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RESUMO
Chalconas são cetonas α,β-insaturadas e apresentam uma estrutura básica de 1,3-difenil-2-propen-1-ona. Foi avaliado a segurança não clínica da chalcona C 3-N frente à zebrafish (Danio rerio) adulto. As doses da substância foram preparadas com DMSO 3% (4, 20 e 40 mg/kg; 20 µL i.p) e submetidas ao teste de toxicidade aguda e Campo Aberto frente a zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa). Após 96 horas de tratamento, foi anotado o número de peixes mortos em cada grupo e determinado a dose letal capaz de matar 50% dos animais (DL50). Como resultado, a chalcona não se mostrou tóxica. As três doses testadas 4, 20 e 40 mg/kg causaram comprometimento motor dos ZFa, semelhantes ao controle (Diazepam) no teste de Campo Aberto. De acordo com esses dados estatísticos, pode-se sugerir possível ação no Sistema Nervoso Cental (SNC) da chalcona C 3-N, já que os animais mostraram-se sedados. 
Palavras-chave: Chalcona. Potencial farmacológico. Zebrafish. 

ABSTRACT
Chalcones are ketones α, β-unsaturated and and have a basic structure of 1,3-diphenyl-2-propene-1-one. The non-clinical safety of chalcone C 3-N against adult zebrafish (Danio rerio) was rated. The doses of the substance were prepared with 3% DMSO (4, 20 and 40 mg / kg; 20 µl i.p) and subjected to an acute toxicity test and an Open Field in front of an adult zebrafish (Danio rerio) (ZFa). After 96 hours of treatments, the number of dead fish in each group was recorded and the lethal dose capable of killing 50% of the animals (LD50) was determined. As a result, the chalcone was not toxic. The three doses tested 4, 20 and 40 mg / kg caused motor impairment of the ZFa, similar to the control (Diazepam) in the Open Field test. According to the statistical data, it is possible to suggest a possible action on the Central Nervous System (CNS) of chalcone C 3-N, since the animals were shown to be sedated. 
Key words: Chalcone. Pharmacological potential. Zebrafish.
INTRODUÇÃO
Chalconas são bioprecursoras dos flavonóides, consistindo de um sistema de carbonila α, β-insaturado que une dois anéis aromáticos e que apresentam uma estrutura básica de 1,3-difenil-2-propen-1-ona (FERREIRA et al., 2018). Possuem cadeia aberta com uma estrutura de 15 carbonos dispostos em dois estereoisômeros, Z e E. A presença e posições dos grupos hidroxila (ou de substâncias químicas substituintes), determina o máximo de potenciais biológicos (DÍAZ-TIELAS et al., 2016). As chalconas são substâncias de grande interesse químico-farmacológico devido sobretudo a sua estrutura simples e a diversidade de atividade medicinal que apresentam, dentre as quais são: atividade antioxidante, antinociceptiva, anticonvulsivante e antiinflamatória (FERREIRA et al., 2018).
Antes de investigar o potencial terapêutico de uma substância, é necessário fazer uma avaliação sobre sua toxicidade. Desta forma, o zebrafish (Danio rerio) vêm sendo utilizado como modelo animal substitutivo ao uso de roedores, na investigação da toxicidade. Este modelo apresenta baixo custo e possui alta fisiologia genética, facilmente manipulada e homóloga com seres humanos (80-85%), principalmente no sistema nervoso central (CAMPOS, 2016; RESENDE; SOCCOL, 2015; SIMONETTI et al., 2015). 
O campo aberto é um teste frequentemente utilizado em análises de comportamento animal em pesquisa básica. Este tem o objetivo de analisar manifestações comportamentais de ansiedade e estresse e também o efeito de fármacos. Atividade exploratória diminuída e ocorrência de movimentos erráticos são indicadores de alteração no SNC (Sistema Nervoso Central) (RESENDE; SOCCOL, 2015). Portanto, o presente trabalho possui o objetivo de avaliar a segurança não clínica da chalcona (2E)-1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-3-(3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona frente à zebrafish (Danio rerio) adulto.

