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RESUMO 

 

O diabetes mellitus, uma alteração metabólica resultante de defeitos na secreção ou produção 
de insulina, tornou-se um sério problema de saúde pública em todo o mundo. Dadas as 
implicações das alterações metabólicas causadas pela diabetes na sociedade, economia e 
qualidade de vida, a busca por novas alternativas terapêuticas para essa doença é de extrema 
importância. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade 
antidiabética da 4-metoxichalcona isolada (MPP) e de sua formulação nanoencapsulada (NC), 
por meio de ensaios in sílico, in vitro e in vivo. Inicialmente, a MPP foi sintetizada utilizando a 
reação de condensação de Claisen-Schmidt e, posteriormente, caracterizada e quantificada por 
RMN e espectrometria de massas. A nanoencapsulação do MPP resultou em uma formulação 
estável e de liberação prolongada, com características favoráveis, incluindo uma distribuição 
monomodal com tamanho de 187±3,85 nm, potencial zeta de -19,9 ± 0,72 mV, índice de 
polidispersão de 0,21 ± 0,007 e condutividade de 0,041 ± 0,004 mS. Essa formulação 
demonstrou estabilidade em ampla faixa de temperaturas (10 ˚C a 80 ˚C) e pH (1 a 5). A MPP 
apresentou resultados promissores, demonstrando ausência de toxicidade tanto in vitro quanto 
in vivo. Além disso, exibiu efeito hipoglicemiante em camundongos saudáveis e diabéticos 
durante o teste de tolerância oral à glicose (TTOG), embora não tenha apresentado o mesmo 
efeito no teste de tolerância oral à sacarose (TTOS). A administração oral tanto da MPP isolada 
quanto de sua formulação nanoencapsulada demonstrou efeito hipoglicemiante em 
camundongos diabéticos após tratamento de 7 semanas. Os níveis de glicemia obtidos com a 
nanocápsula contendo MPP (NC10 = 166±58) na dose de 10 mg kg-1 pc, metformina (MET200 
= 199±64) e MPP (MPP200 = 123±44) na dose de 200 mg kg-1 pc foram estatisticamente 
equivalentes ao grupo não diabético (GN = 121±15), indicando que a nanoencapsulação 
potencializou em 20 vezes o efeito antidiabético da MPP. Além disso, foi observado um efeito 
antiglicante in vitro, e esses resultados foram corroborados pela redução dos níveis de HbA1c 
(%) nos grupos MET200, MPP200 e NC10, alcançando níveis comparáveis ao grupo não 
diabético (GN). É relevante destacar que o controle da glicemia foi alcançado sem causar dano 
hepático, conforme comprovado pelas baixas concentrações de malonaldeído (µmol/g) e pela 
histologia hepática. Esses resultados são de extrema relevância, uma vez que a MPP é uma 
molécula de baixo custo e de fácil obtenção. O desenvolvimento de uma nanoformulação ativa 
contendo essa molécula mostra-se como uma excelente opção terapêutica para o tratamento 
do diabetes. Assim, esse estudo contribui significativamente para a busca de novas 
abordagens farmacológicas no combate a essa doença metabólica crônica. Entretanto, são 
necessárias futuras investigações e ensaios clínicos para validar completamente o potencial 
terapêutico e a segurança dessa nanoformulação, de forma a viabilizar sua aplicação clínica e 
seu potencial como um medicamento eficaz no tratamento do diabetes mellitus. 
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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 (µmol/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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TGO  =  Enzima transaminase glutâmico oxalacética 
TGP  =  Enzima transaminase glutâmico pirúvica  
TNF-ꭤ =  Fator de necrose tumoral  
TPI  =  Triose fosfato isomerase  
TTOG  =  Teste de tolerância oral a glicose 
TTOS =  Teste de tolerância oral a sacarose. 
Vd  =  Volume de distribuição. 
VEGF =  Fator de crescimento endotelial vascular  
VLDL  =  Lipoproteínas de muito baixa densidade  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os avanços tecnológicos têm proporcionado inúmeras facilidades em nossas 

vidas, desde atender necessidades básicas como saúde, educação e alimentação 

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 saúde pública. Atualmente, cerca de 537 milhões de pessoas 

entre 20 e 79 anos são diagnosticadas com diabetes em todo o mundo. No Brasil, 

dados da Federação Internacional de Diabetes (IFD) mostram um aumento de 

26,6% no número de pacientes diabéticos nos últimos 10 anos, afetando 10 de cada 

100 brasileiros.(DIABETES, 2021; MALTA et al., 2019). 

O diabetes afeta diretamente a qualidade de vida das famílias, pois a 

hiperglicemia crônica desencadeia várias comorbidades ou complicações ligadas 

diretamente como o diabetes. Entre elas, destacam-se a glicotoxicidade que 

aumenta a liberação de radicais libres (CRUZ H.  J.,  et al., 2011; DARIEL, 2006) e 

produtos finais da glicação avançada (AGEs) (HARTOG; VOORS; BAKKER; SMIT et 

al., 2007);(VISTOLI; DE MADDIS; CIPAK; ZARKOVIC et al., 2013), a nefrotoxicidade 

que vai levar ao aumento da pressão arterial (PAVLOU, et al., 2018; SMULYAN; 

LIEBER; SAFAR, 2016) e insuficiência cárdica (GIACCO; BROWNLEE, 2010; 

LEHRKE; MARX, 2017; SHAH; BROWNLEE, 2016), neurotoxicidade que afeita a 

50% dos diabéticos11, genotoxicidade causando mudanças do material genético 

podendo levar ao desenvolvimento de câncer (CAMPBELL et al., 2016; CHISTÉ; et 

al., 2019; NEELOFAR et al., 2016), redução do sistema imunológico que vai 

aumentar a predisposição a infeções (DAGOGO, 2016; JURANEK et al., 2015). 
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Essas complicações estão diretamente associadas ao diabetes e impactam 

significativamente a saúde e o bem-estar das pessoas afetadas. 

Diante da magnitude do problema causado pelo diabetes, é crucial buscar 

alternativas farmacológicas mais eficazes, com custo e efeitos colaterais reduzidos 

(ELEFTHERIOU et al., 2019). Na procura de novos fármacos, as chalconas chamo 

fortemente nossa atenção por possuir no seu repertório uma ampla gama de 

atividades farmacológicas (CHEN et al., 2018; HSIEH et al., 2012). Onde a 4-

metoxichalcona (MPP) mostrou in vitro um histórico de atividades interessantes para 

a medicina, como anti-inflamatório (SHIH et al., 2018), antitumoral em várias 

linhagens celulares (CABRERA et al., 2007; NETO et al., 2022) e hipoglicemiante ao 

estimular a captação de glicose em adipócitos 3T3-L1 (HSIEH et al., 2012).  

No entanto, o desenvolvimento em escala industrial do MPP tem enfrentado 

limitações, pois a insolubilidade do MPP em água restringe sua utilidade por via oral, 

uma vez que sua absorção é limitada. Isso exigiria o uso de doses elevadas para 

alcançar o efeito desejado. Portanto, os objetivos deste trabalho foi avaliar o efeito 

antiglicante e antidiabético do MPP, além de desenvolver uma nanoformulação 

gastroprotetora contendo MPP, afim de aumentar sua solubilidade em água, 

melhorar e permitir o uso de doses mais baixas para o tratamento do diabetes, 

evitando toxicidade.  
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2. REVISÃO LITERÁRIA  

2.1. Diabetes  

O diabetes é uma condição 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 redução ou falta total de insulina devido a 

problemas na produção desse hormônio. Em ambas as situações, a entrada de 

glicose na célula é comprometida, levando à hiperglicemia crônica, característica 

principal dessa doença (MOTTA, 2011). 

O pâncreas é um órgão localizado no abdômen, atrás do estômago, próximo ao 

duodeno, e desempenha importantes funções endócrinas e exócrinas no organismo. 

Na sua função endócrina, é responsável pela produção e secreção de hormônios, 

como a insulina, sintetizada pelas células beta (ꞵ) e o glucagon, produzido pelas 

células alfa (ꭤ) das ilhotas de Langerhans, que regulam os níveis de glicose no 

sangue. Como glândula exócrina, o pâncreas produz enzimas digestivas 

transportadas até o intestino delgado para auxiliar na digestão 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 ação oposta à insulina, estimulando a liberação de 

glicose armazenada no fígado e nos músculos quando os níveis de glicose no 

sangue estão baixos(KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006; KAWAMORI et al., 

2011). A entrada de glicose nas células é mediada pela família de transportadores 

de glicose, que inclui GLUT-1, GLUT-2, GLUT-3 e GLUT-4, distribuídos por todo o 

corpo, os transportadores GLUT-1 e GLUT-3 captam a glicose a baixas 

concentrações, devido à alta afinidade que têm por essa molécula. Por outro lado, o 
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GLUT-2 tem baixa afinidade e só consegue captar a glicose em altas concentrações. 

Já o GLUT-4 é dependente da presença de insulina para a sua atividade (BISHOP 

M. L. e FODY E. P., 2007). 

Os transportadores GLUT-1 estão amplamente distribuídos em todos os tecidos 

corporais, mas são encontrados em maior número no tecido fetal, eritrócitos, rins, 

células endoteliais da barreira hematoencefálica. Níveis moderados são expressos 

no fígado, tecido muscular e adiposo, um parâmetro importante a ter em conta é a 

constante de Michaelis-Menten (Km) sendo a concentração necessária de glicose 

para atingir a metade da velocidade máxima de captação pelo GLUT. O GLUT-1 

presenta um Km 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, 

testículos e especialmente no cérebro, onde transportar glicose dos astrócito para os 

neurônios. Os GLUT-2 são encontrados no intestino delgado, túbulos renais e 

células beta do pâncreas, tem um Km alto de 15 mM ajudando com a regulação da 

hiperglicemia, ativando-se em altas concentrações de glicose, estimulando a 

liberação de insulina e o armazenamento da glicose na forma de glicogênio pelo 

fígado ( BAYNES J., 2010; TRAYHURN W., 2003).  

Os transportadores GLUT-4 são dependentes de insulina e encontram-se em 

vesículas citoplasmáticas em células do tecido muscular e adiposo. Quando a 

insulina se liga aos receptores de insulina (RI) na membrana dessas células, ocorre 

uma cascata de reações 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 captação. O tecido muscular e tecido adiposo formam a maior massa 

seca em um indivíduo normal, porém quando estes tecidos no conseguem 
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interiorizar a glicose devido a falhas nos receptores de insulina, diminuição ou 

ausência da insulina, provoca um acúmulo 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 são: polidipsia 

(muita sede), poliúria (aumento da urina) e polifagia (muita fome). A polifagia 

acontece porque a glicose não consegue ingressar na célula para suprir suas 

necessidades energéticas, isso faz com que a célula comece a sinalizar ao cérebro 

para procurar fontes energéticas estimulando assim a sensação de fome, o ciclo se 

repete várias vezes e o resultado será o mesmo porque a célula não 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 poliúria e polidipsia são causados pelo grande acumulo 

excessivo de glicose, o que aumenta a osmolaridade sanguínea e ativa 

osmorreceptores no hipotálamo, como o órgão subfornical (SFO) e órgão vascular 

da Lâmina Terminal (OVLT). Quando o sangue alcança o hipotálamo, as células do 

OVLT e SFO sofrem desidratação ao perder água por osmoses, resultado de um 

meio extracelular mais concentrado devido à presença de glicose. O OVLT e SFO 

podem detectar níveis de angiotensina II, o OVLT não possui barreira 

hematoencefálica facilitando assim a detecção da osmolaridade do sangue. Por sua 

vez, o SFO possui receptores a vasopressina, que estão relacionados com a 

sensação de sede (ANDERSSON; MCCANN, 1956; BOURQUE; OLIET; RICHARD, 

1994). 

Este processo visa aumentar a ingestão de água 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 condição persistir por um período 

prolongado, pode levar à falência renal (NISKANEN et al., 1992). 

A associação americana de diabetes caracteriza um indivíduo como não 

diabético quando, após um jejum de 8 horas apresenta uma glicemia menor de 100 

mg/dl. No teste de tolerância oral a glicose (TTOG), mediante a administração de 

75g de glicose, o valor deve ser menor que 140 mg/dl após 2 horas ou menor que 

200 mg/dl em uma coleta casual de sangue a qualquer hora do dia. Para o 

diagnóstico de pré-diabetes, os valores são: glicemia entre 100 mg/dl e 125 mg/dl 

após jejum de 8 horas, e no TTOG, um valor entre 140 mg/dl e 199 mg/dl. Um 

indivíduo é considerado com diabetes mellitus quando, após 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 é indicativo de diabetes (KERNER; BRÜCKEL; 

ASSOCIATION, 2014; MICHAEL L. BISHOP M; FODY E., 2007). 

2.2. Diabetes tipo I 

Ocorre nos primeiros anos de vida, é uma doença autoimune com uma ligação 

genética muito importante com as células e receptores do sistema imunológico, 

principalmente genes que trabalham com a região do MHC (complexo principal de 

histocompatibilidade) classe II do cromossomo 6 expresso nas células 

apresentadoras de antígenos. um erro genético nesse nível pode levar a uma célula 

apresentadora de antígeno profissional (CPA) a fagocitar e processar o antígeno 

erroneamente, apresentando os antígenos das células pancreáticas aos linfócitos T 

helper.  Isso estimula a formação de macrófagos e células T diabetogênicas, como 

os linfócitos T killer, que atacam parcial ou totalmente as células beta das ilhotas de 

Langerhans no pâncreas, resultando na diminuição ou ausência total da produção 
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de insulina( BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010; CHAMPE.; HARVEY.; 

DENISE R. FERRIER, 2006; SCHERBAUM, 2021).  

Na ausência abrupta e progressiva de insulina, caraterística do diabetes tipo I, 

ocorre uma prevalência de hormônios contrarreguladores, como o glucagon, cortisol 

e glicocorticoides. Esses hormônios estimulam o aumento dos níveis de glicose 

sanguínea, levando a um ambiente altamente catabólico, com a rápida degradação 

de glicogênio, carboidratos, lipídios e proteínas. Por esse motivo, os indivíduos com 

diabetes tipo I apresentam uma postura magra e com uma sensação de cansaço 

constante (LI; HUANG; GAO, 2017). 

O único tratamento para o diabetes tipo I é a administração de insulina exógena, 

cujo principal efeito adverso é a hipoglicemia. Para evitar essa reação indesejada, é 

necessário um acompanhamento rigoroso dos níveis de glicemia, a fim de calcular a 

dose de insulina a ser administrada. No pior dos casos que a hipoglicemia aconteça 

pela insulina exógena, o paciente tem que ter na mão uma fonte externa de glicose 

(MATHIEU; GILLARD; BENHALIMA, 2017; SIMS et al., 2021). 

2.3. Diabetes tipo II  

O diabetes tipo 2, também chamado de insulino não dependente, constitui a 

maioria de casos de diabetes representando 90% da população total de diabéticos. 

Esse tipo de diabetes está associado ao estilo de vida sedentário, ao aumento da 

ingesta de comida e bebidas hiper calóricas com uma forte predisposição genética. 

Ao contrário do diabetes tipo I, o tipo II requer vários anos para se desenvolver e é 

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 início da doença, ocorre um aumento na concentração de insulina plasmática 

devido ao desenvolvimento de resistência à insulina nas células. Essa resistência 

faz com que as células precisem mais deste hormônio 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, 

após um longo período, a resistência à insulina se estabelece, levando ao 

aparecimento de sintomas, uma vez que as células do tecido muscular e adiposo 

não conseguem mais captar a glicose extracelular. Nesse cenário hiperglicêmico, as 

células beta do pâncreas são estimuladas a liberar cada vez mais insulina, o que 

leva gradualmente à falência desse órgão. Eventualmente, torna-se necessário 

administrar insulina exógena 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 cetônico e o não cetônico. 

2.4.1 Estado hiperosmolar cetônico:  

Acontece devido à ausência da insulina, o que reduz a captação de glicose pelos 

tecidos muscular e adiposo. isso leva o cérebro a interpretar como falta de glicose e 

ativa a ação catabólica no fígado e nos adipócitos através do glucagon. No fígado, 

este hormônio estimula formação e liberação de glicose a partir do lactato, glicerol e 

aminoácidos, através da gliconeogênese e a quebra do glicogênio por 

glicogenólises, acentuando ainda mais a hiperglicemia já estabelecida. Esta 

hiperglicemia causa hiperosmolaridade que os rins tentam ajustar através da diurese 

osmótica, resultando em glicosúria, desidratação e posteriormente a falência deste 

órgão causando disfunção renal (BAYNES J., 2010), como mostrado na figura 01. 
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Figura 1: Fisiopatologia diabética, estado hiperosmolar cetônico. Fonte adaptado do Baynes, 2011 

 

O glucagon também aumenta a lipólises principalmente pelo estímulo do 

hormônio sensível a lipase (HSL) liberando assim glicerol que vai ingressar na 

glicogênese no fígado e ácidos graxos livres (AGL) que vão sofrer β-oxidação 

aumentando assim a concentração de acetil CoA que depleta o nível de NAD e 

aumenta o NADH que afeita o ciclo do ácido cítrico forçando que o excesso de 

acetil-CoA sejam usados na cetogênese para a liberação de corpos cetônicos como 

β-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona, isto causa hipercetonemia que leva a 

cetoacidose diabética. Os AGL que não são oxidados são usados para formar as 

lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) que vão causar hiperlipoproteinemia 

como mostrado na figura 01. O aumento de corpos cetônicos 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 saudável com 3 mg/100 ml e de 5g/24 

horas (CHAMPE; HARVEY.; FERRIER, 2006; IMBALZANO et al., 2017).   

