+H]".
MS/MS [M+H]": 105.2 (100%), 133.1 (69.4%), 161.0 (74.2%).

3.4 Determinagéo de pureza por gNMR 'H

A pureza de MPP por NMR quantitativa de 'H (QNMR) foi determinada usando o
padrao externo tereftalato de dimetila (TD) (pureza certificada, 99.988 + 0.060 %,
Inmetro, Rio de Janeiro, Brazil). Este padrdo foi preparado (n=3) em DMSO-ds
(5630.0 pL), com TMS como referéncia interna (0.0 ppm). Inicialmente, realizou-se a
calibragédo do pulso de 90° para todas as amostras utilizando a sequéncia de pulso
zg. A constante de relaxacgao longitudinal (T1) foi estimada para os hidrogénios em
8.08 (s, 4 H) pelo experimento de Inversdo-Recuperagao (t1ir1d). Os espectros de
'H foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulso zgpr (supressdo de sinal
residual de agua), sem rotagdo de amostra. As aquisi¢des medidas do padrao (AQ)
foram de 3,27 s, intervalo de relaxagao (d1) de 22 s (7xT1+AQ), 64k pontos no
Dominio do Tempo (TD) e uma janela espectral (SW) de 19.99 ppm.

MPP (4.80 £ 0.02 mg, n = 3) foi dissolvido em 530.0 uL de DMSO-dg contendo

TMS (= 99.0 % de pureza) como referéncia interna (0.0 ppm). Essas solucbes
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permaneceram no ultrassom por 5 min (25.0 °C) e, em seguida, foram transferidas
para tubos de RMN de 5 mm de didametro (OLIVEIRA et al.,2022). Os parametros de
aquisicdo de RMN de "H de MPP foram padronizados para o sinal em 7.03 ppm (d, 2
H). A constante T1 foi estimada pelo experimento de Inversdo-Recuperagao (t1ir1d).
Os parametros de aquisicao otimizados foram os seguintes: P1 10.2 us, AQ de 3.27
s, d1 de 15 s (7xT1+AQ), TD de 64 K, SW of 19.99 ppm, numero de transientes de
4, varreduras ficticias de 2, valor de ganho do receptor 90,5. O software TopSpin™
4.1.3 foi usado para o processamento dos espectros de RMN. A pureza de MPP foi
determinada pela Eq. (1) (SAMUELS; WANG, 2020):

Puwp = (lwep/ltp) X (N7o/Nwpp) X (Mwpp/Mtp) X (Wrp/Wwmpp) X P1p
(1)

Onde | é a area da integral absoluta, (N) numero de nucleos, (M) massa molar,
(Wtp e Wypp) peso, (Pvpp) pureza do analito e (Ptp) pureza do padrao.
3.5 Docking Molecular:
3.5.1 Farmacocinética: distribui¢éo

Calculos de docking molecular foram realizados com o auxilio do software
AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010) para avaliar a interacdo do MPP com a
albumina sérica bovina (BSA), que foi obtida do Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/ pdb/) sob o cédigo 40R0 (BUJACZ; ZIELINSKI; SEKULA,
2014). O protocolo de docking consistiu em remover moléculas de agua e ligante
(naproxeno), atribuir cargas de Gasteiger e delimitar caixas de grade de
dimens®es12A x 10A x 10A centrado no sitio ativo | (x=69.671, y=26.607, z=86.784)
e 14A x 16A x 14A centrado no sitio ativo Il (x=69.574, y=28.575, z=105.018). Para
validar o protocolo de docking, o ligante naproxeno foi removido e encaixado nos

sitios | e Il e comparado com as estruturas cristalizadas em cada sitio por calculo de
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RMSD. Os valores de RMSD obtidos foram 1,93 e 0,85 para os locais | e I,
respectivamente. Valores até 2A sdo considerados confiaveis para uma validacéo de

encaixe.

3.5.2 Atividade sob a DPP-IV e PTP1B

Com o intuito de aprimorar e desvendar possiveis atividades biolégicas baseadas
nas propriedades quimicas e fisicas da estrutura do MPP foi realizado uma
simulacdo de encaixamento dos possiveis sitios ativos utilizando GOLD 5.7.2. As
disténcias de ligagdo e os angulos de ligacdo da agua foi restringido usando o
algoritmo SETTLE (MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992). Os comprimentos de ligacédo
dentro da proteina foram limitados com o algoritmo LINCS (BERK HESS et al.,
1997). As proteinas usadas foram: dipeptidil peptidase IV (4A5S) e proteina tirosina
fosfatase 1B (1C83) ligadas com seu inibidor foram baixadas do banco de dados de

proteina (PDB, http://www.rcsb.org/).

O parametro usado para validar estas proteinas foi o “desvio padrao quadratico”
(RMSD), que mostra a média das possiveis poses do ligante e para que a
ancoragem seja favoravel o RMSD tem que ser menor a 2A, no final a média das 15
poses do RMSD de cada FUNCAO (CHEMPLP, GoldScore, ChemScore e ASP)
serdo comparadas entre si para escolher o menor RMSD e essa FUNCAO sera

validada para essa proteina(TROTT; OLSON, 2010).

3.6 Ensaio In vitro
3.6.1 Ensaio glicagdo Albumina Bobina Sérica (BSA)

O ensaio de glicagéo, in vitro, foi realizado por dois métodos: modelo BSA/GO
(albumina de soro bovino e glioxal) e modelo BSA/frutose, conforme anteriormente
descrito por(KIHO et al., 2004) e adaptado por(RAMOS et al., 2019). Para o modelo

BSA/GO, as solugdes de glioxal (30 mM) e BSA (8 mg mL™") foram preparadas em
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tampao fosfato (200 mM, pH 7.4) contendo azida de sédio (3.0 mM, pH 7.4) como
agente antimicrobiano. Para determinar a atividade antiglicante, em uma microplaca
foram adicionados 30 pL de MPP (1 mg mL™" em DMSO), BSA (135 uL) e glioxal
(135 uL), e a leitura inicial de fluorescéncia foi realizada (F1). Apés 24 h de
incubacgéo a 37 °C foi realizada a leitura final de fluorescéncia (F2). A quercetina foi
usada como padréo positivo (100.0 ug mL™") e DMSO como controle negativo. Para
o modelo BSA/frutose foi realizado conforme descrito anteriormente, com excecgéao
do glioxal que foi substituido pela frutose (100 mM). Para determinar a atividade
antiglicante por essa via, a microplaca foi incubada por 120h a 37 °C.
Aminoguanidina foi utilizado como padrdo positivo (100.0 pg mL™"). As leituras de
fluorescéncias foram realizadas no leitor de microplaca (excitagao 330 nm e emissao
420 nm) (DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA). A concentragdo inibitéria 50%
(ICs0) de MPP e do padrao foi determinada por meio de diluicbes seriadas em DMSO
(0.2 — 100.0 ug mL"). Os experimentos foram realizados em triplicata. A
porcentagem de inibigéo foi calculada conforme a Eq. (2):

