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RESUMO

As chalconas constituem um grupo de moléculas bioativas com potencial terapéutico promissor.
Sua estrutura simples e versatil estd associada a diversas atividades biologicas, incluindo efeitos
antimicrobianos, antiparasitdrios, anti-inflamatdrios, antioxidantes e antitumorais. Essas
propriedades se relacionam, em parte, ao seu sistema a,B-insaturado, capaz de interagir com
alvos celulares. No entanto, essa mesma caracteristica estrutural reforca a importancia da
avaliacdo do potencial toxicologico dessas moléculas. Nesse contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar toxicidade in silico e in vitro de uma série de 2’-hidroxichalconas sintéticas
visando associar as modificagdes estruturais ao perfil de toxicidade dessas substancias. Foram
realizadas predicdes in silico dos parametros de toxicidade 6rgao-alvo, desfechos toxicologicos
e interacdo com enzimas do citocromo P450 no servidor Protox 3.0. Ademais, foram realizados
ensaios de viabilidade celular em linhagens LLC-MK2, HK2, RAW 264.7, astrocitos, BV2,
PC12, L.929 e IEC-6 por ensaio de MTT, nas concentragdes de 3,9 a 250 uM. As predigdes in
silico indicaram baixo risco para cardiotoxicidade e citotoxicidade, mas sugeriram possivel
imunotoxicidade para algumas moléculas e potencial inibicdo de enzimas do citocromo P450
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4 e CYP2E1). Os resultados in vitro demonstraram
que as chalconas 1A, 1C e 1D apresentaram maior toxicidade causando redugdes expressivas
na viabilidade celular das linhagens HK-2, RAW 264.7, astrocitos, BV2, PC12, L929 e IEC-6
entre as concentracdes de 31,2 e 62,5 uM. Em contraste, as chalconas 2C e 3A demonstraram
menor efeito citotoxico, com valores de CCso superiores a 250 pM. Os dados obtidos ampliam
o conhecimento sobre a relacdo entre estrutura e toxicidade das 2'-hidroxichalconas,
contribuindo para estudos futuros sobre o seu potencial terapéutico e aplicagdo no

desenvolvimento de novos protdtipos farmacoldgicos.

Palavras-chave: chalconas; citotoxicidade; toxicidade in silico.



ABSTRACT

Chalcones constitute a group of bioactive molecules with promising therapeutic potential. Their
simple and versatile structure is associated with diverse biological activities, including
antimicrobial, antiparasitic, anti-inflammatory, antioxidant, and antitumor effects. These
properties are partly linked to their a,B-unsaturated system, which interacts with cellular targets.
However, this same structural feature underscores the importance of evaluating their
toxicological potential. In this context, this study aimed to assess the in silico and in vitro
toxicity of a series of synthetic 2’-hydroxychalcones, seeking to associate structural
modifications with their toxicity profiles of these substances. In silico predictions of organ-
specific toxicity endpoints, adverse outcomes, and interactions with cytochrome P450 enzymes
were performed using the ProTox 3.0 server. Additionally, cell viability assays were conducted
on LLC-MK2, HK2, RAW 264.7, astrocytes, BV2, PC12, L929, and IEC-6 cell lines using the
MTT assay, at concentrations ranging from 3.9 to 250 uM. The in silico predictions indicated a
low risk of cardiotoxicity and cytotoxicity but suggested potential immunotoxicity for some
compounds and possible inhibition of specific cytochrome P450 enzymes (CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4 and CYPE2E1). The in vitro results showed that chalcones 1A,
1C, and 1D exhibited higher toxicity, causing significant reduction in cell viability in HK-2,
RAW 264.7, astrocytes, BV-2, PC-12, L.929 and IEC-6 cell lines at concentrations between 31.2
and 62.5 uM. In contrast, chalcones 2C and 3A showed lower cytotoxic effects, with CCso
values exceeding 250 pM. These findings advance the understanding of the structure-toxicity
relationship of 2’-hydroxychalcones, contributing to future studies on their therapeutic potential

and application in the development of novel pharmacological prototypes.

Keywords: chalcones; cytotoxicity; in silico toxicity.
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1 INTRODUCAO

As chalconas sao um grupo de moléculas de ocorréncia natural caracterizadas pela
estrutura quimica de 1,3-diaril-2-propen-1-ona com um sistema a,B-insaturado. Essas
moléculas sdo encontradas em diversas espécies de plantas, como as do género Angelica,
Glycyrrhiza, Humulus e Scutellaria, onde atuam como metabolitos secundarios e precursoras
da biossintese de flavonoides, isoflavonas e de compostos heterociclicos intermediarios
(Dhaliwal et al., 2022; Zhuang et al., 2017).

Por conta da estrutura simples e de facil modifica¢do, essas moléculas podem ser
sintetizadas facilmente em laboratorio pela reagdo de condensagdao de Claisen-Schmidt, que
consiste na condensagdao de um benzaldeido com uma acetofenona na presenca de um
catalisador em meio acido ou basico, na presenca de um alcool (Amin et al., 2023; Gomes et
al., 2017).

Os efeitos biologicos das chalconas descritos na literatura sdo amplos e despertam
o interesse de grupos de pesquisa. Dentre as propriedades farmacoldgicas ja descritas, pode-se
citar as atividades tripanocida (Espinoza-Hicks et al., 2019; Magalhdes et al., 2022),
antileishmania (Borsari et al., 2017; Garcia et al., 2021), antifiingica (Cuartas et al., 2020),
antibacteriana (Xu et al., 2019), antimalarica (Cuartas et al., 2020), neuroprotetora (Pérez-
Gonzalez et al., 2022) e antiproliferativa (Ouyang et al., 2021).

O amplo espectro de efeitos bioldgicos ¢ atribuido a versatilidade estrutural da
molécula, permitindo modificagdes e sintese de andlogos de maneira rapida e simplificada
(Magalhaes et al., 2022). Assim, as chalconas possuem potencial como agentes terapéuticos em
diversas areas da saude, com avancos na sintese de derivados, no desenvolvimento de novas
rotas de sintese, a elucidagcdo de mecanismos de a¢do e identificacdo de alvos terapéuticos, essas
substancias sdo promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos e terapias mais eficazes
para tratamento de diversas doengas.

Tendo em vista o exposto, a realizagao de estudos de toxicidade ¢ essencial no
contexto de desenvolvimento de novos farmacos, para determinar se o uso de uma dada
substancia em certas condi¢des ¢ seguro para a saude humana (Williams, 2007). Os ensaios de
toxicidade in vitro sdo uma etapa essencial na avaliagdo da citotoxicidade de substancias e
fornecem informagdes importantes acerca da relacdo estrutura-atividade de um grupo de
moléculas, permitindo a selecdo de compostos mais seguros e a compreensdo de como essas

modificacdes interferem na citotoxicidade (McGonigle; Williams, 2014).



Dessa forma, este trabalho se propde a ampliar o conhecimento cientifico acerca de uma
série de chalconas, identificando como as modifica¢des estruturais influenciam na toxicidade

para elucidar condigdes seguras de uso.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial citotoxico de 2’-hidroxichalconas sintéticas in silico e in vitro,

visando associar a relagdo estrutura-atividade em diferentes linhagens celulares.

2.2 Objetivos especificos

e Estimar a toxicidade in silico das substancias em estudo.

e Determinar o efeito citotoxico das 2’-hidroxichalconas sintéticas sobre diferentes
linhagens celulares.

e [Estabelecer um estudo preliminar de relagdo estrutura-atividade acerca da

citotoxicidade das 2’-hidroxichalconas.



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Chalconas

As chalconas sdo um grupo de moléculas caracterizadas pela estrutura de um grupo
carbonila a,B-insaturado de trés carbonos ligado a dois anéis aromaticos (A e B) (figura 1). O
sistema 1,3-diaril-2-propen-1-ona pode existir como isdmeros trans e cis, sendo o isomero trans
0 mais estavel termodinamicamente e, em consequéncia disso, ¢ a configuragdo em que as
chalconas sdo encontradas predominantemente. A instabilidade do isdmero cis se da pelo forte
efeito estérico entre o grupo carbonila e o anel aromatico A (Dhaliwal et al., 2022; Gomes et

al., 2017; Zhuang et al., 2017).

Figura 1 — Representacdo estrutural de chalconas.

O

=

Fonte: Adaptado de Zhuang et al., (2017).

Essas moléculas, com ampla diversidade estrutural, podem ser classificadas, em
duas categorias: as chalconas simples (ou classicas) e as chalconas hibridas, € em ambos os
casos a estrutura 1,3-diaril-2-propen-1-ona ¢ mantida. Existem também os derivados e
estruturas relacionadas, como as bichalconas, que consistem em dois esqueletos chalconicos na
mesma estrutura; as dihidrochalconas, que possuem a ligacao dupla o, reduzida; mimicos de
chalconas e chalconas fundidas, que ndo sdo chalconas tradicionais, mas possuem mantém o
sistema a,B-insaturado ou possuem anéis fusionados ao nucleo da chalcona, e sao formadas em
vias biossintéticas especiais (Zhuang et al., 2017).

As chalconas ocorrem naturalmente, podendo ser encontradas em diversas plantas
como as do género Angelica, Glycyrrhiza, Humulus e Scutellaria, onde desempenham fungdes

de metabdlitos secundarios como a atividade antioxidante, antimicrobiana e de defesa contra



insetos e animais. Além disso, sdo precursoras da biossintese de flavonoides, isoflavonas e de
compostos intermedidrios heterociclicos (Dhaliwal et al., 2022).

H4 um crescente interesse na obtencdo e modificagdo de estruturas e na
identificacdo de novas aplica¢des farmacéuticas das chalconas devido ao amplo espectro de
efeitos biologicos descritos na literatura como atividade tripanocida (Espinoza-Hicks et al.,
2019; Magalhaes et al., 2022), antileishmania (Borsari et al., 2017; Garcia et al., 2021),
antifingica (Cuartas et al., 2020), antibacteriana (Xu et al., 2019), antimalarica (Cuartas et al.,
2020), neuroprotetora (Pérez-Gonzalez, 2022) e antiproliferativo (Ouyang et al., 2021).

3.2 Biossintese de chalconas naturais

A biossintese das chalconas ocorre em plantas por meio de rotas enzimaticas
especificas, envolvendo a via do acido chiquimico e a via do acetato malonato. Na via do 4cido
chiquimico, a fenilalanina, apds passar por trés processos enzimaticos ¢ transformada em
coumaroil-CoA. E na via do acetato malonato ocorre a formacdo da malonil-CoA a partir da
carboxilagdo de um acetil-CoA (Rajendran et al., 2022; Rammohan et al., 2020).

Em seguida, a enzima chalcona sintase (CHS), uma policetideo sintase do tipo I1I e
principal enzima deste processo de biossintese, realiza a condensag¢do da coumaroil-CoA com
trés moléculas de malonil-CoA formando um composto intermediario. Esse intermediario passa
por um processo de ciclizagdo que pode seguir de duas maneiras gerando dois produtos
distintos. Em um, sofre ciclizagdo por acdo da CHS formando uma 6’-hidroxichalcona
(naringenina). No outro, sofre reducdo e ciclizagdo por a¢do das enzimas chalcona redutase
(CHR) e chalcona sintase (CHS), formando uma 6’-deoxi chalcona (Rammohan et al., 2020;
Rozmer e Perjési, 2016). Esse mecanismo esta representado na figura 2.

As 6’-hidroxichalconas sdo os produtos gerados na maioria dos casos e sdo
substratos de uma outra enzima, a chalcona isomerase (CHI), para sintese de varios tipos de
flavonoides, isoflavonoides, antocianinas e outros compostos polifendlicos. As 6’-deoxi
chalconas, por outro lado, sdo precursoras de 5-deoxi flavonoides e estdo presentes

principalmente em leguminosas (Rozmer e Perjési, 2016; Rudrapal, 2021).