2.4.2 Estado hiperosmolar não cetônico 

Na presença de insulina, ocorre a ativação da enzima lipoproteína lipase (LPL) 

devido à hiperinsulinemia. Essa enzima reduz a sensibilidade dos receptores de 

insulina (RI) por acúmulo de AGL causando a resistência insulínica no tecido 

muscular e adiposo, este evento diminui a captação de glicose plasmática por estes 

tecidos causando assim a hiperglicemia. O LPL é responsável pela hidrolises dos 

ácidos graxos transportados pela VLDL. A hiperinsulinemia inibe a ação do 

glucagon, impedindo a cetogênese. Isso explica por que o estado hiperosmolar não 

cetônico não apresenta cetoacidose diabética (CHAMPE.; HARVEY.;FERRIER D., 

2006; CLOETE, 2022; W. H., 2011), como mostrado na figura 02.  

 

Figura 2: Fisiopatologia diabética, estado hiperosmolar não cetônico. Fonte adaptado do Baynes, 
2011. 
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A obesidade é o principal causante da resistência insulínica, mas, por si só, a 

resistência à insulina não causa o diabete. É necessário ocorrer uma falha na função 

das células β do pâncreas para o desenvolvimento a doença. A insulina é capaz de 

manter a glicemia em valores normais através da hiperinsulinemia, mas se esse 

estado se manter por vários anos o pâncreas vai sofrer uma grande sobrecarga de 

trabalho e as células β vão começar a se deteriorar (CHAMPE.; HARVEY.; 

FERRIER D., 2006).  

2.5. Glicotoxicidade: 

Existem 5 vias que causam a glicotoxicidade e estas são: via do poliol, via do 

sorbitol, via da proteína quinase C (PKC) e glicação. 

2.5.1. via do poliol: 

É uma rota alterna à glicólise. Normalmente, a atividade dessa via é baixa, 

devido à alta km a enzima aldose redutase, o que indica baixa afinidade pela 

glicose. No entanto, em consdiçõe de hiperglicemia, a atividade dessa rota aumenta. 

Nesse processo, a glicose é metabolizada em sorbitol com ajuda da aldose 

redutase, levando a depleção 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 conversão afeita a glicose, pois inibe a gliceraldeído 3 fosfato 

desidrogenase (GAPDH), que precisa do NAD+ para converter o gliceraldeído 3 

fosfato em 1,3 bisfosfoglicerato (1,3BPG). Esse cenário estimula a via do PKC e a 

formação de AGEs (BROWNLEE, 2001; KRAUSE; WEGNER, 2020), como 

mostrado na figura 03 



32 
 

 
 

 

Figura 3: Glicotoxicidade por via alternativa do poliol. Fonte: adaptado de Brownlee, 2001 

 

Frutose 1,3 bifostato (F-1,3-P), 
triose fosfato isomerase (TPI), 
diacilglicerol (DAG) 
1,3 bisfosfoglicerato (1,3 BPG) 
gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase (GAPDH) 
diacilglicerol (DAG) 
Proteína cinase C (PKC) 
produtos finais da glicação avançada (AGEs) 
 
 
2.5.2 Via do sorbitol:  

A diferença entre o sorbitol e a frutose, é que o sorbitol tem dificuldade em 

atravessar a membrana celular, ao contrario da frutose que pode fazê-lo facilmente. 

A enzima sorbitol desidrogenase é 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 não dependem de insulina para interiorizar a 

glicose. Essa situação causa inchaço e tumefação, principalmente nas células do 

rim, eritrócito, placenta, células do sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso 
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periférico (SNP), ovário, célula do cristalino e a retina do olho (CRUZ et al., 

2011);(CHAMPE.; HARVEY.; FERRIER, 2006; DARIEL, 2006), como mostra a figura 

04.  

 

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 concentração de diacilglicerol (DAG) como 

mencionado anteriormente, além disso, esse aumento é particularmente observado 

nas isoformas β e ẟ, o que resulta em maior expressão de endotelina 1 (ET-1), fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de transformação de crescimento 

beta (TGF-β), inibidor do ativador de plasminogênio tipo 1 (PAI-1), fator nuclear 

kappa B (NK-kB), NAD(P)H oxidase. Ao mesmo tempo, a expressão do óxido nítrico 

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

como mostrado na figura 05.  

 

 

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 

pressão arterial devido à redução na produção de vasodilatadores como o óxido 

nítrico e ao predomínio de vasoconstritores, como a endotelina-1 (ET-1), nos 

músculos lisos das artérias. Além de isso, o PKC também estimula a ativação do 

VEGF que estimula a angiogênese por meio do aumento da permeabilidade do 

tecido microvascular ao macrovascular, essa resposta possibilita a formação de 

novos vasos sanguíneos no endotélio de capilares venosos e as vênulas terminais 

de baixo calibre. Em pacientes diabéticos o VEGF encontrasse em concentrações 

maiores no humor aquoso do olho em comparação ao plasma, o que resulta no 
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edema ocular caraterístico 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 várias consequências no organismo, incluindo o 

aumento da liberação do fator de transformação de crescimento beta (TGF-β), que 

estimula a produção de colágeno e fibras elásticas na matriz extracelular, esse 

acumulo de componentes na matriz pode obstruir pequenos vasos sanguíneos, 

dificultando a chegada de nutrientes, oxigênio e células do sistema imunológico, 

prejudicando a cicatrização e criando um ambiente propicio para o desenvolvimento 

do pé diabético. O aumento do PKC também causa a sobre expressão do PAI-1, que 

reduz a fibrinólises e pode levar à oclusão de vasos por coágulos de fibrina, essa 

condição pode resultar em acidentes vasculares, embolia pulmonar e infarto ao 

miocárdio. Outros efeitos do PKC incluem o estimulo da enzima NAD(P)H oxidase e 

fator NF-kB, o primeiro aumenta a produção de espécies reativas de oxigénio (ROS), 

causando estresse oxidativo, o segundo estimula a expressão de genes pró 

inflamatórios criando um ambiente altamente oxidante com processo inflamatório 

crônico (BROWNLEE, 2001; DU et al., 2000; KOLM-LITTY et al., 1998; PIEPER; 

RIAZ-UL-HAQ, 1997).  

2.5.4 Glicação:  

Processo não enzimático, porem demorado, que resulta na formam os produtos 

finais da glicação avançada (AGEs), esses AGEs são produzidos em abundância no 

diabetes e forte associação com diversas patologias, porque interferem na 

sinalização celular ao alterar a estrutura da membrana celular e as estruturas 

intracelulares, também se ligam a seu receptor (RAGE) ativando as cascatas pró 

inflamatórias e pró coagulativas (KIERDORF; FRITZ, 2013; THORNALLEY, 2003). 
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Os AGEs são formados por 2 vias: a via oxidativa e não oxidativa. Na glicação 

por via oxidativa, ocorre a oxidação da glicose, lipídeos, carboidratos e proteínas, 

levando à formação de compostos altamente reativos, como glioxal e metilglioxal, os 

quais são cerca de 20 vezes mais reativos que a glicose. Vale ressaltar que esse 

processo, embora seja fisiológico e normal, ocorre quando o grupo aldeído interage 

com o grupo amino de uma proteína, resultando na formação do AGE (GILLERY, 

2001; HUEBSCHMANN et al. 2006). 

A glicação por via não oxidativa é a mais comum em pacientes diabéticos, 

devido aos níveis elevados e constantes de glicose no sangue, criando um ambiente 

propício para a glicação acontecer. Na glicação, o grupo carbonila de um açúcar 

redutor, como a glicose, condensa-se com o grupo carbonila de proteínas ou ácidos 

nucleicos, resultando na formação das “Bases de Schiff”, esses produtos são pouco 

estáveis e podem ser facilmente desfeitos, mas, devido à constante elevação da 

glicose, eles passam por rearranjos, formando um produto mais estável chamando 

de “Produto de Amadori” ou “produto inicial da reação de Maillard” (MRPs). 

Posteriormente esses produtos passam por enolização 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 formação dos Produtos Finais de Glicação Avançada (AGEs). Fonte: Adaptado de 
Vistoli et al., 2013 

 Mecanismo de toxicidade dos AGEs 

Os RAGEs são receptores não específicos que podem ser ativados por várias 

substâncias, como Aβ, HMGB1 e DAMPS, incluindo S100A8/A9 e S100B. Ao 

ligarem-se aos AGEs, os RAGEs ativam a via NF-kB, estimulando a sínteses de 

genes pró inflamatórios como TNF-α, IL-1β, e CCL2. Esse processo ocorre no núcleo 

e também leva a expressão aumentada de RAGEs, tornando as células mais 

sensíveis aos estímulos inflamatórios. Esse estado inflamatório continuo estimula a 

migração de leucócitos para as paredes endoteliais dos vasos, levando a formação 

de placas de ateromas, o que reduzir o rádio dos vasos e aumenta a resistência 

vascular periférica, contribuindo para o desenvolvimento da hipertensão (DANILO; 

ANTÔNIO; WILSON, 2014; KIERDORF; FRITZ, 2013) como mostrado na figura 07.  
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Figura 7: Ativação dos Receptores AGEs (RAGEs) por Produtos Finais de Glicação Avançada 
(AGEs). Fonte: Adaptado de Mesquita, 2014. 

A estrutura tridimensional das proteínas é fundamental para o desenvolvimento 

da sua atividade biológica, e o AGE têm a capacidade de alterar a estrutura primaria, 

secundaria e terciara das proteínas. Estas mudanças são as principais causadoras 

das patologias encontradas nos pacientes diabéticos, pois afetam as funções de 

órgãos e tecidos. O colágeno, albumina e Hemoglobina são as proteínas mais 

abundantes do corpo. No caso do colágeno glicado, foram encontradas alterações 

na estrutura primária que afeita a agregação plaquetária na coagulação, além de 

diminuir a função de resistência e elasticidade dos tecidos conjuntivos (ASHRAF et 

al., 2015; CAMPBELL et al., 2016). 
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Os resíduos de lisina presentes na albumina humana sérica (HSA) de pacientes 

diabéticos são altamente susceptíveis a glicação, o que leva à alteração da estrutura 

secundaria e terciaria da proteína, formando assim a albumina de Amadori. Essa 

albumina possui propriedades autoimunes, levando o próprio sistema imunológico a 

produzir anticorpos contra a HSA glicada. Por outro lado, a hemoglobina é uma 

proteína encontrada em abundância no eritrócito e está em constante interação com 

a glicose durante seu período de vida, que são aproximadamente 120 dias, por essa 

razão, a hemoglobina glicada (HbA1c) é utilizada como parâmetro para acompanhar 

e controlar a glicemia dos últimos 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 é um marcador essencial tanto para o controle 

glicêmico quanto para a avaliação do estresse oxidativo ao longo da vida útil das 

hemácias. Além disso, observou-se uma relação direta entre a HbA1c elevada e os 

danos genômicos evidenciados nos testes de cometa e micronúcleos em 52 

pacientes com síndrome metabólica (KARAMAN et al., 2015; SZEREMETA; 

KEMONA-CHETNIK et al., 2009).  

2.6 Tirosina fosfatase: Novo alvo para o tratamento do diabetes 

A proteína tirosina fosfatase 1B (PTP1B), representa uma nova e promissória 

perspectiva terapêutica para o tratamento do diabetes, abrindo caminho para o 

desenvolvimento medicamentos inovadores. Até o momento, não há no 

medicamento no mercado nenhum medicamento que atue como inibidor da PTP1B, 

que exerce uma ação direta sobre o receptor da insulina causando resistência à 

insulina. Para compreender a relevância dessa via, é fundamental compreender toda 

a cascata de sinalização celular desde a ativação do receptor da insulina até a 
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liberação dos receptores GLUT-4. Estudos apontam para a importância da PTP1B 

como um alvo terapêutico promissor, abrindo novas possibilidades no tratamento do 

diabetes (CHO, 2013; ELEFTHERIOU; GERONIKAKI; PETROU, 2019; TEIMOURI et 

al., 2022). 

O receptor de insulina, constituído por 4 subunidades (2 alfas e 2 betas), 

desempenha um papel crucial na sinalização celular. As subunidades alfas (α), 

localizada na parte externa da membrana celular, interagem com a insulina. 

Enquanto isso, as subunidades betas (β), com sítios ativos enzimáticos projetam-se 

para o citosol. O domínio enzimático das subunidades β possui atividade tirocina-

cinase, que fosforila 3 resíduos tirosina da mesma subunidade. Esses sítios 

catalíticos 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 último 

transfere o grupo fosfato para a proteína quinase B (PKB), também conhecida como 

Akt, que estimula a translocação das vesículas contendo os transportadores de 

glicose GLUT-4 para a membrana plasmática. Além disso, o PKB/Akt também 

fosforila a glicogênio sintase cinase-3 (GSK3), inativando a glicogênio sintase (GS) 

e, portanto, estimulando a síntese de glicogênio. Essa intrincada via de sinalização é 

fundamental para a regulação da captação de glicose pelas células em resposta à 

insulina (NELSON; BALLOU; LIN, 2015; WHITE, 1997; ZHANG; LIU, 2014), como 

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

Quando os níveis de ácidos graxos ultrapassam os níveis fisiológicos no tecido 

adiposo, a leptina é liberada (WANG; WANG; YANG, 2004), o que por sua vez ativa 

o hormônio sensível a lipase (HSL), estimulando a lipólise nos adipócitos. Os ácidos 

graxos resultantes são transportados para outras partes do corpo através da 

albumina, quilomícrons e por lipoproteínas como VLDL e LDL. Uma vez dentro das 

células, o aumento da concentração de ácidos graxos livres estimula a β-oxidação, 

resultando na produção de ceramida e diacilglicerol como produtos secundários. 

Estes compostos ativam a PTP1B, que remove grupos fosfato dos resíduos de 

tirosina no receptor de insulina, impedindo sua autofosforilação e, 

consequentemente, a ativação 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 resistência insulina por PTP1B. Fonte: adapto de FELDHAMMER, 2013 

 

2.7. Chalconas e suas propriedades antidiabéticas  

As chalconas são compostos orgânicos que possuem um esqueleto básico de 

fenileno-1,3-diona com uma ligação dupla conjugada no carbono 2 e 3, esses 

compostos são formados pela condensação de um grupo acetilacetato com um 

grupo benzaldeído. As chalconas encontram-se amplamente distribuídas na 

natureza, encontradas em plantas como açafrão, chá verde, gengibre e vinho tinto. 

Sua versatilidade permite modificações químicas para obter novos derivados com 

atividades biológicas específicas. Devido a estas caraterísticas, as chalconas têm 

sido objeto de grande interesse na pesquisa farmacêutica e podem ter potencial 

terapêutico em diversas áreas da medicina (APONTE et al., 2008; MASTACHI-LOZA 

et al., 2022; ZHUANG et al., 2017). 

As chalconas tem sido amplamente estudada devido a sua notável atividade 

antitumoral. Estudos pré-clínicos têm demostrado que esses compostos são 

capazes de inibir o crescimento de células tumorais e induzir a apoptose das células 
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neoplásicas (BOUMENDJEL; RONOT; BOUTONNAT, 2009; CONSTANTINESCU; 

LUNGU, 2021; NETO et al., 2022):(DANDAWATE et al., 2021). Além disso, as 

chalconas também exibem atividades anti-inflamatórias. Pesquisas mostram que 

esses compostos reduzem a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

proporcionando alivio dos sintomas associados a diversas doenças inflamatórias, 

como a artrite reumatoide (ADELUSI et al., 2021; GUAZELLI et al., 2021; HSIEH et 

al., 2000; RÜCKER et al., 2015; UR RASHID et al., 2019),  

Outra área de interesse é a atividade antimicrobiana das chalconas. Estudos têm 

evidenciado sua eficácia na inibição 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 terapêuticas no 

controle da infeção. Adicionalmente, as chalconas estão ganhando destaque por 

suas atividades antidiabéticas, tais como a inibição da ꭤ-glicosidase, inibição da 

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

2.7.1 Inibidores da ꭤ-glicosidase. 

A enzima ꭤ-glicosidase desempenha um papel de suma importância na 

absorção da glicose no intestino delgado (BURMAOGLU et al., 2021), reduzindo 

assim a glicemia pós-prandial sem a liberação da insulina. Acarbose, um fármaco 

encontrado no mercado que inibe de forma competitiva esta enzima e usada como 

referência nos estudos in vitro, in sílico e in vivo (JABEEN et al., 2014). O 

Xanthohumol (XN), chalcona de origem natural que inibe a ꭤ-glicosidase ao ligar-se 

com está enzima causando mudanças conformacionais que alteram a sua estrutura 

e a sua atividade, derivados sintéticos das chalconas podem inibir a enzima por 

competição pelo sítio ativo (BURMAOGLU et al., 2019; SALEEM et al., 2021). De 
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fato, chalconas sintéticas têm se mostrado promissórias na inibição desta enzima 

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

2.7.2 Inibidores da PTP1B. 

O extrato etanolico de Alpinia katsumadai Hayata, pertencente à família 

Zingiberaceae encontrada na China, apresentou efeito hipoglicemiante em 

camundongos diabéticos, e os principais responsáveis por esse efeito foram as 

chalconas isoladas deste extrato, que evidenciaram inibir as enzimas PTP1B e ꭤ-

glicosidase (HE et al., 2021).  Derivados de chalconas como: xanthoangelols, 

dentichalcones, 2,4-dihidroxichalcona e 2,4,6-trihidroxichalcona mostraram alta 

atividade inibitória in vitro da PTP1B (LI et al., 2015; SUN et al., 2012; ZHANG et al., 

2016). 