[% inibi(}éo =100 - (FZ (amostra/padrao) — F1 (amostra/padréo)/ I:2 (amostra/padrao) = F2 (amostra/padrao) X

100  (2)

3.6.2 Ensaio inibig&o in vitro a-glucosidase

A atividade inibitéria da enzima a-glucosidase foi baseada na medicdo da
liberagdo de 4-nitrophenol a partir do 4-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (4-NPGP).
Os experimentos foram realizados utilizando as enzimas a-glucosidase, extraida de
pos de acetona intestinal de rato, e a-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae. O
substrato 4-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (4-NPGP) e as duas enzimas foram
diluidos em tampao fosfato (10 mM, pH 6.9), separadamente. Cada experimento foi

realizado de forma independente, seguindo o mesmo protocolo
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experimentalANDRADE; BECERRA; CARDENAS, 2008). Em uma microplaca, 30
aL de MPP (1 mg mL™", em DMSO) e 170 pL da enzima (0.08 pg mL™") foram
incubados por 5 min a 37°C sob protecédo de luz, e a primeira leitura foi realizada
(R1). Posteriormente, 100 uL do 4-NPGP (5 mg mL™") foram adicionados, e apés 20
min de incubacgao foi realizada a segunda leitura a 405 nm (R2). DMSO foi usado
como controle negativo e o padrao acarbose como controle positivo. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata. As leituras foram realizadas em um
leitor de microplaca (DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA). Para o calculo da
porcentagem de inibicao foi utilizada a Eq. (3):
[% inibicao = 100 - (R2amostrarpadrao = R1 amostrarpadrao /R2 amostralpadrao — R1 amostrarpadrao) %
100] (3)
3.6.3 Teste hemolitico

O teste de potencial hemolitico foi realizado segundo(JIMENEZ et al., 2003). O
sangue de um camundongo Swiss foi coletado por via intracardiaca para preparagao
de suspenséo de eritrocitos (SE) a 2%. Em uma microplaca, foram adicionados 100
uL de MPP (420 pyM) e 100 pL da SE foram adicionados. Posteriormente, a
microplaca foi incubada por 1 hora sob agitagdo constante a 37 °C. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas (1500 rpm/10 min) e o sobrenadante foi
transferido para outra microplaca e a leitura da absorbancia foi realizada no
espectrofotometro a 540 nm (DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA). Como controle
positivo foi utilizado Triton X-100 (0.5%) e negativo DMSO. The assay was
performed in triplicate.
3.6.4 Teste de viabilidade celular

A citotoxicidade de MPP em células de fibroblasto de pulmao humano (MRC-5)

foi determinada segundo Mosmann et al (1983)(MOSMANN, 1983), com
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adaptagbes. O método ¢€é baseado na redugcdo enzimatica de MTT
(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) para formacgéao de cristais de formazan.
As células MRC-5 foram plaqueadas (5 x 10° células/pogo) e tratadas com 100 pL
de MPP em diferentes concentragdes (0.6 — 20.0 uM). A microplaca foi incubada por
72 horas (37 °C, 5% de CO,). Apds esse periodo, a lavagem dos pogos com PBS
(pH 7.2) foi realizada e, em seguida foram adicionados 100 pL de MTT (0.5 mg mL"
"). A microplaca foi incubada por mais 4 h a 37 °C, sob protecéo de luz. As células
viaveis metabolizam o MTT em cristais de formazan de coloragdo roxo.
Posteriormente, 100 yL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan foram
adicionados, e apds 5 min a temperatura ambiente foi realizada a leitura a 560 nm
(DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA). A doxorrubicina (20 pM) foi usada como
controle positivo e PBS como controle negativo de morte celular. O experimento foi
realizado em ftriplicata. Os resultados foram expressos em porcentagem e a
viabilidade foi calculada usando a Eq. (4):

[% viability = (Abs sample/Abs control) * 100] (4)
3.7 Ensaios in vivo
3.7.1 Animals

Os protocolos experimentais seguiram as diretrizes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) do Brasil e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) (protocolo n°. 004/2019). Para este estudo foram usados
camundongos Swiss albinos (Unib:SW), machos, 6 semanas de idade, pesando 18 -
20 gramas, obtidos do Biotério Central da UFAM, Manaus, Brazil. Os animais foram

mantidos sobre condigdes padrédo de laboratério (ciclo claro-escuro de 12 horas,
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temperatura de 22 + 2 °C e umidade relativa de 50 + 10%) e alimentados com ragéo
padronizada para roedores.
3.7.2 Teste de tolerancia oral a sacarose (TTOS)

O teste de tolerancia oral a sacarose foi realizada como descrito por Zulkawi et
al (2018)(ZULKAW!I et al., 2018), com alteragbes. Os camundongos saudaveis foram
divididos em trés grupos de seis animais. Na véspera do experimento, os animais
foram mantidos em jejum de 12 horas para mensurar a glicemia com auxilio de um
glicosimetro portatil Precision Xtra (Abbott Diabetes Care, Portugal). Um grupo foi
usado como controle ndo tratado e recebeu solugao salina 0.9% (NTG, Grupo 1).
Outro grupo recebeu tratamento com acarbose na dose de 100 mg kg™ de peso
corporal (p.c.) (acarbose100, Grupo 2). Um grupo teste foi tratado com MPP na dose
de 200 mg kg pc (MPP200, Grupo 3). Apos 20 min, todos os grupos receberam
uma sobrecarga de sacarose (2000 mg kg”' pc) e amostras de sangue foram
coletadas da veia da cauda do animal. O nivel de glicemia foi mensurado em
diferentes tempos usando o glicosimetro portatil (30 min, 60 min, 90 min, e 120 min).
Todas as administra¢des foram realizadas por via oral (gavagem).

3.7.3 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

O teste de tolerancia oral a glicose foi realizada como descrito por Zulkawi et al.
(2018)(ZULKAWI et al., 2018), com alteragdes. Os camundongos saudaveis foram
divididos em quatro grupos de seis animais. Um grupo foi usado como controle ndo
tratado e recebeu solugdo salina 0.9% (NTG, Grupo 1). Outro grupo recebeu
tratamento com metformina na dose de 200 mg kg de peso corporal (p.c.)
(metformin200, Grupo 2). Dois grupos testes foram tratados com MPP nas doses de
100 mg kg™ pc (MPP100, Grupo 3) e 200 mg kg™ pc (MPP200, Grupo 4). Todos os

grupos receberam uma sobrecarga de glicose (2 000 mg kg™ pc). As amostras de
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sangue foram coletadas da veia da cauda do animal. O nivel de glicemia foi
mensurado em diferentes tempos usando o glicosimetro portatil (30 min, 60 min, 90
min, € 120 min). Todas as administragdes foram realizadas por via oral (gavagem).
3.7.4 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) em camundongos diabéticos