Figura 2 — Biossintese de chalconas
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Fonte: Adaptado de Zhuang et al., (2017).
3.3 Obtencao de chalconas sintéticas

As chalconas podem ser facilmente sintetizadas em laboratorio. O método mais
utilizado ¢ a reacdo de condensacao de Claisen-Schmidt, uma rea¢do bastante conhecida,
simples de ser realizada e que permite a formagdo de uma ligagdo dupla carbono-carbono de
maneira eficiente (Matos et al., 2015).

A reacdo de condensacao de Claisen-Schmidt consiste na condensa¢dao de um
benzaldeido com uma acetofenona na presenca de um catalisador acido ou basico em
temperaturas que variam de 50 a 100 °C (figura 3). Apesar de ser uma reacdo bastante utilizada
na sintese de chalconas, tem como desvantagens a baixa velocidade de reagdo que pode se
estender por dias, formagao de subprodutos indesejados, presenca de reagente nao consumido
no produto final e o percentual de rendimento que pode variar muito (10 a quase 100%) a

depender dos reagentes e catalisadores empregados (Amin et al., 2023; Gomes et al., 2017).



Figura 3 — Reacdo de condensagao de Claisen-Schmidt
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Normalmente, a sintese de chalconas ocorre em meio alcalino; a base promove a
forma¢ao de um enolato, seguida de uma adi¢do nucleofilica com formacdo de um produto
alddlico por desidratagdo. Exemplos de catalisadores que podem ser utilizados nesta reagdo sao
o hidroxido de so6dio (NaOH) e o hidroxido de potassio (KOH) dissolvidos em etanol ou
metanol. A presenca de um grupamento eletrofilico na cetona exige que a reacdo ocorra em
refluxo sob altas temperaturas devido a dificuldade de desidratar o carbono a. Por outro lado,
condi¢cdes moderadas s3o suficientes quando a cetona possui grupamentos nucleofilicos
(Rammohan et al., 2020; Zhuang et al., 2017) .

Catalisadores acidos também podem ser utilizados na sintese; o mecanismo ¢
similar a0 que ocorre em meio basico, porém com formagao de um enol no inicio da reagdo.
Exemplos de catalisadores utilizados sdao o 4cido cloridrico (HCI), o tricloreto de aluminio
(AICl3) e o etereato de trifluoreto de boro (BF3-Et2O) (Rammohan et al., 2020; Zhuang et al.,
2017).

As reagdes de Claisen-Schmidt geralmente sdo realizadas em fase liquida, mas
em alguns casos pode ser feita em fase solida com o uso de uma resina para ligar a acetofenona
e em seguida ser tratada com o benzaldeido, a liberacdo da chalcona formada na resina ¢ feita
com 4cido trifluoroacético (Rammohan et al., 2020).

Apesar das chalconas serem facilmente sintetizadas por esse método, ha um
numero crescente de novas rotas de sintese sendo desenvolvidas, uma vez que a estrutura dessas
moléculas permite uma variedade de modificagdes, o que tem relacdo com o amplo espectro de

propriedades biologicas descritos na literatura (Amin et al., 2023; Gomes et al., 2017).

3.4 Potencial terapéutico das chalconas

As chalconas tém sido extensivamente investigadas na quimica medicinal devido a

sua ampla diversidade estrutural e a variedade de efeitos bioldgicos descritos na literatura. A

versatilidade desse tipo de molécula ¢ atribuida, em grande parte, a presenca do sistema a,p3-



insaturado de carbonila que atua como aceptor de Michael favorecendo a interacdo com
biomoléculas em diferentes vias metabdlicas. Diversos estudos relatam atividades
anticancerigena, anti-inflamatoria, antidiabética, antimicrobiana, neuroprotetora, entre outras,

evidenciando o potencial terapéutico dessas moléculas (Zhuang et al., 2017).

3.4.1 Efeito anticdincer

As chalconas tém se destacado na busca por novos agentes neoplasicos, a
versatilidade da estrutura quimica permite a inclusdo de grupos substituintes que favoregam a
interagdo com diferentes alvos celulares, contribuindo para efeitos antiproliferativos, pro-
apoptoticos e de interferéncia em processos fundamentais para a sobrevivéncia de células
tumorais. Estudos in vitro com chalconas sintéticas e naturais demonstram citotoxicidade contra
diversas linhagens tumorais como HCT-116 (cancer colorretal), MCF-7 (cancer de mama),
H460 (cancer de pulmao), K562 (leucemia), entre outras (Ouyang et al., 2021; Shalaby et al.,
2023; Souza et al., 2024).

A atividade anticancer das chalconas esta associada a diversos mecanismos de acao.
Dentre eles, destacam-se a inibicdo da degradacdo da proteina p53, a indugdo de estresse
oxidativo, parada do ciclo celular, inibicdo da polimerizagdo da tubulina, inibicdo da
angiogénese e de canais MDR (Ouyang et al., 2021; Shalaby et al., 2023; Souza et al., 2024).

A modificacdo estrutural de hidroxichalconas com a inser¢ao de grupos como cloro
e flior em posigdes especificas aumentou a eficicia citotoxica sob linhagens tumorais (Souza
et al., 2024). Além disso, a estratégia de hibridizagdo molecular com a incorporacao de grupos
farmacoforicos como artemisinina, azois, cumarinas e indois também tem sido explorada. Essas
moléculas apresentaram efeitos contra diversas linhagens tumorais, incluindo aquelas

resistentes a multiplos farmacos (Ouyang et al., 2021).

3.4.2 Efeito antimicrobiano

A resisténcia bacteriana aos antibidticos tem instigado o interesse pelo
desenvolvimento de novas moléculas com a¢ao antibacteriana e as chalconas se destacam nesse
cenario. Derivados sintéticos e naturais demonstraram atividade contra cepas resistentes de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus resistente a vancomicina
(VRE) e Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC). A inser¢do de halogénios

como fluor, cloro e bromo nas posi¢odes orto e para dos ané€is aromaticos de chalconas tem sido



eficazes em aumentar a atividade antibacteriana. Ha também estudos que apontam o efeito
sinérgico de chalconas com outros antibidticos, sendo observado redu¢do do MIC e aumento
da capacidade de melhorar a eficacia de antibioticos contra bactérias multirresistentes (Shalaby
et al., 2023; Xu et al., 2019).

Adicionalmente, a atividade antifingica de chalconas tem sido investigada em
espécies de fungos patogénicos, como Candida sp. e Cryptococcus sp. O composto natural
isobavachalcona, isolado da planta Maclura tinctoria, demonstrou efeito fungicida contra esses
microrganismos, sugerindo que a agdo antifungica estd relacionada com a capacidade de
chalconas de inibir a mitose por meio da interagdo com a tubulina, além de se ligar a grupos
tiois (Rozmer e Perjési, 2016).

Além disso, chalconas também tém sido estudadas pelo potencial de inibir diversos
estagios do ciclo de vida viral, como a entrada do virus na célula, replicacdo do RNA e sintese
de proteinas virais. Derivados naturais e sintéticos apresentaram atividade contra varios virus
humanos, incluindo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), herpes simplex (HSV),

hepatite C (HCV), dengue, influenza e coronavirus (Shalaby et al., 2023).

3.4.3 Efeito antiprotozodrio

A atividade anti-protozodria também tem sido estudada em derivados naturais e
sintéticos de chalconas. A licochalcona A, isolada das raizes de Glycyrrhiza spp., demonstrou
efeito antileishmania e antimaldria. A ag¢do contra formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania major e L. donovani envolveu inibicdo de enzimas como a desidrogenase
mitocondrial e a fumarato redutase. O efeito em Plasmodium falciparum foi observado tanto
em cepas suscetiveis como em cepas resistentes a cloroquina, o mecanismo foi associado com
a inibicdo da ubiquinol citocromo C redutase e succinato ubiquinona redutase, que sao
complexos proteicos essenciais na cadeia respiratoria mitocondrial (Rozmer e Perjési, 2016).

Similarmente, chalconas contendo substituintes preniloxi ou geraniloxi foram
sintetizadas e avaliadas por Espinoza-Hicks et al. (2019) contra formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi, o composto contendo o grupo preniloxi no anel B se destacou por
demonstrar maior inibicdo metabodlica e indice de seletividade superior aos farmacos
benznidazol e nifurtimox, os Unicos disponiveis atualmente para o tratamento da Doenga de
Chagas. Ademais, as p-aminochalconas sintetizadas por Gomes et al. (2023) foram capazes de

reduzir o nimero de parasitos viaveis nas formas epimastigota e tripomastigota em estudos in
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vitro; a acdo tripanocida se deu por indugdo de danos @ membrana do parasita e acumulo de

espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas (ROS) e disfun¢dao mitocondrial.

3.4.4 Efeito anti-inflamatorio

Diversas chalconas naturais, como a naringenina, isoliquiritigenina e buteina
demonstraram atividade anti-inflamatéria significativa em modelos in vitro. Esses compostos
foram capazes de inibir a expressdo de enzimas pro-inflamatorias como a iNOS e a COX-2,
além de reduzirem a expressdo de oOxido nitrico induzida por LPS e IFN-y em linhagens
celulares de macréfagos murinos (Rammohan et al., 2020).

O potencial anti-inflamatério também foi explorado em derivados sintéticos. A
incorporagao de sistemas heterociclicos na estrutura da chalcona causou a inibigao da expressao
de citocinas como TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 em células mononucleares do sangue periférico
humano. E as polimetoxichalconas foram descritas pelo seu efeito anti-inflamatorio inibindo a

producdo de prostaglandina E> (PGE2) em queratindcitos humanos (Matos et al., 2015).

3.4.5 Efeito antioxidante

Os radicais livres produzidos em processos bioldgicos podem causar danos a
biomoléculas essenciais como DNA, lipidios e proteinas, estando envolvidos na fisiopatologia
de uma série de doengas degenerativas, inflamatdrias e neoplasicas. Nesse contexto, o potencial
modulador de chalconas naturais e sintéticas sobre alvos biologicos relacionados ao estresse
oxidativo, como as enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase, tem sido amplamente
investigado. Diversos estudos demonstram o efeito antioxidante de chalconas como a dimetil
cardamonina, a cardamonina, a isoliquitirina e a licochalcona A, nesses trabalhos foi
demonstrado a capacidade dessas substancias em aumentar a atividade e/ou expressao dessas
enzimas (Martins et al., 2021).

Além da ac¢do moduladora sob enzimas antioxidantes, diversas chalconas
demonstraram capacidade de neutralizar espécies reativas, reforcando seu potencial
antioxidante. Substancias como as licochalconas B e D apresentaram atividade sequestradora
de radicais livres pelo ensaio do DPPH. Outros estudos demonstram a capacidade chalconas
naturais em inibir a peroxidag¢ao lipidica, induzida por agentes oxidantes como ferro e perdxido

de tert-butila (Rozmer e Perjési, 2016).
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3.5 Avaliacao de citotoxicidade

A avaliacdo da toxicidade ¢ uma etapa importante no desenvolvimento de novos
medicamentos, pois permite identificar os potenciais efeitos toxicos de uma determinada
substancia e conhecer suas condigdes seguras de uso. Dentro os parametros analisados, a
citotoxicidade se destaca como um dos primeiros a serem investigados, especialmente em
estudos in vitro, por fornecer informagdes iniciais sobre os efeitos de uma substancia sobre a
viabilidade e integridade celular. Esse tipo de analise possibilita a selecao de candidatos
promissores e orienta as futuras modificagdes estruturais (Bacskay et al., 2017; Poteser, 2017).

Citotoxicidade refere-se a capacidade de uma substancia induzir dano celular,
provocando alteracdes em funcdes ou estruturas essenciais & manutencdo da integridade e
sobrevivéncia celular. Portanto, um composto ¢ considerado citotoxico quando interfere em
processos como adesdo celular, reduz a taxa de viabilidade celular ou provoca alteracdes
morfologicas (Méry et al., 2017; Vinken e Blaauboer, 2017).

Dentre os principais mecanismos de citotoxicidade destacam-se a destruicao da
membrana plasmatica, comprometendo a integridade celular; a inibicdo da sintese de
componentes celulares; a ligagdo irreversivel a receptores, prejudicando a sinaliza¢do celular;
a interferéncia do alongamento de poli-desoxinucleotideos, impedindo a replicacdo do DNA; e
a inibicao de reagdes enzimaticas, afetando o metabolismo celular (Aslantiirk, 2017).