2.7.3. Inibidores da glicação 

A glicação é um processo prejudicial com efeitos graves na saúde a longo prazo, 

no qual as moléculas de açúcar se ligam a proteínas, lipídios e outros compostos, 

formando os produtos finais de glicação avançada (AGEs). Esses produtos são 

tóxicos por modificar a estrutura proteica, deixando os tecidos e órgãos menos 

eficientes nas suas funções biológicas e podem se acumular nos tecidos, causando 

inflamação e danos celulares. Neste contexto, as chalconas têm se destacado como 

potenciais aliadas na prevenção e combate aos danos causados pelos AGEs. A 

Licochalcona D, por exemplo, demostrou reduz a expressão dos receptores dos 

produtos finais da glicação avançada (RAGE) no hipocampo de camundongos 

tratados com D-Galactose.(MAHARAJAN et al., 2021), proporcionando um efeito 

neuroprotetor.  As dihidrocalconas apresentam efeito nefroprotetor por inibição da 

glicação e redução do estresse oxidativo (PÉREZ GUTIERREZ et al., 2019) tanto in 

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

A enzima dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV) é responsável por inativar uma série 

de hormônios intestinais, incluindo o hormônio peptídeo semelhante ao glucagon 

(GLP-1), e sua inibição aumenta a concentração de GLP-1 circulantes, que por sua 

vez, estimulam a secreção de insulina pelo pâncreas e reduzem a produção de 

glicose pelo fígado. Esses efeitos combinados levam a uma redução na glicemia e 

melhora do controle glicêmico em pacientes com diabetes tipo 2 (GILBERT; 

PRATLEY, 2020). Foi comprovada que chalconaringenina 2'-O-β-D-glucopiranósido 

encontrada no extrato de Helichrysum arenarium L. Moench (Asteraceae), é 

responsável pelas propriedades hipoglicemiantes em camundongos no teste de 

tolerância oral a glicose (TTOG) por inibição da DPP-IV ( MORIKAWA et al., 2015). 

2.8. 4-Metoxichalcona (MPP) 

A MPP, apesar de ser uma chalcona simples, apresenta diversas propriedades 

terapêuticas muito interessantes. Entre os efeitos notáveis, destaca-se a sua 

capacidade de reduzir a expressão do fator nuclear eritróide relacionado ao fator 2 

(Nrf2), que é normalmente ativado como um mecanismo de defesa contra 

tratamentos com fármacos anticancerígenos. Ao aplicar a MPP como tratamento 

complementar, observou-se que as células de câncer de pulmão A549 ficaram mais 

sensíveis ao tratamento com cisplatina.(LIM et al., 2013). Além disso, a MPP 

demonstra ação estimulante no Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma 

gama (PPARγ), resultando na redução dos níveis de leptina e lipólises, bem como 

do fator de necrose tumoral (TNF-ꭤ). Por outro lado, aumenta a concentração de 

adiponectina, uma proteína que inibe a resistência à 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 

sílico, in vitro e in vivo. 

3.2. Objetivos específicos: 

 

 Caracterizar as atividades antiglicante e inibitória da MPP sobre a enzima 

digestiva ꭤ-glicosidase, PTP1B e DPP-IV por meio de ensaios in sílico, in vitro 

e in vivo. 

 Formular e caracterizar uma nanoformulação contendo MPP. 

 Avaliar a toxicidade da MPP e da nanoformulação. 

 Comparar os efeitos hipoglicemiante e antiglicação do MPP e da nanocápsula 

contendo MPP em modelos experimentais in vivo. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Organograma Experimental 

 
 

   
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

Figura 10: Organograma de planejamento e elaboração dos ensaios realizados. 
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4.2.  Sínteses da 4-metoxichalcona  

A síntese da 4-metoxichalcona (MPP) foi realizada pela reação de condensação 

de Claisen-Schmith de acordo com a metodologia descrita por Iftikhar et al.  2017 

usando p-metoxi-benzaldeído (A) e acetofenona (B) como reagentes (0.12 e 0.1 eq., 

respectivamente), segundo o esquema abaixo (Figura 11). O aldeído aromático foi 

convertido na correspondente chalcona (MPP) por tratamento com 0.05 eq. de 

NaOH em etanol e água, mantendo a temperatura abaixo de 10o C. O composto é 

purificado por recristalização e identificado por análise de espectros de massas e 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio e carbono. 

       A         B

 
 
Figura 11: Síntese da 4-metoxichalcona: p-metoxi-benzaldeído (A), acetofenona (B) 

4.3.  Caracterização química 

4.3.1. Ensaios de elucidação estrutural e pureza por qNMR 1H 

O MPP foi analisado por RMN 1D (1H e 13C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC) 

utilizando um espectrômetro Bruker® Avance III HD 500.13 MHz para 1H e 125.8 

MHz para 13C. 

O preparo de MPP foi realizado em triplicata (4.80 ± 0.02 mg) com 530.0 L de 

DMSOd6 contendo TMS como referência interna (0.0 ppm). A solução foi submetida 

ao ultrassom por 5 min (25.0 oC) e, em seguida, transferida para o tubo de RMN de 5 

mm de diâmetro. Os parâmetros de aquisição de RMN de 1H foram padronizados 

como tempo de aquisição (AQ) de 3.27 s, atraso de relaxamento (D1) de 15 s (7xT1) 

para os prótons de interesse em 7.03 ppm (d, 2 H), digitalização de ponto de dados 
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no domínio 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 sequência de pulso 

zgpr com a supressão do sinal de água residual.  

A pureza de MPP por qNMR foi determinada usando o padrão externo tereftalato 

de dimetila (TD) (pureza certificada, 99.988 ± 0.060 %). Este padrão foi preparado (n 

= 3) em DMSOd6 (530.0 L), com TMS como referência interna (0.0 ppm). As 

aquisições medidas do padrão foram de 3,27 s, atraso de relaxamento (d1) de 22 s 

(7xT1) proton em 8.08 (s, 4 H), 64k pontos no Domínio do Tempo e uma janela 

espectral de 19.99 ppm. Os comprimentos do pulso de 90o foram calibrados para 

cada aquisição. A constante de relaxação longitudinal (T1) dos prótons foi 

determinada pelo experimento Inversão-Recuperação (t1ir1d). Todos os 

experimentos foram realizados sem rotação de amostra, os ajustes de fase e 

correção de linha de base foram realizados automaticamente. O software TopSpin™ 

4.1.3 foi usado para o processamento dos espectros de RMN. Para o cálculo da 

pureza foi utilizada a fórmula (SAMUELS; WANG, 2020): PMMP = (IMPP/ITD) x 

(NTD/NMPP) x (MMPP/MTD) x (WTD/WMPP) x PTD, onde I é a área da integral absoluta, (N) 

número de núcleos, (M) massa molar, (W) peso, (PMPP) pureza do analito e do 

padrão (PTD). 

4.3.2. Ensaios de Elucidação Estrutural por Espectroscopia de Massas  

A MPP foi solubilizada em clorofórmio (1 mg mL-1) e posteriormente foi diluída 

para 5 mg mL-1. A análise de espectro de massa (MS) foi realizada por injeção direta 

(5 mL) em um espectrômetro de massa triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum 

Access (Thermo ScientificTM, San Jose, CA, EUA), operando com fonte de ionização 

Eletrospray (ESI) em modo positivo para as análises ESI-MS e ESI-MS/MS. As 

condições analíticas foram as seguintes: faixa de aquisição m/z 100 – 1000, 
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voltagem do capilar 40 V; voltagem do spray 8 kV; temperatura do capilar 247 ° C; 

gás de arraste (N2) fluxo de 11 unidades arbitrárias (arb). A fragmentação foi 

realizada utilizando energia de colisão entre 35 a 45 eV. O software XcaliburTM 

versão 2.2 (Thermo ScientificTM) foi utilizado durante a aquisição e processamento 

dos espectros.  

4.4. Doking Molecular  

4.4.1 Farmacocinética: distribuição. - Albumina  

 O cálculo de doking molecular foi realizado com ajuda do software AutoDock 

Vina(TROTT; OLSON, 2010) para avaliar a interação do MPP com a albumina sérica 

bobina (BSA), que foi obtida do banco de proteínas (http://www.rcsb.org/pdb/) sobre 

o código de 4OR0 (BUJACZ; ZIELINSKI; SEKULA, 2014). O protocolo consiste em 

remover as moléculas e água ligados no naproxeno, atribuindo cargas de Gasteiger 

e delimitando as dimensões da caixa ‘grid boxes’ 12Å × 10Å × 10Å centrado no sítio 

ativo I (x=69.671, y=26.607 z=86.784) e 14Å × 16Å × 14Å centrado no sítio ativo I 

(x=69.574, y=28.575, z=105.018). Para validar o protocolo do doking, o ligante 

naproxeno foi removido e recolocado no sito I e II e comparado com a estrutura 

cristalizada em cada sitio com cálculo de RMSD. A obtenção do valor de RMSD foi 

de 1,93 e 0,85 para o sitio I e II respetivamente. Valores até 2 Å serão considerados 

confiáveis para a validação do doking.     

4.4.2 Atividade sob a DPP-IV e PTP1B 

Com o objetivo de aprimorar e investigar possíveis atividades biológicas com 

base nas propriedades químicas e físicas da estrutura do MPP, foi realizado uma 

simulação de encaixamento dos possíveis sítios ativos utilizando GOLD 5.7.2. Para 

restringir as distâncias e ângulos de ligação da água, foi usado o algoritmo SETTLE 

(MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992), enquanto os comprimentos de ligação dentro da 
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proteína foram limitados com o algoritmo LINCS (BERK HESS et al.,1997). As 

proteínas usadas no estudo foram a dipeptidil peptidase IV (4A5S) e a proteína 

tirosina fosfatase 1B (1C83), ambas ligadas aos seus respetivos inibidores, que 

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

O parâmetro usado para validar estas proteínas foi o “desvio padrão quadrático” 

(RMSD), que mostra a média das possíveis poses do ligante e para que a 

ancoragem seja favorável o RMSD tem que ser menor a 2Å, no final a média das 15 

poses do RMSD de cada FUNÇÃO (CHEMPLP, GoldScore, ChemScore e ASP) 

serão comparadas entre si para escolher o menor RMSD e essa FUNÇÃO será 

validada para essa proteína (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 modificações. Foram usadas Albumina (BSA) 8 mg mL-1 e Glioxal 

30 mM em tampão fosfato 200 mM contendo azida de sódio 3 mM (pH 7.4), além de 

1 mg mL-1 da MPP diluídas em DMSO. O volume final da reação foi de 300 μL 

compostos por: BSA (135 μL), glioxal (135 μL) e DMSO ou MPP (30 μL) sendo 

incubados à 37°C durante 24 horas e posteriormente analisados no leitor de 

microplaca (DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA) por fluorescência (emissão λ330 

nm e excitação λ420 nm). A quercetina (1mg mL-1) foi utilizada como padrão e o 

DMSO como controle negativo (MPP e quercetina solubilizados em DMSO). O 

cálculo foi baseado segundo a equação 1 (E1) onde os valores de R1 e R2 são as 

leituras inicial e final da reação, a concentração inibitória do 50% (IC50) foi 

determinada por diluição do MPP e do Padrão (0,2 – 100 µg mL-1) 

 

 

[% inibição = 100 – (R2 (MMP/padrão) – R1 (MMP/padrão) / R2 (controle negativo) – R1 

(controle negativo)] X 100  

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

A atividade antiglicante foi determinada de acordo à Kiho et al. 2004(KIHO et al., 

2004) com modificações. Foram seguidos os passos usados na Atividade 

antiglicante por via oxidativa, com exceção do glioxal que foi substituído pela frutose 

(100 mM), tempo de incubação aumentou para 120 horas e o padrão usado foi 

aminoguanidina (1mg mL-1). 

4.7. Inibição da ꭤ-glicosidase de murino 

Atividade enzimática foi determinada de acordo à Andrade-Cetto et al., 2008 

(ANDRADE; BECERRA; CÁRDENAS, 2008) com modificações. A enzima α-

glucosidase foi extraída do pó cetónico do intestino de rato da SIGMA. Tanto o 

substrato 4-nitrofenil-D-glucopiranósido (4-NPGP) como a enzima foram diluídos em 

tampão fosfato 10 mM pH 6.9. Foi plaqueado 30 µL do MPP, padrão e/ou controle 

(DMSO) na concentração de 1 mg mL-1, 170 µL da enzima (0.08 µg mL-1), incubou-

se por 5 min a 37°C no escuro, adicionou-se 100 µL do 4-NPGP (5 mg mL-1), 

incubou-se por 20 min e a leitura foi realizada a 405 nm. Os resultados foram 

expressos em percentual de inibição segundo a equação 1 (E1). O padrão utilizado 

foi a Acarbose 

4.8. Inibição da ꭤ-glicosidase de Saccharomyce 

Atividade enzimática foi determinada de acordo à Andrade-Cetto et al., 2008, 

com modificações. Foram seguidos os passos usados na inibição da α-glicosidase 

extraída de murino, com exceção da enzima que foi substituído pela enzima extraída 

da saccharomyces cerevisiae. 

4.9. Teste de Hemólise  

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

isso, coletou-se sangue por punção cardíaca de um camundongo Swiss, sendo 
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utilizado para preparar uma suspensão de eritrócitos (SE) a 2%. Em uma placa de 

96 poços foi colocado 100μL em triplicata do MPP na concentração de 2 mg mL-1 e 

adicionado 100 μL da SE obtendo assim uma concentração final de 250 µg mL-1, 

posteriormente foi incubado por 1 hora sob agitação constante a 37°. Após esse 

período, as amostras foram centrifugadas (1500 rpm / 10 min) e o sobrenadante 

transferido à outra placa para a leitura da absorbância no espectrofotômetro (450 

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

4.10. Teste de viabilidade celular:  

  A quantidade de células viáveis foi determinada segundo Mosmann., 1983. As 

Células MRC-5 da linhagem celular de Fibroblasto de pulmão foram plaqueadas (5 x 

103 células/poço) e tratados com 100 µL de diversas concentrações de MPP (0.6 – 

20 µM)  e incubada durante 72 horas (37°C, 5% de CO2), após esse período 

realizou-se a lavagem dos poços com PBS (pH 7.2) e adicionou-se 100 µL PBS (pH 

7.2)  marcada com MTT (0.5 mg mL-1) e após 4 horas (37°C, 5% de CO2) no escuro, 

as células viáveis metabolizam o MTT em cristais de formazan de cor roxo.  

Adicionou-se em todos os poços 100 µL de DMSO para solubilizar os cristais de 

formazan e após 5 min a temperatura ambiente os poços foram analisados a 560 

nm. A Doxorrubicina 20 µM foi usado como controle positivo e PBS como controle 

negativo de morte celular. O cálculo foi baseado segundo a equação 1 (E2) onde os 

valores de R1 e R2 são as leituras inicial e final da reação. 

E2 

 

 

4.11. Preparação do Nanoencapsulado.  

Foram preparados 8 formulações de nanocápsulas contendo MPP seguindo o 

[% inibição = 100 – (R2 (MPP/padrão) – R1 (MPP/padrão) / R2 (controle negativo) – R1 

(controle negativo)] X 100  
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método de deslocação de solvente descrito por Fessi, 1989. Sob agitação constante 

de 400 rpm por 30 min, a temperatura ambiente, duas fases foram preparas (Tabela 

1). A Fase orgânica continha palmitato de isopropila, MPP, SPAN 20, Kollicoat® 

MAE 100P, etanol 96%, e acetona, enquanto a fase aquosa era composta por água 

ultrapura e Tween 80. A montagem das nanocápsula contendo MPP consistiu em 

gotejar a fase orgânica sobre a fase aquosa, mantendo a agitação contínua. Após a 

conclusão do processo, a agitação foi mantida por 20 min e em seguida, tamanho 

das partículas foi homogeneizado utilizando um Ultra-turrax® (IKA, Suíça) a 10 000 

rpm por 10 min. No final o álcool e a acetona foram eliminados por rota evaporação 

a vácuo (IKA, Suíça) a 50°C. 

4.12. Tamanho e morfologia da gota 

O tamanho de partícula e o índice de polidispersidade foram medidos por PCS 

(espectroscopia de correlação de fótons) usando um Zetasizer Nano (Malvern, Reino 

Unido), em um comprimento de onda de 633 nm, ângulo de dispersão de 173° e 

25°C (RODRIGUEZ A. et al., 2017). Antes das medições, a solução de 

nanocápsulas foi filtrada usando uma membrana Millipore® (0,45 mm). As medidas 

foram feitas em triplicata, e a média ± desvio padrão foi registrada. 

4.13. Potencial Zeta e condutividade 

O potencial zeta e a condutividade foram medidos em um analisador de tamanho 

de partículas (Zetasizer, Malvern, Reino Unido), usando uma célula zeta de 

policarbonato descartável. As medidas de mobilidade eletroforética foram 

automaticamente convertidas em potencial zeta usando a aproximação de 

Smoluchowsky. As medições foram feitas a 25 °C, usando uma tensão de 150 

V(RODRIGUEZ A. et al., 2017). Cada amostra foi medida em triplicata, e a média ± 

desvio padrão foi registrada. 
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4.14. Efeito do pH 

O efeito do pH no tamanho da partícula ANC e no potencial ɀ foi determinado 

usando um titulador MPT-2 (Malvern, Reino Unido) acoplado a um analisador de 

tamanho de partícula (Zetasizer). Hidróxido de sódio (0,1 mol/L) e ácido clorídrico 

(0,1 mol/L) foram usados como titulantes. O instrumento foi calibrado com soluções 

tampão (pH 4, pH 7, pH 10; Alphatec, Brasil). As medições foram realizadas em 

triplicado a 25°C. 