A inducado do DM tipo 2 foi realizada segundo o método descrito por Arya et al.
(2015)(ARYA et al., 2015), com modificagcbes. Um grupo de 6 animais saudaveis
foram separados como grupo de controle (NTG, grupo 1). Nos demais
camundongos, a indugdo ocorreu por uma unica injegcao intraperitoneal de
nicotinamida solubilizada em solucdo salina (50 mg kg’ pc). Apés 20 min, a
estreptozotocina (STZ) foi administrada em uma Unica dose de 150 mg kg™ pc (1 M
tampao citrato, pH 4.5). Apds 96h, os camundongos com glicemia maior que 200
mg/dl foram considerados diabéticos. Os animais diabéticos foram randomizados em
5 grupos de 6 animais: grupo de controle diabético ndo tratado (DNTG, grupo 2),
grupo padrdo tratado com metformina na dose de 200 mg kg™ pc (metformina200,
grupo 3) e dois grupos de tratamento com MPP nas doses de 100 mg kg™ pc
(MPP100, grupo 4) e 200 mg kg™ pc (MPP200, grupo 5). O experimento foi iniciado
com a medi¢gdo do nivel de glicose de todos os animais em jejum de 12h. Em
seguida, o tratamento foi realizado de acordo com cada grupo. Apos 20 min, todos
0s grupos receberam uma sobrecarga de glicose (2 000mg kg~ pc). Os niveis de
glicose no sangue foram mensurados em 30 min, 60 min, 90 min e 120 min. O
padrdao metformina, MPP e glicose foram solubilizados em agua destilada nas doses
estabelecidas e administrados por gavagem.
3.8 Analises estatistica

O calculo de pureza de MPP e ICsy por modelo de regressédo linear foram

realizados empregando o programa Excel® 2013. Os resultados dos experimentos in
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vitro e in vivo foram analisados no programa GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA,
USA) empregando ANOVA (one-way and two-way). Os resultados foram expressos
como meédia + desvio padrdo. Os valores de p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.
4 Conclusao
A chalcona sintetizada, 4-metoxichalcona (MPP), apresentou atividade
antiglicante por duas vias utilizando modelos de albumina sérica bovina (BSA). Além
disso, apresentou interacdo com BSA por dois sitios, sendo que ha maior
acomodacao da molécula no Sitio | através da interagao de ligagao de H, seguida de
interacado n- 0 que facilitaria sua distribuicdo e evitaria a glicacdo da albumina. MPP
nao apresentou citotoxicidade na linhagem fibroblasto de pulm&o humano (MRC-5)
apoés 72h e a hemodlise em eritrécito de camundongos foi insignificante estes
resultados junto com teste de toxicidade aguda mostram que a MPP é uma molécula
segura de baixa toxicidade. Em adicdo, essa chalcona possui atividade
hipoglicemiante, e esse efeito pode estar relacionado a captagéo celular de glicose
que poderia ser causado pela inibicado da DPP-IV e da PTP1B. Portanto, este estudo
comprova que MPP possui potencial para ser um agente antidiabético para reduzir
os niveis de glicose proximos a do normal. Por isso, estudos pré-clinicos estdo em
andamento a fim de investigar os mecanismos envolvidos nesse efeito.
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ARTIGO 2

Efeito anti-diabético de um sistema polimerico nanodisperso contendo 4-
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HIGHLIGHTS

¢ Foi mostrado o efeito hipoglicemiante da 4-methoxyhalcone (MPP) em camundongos
diabeticos

e A MPP ndo mostrou toxicidade in vivo.

e A MPP ireduz a HbA1c.

¢ O nanoencapsulado de MPP potencializou em 20vezes sua atividade antidiabetica

quando comparado a substancia ndo encapsulada
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RESUMO

A 4-metoxichalcona (MPP) é uma molécula que mostrou ter atividade antidiabética in vitro, mas
devido a sua baixa solubilidade em agua, seu uso oral é limitado. Neste estudo, desenvolvemos uma
nanoformulagdo estavel com liberagcdo retardada para viabilizar a administragdo oral da MPP no
tratamento do diabetes, sem causar toxicidade. A MPP foi sintetizada utilizando a reacdo de Claisen-
Schmidt e, em seguida, nanoencapsulada dissolvendo-a em etanol para inclusao no nucleo lipofilico
do palmitato de isopropila. O surfactante usado nessa fase organica foi o SPAN 20, juntamente com o
polimero gastroprotetor Kollicoat® MAE 100P. A fase organica foi preparada sob agitagdo constante
e, posteriormente, gotejada sobre a fase aquosa em agitagdo. Como ultimo passo, o tamanho do
nanoencapsulado (NC) foi homogeneizado utilizando o dispositivo Ultraturrax. Nos testes de
estabilidade, o NC contendo MPP manteve uma distribuigdo monomodal, tanto no tamanho (187+3,85
nm) quanto no potencial zeta (-19,9 + 0,72 mV), com baixo indice de polidispersao (0,21 + 0,007) e
condutividade (0,041 + 0,004 mS), indicando alta estabilidade. Quando exposto a variagbes de
temperatura e pH, a estabilidade foi mantida entre 10 °C e 80 °C, e pH de 1 a 5, demonstrando assim
boa resisténcia térmica e gastrica. No teste in vivo, o efeito antidiabético da MPP e do NC contendo
MPP foi comparado em camundongos diabéticos. Apds 7 semanas de tratamento, a themla (mg/dL)
dos animais tratados com NC contendo MPP (NC10 = 166+58) na dose de 10 mg kg™’ pc, metformina
(MET200 = 199+64) e MPP (MPP200 = 123+44) na dose de 200 mg kg™ pc.. foram estatisticamente
iguais ao grupo nao diabético (GN = 121+15) o que mostra que o NC potencializou 20 vezes o efeito
antidiabético do MPP. A redugao na formagéao de HbA1c (%) a niveis normais (GN), mostra a inibicéo
da glicagdo nos mesmos grupos (MET200, MPP200 e NC10) mantendo o diabetes controlando sem
causar dano hepatico, confirmada pelas baixas concentragbes de malonaldeido (umol/g) e pela
histologia hepatica. Este resultado é de grande importancia porque a MPP é uma molécula de baixo
custo e de facil obtengdo que nao conseguiu chamar a atengado dos pesquisadores que procuram
novas opgoes terapéuticas para o tratamento do diabetes.

Keywords: Diabete, 4-metoxichalcona, nanocapsula, insolubilidade.
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1. Introdugao

O diabetes mellitus (DM) é considerado uma sindrome metabdlica cuja
carateristica principal € a hiperglicemia cronica, geralmente causada por alteracdes
nos receptores de insulina ou pela reducédo drastica na produgao deste horménio
(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006; JOHN W BAYNES, 2010). Essa alteracédo
causa diversas complicagdes como nefropatia (FAN et al., 2022; TENG et al., 2014),
hepatopatia (HAMED et al.,, 2018; HAMED et al., 2019), neurotoxicidade (MEZA
LETELIER et al., 2017), imunodeficiéncia (DE LOURDES OCHOA-GONZALEZ et al.,
2021), insuficiéncia cardiaca (GIACCO; BROWNLEE, 2010; LEHRKE; MARX, 2017;
SHAH; BROWNLEE, 2016), hipertensao arterial que afeita a dois tergos dos
diabéticos (PAVLOU et al., 2018; SMULYAN; LIEBER; SAFAR, 2016) e neuropatia
diabética periférica que afeita a metade da populagédo diabética (FELDMAN et al.,
2019). Por esse motivo, o diabetes e suas complicagcbes causam sérios problemas
socioeconOmicos para as familias que tem que lidar com esta doencga no dia a dia e
para os governos que em 2021 gastaram aproximadamente US$ 966 bilhdes, o
equivalente a 11,5% de todos os gastos destinados a saude (DIABETES, 2021).

