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RESUMO

Nos Ultimos anos, o crescente interesse por métodos alternativos ao uso de animais em testes
laboratoriais tém levado a exploracdo de abordagens inovadoras para o desenvolvimento de
novos farmacos, cosméticos e nutracéuticos, como o método HET-CAM (Hen's Egg Test-
Chorioallantoic Membrane). Este método oferece uma plataforma in vitro que utiliza ovos
fertilizados de galinha para avaliar a irritacdo aguda e os efeitos farmacol6gicos de novas
entidades quimicas. Dessa forma, este estudo visa a investigacdo dos potenciais efeitos de
biocompatibilidade, angiogéneses e anti-inflamatérios de derivados de chalconas (D30OH,
D3COPHS3, D3COH e D1), previamente sintetizadas pelo grupo Lapdesf-UNESP (Laboratorio
de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos), utilizando o método HET-CAM como modelo
alternativo experimental in vitro. As chalconas, conhecidas por suas diversas propriedades
farmacoldgicas, foram escolhidas devido a sua comprovada capacidade de modular processos
inflamatdrios e inibir o crescimento tumoral. Estudos de biocompatibilidade e angiogénese
foram realizados para identificar o potencial de irritabilidade aguda, embriotoxicidade e
antiangiogénico que essas moléculas podem apresentar. O ensaio de biocompatibilidade in vitro
(in ovo) em HET-CAM revelou que os derivados de chalconas D3OH, D3COPH3, D3COH e
D1 sdo seguros, apresentando auséncia de toxicidade aguda, lise vascular, hemorragia e
coagulacdo em 300 segundos. O ensaio antiangiogénico mostrou que D3OH e D1 inibiram a
formagdo de vasos de forma semelhante ao controle 5-FU. Assim, D3OH e D1 foram
selecionados para testes de atividade anti-inflamat6ria em modelo in vitro (in ovo) de HET-
CAM.

Palavras-chave: carbonilas o,B-insaturadas; HET-CAM; novos farmacos; irritacdo aguda;

anti-angiogénese; anti-inflamatorio.



ABSTRACT

In recent years, the increasing interest in alternative methods to animal testing in laboratory
studies has driven the exploration of innovative approaches for the development of new
pharmaceuticals, cosmetics, and nutraceuticals, such as the HET-CAM (Hen's Egg Test-
Chorioallantoic Membrane) method. This method offers an in vitro platform utilizing fertilized
chicken eggs to assess acute irritation and the pharmacological effects of novel chemical
entities. In this context, the present study aims to investigate the potential biocompatibility,
anti-angiogenic, and anti-inflammatory effects of chalcone derivatives (D30OH, D3COPHS3,
D3COH, and D1), previously synthesized by the Lapdesf-UNESP (Drug Research and
Development Laboratory), using the HET-CAM method as an alternative experimental in vitro
model. Chalcones, recognized for their multifaceted pharmacological properties, were selected
due to their demonstrated ability to modulate inflammatory processes and inhibit tumor
progression. Biocompatibility and angiogenesis assays were conducted to identify the potential
acute irritability, embryotoxicity, and anti-angiogenic properties that these molecules may
exhibit. The in vitro (in ovo) HET-CAM biocompatibility assay revealed that chalcone
derivatives D30OH, D3COPH3, D3COH, and D1 are safe, showing no signs of acute toxicity,
vascular lysis, hemorrhage, or coagulation within 300 seconds. The anti-angiogenic assay
demonstrated that D3OH and D1 inhibited vessel formation to a similar extent as the 5-FU
control. Consequently, D30OH and D1 were selected for further anti-inflammatory activity

assays in an in vitro (in ovo) HET-CAM model.

Keywords: a,p-unsaturated carbonyl compounds; HET-CAM; novel drugs; acute irritation;

anti-angiogenesis; anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

Os métodos alternativos ao uso de animais tém sido adotados com o intuito de simular
a fisiologia humana sem a necessidade de utilizar modelos animais, levando em consideracgéo
a maior eficiéncia em termos de tempo de execucdo dos experimentos e a reducgédo de custos
(Doke; Dhawale, 2015). Além disso, estudos recentes indicam que, em alguns casos,
voluntarios humanos desenvolveram lesdes ap6s a administracdo de compostos previamente
considerados seguros em testes com animais, evidenciando limitacdes deste modelo na previsdo
da toxicidade de farmacos (Van Norman, 2020). Diante da subjetividade inerente aos resultados
obtidos em animais, a pesquisa tem buscado alternativas experimentais mais vantajosas
economicamente, alinhadas ao principio dos 3 R’s (reduction, replacement and refinamento)
traduzido para o portugués como “redugdo, substituicdo e refinamento” e tendo como objetivo
diminuir progressivamente o uso de animais em estudos cientificos (Huang et al., 2021).

Esses fatores permitem que tais estudos sejam mais atraentes para a pesquisa brasileira,
principalmente pelo pais estar imerso no grande ramo do agronegdcio, tendo a producédo de
frangos no Brasil ocupando o primeiro lugar na exportacdo de carne e o segundo lugar em
producdo, facilitando o desenvolvimento de pesquisas utilizando ovos desses animais. Para
alcancar estes resultados, este setor permanece em constante evolu¢do com uso de tecnologias
para garantir um bom desenvolvimento dos animais, e dessa forma, para que que a eclosao dos
pintinhos seja possivel, 0s ovos permanecem na incubadora por um periodo de 21 dias (Groff
etal., 2017).

Essas incubadoras, que tém como funcdo gerar calor e umidade estavel e constante,
permitindo assim o desenvolvimento embrionario e, posteriormente, seu nascimento (Herr et
al., 2019). Além do ovo das aves ser um veiculo para reproducéo, ele também é utilizado como
fonte de alimentagdo para consumo humano. Ele apresenta tamanho e forma diferentes entre as
diversas espécies de aves. No entanto, todas possuem as mesmas trés partes: gema, alboumina e
casca, e estas partes sdo separadas por membranas (Jacob; Miles; Mather, 2000).

Dada a crescente introducdo de produtos quimicos no mercado, e 0s potenciais impactos
ambientais e de salde, houve a necessidade de desenvolver métodos confiaveis para avaliar sua
toxicidade. Assim, o teste da membrana corioalantdica em ovo de galinha (Hen's Egg Test on
Chorioallantoic Membrane - HET-CAM) surgiu como uma alternativa eficaz, répida e
econdmica. Esse teste é sensivel o suficiente para identificar a toxicidade de compostos, alem
de fornecer informacdes sobre embriotoxicidade, efeitos teratogénicos e efeitos metabolicos e
imunopatoldgicos (Luepke; Kemper, 1986; Vargas et al., 2007). Sua precisdo em detectar produtos
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n&o irritantes faz dele uma excelente alternativa ao uso de coelhos no teste de Draize (De Araujo
Lowndes Viera et al., 2022).

O ensaio HET-CAM tem sido amplamente utilizado em diferentes areas, incluindo o
desenvolvimento de cosméticos, como shampoos e cremes para cuidados com a pele, alem de
aplicac@es na industria farmacéutica, onde € utilizado para avaliar atividades anti-inflamatorias,
antiangiogénicas, antitumorais e efeitos teratogénicos de novos farmacos (Derouiche;
Abdennour, 2017; Krenn; Paper, 2009; Mussagy et al., 2023; Ozturk et al., 2020; Victorelli et
al., 2020).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estudos alternativos ao uso de animais
Com o intuito de proteger tanto a saude humana quanto a ambiental, a determinacdo da

toxicidade de substancias quimicas e produtos finalizados se torna um desafio para as agéncias
reguladoras bem como para a comunidade cientifica, resultando em impactos econémicos e
éticos. Com isso, hé extrema necessidade por métodos confiaveis que avaliem a toxicidade para
identificar, acessar e interpretar as caracteristicas nocivas destas substancias. Os testes
preditivos para avaliacdo de toxicidade das substancias quimicas utilizam majoritariamente a
experimentacdo animal como ferramenta principal, e gradativamente tem sido substituida por
metodologias sem a necessidade de modelos animais, modelos estes que séo satisfatérios para
os padrdes regulatorios e sdo aceitaveis, além de financeiramente acessiveis para a sociedade
(Bonneau et al., 2022; Fischer; Milton; Wallace, 2020).

2.2. Uso de embrides de aves em experimentos
O embrido das aves auxilia pesquisadores para uma melhor compreensdo de questdes

referentes ao desenvolvimento e biologia celular hd mais de dois mil anos. Em 350 Antes de
Cristo (A.C.) Aristdteles j& descrevia o desenvolvimento embrionério que ocorria dentro do ovo
da galinha, mas ndo houve muitos registros sobre o topico até o século XIlII, quando Albertus
Magnus identificou o coracdo do embrido no terceiro dia de incubacdo (FIGURA 1), e a partir
disso mapeou todos o0s 6rgdos constituintes até o décimo dia de desenvolvimento embrionario.
Apenas no século XVII, o pai da embriologia, Marcello Malpighi, diagramou pela primeira vez
a morfogénese microscopica do embrido da galinha, abordando em conjunto uma extensa
caracterizacdo de seu sistema cardiovascular (Asai; Bressan; Mikawa, 2021; Vergara; Canto-
Soler, 2012; Wolpert, 2004).
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FIGURA 1- Montagem Total de embrido de galinha com 72h de desenvolvimento, as

modificagdes do coragdo primitivo.

Fonte: (FAMEMA, 2024).