4.15. Efeito térmico 

Foi avaliado o efeito da temperatura no tamanho de partícula e índice de 

polidispersidade das nanocápsulas. A suspensão de nanocápsulas foi aquecida de 

20° a 70°C, em intervalos de 5°C. A amostra foi mantida por 5 min em cada 

temperatura antes da medição. O tamanho de partícula e o índice de 

polidispersidade foram medidos em triplicata e os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão. 

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 comissão 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 serão mantidos sobre condições padrão de laboratório 

(Ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura de 21 ± 2 °C e umidade relativa de 35 

% a 60 %). Eles serão alimentados com rações e água já padronizados pela 

instituição.  
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4.16.2 Teste de tolerância oral a sacarose (TTOS) 

 Para o TTOS os camundongos não diabéticos foram divididos em cinco grupos 

de seis animais. Posteriormente, foram mantidos em jejum de 12 horas para a 

mesurar a glicemia com auxílio de glicômetro Precision Xtra (Abbott Diabetes Care, 

Portugal). Em seguida, foi administrado por via oral no grupo não tratado (GNT) o 

veículo (soro fisiológico-200 μL), o grupo padrão (MET200) recebeu Metformina 200 

mg kg-1 de peso, e os grupos testes (MPP200 e MPP100) receberão MPP (em doses 

200 e 100 mg kg-1), e após 20 min foi administrado 2 g kg-1 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) após a administração da 

sacarose (ZULKAWI et al., 2018). 

4.16.3 Teste de tolerância oral a glicose (TTOG) 

  O TTOG foi determinado segundo Zulkawi et al., 2018(ZULKAWI et al., 2018). 

Foram seguidos os passos usados TTOS, com exceção do dissacarídeo sacarose 

que foi substituído pelo monossacarídeo glicose.  

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

A indução do diabetes foi realizada segundo o método descrito por Arya et al. 

2015 com leves alterações. Os animais receberam Nicotinamida (50 mg kg-1 pc; 

diluída em solução salina) e após 20 min estreptozotocina (150 mg kg-1 pc; diluído 

em tampão citrato 0.1 M – pH 4.5) por via intraperitoneal e após 96 horas os animais 

com glicemia maior a 200 mg/dl foram considerados diabéticos. A continuação foi 

realizada o TTOG como descrito anteriormente. 

4.16.5 Teste de Atividade Hipoglicemiante Crônico 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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normoglicêmico não tratado (Normoglicêmico); grupo controle positivo – 

hiperglicêmico sem tratamento (Controle); grupo padrão (Metformina 200 mg kg-1 pc) 

e grupos testes (MPP e nanoencapsulado contendo MPP). Foi administrado por via 

oral no Grupo Controle (GC) o veículo 200μL de soro fisiológico- Kolliphor 3%. o 

grupo Padrão recebeu 200 mg kg-1 pc de Metformina (GP) e os grupos testes 

receberam o MPP em doses 200 e 100 mg kg-1 pc (MPP 200 e MPP 100) e 

nanoencapsulado com MPP de 5 e 10 mg kg-1 pc (NC5 e NC10). 

 A cada 7 dias foram realizadas dosagens para medição da glicemia e a 

pesagem dos grupos. A glicose no sangue foi medida usando um glicosímetro 

Precision Xtra (Abbott Diabetes Care, Portugal), colocando uma pequena gota de 

sangue em uma nova tira de teste e registrado as medições. O Tratamento foi 

iniciado a partir da confirmação do diabetes(ARYA et al., 2015). 

4.16.6 Coleta de sangue e órgãos do teste crônico. 

  Ao final do tratamento os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 

Cetamina e Xilazina (100:10 mg kg-1 de pc) e coletado o sangue por punção cárdica 

para a dosagem dos parâmetros bioquímicos, depois realizou-se a eutanásia por 

deslocação cervical. Após a eutanásia o fígado foi coletado em uma solução de 

formol 10% tamponado pH 7 para a análise histológica e para o doseamento de 

malonaldeído foi separado 1 grama de fígado e congelado a -70 ⁰C em 10 mL de 

tampão fosfato pH 7.   

4.16.7 Analises Bioquímicas 

 Amostras de sangue foram coletadas por punção cardíaca no final do 

tratamento, antes da eutanásia para determinação do perfil glicêmico (Glicose e 

HbA1c) perfil lipídico (Colesterol e triglicerídeos), perfil hepático (ALT e AST) e perfil 

renal (Ácido úrico, creatinina e ureia). As dosagens foram determinadas utilizando 
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um analisador automático Chem WellModel 2910; AWARENESS TECHNOLOGY, 

INC e Kits Comerciais disponíveis enzimáticos e ELISA. 

4.16.8 Dosagem de malonaldeído (MDA) 

  Para estimar a intensidade de peroxidação lipídica no fígado, medimos o MDA 

presente no fígado através da reação do ácido tiobarbitúrico (TBARS). Inicialmente, 

uma grama do tecido hepático foi homogeneizada em 10 ml de Nacl 150 µM. Em 

seguida, adicionamos 100 µl desse homogenato em 1,5 ml do um complexo 

reacional (ácido tiobarbitúrico 0,1%, ácido clorídrico 0,25N e ácido tricloroacético 

10%), e agitados por 30 segundos no vortex. A mistura foi coberta com bolas de 

gude e incubada em banho-maria a 100⁰C por 45 min. Após a incubação, 

centrifugamos a 3500 rpm por 5 min, e o sobrenadante foi lido no espectrofotômetro 

T70 UV/VIS PG Instruments Ltda, complemento de onda de 535 nm. Os resultados 

foram expressos em µmol/L de MDA, utilizando a curva com as concentrações de 

0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0 μmol do padrão 1,1,3,-tetrahidroxipropano (HIROSHI et 

al., 1979). 

4.16.9 Análise Histológica   

  Amostras de tecido hepático de cada camundongo foram desidratadas 

sequencialmente em álcool etílico 70, 80, 96 e 100% depois passou para xilol / 

álcool (1:1) e finalmente para xilol (100%) ficando imersas por 30 min em cada 

solução. As amostras foram montadas em blocos de parafina a 60 °C e mantidas 

sob refrigeração. Posteriormente foram realizados cortes de 3-5 μm usando um 

micrótomo (RM 2125rt, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha). Esses cortes foram 

montados em lâminas de microscopia para serem corados com hematoxilina e 

eosina (H & E) e fixados com bálsamo do Canadá e cobertos com lamínula para 

posterior análise. A análise e documentação fotográfica foram realizadas com um 
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microscópio óptico (DM500, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha) e câmera 

integrada (ICC50W, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha). 

4.17 Análises estatísticas  

  Os resultados foram expressos como media±desvio padrão da média e plotados 

em planilha do softawe excell (Microsoft). Para mostrar as diferenças 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 significância 

estatística das diferenças entre os grupos foi aceita em p < 0,05.    
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5 RESULTADOS 
 
 
 
 
 

Os resultados da presente tese serão apresentados em formato de artigos. 
 
 
 
 
 
 
 
Artigo 1: Síntese, caracterização química e atividade antidiabética da 4-
metoxichalcona1  
 
 
 
Artigo 2: Efeito antidiabético de um sistema polimérico nanodisperso contendo 4-
metoxichalcona.2 
 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
                                                 
 
 
 
 



130 
 

 

ARTIGO 1 
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Synthesis, chemical characterization and antidiabetic activity of 4-methoxychalcone 
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Bataglionb, Hector H. F. Koolenc, Marcos B. Machadob, Rosivaldo S. Borgesd, 
Emersom S. Limaa*. 
 
a
Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade Federal do Amazonas Manaus, Amazonas, 

Brazil. 
b
Departamento de Química, Instituto de Ciências Exatas, Universidade Federal do Amazonas, 

Manaus, Amazonas, Brazil. 
c
Grupo de Pesquisas em Metabolômica e Espectrometria de Massas, Escola Superior de Ciências da 

Saúde, Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, Brazil. 
d
Núcleo de Estudos e Seleção de Moléculas Bioativas, Instituto de Ciências da Saúde, Universidade 

Federal do Pará, Belém, Pará, Brazil. 
 
 

RESUMO 
 

Diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crônica caracterizada pela hiperglicemia. 
Metodologias têm sido desenvolvidas a fim de viabilizar o surgimento de novas classes de 
medicamentos. As chalconas e seus derivados têm apresentado potencialidades farmacológicas 
promissoras. Portanto, este trabalho apresenta um estudo sobre o potencial antidiabético da 4-
metoxichalcona (MPP), uma molécula que têm mostrado promissoras propriedades farmacológicas. O 
objetivo do trabalho foi sintetizar o MPP por meio da reação de Claisen-Schmith e, em seguida, 
avaliar suas atividades farmacológicas.. A caracterização do MPP foi realizada utilizando técnicas de 
Espectroscopia de Massas (MS/MS) e Ressonância Magnética Nuclear (NMR), sendo sua pureza 
determinada por NMR quantitativa de 1H, com um teor médio de pureza de 96,32 ± 0,73%. Por meio 
de análise de docking molecular, foram observadas interações entre o MPP e a proteína albumina 
sérica bovina (BSA) em sítios de ligação que sugerem afinidade e potencial transporte pelo 
organismo, além de alta probabilidade de inibição das enzimas DPP-IV e PTP1B. Em testes in vitro, o 
MPP apresentou atividade antiglicante e mostrou-se seguro ao não causar hemólises nas hemácias e 
toxicidade em células de fibroblastos de pulmão humano durante um período 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 ação do MPP em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina 
(STZ). Os testes de tolerância oral a sacarose e tolerância oral a glicose (TTOG) demonstraram que o 
MPP, na dose de 200 mg/kg, reduziu significativamente o aumento da glicose sanguínea após a 
carga de glicose, não apresentando diferença significativa em relação ao grupo tratado com 
metformina na mesma dose. Os resultados do estudo mostram o potencial do MPP como um agente 
antiglicante e anti-hiperglicêmico, possivelmente por inibir as enzimas DPP-IV e PTP1B, que 
estimulam a captação 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 doença metabólica crônica. 

Palavras-chave: 4-metoxihalcona, diabetes, antiglicante, anti-hiperglicêmico. 
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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 1H 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. Introdução  

 

Diabetes mellitus (DM) é um conjunto de distúrbios metabólicos caracterizado 

pelo aumento de glicose no sangue e tem sido considerado um dos maiores 

problemas de saúde do mundo (OGURTSOVA et al., 2017). Em todos os países, 

ocorreu um aumento significativo do diabetes tanto em regiões urbanas quanto 

rurais (OGURTSOVA et al., 2017). A prevalência global de DM em adultos aumenta 

com a idade, e há maior prevalência em homens do que em mulheres (SUN et al., 

2022). Somente em 2021, estima-se que 6,7 milhões de adultos entre 20 e 79 anos 

morreram de consequências do diabetes, excluindo os riscos de mortalidade 

associados à pandemia de COVID-19 (DIABETES, 2021). Projeções futuras 

sugerem que 783 milhões de pessoas terão diabetes em 2045 (SUN et al., 2022). 

O desenvolvimento do DM tem sido associado ao acúmulo de produtos finais de 

glicação avançada (AGEs), que são proteínas ou lipídios glicadas como resultados 

da hiperglicemia crônica (VISTOLI et al., 2013; YING et al., 2021). Os AGEs estão 

relacionados às múltiplas complicações do diabetes, tais como retinopatia, 

insuficiência renal, amputação (YING et al., 2021). Além da hipertensão(HAESEN et 

al., 2020), diminuição da massa e desempenho muscular (EGAWA; TSUDA; GOTO; 

OHNO et al., 2017), diminuição da densidade e resistência óssea (CAMPBELL et al., 

2016; ILLIEN-JÜNGER et al., 2018), como também a ativação de citocinas 

inflamatórias (CAMPBELL et al., 2016). Algumas terapias existentes para o 

tratamento do DM fazem uso de inibidores da enzima ꭤ-glucosidase, tais como 

acarbose e voglibose, os quais são comumente prescritos para diminuir a glicose 

pós-prandial. No entanto, isso não impedem as complicações do diabetes a longo 

prazo, além de poder causar efeitos colaterais indesejados, como náuseas, vômitos 
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e desconforto abdominal (CAMPBELL et al., 2016; SHORI, 2015). A metformina, um 

agente hipoglicemiante oral, embora tenha se tornado uma opção para o tratamento 

do DM tipo 2, alguns pacientes não podem recebê-la devido ao risco de acidose 

lática (DEFRONZO et al., 2016). Esses efeitos, somados a baixa adesão ao 

tratamento diabético, contribuem para o agravamento substancial desta doença,  

elevando os custos do tratamento e podendo levar à 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 têm sido desenvolvidas (ELEFTHERIOU; GERONIKAKI; PETROU, 

2019). As chalconas, pertencente a classe dos flavonoides, têm despertado a 

atenção de pesquisadores não só do ponto de vista sintético e biossintético, mas 

também farmacológico (AFSAR et al., 2021; TAJAMMAL et al., 2017). A 

condensação de Claisen-Schmidt é normalmente utilizada para sintetizar chalconas 

na presença de catalisadores básicos (IFTIKHAR et al., 2017; TAJAMMAL et al., 

2017). Essas substâncias já revelaram ações biológicas para o tratamento do 

diabetes (BURMAOGLU et al., 2020; HSIEH et al., 2012; NURSAMSIAR et al., 2022; 

TAJAMMAL et al., 2017), antimutagênica (LIMA et al., 2017), anti-inflamatória 

(AHMAD et al., 2006; BUKHARI et al., 2015), antimicrobiana (LAHTCHEV et al., 

2008; TEIXEIRA et al., 2019), antifúngica (LAHTCHEV et al., 2008) e antiproliferativa 

(BRITO et al., 2022). 

Portanto, este estudo aborda a síntese da chalcona (E)-3-(4-metoxifenil) -1-

fenilprop-2-en-1-one (4-metoxichalcona), determinação de sua pureza, avaliação de 

sua atividade antiglicante, in vitro, e capacidade de interação com albumina sérica 

bovina, in sílico. Além disso, foi analisado o seu potencial antidiabético em modelos 

experimentais in vitro e in vivo. 
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2. Resultado e Discussão: 

2.1 Analises químico 

A confirmação estrutural da chalcona (E)-3-(4-methoxyphenyl)-1-phenylprop-2-

en-1-one (MPP) foi feita com base na interpretação dos dados de RMN de 1H (Fig. 

1), 13C, DEPT135, HSQC, HMBC e ESI-MS/MS, os quais estão em conformidade 

com os descritos na literatura (IFTIKHAR et al., 2017). Para a obtenção do teor da 

pureza de MPP foi empregada a quantificação absoluta por NMR quantitativa de 1H, 

utilizando o método PULCON (GARRIDO; DE CARVALHO, 2015). Visto que é um 

método de razão primária, e é desnecessária a construção de uma curva de 

calibração, bem como o emprego de padrões idênticos ao analito de interesse 

(OLIVEIRA et al., 2021; SAMUELS; WANG, 2020). Neste estudo, a substância 

tereftalato de dimetila (H 8.08, s, 4H) foi empregada como padrão externo para 

calibrar as medições de NMR, uma vez que o deslocamento está no mesmo 

ambiente químico 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 amplificação de espectro e região 7.0 – 8.3 ppm de 4-metoxichalcona (MPP) 
(DMSO-d6, 500 MHz).  

2.2  Docking molecular: distribuição pela albumina. 

Compreender os aspectos estruturais da ligação do ligante pelas albuminas é 

importante para a liberação de fármacos, pois a proteína possibilita a solubilização 

do fármaco, permitindo o transporte pelo sangue. A albumina sérica (SA) mostra 

uma variedade de locais de ligação, no entanto, de acordo com Sudlow (SUDLOW 

et al., 1975) duas regiões principais na albumina são responsáveis pela ligação 

reversível de muitas drogas. O sítio 1, também denominado sítio 1 da droga, é um 

bolso de ligação localizado no núcleo do subdomínio IIA compreendendo todas as 

seis hélices dos resíduos do subdomínio 148 –154 do subdomínio IB. O interior da 

bolsa é predominantemente apolar, mas contém duas regiões de resíduos polares 

(GHUMAN et al., 2005). Este local liga compostos heterocíclicos volumosos sem um 

grupo carboxila, por exemplo, varfarina ou fenilbutazona. O sítio 2, denominado sítio 

2 da droga, é composto por todas as seis hélices do subdomínio IIIA sendo 
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semelhante ao sítio 1 (subdomínio IIA), porém menor. Este local é melhor alocado 

por compostos que possuem um anel aromático e grupos carboxilato que mostram 

conformação 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) são homólogas em estrutura e, devido ao baixo custo de 

aquisição da BSA, é comum substituir a HSA por BSA para representar as 

albuminas séricas em estudos experimentais de interação albumina-ligante (AL-

MEHIZIA et al., 2019; CAIRNS, 2007). Neste contexto, cálculos de docking da 

molécula em estudo foram realizados com BSA, focando as interações nos sítios 1 e 

2 da droga (Fig. 2), visando apoiar os dados experimentais obtidos. 

Para Drug Site 1, o MPP apresentou energia de ligação igual a −8,5 kcal/mol 

para a conformação de maior pontuação, enquanto o naproxeno, o ligante 

cocristalizado, apresentou energia de ligação igual a −9,0 kcal/mol. A análise do 

modo de ligação mostrou que o MPP se complexou ao sítio de droga 1 (Fig. 2a) por 

interação de ligação H com Ser 343, -sigma com Leu 346, - (T-Shaped) com Trp 

213 e -alkyl interações com Arg 194, Val 342, Leu 480 e Ala 209. Quanto ao Drug 

Site 2, o MPP apresentou energia de ligação igual a −7,5 kcal/mol para a 

conformação de maior pontuação, enquanto o naproxeno apresentou energia de 

ligação igual a −8,9 kcal/mol. A análise do modo de ligação revelou que o MPP 

complexou com o Drug Site 2 (Fig. 2b) por interação -cátion com Arg 409, -sigma 

com Thr 448 e interações -alquil com Arg 194, Val 342, Leu 480 e Ala 209. Embora 

a molécula tenha apresentado valores de ligação negativos para ambos os locais, o 

Drug Site 1 parece ser melhor acomodar a molécula em estudo, pois as simulações 

de docking revelaram um valor mais negativo para MPP neste local (-8,5 kcal/mol). 