Diante desse problema, surge a necessidade da procura de novas alternativas
terapéuticas mais econdbmicas e com menores efeitos colaterais do que as ja
encontradas no mercado. Nesse contexto, destacam-se as chalconas, flavonoides
com uma ampla gama de propriedades biolégicas (FAN et al., 2022; FANG; DENG
et al., 2015; HSIEH et al., 2012). Dentro desse grupo, a 4-metoxichalcona (MPP)
demonstrou diversas atividades in vitro, como propriedades anti-inflamatérias (SHIH
et al., 2018), estimulo a captagcdo de glicose (HSIEH et al., 2012), atividades
antineoplasica (NETO et al., 2022) e antitumoral (CABRERA et al., 2007) sobre a

linhagem celular glioblastoma humano (AHOL1 e US87)(NETO et al, 2022),
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carcinoma humano de rins (TH-10), adenocarcinoma mamario (MCF-7) e
adenocarcinoma de coélon (HT-29)(CABRERA et al., 2007).

Entretanto, a principal desvantagem da MPP é sua insolubilidade em agua,
tornando-a pouco util pela via oral e limita sua absorgdo. Além disso, sao
necessarias quantidades relativamente elevadas de MPP para atingir o efeito
farmacolégico desejado, o que poderia afetar negativamente sua biodisponibilidade
devido a baixa hidrosolubilidade, tornando essa molécula pouco atrativa para os
pesquisadores que procuram novos tratamentos para o diabetes e suas
complicagbes. Portanto, este trabalho visa o desenvolvimento de nanocapsulas
contendo MPP tecnicamente estavel que permita sua hidrosolubilidade, melhora a
permeabilidade, e proteger MPP contra fatores de degradagao, como o pH acido do
estdbmago. Por fim, permite controlar a liberagdo do farmaco e a reducdo da
dosagem usando pequenas quantidades de MPP, devido a potenciagcdo da agao
sem causar toxicidade.

Por este motivo o presente estudo teve como objetivo desenvolver um sistema
nanodisperso polimerico contendo MPP e avaliar seu efeito sobre a glicemia de
camundongos diabéticos e também a sua toxidade com o objetivo de testar a
eficacia de uma formulacido nanocomposta em comparagao com a MPP de forma

isolada.

2. Material e métodos
2.1 Produtos quimicos.

Todos os insumos usados no desenvolvimento das nanocapsulas e para os
testes in vivo foram da SIGMA como: Kollicoat® Mae 100 P, monolauril sorbitano 20

(Span 20), monooleato de sorbitano 80 (Tween 80), Palmitato de isopropila (PMP),
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estreptozotocina (STZ), nicotinamida da SIGMA. Os Kits usados para o analises

bioquimicos foram da Wiener Lab. O MPP com 96.32 % de pureza.

2.2 Sintese da MPP

Para a sinteses da 4-metoxichalcona foi usado o método de condensacio de
Claisen-Schmith (IFTIKHAR et al., 2017), usando p-metoxi-benzaldeido (CELSO
PINTO DE MELO; PIMENTA, 2004) e acetofenona (DIMER et al., 2023) como
reagentes (0.12 e 0.1 eq., respectivamente). O aldeido aromatico foi convertido na
correspondente chalcona (MPP) por tratamento com 0.05 eq. de NaOH em etanol e
agua, mantendo a temperatura abaixo de 10° C. O composto foi purificado por
recristalizacdo e identificado por analise de espectros de massas e ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio e carbono.

2.3 Preparagdo do Nanoencapsulado.

O nanoencapsulamento do MPP foi realizado seguindo o método de deslocagao
de solvente descrito por Fessi, 1989 (FESSI et al., 1989) Sobre agitacao constante
de 400 rpm por 30 min a temperatura ambiente duas fases foram preparas (Tabela
01). A Fase orgénica contendo palmitato de isopropila, MPP, Span 20, Kollicoat®
MAE 100P, etanol 96%, e acetona; A fase aquosa composta por agua ultrapura e
Tween 80. A montagem da nanocapsula contendo MPP compreende na jungéo da
fase organica por gotejamento sobre a fase aquosa que continuara sobre agitagéo.
Apds completado todo o processo a agitagdo foi mantida por 20 min e logo para
homogeneizar o tamanho de particula no Ultra-turrax® (IKA, Suiga) a 10 krpm por 10
min. No final o alcool e a acetona foram eliminados por rota evaporagdo a vacuo
(IKA, Suiga) a 50°C.

Tabela 0 1: A composi¢cdo das nanocapsulas de MPP, compreende as seguintes substancias e
quantidades:

Fase organica Minimo Maximo Preferivelmente
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Palmitato de isopropila (mg) 300 800 500
MPP (mg) 25 100 50
Span 20 (mg) 300 1000 500
Kollicoat® MAE 100P (mg) 100 1000 350
Etanol 96% (ml) 5 20 5
Acetona (ml) 5 50 15
Fase aquosa

Tween® 80 (mg) 100 800 500
Agua Ultrapura (mL) 25 100 50

2.4 Tamanho e morfologia da gota

Os medidas do tamanho de particula e o indice de polidispersidade foram
medidos por PCS (espectroscopia de correlacdo de fétons) utilizandi um Zetasizer
Nano (Malvern, Reino Unido), com comprimento de onda de 633 nm, angulo de
dispersdo de 173° e temperatura de 25°C (RODRIGUEZ et al., 2017). Antes das
medicdes, a solucdo de nanocapsulas foi filtrada através de uma membrana
Millipore® (0,45 mm). Cada medida foi repetida trés vezes, e a média + desvio
padrao foi registrada.
2.5 Potencial Zeta e condutividade

O potencial zeta e a condutividade foram determinados utilizando um analisador
de tamanho de particulas (Zetasizer, Malvern, Reino Unido), com o uso de uma
célula zeta de policarbonato descartavel. A mobilidade eletroforética foram
automaticamente convertidas em potencial zeta pelo meio da aproximacdo de
Smoluchowsky. As medicdes foram realizadas a 25 °C, aplicando uma tensao de
150 V (RODRIGUEZ et al., 2017). Cada amostra foi medida em triplicata, e a média
+ desvio padrao foi registrada.
2.6 Efeito do pH