Técnicas de incubacdo artificial de ovos de galinha datam dos tempos da 182 dinastia no
Egito (1400 A.C) e antes disso, possivelmente na China antiga. Com as consideracdes de Plinio,
Diodorus e cartas assinadas pelo imperador Adriano, é possivel encontrar registros dessas
técnicas na literatura romana, onde os ovos eram colocados em grandes fornos e posicionados
em pontos mais frios ou quentes da estrutura com intuito de regular a temperatura para permitir
o0 desenvolvimento das aves (FIGURA 2). Contudo, a incubacéo artificial de ovos foi esquecida
durante a idade média e so voltou a ganhar destaque no século XV1I1 (Corti & VVogelaar, 2012.;
Mason, 1999).
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FIGURA 2. Incubadora de ovos egipcios.

Fonte: (Corti; Vogelaar, 2012).

O Gallus gallus € considerado um dos modelos animais que tém mais éxito em replicar
o desenvolvimento e fisiologia de mamiferos, tendo vantagens significativas para pesquisa
devido ao seu rapido desenvolvimento e a facil acessibilidade para observagdo e manejo de seus
embrides (Wang & White, 2021; Yamagata, 2022). E possivel notar a similaridade nos estagios
entre 0s embrides de aves e os embrides das demais espécies animais (FIGURA 3), de modo
que as etapas de desenvolvimento de gastrulagéo e neurulacdo permitem o desenvolvimento de
estruturas como a presenca de mesoderme e endoderme, notocorda, coragdo ventral, sistema
nervoso dorsal e cauda pos-anal. Essas etapas admitem estudos comparativos entre espécies e
a utilizacdo destes embrides em pesquisas cientificas (Scott F. Gilbert et al., 2019; Silva et al.,
2021; Voiculescu, 2020).



17

FIGURA 3 - Semelhancas entre embrides e seus estagios evolutivos.

Polxo Salamandra Tartaruga Gallnha Coelho  Humano

Fonte: (SO BIOLOGIA, 2024).

A comparacdo entre embrides de aves e humanos pode ser realizada até o surgimento
de estruturas embrionarias especificas do segundo més gestacional intrauterino, que tem o inicio
da clivagem 24 horas ap0s a reproducdo, enquanto nas aves esse processo ocorre apenas 3 horas
apos a fecundacdo. Os ovos fecundados comegam a desenvolver estruturas como cérebro, olhos,
somitos e componentes do sistema vascular em um periodo de 72 horas, em paralelo com o
desenvolvimento humano, onde essas etapas correspondem a terceira e quarta semana. As
espécies comecam a se diferenciar com suas especificidades a partir do quarto dia de incubacéo
dos ovos, que equivale ao segundo més da gestacdo do ser humano (Silva et al., 2021; “The
Developing Human: Clinically Oriented Embryology, 9e - 1st Edition | Elsevier Shop™)

Ap0s a fecundacdo do ovo, o oviduto da galinha comeca o processo de divisao celular,
conhecido como clivagem. Nesse processo, 0 blastodisco é visivel a olho nu. Apds a postura do
ovo, o epiblasto e o hipoblasto formam um disco bilaminar do embrido. Esses discos
posteriormente irdo desenvolver o assoalho da cavidade amnidtica e o teto da cavidade
exocelémica, bem como o embrido e as estruturas extra-embrionarias, como amnio, corio,
alantoide e saco vitelinico, iniciando assim a fase de gastrulacdo (Gadelha et al., 2021a; Gilbert,
2001; Scott F. Gilbert, 2019; Yamamoto et al., 2018).
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2.3. Estruturas extra-embrionérias
Embora o ovo de galinha recém-postado (FIGURA 4) contenha a maioria dos recursos

necessarios para o desenvolvimento embrionario, a auséncia de oxigénio e calor adequados
pode comprometer esse processo. Dessa forma, poros microscopicos na casca do ovo permitem
que o O: se disperse do ambiente para dentro do ovo e o calor e CO: produzidos pelo embrido
dispersem para fora. A ave adulta desempenha o papel fundamental de fornecer calor para o
ovo, além de controlar o microclima do ambiente, mas em objetivos voltados para a industria e
pesquisa, as aves sao substituidas por incubadoras (Mueller; Burgreen; Tazawa, 2015).

Com estruturas multifuncionais, a casca do ovo possui caracteristicas defensivas que
garantiram o sucesso evolutivo das aves ao longo dos anos. De um modo, a casca deve ser fina
o suficiente para que o fluxo de gases seja possivel para efetuar a troca gasosa, mas ela também
ndo pode ser fina o suficiente para admitir a entrada de patdégenos ou de ter o risco de quebra e
lesbes. Ainda, ela ndo deve ser forte o suficiente, visto que dessa forma o pintinho néo estara
apto para quebra-la quando alcancar seu total desenvolvimento. Portanto, a espessura da casca
e 0 nimero, forma e tamanho dos poros definem o periodo de incubacéo do ovo (Maina, 2017).

Além de protecao fisica, a casca do ovo também atua com fornecimento de calcio para
0 embrido para mineralizacdo Ossea. Ela possui mais de 900 matrizes proteicas de que sao
responsaveis pela mineralizacdo e regulacéo de microestruturas, além de proteinas e peptideos
antimicrobianos que contribuem para a protecdo do ovo. Algumas dessas proteinas sdo
consideradas determinantes cruciais da textura da casca e suas propriedades mecanicas, porque
durante o desenvolvimento embrionério a solubilizacdo da casca ocorre com o objetivo de
liberar célcio para o embrido e, dessa forma, alguns antimicrobianos sdo liberados dentro do
ovo para reforcar suas defesas e protegé-lo contra patégenos externos que ultrapassaram a casca
fragilizada (D’Alba; Shawkey, 2015; Moreau et al., 2022).

A primeira membrana que se forma ¢ a do saco vitelino, que € inicialmente avascular,
mas ao longo do desenvolvimento do embrido ela se torna o primeiro local de vasculogénese
(Burton; Tullett, 1985; Mossman, 1987). A formacéo do sistema vascular do saco vitelino e sua
conexao para a circulacdo embrionaria sdo cruciais para o desenvolvimento e sobrevivéncia do
embrido porque ela é um drgdo multifuncional extraembrionario que € responsavel pela
absorcéo de nutrientes, de modo que ela nutre o embrido a partir da absor¢do da gema e junto
com a membrana corioalantoide, atuando nas trocas gasosas (Le Noble et al., 2004; Mortola,
2009; Starck, 2021). Os nutrientes da gema podem ser transferidos diretamente para o intestino
do embrido pelo pendiculo vitelinico ou através da membrana do saco vitelino que é altamente
vascularizada (Van Der Wagt et al., 2020).
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A principal funcéo do saco vitelinico € manter as reservas nutricionais do pintinho; ele
consiste em aproximadamente 32% de lipidios, 17% de proteinas, 1% de carboidratos e 50%
de agua. Este anexo permite o desenvolvimento de vasos e o inicio da hematopoiese e
multiplicacdo de células tronco. O epitélio de absorcéo e a rede de capilares fardo parte de toda
a gema na primeira semana de crescimento embrionério (Kadam et al., 2013).

Dentre esses nutrientes, o embrido também recebe anticorpos maternos como o IgY que
estdo presentes na gema do ovo. Isso ocorre porque na primeira semana depois que 0S 0vV0S
foram incubados, os embrides nao estdo desenvolvidos o suficiente para produzir linfécitos B.
A transferéncia de imunoglobulina materna desempenha um papel fundamental na conferéncia
de imunidade passiva aos neonatos. No caso das espécies aviarias, a imunoglobulina Y (1gY)
presente no sangue materno é transportada para os pintos recém-nascidos em duas etapas: 1) a
IgY é transportada da circulagdo materna para a gema dos ovocitos em maturacgéo, 2) a IgY
depositada na gema € transportada para a circulacdo do embrido através da membrana do saco
vitelino (Okamoto et al., 2024; Ulmer-Franco et al., 2012).

O amnio, um saco membranoso que contém o liquido amniotico, protege o embrido de
danos mecanicos e agentes microbianos (Monteiro, 2017). Uma caracteristica funcionalmente
importante da membrana amnidtica é sua contratilidade miogénica que move o embrido em
suas fases iniciais e evita que ele fique aderido em materiais extraembrionarios quando esta em
crescimento (Starck; Stewart; Blackburn, 2021).

San et al. (2005) destacaram que o liquido amniético € vital para o desenvolvimento dos
sistemas musculoesqueléticos, gastrintestinais e respiratorios dos fetos de aves enquanto
Hincke et al. (2019) pontuaram que a membrana amniotica é a Ultima barreira fisica antes de
atingir o embrido durante a incubacdo do ovo aviario. A plasticidade dessa membrana é
fundamental para apoiar a entrada de dgua no inicio do desenvolvimento e no albiumem durante
a segunda metade da incubagdo, periodo em que ha reabsorcdo direta ou indireta do fluido
proveniente do amnio pelo embrido para que ele tenha um metabolismo mais rapido durante
seu desenvolvimento.

Conforme discutido por (Monteiro, 2017), o alantoide é uma membrana
extraembrionéria derivada da endoderme, cuja formacéo é descrita de maneira mais especifica
por Vanderley e Santana (2019) como originada a partir do diverticulo da parede ventral do
intestino posterior. Inicialmente, o alantoide assume a forma de um saco e, posteriormente,
expande-se entre as paredes do amnio, envolvendo tanto a cavidade amnidtica quanto o saco

vitelinico.
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O alantoide desempenha diversas fungdes no ovo, atuando no armazenamento de
excrecfes do embrido, fazendo com que o &cido Urico e outras excregdes renais sejam
direcionadas para a regido da cloaca através do ducto alantoide (Vanderley; Santana, 2019). Ele
também atua na funcao respiratoria quando se desenvolve o suficiente para entrar em contato
com a casca do ovo e realizar as trocas gasosas e hematopoiese, além transportar célcio da casca
para o embrido auxiliando na formac&o 6ssea do mesmo (Epple; Gill; Nibbio, 1992; Jaffredo;
Yvernogeau, 2014; Monteiro, 2017).

