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Resumo

Uma nova chalcona N-4'-[(2E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona] acetamida foi
sintetizada e caracterizada pelo uso das técnicas de RMN de 'H e Bc, Infravermelho e
espectrometria de massas. Assim, foi avaliado o potencial toxico e etol6gico de ansiedade desta
chalcona, frente a zebrafish (Danio rerio) adulto. Solu¢des desta substancia foram preparadas
com DMSO 3% (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL; 20 pL i.p) e submetidas ao teste de toxicidade aguda frente
a zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa). Foi calculada a concentragéo letal para matar 50% (CLsp)
dos ZFa em até 96h. As mesmas solu¢des foram investigadas quanto ao possivel potencial
ansiolitico frente a ZFa, através do teste de campo aberto. Como resultado, a chalcona nao foi
toxica para ZFa. As trés concentragfes testadas diminuiram atividade locomotora (AL) dos ZFa
(AL = 26,5% a 45,8%, porém as concentracdes de 0,3 e 1,0 mg/mL (20 pL i.p) foram
significativamente semelhante (p>0,05) ao controle da droga ansiolitica, Diazepam (ALpzp=5,3%).
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Introducéo

Chalconas séo cetonas a,B-insaturadas, que apresentam em sua estrutura simples o nucleo
1,3-diarilprop-2-en-1-ona (AVILA et al., 2008) (Figura 1). Seus dois estereoisémeros, Z e E, s&o
precursores comuns na biossintese de flavonoides e isoflavonéides. Chalconas e seus derivados
sdo substancias de grande interesse quimico-farmacolégico e tem recebido uma grande atengao
devido sobretudo a sua estrutura relativamente simples e a diversidade de atividade farmacoldgica
que apresentam (DIMMOCK et al., 1999; NI et al., 2004; NOWAKOWSKA, 2007).

Figural: Estrutura fundamental das chalconas

Fonte: Elaborada pelo autor

Esta vasta gama de atividades é em grande parte atribuida as inUmeras possibilidades de
substituicbes nos anéis aromaticos das chalconas, pois a metodologia de sintese das mesmas,
baseada na condensacéo de Claisen-Schmidt, possibilita a obtencdo de uma grande variedade de
compostos, fornecendo a variedade estrutural pretendida (DUCKI et al., 1998).

Para a avaliacdo da toxicidade e investigagdo de potencial terapéutico de determinadas
drogas, o uso de Zebrafish (Danio rerio) é considerado modelo promissor (RESENDE e SOCCOL,
2015), além de apresentar algumas vantagens em relagdo aos modelos mamiferos como
manutencdo de baixo custo, pratica e experimentacdo executavel em espacos reduzidos (DE
CAMPOS, 2016).

Portanto, o presente trabalho reporta o potencial toxico e etolégico de ansiedade de uma

nova chalcona (Figura 2) frente a zebrafish (Danio rerio) adulto.

Figura 2: N-4'- [(2E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona] acetamida
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Fonte: Elaborada pelo autor

Materiais e Métodos

A chalcona N-4'-[(2E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona] acetamida foi sintetizada
através da reacdo de condensacao alddlica de Claisen-Schmidt em meio basico, utilizando p-
aminoacetofenona e m-nitrobenzaldeido (GASSUL et al., 2004), seguida da reacéo de acetilagédo
com anidrido acético em meio tamponado (acido acético/acetato de sédio) em pH =5, sob
agitacdo magnética. Foi caracterizada pelo uso das técnicas de RMN de *H e *C, Infravermelho e
espectrometria de massas.

Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa)

Animais com 60 a 90 dias (0,4 + 0,1g), selvagens, de ambos os sexos, foram obtidos de um
fornecedor comercial (Fortaleza, CE). O manejo e aclimatizacdo dos animais foram realizados no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN-S) da Universidade Estadual do Cear3,
Campus do Itaperi, Fortaleza - CE. Os animais foram mantidos em aquario de vidro (n=5/L), a
temperatura de 25 £ 2° C, em ciclos de claro-escuro de 14/10 horas por 24 h. Foi utilizada agua da
torneira previamente tratada com anticloro (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submerso. Os
animais receberam ragdo ad libitum. Os bioensaios realizados estdo de acordo com os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal e foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Ceara (#7210149/2016).

Toxicidade aguda frente ao zebrafish (Danio rerio) adulto

O ensaio foi realizado baseando-se em metodologia proposta por Ekambaram, Perumal e
Pavadai (2017), com adapta¢bes. Como adaptacdo do método, ZFa (n=7/grupo) foram tratados
via intraperitoneal (i.p) com 20 pL do composto diluido em DMSO 3% (0,1; 0,3 ou 1,0 mg/mL).
Como controle negativo foi utilizado o veiculo (DMSO 3%; 20 pL i.p). Apos 24, 48, 72 e 96 horas,
os valores obtidos com o numero de ZFa mortos foram submetidos a andlise estatistica,
estimando-se a concentracao letal para matar 50% (CLsg) de ZFa através do método matemético
Trimmed Spearman-Karber, com intervalos de confianga de 95% (ARELLANO-AGUILAR et al.,
2015).