Para avaliar o efeito do pH no tamanho da particula ANC e no potencial z,

utilizamos um titulador MPT-2 (Malvern, Reino Unido) acoplado a um analisador de
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tamanho de particula (Zetasizer). Hidroxido de sédio (0,1 mol/L) e acido cloridrico
(0,1 mol/L) foram usados como titulantes. O instrumento foi previamente calibrado
com solugdes tampao (pH 4, pH 7, pH 10; Alphatec, Brasil). As medigbes foram
realizadas em triplicado a 25°C.
2.7 Efeito térmico

Para avaliar o efeito da temperatura no tamanho de particula e no indice de
polidispersidade das nanocapsulas, a suspensao de nanocapsulas foi aquecida de
20° a 70°C, em intervalos de 5°C. A amostra foi mantida por 5 min em cada
temperatura antes da medigdo. O tamanho de particula e o indice de
polidispersidade foram medidos em triplicata e os resultados foram expressos como
meédia * desvio padrao.
2.8 Animais

O protocolo experimental foi baseado segundo as diretrizes da Brazilian

National Council for Animal Experimentation Control (CONCEA) e aprovado pela
comissao de ética no uso de animais (CEUA) da universidade federal da Amazonia
(UFAM) com o protocolo 004/2019. Para este estudo foram usados camundongos
Swiss albinos, machos, 6 semanas de idade, pesando 18 - 20 gramas, obtidos do
Biotério Central da UFAM; Manaus. Eles serdo mantidos sobre condi¢des padrao de
laboratério (Ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura de 21 + 2 °C e umidade
relativa de 35 % a 60 %). Eles serdo alimentados com ragdes e agua ja
padronizados pela instituicao.
2.9 Indugéo do diabetes:

A inducdo do diabetes foi realizada segundo o método descrito por Arya et al.
(2015) com leves alteracdes. Os animais receberam Nicotinamida (50 mg kg™ de

peso corporal; diluida em solugdo salina) e apds 20 min, estreptozotocina (150 mg
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kg'1 de peso corporal; diluido em tampao citrato 0.1 M — pH 4.5) por via
intraperitoneal. Apés 96 horas os animais com glicemia maior a 200 mg/dl foram

considerados diabéticos.

2.10 Teste de Atividade Hipoglicemiante Crénico DM2.

Os camundongos diabéticos foram divididos aleatoriamente em 7 grupos de 6
animais por grupo. Os grupos foram divididos da seguinte maneira: grupo controle
normoglicémico nao tratado (Normoglicémico); grupo controle positivo -
hiperglicémico sem tratamento (Controle); grupo padrao tratado com Metformina 200
mg kg pc (Metformina); e grupos testes tratados com MPP e nanoencapsulado
contendo MPP. Foi administrado por via oral no Grupo Controle (GD) o veiculo
200uL de soro fisioldgico- Kolliphor 3%. o grupo Padréo recebeu 200 mg kg™ pc de
Metformina (MET 200) e os grupos testes receberam o MPP em doses 200 e 100 mg
kg” pc (MPP 200 e MPP 100) e nanoencapsulado com MPP de 5 e 10 mg kg™ pc
(NC5 e NC10).

A cada 7 dias foram realizadas dosagens para medi¢ao da glicemia e a pesagem
dos grupos. A glicose no sangue foi medida usando um glicosimetro Precision Xtra
(Abbott Diabetes Care, Portugal), colocando uma pequena gota de sangue em uma
nova tira de teste e registrado as medi¢gbes. O Tratamento foi iniciado a partir da

confirmacé&o do diabetes (ARYA et al., 2015).

2.11 Coleta de sangue e figado do teste croénico.

Ao final do tratamento os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com
uma combinacdo de Cetamina e Xilazina (100:10 mg kg”' de pc), e o sangue foi
coletado por pungdo cardica para a dosagem dos parametros bioquimicos. Em
seguida, os animais foram submetidos a eutanasia por deslocagao cervical. Apos a

eutanasia o figado foi coletado e imerso em uma solugao de formol 10% tamponado
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pH 7 para a analise histoloégica. Para o doseamento de malonaldeido, 1 grama de

figado foi separada e congelada a -70 °C em 10 mL de tampao fosfato pH 7.

2.12 Analises Bioquimicos

Amostras de sangue foram coletadas por pungdo cardiaca no final do
tratamento, antes da eutanasia para determinacdo do perfil glicémico (Glicose e
HbA1c), perfil lipidico (Colesterol e triglicerideos), perfil hepatico (ALT e AST) e perfil
renal (Acido urico, creatinina e ureia). As dosagens foram determinadas utilizando
um analisador automatico Chem WellModel 2910; AWARENESS TECHNOLOGY,

INC e Kits Comerciais disponiveis enzimaticos e ELISA.

2.13 Dosagem de malonaldeido (MDA)

O nivel de MDA presente no figado foi mesurado através da reagdo de acido
tiobarbiturico (TBARS), para estimar a intensidade da peroxidacao lipidica, através
da formagdo de um cromdgeno de cor rosa cuja absorgdo foi lida no
espectrofotdmetro. Para isso, uma grama do figado foi homogeneizado em 10 ml de
Nacl 150 uyM. EM seguida, 100 ul deste homogenato foi misturado com 1.5ml do
complexo reacional contendo acido tiobarbiturico 0,1%, acido cloridrico 0,25N e
acido tricloroacético 10%, agitados por 30 segundos no vortex. As amostras foram
entdo cobertas com bolas de gude e incubadas em banho-maria a 100°C por 45 min.
Apods a incubagdo, as amostras foram centrifugados a 3500 rpm por 5 min, e o
sobrenadante foi analisado no complemento de onda de 535 nm no
espectrofotometro T70 UV/VIS PG Instruments Ltda. Os resultados foram expressos
em pmol/L de MDA usando a curva com as concentragdes de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0

e 8,0 umol do padrao 1,1,3,-tetrahidroxipropano (HIROSHI et al., 1979).
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2.14 Analise Histologica

Amostras de tecido hepatico de cada camundongo foram submetidas a um
processo de desidratacdo sequencial em alcool etilico nas concentragdes de 70%,
80%, 96* e 100%, seguido por imers&do em xilol / alcool (1:1) e, por fim, em xilol
100%, permanecendo 30 min em cada solugdo. Em seguida, as amostras foram
montadas em blocos de parafina a 60 °C e mantidas sob refrigeragao.
Posteriormente, foram realizados cortes de 3-5 pym usando um micrétomo (RM
2125rt, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha). Esses cortes foram montados em
laminas de microscopia e submetidos a coloragdo com hematoxilina e eosina (H &
E), sendo fixados com balsamo do Canada e cobertos com laminula para posterior
analise. A analise e documentacao fotografica foram realizadas com um microscépio
optico (DM500, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha) e camera integrada (ICC50W,
Leica Microystems-Wetlar, Alemanha).
2.14 Analises estatisticas

As diferencias entre os grupos analisados foram avaliados usado o software
GraphPad Prism. Para os resultados univariados, foi aplicada a analises de variancia
One-Way ANOVA, enquanto para os resultados bivariados, foi empregada a
analises de variancia Two-Way ANOVA usando o teste de dunnett. A significancia
estatistica das diferengas entre os grupos foi aceite em p < 0,05.
3 Resultados e Discussao
3.1 Tamanho de particula

A formulacdo da nanocapsula apresentou uma distribuicdo de tamanho de

particula de 187 nm (Figura 01), caraterizada por uma distribuigdo monomodal,
altamente homogénea e com baixo indice de polidispersao (0,210). Esses resultados

sao atribuidos a utilizagdo de uma combinacédo de dois tensoativos nao idnicos, que
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conferem estabilidade as particulas ao longo do tempo, prevenindo a formacao de
agregados durante o processo de armazenamento (GUTERRES et al., 1995;
PUISIEUX et al., 1994). A Manutencdo do tamanho das particulas praticamente
constante por longos periodos reforga a estabilidade do sistema nanoencapsulado

desenvolvido.