O corio, localizado logo abaixo da casca, € uma membrana extraembrionaria que se une
ao alantoide para executar a funcao de respiracéo. Ele isola 0 embri&o e interage seletivamente
com o ambiente, permitindo que certas substancias, como nutrientes e/ou oxigénio entrem em
contato com o feto. Ele se desenvolve abaixo das membranas da casca e permite a difusdo de
oxigénio além de proteger o embrido dos danos ambientais devido a sua espessura e resisténcia
mecénica (Scotta et al., 2015).

De acordo com Vanderley e Santana (2019), a membrana do coério é fortemente
conectada as membranas da casca, 0 que permite a mobilizacdo de minerais da casca para a
construcdo do esqueleto. Ao longo da incubacdo do ovo, esta membrana interage com o
alantoide para formar a membrana corioalantdide. Ribatti et al. (2010, 2012, 2017, 2021)
descobriu que em frangos, o aumento rapido da vesicula alant6ica, que ocorre no quarto ao
décimo dia de incubacdo, promove a fusdo entre o corio e o alantoide para formar a membrana
corioalantéide (Ribatti, Domenico, 2010, 2012, 2017, 2021).
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FIGURA 4 - Os anexos embrionarios de aves no inicio de seu desenvolvimento.
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Fonte: (Gadelha et al., 2021).

2.4. Teste da membrana corioalantdica (HET-CAM)
Dentre esses modelos, o teste da membrana corioalantéica em ovo de galinha (HET-

CAM) é um método alternativo ao uso de animais valido que é utilizado para definir o potencial
de irritacdo de substancias quimicas. Este é o teste mais utilizado para avaliar a irritacdo ocular
de produtos cosmeéticos, porque é o Unico método que consegue simular a fisiologia do olho
humano (FIGURA 5) com o auxilio de métodos semi-quantitativos com o objetivo de definir
0 potencial de irritacdo de um composto quimico na membrana corioalantdica por meio da
observagdo dessas estruturas apos a aplicag¢do da substancia quimica (De Araujo Lowndes Viera
et al., 2022a; Rivero et al., 2021)

FIGURA 5 - (A) Fundo do olho humano saudavel; (B) Embrido de galinha no inicio do

desenvolvimento.

Fonte: (ARTMED360, 2024; CASA DAS CIENCIAS, 2013).
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Considerada uma simples e altamente vascularizada membrana extraembrionaria, a
CAM (FIGURA 6) é responsavel por inumeras funcbes durante o desenvolvimento
embrionario, sendo uma delas as trocas gasosas (Nowak-Sliwinska; Segura; lruela-Arispe,
2014). Por ser um modelo de pesquisa de custo baixo e resultados rapidos, ela € utilizada na
triagem de diversas amostras farmacologicas em um curto periodo, além de ndo haver
necessidade de aprovagdo em comités éticos para experimentacdo animal (Ribatti, Domenico,
2017).

FIGURA 6 - Membrana corioalantéica em inicio de desenvolvimento.

Fonte: (Ribatti, Domenico, 2010).

O método HET-CAM foi primeiramente descrito por Luepke (1985), onde foi definido
como um teste de toxicidade rapido, de baixo custo que fornecia informacdes sobre
embriotoxicidade, teratogenicidade, efeitos imunopatolédgicos e sisttmicos, mas também surge
como forma de avaliar o potencial de irritacdo de substancias quimicas na membrana mucosa
do ovo. Ele foi destacado como um modelo intermediario entre os sistemas in vitro e in vivo,
além de ndo ter conflitos éticos e legais, principalmente envolvendo leis de protecdes animais.
Luepke também aponta que ovos de galinha da raca Leghorn foram amplamente utilizados em
estudos experimentais por conta de sua qualidade, alta reprodutibilidade e pela raca ser
conhecida como livre de defeitos hereditarios (Luepke, 1985; Luepke; Kemper, 1986).

O ensaio da CAM é um substituto ao teste de Draize, que consiste na aplicacdo de
compostos na pele e olhos de coelhos para avaliar irritagdo de potenciais medicamentos e
produtos cosméticos (Vinardell; Mitjans, 2006). No entanto, além das consideraces éticas por
conta do bem estar animal, 0 ensaio também nado apresenta resultados satisfatorios para 0 meio
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cientifico e, portanto, diversos laboratorios iniciaram uma busca por métodos alternativos mais
humanizados e com resultados mais encorajadores (Sharpe, 1985). O uso da CAM para tais
estudos é de grande interesse cientifico devido ao fato de o embrido ser considerado um animal
apenas apos 80% de seu desenvolvimento, com 17 dias de vida, e por conta disso ndo ha
necessidade de obter uma aprovacio por Comités de Etica para experimentacdo em animais
(Ribatti, Domenico, 2017). Ademais, a eutanasia dos embrides pode ser realizada por
prolongacéo estendida ao CO, (mais que 20 minutos), resfriamento (4°C por 4 horas) ou
congelamento (Leary; Johnson, 2020; Winter et al., 2020).

O protocolo original de Luepke (1985) utiliza ovos que sdo submetidos a
ovoluminescéncia (FIGURA 7) com o objetivo de descartar os que apresentam algum tipo de
defeito. Ovos que pesam menos de 50 gramas e mais de 60 gramas também devem ser
descartados. Atualmente, com as inovacdes na criacdo de aves e producdes de ovos, o controle
de qualidade é majoritariamente realizado pela sua iluminagdo (ovoscopia) que permite a
avaliacdo de clara, gema, camara de ar e possiveis anormalidades (Luepke, 1985; Stadelman;
Cotterill, 1995). Depois dessa triagem, 0s ovos sdo colocados em bandejas dentro de
incubadoras com a base voltada para cima e automaticamente rotacionados com uma
temperatura média de 37.5 °C. A partir do quinto dia de incubacdo 0s ovos passam novamente
pela ovoluminescéncia, com o descarte de embribes ndo viaveis. No décimo dia de incubagdo
a casca do ovo é raspada ao redor da cAmara de ar por uma serra de dentista e ap6s remogdo da
casca e das membranas internas com muito cuidado, ha exposicdo da CAM. A substancia
avaliada é aplicada na membrana corioalantoica, dissolvida ou suspensa em um volume de 0,2
ml, mas em casos de materiais sélidos, 0,1 gramas sdo colocados na CAM e irrigado com 5 ml
de 4gua morna apds 20 segundos. Neste ensaio sdo utilizados 4 ovos por grupo e 2 ovos para
0s controles.

Ao longo do tempo, diversos estudos com HET-CAM foram realizados, tendo algumas
modifica¢Oes do protocolo inicial como os fendmenos avaliados, procedimentos de coleta de
dados e as formas de analises dos resultados (Hayashi et al., 2012; ICCVAM Test Method
Evaluation Report, 2006; ICCVAM Test Method Evaluation Report, 2010; Luepke, 1985;
Luepke & Kemper, 1986; Spielmann, 1995; Spielmann et al., 1991).

O ensaio em HET-CAM teve éxito ao testar diversas formas farmacéuticas voltadas para
uso oftalmico, como emulsdes e microemulsbes, niossomas, géis liquidos e peliculas de
gelificacdo in situ. Mesmo que atualmente ndo haja testes com capacidade de substituir os
ensaios in vivo, o HET-CAM, além de ndo apresentar conflitos éticos e possuir baixo custo,

apresenta metodologias simples e consegue simular uma irritacdo conjuntival em humanos
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(Silva et al., 2021). Recentemente, em 20 de marco de 2024, o Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) langou uma nota informativa CONCEA N° 01/2024 do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo aborda o uso de embrides, fetos e formas larvais
em atividades de ensino e pesquisa cientifica. A nota determina que projetos que utilizem
animais em diferentes estagios de desenvolvimento sejam submetidos as Comissdes de Etica
no Uso de Animais (CEUAS), considerando fatores como estagio de desenvolvimento,
capacidade de alimentacdo independente, percepcao de dor e invasividade dos procedimentos.
Ha um foco especial em projetos que envolvam senciéncia em estagios iniciais. O CEUA local
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr) avaliou a Nota Informativa
CONCEA N°01/2024 e determinou que, conforme a normativa, a necessidade de avaliagdo de
determinados projetos pode ser definida pelo proprio comité. No caso do ensaio HET-CAM,
ficou estabelecido que os embrides serdo eutanasiados antes de atingir 50% de seu
desenvolvimento, conforme as diretrizes do CONCEA. Assim, esses experimentos néo
requerem submissdo ao CEUA local, uma vez que estdo em conformidade com as normas,

otimizando o processo de pesquisa sem comprometer a ética.

FIGURA 7 - Ovoluminescéncia para identificar se ovo esta fecundado

Fonte: Proprio autor.

2.5. Processo de Angiogénese
A angiogénese, definida como o crescimento de novos vasos sanguineos a partir de

vasos pré-existentes, ocorre ao longo de toda a vida, desde a formacdo no Utero até o
envelhecimento (Akbarian; Bertassoni; Tayebi, 2022; TH; JP, 2010). Esse processo € crucial
para 0 desenvolvimento de vertebrados, pois desempenha um papel essencial na fisiologia

humana, participando da reproducdo, desenvolvimento fetal, cicatrizacdo de ferimentos e
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regeneragcdo de tecidos (Chung & Ferrara, 2011; Yoo & Kwon, 2013). Entretanto, um
desequilibrio na angiogénese esta diretamente ligado a patogénese de vérias doencas, incluindo
cancer, psoriase, artrite, obesidade, asma e esclerose. O crescimento anormal de vasos
sanguineos também estd associado a condicdes como isquemia cerebral e cardiaca,
neurodegeneracdo, hipertensdo, osteoporose, dificuldades respiratorias, endometriose,
cardiomiopatia pos-parto e sindrome da hiperestimula¢do ovariana (Griffioen; Dudley, 2022;
Tahergorabi; Khazaei, 2012).