Além disso, apesar das interações serem predominantemente apolares em ambos 
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os sítios, no sítio de droga 1 uma forte ligação H é formada seguida por intercação -

 (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 alocação da molécula, pois este site é maior que o Drug Site 2, o que 

favorece melhores interações. 

 

figura  2: Calculo de doking de MPP em sítios ativos da BSA representando interações 3D e 2D no 
sitio da droga 1 (a) e representando interações 3D e 2D no sitio da droga 2 (b). 

 

2.3 Doking Molecular: Validação das proteínas. 

Na validação das proteínas 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 Proteína tirosina fosfatase 1B (1C83) com o ácido carboxílico 6-(oxalil-

anino)-1H-indole-5 mostrou RMSDM de 6,3895 (CHEMPLP) e 1,5438 (GoldScore), 

conforme apresentado na tabela 1. 

Tabela 1: Validação de Proteínas. 

 

R= Radio do sitio de ligação em Angstrom (Å). 
RMSDM = Media do desvio padrão Quadrático (Media das poses sobrepostas entre si em 3D). 
GMO (n=15) = Grupo de maior ocorrência, n=15.  
FITNESS(MP) = Pontuação do logaritmo de seleção da melhor pose do GMO (menor RMSD) de cada 
função (CHEMPLP e GoldScore) que dá o software GOLD. 
 

Baseado nestes resultados a função de pontuação GoldScore foi validado para 

as proteínas DPP-IV e PTP1B por ter um RMSD ≤ 2Å e um FITNESS maior de 50. 

Na validação das proteínas foram usadas as 4 funções de pontuação: CHEMPLP, 

GoldScore, ChemScore e ASP, mas as dois ultimas não foram apresentados na 

tabela 1 porque os FITNESS são 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 resolução de 1,62 Å (Ångstroms). Esta 

enzima foi validada com a função de pontuação GoldScore com um rádio de 6,5 Å 

no sitio de ligação. A molécula padrão usada para comparar o MPP (Fitness: 53,98) 

foi a Sitagliptina (Fitness: 56,24).  

 Proteína (R) - 
Inhibidor 

FUÇÕES DE PUNTUAÇÂO DO GOLD 

CHEMPLP GoldScore 

RMSDM GMO(n=15) FITNESS (MP) RMSDM GMO(n=15) FITNESS (MP) 

DPP-4 (6,5Å) 
0,7903 10 108,4014 0,6275 14 89,1528 

Derivado deazaxantina 

PTP1B (7Å) 
6,3895 5 51,6167 1,5438 9 51,9845 

OAI 
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Interações  

 

figura  3: Visualização das interações dos ligantes Sitagliptina (A) e MPP (B) no sitio de ligação da 
enzima DPP-IV. 

Na figura 3 podemos observar que o padrão sitagliptina apresenta 13 ligações 

com o sitio de ligação da enzima onde mostra 3 ligações de hidrogênio com os 

aminoácidos Arg125, Glu205 e Lys554; 1 ligação halogênio com o aminoácido valina 

546; 4 ligações de carbono – hidrogênio com o Tyr547, serina 630, Tyr631 e Ser632; 

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

O MPP apresenta 6 ligações com o sitio de ligação da enzima onde mostra 2 

ligações de hidrogênio com os aminoácidos Tyr547 e Tyr666; 3 ligações pi com os 

aminoácidos Ser630, Tyr662 e Tyr 666. Os híbridos da Dihidropirimidina Ftalimida 

também mostraram ter atividade sob a DPP-IV in sílico, in vitro e in vivo, 

possivelmente por se ligar com o aminoácido Tyr547 (MOURAD et al., 2021). As 

chalconas tem afinidade pelos principais resíduos dos aminoácidos chaves da 

enzima DPP-IV que são o Tyr547, Tyr585, Tyr666 e Tyr662 (RAMMOHAN et al., 

2020). Este resultado nos mostra que o MPP tem grande possibilidade de 

Ligação de hidrogênio convencional 
ligação Carbono – Hidrogênio. 
Halogênio 
Par Pi solitário. 

Pi-Pi Empilhados  
Pi-Pi em forma de T 
Pi-alquil.  
Pi-Sigma 
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apresentar atividade inibitória sob a enzima DPP-IV por se ligar nos principais 

aminoácidos chaves e também por possuir um FITNESS muito similar ao padrão, 

quanto maior o FITNESS maior a qualidade ou aptidão da interação das moléculas 

com a proteína alvo.  

2.5  Proteína 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 resolução de 1,8 Å (Angströms). Esta 

enzima foi validada com a função de pontuação GoldScore com um rádio de 7 Å no 

sitio de ligação. A molécula padrão usada para comparar o MPP (Fitness: 49,91) foi 

a ácido benzóico 2-(oxalilamino) (Fitness: 46,94). 

 

 

 

  

 

 

 

Interações  

 

figura  4: Visualização das interações dos ligantes ácido benzóico 2-(oxalilamino) (A) e MPP (B) no 
sitio de ligação da enzima PTP1B. 

Ainda não existem fármacos no mercado que inibiam a PTP1B, mas existem 

protótipos de fármacos que mostram atividade in vitro como o ácido benzóico 2-

B A 

Ponte de hidrogênio convencional 

Ponte Carbono – Hidrogênio. 

Pi-Pi Empilhados  

Pi-Pi em forma de T 
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(oxalilamino) e seus derivados é importante mencionar que os aminoácidos Tyr46, 

Asp181 e Lis120 da PTP1B foram nossos principais alvos por desempenhar um 

papel fundamental na atividade da enzima(ANDERSEN et al., 2000). O ácido 

benzóico 2-(oxalilamino) interage com esses aminoácidos com 4 ligações de 

hidrogênio e tem uma pontuação FITNESS de 46,49, o MPP liga-se com Tyr46 e 

Lis120 por 3 pontes de hidrogênio (Fig. 4) e sua pontuação Fitness é 49,91 

mostrando que a interação é energeticamente muito favorável e que o ligante tem 

grande potencial para ser um inibidor eficiente da PTP1B.  

2.6  Atividade antiglicante 

O acúmulo de produtos finais de glicação avançada (AGEs) é acelerado em 

condições hiperglicêmicas, os quais têm sido associados aos vários distúrbios 

patológicos das complicações diabéticas(SARMAH; ROY, 2022). Por isso, a 

literatura tem reportado metodologias de combate à formação de AGEs analisando 

tanto agentes sintéticos quanto naturais para a prevenção dessas 

complicações(RAMOS et al., 2019; THORNALLEY, 2003).  

Uma vez que a albumina sérica desempenha um papel dominante na sua 

biodisponibilidade para o transporte de fármacos, a eficiência de compostos como 

agentes farmacêuticos depende da sua capacidade de interação com essa proteína 

[36]. Uma vez que não há informações científicas sobre o efeito antiglicante em 

modelos de albumina sérica de MPP. O presente estudo avaliou o efeito antiglicação 

de MPP pelas vias oxidativa (BSA/GO) e não oxidativa (BSA/frutose). A análise dos 

resultados evidencia que MPP inibe a glicação de BSA tanto pela via oxidativa (CI50 

de 8.8 ± 0.4 µg mL-1), quanto pela via não oxidativa (CI50 = 16.2 ± 0.4 µg mL-1). MPP 

apresentou resposta significativa em relação aos padrões positivos quercetina (CI50 

= 35.6 ± 0.9 µg mL-1) e aminoguanidina (CI50 = 28.6 ± 1.4 µg mL-1, respectivamente 
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(p < 0.05). Portanto, esses dados sugerem que MPP pode ser considerado um 

potente agente antiglicante, que poderá agir tanto no estágio inicial quanto no 

estágio de glicação avançada em pacientes diabéticos. (Fig. 5) 

 

figura  5: O efeito da MPP na formação de produtos finais da glicação avançada (AGEs). Atividade 
antiglicante por via oxidativa: CI50 do MPP (A) e CI50 da Quercetina (B). Atividade antiglicante por via 
não oxidativa: CI50 do MPP (C) e CI50 da Aminoguanidina (D). 

2.7 Atividade hemolítica e efeito citotóxico em células MRC-5 cell 

O efeito citotóxico de MPP foi avaliado em células de fibroblastos de pulmão 

humano (MRC-5) nas concentrações de 0.6 µM a 20.0 µM em 24h, 48h e 72h de 

incubação (Fig. 6a). MPP apresentou viabilidade celular de 108.4 ± 8.1% (24h), 

110.3 ± 9.1% (48h) e 85.5 ± 1.5% (72h) na concentração de 20 µM. Portanto, a 

concentração que causa 50% de inibição celular, CI50 > 20.0 µM. O controle positivo 

doxorrubicina (20 µM) reduziu significativamente a viabilidade celular em 

aproximadamente 90.0% após 72h. Já em comparação ao grupo de controle de 

células não tratadas, MPP não apresentou diferença significativa tanto nas 

concentrações testadas quanto nos diferentes tempos de incubação (p > 0.05).  
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figura  6: Atividade hemolítica de MPP na concentração de 420 µM em comparação com o padrão 
Triton X-100. Resultados com média ± desvio padrão (n=3). ****p < 0.0001. (B) Viabilidade celular do 
grupo de controle não tratado, controle positivo doxorrubicina a 20 µM (doxo) e MPP em diferentes 
concentrações por período de 24, 48 e 72 horas em linhagem celular de MRC-5. Resultados foram 
apresentados em média ± DP (n=3). ns = Não significante (p > 0.05) vs. grupo de controle não 
tratado; **p < 0.01 (ANOVA seguido pelo teste de comparações múltiplas de Dunnett). 
 

Além disso, como apresentado na Figura. 6b, MPP apresentou baixa atividade 

hemolítica (4.1 ± 0.6%) (420 µM) em comparação com o padrão triton X-100 (99.1 ± 

2.9%) (p<0.005). Já em comparação com o controle negativo (DMSO) não foi 

encontrada diferença significativa (p>0.05). Portanto, esses resultados nos revelam 

que MPP não apresenta toxicidade nas concentrações e modelos experimentais 

testados. 

2.8. Inibição da ꭤ-Glicosidase 

A inibição da atividade catalítica da enzima ꭤ-glucosidase leva ao retardo da 

absorção da glicose e à redução da glicemia pós-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 inibitório da 

enzima ꭤ-glucosidase extraída de Saccharomyces cerevisiae e de pós de acetona 

intestinal de rato. Esse constituinte exibiu elevada atividade inibitória da enzima de 

S. cerevisiae (93.2 ± 1.5%) com CI50 de 24.5 ± 0.8 µg mL-1, em comparação ao 
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padrão acarbose (24.1 ± 1.5%). Esse resultado diverge de um estudo previamente 

descrito, em que foi demonstrado a inatividade dessa chalcona frente a ꭤ-

glucosidase de levedura(JABEEN et al., 2014). O controle positivo quercetina 

apresentou inibição de 99.6 ± 0.3% (Fig. 7) com CI50 de 5.9 ± 0,3 µg mL-1 (p < 0.05), 

corroborando que esse flavonoide é um inibidor do tipo competitivo e que as 

posições em C=O e 3-OH (anel C) e as conjugações   do anel B desempenham um 

papel importante na inibição da enzima(FU et al., 2021).  

 
figura  7: Atividade inibitória da acarbose, quercetina e MPP na concentração 100 µg mL-1 sobre as 
enzimas ꭤ-glucosidase extraída de Saccharomyces cerevisiae e ꭤ-glucosidase extraída de pós de 
acetona intestinal de rato. Os resultados foram expressos como média ± DP, n=3. ****p < 0.0001 
(ANOVA seguido pelo teste de comparação múltipla de Dunnett). 

Concernente a avaliação inibitória na ꭤ-glucosidase de intestino de rato, MPP foi 

inativo (1.1 ± 0.2%) em comparação ao padrão acarbose (65.5 ± 0.4%) (p<0.05). 

Nossos dados comprovam que o modelo in vitro utilizado, com diferentes enzimas, 

pode comprometer uma comparação confiável entre estudos, o que levou a 

investigarmos o mecanismo de ação de MPP em modelo experimental in vivo. 

 



145 
 

 

2.9. Teste de toxicidade aguda: 

Na máxima concentração de 2000 mg kg-1 pc não causo óbito nos 

camundongos, este resultado condiz com o encontrado na viabilidade celular in vitro 

chegando à conclusão que a doses letal 50 (DL50) do MPP é maior de 2000 mg kg-1 

p.c.   

2.10. Efeito hipoglicemiante  

MPP foi avaliado no teste de tolerância oral a sacarose (TTOS) na concentração 

de 200 mg kg-1 pc. Inicialmente, camundongos saudáveis foram submetidos a 

sobrecarga de sacarose, ocasionando níveis elevados de glicose no sangue, acima 

de 200 mg/dl, durante os 120 min de experimento (GNT) (Fig. 8a). A acarbose foi 

usada como fármaco padrão e administrada na dose de 100 mg kg-1 p.c. 

(Acarbose100). Nesse grupo foi observada uma redução no nível de glicose de 

47.1%, em 90 min, e foi significativamente diferente em relação ao GNT (p < 

0.0001). Em contrapartida, o grupo tratado com MPP na dose de 200 mg kg-1 p.c. 

(MPP200) não reduziu os níveis de glicose e não houve diferença significativa em 

relação a esse grupo (p > 0.05). Portanto, esses resultados corroboram com o 

estudo de inibição enzimática realizado com ꭤ-glucosidase de intestino de rato, in 

vitro (previamente descrito), sugerindo que MPP não inibe a enzima ꭤ-glicosidase 

intestinal. 
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figura  8: (A) Efeito da administração oral do MPP 200 mg kg-1 pc (MPP200) e acarbose 100 mg kg-1 
pc (Acarbose100) sob a glicemia em camundongos saudáveis que receberam uma sobrecarga de 
sacarose. Valores são expressos em média ± desvio padrão, n = 6. *p = 0.05; ****p < 0.0001 
comparado com grupo saudável não tratado (GNT). (B) Efeito da administração oral do MPP200, 
MPP100 e metformina 200 mg kg-1 pc (Metformina200) sob a glicemia em camundongos saudáveis 
que receberam uma sobrecarga de glicose. Valores são expressos em média ± desvio padrão, n = 6. 
*p = 0.05; ****p < 0.0001 comparado com grupo controle não tratado. (ANOVA followed by Dunnett’s 
multiple comparisons test). 

Diante desse resultado, MPP foi submetido ao teste de tolerância oral a glicose 

(TTOG) em camundongos saudáveis. Neste experimento, os animais receberam 

uma sobrecarga de glicose, ocorrendo um aumento induzido nos níveis de glicose 

(GNT), os quais permaneceram elevados acima de 140 mg/dl durante 90 min de 

experimento (Fig. 8b). Nos animais hiperglicêmicos tratados com MPP na dosagem 

de 200 mg kg-1 pc (MPP200) foram observadas reduções significativas no nível de 

glicose, após 30 min (p < 0.0001). Da mesma forma, os níveis de glicose no sangue 

foram continuamente reduzidos para 61.1% e 53.4%, após 60 min. Enquanto que, o 

grupo tratado com metformina na dose de 200 mg kg-1 pc (Metformina200) causou 

redução para 58.0 e 54.4% (90 e 120min, respectivamente) e não houve diferença 

significativa em relação ao grupo tratado com MPP200 (p > 0.05). Para o grupo de 

animais tratados com MPP na dosagem de 100 mg kg-1 pc (MPP100), não foi 

observada diferença significativa nos níveis de glicose em comparação 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 níveis de glicose no 

sangue elevaram acima de 300 mg/dl (T0 min) (Fig. 9).  

 
Figura  9: Efeitos da administração oral de MPP e metformina sobre a concentração de glicose no 
sangue em camundongos diabéticos hiperglicêmicos. 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 não tratado. GNT: grupo de camundongos saudáveis não 
tratados. Os valores são expressos como média ± Desvio padrão, n = 6. ns = não significativo (p > 
0,05), ****p < 0,0001 vs. grupo de controle não tratado (ANOVA seguida pelo teste de comparações 
múltiplas de Dunnett). 

A administração de MPP200 reduziu significativamente o estado de 

hiperglicemia nos animais diabéticos induzidos por STZ, a partir de 30 min. Essa 

redução nos níveis glicêmicos não foi significativamente diferente em relação ao 

grupo de animais tratados com metformina na mesma dosagem (p > 0.05). No 

entanto, não houve diferença significativa nos níveis de glicose nos animais tratados 

com MPP100 em comparação ao grupo de animais diabéticos não tratados (DNTG), 

a partir de 60 min (p < 0.05). Portanto, nosso estudo revelou o potencial 

hipoglicemiante de MPP (MPP200) através do mecanismo de captação celular de 
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glicose. Esses dados corrobora um estudo anterior que relata o potencial de MPP na 

redução de glicose por esse mecanismo, in vitro(HSIEH et al., 2012a). Investigações 

com derivados de chalconas têm relacionado a atividade antidiabética ao seu 

potencial de ligação ao receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma 

(PPAR- γ)(HSIEH et al., 2012; JUNG et al., 2006). Presumimos que MPP pode ser 

usado como agente antidiabético e análises pré-clínicas adicionais já estão em 

andamento. 