Distribuicdo de Tamanho por Intensidade

% Intensidade

01 1 10 100 1000 10000
Tamanho (d. nm)

Figura 0 1: Tamanho particulas: 187,13 + 3,85 nm com uma polidispersao de:0,210 + 0,007 da
Nanocapsula

3.2 Potencial Zeta e condutividade

A analises do potencial zeta em ftriplicata revelou uma distribuicdo monomodal
com valor médio de -19mV, o qual se manteve praticamente constante ao logo do
tempo (Figura 02). Além disso, a condutividade 0,041 (m/s cm™) apresentou um
valor reduzido, indicando baixa mobilidade de ions livres na solugdo. Esses
resultados sao indicativos de uma alta estabilidade da formulacdo, uma vez que a
diminuicdo da mobilidade iénica favorece a manutencdo da integridade das

particulas e evita a agregacao durante o periodo de armazenamento.
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Figura 0 2: O Potencial Z-19,90 £ 0,72 mV e condutividade de 0,041 £ 0,004 mS da nanocapsula.

3.3 Efeito do pH

O efeito do pH no tamanho de particula das nanocapsulas e no potencial zeta foi
avaliado e apresentado na Figura 03. Observamos no grafico que, até o pH 5, as
nanocapsulas mantem-se praticamente inalterado, sofre pequenas variagdes em seu
tamanho. Acima deste pH, ocorre um aumento gradual no tamanho das particulas,
chegando a ruptura da parede polimérica ao atingir o pH 9, quando o tamanho das
particulas aumenta em quase trés vezes. Por outro lado, partindo do ponto
isoelétrico, o potencial zeta sofreu pequenas variagdes, aumentando em maddulo
entre pH 1 e 5, e este aumento € mais acentuado a até pH 9, quando atingiu o valor
de -40mV. Estes fatores favorecem a liberagdo do principio ativo. O ensaio indica
que as nanocapsulas nao sofrem alteragdes estruturais em valores de pH abaixo de
5, ou seja, sao gastrorresistentes, permitindo que o produto encapsulado seja
liberado somente na porcao intestinal. Isso favorece a absorcdo da molécula,
evitando sua absorgcdo inadequada pela via oral, quando em contato com o

estdbmago.
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Figura 0 3: Efeito do pH sobre o potencial de Zeta da nanocéapsula (leP= ponto isoelétrico)

3.4 Efeito térmico

Considerando que os efeitos térmicos podem afetar a formulagao, especialmente
o principio ativo, este parametro foi avaliado conforme apresentado na Figura 04,
que mostra o efeito da temperatura variando de 10 a 80 °C, no tamanho das
particulas das nanocapsulas e no indice de polidispersdo. Observou-se que a
variagdo no tamanho das particulas foi muito estreita, permanecendo entre 160 e
180 nm ao longo da faixa da temperatura avaliada. Da mesma forma, o indice de
polidispersdo manteve-se entre 0,24 a 10 °C e 0,26 a 80 °C, conferindo elevada
estabilidade térmica das nanocapsulas. Esses resultados indicam que a formulagao
mantém sua integridade mesmo em condi¢gdes de variagdo térmica, o que é de
extrema importancia para garantir a eficacia e a qualidade do produto durante o

armazenamento e transporte em diferentes condi¢des climaticas.
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Figura 0 4: Efeito da temperatura sobre tamanho de particula e o indice de dispersao da
nanocapsula.

3.5 Teste de Atividade Hipoglicemiante

Os camundongos diabéticos tratados por 7 semanas com MPP e
nanoencapsulados contendo MPP, comegaram a mostrar redugdo da glicemia nos
grupos MPP200 (246,2 + 39,4 mg/dl), NC5 (197,3 £ 91,9 mg/dl), NC10(163,2 + 76,3
mg/dl) e MET 200 (176,33 + 44,68 mg/dl), em comparagao com o grupo GD (469,5 +
131,8 mg/dl), conforme ilustrado nas figuras 05 e 06. Esses valores mantiveram-se
baixos até o final do experimento; No entanto, o grupo MPP100 perdeu
completamente sua atividade hipoglicemiante a partir da quarta semana (Figura 05),
indicando que o MPP apresenta atividade hipoglicemiante similar ao padréo
(MET200) apenas na concentracdo de 200 mg kg? pc, e quando sdo
nanoencapsulados, seu efeito é potencializado em até 20 vezes (10 mg kg™ pc).

Esses resultados demonstram a eficacia da formulagdo nanoencapsulada em
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melhorar a atividade antidiabética do MPP, oferecendo uma opg¢éo promissora para

o tratamento do diabetes mellitus.
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Figura 0 5: Teste crénico em camundongos diabéticos por 7 semanas. Os camundongos com
glicemia superior a 200 mg/dl foram separados e em grupos: Grupo nao diabético (GN), Grupo
diabético ndo tratado (GD), metformina 200 mg kg'1 (GP200) e os grupos tratados com MPP 100 e
200 mg kg”' (MPP100 e MPP200). Os grupos GN e GD foram tratados com 200uL de veiculo (Soro
fisiolégico). Os valores foram expressos em média + SEM para (n = 6). Two way ANOVA multe
comparagao com teste Dunnett de foi aplicado. Onde: p <0.05 **p <0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001
mostram diferencia estatistica quando comparado com o Grupo n&o tratado (GNT) e "p > 0.05 néo
apresenta diferencia estatistica.
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Figura 0 6: Teste crénico em camundongos diabéticos por 7 semanas. Os camundongos com
glicemia superior a 200 mg/dl foram separados e em grupos: Grupo nao diabético (GN), Grupo
diabético nado tratado (GD), metformina 200 mg kg'1 (GP200) e os grupos tratados com Nanocapsula
com MPP 5 e 10 mg kg'1 (NC5 e NC10). Os grupos GN e GD foram tratados com 200uL de veiculo
(Soro fisiolégico. Os valores foram expressos em média + SEM para (n = 6). Two way ANOVA multe
comparagao com teste Dunnett de foi aplicado. Onde: p < 0.05 **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001
mostram diferencia estatistica quando comparado com o Grupo n&o tratado (GNT) e "p > 0.05 néo
apresenta diferencia estatistica.