Esses eventos podem resultar em morte celular, os mecanismos mais comuns sao a
necrose € a apoptose, porém ndo se restringem a uma Unica via. A manifesta¢do desses efeitos
depende das condigdes de exposi¢do e dos mecanismos de citotoxicidade envolvidos (Méry et
al., 2017; Niles et al., 2009).

Os ensaios de viabilidade celular e de citotoxicidade sdo métodos experimentais
amplamente utilizados na pesquisa biomédica para avaliar os efeitos de substancias em modelos
celulares. Esses ensaios permitem mensurar o resultado dos efeitos toxicos produzidos ao expor
células a diferentes agentes, sendo os parametros avaliados derivados de células vidveis ou
danificadas (Khalef et al., 2024; Poteser, 2017).

Esses ensaios sdo ferramentas importantes na triagem de substancias com potencial
terapéutico, na avaliacdo de toxicidade de novas moléculas e at¢é mesmo na reavaliacdo de
substancias com um novo potencial de uso. Por serem rapidos de executar, possuirem uma boa
reprodutibilidade, custos relativamente baixos e permitirem o estudo de fenomenos celulares
de forma controlada, se tornam adequados para analise de muitas de amostras (Béacskay et al.,

2017; Khalef et al., 2024).
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Esses métodos se fundamentam em fungdes celulares como a integridade da
membrana plasmadtica, atividade enzimatica, adesdo celular, producdo de ATP, sintese de
coenzimas, atividade metabdlica e sintese de DNA. A escolha do método a ser empregado
depende de fatores como custo, disponibilidade de equipamentos, tempo de execugao,
sensibilidade e objetivos especificos do estudo (Khalef et al., 2024).

Existem diferentes categorias de ensaios de viabilidade celular e toxicidade,
podendo ser classificados em ensaios de exclusao por corantes (ex.: azul de tripan e vermelho
do Congo), ensaios colorimétricos (ex.: MTT, LDH e NRU), ensaios fluorimétricos (ex.:
Alamar Blue ¢ CFDA-AM), ensaios luminométricos (ex.: deteccdo de ATP) e ensaios de
citometria de fluxo (Kamiloglu Bestepe et al., 2020).

Os ensaios de exclusdo por corantes sdo os mais simples de serem executados e
consistem na utilizacdo de corantes vitais como azul de tripan, eosina e vermelho do Congo.
Esses corantes sdo excluidos pelas células com membrana plasmatica intacta e coram aquelas
com a membrana plasmatica comprometida. A visualizagdo ¢ feita em microscopio de luz e a
quantificagdo na camara de Neubauer. Apesar da simplicidade e rapidez, se tornam inviaveis
quando o numero de amostras a serem analisadas ¢ grande. Além disso, pode ocorrer uma
subestimag¢do do dano celular quando o processo de morte celular ndo envolve desintegracao
da membrana (Aslantiirk, 2017; Khalef et al., 2024).

Os métodos colorimétricos baseiam-se na avalia¢ao da atividade metabolica celular
por meio de reagentes que, ao serem reduzidos por enzimas, formam produtos coloridos que
podem ser medidos por fotometria. Os sais de tetrazolio como o MTT, XTT, MTS, WST-1 e
WST-8 exploram a capacidade de células metabolicamente ativas de reduzir compostos de
tetrazolio em produtos de formazan coloridos, cuja concentragcdo ¢ proporcional a quantidade
de células viaveis (Kamiloglu Bestepe et al., 2020).

Ensaios fluorimétricos, como o da resazurina e do CFDA-AM, sdo mais sensiveis
que os métodos anteriores, além de serem relativamente baratos e possibilitarem a realizagao
conjunta com outros métodos, como o de medicao da atividade de caspases. A resazurina € o
CFDA-AM sdo convertidos enzimaticamente em fluorocromos e o sinal fluorescente detectado
¢ proporcional ao numero de células viaveis (Aslantiirk, 2017).

Nos ensaios luminométricos, um sinal luminoso ¢ produzido quando a luciferina
sofre acdo da luciferase na presenca de oxigénio gerando a oxiluciferrina e luz. O sinal
luminescente, detectado por um lumindmetro, ¢ proporcional a quantidade de ATP produzido

pelas células, com isso a viabilidade celular pode ser medida (Khalef et al., 2024).
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A citometria de fluxo ¢ uma metodologia que permite a caracterizacdo de células
por tamanho, granularidade, apoptose/necrose, viabilidade, proliferacdo, dentre outros
parametros funcionais e bioquimicos. Para isso, uma populacao celular ¢ submetida a um fluxo
hidrodinamico de forma que cada célula seja individualmente incidida por um feixe de laser. A
forma como a célula dispersa a luz e emite fluorescéncia, quando marcada com fluorocromos,
permite a andlise detalhada de suas caracteristicas (Kamiloglu Bestepe et al., 2020).

O uso de células em ensaios de viabilidade e citotoxicidade ¢ fundamental na
avaliacdo de substancias em sistemas biologicos de forma controlada. As linhagens celulares
utilizadas podem ser primarias ou secundarias. As linhagens celulares primarias sdo obtidas
diretamente de tecidos por dissociagdo mecanica ou enzimatica, elas possuem uma maior
fidelidade as caracteristicas fisiologicas das células in vivo, incluindo padrdes de expressdao
génica, metabolismo e morfologia, e por isso geram dados mais representativos. No entanto,
sdo mais sensiveis as condigdes de cultivo e apresentam crescimento finito, o que limita seu
uso em determinados experimentos (Bacskay et al., 2017; Gongalves e Sobral, 2020).

As linhagens celulares secundérias (ou continuas) passam por processo de
imortalizacao que confere a elas uma alta capacidade proliferativa, permitindo sua manutengao
em cultivo por tempo prolongado. Ambos os tipos de células podem ser adquiridos em bancos
de células como o ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures), o ATCC
(American Type Culture Collection) e o BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro), que
garantem a autenticidade das linhagens (Béacskay et al., 2017; Gongalves e Sobral, 2020)

A combinag¢do de diferentes metodologias e uso de diferentes linhagens celulares
contribui para uma avaliacdo mais abrangente e maior confiabilidade dos dados obtidos
(Aslantiirk, 2017).

De modo geral, a utilizagdo dos ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade se
demonstra vantajosa pelo baixo custo, facil execu¢do, potencial de automacao, permitindo a
analise simultdnea de muitas de amostras. Além disso, dispensam o uso de animais,
contribuindo para a redu¢ao do uso de modelos in vivo (Aslantiirk, 2017).

Por outro lado, uma limitagdo importante ¢ o fato de modelos celulares in vitro nao
reproduzirem com precisdo a complexidade dos tecidos e 6rgdos. Isso ocorre porque carecem
de mecanismos essenciais de certos processos metabodlicos, reabsor¢do, toxicocinética e
toxicodindmica, comprometendo a extrapolacdo dos resultados para organismos completos.
Dessa forma, embora os ensaios de viabilidade e citotoxicidade sejam tteis como indicadores

do potencial toxico de uma substancia, seus resultados devem ser interpretados com cautela e,
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quando necessario e/ou possivel, complementados por outros modelos mais complexos
(Poteser, 2017).

Apesar das limitagdes inerentes, a ampla variedade de ensaios in vitro disponiveis
permite a detecgdo e analise de efeitos biologicos induzidos por substancias de forma eficiente
e controlada. E quando combinados com modelos animais e computacionais, ¢ possivel obter-
se dados mais relevantes e precisos das relacdes dose-resposta em condicdes fisioldgicas
humanas (Poteser, 2017).

Com o avango das ferramentas computacionais aplicadas a toxicologia, tornou-se
possivel prever os efeitos toxicos de substancias antes da realizagdo de testes in vitro. Dessa
forma, os métodos in silico vém ganhando destaque na pesquisa cientifica como uma estratégia
eficiente e acessivel para andlise, simulagdo, visualizagdo e predi¢ao de toxicidade nos estagios
iniciais do desenvolvimento de substancias bioativas (Raies e Bajic, 2016).

Os métodos computacionais baseiam-se fundamentalmente na relagdo entre a
estrutura quimica de uma substancia e a sua atividade biologica e a partir disso, deriva-se o
“principio da similaridade molecular” que pode ser aplicado de diversas formas nas diferentes
metodologias in silico (Hemmerich e Ecker, 2020).

Essas metodologias possuem uma aplicabilidade diversa incluindo a identificagdo
de risco toxicoldgico para seres humanos € meio ambiente, otimizacdo de compostos lideres,
previsdo de propriedades ADME/T (absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e
toxicidade) e desenho de moléculas de baixa toxicidade (Hemmerich e Ecker, 2020; Wang et
al., 2015).

A integracdo dos métodos in silico e in vitro permitem que os dados obtidos nos
testes in vitro sejam usados para treinamento e validacdo dos modelos in silico, enquanto que
os resultados in silico orientam o design experimental e a interpretacdo de dados in vitro,
acelerando o processo de descoberta e desenvolvimento de substincias mais seguras (Rim,

2020).
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4 METODOLOGIA

4.1 Substancias em estudo e preparo das solucoes de trabalho

As chalconas utilizadas nesse trabalho foram sintetizadas e caracterizadas pelo
Laboratorio de Sintese Organica da Universidade Estadual do Vale do Acarau (Ceard). Ao todo,
foram testadas as 10 moléculas descritas no quadro 1.

Foram preparadas solugdes-estoque (0,05 M) das chalconas em DMSO estéril. As
solugdes de trabalho foram preparadas por diluigdo das solugdes-estoque em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) estéril, pH 7,4, ou em meio de cultura, de forma que a

concentracdo final de DMSO ndo exceda 0,5% nos experimentos.



Quadro 1 — Representacao das 2’-hidroxichalconas sintéticas testadas
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OH O CH o F

= = e
1C ‘ l 1D

= L o

(2E)-3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
OH o OH O
s

i R
1E ‘ [ 2B

- Br

(2E)-3-(4-bromofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (2E)-1-(hidroxifenil)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona
OH O OH
=% 2
2C 3A |
i
(2E, 4E)-1-(2-hidroxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona (2E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-ona
OH ] OH O OMe
= =

% = = B
4A | l 4B | l

Z N GMe F Zome

(2E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (2E)-3-(2,4-dimetoxi-3-metilfenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Predicao in silico da citotoxicidade

A predi¢ao de parametros toxicologicos das 2’-hidroxichalconas foi realizada por
meio da plataforma online Protox 3.0 (https://tox.charite.de/protox3/), um servidor web gratuito
desenvolvido para prever a toxicidade de substancias com base em similaridade estrutural e
modelos de aprendizado de maquina treinados com dados toxicoldgicos experimentais in vitro
e in vivo (Banerjee et al., 2024).

Para isso, foram obtidas as notagdes SMILES (Simplified Molecular Input Line
Entry System) das estruturas moleculares das chalconas avaliadas por meio do programa
ChemSketch® (ACD/Labs). As notagdes SMILES foram inseridas no Protox 3.0 e os seguintes
parametros para predicao da toxicidade foram avaliados:

e Toxicidade aguda

e Hepatotoxicidade

e Nefrotoxicidade

e Neurotoxicidade

e Toxicidade respiratoria

¢ (Cardiotoxicidade

¢ Imunotoxicidade

¢ Citotoxicidade

e Potencial de inibicdo de enzimas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C19,

CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4 e CYP2E1)

Cada predicdo foi apresentada como ativa ou inativa, acompanhada de um
percentual de probabilidade que representa a confianca do modelo em relagdo a classificacao
atribuida (Banerjee et al., 2024).