A angiogénese ¢ regulada por fatores inibidores e estimulantes, com destaque para o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus receptores, que controlam a proliferacdo
e migracao de células endoteliais para formar novos vasos (Karamysheva, 2008). O VEGF é
composto por cinco ligantes (VEGF-A, -B, -C, -D e o fator de crescimento da placenta, PIGF)
gue se conectam aos receptores de tirosina quinase (VEGFRSs) para iniciar o processo
angiogénico (Melincovici et al., 2018). Entre os receptores VEGFR 1 e 2, o VEGFR 2
desempenha um papel mais intenso na promocdo da angiogénese, com maior atividade das
tirosinas quinases, enquanto o VEGF-A se liga tanto ao VEGFR 1 quanto ao VEGFR 2, e 0
VEGF-B e 0 PIGF se ligam apenas ao VEGFR 1(Lecouter et al., 2003; Uemura et al., 2021).

Além de seu papel na promocéo do crescimento de vasos tumorais, 0 VEGF atua como
imunossupressor. Ele pode inibir a fungdo das células T, aumentar o recrutamento de células T
reguladoras (Tregs) e células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs), além de dificultar
a diferenciacdo e ativacdo de células dendriticas (DCs) (Yang; Yan; Liu, 2018). Esse
conhecimento é essencial para o desenvolvimento de novos farmacos capazes de modular a
angiogénese, sendo necessarias avaliagdes pré-clinicas apropriadas para entender melhor os
mecanismos envolvidos (Duffy; Bouchier-Hayes; Harmey, 2013; Ghalehbandi et al., 2023). O
ensaio CAM permite avaliar a angiogénese em diferentes contextos, como tecidos normais,
inflamados e tumorais, identificando efeitos pro-angiogénicos e anti-angiogénicos (Ribatti et
al., 1996).

A angiogénese tambem est4 envolvida em doengas cronicas inflamatorias, como artrite
reumatoide e psoriase, além de participar do desenvolvimento de canceres (J R Jackson et al.,
1997; Lee; Hong; Kim, 2021). O método HET-CAM ¢é amplamente utilizado na triagem de
potenciais farmacos anti-inflamatorios, auxiliando na avaliacdo de efeitos antiangiogénicos e
anti-inflamatdrios por meio de sistemas semi-quantitativos de pontuagdo (Ozturk et al., 2020).

Além das preocupacdes éticas, a substituicdo de animais em ensaios se deve a necessidade
de testar um grande numero de substancias, como aditivos alimentares e materiais de

embalagens. Embora a cultura celular 2D e a modelagem in silico tenham sido usadas para
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suprir essa demanda, esses sistemas ndo conseguem refletir completamente as atividades
metabolicas, fazendo com que métodos alternativos desempenhem um papel intermediario

entre ensaios celulares e pré-clinicos (Sandner et al., 2022).

2.6. Chalcona

A chalcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona) é uma cetona aromética que forma o nucleo
central de diversos compostos biologicos significativos. Elas sao os precursores de flavonoides
e isoflavonoides, compostos conhecidos por serem fartos em inimeras plantas e devido as suas
largas atividades bioldgicas que tem chamado atengdo para potenciais clinicos contra doencas
e atividades antitumorais (Ouyang et al., 2021; Rammohan et al., 2020). Dentre os abundantes
mecanismos de acdo desta molécula, foram documentados: inducdo de apoptose, autofagia e
outros tipos de mortes celulares; alteracdes em ciclos celulares e modulacao de sinalizacdes de
diversos caminhos associados & morte e vida celular (Michalkova et al., 2021).

As chalconas também tém sido muito descritas na literatura por conta de suas atividades
antibacterianas, antifungicas, anti-inflamatdrias e anticancer, e dessa forma, uma avaliacdo
melhor detalhada das atividades desta molécula e seus derivados, bem como mecanismos
moleculares e atividades farmacol6gicas devem ser realizadas (Dhaliwal et al., 2022). Seus
derivados sdo considerados valiosos gracas a sua porcdo cetoetilénica CO-CH=CH- e pela
presenca de um grupo carbonil a,B- insaturado que possuei um grande espectro de propriedades
farmacoldgicas antiproliferativas, antifingicas, antibacterianas, antivirais, antileishmania e
antimalarial (Elknazi et al., 2022).

Com a procura de novas moléculas protétipo, houve a necessidade de investir no
desenvolvimento de novos farmacos que tivessem uma maior eficacia e menores efeitos
adversos (Rebello, 2005). A chalcona, continua sendo objeto de estudo pelos pesquisadores
atuais devido a sua quimica simples, facilidade para sua sintese e uma grande variedade de
atividades biologicas muito promissoras.

As chalconas e seus derivados podem ser sintetizados através de uma reacdo de
condensacdo de Claisen-Schmidt em meio basico contendo hidroxido de sodio. A literatura
aborda o emprego de trés estratégias que se destacam para o efeito anticancer das chalconas: a
manipulagcéo de ambos os aneis de arilo, substituindo esses anéis por heteroaril, hibridizacdo
molecular através de conjugacgdes scaffolds interessantes farmacologicamente que possam
aprimorar as atividades anticancer; substituicdo dos metoxis em ambos os anéis de arilo (A e
B, Figura 2) das chalconas, porque dependendo da posi¢éo que esses anéis se encontram pode

haver uma influéncia anticancer, além de outras atividades. Os anéis heterociclicos tantos nos
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anéis A e B das chalconas também podem influenciar atividade anticancer. As chalconas
hibridas, formuladas por chalconas ligadas quimicamente a outros scaffolds anticancer como
pirrol[2,1-c] [1,4] benzodiazepinicos, benzotiazois e imidazolonas tém demonstrado 6timas
atividades farmacologicas (Karthkeyan et al., 2014). Muitas chalconas naturais e sintéticas
apresentaram interessante atividade anticancer gracas ao seu potencial inibitério contra varios
alvos. incluindo ABCG2/P-gp/BCRP, aromatase, proteassoma e tubulina (Mahapatra; Bharti;
Asati, 2015; Moreira et al., 2021).

2.7. Derivados de chalcona: Lapdesf-JL22

Entre os quimiotipos de origem natural, as chalconas destacam-se por seus amplos
efeitos pleiotrépicos descritos na literatura (Zhuang et al., 2017). Especificamente, chalconas
gue possuem é&cido bordnico em sua estrutura tém sido relatadas por apresentarem atividade
inibitoria contra diferentes linhagens de cancer de mama (Achanta et al., 2006). O &cido
bordnico, caracterizado por um atomo de boro ligado a duas hidroxilas, possui a capacidade de
formar ligagdes covalentes reversiveis com residuos de treoninas e serinas, o que pode favorecer
sua interacdo com o sitio ativo de proteinas-alvo (Diaz et al., 2016). Diversos farmacos
contendo acido borénico, como bortezomibe e ixazomibe, ja foram aprovados pelo Food and
Drug Administration para o tratamento de mieloma multiplo.

Nesse contexto, os derivados de chalconas que incorporam &cido borénico em sua
estrutura apresentam um potencial significativo como inibidores de diferentes tipos de cancer,
além de abrir caminho para a investigacdo detalhada de seus mecanismos de acdo, ainda nédo
completamente elucidados. Recentemente, o grupo de pesquisa Lapdesf (UNESP, Araraquara-
SP) desenvolveu uma série de chalconas derivadas, observando-se um efeito antitumoral
promissor contra linhagens de carcinoma de células escamosas, como SCC 25. Os compostos
D1, D30OH, D3POH e D3POCH3 apresentaram valores de 1Csg promissores para SCC-25,
sendo 139 uM, 53,28 uM, 105,2 uM ¢ 33,8 uM, respectivamente (Lopes, 2024).

No entanto, os efeitos dessa chalcona ainda ndo foram avaliados em modelos in ovo
(xenograficos) ou in vivo (inducdo quimica). Assim, este projeto propde investigar os efeitos
dos derivados de chalcona em modelos alternativos e complementares de carcinoma de células
escamosas, buscando ampliar o conhecimento sobre seu potencial terapéutico e mecanismos de

acao.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Este trabalho visa avaliar in vitro (in ovo) a biocompatibilidade, atividade
antiangiogénica e anti-inflamatéria de novas chalconas em modelo alternativo ao uso de
animais, o HET-CAM.

3.2 Objetivos especificos
e Auvaliacdo de biocompatibilidade in vitro (in ovo)
e Quantificacdo de vasos para avaliacdo de angiogénese in vitro (in ovo)
e Avaliacdo do efeito anti-inflamatério in vitro (in ovo) do derivado de chalcona mais

promissor.
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4. METODOLOGIA
Neste trabalho, foram avaliadas quatro chalconas (D1, D3OH, D3POH e D3POCH3), com

as seguintes estruturas quimicas (FIGURA 8):

FIGURA 8 - Chalconas avaliadas no trabalho.
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Fonte: Proprio autor.

4.1. Estudo de biocompatibilidade em CAM
Ovos de galinha da raca Leghorn originados da granja Globoaves Agro Avicola Ltda foram

higienizados com alcool 70% e colocados em posicao horizontal em incubadoras automaticas
Eclopinto sob temperatura controlada de 37.5 (a temperatura da incubadora tem variacdo de 35
a 41 °C) e umidade relativa entre 55% e 65% por 6 dias. Durante esse periodo, ovos ndo viaveis
foram descartados. No quarto dia de desenvolvimento embrionario, a membrana externa foi
descolada da casca através da camara de ar e uma janela cirargica foi feita no ovo para permitir
a visualizagdo do embrido e seus vasos em desenvolvimento. Apos o procedimento, a janela foi
coberta com fita parafilm com o intuito de proteger o embrido de agentes externos e
contaminagéo.