Apos as 7 semanas de tratamento, foram realizadas analises bioquimicas no
sangue coletado de todos os camundongos. Além disso, amostras de figado foram
retidas para analises histologicas, a fim de verificar possiveis dados nesse tecido, e
outra parte do figado foi utilizada para dosar malonaldeido, proporcionando maior
robustez aos resultados. Na tabela 02, os resultados bioquimicos revelam que os
niveis de colesterol e triglicerideos nao apresentaram diferengas estatisticas entre
os grupos estudados. No entanto, em relagcéo a glicose, foram obtidos os seguintes
resultados: GN (121,3+15,3), GD (399,3+44,1), MET200 (199,3+63,5), MPP 200
(122,5+44), MPP100 (330,8+73,9), NC10 (166+57,8) e NC5 (252,8152,7),
notavelmente, os grupos MET200, MPP200, NC10 e NC5 conseguiram reduzir
significativamente a glicemia dos camundongos diabéticos. Esses resultados
indicam que a formulacdo nanoencapsulada, assim como a MPP na dose de 200
mg/kg, foi eficaz em promover a reducdo da glicemia em animais diabéticos

De acordo com o estudo de Chi-Ting Hsieh (2012), o MPP demonstrou estimular
a captacao de glicose em células 3T3-L1, possivelmente por reduzir a expressao do
fator de necroses tumoral alfa (TNF-a). Esse fator esta diretamente relacionado a
producao de fatores pro-inflamatérios como IL-6, PAI-1 e MCP-1, e é inversamente
proporcional com a expressao do PPARYy, que estimula a producao de adiponectina,
melhorando a sensibilidade a insulina (GOMES, 2023; HAN et al, 2017). Entretanto,
a MPP e seus derivados apresentam baixa solubilidade em agua, o que dificulta sua
absorcao e reduz sua superficie de contato no trato gastrointestinal (DE OLIVEIRA

et al., 2013). Para contornar esse problema, desenvolve-se uma nanoformulacao
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que melhorou em 20 vezes a atividade da MPP. Utilizando o polimero de
revestimento  Kollicoat® MAE 100P. Esse polimero possui propriedades
gastroprotetoras de liberagdo retarda, demonstrado por Neto et al. (2021). Dessa
forma, a nanoformulacdo se mostra uma abordagem promissora para melhorar a
eficacia da MPP no tratamento do diabetes, ao aumentar sua solubilidade e proteger
o composto durante o transito gastrointestinal, potencializando seu efeito
hipoglicemiante.

Os grupos MPP200 (4,5 + 0,4%) e NC10 (4,6 £ 0,4%) apresentaram niveis de
hemoglobina glicada (HbA1c) semelhantes aos do grupo controle normoglicémico
(GN) (4,3 £ 0,2%) e significativamente inferiores ao grupo diabético (GD) (7,4 +
0,3%), como ilustrado na figura 07. Esses tratamentos demonstraram ser mais
eficazes na prevengcdo da glicacdo da hemoglobina em comparacdo com a
metformina 200 mg kg™ pc (6,1 + 1%), corroborando nossos resultados anteriores
que indicaram que a MPP possui propriedades antiglicantes in vitro, tanto pela via
oxidativa quanto ndo oxidativa. Essa acdo benéfica evita os danos causados pela
glicotoxicidade, comuns em individuos diabéticos. Curiosamente, a Diidrochalcona
extraida da Eysenhardtia polystachya também mostrou a capacidade de manter
baixos niveis de HbA1c (4,3 + 0,8%) em camundongos diabéticos tratados por 5
semanas na dose de 100 mg kg™ pc, atenuando os danos renais causados pelos
produtos finais de glicagdo avangada, isso reforca a importancia das chalconas
sintéticas ou naturais como possiveis alternativas terapéuticas para o tratamento do

diabetes e suas complicagdes. (AGEs) (PEREZ et al., 2019).
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Figura 0 7: Mensuracgao da glicemia (A) e hemoglobina glicada (B) em camundongos diabéticos apos
7 semanas de tratamento com MPP e nanocapsula com MPP. Os valores foram expressos em média
+ SEM para (n = 6). One way ANOVA os grupos foram comparados com o grupo diabético ndo
tratado (GD) com teste Dunnett de foi aplicado. Onde: p < 0.05 **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p <
0.0001 mostram diferencia estatistica quando comparado com o Grupo n&o tratado (GNT) e ™p >
0.05 nao apresenta diferencia estatistica

Tabela 0 2:Resultados bioquimicos dos camundongos tratados por 7 semanas

Colesterol Triglicerideos Creatinina  Ureia Acido Urico TGO TGP
mg/dl mg/dl mg/dI mg/dl mg/dI U/L U/L

GN 87+9a 45+16a 0,3+0,1a  44+6a 1£0,2a 22+12a 23+12a
GD 86+12a 68+17a 1,120,3b  79+15bc 2+0,7bc 20+11a 20+11a
MET200 96%17a 64+25a 1,4+0,6b 42%19a 1,5¢0,4ac  32+16a 32+16a
MPP200  77+18a 38+22a 0,32+0,17a 51+9ac 0,8+0,3a 22+11a 22+11a
MPP100  93+22a 50+28a 0,9+0,17a 57+26ac  1,4+0,5ac  23+13a 23+13a
NC10 76x17a 49+14a 0,27+0,07a 46+20a 0,8+0,6a 11+6a 26+13a
NC5 81+9a 47+7a 0,29+0,04a 46+14a  0,4+0,5ad  18+10a 28+17a

NC5 81+9a 47+7a 0,29+0,04a 46+14a  0,4+0,5ad 18+10a 28+17a
Os resultados bioquimicos dos grupos nao diabéticos (GND), grupos diabéticos nao tratados (GDN),
Metformina 200 mg kg' (P200), MPP 200mg kg' (MPP200), MPP 100mg kg' (MPP100),
Nanoencapsulado de MPP 10mg kg'1 NC10) e Nanoencapsulado de MPP 5mg kg'1 (NC5) séo
expressos em média £ DP (N=6/Grupo) e analisados por One-way ANOVA seguido por Tukey, onde
as letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticas significativas (p>0,05)

Os parametros bioquimicos renais analisados foram a creatinina, ureia, e acido
urico, sendo que os niveis creatinina indicam danos nos grupos MET200 e GD.
Quanto aos niveis de ureia e acido urico, observou-se dano significativo no grupo
GD, além de um leve dano nos grupos MET200, MPP100 e MPP200 (Tabela 02),

todos os grupos apresentaram resultados estatisticamente similares. Entretanto, ao
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avaliar a concentracao elevada de malonaldeido (umol/g) mostrada na figura 08, foi
possivel identificar dano hepatico nos grupos GD (5,5+1,8) e MPP100 (3,4+0,6), os
quais apresentaram resultados estatisticamente iguais. Por outro lado, os grupos GN
(1,5+0,3), MPP200 (0,9+0,1) e NC10 (1,1+0,1) ndo apresentaram dano hepatico,
demonstrando diferencga significativa em relagdo ao grupo GD. Os grupos MET200
(1,9+0,1) e NC5 (2+1) apresentaram um leve aumento no malonaldeido, sugerindo a

possibilidade de uma resposta adaptativa em relagao ao estresse oxidativo hepatico.
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Figura 0 8: Mostra o doseamento da malonaldeido em camundongos diabéticos apds 7 semanas de
tratamento com MPP e nanocapsula com MPP. Os valores foram expressos em média + DP para (n =
6). One way ANOVA os grupos foram comparados com o grupo diabético ndo tratado (GD) com teste
Dunnett de foi aplicado. Onde: p < 0.05 **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 mostram diferencia
estatistica quando comparado com o Grupo néo tratado (GN) e "p > 0.05 n&o apresenta diferencia
estatistica.