O Protox 3.0 utiliza uma abordagem baseada na semelhangca de fragmentos
moleculares combinada a métodos estatisticos e algoritmos de aprendizado de maquina,
permitindo a avaliacdo do potencial toxicoldgico de moléculas novas ou ainda ndo testadas
experimentalmente. Os resultados obtidos foram utilizados como dados complementares para

a comparacao com os achados in vitro.
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4.3 Ensaios in vitro

4.3.1 Cultivo e manutencdo das células

A citotoxicidade das chalconas foi avaliada em células LLC-MK2, HK2, Astrocitos,
IEC-6, RAW 264.7,1.929, BV2 ¢ PC12, obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ)

(figura 4). O quadro a seguir apresenta caracteristicas gerais acerca de cada linhagem celular:

Quadro 2 — Caracteristicas gerais das linhagens celulares utilizadas

Cédigo
Linhagem celular Tecido de origem Meio de cultivo
(ATCC/BCRJ)
LLC-MK2 BCRJ 0146 Tubuﬁgi‘;’;mni?;;m de
Tubulo proximal de rim DMEM (Dulbecco s Modified
HK-2 ATCC CRL-2190 g Eagle Medium, pH 7,4)
umano o
Cerebelo de camundongo da suplementado com 10% de soro
Astrocitos ATCC CRL-2541 L bovino fetal (SBF) e
espécie Mus musculus o g S
Intestino deleado de rato d antibidticos (penicilina - 200
IEC-6 BCRJ 0117 ntestino delgado derato da |y 1 ¢ estreptomicina - 130
espécie Rattus norvegicus mg/L)
RAW 264.7 BCRJ 0212 Macréfagos de Mus
musculus (camundongo)
DMEM low glucose pH 7,4
Tecido conjuntivo suplementado com 10% de SBF,
1L.929 ATCC CCI-1 subcutaneo de rato da antibidticos (penicilina - 200
espécie Rattus norvegicus Ul/mL e estreptomicina - 130
mg/L)
Cérebro de camundongo da RPMI 1640 (Roswell Park
BV-2 BCRJ 0356 espécie Mus musculus Memorial Institute, pH 7,4)
suplementado com 10% de soro
Feocromocitoma de rato da bovino fetal e antibidticos
PC-12 BCRJ 0203 espécie Rattus norvegicus (penicilina - 200 Ul/mL e
estreptomicina - 130 mg/L)

Fonte: Adaptado de Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRIJ). Disponivel em:
https://berj.org.br/. Acesso em 01 de agosto de 2025; adaptado de American Type Culture
Collection (ATCC). Disponivel em: https://www.atcc.org/. Acesso em 01 de julho de 2025.

Todas as células foram mantidas em ambiente a 37 °C e 5% de COz. O crescimento
das células foi acompanhado diariamente através da observagao por microscopio invertido. Ao
atingirem a confluéncia as células foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) estéril, deslocadas com 1 mL de tripsina/EDTA (0,25%) por 5 a 15 minutos a 37 °C e
inativadas com 2 mL de meio de cultura contendo SBF (meio completo).

As suspensdes foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 1 mL do meio de cultura. A suspensdo obtida foi usada para manutengao da

cultura por meio da transferéncia de aliquotas para novas garrafas de cultivo; para
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congelamento a -80 °C (em criotubos estéreis contendo solugdo com 95 % de SBF ¢ 5 % de

DMSO); ou ainda para realiza¢ao de experimentos de avaliagao de citotoxicidade in vitro.



Figura 4 — Fotomicrografia das linhagens celulares utilizadas
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Fonte: Adaptado de Cytion. Disponivel em: https://www.cytion.com/. Acesso em 01 de julho de 2025.
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4.3.2 Avaliacdo in vitro da citotoxicidade

A avaliagao da citotoxicidade das chalconas foi feita pelo ensaio redugao do MTT
(Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) descrito por Mosmann
(1983). O MTT ¢ um sal de tetrazolio de cor amarelada que, ao ser reduzido por enzimas
desidrogenases citoplasmaticas e mitocondriais em células vidveis, ¢ convertido em um sal de
formazan insoluvel de cor arroxeada (figura 5). Os cristais de formazan produzidos sao
solubilizados por agentes surfactantes, como o DMSO (dimetilsulfoxido) e o SDS (dodecil
sulfato de s6dio). A quantidade de formazan gerada ¢ diretamente proporcional a quantidade de
células viaveis e pode ser medida por leitura da absorbancia em comprimento de onda de 570

nm.

Figura 5 - Reacdo de redugdo do MTT

e 0
Ej/(/“\( - \ /‘ -

NZ 3
Desidrogenase \(
mitocondrial | b/

Fonte: Adaptado de Bécskay et. Al. (2017)

A partir da suspensdo de células, obtida conforme descrito anteriormente, foi
determinada a concentracao celular por contagem na camara de Neubauer utilizando o corante
vital Azul de Trypan. As células foram incubadas na concentragdo de 10° células/mL em placas
de 96 pocos estéreis (200 puL/poco). Apds a incubagdo overnight (37 °C, 5% de CO»), foi
realizado o tratamento com diferentes concentracdes das chalconas. O grupo controle negativo
correspondeu as células ndo tratadas e o branco, aos pocos contendo somente meio de cultura.
Além disso, um grupo de células foi tratado com DMSO 0,5% para avaliagdo da citotoxicidade
do veiculo usado para dilui¢do das substancias.

Decorridas as 24 horas de tratamento, o contetdo dos pocos foi removido e as
células lavadas com 150 pL de PBS. Em seguida, foram adicionados nos pocos 100 uL de MTT
(0,25 mg/mL) e as placas foram incubadas (37 °C, 5% de CO.) por 3 horas. Apds a incubagao,
as placas foram centrifugadas nas especificagdes correspondentes de cada célula, o

sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL de DMSO nos pogos. As placas foram
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mantidas em agita¢do por 30 minutos para solubilizagdo dos cristais de formazan e, finalmente,
submetidas a leitura fotométrica no comprimento de onda de 570 nm em leitora de microplacas.

A concentracdo de formazan produzido, medido por fotometria, ¢ diretamente
proporcional ao percentual de células vidaveis (Mosmann, 1983), determinado pela equagao

abaixo.

Viabilidade celular (%) = 257~ 4bSs 140
taptitdaae celutlar 0) = AbSCT— AbSB

Onde:

e Abst¢ a absorbancia do grupo teste

e Absg ¢ a absorbancia do branco

e Abscr ¢ a absorbancia do grupo controle

O percentual de viabilidade celular foi utilizado para estimar, por regressdo nao-

linear, a CCso (concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular).

4.4 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata, com n = 3. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade, para aplicacdo de testes estatisticos paramétricos. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM), com andlise estatistica

feita por One-way ANOVA, com pds-teste de Dunnet e p < 0,05 como critério de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Predicao in silico da toxicidade

As predigdes in silico da toxicidade aguda das 2'-hidroxichalconas, realizadas no
Protox 3.0, estdo apresentadas no quadro 3, com seus respectivos valores de dose letal média
(DLso) e classificagdo de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagao e
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS), além dos percentuais de probabilidade preditiva. Os
valores de DLso variaram entre 1000 e 3600 mg/kg, categorizando as chalconas testadas na
classe IV (DLso entre 300 e 2000 mg/kg) e classe V (DLso entre 2000 e 5000 mg/kg). As
chalconas 2C, 4A e 4B apresentaram os menores valores de DLso (1000 mg/kg) com
probabilidade preditiva de 63,81%, 79,87% e 80,99%, respectivamente. Enquanto que os
maiores valores de DLso foram observados para as chalconas 1E (3600 mg/kg) e 2B (3600
mg/kg).

Quadro 3 — Predig¢des de toxicidade aguda das 2'-hidroxichalconas

Substancia | DLso predia Probabilidade Classe de
preditiva toxicidade aguda
1A 1048 mg/kg 69,26% Classe 4
1C 1048 mg/kg 69,26% Classe 4
1D 1048 mg/kg 68,27% Classe 4
1E 3600 mg/kg 69,26% Classe 5
2B 3600 mg/kg 67,38% Classe 5
2C 1000 mg/kg 63,81% Classe 4
REF 1048 mg/kg 70,97% Classe 4
3A 3000 mg/kg 70,69% Classe 5
4A 1000 mg/kg 79,87% Classe 4
4B 1000 mg/kg 80,99% Classe 4

Fonte: Elaborada pela autora.

As predi¢cdes toxicologicas in silico de toxicidade orgdo-alvo, desfechos

toxicologicos e potencial de inibicdo das enzimas do citocromo P450 estdo apresentadas nos
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quadros 3 e 4, de forma categoérica (ativo/inativo) acompanhados dos respectivos percentuais
de probabilidade preditiva, com destaque para os percentuais elevados (> 70%):

As predicdes de cardiotoxicidade e citotoxicidade foram classificadas como
inativas, acompanhadas de percentuais de probabilidade preditiva superiores a 70%, indicando
maior confiabilidade dos resultados. Os demais resultados apresentaram baixos percentuais de
probabilidade preditiva, em torno de 50%; a maioria das substancias foi classificada como
inativa para neurotoxicidade e toxicidade respiratdria. Em relagdo a hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade, os resultados variaram entre ativos e inativos, com probabilidade preditiva
abaixo de 70%.

Em relacdo as predi¢des de potencial de inibi¢do de enzimas do citocromo P450
observou-se que a maioria das substancias foram classificadas como ativa para as isoformas
CYP1A2, CYP2C19 e CYP2C9, com probabilidades preditivas acima de 70%, indicando uma
possivel interferéncia metabdlica nessas vias. Por outro lado, para as isoformas CYP3A4 e
CYP2EI, a moléculas foram, em geral, classificadas como inativas, também com alta
probabilidade preditiva. As excec¢des foram a substancia 4B, classificada como ativa para ambas
as isoformas, e a substancia 2B, que apresentou potencial de inibicdo para a enzima CYP3A4.
Com relagdo a isoforma CYP2D6, a maior parte das substancias foi classificada como inativa,

sendo que apenas 3A e 2B apresentaram probabilidade preditiva superior a 70%.



Quadro 4 — Predi¢des de toxicidade orgao-alvo e de desfechos toxicologicos das 2’°-hidroxichalconas
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Substiancia | Hepatotoxicidade | Neurotoxicidade | Nefrotoxicidade Toxicidade Cardiotoxicidade | Citotoxicidade | Imunotoxicidade
respiratoria
1A Inativo (55%) Ativo (51%) Ativo (52%) Inativo (57%) Inativo (75%) Inativo (64%)
1C Ativo (55%) Inativo (50%) Ativo (52%) Inativo (51%) Inativo (64%) Inativo (52%)
1D Ativo (55%) Inativo (50%) Ativo (52%) Inativo (51%) Inativo (64%) Inativo (52%)
1E Ativo (55%) Ativo (52%) Ativo (52%) Inativo (57%) Inativo (60%) Inativo (70%) ‘
3A Ativo (57%) Inativo (85%) Inativo (52%) Inativo (58%) Inativo (79%) Inativo (84%)
REF Inativo (55%) Inativo (52%) Inativo (56%) Inativo (67%) Inativo (72%) Inativo (73%) Ativo (52%)
2B Ativo (56%) Inativo (63%) Inativo (52%) Inativo (50%) Inativo (73%) Inativo (77%) Inativo (86%)
2C Inativo (55%) Inativo (52%) Inativo (56%) Inativo (67%) Inativo (72%) Inativo (73%)
4A Inativo (52%) Inativo (57%) Ativo (56%) Inativo (71%) Inativo (83%) Inativo (61%)
4B Inativo (52%) Inativo (63%) Ativo (56%) Inativo (70%) Inativo (83%) Inativo (73%)

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Predicdes in silico realizadas no Protox 3.0 com parametros “Organ Toxicity” (Toxicidade 6rgao-alvo) e “Toxicity Endpoints” (desfechos
toxicologicos), para cada molécula avaliada. Resultados classificados como “ativos” com probabilidade preditiva > 70% estdo destacados em
vermelho. Resultados classificados como “inativos” com probabilidade preditiva > 70% estdo destacados em verde.