2 Desenho experimental 

3.1  Materiais 

Pó intestinal de acetona de rato, ꭤ-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae, 

acarbose, 4-nitrofenil α-D-glucopiranósido, sal sódico de resazurina, penicilina-

estreptomicina, estreptozotocina (STZ), glioxal, solução 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 dimetilsulfóxido (DMSO) foram adquiridos da Tedia (Fairfield,OH, EUA). O 

solvente deuterado dimetilsulfóxido com tetrametilsilano (TMS, D, 98,0 %) foi 

adquirido de Cambridge Isotope Laboratories Inc. (CIL, Andover, Massachusetts, 

EUA). A reação foi monitorada por TLC usando sílica gel F-254 Glass Plate (20 x 20 

cm). A medida do ponto de fusão foi determinada em um aparelho de ponto de fusão 

eletrotérmico (MQAPF-302, Microquímica Equipamentos Ltda, Palhoça, SC, Brasil). 

3.2  Sínteses  

A síntese de 4-metoxichalcona [(E)-3-(4-metoxifenil) -1-fenilprop-2-en-1-one] foi 

realizada pela reação de condensação de Claisen-Schmith. Acetophenone (8.5 

mmol) e p-methoxybenzaldehyde (8.5 mmol) foram dissolvidos em etanol (95%). 
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Solução de sodium hydroxide (50% w/v, 0.05 eq.) foram adicionados a uma mistura 

de p-metoxi-benzaldeído (0.12 eq.) e acetofenona (0.10 eq.) A mistura reacional foi 

agitada à temperatura ambiente. Posteriormente, permaneceu na temperatura de 5 a 

10 oC até a cristalização. A reação foi monitorada por TLC usando sílica gel F-254 

Glass Plate (20 x 20 cm). O produto bruto foi separado por filtração à vácuo e 

recristalizado em etanol (70%) sob resfriamento, obtendo um rendimento de 92% de 

MPP. 

3.3  Caraterização por NMR e ESI-MS/MS 

As análises de NMR (1H, 13C, DEPT135, 1H - 1H COSY, HSQC e HMBC) de 

MPP foram realizadas utilizando um espectrômetro de RMN [Bruker® Avance III HD 

500.13 MHz para prótons e 125.8 MHz para 13C, BBFO Plus SmartProbeTM (New 

York, NY, USA)] a 298.0 K. Os espectros de RMN de 1H foram adquiridos usando a 

sequência de pulso zgpr (supressão de sinal residual de água). Os deslocamentos 

químicos são apresentados em ppm tendo como referência interna o TMS (0.0 ppm). 

Para a caracterização da estrutura química por NMR, as seguintes abreviações 

foram usadas: s = simpleto, d = dupleto, m = multipleto e J (constante de 

acoplamento em Hz). Para aquisição dos espectros de massas foi utilizado um 

espectrômetro de massa triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access (Thermo 

ScientificTM, San Jose, CA, EUA). A amostra foi solubilizada em clorofórmio (1 mg 

mL-1) e posteriormente foi diluída para 5 µg mL-1. A fonte de ionização Eletrospray 

(ESI) em modo positivo para as análises ESI-MS e ESI-MS/MS por infusão direta (5 

µL) foi utilizada. As condições analíticas foram as seguintes: faixa de aquisição m/z 

100 – 1000 Da, potencial do capilar de 40 V; voltagem do spray de 8 kV; 

temperatura do capilar 247 oC; gás de arraste (N2), fluxo de 11 unidades arbitrárias 

(arb). A fragmentação foi realizada com energia de colisão entre 35 a 45 eV. O 
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software XcaliburTM versão 2.2 (Thermo ScientificTM) foi utilizado durante a aquisição 

e processamento dos espectros. 

(E)-3-(4-methoxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (MPP): Yellow powder, yield: 

92%, mp: 108.4 - 110.1 oC. Molecular formula: C16H14O2. 
1H NMR (500 MHz, DMSO-

d6):  7.86 (2H, d, J=8.7 Hz, H-2; H-6);  7.03 (2H, d, J=8.7 Hz, H-3; H-

(1H, d, J=15.5, H-ꭤ);  7.80 (1H, d, J=15.5, H-ꞵ);  7.57 (2H, d, J=7.3 Hz, H-2’; H-6’); 

  8.14 (2H, m, H-3’; H-5’); d, J=7.3 Hz, H-4’ s, p-OCH3); 

13C NMR (125.8 MHz, DMSO-d6): 55.8 (p-OCH3); 114.8 (C-3; C-5); 120.1 (C-ꭤ); 

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-); 161.7 (C-4); 189.6 (C=O). 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  Determinação de pureza por qNMR 1H 

A pureza de MPP por NMR quantitativa de 1H (qNMR) foi determinada usando o 

padrão externo tereftalato de dimetila (TD) (pureza certificada, 99.988 ± 0.060 %, 

Inmetro, Rio de Janeiro, Brazil). Este padrão foi preparado (n=3) em DMSO-d6 

(530.0 L), com TMS como referência interna (0.0 ppm). Inicialmente, realizou-se a 

calibração do pulso de 90o para todas as amostras utilizando a sequência de pulso 

zg. A constante de relaxação longitudinal (T1) foi estimada para os hidrogênios em 

8.08 (s, 4 H) pelo experimento de Inversão-Recuperação (t1ir1d). Os espectros de 

1H foram adquiridos utilizando a sequência de pulso zgpr (supressão de sinal 

residual de água), sem rotação de amostra. As aquisições medidas do padrão (AQ) 

foram de 3,27 s, intervalo de relaxação (d1) de 22 s (7xT1+AQ), 64k pontos no 

Domínio 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 L de DMSO-d6 contendo 

TMS (≥ 99.0 % de pureza) como referência interna (0.0 ppm). Essas soluções 
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permaneceram no ultrassom por 5 min (25.0 oC) e, em seguida, foram transferidas 

para tubos de RMN de 5 mm de diâmetro (OLIVEIRA et al.,2022). Os parâmetros de 

aquisição de RMN de 1H de MPP foram padronizados para o sinal em 7.03 ppm (d, 2 

H). A constante T1 foi estimada pelo experimento de Inversão-Recuperação (t1ir1d). 

Os parâmetros de aquisição otimizados foram os seguintes: P1 10.2 s, AQ de 3.27 

s, d1 de 15 s (7xT1+AQ), TD de 64 K, SW of 19.99 ppm, número de transientes de 

4, varreduras fictícias 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): 

PMMP = (IMPP/ITD) x (NTD/NMPP) x (MMPP/MTD) x (WTD/WMPP) x PTD                     

(1) 

Onde I é a área da integral absoluta, (N) número de núcleos, (M) massa molar, 

(WTD e WMPP) peso, (PMPP) pureza do analito e (PTD) pureza do padrão. 

3.5  Docking Molecular: 

3.5.1 Farmacocinética: distribuição  

 Cálculos de docking molecular foram realizados com o auxílio do software 

AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010) para avaliar a interação do MPP com a 

albumina sérica bovina (BSA), que foi obtida do Protein Data Bank 

(http://www.rcsb.org/ pdb/) sob o código 4OR0 (BUJACZ; ZIELINSKI; SEKULA, 

2014). O protocolo de docking consistiu em remover moléculas de água e ligante 

(naproxeno), atribuir cargas de Gasteiger e delimitar caixas de grade de 

dimensões12Å × 10Å × 10Å centrado no sítio ativo I (x=69.671, y=26.607, z=86.784) 

e 14Å × 16Å × 14Å centrado no sítio ativo II (x=69.574, y=28.575, z=105.018). Para 

validar o protocolo de docking, o ligante naproxeno foi removido e encaixado nos 

sítios I e II e comparado com as estruturas cristalizadas em cada sítio por cálculo de 
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RMSD. Os valores de RMSD obtidos foram 1,93 e 0,85 para os locais I e II, 

respectivamente. Valores até 2Å são considerados confiáveis para uma validação de 

encaixe. 

3.5.2 Atividade sob a DPP-IV e PTP1B 

Com o intuito de aprimorar e desvendar possíveis atividades biológicas baseadas 

nas propriedades químicas e físicas da estrutura do MPP foi realizado uma 

simulação de encaixamento dos possíveis sítios ativos utilizando GOLD 5.7.2. As 

distâncias de ligação e os ângulos de ligação da água foi restringido usando o 

algoritmo SETTLE (MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992). Os comprimentos de ligação 

dentro da proteína foram limitados com o algoritmo LINCS (BERK HESS  et al., 

1997). As proteínas usadas foram: dipeptidil peptidase IV (4A5S) e proteína tirosina 

fosfatase 1B (1C83) ligadas com seu inibidor foram baixadas do banco de dados de 

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

O parâmetro usado para validar estas proteínas foi o “desvio padrão quadrático” 

(RMSD), que mostra a média das possíveis poses do ligante e para que a 

ancoragem seja favorável o RMSD tem que ser menor a 2Å, no final a média das 15 

poses do RMSD de cada FUNÇÃO (CHEMPLP, GoldScore, ChemScore e ASP) 

serão comparadas entre si para escolher o menor RMSD e essa FUNÇÃO será 

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

3.6  Ensaio In vitro 

3.6.1 Ensaio glicação Albumina Bobina Sérica (BSA) 

O ensaio de glicação, 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 soluções de glioxal (30 mM) e BSA (8 mg mL-1) foram preparadas em 

http://www.rcsb.org/
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tampão fosfato (200 mM, pH 7.4) contendo azida de sódio (3.0 mM, pH 7.4) como 

agente antimicrobiano. Para determinar a atividade antiglicante, em uma microplaca 

foram adicionados 30 µL de MPP (1 mg mL-1 em DMSO), BSA (135 μL) e glioxal 

(135 μL), e a leitura inicial de fluorescência foi realizada (F1). Após 24 h de 

incubação a 37 oC foi realizada a leitura final de fluorescência (F2). A quercetina foi 

usada como padrão positivo (100.0 µg mL-1) e DMSO como controle negativo. Para 

o modelo BSA/frutose foi realizado conforme descrito anteriormente, com exceção 

do glioxal que foi substituído pela frutose (100 mM). Para determinar a atividade 

antiglicante por essa via, a microplaca foi incubada por 120h a 37 oC. 

Aminoguanidina foi utilizado como padrão positivo (100.0 µg mL-1). As leituras de 

fluorescências foram realizadas no leitor de microplaca (excitação 330 nm e emissão 

420 nm) (DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA). A concentração inibitória 50% 

(IC50) de MPP e do padrão foi determinada por meio de diluições seriadas em DMSO 

(0.2 – 100.0 µg mL-1). Os experimentos foram realizados em triplicata. A 

porcentagem de inibição foi calculada conforme a Eq. (2): 

[% inibição = 100 – (F2 (amostra/padrão) – F1 (amostra/padrão) / F2 (amostra/padrão) - F2 (amostra/padrão) x 

100        (2) 

3.6.2 Ensaio inibição in vitro ꭤ-glucosidase 

A atividade inibitória da enzima ꭤ-glucosidase foi baseada na medição da 

liberação de 4-nitrophenol a partir do 4-nitrophenyl-ꭤ-D-glucopyranoside (4-NPGP). 

Os experimentos foram realizados utilizando as enzimas ꭤ-glucosidase, extraída de 

pós de acetona intestinal de rato, e ꭤ-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae. O 

substrato 4-nitrophenyl-ꭤ-D-glucopyranoside (4-NPGP) e as duas enzimas foram 

diluídos em tampão fosfato (10 mM, pH 6.9), separadamente. Cada experimento foi 

realizado de forma independente,  seguindo o mesmo protocolo 
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experimental(ANDRADE; BECERRA; CÁRDENAS, 2008). Em uma microplaca, 30 

ꭤL de MPP (1 mg mL-1, em DMSO) e 170 µL da enzima (0.08 µg mL-1) foram 

incubados por 5 min a 37°C sob proteção de luz, e a primeira leitura foi realizada 

(R1). Posteriormente, 100 µL do 4-NPGP (5 mg mL-1) foram adicionados, e após 20 

min de incubação foi realizada a segunda leitura a 405 nm (R2). DMSO foi usado 

como controle negativo e o padrão acarbose como controle positivo. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. As leituras foram realizadas em um 

leitor de microplaca (DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA). Para o cálculo da 

porcentagem de inibição foi utilizada a Eq. (3): 

[% inibição = 100 - (R2amostra/padrão - R1 amostra/padrão /R2 amostra/padrão – R1 amostra/padrão) × 

100]            (3)  

3.6.3 Teste hemolítico 

O teste de potencial hemolítico foi realizado segundo(JIMENEZ  et al., 2003). O 

sangue de um camundongo Swiss foi coletado por via intracardíaca para preparação 

de suspensão de eritrócitos (SE) a 2%. Em uma microplaca, foram adicionados 100 

µL de MPP (420 µM) e 100 µL da SE foram adicionados. Posteriormente, a 

microplaca foi incubada por 1 hora sob agitação constante a 37 oC. Após esse 

período, as amostras foram centrifugadas (1500 rpm/10 min) e o sobrenadante foi 

transferido para outra microplaca e a leitura da absorbância foi realizada no 

espectrofotômetro 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 pulmão humano (MRC-5) 

foi determinada segundo Mosmann et al (1983)(MOSMANN, 1983), com 
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adaptações. O método é baseado na redução enzimática de MTT 

(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) para formação de cristais de formazan. 

As células MRC-5 foram plaqueadas (5 x 103 células/poço) e tratadas com 100 µL 

de MPP em diferentes concentrações (0.6 – 20.0 µM). A microplaca foi incubada por 

72 horas (37 oC, 5% de CO2). Após esse período, a lavagem dos poços com PBS 

(pH 7.2) foi realizada e, em seguida foram adicionados 100 µL de MTT (0.5 mg mL-

1). A microplaca foi incubada por mais 4 h a 37 oC, sob proteção de luz. As células 

viáveis metabolizam o MTT em cristais de formazan de coloração roxo.  

Posteriormente, 100 µL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan foram 

adicionados, e após 5 min à temperatura ambiente foi realizada a leitura a 560 nm 

(DTX 800, Beckman Coulter, CA, USA). A doxorrubicina (20 µM) foi usada como 

controle positivo e PBS como controle negativo de morte celular. O experimento foi 

realizado em triplicata. 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 Experimentação Animal (CONCEA) do Brasil e foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do 

Amazonas (UFAM) (protocolo no. 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 condições padrão de laboratório (ciclo claro-escuro de 12 horas, 
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temperatura de 22 ± 2 oC e umidade relativa de 50 ± 10%) e alimentados com ração 

padronizada para roedores. 

3.7.2 Teste de tolerância oral a sacarose (TTOS) 

O teste de tolerância oral a sacarose foi realizada como descrito por Zulkawi et 

al (2018)(ZULKAWI et al., 2018), com alterações. Os camundongos saudáveis foram 

divididos em três grupos de seis animais. Na véspera do experimento, os animais 

foram mantidos em jejum de 12 horas para mensurar a glicemia com auxílio de um 

glicosímetro portátil Precision Xtra (Abbott Diabetes Care, Portugal). Um grupo foi 

usado como controle não tratado e recebeu solução salina 0.9% (NTG, Grupo 1). 

Outro grupo recebeu tratamento com acarbose na dose de 100 mg kg-1 de peso 

corporal (p.c.) (acarbose100, Grupo 2). Um grupo teste foi tratado com MPP na dose 

de 200 mg kg-1 pc (MPP200, Grupo 3). Após 20 min, todos os grupos receberam 

uma sobrecarga de sacarose (2000 mg kg-1 pc) e amostras de sangue foram 

coletadas da veia da cauda do animal. O nível de glicemia foi mensurado em 

diferentes tempos usando o glicosímetro portátil (30 min, 60 min, 90 min, e 120 min). 

Todas as administrações foram realizadas por via oral (gavagem).  

3.7.3 Teste de tolerância oral a glicose (TTOG) 

O teste de tolerância oral a glicose foi realizada como descrito por Zulkawi et al. 

(2018)(ZULKAWI et al., 2018), com alterações. Os camundongos saudáveis foram 

divididos em quatro grupos de seis animais. Um grupo foi usado como controle não 

tratado e recebeu solução salina 0.9% (NTG, Grupo 1). Outro grupo recebeu 

tratamento com metformina na dose de 200 mg kg-1 de peso corporal (p.c.) 

(metformin200, Grupo 2). Dois grupos testes foram tratados com MPP nas doses de 

100 mg kg-1 pc (MPP100, Grupo 3) e 200 mg kg-1 pc (MPP200, Grupo 4). Todos os 

grupos receberam uma sobrecarga de glicose (2 000 mg kg-1 pc). As amostras de 
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sangue foram coletadas da veia da cauda do animal. O nível de glicemia foi 

mensurado em diferentes tempos usando o glicosímetro portátil (30 min, 60 min, 90 

min, e 120 min). Todas as administrações foram realizadas por via oral (gavagem). 

3.7.4 Teste de tolerância oral a glicose (TTOG) em camundongos diabéticos  

A indução do DM tipo 2 foi realizada segundo o método descrito por Arya et al. 