No sexto dia de desenvolvimento embrionario, os ovos foram separados em 8 grupos com
n = seis, sendo utilizados trés ovos para avaliar o controle positivo NaOH 0.1 M; trés ovos para
o0 controle negativo NaCl 0.9%; trés ovos para avaliar o grupo veiculo DMSO 0.6% e trés ovos
para avaliar cada uma das cinco moléculas derivadas de chalconas: DsOH, DsCOPHs, Dg, D1 €
D3OCHzs. Para realizar a avaliagdo, uma micropipeta foi utilizada para aplicar 300 pL de cada
composto em uma regido vascularizada da CAM e seus efeitos foram observados por 300
segundos (s) O escore de irritacdo registra caracteristicas como lise vascular, hemorragia e
coagulacao, que foram anotadas em segundos de acordo com a formula (BATISTA-DUHARTE
etal., 2016):
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o 5 7 9
Escore de Irritacio = |(301 —H) X %] + [(301 -L)X 300 + [(301 -0)X 300

Onde:

H: Tempo de inicio da hemorragia
L: Tempo de inicio da lise

C: Tempo de inicio da coagulacdo

Sendo assim, os dados resultantes definidos como 0-0.9 = ndo irritante; 1-4.9 = levemente
irritante; 5-8.9 = moderadamente irritante; 9-21 = fortemente irritante. A taxa de sobrevivéncia
dos embrides também é avaliada por um periodo de 10 minutos apds a aplicacdo das substancias
(Mussagy et al., 2023, Kalweit et al., 1990). Além disso, o escore semi-quantitativo do HET-
CAM também foi avaliado, onde (-) correspondendo a auséncia de irritacdo; (+)
correspondendo a irritacdo leve; (++) correspondendo a uma irritacdo moderada e (+++)
correspondendo a uma irritacdo severa. ApOs a administracdo dos compostos, a taxa de

sobrevivéncia dos embrides (embriotoxicidade) foi monitorada por 10 minutos.

4.2. Estudo de atividade antiangiogénica em CAM
Ovos de galinha fertilizados (Leghorn) foram limpos e desinfetados com uma solugéo

de etanol a 70% e incubados horizontalmente a 37 °C (a temperatura da incubadora tem
variacdo de 35 a 41 °C) com 70% de umidade por trés dias. No quarto dia de desenvolvimento
embrionario, a janela cirdrgica descrita na metodologia anterior foi realizada para visualizacdo
do interior do ovo. As janelas dos ovos foram cobertas com fita pléstica (parafilm) para evitar
contaminacgédo e os ovos foram incubados sob as condig¢des descritas inicialmente. Os vasos
sanguineos subdesenvolvidos formados nos primeiros quatro dias de desenvolvimento crescem
muito rapidamente devido a proliferagdo capilar; portanto, os compostos foram aplicados no
quarto dia de desenvolvimento embrionario. Para uma melhor andlise da atividade
antiangiogénica na CAM, os ovos foram abertos e fotografados com um estereoscopio 48 horas
apos a aplicagdo dos compostos, no sexto dia de desenvolvimento embrionario, sendo avaliados
6 grupos com n = 6. Foram testados: NaCl como controle negativo, 5-FU (0.2 mg/ml) como
controle positivo e as moléculas derivadas de chalcona D3OH, D3COPH3, D9 e D1 com a

aplicacao de volume de 300 pL de cada amostra (Carvalho et al., 2024).
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4.3. Estudo de atividade anti-inflamat6ria em CAM
Ovos de galinha embrionados serdo incubados por 72 horas (3 dias de vida) em uma

temperatura de 36.5 °C (a temperatura da incubadora tem variacdo de 35 a 41 °C) e umidade
relativa de 80% serdo posicionados em uma posicao horizontal e rotacionados diversas vezes.
Os ovos terdo de 10 a 15 ml de albumina retirados para que seja realizada uma janela cirdrgica
que serd coberta com fita plastica (parafilme) e os ovos retornem para as circunstancias de
incubacdo descritas anteriormente por mais 72 horas (6 dias de vida).

Pellets de agarose (pellet/ovo, n = 6) seréo colocados nas CAMSs junto com os controles
positivos de sulfato dodecil de sodio (SDS), diclofenaco, hidrocortizona e o derivado de
chalcona selecionado em uma concentragdo de 50 pg/pellet. Apds um dia (7 dias de vida), 0s
ovos serdo avaliados por um estereoscopio e scores de inflamacéo serdo definidos pela inibicdo
em porcentagem do granuloma ou les@o causada, sendo: < 40 = Sem efeito anti-inflamatorio;
40-55 = efeito anti-inflamatorio incerto; 55-70 = efeito anti-inflamatorio fraco; 70-85 = efeito
anti-inflamatorio bom; > 85 = efeito anti-inflamatdrio forte (Burgermeister et al., 2002;
Marchesan et al., 1998; Ozturk; Kiyan, 2020). O efeito anti-inflamatério também serdo

avaliados pelo sistema de pontuagdo representado na TABELA 1 (Ozturk et al., 2020).

TABELA 1 - Sistema de pontuacdo semi-quantitativa do efeito anti-inflamatorio em CAM.

Categoria Tipo Efeitos observados na CAM apds
tratamento
lrritado O granuloma estd fortemente

vascularizado. Uma rede em forma de
estrela se desenvolve ao redor do
granuloma

2 Levemente irritado O granuloma estd levemente
vascularizado. Uma rede fina em
forma de estrela se desenvolve ao
redor do granuloma

3 Levemente normalizado O granuloma €é menor que 0s
definidos nas categorias 1 e 2 e
levemente vascularizado

4 Normalizado Sem granulomas ou percepcdo de
resquicio  cicatricial. A  rede
vascularizada estd normal como o

controle negativo

Fonte: (Ozturk et al., 2020).
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4.4. Analises estatisticas
Previamente foram avaliadas a normalidade de todas as variaveis quantitativas possiveis

por meio do teste de ANOVA e Tukey com o intuito de determinar a utilizagdo ou nao de testes
paramétricos. O nivel de significancia de 0,05 foi adotado para todos os testes estatisticos. No
experimento de biocompatibilidade, foram realizadas analises de sobrevida de Kaplan-Meier.
Também foram efetuadas analises de calculo de poténcia a posteriori para aquelas variaveis em
que os testes estatisticos ndo encontrarem diferencas significativas. Os resultados foram
analisados no programa estatistico GraphPad Prism® versdo 8.1.0. A FIGURA 9 representa 0

plano (fluxograma) deste trabalho.

FIGURA 9. Fluxograma de atividades.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo de biocompatibilidade em CAM
Apds a aplicacdo do composto, a CAM, 0s vasos sanguineos e albumina sao examinados

com intuito de identificar efeitos irritantes como hiperemia, hemorragia e coagulacdo
(FIGURA 10), sendo avaliados 30, 150 e 300 segundos ap6s o tratamento. Os valores que
marcam 0s tempos em que esses fendmenos aconteceram s&o somados para obter um Unico
valor que indica o potencial de irritacdo da substancia testada com uma escala de valor maximo
21. A hiperemia ocorre quando capilares que antes ndo eram perceptiveis passam a ter
visibilidade apds a adi¢do da substancia, de modo que os capilares que eram visiveis desde o
inicio comecam a ficar mais avermelhados. Em paralelo, a hemorragia ocorre quando ha
liberacdo de sangue dos vasos e capilares, podendo aparentar diversas formas, dando énfase
para o formato de “couve-flor”, enquanto a coagulagdo ou trombose ocorre quando o fluxo

sanguineo dos vasos é rompido e resulta em uma aparéncia segmentada (Delgado et al., 2023).

FIGURA 10 - Reacdo irritante em regido vascularizada, sendo observados pontos hemorragicos e
coagulacao ap6s aplicacdo do composto.

Fonte: Proprio autor.

Na utilizacdo dos grupos controles positivos nestes ensaios, a solucdo de hidréxido de
sodio (NaOH) e sddio dodecil sulfato (SDS) sdo consideradas fortemente irritantes, podendo
causar hemorragia e vasoconstricdo intensa com potenciais de irritagdo 13,5 e 14,3,

respectivamente (Vinardell; Mitjans, 2006). O sodio lauril sulfato 1% também é considerado
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um composto aceitavel para controle positivo por indicar um irritagdo extrema na regido
vascularizada da CAM (Carneiro et al., 2022; Cazedey et al., 2009).

Apds a aplicagdo de 300 pL de NaOH 0,1 M na CAM, os resultados obtidos
demonstraram a presenca de lise vascular seguido de hemorragia severa e, posterior, coagulacédo
dos vasos (FIGURA 11), definindo a solugdo como irritante severo para os tecidos. Em
paralelo, ap6s a aplicacdo de 300 pL de NaCl 0,9% na regido vascularizada da CAM,
caracteristicas de irritacdo ndo foram observadas durante os 300 segundos de avaliacdo. As
aplicacdes de 300 pL das moléculas D30OH, D3COPH3, D1 e D3OCHS3 apresentaram resultado
similar ao grupo controle negativo (p < 0,0001), com auséncia de lise vascular, hemorragia e
coagulacdo dos vasos (FIGURA 11, QUADRO 1). Apenas o grupo veiculo DMSO 0,6%
apresentou irritacdo moderada com lise vascular e hemorragia de pequenos vasos, entretanto,
comparado ao grupo controle negativo, também houve significancia estatistica (p < 0,0001)
(FIGURA 12). Quanto as taxas de sobrevivéncia dos embrides apds a aplicacdo dos compostos,
0 grupo tratado com NaOH 0,1 M apresentou quatro embrides vivos de um total de seis,
enquanto os grupos tratados com NaCl 0,9%, veiculo DMSO 0,6% e os derivados de chalconas
mantiveram todos os embrides vivos (FIGURA 13).