Quadro 5 — Predi¢des de potencial de inibi¢ao das isoformas do citocromo P450 (CYP) pelas 2’-hidroxichalconas
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Substiancia

1A

1C

1D

1E

3A

REF

2B

2C

4A

4B

CYP1A2

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Predigdes in silico realizadas no Protox 3.0 para avaliagdo do potencial de inibicdo das principais isoformas do citocromo P450.
Resultados classificados como “ativos” com probabilidade preditiva > 70% estdo destacados em vermelho. Resultados classificados como
“inativos” com probabilidade preditiva > 70% estao destacados em verde.

CYP2C19

Ativo (62%)

Inativo (55%) Inativo (68%)

Inativo (54%) Ativo (50%)

CYP2C9

Ativo (68%)

Ativo (68%)

CYP2D6 CYP3A4 CYP2E1
Inativo (63%) Inativo (84%) Inativo (100%)
Inativo (66%) Inativo (88%) Inativo (100%)
Inativo (63%) Inativo (84%) Inativo (100%)
Inativo (60%) Inativo (87%) Inativo (100%)
Inativo (71%) Inativo (57%) Inativo (99%)
Inativo (68%) Inativo (80%) Inativo (100%)
Inativo (70%) Inativo (78%) Inativo (94%)
Inativo (68%) Inativo (80%) Inativo (100%)

Ativo (67%) Inativo (84%) Inativo (99%)

Ativo (68%)
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5.2 Avaliacao da citotoxicidade in vitro

A avaliagdo de citotoxicidade das 2’-hidroxichalconas evidenciou diferengas no
perfil de toxicidade das substancias testadas, assim como variagdes relevantes na resposta das
diferentes linhagens celulares. Os resultados de viabilidade nas diferentes concentragdes
utilizadas estdo representados na figura 5, na secdo de apéndice estdo organizados os graficos
e tabelas de viabilidade celular para consulta mais detalhada.

A linhagem celular renal LLC-MK2 demonstrou menor suscetibilidade ao efeito
citotoxico das 2’-hidroxichalconas avaliadas. Embora redugdes significativas de viabilidade
tenham sido observadas ja nas menores concentracdes, a diminui¢ao da viabilidade celular com
o aumento da concentracdo foi mais discreta em comparag¢do as demais linhagens. Essa foi,
inclusive, a Unica linhagem a manter percentuais de viabilidade superiores a 50% na maior
concentragdo testada (250 uM). Dentre as chalconas analisadas, 1E destacou-se como a mais
citotoxica nessa linhagem, com viabilidade de 46,34% na concentra¢do de 250 uM enquanto
1C apresentou menor o efeito citotoxico com viabilidade de 73,46% na mesma concentragao.

A linhagem celular renal HK2 apresentou sensibilidade moderada as 2’-
hidroxichalconas, com citotoxicidade significativa sendo observada principalmente a partir de
125 uM. As reducgdes de viabilidade foram mais acentuadas e ocorreu uma diminuigdo
expressiva da viabilidade na concentragdo de 250 uM, com valores inferiores a 30% para a
maioria das moléculas. O efeito citotoxico mais pronunciado foi observado para as chalconas
REF e 1D, que apresentaram nessa concentracao, percentuais de viabilidade de 4,04% e 4,98%,
respectivamente. Em contrapartida, as substancias 2C e 3A apresentaram menor toxicidade na
concentracdo mais elevada, mantendo percentuais de viabilidade celular entre de 70,15 e
73,86%, respectivamente.

Também foi observado uma sensibilidade moderada nas linhagens 1.929, IEC-6,
astrocitos, PC12 e BV2, com um aumento progressivo da suscetibilidade ao efeito citotoxico
ao longo dessas linhagens, sendo as pré-neuronais e microgliais (PC12 e BV2) as mais sensiveis
dentro desse grupo. Nessas células, as reducdes significativas de viabilidade ocorreram
predominantemente na faixa de 15,6 a 62,5 uM e, ainda que as reducdes de viabilidade tenham
ocorrido de forma relativamente controlada, foram mais acentuadas em comparacdo a linhagem
LLC-MK2, demonstrando o perfil de sensibilidade intermedidrio dessas linhagens.

A linhagem RAW 264.7 apresentou maior suscetibilidade aos efeitos citotoxicos
das 2’-hidroxichalconas, com redugdes expressivas na viabilidade celular. As chalconas 1A, 1C

e 1D, destacaram-se pelo efeito citotoxico pronunciado, reduzindo a viabilidade para valores
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inferiores a 3% na concentracdo 62,5 uM. E na concentragdo mais elevada, a maioria das
substancias apresentou viabilidade proxima de zero, com exce¢ao das chalconas 2C e 3A, que
mantiveram percentuais de 46%.

No geral, as chalconas 1A, 1C e 1D exerceram um efeito citotoxico mais
pronunciado, com reducdes acentuadas de viabilidade celular nas concentragdes de 31,2 a 62,5
uM. Nessa faixa, a queda ocorreu de forma abrupta, e na maior concentracio testada, os
percentuais de viabilidade aproximaram-se de zero, evidenciando a maior toxicidade dessas
moléculas frente as linhagens avaliadas. Em contraste, a maioria das linhagens manteve
percentuais de viabilidade acima de 50% quando tratadas com 2C ou 3A, mesmo na
concentragdo de 250 puM, indicando menor toxicidade dessas substancias para as linhagens

testadas.



Figura 6 — Efeito das 2'-hidroxichalconas sobre a viabilidade celular das linhagens testadas
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A citotoxicidade das 2'-hidroxichalconas também foi avaliada pelos valores CCso
(tabela 1), que indicam a concentragdo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50%.
De modo geral, as chalconas halogenadas apresentaram os menores valores de CCso,
demonstrando maior capacidade de induzir redugdes significativas na viabilidade celular. No
entanto, para as linhagens LLC-MK2 e HK-2, ambas de origem renal, foram observados valores
de CCsp moderados a elevados, o que sugere uma maior resisténcia dessas células aos efeitos
citotoxicos desse grupo de moléculas.

A 2’-hidroxichalcona bromada 1E apresentou um comportamento distinto das
demais chalconas halogenadas, com valores de CCso consideravelmente mais elevados,
variando entre de 105 e 229 uM, o que sugere que o tipo de substituinte influencia no efeito
citotoxico exercido. Isso foi observado de forma mais evidente com a chalcona 3A, substituida
com grupo nitro, e que demonstrou potencial citotoxico reduzido, apresentando valores de CCso
superiores a 250 uM em diversas linhagens celulares, indicando baixa toxicidade mesmo em
altas concentragdes.

Em relacdo as chalconas REF, 2B e 2C, observou-se que modifica¢des estruturais
como a substituicdo do anel aromatico por um heterociclico (anel tiofeno, em 2B) e a elongacao
da cadeia alifatica (em 2C) resultaram em diferencas importantes no perfil de citotoxicidade,
conforme demonstrado pelos valores de CCso. E de maneira semelhante a chalcona 3A, a 2C
também demonstrou potencial citotoxico reduzido, evidenciado pelos elevados valores de CCso
nas diferentes linhagens celulares.

Por fim, pode-se dizer que as chalconas 2B, REF, 4A e 4B apresentaram um perfil
de citotoxicidade intermediario, tendendo a uma menor citotoxicidade em comparagdo ao grupo
de chalconas halogenadas. Embora os resultados de CCso e percentuais de viabilidade celular
indiquem um efeito citotoxico mais pronunciado em relagdo as substancias 3A e 2C, ¢ possivel
sugerir um comportamento citotoxico mais proximo ao dessas moléculas, ainda que com

diferencgas perceptiveis.



Tabela 1 — Valores de CCso (uM) das 2’-hidroxichalconas nas linhagens testadas

LLC-MK2 HK?2 L929 IEC-6 Astrocitos PC12 BV2 RAW 264.7

REF 192,50+47,10 142,60+9,60 1748+7,8 131,5+7,8 144 + 15,2 147,4+24,6 96,4+10,27 86,81 +8,37
1A > 250 149,70 + 8,30 70,88 +9,52 38,59+ 1,72 44,11 +2,61 62,25+385 44,776 +4,46 27,19+245
1C > 250 148,90 £ 17,20 74,88+9,29 31,93+1,42 78,48+6,93 63,12+ 2,6 41,78 £3,12 25,11 £2,06
1D 154,00+ 39,70 141,20+ 10,60 70,97 £5,74 46,49 +2,13 57,98 +4,1 56,52+422 72,70 +8,26 24,58+ 1,59

1E 125,30+ 24,20 229,00 +35,20 179,0+14,0 1553+11,1 237,2+84,2 224,0+16541 1054=+11,28 117,8+6,9
3A 193,90+ 35,50 > 250 > 250 >250 > 250 > 250 197,7+47,6  158,6 +46,0
2B 162,10£33,90 162,90+26,70 138,0+14,0 5838 +4,74 1124+14,55 126,6 11,7 75,62+5,38 60,41 +£31,07
2C  250,10+49,30 > 250 > 250 249,2+ 37,8 > 250 151,9+21,8  168,9+15,8 173,9+30,8
4A  216,80+47,30 169,30 + 24,00 120,4 132,8 11,3 201,3+27,6 1249+124  9824+484 72,66+10,39
4B 249,60+ 61,30 > 250 > 250 88,34 + 5,84 > 250 > 250 86,23 +£9,64 63,94+7,71

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pods-teste de Dunnet.
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6 DISCUSSAO

Os resultados de preditivos de toxicidade aguda obtidas por meio da ferramenta
Protox 3.0 indicaram valores de DLso entre 1000 e 3600 mg/kg, classificando-as nas categorias
IV e V do GHS. A toxicidade aguda refere-se aos efeitos adversos observados ap6s uma Unica
ou multiplas exposi¢des a uma substancia em um curto periodo, sendo geralmente expressa pela
DL50, a quantidade estimada (em mg/kg) necessaria para causar a morte em 50% dos
individuos expostos (Ballabio et al., 2019). As categorias IV e V do GHS representam as faixas
de menor toxicidade no critério de exposicao por via oral, indicando que as chalconas testadas
possuem baixo potencial de toxicidade aguda.

As predicdes para toxicidade 6rgdo-alvo e desfechos toxicoldgicos revelaram que a
maioria das chalconas foi classificada como inativa para cardiotoxicidade e citotoxicidade,
sugerindo um baixo risco de inducdo de efeitos adversos cardiacos. Por outro lado, o modelo
indicou potencial imunotoxicidade para diversas moléculas 1A, 1C, 3A e 2C. Esse resultado
sugere que moléculas podem interagir com alvos do sistema imunologico, resultando em efeitos
adversos de imunossupressdo ou imunoestimulacdo (Schrey et al., 2017). De maneira
complementar a essas predi¢des, foi observada uma maior suscetibilidade da linhagem RAW
264.7 as chalconas testadas, com redugdes acentuadas de viabilidade celular, demonstrando
uma correspondéncia entre o perfil imunotoxico predito in silico e os efeitos in vitro observados.
No entanto, ¢ importante ressaltar a necessidade de realizacdo de estudos experimentais
adicionais para confirmar a relevancia biologica desses dados.

Os demais parametros apresentaram valores preditivos inferiores a 70%, o que
indica uma baixa confiabilidade das predi¢des para essas moléculas. Isso pode estar relacionado
a qualidade e abrangéncia da base de dados utilizada pelo modelo, que possivelmente contém
poucas substancias estruturalmente similares as chalconas avaliadas.

Em relagdo as predigdes do potencial de inibi¢ao das isoformas do citocromo P450
(CYP) pelas 2’-hidroxichalconas, a maioria dos resultados foram classificados como ativos para
inibi¢do das isoformas CYP1A2, CYP2C19 e CYP2C9 com probabilidade superior a 70%. A
inibi¢ao dessas enzimas pode prejudicar a biotransformagao ou a eliminagdo de medicamentos
(e de outros xenobioticos) ocasionando aumento dos niveis plasmaticos e, consequentemente,
comprometer a terapéutica e aumentar o risco de reagdes adversas (Zhao et al., 2021). Para a
CYP2D6, somente as chalconas 3A e 2C foram classificadas como inativas e a maioria das
chalconas foi classificada como inativa para inibi¢do das isoformas CYP3A4 e CYP2E], exceto

pela 4B que foi classificada como ativa em ambos os casos.
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As enzimas CYP450 representam o principal sistema enzimatico envolvido na
biotransformagao de fArmacos, sendo responsaveis por aproximadamente 75% do metabolismo
de medicamentos. Além disso, essas enzimas também sdo responsaveis pela metabolizagao de
diversas substancias enddgenas, incluindo esteroides, acidos biliares, lipideos insaturados,
prostaglandinas e leucotrienos, desempenhando um papel importante na manutengdo da
homeostase. Considerando sua relevancia, ¢ desejavel que novos candidatos a fArmacos nao
atuem como inibidores das isoformas P450, a fim de evitar interagdes medicamentosas
indesejadas, redugao da eficacia terap€utica ou acumulo de metabolitos toxicos, contribuindo
para um perfil de seguranca mais favoravel (Manikandan e Nagini, 2018; Zhao et al., 2021).