MATERIAIS E MÉTODOS 
[bookmark: _GoBack]Amostra teste: Nesse trabalho foi utilizada como amostra teste uma chalcona sintetizada [(2E)-1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-3-(3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona (C 3-N) (Figura 1), cedida pelo Químico de Produtos Naturais Prof. Dr. Hélcio Silva dos Santos (UVA-Sobral-CE).  
                                         

                                               

Figura 1. Estrutura química da chalcona (2E) -1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(3- nitrofenil) prop-2-en-1-ona.

Zebrafish: Foram utilizados zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos os sexos com idade de 60-90 dias, tamanhos de 3,5 ± 0,5 cm e peso 0,4 ± 0,1 g, obtidos da Agroquímica: Comércio de Produtos Veterinários LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceará, Brasil). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceará (CEUA-UECE), sob protocolo nº 7210149/2016. 
Toxicidade aguda 96h: O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish (D. rerio) adulto conforme metodologias propostas pela Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (1992) e Ferreira e colaboradores (2019). Os animais (n=6/gupo) foram tratados com 20 µL, via intraperitoneal, com amostra teste (4 ou 20 ou 40 mg/kg) ou veículo (DMSO 3%; 20 µL) e deixados em repouso para analisar a taxa de mortalidade. O grupo veículo foi utilizado como controle. Após 96 horas dos tratamentos, foi anotado o número de peixes mortos em cada grupo e determinado a dose letal capaz de matar 50% dos animais (DL50) através do método matemático Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confiança de 95% (ARELLANO-AGUILAR et al., 2015). 
Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto): Foi realizado o teste de campo aberto para avaliar alteração ou não da coordenação motora dos animais, seja por sedação e/ou relaxamento muscular. Inicialmente, os animais (n=6/gupo) foram tratados com 20 µL, via intraperitoneal, com C 3-N (4 ou 20 ou 40 mg/kg) ou veículo (DMSO 3%; 20 µL). Um grupo de animais sem tratamentos foi incluído (Naive). Após 30 min dos tratamentos via intraperitoneal, os animais foram adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma água do aquário, marcadas com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora através da contagem do número de cruzamento de linhas (CL).  Usando o valor de CL do grupo Naive como linha de base (100%), será calculado a porcentagem de atividade locomotora (AL%) individualmente durante 0-5 minutos (Magalhães et al., 2017).
RESULTADOS E DISCUSSÕES
A droga aplicada via intraperitoneal em ZFa não se mostrou tóxica durante 96 horas de análise (CL50> 40 mg/kg). Para investigar se a chalcona alterou ou não a mobilização do ZFa, foi empregado o teste de Campo Aberto. Como resultado, foi observado que todas as doses utilizadas causaram comprometimento motor dos ZFa, semelhantes ao controle (Diazepam), como mostrado na Figura 2.
  [image: ]
Figura 2. Efeito da C3-N em zebrafish (Danio rerio) adulto no teste de Campo Aberto. ANOVA seguida do Teste Tukey (*p < 0.05 e ****p < 0.0001 vs DMSO 3%; # # # #p < 0.0001 vs Diazepam).
Fonte: Elaborado pelo autor

De acordo com a Figura 1, pode-se observar que os animais tratados com as concentrações de 4, 20 e 40 mg/Kg diminuíram atividade locomotora dos ZFa significativamente, semelhante (p>0,05) ao controle DZP. De acordo com esses dados estatísticos, pode-se sugerir possível ação no Sistema Nervoso Central (SNC) da chalcona C 3-N, já que os animais se mostraram sedados. 
Esses resultados são considerados importantes e corroboram com relatos descritos por Higgs e colaboradores (2018) de que os derivados simples de chalconas são promissores compostos para o desenvolvimento de novos medicamentos para o SNC e compreendem uma estrutura em potencial para a química medicinal no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da ansiedade, depressão e dor. 

CONCLUSÃO
A chalcona (2E)-1-(-2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil)-3-(3-nitrofenil) prop-2-en-1-ona não é tóxica e apresentou significante efeito no Sistema Nervoso Central (SNC) frente à zebrafish (Danio rerio) adulto. Diante disso, outras análises deverão ser realizadas a fim de confirmar os possíveis mecanismos de atividade ansiolítica da chalcona.  
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