No experimento HET-CAM, os resultados mostraram uma clara distingdo entre os
efeitos irritantes do DMSO a 0,6% e das chalconas diluidas nesse mesmo solvente. O DMSO
sozinho demonstrou um nivel consideravel de irritacdo, o que é consistente com sua conhecida
capacidade de aumentar a permeabilidade das membranas celulares, facilitando a penetracédo de
substancias, mas também podendo causar danos aos tecidos em concentragfes mais altas. Esse
efeito pode ser exacerbado pelo fato de que o0 DMSO, mesmo em concentracdes moderadas
como 0,6%, pode ser irritante para 0s vasos sanguineos e tecidos delicados testados no ensaio
HET-CAM.

Por outro lado, as chalconas diluidas no DMSO ndo apresentaram o mesmo nivel de
irritacdo. Isso pode ser atribuido as suas propriedades bioativas, como anti-inflamatdrias,
antioxidantes e estabilizadoras de membranas. As chalconas possuem estruturas conjugadas
gue podem interagir com as células de forma a reduzir a permeabilidade ou modular a resposta
inflamatdria. Dessa forma, essas moléculas podem neutralizar ou mitigar o efeito irritante que
0 DMSO teria sozinho, promovendo uma protecdo adicional aos tecidos. Além disso, as
chalconas podem estar sequestrando espécies reativas ou modulando a interacdo do DMSO com

as membranas celulares, o que contribui para a auséncia de irritagdo observada nos testes.
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FIGURA 11 - Imagens das rea¢fes da membrana corioalantdica (CAM) no tempo de 0 segundos (sem

reacao) e o tempo de 300 segundos.
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Fonte: Proprio autor.

FIGURA 12 - Resultados do ensaio de biocompatibilidade in vitro (in
ovo) em HET-CAM e anélise estatistica.
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FIGURA 13 - Percentual de sobrevida durante o experimento no tempo de 10 minutos.
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Fonte: Proprio autor.

QUADRO 1-HET-CAM Escore. (-) Sem reacéo, auséncia de hemorragia,lise
vascular e coagulagdo durante 300 segundos; (+) Reacdo moderada,
hemorragia, lise vascular e coagulagdo discreta durante 300 segundos; (++)
Reacdo moderada, hemorragia, lise vascular e coagulagdo moderada durante
300 segundos; (+++) Reacdo severa, hemorragia, lise vascular e coagulagdo

severa durante 300 segundos.

HET-CAM SCORE
NaOH +++
DMSO 0.6% +
D30OH -
D3POCH3 -
D1 -
D3POH -

5-FU -

Fonte: Proprio autor.
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5.2. Estudo de atividade antiangiogénica em CAM

A CAM é uma membrana extraembrionaria que funciona como um 6rgdo de troca
gasosa entre 0 embrido e 0 ambiente. Ela possui muitos vasos sanguineos com uma densa rede
capilar e, como esta situada sobre o embrido em desenvolvimento, é facilmente acessivel para
intervencdes experimentais. O ensaio CAM tem sido tradicionalmente utilizado para testar
respostas prd e antiangiogénicas a medicamentos, além de estudar muitos aspectos da
angiogénese tumoral. Os derivados de chalcona possuem atividade antiangiogénica devido a
sua alta afinidade de ligacdo ao VEGF. Esse fator proteico sollvel é o principal regulador da
angiogénese fisioldgica e patologica, especialmente aquela associada ao microambiente
tumoral (Lemes et al., 2018; Pilatova et al., 2010).

Para avaliar a atividade antiangiogénica dos derivados de chalcona, o processo de
desenvolvimento de novos vasos foi observado atraves do modelo HET-CAM. Para o
desenvolvimento do estudo, uma analise morfologica foi realizada primeiramente apds 48 horas
da aplicacdo da amostra. Imagens de microscopia estereoscépica in ovo foram obtidas apds a
incubagdo com as diferentes amostras de D30OH, D3COPH3, D9, D1, 5-FU e NaCl 0.9%.
Através da analise qualitativa das imagens (FIGURA 14), foi possivel observar que os
tratamentos com os derivados de chalcona D30OH, D3POCH3, D1 e D30OCH3 e 5-FU
mostraram uma reducdo no nimero de vasos quando comparados ao grupo de controle (NaCl
0.9%), tendo o composto D1 o maior potencial antiangiogénico, apresentando a metade do

namero de vasos que contém no grupo controle negativo.

5.3. Comparacéao entre NaCl (controle negativo) e 0s compostos

Quando o controle negativo é comparado com 0s outros compostos é possivel perceber
alguns pontos que os diferenciam de forma que o grupo tratado com NaCl apresentou uma
média de 70,67 vasos sanguineos, enquanto o grupo tratado com D3OH teve 40,00 vasos. A
diferenca de 30,67 vasos foi altamente significativa (p < 0.0001), sugerindo que 0 composto
D30OH tem uma forte atividade antiangiogénica em relacdo ao controle negativo. Em contraste
com o primeiro composto testado, O NaCl apresentou 70,67 vasos, enquanto o D3POCH3
inibiu 0 numero de vasos para 55,00, resultando em uma diferenga de 15,67 vasos. Essa
diferenga foi significativa (p = 0,0032), indicando que o0 D3POCH3 também tem atividade
antiangiogénica, embora sua eficacia seja inferior a outros compostos.

O composto D1 apresentou uma grande diferenca quando comparado com o NaCl, com
uma diferenca de 34,83 vasos, altamente significativa (p < 0,0001). O composto D1 demonstrou
forte atividade antiangiogénica (35,83 vasos) em relagdo ao controle negativo (70,67 vasos). E
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possuindo uma atividade antiangiogénica similar ao grupo D1, O NaCl apresentou 70,67 vasos,
enquanto o composto D3POH teve uma média de 47,50 vasos. A diferenca de 23,17 vasos foi
altamente significativa (p < 0,0001), o que mostra que o D3POH possui boa atividade
antiangiogénica comparada ao controle negativo.

Quando os controles negativo e positivo sdéo comparados, nota-se que houve uma
diferenca de 33,17 vasos (p < 0,0001) entre o NaCl (70,67 vasos) e 0 5-FU (37,50 vasos). Como
esperado, o0 controle positivo demonstrou alta eficacia antiangiogénica em comparacdo com o
controle negativo (FIGURA 15).

5.4. Comparacao entre 5-FU (controle positivo) e 0s compostos
O 5-FU realizou a inibicdo da angiogénese para 37,50 vasos, enquanto o D3OH teve

uma média de 40,00 vasos. A diferenca de 2,50 vasos entre os grupos nao foi estatisticamente
significativa (p = 0.9849), sugerindo que D3OH possui uma atividade antiangiogénica
semelhante a do controle positivo 5-FU. O composto D3POCHS3 teve uma atividade de inibicdo
para 55,00 vasos, com uma diferenca de 17,50 vasos do controle positivo (37,50 vasos). Essa
diferenca foi significativa (p = 0,0009), indicando que D3POCH3 tem uma eficacia
antiangiogénica menor em relagéo ao controle positivo 5-FU.

O D1 reduziu o0 nimero de vasos para 35,83. A diferenca de 1,67 vasos nao foi significativa (p
=0,9977), sugerindo que D1 possui uma eficacia antiangiogénica muito semelhante ao 5-FU,
enquanto o D3POH apresentou 47,50 vasos, com uma diferenca de 10,00 vasos. Embora o
D3POH tenha apresentado um nimero maior de vasos em comparacgdo ao 5-FU, essa diferenca
néo foi estatisticamente significativa (p = 0,1180), o que indica que ambos 0os compostos tém
eficacia semelhante.

Dessa forma, todos os compostos (D30OH, D1, D3POH, e D3POCH3) demonstraram
atividade antiangiogénica significativa em comparagdo ao controle negativo (NaCl). Em
comparagdo com o controle positivo (5-FU), D3OH, D1, e D3POH mostraram atividade
semelhante, com diferengas ndo significativas em termos de inibi¢do de vasos sanguineos. O
composto D3POCH3 foi o Unico a apresentar uma eficacia antiangiogénica inferior ao controle
positivo 5-FU, mostrando uma diferenga significativa, o que sugere que sua atividade é menor
do que a dos outros compostos testados. Esses resultados indicam que D3OH, D1, e D3POH
sdo candidatos promissores para estudos futuros, com atividades antiangiogénicas comparaveis
ao controle positivo 5-FU (FIGURA 15).
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FIGURA 14 - Imagens in ovo obtidas 48 horas apds a aplicacdo do controle negativo NaCl 0.9%,
D30H, D3POCH3, D1, D3POH e controle positivo 5-FU.
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Fonte: Proprio autor.
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FIGURA 15 - Anélise quantitativa do nimero de vasos na membrana corioalantéica do embrido de

galinha apds 48 horas de tratamento.
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5.5. Relagéo Estrutura-Atividade dos compostos

A modificacdo estrutural de compostos bioativos € uma estratégia promissora para
aprimorar sua interacdo com alvos biologicos especificos. A analise detalhada das relactes
estrutura-atividade desses compostos é essencial para entender como pequenas mudancgas na
arquitetura molecular podem impactar sua eficacia e seletividade. Essa abordagem é
fundamental para o design racional de novas moléculas, viabilizando o desenvolvimento de
candidatos terapéuticos mais eficazes e direcionados, capazes de atender a necessidades clinicas

ainda néo supridas.
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O composto D30OH possui um grupo &cido borénico (-B(OH):) ligado a um anel
aromatico em uma posicdo para em relacdo ao grupo carbonilico. Em termos de atividade,
demonstrou uma capacidade antiangiogénica semelhante ao 5-fluorouracil (5-FU), com uma
diferenca de apenas 2,5 vasos, que ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,9849).
Estruturalmente, a posicéo para do acido bor6nico em relacdo ao grupo carbonilico favorece
interacdes intermoleculares, como ligacdes de hidrogénio, potencializando a afinidade do
composto com alvos bioldgicos envolvidos na angiogénese. Esse arranjo espacial pode
justificar sua eficacia inibitoria, comparavel ao 5-FU, em termos de reducdo do nimero de
vasos.