Em alguns casos, a inibi¢ao de enzimas do citocromo P450 pode ser explorada com
fins terapéuticos. Um exemplo ¢ o ritonavir, um inibidor de protease utilizado no tratamento da
infeccdo por HIV, que também atua como inibidor da isoforma CYP3A4. Essa inibicdo ¢
utilizada para aumentar a biodisponibilidade de outros antirretrovirais coadministrados,
aumentando a eficacia terapéutica. No entanto, o uso concomitante do ritonavir com outros
farmacos como estatinas, antiarritmicos e antifingicos requer precau¢do, devido ao risco de
interagdes medicamentosas mediadas por essa via metabdlica (Loos; Beijnen; Schinkel, 2022).

Os diversos efeitos biologicos atribuidos as chalconas estao relacionados a presenca
de um sistema carbonila a,B-insaturado, que as caracteriza como aceptores de Michael. Essa
estrutura torna essas moléculas suscetiveis a reacao de adi¢do de Michael, que consiste na
adicdo de um nucledfilo (doador de Michael) ao carbono B insaturado, em um processo
catalisado por uma base. Em condicdes fisiologicas, os nucleodfilos potenciais doadores de
Michael incluem os tidis e aminas, os quais sdo encontrados principalmente em moléculas
pequenas e nas proteinas (Liang et al., 2022).

A reatividade dos aceptores de Michael em reagdes de adicdo de Michael depende
do seu padrdo de substituicdo. Substituintes com forte efeito retirador de elétrons (via efeito
indutivo e de ressondncia) aumentam a eletrofilicidade do carbono 3 da insaturacdo, facilitando
o ataque por nucledfilos. Essa reatividade favorece a formagao de adutos com biomoléculas,
como proteinas e enzimas, o que pode levar a alteracdes fisioldgicas importantes. Essa interagdo
com alvos bioldgicos ¢ frequentemente considerada um “evento molecular iniciador”
(molecular initiating event, MIE) para diversos desfechos toxicoldgicos, ao mesmo tempo que
esta relacionada ao potencial farmacologico dessas moléculas (Andrés et al., 2024; Enoch et
al., 2011; Maydt et al., 2013).

A toxicidade acentuada observada para as 2’-hidroxichalconas halogenadas (1A,

1C e 1D) pode estar relacionada ao efeito retirador de elétrons dos seus substituintes, que
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contribuem para o aumento da eletrofilicidade da molécula e, consequentemente, ao seu carater
de aceptor de Michael. No estudo de Kupcewicz et al., (2014), chalconas contendo halogénios
no anel B, como cloro e bromo - e que, interessantemente, correspondem as chalconas 1C e 1E
avaliadas no presente trabalho -, apresentaram elevada atividade citotoxica sobre as linhagens
tumorais HL-60 (leucemia promielocitica humana) e NALM-6 (leucemia linfoblastica
humana). Essa maior citotoxicidade foi associada a pardmetros eletronicos como reducao da
energia do LUMO, aumento da eletrofilicidade () e da maciez quimica (), obtidos por célculo
de DFT. Tais caracteristicas propiciam a formac¢ao de adutos do tipo Michael com nucleoéfilos
celulares, especialmente com residuos de cisteina em proteinas, conforme foi proposto.

No entanto, discordancias foram observadas entre os resultados experimentais nao
sendo concordantes com o que se espera em relacdo a eletronegatividade dos substituintes. As
chalconas 1E (Br no C4 do anel B) e 3A (NO2 no C3 do anel B), embora contenham grupos
eletronegativos e tenham demonstrado elevada toxicidade no estudo de Kupcewicz et al.,
(2014.), apresentaram um perfil menos citotoxico nas linhagens utilizadas neste trabalho. Essa
divergéncia pode estar relacionada ao tipo de linhagem utilizada e a suscetibilidade dessas
linhagens a essas substancias.

O estudo de Al-Rifai et al., (2013) traz resultados adicionais, ao avaliar uma série
de chalconas a-substituidas por ensaio de reatividade quimica com cisteamina, um nucleéfilo
referéncia, e por ensaios in vitro em células de macrofagos murinos RAW 264.7. Dentre as
substituicdes, estdo grupos NOz e CN e os autores observaram que, apesar da alta reatividade
dessas chalconas com a cisteamina, os efeitos citotoxicos na linhagem utilizada foram
limitados.

Esses resultados demonstram que, embora os estudos in chemico e in silico
oferegam dados relevantes para a predicdo e compreensdo dos efeitos biologicos observados,
discordancias entre as previsdes e os resultados experimentais podem ocorrer. Essas
divergéncias evidenciam que a resposta biologica de uma célula ou organismo ¢ multifatorial,
envolvendo outros aspectos como metabolismo, afinidade por alvos bioldgicos, permeabilidade
celular, além da sensibilidade intrinseca de cada linhagem. Considerando essa complexidade, ¢
notdvel a importancia de se utilizar abordagens complementares para uma avaliagdo
toxicologica abrangente e robusta.

Diversos estudos relatam os efeitos da halogenacao em chalconas e exploram o seu
potencial citotoxico. No trabalho de Burmaoglu et al., (2022), foi sintetizada uma série de
chalconas fluoradas no anel B com o objetivo de avaliar sua atividade antitumoral. As moléculas

que apresentaram um potente efeito antiproliferativo sobre a linhagem tumoral renal humana
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A498, com valores de CCso variando entre 0,030 e 0,274 uM, também apresentaram
seletividade tumoral como foi observado pelos valores de CCso para a linhagem normal renal
HEK-293, que variaram entre 0,598 ¢ 1,711 uM.

Em comparagao a esses resultados, as chalconas 1A e 1D contendo atomos de fluor
no anel B apresentaram CCso superiores a 250 pM em LLC-MK2 e em torno de 150 uM em
HK-2. Essas diferengas representam uma redugdo de mais de 500 vezes na citotoxicidade em
relagdo aos compostos fluorados mais ativos avaliados por Burmaoglu et al., (2022). Essa
diferenca pode estar relacionada a fatores como diferengas estruturais entre as moléculas,
especialmente em relagdo ao carater e posi¢ao dos substitutos, além da natureza das linhagens
celulares utilizadas.

Em um estudo conduzido por Barreto et al., (2025), foi avaliada a citotoxicidade de
uma série de chalconas bromadas em fibroblastos L.929. Foi relatado que, na concentragao de
100 uM, a chalcona CH_8, contendo bromo na posic¢ao 3 do anel A, manteve viabilidade celular
acima de 60%. Neste trabalho, a chalcona 1E, com bromo na posi¢do 4 do anel B, apresentou
viabilidade de 74% na concentracdo de 125 pM na mesma linhagem celular. Essa comparagao
aponta para a influéncia que a posicdo do atomo de bromo exerce na citotoxicidade de
chalconas.

A 2’-hidroxichalcona 3A, contendo um grupo nitro na posicdo meta do anel B,
apresentou uma baixa citotoxicidade em comparagdo as demais chalconas e, como mencionado
anteriormente, esse resultado contrasta com a alta reatividade esperada para substituintes com
esse grupo fortemente eletronegativo. No trabalho de Borlot et al., (2023), foram avaliadas
chalconas nitro-substituidas e observou-se esse substituinte ndo necessariamente resultou em
uma elevada toxicidade, evidenciado pelos valores de CCsp superiores aos analogos
halogenados e hidroxilados para linhagem RAW 264.7.

A chalcona referéncia (REF) apresentou efeito citotoxico moderado, com valores
de CCso variando entre 86,81 ¢ 192,50 uM. No estudo de Kupcewicz et al., (2014)., os autores
sugerem que chalconas com maior densidade eletronica no anel A, especialmente aquelas
contendo substituintes doadores de elétrons como hidroxilas e metoxilas, tendem a apresentar
uma maior atividade citotoxica, sobretudo quando o anel B permanece sem substituicdes.
Indicando que a posicdo da substituigdo e o carater do substituinte interfere na densidade
eletronica da ligagdo C=C, influenciando o poder eletrofilico da chalcona. De fato, esse
comportamento foi observado pelos autores, sobretudo nas chalconas di-hidroxiladas no anel
A, que apresentaram atividade citotoxica comparavel aos seus analogos halogenados e nitro-

substituidos. Por outro lado, também se constatou uma toxicidade moderada da 2’-
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hidroxichalcona nas linhagens tumorais testadas, em comparagao as chalconas substituidas com
grupos metoxila, cloro e nitro.

No estudo de Amslinger et al., (2013), a presenca do grupo 2’-hidroxila no anel A
foi associada a um aumento na reatividade quimica, medida pela taxa de reagdo com cisteamina
(k2 =5,1 M!s!) em comparacio a chalcona sem substituintes (ko = 3,0 M!s!). Essa reatividade
foi atribuida a capacidade do grupo hidroxila em formar uma ligagdo de hidrogénio
intramolecular com a carbonila, favorecendo a ativagao do sistema a,B-insaturado para reagdes
do tipo adicdo de Michael com nucledfilos com grupos tiol. Este comportamento pode ser
observado no trabalho de Mai et al., (2014), no qual a 2’-hidroxichalcona apresentou maior
citotoxicidade em relagdo a chalcona ndo substituida em varias linhagens tumorais. Nesse
estudo, os valores de CCso da chalcona sem substituicdes variaram entre 70 e maior que 100
uM, sendo este ultimo valor observado para a maioria das linhagens testadas. Por outro lado, a
2’-hidroxichalcona apresentou CCsg entre 18 e maior que 100 uM, com o valor superior a 100
uM ocorrendo em apenas uma linhagem, o que refor¢a a influéncia do grupo 2’-OH na
citotoxicidade.

O efeito citotdxico reduzido observado na substancia 2C pode estar relacionado ao
alongamento da cadeia alifatica, essa modificacdo possivelmente aumentou da conjugacao do
sistema o,fB-insaturado, reduzindo a eletrofilicidade do carbono B e, consequentemente, a
suscetibilidade da molécula a ataques nucleofilicos nessa posi¢do. Um resultado semelhante foi
reportado por Gomes et al., (2023), que observou um aumento de aproximadamente 13 vezes
no valor de CCso de uma p-aminochalcona com cadeia alifatica elongada em comparacdo a sua
analoga sem essa modificacao.

Um resultado semelhante foi relatado por Ribeiro et al., (2024) que observou uma
reducdo da toxicidade de quase seis vezes de uma chalcona com cadeia alifatica elongada
(CPNC) em relagao a molécula estruturalmente analoga (chalcona 1) avaliada por Magalhaes
et al., (2022).

No estudo de Abu Bakar et al., (2018), a presenga de grupos doadores de elétrons
no anel B, como o substituinte metoxila, foi associada a um efeito citotoxico reduzido em uma
série de derivados da chalcona natural FKB. Provavelmente por reduzir a eletrofilicidade do
sistema a,B-insaturado e, dessa forma, a reatividade em reacdes de adicao de Michael. Além
disso, os resultados observados nas chalconas metoxiladas apontam que a posi¢ao e o padrado
de substituicao dos grupos metoxila no anel B influenciam na citotoxicidade dessas moléculas.