Teste etolégico de ansiedade (Teste de Campo Aberto)
O teste foi realizado conforme metodologia proposta por Magalhdes et al. (2017). Os ZFa

(n=6/grupo) foram tratados com solu¢des nas concentrac¢des (0,1; 0,3 ou 1,0 mg/mL; 20 pL i.p).
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Como controle positivo, um grupo de animais foi tratado com Diazepam (DZP; 2,5 mg/Kg; 20 pL
i.p), preparado com DMSO 3%. Apds 1 hora dos tratamentos via intraperitoneal, os animais foram
adicionados em placas de Petri, contendo a mesma agua do aquério, marcadas com quatro
quadrantes e analisada a atividade locomotora através da contagem do nimero de cruzamento de
linhas, durante 5 minutos. A possivel atividade ansiolitica foi caracterizada pela diminuicdo da
atividade locomotora (AL ou Cruzamentos de Linhas) dos ZFa, comparando-se com o0 controle
(DZP). Os animais que nao receberam tratamentos foram considerados como baseline ou naive

(100 % de atividade locomotora) e calculado o percentual de atividade locomotora (%AL).
Analise estatistica

Os dados do teste de campo aberto foram expressos como média + erro padrao da média
(e.p.m). A comparacao entre as médias foi realizada utilizando-se analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
guando p < 0,05.

Resultados e Discusséao

Nesse trabalho foi utilizado o zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa) como modelo animal
vertebrado alternativo ao uso de animais de laboratério na investigacao da toxicidade da chalcona
N-4'-[(2E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona] acetamida. Como resultado, a droga
aplicada via intraperitoneal em ZFa ndo se mostrou toxica durante 96 horas de andlise (CLso > 1.0
mg/mL).

Para investigar o possivel efeito ansiolitico da chalcona, empregamos o teste etolégico de
ansiedade, ou Teste de Campo Aberto, o qual é bastante empregado em roedores para detectar o
possivel efeito ansiolitico de drogas (CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Recentemente,
Magalhdes et al. (2017) adaptaram o método para Zebrafish (Danio rerio) adulto para fazer
avaliacbes locomotoras e comportamentais abrangentes dos efeitos de drogas analgésicas.
Assim, foi realizado o mesmo método para avaliar o possivél efeito ansiolitico de solugbes da
chalcona, empregando-se o Diazepam como padrdo de drogas ansioliticas. Como resultado, foi
observado que todas as doses utilizadas causaram comprometimento motor dos ZFa,

semelhantes ao controle (Diazepam), como mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Atividade locomotora de zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo Aberto (0-5
min). 1007
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PAAPMINBA (mofmL 20 uL 1) Fonte: Elaborado pelo autor

Naive — animais néo tratados; Veiculo — DMSO 3%; PAAPMNBA — chalcona biossintetizada [N-(4'(2E)-3-(3-nitrofenil)-1-(fenil)prop-2-en-
1-ona) acetamida]; DZP — Diazepam (2,5 mg/Kg; 20 pL i.p). Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 6
animais/grupo; ANOVA seguida de Tukey. **p< 0,01; ***p< 0,001 vs Naive; * p< 0,05; **p< 0,01; *#*p< 0,001 vs Veiculo; ®p< 0,05 vs
DZP. Os nimeros acima de cada coluna indicam porcentagem de atividade locomotora (%AL) ou cruzamentos de linha (%CL).

De acordo com a Figura 3, podemos observar que 0s animais tratados com as concentracdes
de 0,3 e 1,0 mg/mL diminuiram atividade locomotora dos ZFa significativamente, semelhante
(p>0,05) ao controle (ALpzp=5,3%). De acordo com esses dados estatisticos, pode-se sugerir
possivel agdo ansiolitica da chalcona, pois segundo Gebauer et al. (2011), os compostos
ansioliticos, assim como o0s benzodiazepinicos, diminuem atividade locomotora de Zebrafish
(Danio rerio) adulto.

Esses resultados sdo considerados importantes e corroboram com relatos descritos por
Jamal, Ansari e Rizvi (2008), os quais reportam derivados de chalconas com acéo ansiolitica em
ratos. Dessa forma, os resultados nos direcionam para analises mais especificas, a fim de

confirmar e caracterizar 0os possiveis mecanismos de atividade ansiolitica da chalcona testada.

Concluséao

Conclui-se que a chalcona N-4'-[(2E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona] acetamida
nao é toxica e apresentou possivel efeito ansiolitico frente a Zebrafish (Danio rerio) adulto. Dessa
forma, novos estudos serdo realizados para a confirmacdo e caracterizagcdo dos possiveis

mecanismos de atividade ansiolitica.
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