O composto D1 também apresenta um grupo &cido bordnico ligado a um anel aromatico,
mas possui uma estrutura menos funcionalizada quando comparado aos demais compostos.
Apesar dessa simplicidade estrutural, o D1 exibiu uma atividade antiangiogénica semelhante
ao 5-FU, com uma diferenca de apenas 1,67 vasos, igualmente ndo estatisticamente
significativa (p = 0,9977). Essa simplicidade pode ser vantajosa, uma vez que a auséncia de
grupos volumosos proporciona maior flexibilidade molecular, favorecendo a interacdo com
proteinas envolvidas no processo angiogénico. Assim, 0 D1 demonstra que mesmo compostos
estruturalmente mais simples podem apresentar uma forte atividade inibitéria, semelhante ao
controle positivo.

O composto D3POH apresenta o grupo &cido borénico em uma posi¢do meta em relacéo
ao grupo carbonilico, diferenciando-se do D30OH, que possui a posicdo para. A atividade do
D3POH também foi similar a do 5-FU, com uma diferenca de 10 vasos, que ndo foi
estatisticamente significativa (p = 0,1180). A mudanca na posi¢cdo do &cido bordnico pode
impactar a orientacdo e as interacdes do composto com alvos bioldgicos, como proteinas ou
receptores angiogénicos. Apesar de sua atividade ser ligeiramente menor em relacdo ao D3OH,
o D3POH manteve uma forte capacidade inibitoria, indicando que caracteristicas como a
formacédo de ligagOes de hidrogénio continuam sendo relevantes, mesmo com alteragdes no
arranjo espacial.

Por fim, o composto D3POCH3 se destaca por apresentar um grupo metoxila (-OCHs)
no anel aromatico em vez de uma hidroxila, além do grupo acido bordnico. Esse foi o Unico
composto que exibiu uma atividade significativamente inferior ao 5-FU, com uma diferenca de
17,5 vasos (p = 0,0009), embora ainda tenha sido superior ao controle negativo NaCl. A
substituicdo da hidroxila pelo grupo metoxila é provavelmente a principal razdo para essa
menor eficicia. O grupo metoxila, sendo menos polar, reduz a capacidade de formar ligacoes

de hidrogénio com proteinas relacionadas a angiogénese. Além disso, aumenta a lipofilicidade
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da molécula, o que pode impactar negativamente sua solubilidade e biodisponibilidade,
contribuindo para a reducao da eficacia observada.

Esses resultados destacam a importancia da posicéo e da natureza dos substituintes nos
compostos com grupos acidos bordnicos para otimizar sua atividade antiangiogénica, com

implicagdes relevantes para o planejamento de novos inibidores.

5.6. Estudo da atividade anti-inflamatéria em CAM

Com base na analise qualitativa das imagens capturadas, os compostos testados
exibiram respostas distintas no modelo in ovo (FIGURA 16). O SDS e 0 D30OH induziram
sinais evidentes de inflamacao, caracterizados pelo aumento da vascularizacéo e pela presenca
de vasos inflamados ou congestionados. Em contrapartida, a dexametasona e o composto D1
demonstraram efeitos anti-inflamatoérios, com reducdo visivel na densidade e congestdo
vascular, indicando uma modulacéo eficaz da resposta inflamatdria.

Apesar dessas observacdes qualitativas, a auséncia de um delineamento experimental
mais rigoroso limitou a padronizacdo dos resultados, dificultando uma analise precisa e
comparativa. Na literatura, destaca-se a importancia de métodos padronizados no uso do
modelo in ovo, considerando parametros como a concentra¢do dos compostos, o tempo de
exposicado e critérios objetivos de avaliacdo para reduzir variabilidades nos resultados. A falta
de padronizacdo pode introduzir inconsisténcias, tornando os dados menos reprodutiveis e
comprometendo sua interpretacao.

Os sinais inflamatorios observados no SDS, um conhecido agente irritante, estdo
alinhados com seu uso como padrdo positivo para inducdo de inflamacdo no modelo CAM,
conforme relatado na literatura. Para o D3OH, os efeitos inflamatérios podem estar
relacionados a caracteristicas estruturais especificas que favorecem interacfes com
biomoléculas da membrana CAM, mas mais estudos sdo necessarios para confirmar essa
hipdtese.

Por outro lado, os efeitos anti-inflamatorios da dexametasona, um anti-inflamatério bem
estabelecido, e do D1 destacam a eficacia desses compostos na inibicdo da resposta
inflamatoria. A reducéo visivel na vascularizacdo observada no D1 sugere que ele possui um
perfil promissor, que merece investigacdo adicional para compreender melhor seu mecanismo
de acdo e confirmar seu potencial anti-inflamatorio.

Esses resultados qualitativos ressaltam a necessidade de maior rigor experimental, com

andlises quantitativas detalhadas e replicacfes consistentes, para validar e aprofundar as
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observacdes realizadas no modelo in ovo. Isso permitird explorar de forma mais robusta o

potencial dos compostos testados.

FIGURA 16 - Resultados do ensaio anti-inflamatério em CAM.
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Fonte: Préprio autor.
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6. CONCLUSAO

O ensaio de biocompatibilidade in vitro (in ovo) em HET-CAM demonstrou que 0s
derivados de chalconas D30OH, D3COPH3, D3COH e D1 sdo seguros, e ndo apresentam
toxicidade aguda com auséncia total de lise vascular, hemorragia e coagulacdo durante 300
segundos. O ensaio antiangioénico mostrou que os D3OH e D1 foram capazes de inibir a
formagéo de vasos similar ao controle 5-FU. Assim, os derivados D3OH e D1 foram
selecionados para o0 ensaio de atividade anti-inflamatoria em modelo in vitro (in ovo) de HET-
CAM.

7. PERSPECTIVAS
Seré realizada a padronizacao e posterior avaliacdo anti-inflamatoria dos derivados de
chalcona D30OH e D9 em modelo in vitro (in ovo) de HET-CAM.
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Beracizumab (BVE) was the first momodanal antibody approved by the FI3A and has shown an essential advance
i the antinmar thempy of colorectal cancer (CRC), bowever, the systemic action of BVE adminisiersd intra-
venously can irigger several adverse effects. The working hypothesis of the study was o promote the modulation
af the murnadhesion propenties and permeahility of the BVZ throsgh the formation of ranopardcles (NPs) with
gellan gum (GG) with subsequent surface modification with chitosan (C5) MPs comprising BVE and GG were
synthesized through polyelectrolyte complexarion, yielding spherical manosized panticles with an average

diameter of 2640 + 275 nm and 314.0 + 0.01 nm, polydispersity index of 0182 + 0.01 = 0288 = (.01, and
encapsulation efficiency of 2936 + 067 e 035 = 0.27 mV, for NPs without (NP BVE) and with sarface
modification (NP BVE + C5)1 The resulis showed a good abiliy of reanoparticles with surface modification 1o
motulate the NPs blological properties.

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC), alo called bowel cancer, is the third lead-
ing cause of cancer-related deaths worldwide, causing aboat 700,000
deaths per year [1-3].

The conventional therapeutic resource for the trestment of cancer is
intravenous therapy. Nonetheless, the non-selectivity or lack of speci-
Ficity of antineoplastic agents, along with their distribution to healthy
tissues and organs, necessitates high-dose administration. This can lead
1o severe sdverse effects and toxicity [41.5]. Among the antineoplastic
agents used in CRC treatment, bevacizumab (BVE) stands out as a first-
line drug [6].

BVZ iz a monoclomal antibody (mAb) of the Gl immunoglobulin
[IgG1]) type, produced by recombinant DNA biotechnology and available
on the market in solution for infravenous infusion (Avastin® ) BVZ has
anti-angiogenic activity due to its high binding affinity to vascular
endothelial growth factor (VEGF). This soluble protein factor is the main
regulator of physiological and pathological angiogenesis, particularly
'm1]1.1|1 the h.lmm' microenvironment. The systemic action of BYZ when
ly cam trigger several adverse effects, including

d intra
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hypertension, impaired wound healing, hemorthage, heart fxilure,
gastrodnbestinal perforation, and profeinuria [7].

The use of polymeric nanopartiches (NPs) as drug carriers has several
advantages, such as vectorization and Farvoring drog accumulation at the
site of action or absorption due to its reduced size, compartmentaliza-
tion of the drug in a restricted environment, and modulation capacity
[B,9].

The application of polysaccharides in the development of polymeric
namaparticles has several advantages, such as bow cost, biocompatibility,
biodegradability, non-toxicity, cellular interaction, chemical inbersc-
tion/modification, safety, and drug delivery [E-10]. The release of these
systems can be modulated through the supramolecular imterscions of
the particles with the biological interface, aiming bo achieve spedfic
behavior [11,12].