Em diferentes estudos analisados, foi possivel observar que a presenca de grupos

metoxila na posi¢ao 2 do anel B esteve associada a valores mais elevados de CCso, sugerindo
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um menor efeito citotoxico. No trabalho de Abu Bakar et al., (2018), as chalconas com ao menos
um grupo metoxila na posi¢ao 2 apresentaram CCsp entre 25 e > 30 uM, enquanto aquelas com
substituigdes em outras posi¢des apresentaram valores mais baixos (entre 8 € 9 uM). De forma
semelhante, Romagna et al., (2024), relataram CCsp maior para chalconas mono ou
dimetoxiladas na posi¢do 2 em comparacdo a substituicdo exclusiva na posicdo 4, que
apresentou maior toxicidade. Adicionalmente, os estudos de Gonzalez et al., (2020) e de Mai et
al., (2014) também destacam a influéncia da proximidade dos grupos metoxila no aumento da
toxicidade dessas moléculas, possivelmente por efeitos estéricos que podem afetar a reatividade
da molécula.

Em rela¢do as 2’-hidroxichalconas, foi possivel observar uma tendéncia que se
assemelha parcialmente ao que foi observado nos estudos citados. A chalcona 4B, com grupos
metoxila nas posi¢des 2 e 4 e um grupo metila na posi¢do 3, apresentou valores de CCso
superiores, na maioria das linhagens, a chalcona 4A, com grupo metoxila na posicao 4. Isso
sugere que a introdu¢ao do grupo metoxila na posi¢do 2 contribuiu para um perfil menos toxico,
embora o efeito da proximidade dos substituintes ndo tenha reduzido a CCso como foi observado
em outros estudos. Essa diferenga pode ter ocorrido pelo fato de a metila ter um tamanho menor
que a metoxila. Esses resultados reforcam a participacdo da posigdo, tipo e proximidade dos
substituintes na citotoxicidade observada.

A chalcona 2B, contendo um anel de tiofeno na posi¢ao correspondente ao anel B
apresentou toxicidade intermediaria no geral, sendo mais toxica que a molécula referéncia na
maioria das linhagens. Esse dado sugere que a introdugdo do tiofeno pode estar relacionada a
um aumento da atividade citotdxica, ainda que de forma moderada. Esse tipo de modificagao
na estrutura de chalconas tem sido explorada especialmente em estudos sobre propriedades
anticancer, antimicrobiana, neuroprotetora. Nos trabalhos de Helmy et al., (2022), Ibrahim et
al., (2024) e Zengin Kurt et al., (2025) foi demostrado que a incorporacdo do tiofeno pode
conferir maior atividade em células tumorais MCF-7, HepG2 e A549, com efeitos citotoxicos
muito baixos em linhagens normais. No entanto, esse efeito antiproliferativo nao foi observado
nas cumarinas-chalconas hibridas com grupo tiofeno avaliadas por Badreddinn et al., (2023)
em linhagens tumorais MCF-7, HepG2 e PC-3.

Em resumo, as 2’-hidroxichalconas avaliadas apresentaram perfis de toxicidade
distintos, sendo possivel correlacionar parte desse efeito aos grupos substituintes e alteragdes
estruturais. As chalconas com &atomos de fluor e cloro na sua estrutura demonstraram
citotoxicidade mais acentuada, enquanto as substituicdes com atomos de bromo e grupo nitro

foram associadas a uma menor toxicidade celular. Os resultados in silico forneceram
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informacdes importantes acerca do potencial toxicoldgico dessas moléculas. Todavia ¢
necessario considerar que os ensaios se limitaram a uma metodologia especifica ndo abordando
outros mecanismos de citotoxicidade. Portanto, ¢ recomendavel que estudos futuros explorem
outras vias de dano celular e alvos farmacoldgicos a fim de complementar o conhecimento

relativo a seguranga e ao potencial terapéutico dessas moléculas.



39

7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos a partir das predi¢des de toxicidade in silico foi possivel
concluir que a série 2'-hidroxichalconas sintéticas possuem um perfil preditivo de baixa
toxicidade geral, especialmente em relagdo a cardiotoxicidade e citotoxicidade. No entanto,
também possuem potencial para imunotoxicidade e inibi¢do de enzimas do citocromo P450. Os
dados da avaliagdo de toxicidade in vitro demonstraram que as chalconas halogenadas 1A, 1C
e 1D exerceram maior efeito citotoéxico sobre as linhagens testadas, indicando que a presenca
de atomos de fluor e cloro contribuiu para o aumento da reatividade dessas moléculas com alvos
celulares resultando em dano celular acentuado. Em contrapartida, as modificagdes na cadeia
alifatica (2C) e nitro-substituicdes (3A) resultaram em menor citotoxicidade no geral.

O presente trabalho contribuiu para a compreensdo da relacdo entre estrutura
quimica e toxicidade dos derivados de 2'-hidroxichalconas. A combina¢ao de métodos in silico
e in vitro permitiu avaliar de forma mais integrada o potencial toxicoldgico dessas moléculas.
Dessa forma, esses resultados poderao subsidiar pesquisas futuras envolvendo chalconas, tanto
no estudo de efeitos bioldgicos, quanto no planejamento de derivados mais seguros com

potencial terapéutico, servindo como prototipo para o desenvolvimento de novos farmacos.
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APENDICE A - GRAFICOS DE VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS
CELULARES TRATADA COM AS 2’-HIDROXICHALCONAS

Figura 7 — Gréfico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre células LLC-MK2
apo6s 24 horas de incubagao.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Os dados estdao apresentados como média + EPM de trés experimentos independentes
em triplicata. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Figura 8 — Grafico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre células HK-2 apos

24 horas de incubacao.
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Legenda: Os dados estdo apresentados como média = EPM de trés experimentos independentes

em triplicata. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Figura 9 — Grafico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre células L929 apos
24 horas de incubacao.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM de trés experimentos independentes
em triplicata. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Figura 10 — Grafico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre células IEC-6 apos
24 horas de incubacao.
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Legenda: Os dados estdo apresentados como média = EPM de trés experimentos independentes

em triplicata. A analise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Figura 11 — Gréfico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre células PC12 apos
24 horas de incubacao.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Os dados estdo apresentados como média £ EPM de trés experimentos independentes
em triplicata. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Figura 12 — Graéfico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre Astrocitos apos 24
horas de incubacao.
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Legenda: Os dados estdo apresentados como média £ EPM de trés experimentos independentes

em triplicata. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Figura 13 — Gréfico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre células BV2 apos
24 horas de incubacao.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Os dados estdo apresentados como média £ EPM de trés experimentos independentes
em triplicata. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Figura 14 — Grafico representativo do efeito das 2’-hidroxichalconas sobre células RAW
264.7 apos 24 horas de incubagao.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Os dados estdo apresentados como média = EPM de trés experimentos independentes
em triplicata. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. *

p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.



APENDICE B — TABELAS DE VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS CELULARES TRATADA COM AS 2’-
HIDROXICHALCONAS

Tabela 2 — Percentuais de viabilidade celular da linhagem LLC-MK2 tratada com as substancias em estudo em cada concentragao (uM).
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REF

1A

1C

1D

1E

2B

2C

3A

4A

4B

CT

v

250

125

62,5

31,2

15,6

7,8

3,9

100,00 + 0,37
94,80 + 0,89
56,88 + 6,59*
63,04 £5,11*
70,07 + 6,63*
75,14 + 3,00%
76,75 + 3,05%
85,26 + 4,52

95,25+ 1,35

99,91 + 0,99
94,80 + 0,89
60,88 +1,61*
69,54 + 1,84*
81,25 £5,00%*
83,18 £4,54%
86,60 + 4,59*
94,08 + 2,60

98,56 £ 1,97

99,95 + 0,64
94,80 + 0,89
73,46 +2,32%
77,02 +3,35%
77,96 £2,81*
85,28 +1,48%
90,35+ 1,75*
96,32 + 1,98

98,31 + 1,69

99,97 + 1,54
94,80 = 0,89
52,47 + 1,81%
57,35 4 2,79%
65,97 + 3,55%
75,95 + 2,68*
75,70 + 2,90*
84,30 + 1,10%

94,03 + 1,96

99,95 + 1,36

94,80 £ 0,89

46,34 + 4,34*

55,19 £ 2,98*

62,45 + 3,74*

69,61 + 2,42%

80,26 + 2,75%

83,11+ 1,26%

94,06 + 4,85

99,97 + 1,42

94,80 + 0,89

56,11 +0,25*

60,13 £2,75%

64,27 + 1,08*

71,71 + 2,44*

75,89 + 1,80*

85,77+ 1,94*

96,85 £ 2,55

99,92 + 0,88
94,80 + 0,89
61,57 +2,35*
68,99 £2.91*
72,37 +241%
77,26 £ 1,29*
80,72 +£1,58*
87,56 £0,95*

97,31+ 0,95

100,00 =+ 2,09
94,80 + 0,89
58,01 + 3,49%
61,06 + 1,87*
69,95 + 1,26*
73,90 = 0,86*
82,02 £ 1,91%
87,77 + 1,25%

95,88 £ 1,97

99,96 + 1,45
94,80 + 0,89
57,84 + 3,84%
67,64 + 3,66%
70,14 + 3,44%
75,08 + 3,68*
80,11 + 3,22%
88,20 +£3,45%

95,49 + 1,49

100,10 £ 1,79
94,80 + 0,89
61,90 + 4,50*
67,00 £ 5,27*
72,61 + 6,38*
78,41 + 5,38*
84,18 £4,75*
89,31+ 1,39

9334+ 1.22

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pds-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Tabela 3 — Percentuais de viabilidade celular da linhagem HK2 tratada com as substancias em estudo em cada concentragdo (uM).

REF 1A 1C 1D 1E 2B 2C 3A 4A 4B

CT 99,89 +0,43  99,89+0,43 99,89+043 9997+1,54 9995+1,36 9997+142 9992+0,88 100,00+2,09 9996+1,45 100,10=+1,79

\4 96,20+ 1,39 96,20+1,39 96,20+ 1,39  96,20+1,39 96,20+ 1,39  96,20+1,39 96,20+1,39 96,20+ 1,39  96,20+1,39 96,20+ 1,39
250 4,04 +1,04* 11,27 +2,14*¥ 13,88+3,46* 4,98+0,43* 4538+3,82*% 2545+2,14*% 70,15+3,28% 73,86+4,37* 25,73+1,38* 60,02 +2,62*
125 68,08+4,68* 67,70 +2,03* 48,88+ 1,88* 55,00+4,29*% 7327+527*% 4333+£3,67* 83,38+£3,60* 9243+353 58,60+232*% 67,01=+3,82%
62,5 100,40+3,34 92,07+£2,89 90,52+£5,06 89,43+2,10%* 8280%3,51* 7930+ 1,69* 9478+491 102,80+3,18 89,03+3,62* 92,50+3,76
31,2 101,80+2.34 103,20+2,89 97,82+4,67 94,00+3,34 9198+1,86 83,65+4,01* 9470+4,28 99,48+3,67 90,13+3,94* 100,70+ 1,52
15,6 100,10+2,68 100,90+3,27 96,50+3,53 97,21+3,67 99,49+3,62 9558+3,81 100,50+2,26 107,60+3,48 100,50+2,61 105,40+ 1,49

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pds-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Tabela 4 — Percentuais de viabilidade celular da linhagem 1929 tratada com as substancias em estudo em cada concentragdo (M)

REF 1A 1C 1D 1E 2B 2C 3A 4A 4B

CT 100,00 + 1,71 100,00+ 1,71 100,00 +1,71 100,00+ 1,71 99,97+ 1,19 97,44+283 97,44+£283 9997+1,19 9997+1,19 9997+1,19

A% 96,23 +0,78 96,23 +£0,78 96,23+0,78 96,23 +0,78 96,23 +£0,78 96,23 +0,78 96,23 +0,78 96,23 +0,78 96,23 £ 0,78 96,23 + 0,78
250 27,95+0,70* 5,53+0,80* 9,52+£0,66% 2,23+0,97* 31,35+3,78% 26,72+238*% 72,42+2,56* 78,09+0,67* 18,83+0,72* 60,48+ 1,81*
125 74,32+£2,00% 21,07+2,72*% 24,68+5,71* 17,65+2,24* 73,78+1,98* 53,33 +2,49* 8290+0,94* 87,52+1,07* 52,07+1,51* 7228+231*
62,5 84,23+0,89* 67,83 £5,55% 64,62+6,54% 64,25+2,52* 90,52 +£2,05% 77,65+2,15% 89,53+2,85*% 91,04+£2,10% 75,75+1,23* 76,72 +2,67*
31,2 88,88+2,44* 7828+282% 81,85+291* 81,92+271* 9482+3,18 8442+268*% 8522+1,47* 9290+1,92*% 86,12+ 1,02*% 79,10+ 3,50*
15,6 89,13 +3,21* 8235+3,56* 86,60+3,19 88,77+1,80* 9745+2,18 86,45+1,92*¥ 8542+1,20* 94,18 +£0,95* 97,38+1,30 82,81 +2,53*
7,8 96,12 +1,88  89,00+231 91,17+ 1,74  93,72+2,11 99,35+£242 94,68+1,90 90,30+ 1,18 97,01+1,22 9730+1,70 91,01+ 1,71
3,9 99,40+ 1,37 92,27+£2,11 95,63 £2,59 9505+1,76 102,40+1,79 96,32+2,55 90,92+1,50 97,80+1,28 97,43+1,35 91,81+£1,27

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pods-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Tabela 5 — Percentuais de viabilidade celular da linhagem IEC-6 tratada com as substancias em estudo em cada concentra¢ao (LM).

