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| Resymo |

Chalconas e seus derivados tem despertado grande interesse dos pesquisadores na area
de quimica medicinal, por ampla diversidade de atividade farmacoldgica. Nos ultimos anos, o
zebrafish adulto vem sendo empregado como modelo substitutivo ao uso de roedores em testes
toxicologicos. Desta forma, esse trabalho reporta a sintese e avaliacdo da seguranca nao-clinica
da chalcona (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (C-Benzal) em zebrafish
adulto. Como resultado, a C-Benzal causou um efeito sedativo em zebrafish adulto, porém néo se
mostrou toxica. Assim, utilizaremos tal chalcona sintética para avaliar o potencial farmacolégico,
tal como possivel efeito ansiolitico.

Palavras-chave: Chalcona; Zebrafish adulto; Toxicidade.

| Introducado |

Chalconas constituem uma familia de pequenas moléculas com abundancia natural em
plantas. Seus representantes sdo cetonas a, B-insaturadas que apresentam em sua estrutura o
nacleo 1,3-diarilprop-2-en-1-ona (AVILA et al., 2008) (Figura 1) e o esqueleto Cs-C3-Cs. Seus dois
estereoisbmeros, Z e E, sdo precursores comuns na biossintese de flavondides e isoflavondides.
Chalconas e seus derivados tem despertado grande interesse dos pesquisadores na area de
guimica medicinal, sobretudo, por possuirem estrutura quimica relativamente simples e ampla
diversidade de atividade farmacolégica (NI et al, 2004, NOWAKOWSKA, 2007).

Figura 1. Estruturafundamental das chalconas.



Desde muito tempo o zebrafish adulto vem sendo empregado em testes de
toxicidade no monitoramento de contaminantes ambientais (Huang et al., 2014),
compostos farmacéuticos (HILL, 2005), bem como biomonitoramento toxicolégico no
desenvolvimento de medicamentos (CABALLERO e CANDIRACI, 2018).

Assim, nesse trabalho reportamos a sintese e avaliagdo a seguranca nao-clinica da
chalcona (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (Figura 2) em zebrafish

adulto.
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Figura 2. Represetacdo Estrutural da chalcona (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-3-fenilprop-2-

en-1-ona.

Metodologia |
Sintese da chalcona

A chalcona foi sintetizada por reacbes de condensacédo alddlica de Claisen-Schmidt em
meio bésico, utilizando a 4-hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (1) com o benzaldeido (2). Foi
tomado 2 mmol dos derivados de benzaldeido, dissolvidos em 5 mL de etanol. Acrescentou-se 10
gotas de uma solugdo de hidroxido de sédio 50% deixando-se sob agitagdo por 2 minutos.
Acrescentou-se a esta mistura 2 mmol da dissolvidos em 5 mL de etanol sob agitacdo magnética
a temperatura ambiente por um periodo que variou de 48 horas e monitorada em CCD. Apés
terminada a reacdo o precipitado foi filtrado e lavado com H.O gelada até pH neutro. O produto
formado (C-Benzal) foi avaliado por cromatografia em camada delgada (CCD) e purificado por

recristalizacdo em etanol (Esquema 1).
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Esquema 1. Sintese da Chalcona (2E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)--fenilprop-2-en-1-ona.

Zebrafish
Foram utilizados zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos 0s sexos com

idade de 60-90 dias, tamanhos de 3.5 + 0.5 cm e peso 0.4 £+ 0.1 g, obtidos da Agroquimica:
2



Comeércio de Produtos Veterinérios LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceara, Brasil). Grupos de
50 peixes foram aclimatados por 24 h em aquarios de vidro (40 x 20 x 25 cm), contendo agua
desclorada (anticloro ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com
ciclo circadiano de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racao (Spirulina®) ad libitum 24
h antes dos experimentos. ApOs 0s experimentos, os animais foram sacrificados por imersao em
agua gelada (2-4 °C), por 10 minutos, até a perda de movimentos operculares (CONCEA, 2018).
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais
da Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE), sob protocolo n° 3344801/2017.