(2015)(ARYA et al., 2015), com modificações. Um grupo de 6 animais saudáveis 

foram separados como grupo de controle (NTG, grupo 1). Nos demais 

camundongos, a indução ocorreu por uma única injeção intraperitoneal de 

nicotinamida solubilizada em solução salina (50 mg kg-1 pc). Após 20 min, a 

estreptozotocina (STZ) foi administrada em uma única dose de 150 mg kg-1 pc (1 M 

tampão citrato, pH 4.5). Após 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 não tratado (DNTG, grupo 2), 

grupo padrão tratado com metformina na dose de 200 mg kg-1 pc (metformina200, 

grupo 3) e dois grupos de tratamento com MPP nas doses de 100 mg kg-1 pc 

(MPP100, grupo 4) e 200 mg kg-1 pc (MPP200, grupo 5). O experimento foi iniciado 

com a medição do nível de glicose de todos os animais em jejum de 12h. Em 

seguida, o tratamento foi realizado de acordo com cada grupo. Após 20 min, todos 

os grupos receberam uma sobrecarga de glicose (2 000mg kg-1 pc). Os níveis de 

glicose no sangue foram mensurados em 30 min, 60 min, 90 min e 120 min. O 

padrão metformina, MPP e glicose foram solubilizados em água destilada nas doses 

estabelecidas e administrados por gavagem. 

3.8 Analises estatística  

O cálculo de pureza de MPP e IC50 por modelo de regressão 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 média ± desvio padrão. Os valores de p<0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

4 Conclusão 

A chalcona sintetizada, 4-metoxichalcona (MPP), apresentou atividade 

antiglicante por duas vias utilizando modelos de albumina sérica bovina (BSA). Além 

disso, apresentou interação com BSA por dois sítios, sendo que há maior 

acomodação da molécula no Sítio I através da interação de ligação de H, seguida de 

interação -o que facilitaria sua distribuição e evitaria a glicação da albuminaMPP 

não apresentou citotoxicidade na linhagem fibroblasto de pulmão humano (MRC-5) 

após 72h e a hemólise em eritrócito de camundongos foi insignificante estes 

resultados junto com teste de toxicidade aguda mostram que a MPP é uma molécula 

segura de baixa toxicidade. Em adição, essa chalcona possui atividade 

hipoglicemiante, e esse efeito pode estar relacionado à captação celular de glicose 

que poderia ser causado pela inibição da DPP-IV e da PTP1B. Portanto, este estudo 

comprova que MPP possui potencial para ser um agente antidiabético para reduzir 

os níveis de glicose próximos a do normal. Por isso, estudos pré-clínicos estão em 

andamento a fim de investigar os mecanismos envolvidos nesse efeito. 
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HIGHLIGHTS 

 

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

diabeticos 

 A MPP não mostrou toxicidade in vivo.  

 A MPP ireduz a HbA1c. 

 O nanoencapsulado de MPP potencializou em 20vezes sua atividade antidiabetica 

quando comparado a substancia não encapsulada 
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RESUMO 

A 4-metoxichalcona (MPP) é uma molécula que mostrou ter atividade antidiabética in vitro, mas 
devido à sua baixa solubilidade em água, seu uso oral é limitado. Neste estudo, desenvolvemos uma 
nanoformulação estável com liberação retardada para viabilizar a administração oral da MPP no 
tratamento do diabetes, sem causar toxicidade. A MPP foi sintetizada utilizando a reação de Claisen-
Schmidt e, em seguida, nanoencapsulada dissolvendo-a em etanol para inclusão no núcleo lipofílico 
do palmitato de isopropila. O surfactante usado nessa fase orgânica foi o SPAN 20, juntamente com o 
polímero gastroprotetor Kollicoat® MAE 100P. A fase orgânica foi preparada sob agitação constante 
e, posteriormente, gotejada sobre a fase aquosa em agitação. Como último passo, o tamanho do 
nanoencapsulado (NC) foi homogeneizado utilizando o dispositivo Ultraturrax. Nos testes de 
estabilidade, o NC contendo MPP manteve uma distribuição monomodal, tanto no tamanho (187±3,85 
nm) quanto no potencial zeta (-19,9 ± 0,72 mV), com baixo índice de polidispersão (0,21 ± 0,007) e 
condutividade (0,041 ± 0,004 mS), indicando alta estabilidade. Quando exposto a variações de 
temperatura e pH, a estabilidade foi mantida entre 10 ˚C e 80 ˚C, e pH de 1 a 5, demonstrando assim 
boa resistência térmica e gástrica. No teste in vivo, o efeito antidiabético da MPP e do NC contendo 
MPP foi comparado em camundongos diabéticos. Após 7 semanas de tratamento, a glicemia (mg/dL) 
dos animais tratados com NC contendo MPP (NC10 = 166±58) na dose de 10 mg kg-1 pc, metformina 
(MET200 = 199±64) e MPP (MPP200 = 123±44) na dose de 200 mg kg-1 pc.. foram estatisticamente 
iguais ao grupo não diabético (GN = 121±15) o que mostra que o NC potencializou 20 vezes o efeito 
antidiabético do MPP. A redução na formação de HbA1c (%) a níveis normais (GN), mostra a inibição 
da glicação nos mesmos grupos (MET200, MPP200 e NC10) mantendo o diabetes controlando sem 
causar dano hepático, confirmada pelas baixas concentrações de malonaldeído (µmol/g) e pela 
histologia hepática. Este resultado é de grande importância porque a MPP é uma molécula de baixo 
custo e de fácil obtenção que não conseguiu chamar a atenção dos pesquisadores que procuram 
novas opções terapêuticas para o tratamento do diabetes.  
 

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

O diabetes mellitus (DM) é considerado uma síndrome metabólica cuja 

caraterística principal é a hiperglicemia crônica, geralmente causada por alterações 

nos receptores de insulina ou pela redução drástica na produção deste hormônio 

(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006; JOHN W BAYNES, 2010). Essa alteração 

causa diversas complicações 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), imunodeficiência (DE LOURDES OCHOA-GONZÁLEZ et al., 

2021), insuficiência cardíaca (GIACCO; BROWNLEE, 2010; LEHRKE; MARX, 2017; 

SHAH; BROWNLEE, 2016), hipertensão arterial que afeita a dois terços dos 

diabéticos (PAVLOU et al., 2018; SMULYAN; LIEBER; SAFAR, 2016) e neuropatia 

diabética periférica que afeita a metade da população diabética (FELDMAN et al., 

2019). Por esse motivo, o diabetes e suas complicações causam sérios problemas 

socioeconômicos para as famílias que tem que lidar com esta doença no dia a dia e 

para os governos que em 2021 gastaram aproximadamente US$ 966 bilhões, o 

equivalente a 11,5% de todos os gastos destinados à saúde (DIABETES, 2021).  

Diante desse problema, surge a necessidade da procura de novas alternativas 

terapêuticas mais econômicas e com menores efeitos colaterais do que as já 

encontradas no mercado. Nesse contexto, destacam-se as chalconas, flavonoides 

com uma ampla gama de propriedades biológicas (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-inflamatórias (SHIH 

et al., 2018), estimulo à captação de glicose (HSIEH et al., 2012), atividades 

antineoplásica (NETO et al., 2022) e antitumoral (CABRERA et al., 2007) sobre a 

linhagem celular glioblastoma humano (AHOL1 e U87)(NETO et al., 2022), 
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carcinoma humano de rins (TH-10), adenocarcinoma mamário (MCF-7) e 

adenocarcinoma de cólon (HT-29)(CABRERA et al., 2007). 

Entretanto, a principal desvantagem da MPP é sua insolubilidade em água, 

tornando-a pouco útil pela via oral e limita sua absorção.  Além disso, são 

necessárias quantidades relativamente elevadas de MPP para atingir o efeito 

farmacológico desejado, o que poderia afetar negativamente sua biodisponibilidade 

devido à baixa hidrosolubilidade, tornando essa molécula pouco atrativa para os 

pesquisadores que procuram novos tratamentos para o diabetes e suas 

complicações. Portanto, este trabalho visa o desenvolvimento de nanocápsulas 

contendo MPP tecnicamente estável que permita sua hidrosolubilidade, melhora à 

permeabilidade, e proteger MPP contra fatores de degradação, como o pH ácido do 

estômago. Por fim, permite controlar a liberação do fármaco e a redução da 

dosagem usando pequenas quantidades de MPP, devido à potenciação da ação 

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 

eficácia de uma formulação nanocomposta em comparação com a MPP de forma 

isolada. 

2. Material e métodos 

2.1  Produtos químicos. 

Todos os insumos usados no desenvolvimento das nanocápsulas 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 

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

2.2 Síntese da MPP 

Para a sínteses da 4-metoxichalcona foi usado o método de condensação de 

Claisen-Schmith (IFTIKHAR et al., 2017), usando p-metoxi-benzaldeído (CELSO 

PINTO DE MELO; PIMENTA, 2004) e acetofenona (DIMER et al., 2023) como 

reagentes (0.12 e 0.1 eq., respectivamente). O aldeído aromático foi convertido na 

correspondente chalcona (MPP) por tratamento com 0.05 eq. de NaOH em etanol e 

água, mantendo a temperatura abaixo de 10o C. O composto foi purificado por 

recristalização e identificado por análise de espectros de massas e ressonância 

magnética nuclear de hidrogênio e carbono. 

2.3 Preparação do Nanoencapsulado. 

O nanoencapsulamento do MPP foi realizado seguindo o método de deslocação 

de solvente descrito por Fessi, 1989 (FESSI et al., 1989) Sobre agitação constante 

de 400 rpm por 30 min a temperatura ambiente duas fases foram preparas (Tabela 

01). A Fase orgânica contendo palmitato de isopropila, MPP, Span 20, Kollicoat® 

MAE 100P, etanol 96%, e acetona; A fase aquosa composta por água ultrapura e 

Tween 80. A montagem da nanocápsula contendo MPP compreende na junção da 

fase orgânica por gotejamento sobre a fase aquosa que continuará sobre agitação. 

Após completado todo o processo a agitação foi mantida por 20 min e logo para 

homogeneizar o tamanho de partícula no Ultra-turrax® (IKA, Suíça) a 10 krpm por 10 

min. No final o álcool e a acetona foram eliminados por rota evaporação a vácuo 

(IKA, Suíça) a 50°C. 

Tabela 0 1: A composição das nanocápsulas de MPP, compreende as seguintes substâncias e 
quantidades: 

Fase orgânica Mínimo Máximo Preferivelmente 



170 
 

 

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 

Água Ultrapura (mL) 25 100 50 
 

2.4 Tamanho e morfologia da gota 

 Os medidas do tamanho de partícula e o índice de polidispersidade foram 

medidos por PCS (espectroscopia de correlação de fótons) utilizandi um Zetasizer 

Nano (Malvern, Reino Unido), com comprimento de onda de 633 nm, ângulo de 

dispersão de 173° e temperatura de 25°C (RODRIGUEZ et al., 2017). Antes das 

medições, a solução de nanocápsulas foi filtrada através de uma membrana 

Millipore® (0,45 mm). Cada medida foi repetida três vezes, e a média ± desvio 

padrão foi registrada. 

2.5 Potencial Zeta e condutividade 

O potencial zeta e a condutividade foram determinados utilizando um analisador 

de tamanho de partículas (Zetasizer, Malvern, Reino Unido), com o uso de uma 

célula zeta de policarbonato descartável. A mobilidade eletroforética foram 

automaticamente convertidas em potencial zeta pelo meio da aproximação de 

Smoluchowsky. As medições foram realizadas a 25 °C, aplicando uma tensão de 

150 V (RODRIGUEZ et al., 2017). Cada amostra foi medida em triplicata, e a média 

± desvio padrão foi registrada. 

2.6 Efeito do pH 

Para avaliar o efeito do pH no tamanho da partícula ANC e no potencial ɀ, 

utilizamos um titulador MPT-2 (Malvern, Reino Unido) acoplado a um analisador de 
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tamanho de partícula (Zetasizer). Hidróxido de sódio (0,1 mol/L) e ácido clorídrico 

(0,1 mol/L) foram usados como titulantes. O instrumento foi previamente calibrado 

com soluções tampão (pH 4, pH 7, pH 10; Alphatec, Brasil). As medições foram 

realizadas em triplicado a 25°C. 

2.7 Efeito térmico 

Para avaliar o efeito da temperatura no tamanho de partícula e no índice de 

polidispersidade das nanocápsulas, a suspensão de nanocápsulas foi aquecida de 

20° a 70°C, em intervalos de 5°C. A amostra foi mantida por 5 min em cada 

temperatura antes da medição. O tamanho de partícula e o índice de 

polidispersidade foram medidos em triplicata e os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão. 

2.8 Animais 

 O protocolo experimental foi baseado segundo as diretrizes da Brazilian 

National Council for Animal Experimentation Control (CONCEA) e aprovado pela 

comissão 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 serão mantidos sobre condições padrão de 

laboratório (Ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura de 21 ± 2 °C e umidade 

relativa de 35 % a 60 %). Eles serão alimentados com rações e água já 

padronizados pela instituição.  

2.9 Indução do diabetes:  

 A indução do diabetes foi realizada segundo o método descrito por Arya et al. 

(2015) com leves alterações. Os animais receberam Nicotinamida (50 mg kg-1 de 

peso corporal; diluída em solução salina) e após 20 min, estreptozotocina (150 mg 
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kg-1 de peso corporal; diluído em tampão citrato 0.1 M – pH 4.5) por via 

intraperitoneal. Após 96 horas os animais com glicemia maior a 200 mg/dl foram 

considerados diabéticos. 

2.10 Teste de Atividade Hipoglicemiante Crônico DM2. 

 Os camundongos diabéticos foram divididos aleatoriamente em 7 grupos de 6 

animais por grupo. Os grupos foram divididos da seguinte maneira: grupo controle 

normoglicêmico não tratado (Normoglicêmico); grupo controle positivo – 

hiperglicêmico sem tratamento (Controle); grupo padrão tratado com Metformina 200 

mg kg-1 pc (Metformina); e grupos testes tratados com MPP e nanoencapsulado 

contendo MPP. Foi administrado por via oral no Grupo Controle (GD) o veículo 

200μL de soro fisiológico- Kolliphor 3%. o grupo Padrão recebeu 200 mg kg-1 pc de 

Metformina (MET 200) e os grupos testes receberam o MPP em doses 200 e 100 mg 

kg-1 pc (MPP 200 e MPP 100) e nanoencapsulado com MPP de 5 e 10 mg kg-1 pc 

(NC5 e NC10). 

 A cada 7 dias foram realizadas dosagens para medição da glicemia e a pesagem 

dos grupos. A glicose no sangue foi medida usando um glicosímetro Precision Xtra 

(Abbott Diabetes Care, Portugal), colocando uma pequena gota de sangue em uma 

nova tira de teste e registrado as medições. O Tratamento foi iniciado a partir da 

confirmação do diabetes (ARYA et al., 2015). 

2.11 Coleta de sangue e fígado do teste crônico. 

 Ao final do tratamento os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 

uma combinação de Cetamina e Xilazina (100:10 mg kg-1 de pc), e o sangue foi 

coletado por punção cárdica para a dosagem dos parâmetros bioquímicos. Em 

seguida, os animais foram submetidos à eutanásia por deslocação cervical. Após a 

eutanásia o fígado foi coletado e imerso em uma solução de formol 10% tamponado 
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pH 7 para a análise histológica. Para o doseamento de malonaldeído, 1 grama de  

fígado foi separada e congelada a -70 ⁰C em 10 mL de tampão fosfato pH 7.   

2.12 Analises Bioquímicos  

 Amostras de sangue foram coletadas por punção cardíaca no final do 

tratamento, antes da eutanásia para determinação do perfil glicêmico (Glicose e 

HbA1c), perfil lipídico (Colesterol e triglicerídeos), perfil hepático (ALT e AST) e perfil 

renal (Ácido úrico, creatinina e ureia). As dosagens foram determinadas utilizando 

um analisador automático Chem WellModel 2910; AWARENESS TECHNOLOGY, 

INC e Kits Comerciais disponíveis enzimáticos e ELISA. 

2.13 Dosagem de malonaldeído (MDA) 

 O nível de MDA presente no fígado foi mesurado através da reação de ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), para estimar a intensidade da peroxidação lipídica, através 

da formação de um cromógeno de cor rosa cuja absorção foi lida no 

espectrofotômetro. Para isso, uma grama do fígado foi homogeneizado em 10 ml de 

Nacl 150 µM. EM seguida, 100 µl deste homogenato foi misturado com 1.5ml do 

complexo reacional contendo ácido tiobarbitúrico 0,1%, ácido clorídrico 0,25N e 

ácido tricloroacético 10%, agitados por 30 segundos no vortex. As amostras foram 

então cobertas com bolas de gude e incubadas em banho-maria a 100⁰C por 45 min. 

Após a incubação, as amostras foram centrifugados a 3500 rpm por 5 min, e o 

sobrenadante foi analisado no complemento de onda de 535 nm no 

espectrofotômetro T70 UV/VIS PG Instruments Ltda. Os resultados foram expressos 

em µmol/L de MDA usando a curva com as concentrações de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 

e 8,0 μmol do padrão 1,1,3,-tetrahidroxipropano (HIROSHI   et al., 1979). 
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2.14 Analise Histológica   

 Amostras de tecido hepático de cada camundongo foram submetidas a um 

processo de desidratação sequencial em álcool etílico nas concentrações de 70%, 

80%, 96* e 100%, seguido por imersão em xilol / álcool (1:1) e, por fim, em xilol 

100%, permanecendo 30 min em cada solução. Em seguida, as amostras foram 

montadas em blocos de parafina a 60 °C e mantidas sob refrigeração. 

Posteriormente, foram realizados cortes de 3-5 μm usando um micrótomo (RM 

2125rt, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha). Esses cortes foram montados em 

lâminas de microscopia e submetidos à coloração com hematoxilina e eosina (H & 

E), sendo fixados com bálsamo do Canadá e cobertos com lamínula para posterior 

análise. A análise e documentação fotográfica foram realizadas com um microscópio 

óptico (DM500, Leica Microystems-Wetlar, Alemanha) e câmera integrada (ICC50W, 

Leica Microystems-Wetlar, Alemanha). 