Na analise histologica do figado, o grupo GN revelou uma arquitetura normal dos
hepatécitos (h) com capilares sinusdides (s) estreitos, alguns hepatdcitos
binucleados e células de Kupffer (Fig. 09a). Ja no grupo GD, observou-se uma
redugdo acentuada do numero de hepatécitos (h), que apresentavam hipertrofia,
além de uma expessiva reducao vascular. Esses hepatécitos exibiam um perfil de
danos marcado por infiltrado inflamatério (inf), microvesiculas com goticulas e

glicogénio, e esteatose macrovesicular (zeta amarela), caracterizada por goticulas
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de gordura bem definidas. Além disso, identificou-se a presenga de uma célula em
apoptose, bem como células de Kupffer, devido a sua baixa vascularizagdo e
capilares sinusoidais dilatados (sd) (Fig. 09d), indicando um dano hepatico
acentuado.

No grupo MPP100 podemos observar diversos hepatdcitos em apoptoses (hap)
e um infiltrado inflamatério (inf) proeminente, acompanhados de capilares sinusoéides
dilatados e hepatécitos com infiltrado microvesicular (hst), evidenciando um dano
hepatico significativo (Fig. 09e). Em contrapartida, os grupos MPP200 (Fig 09b) e
NC10 (Fig 09c) exibiram uma arquitetura semelhante ao grupo GN, sugerindo uma
preservacao da integridade hepatica. Essa observagao condiz com os baixos niveis
de malonaldeido produzido nesses grupos (Fig. 08). O grupo MET200 (Fig. 09g)
mostrou presenca de varias ceélulas de Kupper e evidéncias de esteatose
macrovesicular (zeta amarela), indicando uma leve inflamagao. Por fim o grupo
NCO05 (Fig 09f) mostrou apenas esteatose microvesicular (hst). Estes achados

ratificam os resultados obtidos no teste de MDA.

Figura 09: Efeito do tratamento em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ),
histopatolégica do figado determinado via coloragdo H & E (aumento de 40x, 50 ym na escala de
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bar). GN (a), GD (d), MPP200 (b), MPP100 (e), NC10 (c), NC5 (f) e MET 200 (g). h: hepatdcito; bh:
hepatdcito bilateral; s: sinuséide capilar; ds: sinuséide dilatada; gc: conteddo de glicogénio; Kp: célula
de Kupffer; hap: hepatécito em apoptose; hst: hepatédcito na esteatose microvesicular; inf: infiltrado
inflamatério; seta amarela: esteatose macrovesicular

4 Conclusao:

Neste estudo, evidenciamos que tanto o MPP quanto a metformina exercem
eficacia notavel na redugcdo da glicemia em camundongos diabéticos, quando
administrados oralmente a uma dose de 200 mg kg~ pc durante 7 semanas. Isso
reforca as propriedades antidiabéticas do MPP em um contexto in vivo. Contudo,
vale ressaltar que sua alta lipofilicidade levou a perda da atividade antidiabética na
dose de 100 mg kg™ pc.

Para superar este desafio, foi desenvolvida uma nanoformulacdo, com
estabilidade de tamanho e potencial zeta a um pH 5 e temperaturas entre 20 °C e 70
°C. Através do revestimento das nanocapsulas com Kollicoat® MAE 100P, um
polimero de liberacao retardada, conseguimos ampliar o efeito antidiabético do MPP
em até 20 vezes. Este notavel resultado se deve a liberagao seletiva do MPP no
ambiente intestinal, conferindo maior precisao terapéutica.

Além disso, durante o tratamento de camundongos diabéticos por 7 semanas
com MPP a 200 mg kg™ pc e com o nanoencapsulado contendo 10 mg kg™ pc de
MPP, nao foram observados sinais de toxicidade hepatica e renal. Tais achados
fornecem bases promissoérias, indicando que o nanoencapsulado contendo MPP tem
um grande potencial de se tornar um medicamento para o tratamento do diabetes.

Embora nossos resultados sejam promissores, € importante ressaltar a
necessidade de estudos adicionais e ensaios clinicos para validar completamente o
potencial terapéutico, seguranca e eficacia dessa nanoformulacdo. No entanto, as

descobertas atuais abrem caminho para uma abordagem potencialmente
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transformadora no tratamento do diabetes mellitus. A nanoencapsulagcdo do MPP
apresenta-se como uma opg¢ao terapéutica inovadora e potente na luta contra o

diabetes.
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6. CONCLUSOES GERAIS

e Este trabalho confirmou que a 4-metoxichalcona (MPP) possui atividades
consideradas antidiabéticas demonstradas por meio de ensaios in silico, in vitro e
in vivo.

¢ Constatou-se que o método de reagao de condensacao de Claisen-Schmith.

e sintetiza MPP com pureza de 96%.

¢ A MPP nao se mostrou capaz causar hemolise e se ser citotéxica em células de
fibroblastos humanos.

e Constatou-se que a MPP n&o possui atividade inibitéria sob a enzima a-
glicosidase pelos testes in vitro e nao interfere na tolerancia a sacarose quando
avaliada in vivo.

e Foi possivel desenvolver um nanoencapsulado contendo MPP com tamanho de
particula e potencial zeta homogéneo e estavel a temperatura de 10 °C - 80 'C e
pHde 1-5.

e O tratamento por 7 semanas de camundongos diabéticos com MPP na dose de
200 mg kg™ pc (123+44 mg/dl) e o NC contendo MPP na dose de 10 mg kg ™' pc
(166+58 mg/dl) reduziu a glicemia niveis normais. Este resultado mostra que o
que mostra que o NC potencializa aproximadamente 20 vezes o efeito
antidiabético da MPP.

e A administragdo oral de MPP (200 mg kg™ pc) ou do NC (10 mg kg™' pc) foi capaz
de normalizar os niveis de HbA1c apds 7 semanas de tratamento.

e Os resultados bioquimicos e histolégicos mostraram que a MPP e o NC contendo
MPP nas doses acima mostradas evitam danos renais e hepaticos causados pelo

diabetes.
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