Gellan gum (GG) i an anionic unpo]_-.r&un:ha.ndu obtained through
fermentation of the microorgani I eloden. It has been
explored in the design nEs_'.r:berrls usﬂlmﬂw gastrointestinal tract (GIT),
a% it has an impaortant mucoadbesive property, in additon to forming
strong structural networks in the presence of multivalent cations
[13-16].
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ANEXO C. Characterization and in vitro cytotoxicity of piperine-loaded nanoemulsion in breast cancer

cells.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Carotenoids are abundant in food waste and offer various health benefits. In resp to the growing d d for
Carrot sustainable technologies, this study aims to blish an efficient recovery p 1 for ids (-
Waste and a-carotene) from cirrot waste using eco-friendly solvents. The effectiveness of 2-methyltetrahydrofuran (2-
:::m e MeTHF), limonene (Lim), and cyclopentyl methyl ether (CPME) in extracting carotenoids is companed with ethyl
Antioxidant 2 acetate (E10Ac), a mnw:nhonal green mlvenl tnmmonly used 1o replace hexane and petroleum ether. The
Cosmetic bility behavior was d using exp andmnbmappm:dus along with assessing the hydro-
HET-CAM assay tropic effect, thermal sutbihty. idant prop Furth the irritability of the recovered carot
enoids has been i i 2 P ial skin care applications. The highest recovery yields of
ﬂ-clmlaue (72.21 + 6.21 pg/g) and a-carotene (56.11 = 4.83 ug/g) wtre achieved using an EXOAc:2-MeTHF
lting in an i pproximately 25 pg/g compared to the control (EXOAc). The EtOAc:2-
MeTHqumnud»caladlhm pp ly 37% of the ids were degraded after 336 h with a Dy,
of 677 h. CAMs treated with the recovered carotenoids showed no nsnhle nspome dunng the 300-second period,
with all SI values at 0.7. The recovered ids d biologi acunnesmdb«ommpm
ibility for use on human skin as an anti-aging agent. 'nu:emmlts i that the car ids ob d from
carrot waste have the potential for further application in the cosmetic industry.
1. Introduction where fruits and vegetables constitute the most substantial proportion of

Fruit and vegetable waste contribute to 40-50% of total solid waste

this waste (Roy et al., 2023; Zilia et al., 2023). Carrots are a well-known
source of antioxidants, including plant-based carotenoids such as

generated, making it a major concern in the global food waste probl

with significant economic, environmental, and social impacts (Al-Ta-
mimi er al., 2023; Hoehn et al, 2023). Approximately one-third of
global food production is lost or wasted during processing or supply
chain operations, resulting in an annual wastage of 1.3 billion tons,

* Correspanding author.
E-mail address: cassamo, mussagyipucv.cl (C.U. Mussagy).
* These authors contributed equally to this work
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pc and a-c which are k to provide several health
benefits (Honda, 2023; Kaur et al., 2022). In fact, the trend of processed
carrots has exhibited an upward trajectory. According to the latest data,
the 2021 production value of carrots in the U.S. for both fresh and
processing markets was estimated to be around $831.5 million

Received 19 April 2023; Received in revised form 29 July 2023; Accepted 3 September 2023

Available online 7 September 2023
0926-6690/% 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.




57
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Abstract

Piperine is an alkaloid of natural origin with potent anti-cancer activity. However, due to its physicochemical characteristics,
piperine's biological performance is limited, with low bioavailability resulting from high lipophilicity and low water solubil-
ity. To improve its cytotoxic activity in 4T1 and MCF7 breast cancer cell lines, we developed and characterized piperine-
loaded nancemulsions (Pip-NE ). The nancemulsions were obtained by spontaneous emulsification followed by sonication
and were characterized regarding their sze by dynamic light scattering technigues and their zeta potential by electrophoretic
mobility. Pip-NE showed an average hydrodynamic diameter of 102 nm, polydispersity index of 0.2, and zeta potential of
— 31.8 mV. Compared to piperine in solution, Pip-NE showed sustained in-vitro release, preserving the cytotoxic activity
of piperine. The formulations presented no irritancy potential in the Hen's Egg Test on Chorioallantoic Membrane assay.
Additionally, the nanoemulsification increased the piperine cytotoxicity against both breast cancer cell lines, as evidenced by
the IC¥ values. Overall, this study contributes to understanding the potential of drug delivery nanosysizms as a novel srategy
to optimize the delivery and enhance the cytotoxic properties of lipophilic drugs such as pipering in breast cancer cell lines.

Keywords Drug delivery systems - Colloidal stability - Lipid nanocarrier - Piper nigrum

Introduction

Breast cancer is the most prevalent cancer in women world-
wide, presenting a heterogeneous profile at molecular level
{Harbeck et al. 2019). In 2020, breast cancer surpassad lung
cancer in new cases worldwide, with over 2.2 million cases
reported (LARC 2020). In most patients {30-75%), the most
common type of breast cancer is invasive ductal carcinoma.
Following that, a smaller percentage (5-15%) of patients
are diagnosed with invasive lobular carcinoma. The remain-
ing patients include a mixture of ductallobular carcinomas
and other less common histological types (Waks and Winer
2019),

Braast cancer treatment options include local
approgches such as partial or complete mastectomy of one
or both breasts, associated with adjuvant radiation and

[+] Marlos Chorilli
marlus.chorilliEunesp.be

! School of Pharmacentical Sciences, Seo Paulo State
University “Julio de Mesguita Filho™, Araraquam,
Sao Paulo 14800903, Brazil

chemotherapy. However, the effectiveness of current phar-
macological treatments like paclitaxel and tamoxifen is lim-
ited. These drugs exhibit low selectivity toward cancer cells,
causing high toxicity due to systemic biodistribution and
the development of progressive resistance (Shi et al. 2020).
Specifically, paclitaxel, the most frequently prescribed drug
for breast cancer, faces limitations due to its low solubility,
narrow therapentic index. and severe adverse effects, mak-
ing it difficult for patients to adhers to the treatment (Abu
Samaan et al. 2019).

Nanotechnology has hold promising poential in the treat-
ment of cancer due to possibility to reduce systemic toxicity
and, consequently, minimize adverse effects on the patient
(Ghanbariasad et al. 2023; K arimi-Maleh at al. 2023). Nano-
systems have greater selectivity to tumor cells, by passive
and active targeting mechanisms that increased therapeutic
effect, and sustained release properties, which corroborates
to reduce the necessary drug dose, due to increased contact
area with biological tissues (Alves et al. 2021: Chaturvedi
et al. 2019; Luiz et al. 2022; Zanesco-Fontes et al. 2021).
Manostructured sysiems also can positively impact the phar-
macokinetic and pharmacodynamic properties of drugs,

ﬂ Springer
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords: This study aimed to design a sexq ial biorefinery from wine-making by ts for the ot g value-added
Blorefinery pmduds focusing on extracting natural pigments and the evaluation of bioenergy produced by remaining
Grape from C Grape Residues (CGR) th h slow pyrolysis. To achieve these goals, solid-liquid
m extraction of pigments from CGR was performed nnng a reusable bio-based solvent. me'mmlly lhrso: pig-
Plgments ments’ antioxidant activity and toxicity were evaluated in embryo cells, exploring their p in
Pyrolysis the cusmenc industry. Secondly, it focused on applying the residual colorless bman dmved Emm the mmal
I This involved the evaluation of kinetic triplet: appar energy, pre-exp

factor, and reaction model. From these parameters, the thermodynamic properties (AH, AG, and AS) were
estimated. The results from the first step revealed the recovery of 18.21 mg/gogy of Ioﬂl :mlhocyamn that
exhibited robust antioxidant capabilities and ¢ ibility with biological sy , indi ] appli-
cations in the cosmetic industry. The pyrolysis of residual colorless bmas n:mlcd a cnmpla chemical
structure with mul ‘_ le stages of d The kinetic p 1 g activation energy and pre.
ial factor, inds ‘beuermcrxyyu:ld than other L highlighting the p ial for bioenergy
producuon The datheme between activation energy and standard emhalpv of the reaction was less than
5.72kJ/mol, i ing a £ bk hermic reaction and the feasbility of the energetic process. This study
provides insights into the dual benefits of utilizing CGR for pigments recovering and bioenergy, contributing to

ble practices ds a circular model.
1. Introduction healthy lives, promoting well-being, providing affordable and reliable

Ban Ki-Moon's renowned quote, "There is no Plan B for action as there
is no Planer B", highlighting the urgent need for collective action to
combat climate change (United Natlons, 2014). This was particularly
significant as it preceded the United Nations Climate Summit, where the
Sustainable Development Goals (SDGs) were introduced, including the
2030 agenda for SD, which comprises 17 goals aimed at ensuring

* Correspanding author.
E-muail address: cassamo. mussagy @pucy.cl (CU. Mussagy).
! These authors contributed equally to this work
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energy, encouraging sustainable consumption and production patterns,
and addressing climate change, among others (United Natlon, 2015).
The issue of climate change has become a critical challenge of our time,
prompting new concerns such as industrial environmental hazards,
health impacts, and the sustainability of industrialized products (Kork-
maz et al, 2023). In r to these chall there is a growing
transition from a linear towards a circular economy model, driven by the

Received 5 June 2024; Received in revised form 30 July 2024; Accepted 3 August 2024

Available online 8 August 2024

0926.6690/%) 2024 Elsevier B.V. All rights are reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.



	2988438e55ffd6e8e5a6c5c907afbddc4fc5cc746c34917779101dc1f524312c.pdf
	2988438e55ffd6e8e5a6c5c907afbddc4fc5cc746c34917779101dc1f524312c.pdf
	2988438e55ffd6e8e5a6c5c907afbddc4fc5cc746c34917779101dc1f524312c.pdf