Protocolo geral

Os testes com zebrafish foram realizados baseando-se em metodologias propostas por
Magalhdes et al. (2017). No dia dos experimentos, o0s peixes foram selecionados
randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com as amostras testes ou
controle, via oral (v.0.) (COLLYMORE, RASMUSSEN e TOLWANI, 2013). Em seguida, os
animais foram acondicionados individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de
agua do aquario para repouso. Para os tratamentos via oral foi usada pipeta automatica variavel
de 20 pL com ponteiras estéreis.

Avaliacdo da seguranca nao clinica

Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Foi realizado o teste de campo aberto (AHMAD e RICHARDSON, 2013) para avaliar
alteracdo ou ndo da coordenacdo motora dos animais, seja por sedacdo e/ou relaxamento
muscular. Inicialmente, os animais (n=6/gupo) foram tratados, via oral (v.0.), com C-Benzal (1,0
ou 3,0 ou 10 mg/kg) ou Diazepam (DZP; 40 mg/kg), ou veiculo (DMSO 3%; 20 yL). Um grupo de
animais sem tratamentos foi incluido (Naive). Apos 1 hora dos tratamentos, os animais foram
adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma agua do aquério,
marcadas com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora através da contagem do
namero de cruzamento de linhas (CL). Usando o valor de CL do grupo Naive como linha de base
(100%), foi calculado a porcentagem de atividade locomotora (AL%) individualmente durante 0-5

minutos.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrdo da média para cada
grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuicdo e homogeneidade dos
dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA
unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas com o software

GraphPad Prism v. 5.0. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p<0,05).



_Resultados e Discyssao |

Para avaliar a seguranca nao clinica da C-Benzal empregamos o zebrafish adulto como
modelo substitutivo ao uso de roedores. Inicialmente, avaliamos o seu efeito sob a atividade
locomotora dos animais, pois é dos parametros de analise comportamental que vem sendo
utilizado para avaliar acdo de drogas que podem atuar sob o sistema nervoso central do zebrafish
(Danio rerio) adulto e causar comprometimento locomotor ou ndo (GEBAUER et al.,, 2011;
TAYLOR et al., 2017). Como resultado, C-Benzal (1 ou 3 ou 10 mg/kg) causou comprometimento
locomotor dos animais, significantemente (p>0,05) semelhante ao efeito do diazepam (DZP; 10
mg/kg; p<0,001 vs. naive e veiculo), Fig. 3.
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Figura 3. Efeito da C-Benzal sob a atividade locomotora do zebrafish (Danio rerio) adulto no
Teste de Campo Aberto (0-5min). Naive - animais néo tratados. DZP — Diazepam (10 mg/kg).
Veiculo (DMSO 3%; 20 pL). v.o. — administracéo via oral. Os valores representam a média * erro
padrdo da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey. Os numeros acima
de cada coluna indicam porcentagem de atividade locomotora (%AL).

Tal diminuicdo da atividade locomotora em zebrafish adulto causada pela C-Benzal
sugere uma possivel acdo sedativa, tais como os benzodiazepinicos (drogas ansioliticas),
0s quais diminuem atividade locomotora (mobilidade) de zebrafish (Danio rerio) adulto em
campo aberto, conforme destacam Gupta et al. (2014) e Benneh et al. (2017). Nesse
contexto, investigaremos posteriormente possivel efeito ansiolitico-simile dessa chalcona.

Em nossos trabalhos anteriores, empregamos também o zebrafish adulto para avalia a
toxicidade aguda de chalconas sintéticas (Ferreira et al., 2017). Dando continuidade as nossas
pesquisas, utilizamos também o zebrafish adulto para avaliar a toxicidade aguda (96 h) da C-
Benzal. Como resultado, constatou-se que a C-Benzal ndo foi tdxica, pois nenhum animal morreu
(DLso > 10 mg/kg).

 conclyséao .|
A C-Benzal [(E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona] sintetizada causou

um efeito sedativo em zebrafish adulto, porém n&o se mostrou téxica. Assim, utilizaremos tal

chalcona sintética para avaliar o potencial farmacolégico, tal como possivel efeito ansiolitico.
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