2.14 Analises estatísticas 

 As diferencias entre os grupos analisados foram avaliados usado o software 

GraphPad Prism. Para os resultados univariados, foi aplicada a analises de variância 

One-Way ANOVA, enquanto para os resultados bivariados, foi empregada a 

analises de variância Two-Way ANOVA usando o teste de dunnett. A significância 

estatística das diferenças entre os grupos foi aceite em p < 0,05.    

3 Resultados e Discussão 

3.1 Tamanho de partícula  

A formulação da nanocápsula apresentou uma distribuição de tamanho de 

partícula de 187 nm (Figura 01), caraterizada por uma distribuição monomodal, 

altamente homogênea e com baixo índice de polidispersão (0,210). Esses resultados 

são atribuídos à utilização de uma combinação de dois tensoativos não iônicos, que 
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conferem estabilidade às partículas ao longo do tempo, prevenindo a formação de 

agregados durante o processo de armazenamento (GUTERRES et al., 1995; 

PUISIEUX et al., 1994). A Manutenção do tamanho das partículas praticamente 

constante por longos períodos reforça a estabilidade do sistema nanoencapsulado 

desenvolvido.  

 

Figura 0 1: Tamanho partículas: 187,13 ± 3,85 nm com uma polidispersão de:0,210 ± 0,007 da 
Nanocápsula 

3.2  Potencial Zeta e condutividade 

A analises do potencial zeta em triplicata revelou uma distribuição 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-1) apresentou um 

valor reduzido, indicando baixa mobilidade de íons livres na solução. Esses 

resultados são indicativos de uma alta estabilidade da formulação, uma vez que a 

diminuição da mobilidade iônica favorece a manutenção da integridade das 

partículas e evita a agregação durante o período 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 nanocápsula. 

3.3  Efeito do pH 

O efeito do pH no tamanho de partícula das nanocápsulas e no potencial zeta foi 

avaliado e apresentado na Figura 03. Observamos no gráfico que, até o pH 5, as 

nanocápsulas mantem-se praticamente inalterado, sofre pequenas variações em seu 

tamanho. Acima deste pH, ocorre um aumento gradual no tamanho das partículas, 

chegando à ruptura da parede polimérica ao atingir o pH 9, quando o tamanho das 

partículas aumenta em quase três vezes. Por outro lado, partindo do ponto 

isoelétrico, o potencial zeta sofreu pequenas variações, aumentando em módulo 

entre pH 1 e 5, e este aumento é mais acentuado a até pH 9, quando atingiu o valor 

de -40mV. Estes fatores favorecem a liberação do princípio ativo. O ensaio indica 

que as nanocápsulas não sofrem alterações estruturais em valores de pH abaixo de 

5, ou seja, são gastrorresistentes, permitindo que o produto encapsulado seja 

liberado somente na porção intestinal. Isso favorece a absorção da molécula, 

evitando sua absorção inadequada pela via oral, quando em contato com o 

estômago. 
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Figura 0 3: Efeito do pH sobre o potencial de Zeta da nanocápsula (IeP= ponto isoelétrico) 

3.4  Efeito térmico  

Considerando que os efeitos térmicos podem afetar a formulação, especialmente 

o princípio ativo, este parâmetro foi avaliado conforme apresentado na Figura 04, 

que mostra o efeito da temperatura variando de 10 a 80 °C, no tamanho das 

partículas das nanocápsulas e no índice de polidispersão. Observou-se que a 

variação no tamanho das partículas foi muito estreita, permanecendo entre 160 e 

180 nm ao longo da faixa da temperatura avaliada. Da mesma forma, o índice de 

polidispersão manteve-se entre 0,24 a 10 °C e 0,26 a 80 °C, conferindo elevada 

estabilidade térmica das nanocápsulas. Esses resultados indicam que a formulação 

mantém sua integridade mesmo em condições de variação térmica, o que é de 

extrema importância para garantir a eficácia e a qualidade do produto durante o 

armazenamento e transporte em diferentes condições climáticas. 



178 
 

 

 

Figura 0 4: Efeito da temperatura sobre tamanho de partícula e o índice de dispersão da 
nanocápsula. 

 

3.5  Teste de Atividade Hipoglicemiante 

Os camundongos diabéticos tratados por 7 semanas com MPP e 

nanoencapsulados contendo MPP, começaram a mostrar redução 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 comparação 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 padrão 

(MET200) apenas na concentração de 200 mg kg-1 pc, e quando são 

nanoencapsulados, seu efeito é potencializado em até 20 vezes (10 mg kg-1 pc). 

Esses resultados demonstram a eficácia da formulação nanoencapsulada em 
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melhorar a atividade antidiabética do MPP, oferecendo uma opção promissora para 

o tratamento do diabetes mellitus. 

 

 

Figura 0 5: Teste crônico em camundongos diabéticos por 7 semanas. Os camundongos com 
glicemia superior a 200 mg/dl foram separados e em grupos: Grupo não diabético (GN), Grupo 
diabético não tratado (GD), metformina 200 mg kg-1 (GP200) e os grupos tratados com MPP 100 e 
200 mg kg-1 (MPP100 e MPP200). Os grupos GN e GD foram tratados com 200µL de veículo (Soro 
fisiológico). Os valores foram expressos em média ± SEM para (n = 6). Two way ANOVA multe 
comparação com teste Dunnett de foi aplicado. Onde: p < 0.05 **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 
mostram diferencia estatística quando comparado com o Grupo não tratado (GNT) e nsp ˃ 0.05 não 
apresenta diferencia estatística. 
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Figura 0 6: Teste crônico em camundongos diabéticos por 7 semanas. Os camundongos com 
glicemia superior a 200 mg/dl foram separados e em grupos: Grupo não diabético (GN), Grupo 
diabético não tratado (GD), metformina 200 mg kg-1 (GP200) e os grupos tratados com Nanocápsula 
com MPP 5 e 10 mg kg-1 (NC5 e NC10). Os grupos GN e GD foram tratados com 200µL de veículo 
(Soro fisiológico. Os valores foram expressos em média ± SEM para (n = 6). Two way ANOVA multe 
comparação com teste Dunnett de foi aplicado. Onde: p < 0.05 **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 
mostram diferencia estatística quando comparado com o Grupo não tratado (GNT) e nsp ˃ 0.05 não 
apresenta diferencia estatística. 

 Após as 7 semanas de tratamento, foram realizadas análises bioquímicas no 

sangue coletado de todos os camundongos. Além disso, amostras de fígado foram 

retidas para análises histológicas, a fim de verificar possíveis dados nesse tecido, e 

outra parte do fígado foi utilizada para dosar malonaldeído, proporcionando maior 

robustez aos resultados. Na tabela 02, os resultados bioquímicos revelam que os 

níveis de colesterol e triglicerídeos não apresentaram diferenças estatísticas entre 

os grupos estudados. No entanto, em relação à 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 (252,8±52,7), 

notavelmente, os grupos MET200, MPP200, NC10 e NC5 conseguiram reduzir 

significativamente a glicemia dos camundongos diabéticos. Esses resultados 

indicam que a formulação nanoencapsulada, assim como a MPP na dose de 200 

mg/kg, foi eficaz em promover a redução da glicemia em animais diabéticos 

De acordo com o estudo de Chi-Ting Hsieh (2012), o MPP demonstrou estimular 

a captação de glicose em células 3T3-L1, possivelmente por reduzir a expressão do 

fator de necroses tumoral alfa (TNF-ꭤ). Esse fator está diretamente relacionado à 

produção de fatores pro-inflamatórios como IL-6, PAI-1 e MCP-1, e é inversamente 

proporcional com a expressão do PPARγ, que estimula a produção de adiponectina, 

melhorando a sensibilidade à insulina (GOMES, 2023; HAN et al, 2017). Entretanto, 

a MPP e seus derivados apresentam baixa solubilidade em água, o que dificulta sua 

absorção e reduz sua superfície de contato no trato gastrointestinal (DE OLIVEIRA 

et al., 2013). Para contornar esse problema, desenvolve-se uma nanoformulação 
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que melhorou em 20 vezes a atividade da MPP. Utilizando o polímero de 

revestimento Kollicoat® MAE 100P. Esse polímero possui propriedades 

gastroprotetoras de liberação retarda, demonstrado por Neto et al. (2021). Dessa 

forma, a nanoformulação se mostra uma abordagem promissora para melhorar a 

eficácia da MPP no tratamento do diabetes, ao aumentar sua solubilidade e proteger 

o composto durante o trânsito gastrointestinal, potencializando seu efeito 

hipoglicemiante. 

Os grupos MPP200 (4,5 ± 0,4%) e NC10 (4,6 ± 0,4%) apresentaram níveis de 

hemoglobina glicada (HbA1c) semelhantes aos do grupo controle normoglicêmico 

(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 prevenção da glicação da hemoglobina em comparação com a 

metformina 200 mg kg-1 pc (6,1 ± 1%), corroborando nossos resultados anteriores 

que indicaram que a MPP possui propriedades antiglicantes in vitro, tanto pela via 

oxidativa quanto não oxidativa. Essa ação benéfica evita os danos causados pela 

glicotoxicidade, comuns em indivíduos diabéticos. Curiosamente, a Diidrochalcona 

extraída da Eysenhardtia polystachya também mostrou a capacidade de manter 

baixos níveis de HbA1c (4,3 ± 0,8%) em camundongos diabéticos tratados por 5 

semanas na dose de 100 mg kg-1 pc, atenuando os danos renais causados pelos 

produtos finais de glicação avançada, isso reforça a importância das chalconas 

sintéticas ou naturais como possíveis alternativas terapêuticas para o tratamento do 

diabetes e suas complicações. (AGEs) (PÉREZ et al., 2019).  
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Figura 0 7: Mensuração da glicemia (A) e hemoglobina glicada (B) em camundongos diabéticos após 
7 semanas de tratamento com MPP e nanocápsula com MPP. Os valores foram expressos em média 
± SEM para (n = 6). One way ANOVA os grupos foram comparados com o grupo diabético não 
tratado (GD) com teste Dunnett de foi aplicado. Onde: p < 0.05 **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 
0.0001 mostram diferencia estatística quando comparado com o Grupo não tratado (GNT) e nsp ˃ 
0.05 não apresenta diferencia estatística 

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

 

Colesterol 
mg/dl 

Triglicerídeos 
mg/dl 

Creatinina 
mg/dl 

Ureia 
mg/dl 

Ácido Úrico 
mg/dl 

TGO 
U/L 

TGP 
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 1,1±0,3b 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 76±17a 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 bioquímicos dos grupos não diabéticos (GND), grupos diabéticos não tratados (GDN), 
Metformina 200 mg kg-1 (P200), MPP 200mg kg-1 (MPP200), MPP 100mg kg-1 (MPP100), 
Nanoencapsulado de MPP 10mg kg-1 NC10) e Nanoencapsulado de MPP 5mg kg-1 (NC5) são 
expressos em média ± DP (N=6/Grupo) e analisados por One-way ANOVA seguido por Tukey, onde 
as letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças estatísticas significativas (p>0,05) 
 

Os parâmetros bioquímicos renais analisados foram a creatinina, ureia, e ácido 

úrico, sendo que os níveis creatinina indicam danos nos grupos MET200 e GD. 

Quanto aos níveis de ureia e ácido úrico, 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 concentração elevada de malonaldeído (µmol/g) mostrada na figura 08, foi 

possível identificar dano hepático 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) não apresentaram dano hepático, 

demonstrando diferença significativa em relação ao grupo GD. Os grupos MET200 

(1,9±0,1) e NC5 (2±1) apresentaram um leve aumento no malonaldeído, sugerindo a 

possibilidade de uma resposta adaptativa em relação ao estresse oxidativo hepático.  

 

Figura 0 8: Mostra o doseamento da malonaldeído em camundongos diabéticos após 7 semanas de 
tratamento com MPP e nanocápsula com MPP. Os valores foram expressos em média ± DP para (n = 
6). One way ANOVA os grupos foram comparados com o grupo diabético não tratado (GD) com teste 
Dunnett de foi aplicado. Onde: p < 0.05 **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 mostram diferencia 
estatística quando comparado com o Grupo não tratado (GN) e nsp ˃ 0.05 não apresenta diferencia 
estatística. 

Na análise histológica do fígado, o grupo GN revelou uma arquitetura normal dos 

hepatócitos (h) com capilares sinusóides (s) estreitos, alguns hepatócitos 

binucleados e células de Kupffer (Fig. 09a). Já no grupo GD, observou-se uma 

redução acentuada do número de hepatócitos (h), que apresentavam hipertrofia, 

além de uma expessiva redução vascular. Esses hepatócitos exibiam um perfil de 

danos marcado por infiltrado inflamatório (inf), microvesículas com gotículas e 

glicogênio, e esteatose macrovesicular (zeta amarela), caracterizada por gotículas 
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de gordura bem definidas. Além disso, identificou-se a presença de uma célula em 

apoptose, bem como células de Kupffer, devido à sua baixa vascularização e 

capilares sinusoidais dilatados (sd) (Fig. 09d), indicando um dano hepático 

acentuado. 

No grupo MPP100 podemos observar diversos hepatócitos em apoptoses (hap) 

e um infiltrado inflamatório (inf) proeminente, acompanhados de capilares sinusóides 

dilatados e hepatócitos com infiltrado microvesicular (hst), evidenciando um dano 

hepático significativo (Fig. 09e). Em contrapartida, os grupos MPP200 (Fig 09b) e 

NC10 (Fig 09c) exibiram uma arquitetura semelhante ao grupo GN, sugerindo uma 

preservação da integridade hepática. Essa observação condiz com os baixos níveis 

de malonaldeído produzido nesses grupos (Fig. 08). O grupo MET200 (Fig. 09g) 

mostrou presença de várias células de Küpper e evidências de esteatose 

macrovesicular (zeta amarela), indicando uma leve inflamação. Por fim o grupo 

NC05 (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), 
histopatológica do fígado determinado via coloração H & E (aumento de 40x, 50 μm 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: hepatócito; bh: 
hepatócito bilateral; s: sinusóide capilar; ds: sinusóide dilatada; gc: conteúdo de glicogênio; Kp: célula 
de Kupffer; hap: hepatócito em apoptose; hst: hepatócito na esteatose microvesicular; inf: infiltrado 
inflamatório; seta amarela: esteatose macrovesicular 

 

4 Conclusão:  

Neste estudo, evidenciamos que tanto o MPP quanto a metformina exercem 

eficácia notável na redução da glicemia em camundongos diabéticos, quando 

administrados oralmente a uma dose de 200 mg kg-1 pc durante 7 semanas. Isso 

reforça as propriedades antidiabéticas do MPP em um contexto in vivo. Contudo, 

vale ressaltar que sua alta lipofilicidade levou à perda da atividade antidiabética na 

dose de 100 mg kg-1 pc.  

Para superar este desafio, foi desenvolvida uma nanoformulação, com 

estabilidade de tamanho e potencial zeta a um pH 5 e temperaturas entre 20 ˚C e 70 

˚C. Através do revestimento das nanocápsulas com Kollicoat® MAE 100P, um 

polímero de liberação retardada, conseguimos ampliar o efeito antidiabético do MPP 

em até 20 vezes. Este notável resultado se deve à liberação seletiva do MPP no 

ambiente intestinal, conferindo maior precisão terapêutica. 

Além disso, durante o tratamento de camundongos diabéticos por 7 semanas 

com MPP a 200 mg kg-1 pc e com o nanoencapsulado contendo 10 mg kg-1 pc de 

MPP, não foram observados sinais de toxicidade hepática e renal. Tais achados 

fornecem bases promissórias, 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, é importante ressaltar a 

necessidade de estudos adicionais e ensaios clínicos para validar completamente o 

potencial terapêutico, segurança e eficácia dessa nanoformulação. No entanto, as 

descobertas atuais abrem caminho para uma abordagem potencialmente 
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transformadora no tratamento do diabetes mellitus. A nanoencapsulação do MPP 

apresenta-se como uma opção terapêutica inovadora e potente na luta contra o 

diabetes.  
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 Este trabalho confirmou que a 4-metoxichalcona (MPP) possui atividades 

consideradas antidiabéticas demonstradas por meio de ensaios in sílico, in vitro e 

in vivo.   

 Constatou-se que o método de reação de condensação de Claisen-Schmith. 

 sintetiza MPP com pureza de 96%. 

 A MPP não se mostrou capaz causar hemólise e se ser citotóxica em células de 

fibroblastos humanos.  

 Constatou-se que a MPP não possui atividade inibitória sob a enzima ꭤ-

glicosidase pelos testes in vitro e não interfere na tolerância a sacarose quando 

avaliada in vivo.   

 Foi possível desenvolver um nanoencapsulado contendo MPP com tamanho de 

partícula e potencial zeta homogêneo e estável a temperatura de 10 ˚C - 80 ˚C e 

pH de 1 – 5. 

 O tratamento por 7 semanas de camundongos diabéticos com MPP na dose de 

200 mg kg-1 pc (123±44 mg/dl) e o NC contendo MPP na dose de 10 mg kg -1 pc 

(166±58 mg/dl) reduziu a glicemia níveis normais. Este resultado mostra que o 

que mostra que o NC potencializa aproximadamente 20 vezes o efeito 

antidiabético da MPP. 

 A administração oral de MPP (200 mg kg-1 pc) ou do NC (10 mg kg-1 pc) foi capaz 

de normalizar os níveis de HbA1c após 7 semanas de tratamento. 

 Os resultados bioquímicos e histológicos mostraram que a MPP e o NC contendo 

MPP nas doses acima mostradas evitam danos renais e hepáticos causados pelo 

diabetes.  
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