REF 1A 1C 1D 1E 2B 2C 3A 4A 4B
CT 99,90+ 148 9990+1,48 9990+1,48 9990+1,48 99,58+0,48 100,10+1,10 100,10+1,10 99,58+0,48 99,58 +0,48 99,58 +£0,48
\4 95,70+ 1,57 95,70+ 1,57 95,70+ 1,57 95,70+1,57 95,770+ 1,57 95,70+ 1,57 95,770+ 1,57 95,70+ 1,57 95,70+1,57 95,70 + 1,57
250 2,05+0,94* 0,62+0,28% 0,72+0,26* 0,65+0,43* 19,58+2,89* 16,23 +1,93* 52,47+0,83* 90,28 +4,04* 34,62+ 1,48* 10,83+0,76*
125 58,55+3,62* 7,82+0,92* 7,20+0,95* 1,57+0,62* 68,28+4,30* 19,90+ 1,08* 65,17+2,92* 104,70+1,32 53,87+0,51* 28,20+3,53*
62,5 91,50 +4,21 27,35+ 1,48* 13,33+£0,79* 33,70+ 1,83* 94,00+3,26 45,55+3,48* 91,93+3,07 100,20+0,70 76,07+2,35* 71,20+2,29*
31,2 96,45+3,10 66,93 +2,22* 51,50+2,56*% 75,65+3,20% 97,95+2,57 74,57+3,00% 93,22+3,60 101,40+0,95 10590+1,71 96,07 +3,47
15,6 101,10+3,23 104,90+1,37 99,85+2,16 101,30+2,39 99,27+3,57 89,58+228* 9583+227 101,80+1,04 108,50+2,07 96,33+241
7,8 99,13 +2,56 104,90+1,85 99,35+1,94 100,50+0,85 99,33+2,51 9490+2,04 96,47+0,97 99,68 +0,38 104,40+2,14 100,70+ 3,06
3,9 102,00 +2,75 104,50 +0,87 104,60+0,70 103,10+ 1,24 102,60+2,30 98,77+1,55 102,10+0,85 98,08+0,81 104,80+1,73 101,10+1,70

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pds-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Tabela 6 — Percentuais de viabilidade celular da linhagem PC12 tratada com as substancias em estudo em cada concentragdo (uM).

REF

1A 1C 1D 1E 2B 2C 3A 4A 4B

CT 100,10+1,05 100,10+ 1,05 100,00+1,36 100,10+1,06 100,00+1,36 100,10+1,06 99,93+1,81 101,90+1,74 99,93+1,81 99,93 +1,81

\4 97,05+ 1,12 97,05+1,12 97,05+1,12 97,05+1,12 97,05+1,12 97,05+1,12 97,05+1,12 97,05+1,12 97,05+1,12 97,05+ 1,12
250 0,50+0,32*  0,00+0,00* 0,56+0,45* 0,07+£0,07* 22,62+1,78*% 8§,14+1,15* 38,87+3,59* 89,51 +1,50* 31,94+3,43* 61,62+2,65*
125 80,27+3,63* 1,43+0,50* 0,98+0,39*% 420+£0,65* 100,50+3,06 25,02+1,58% 49,73+£257* 100,60+2,99 46,21 +191* 68,93 +1,25*
62,5 90,17+£2,65*% 50,95+830* 51,64+3,38* 38,05+7,10%¥ 110,40+3,91 89,90+522* 77,87+4,04* 9823+3,08 81,23+ 1,36* 75,53 +1,34%
31,2 92,23+332* 91,65+£1,62 99,09+4,27 9493+527 109,30+3,67 98,26+4,45 8227+2,64* 9823+386 86,84+£226% 78,78 +1,92*
15,6 9490+3,17 9597+1,65 96,88+238 9596+3,54 106,40+2,54 104,00+2,36 87,38+2,35*% 96,63+4,59 90,61 £2,78  88,95+4,70
7,8 94,47+224 9538+1,92 96,10+4,04 9942+396 102,00+2,27 108,00+ 1,48 96,30+ 1,39 102,50+5,59 94,28 +3,19 92,15+5,98
3,9 96,10+ 2,10 96,88+1,56 96,32+4,16 100,90+3,08 105,70+2,76 108,50+2,45 9583+1,95 97,05+1,12 99,13+2,73 96,38 + 2,30

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pods-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.



Tabela 7 — Percentuais de viabilidade celular da linhagem de Astrdcitos tratada com as substancias em estudo
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REF 1A 1C 1D 1E 2B 2C 3A 4A 4B
CT 100,00 £ 1,2 100,00 +£1,2  99,94+0,97 99,94+0,97 99,94+0,97 99,94+0,97 100,10+5,54 100,10+5,54 100,10+5,54 100,10 +5,54
\4 99,42 + 3,96 99,42 +396 9942+396 99,42+396 99,42+396 9942+396 99,42+396 9942+396 9942+396 99,42+ 3,96
250 0,60+ 0,27* 0,14+0,14* 2,66+0,39* 032+0,17* 36,80+2,88* 947+1,00% 78,87+599* 69,97+6,45*% 36,62+290*% 63,77+945%
125 73,8+4,99* 2,38+0,61* 11,02+1,34* 9,70+ 1,10 99,85+7,40 30,25+545* 84,62+738 83,15+1,67* 77,65+5,54* 67,53 +£6,94*
62,5 90,8+2,12* 29,0+ 8,07* 44,55+£9,27* 39,08+594* 106,90+293 100,80+4,00 92,67+5,08 84,13+249 91,20+592 87,48+4,34
31,2 90,33 +£2,26* 86,5+ 1,20% 92,78+6,25 100,10+5,38 107,60+1,38 103,40+1,27 101,50+4,49 89,42+2,19 100,80+5,63 97,45+6,33
15,6 94,23 +£2,04 90,03+ 1,94 103,00+4,43 100,70 +4,28 109,40+2,26 104,30+2,74 102,80+4,66 9517+3,39 93,96+3,88 92,03+ 7,55
7,8 99,78 +2,18 93,38+ 1,62 105,60+3,57 104,70+4,05 107,60+0,75 105,70+1,42 102,60+2,94 100,60+5,07 98,13+4,57 100,10+4,10
3,9 98,30+ 1,15 90,98 +2,25 106,4+3,73 94,68+227 102,60+0,73 102,10+2,39 104,20+2,70 99,03+5,05 9581+2,72 102,40+2,79

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pods-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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Tabela 8 — Percentuais de viabilidade celular da linhagem BV2 tratada com as substancias em estudo em cada concentragao.

REF 1A 1C 1D 1E 2B 2C 3A 4A 4B

CT 99,99 + 1,89 9999+ 1,89 9999+1,89 9999+1,89 9993+1,89 9993+1,89 9993+1,89 9993+1,89 9994+1,02 99,94+ 1,02

\4 98,82 £2,50 98,82 +2,50 98,82+250 98,82+2,50 98,82+2,50 98,82+2,50 98,82+250 98,82+2,50 98,82+2,50 98,82+2,50
250 0,00 £ 0,00%* 0,00 £0,00*  0,00+£0,00* 0,31+0,26* 3,63+1,38* 3,00+0,54* 25,82+3,05% 4517+6,99* 12,12+1,38* 21,19+4,15*
125 31,20+ 10,72* 1,40+ 1,22*  1,58+0,97* 0,72+£0,36* 41,55+5,17* 9,40+£220* 71,80+5,30% 72,80+3,79* 36,98+3,03* 39,86=+5,67*
62,5 84,76+ 6,82  20,68+6,12* 490+ 1,08* 72,65+8,30* 81,27+5,01* 70,18+5,18*% 101,50+3,47 91,75+£6,60 76,37+3,10% 65,12+331*
31,2 94,08+ 6,14 101,00+3,53 92,73+1,73 86,11+796 88,35+2,50 89,72+1,99 103,20+5,88 96,12+4,66 96,44+ 1,58 87,90+223
15,6 95,36 +4,71 96,03+344 99,70+293 9643+4,61 91,85+3,84 91,17+4,18 103,70+4,23 103,70+4,66 100,70+1,12 92,90+2,13
7,8 101,30 +2,71 100,40 £2,23 96,50+2,72 102,30+1,51 88,13+0,74 94,18+ 1,84 9795+3,60 99,53+6,92 102,10+1,51 104,20+2,75
3,9 100,60 +1,41 102,40+2,37 103,30+1,82 97,75+2,52 90,87+2)55 97,43+0,89 102,30+3,25 112,20+4,50 103,20+1,06 107,00+ 2,44

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média + EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pods-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relagdo ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.
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REF 1A 1C 1D 1E 2B 2C 3A 4A 4B

CT 99,97+298  99,74+430 99,98+292 101,30+2,74 101,30+2,74 101,30+2,74 100,10+1,78 100,10+1,73 100,10+2,10 100,10+ 1,78

\4 98,67+ 1,61 98,67+1,61 98,67+1,61 98,671,601 98,67+1,61 98,67+1,61 98,67+1,61 98,67+1,61 98,67+1,61 98,67+ 1,61
250 1,52+0,62*  0,00+0,00* 0,00+0,00* 1,09+0,55* 1,80+0,96* 0,45+0,36* 46,25+6,83* 46,84+6,13* 0,22+0,22* 19,16+2,69*
125 13,44 +£3,62* 0,00+ 0,00 0,06+0,06% 2,06+0,89*% 4227+482* 261+£091* 63,78+£2,19% 60,63 +8.27* 24,62+3,41* 19,95+ 3,48*
62,5 84,23+6,62* 0,06+0,04* 254+ 1,17* 2,56+1,08% 96,06+3,45 39,62+ 1,34* 81,40+447* 7343+784*% 5642+745% 41,74+3,76*
31,2 99,43 +5,94 47,19+4,87* 21,27+6,35% 24,61+5,67* 108,10+1,80 101,40+1,34 97,13+£6,27 84,50+6,72 89,85+8,62 71,80=+5,69*
15,6 97,53+ 6,16 82,80+ 5,63* 94,69+5,83 89,59+425% 104,90+341 107,10£2,15 87,26+5,35 88,24+5,58 103,80+ 8,88 87,63+ 5,78
7,8 9546+3,53 90,76 +3,11 97,50+2,93 96,40+3,19 98,09+1,37 103,60+2,68 98,19+5,39 89,75+4,77 100,50 +5,71 89,55+ 3,88
3,9 96,55+3,25 9431+225 100,50+2,68 9795+223 108,90+2,69 112,00+2,81 97,11+6,1 92,66 2,77 104,90+2,67 96,77+ 1,03

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Os dados estdo apresentados como média = EPM. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet. * p <

0,05 em relacgao ao grupo controle. CT = controle; V = veiculo.



