&
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS | - CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGIAS E SAUDE
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
CURSO DE GRADUAGCAO EM BACHARELADO EM FARMACIA GENERALISTA

JOSE ELIZANDRO BATISTA DE OLIVEIRA

AVALIACAO DA TOXICIDADE SUBCRONICA E DO POTENCIAL TERAPEUTICO
DE UM DERIVADO N-ACILHIDRAZONICO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
COLITE ULCERATIVA

CAMPINA GRANDE - PB
2025



JOSE ELIZANDRO BATISTA DE OLIVEIRA

AVALIACAO DA TOXICIDADE SUBCBONICA E DO POTENCIAL TERAPEUTICO
DE UM DERIVADO N-ACILHIDRAZONICO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
COLITE ULCERATIVA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Coordenacdo do Curso de Farmécia da
Universidade Estadual da Paraiba, como pré-
requisito parcial para a obtencdo do titulo de
BACHAREL EM FARMACIA.

Orientadora: Prof. Dra. Vanda Lucia dos Santos

Coorientadora Prof. Dra. Maria Elaine Cristina Araruna

CAMPINA GRANDE - PB
2025



E expressamente proibida a comercializacdo deste documento, tanto em versdo impressa
como eletrénica. Sua reproducdo total ou parcial € permitida exclusivamente para fins
académicos e cientificos, desde que, na reproducdo, figure a identificacdo do autor, titulo,
instituicdo e ano do trabalho.

O48a  Oliveira, José Elizandro Batista de.
Avaliacdo da toxicidade subcrbnica e do potencial
terapéutico de um derivado n-acilhidrazénico em modelo
experimental de colite ulcerativa [manuscrito] / José

Elizandro Batista de Oliveira. - 2025.
34 f. :il. color.

Digitado.

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacdo em Farmaécia)
- Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, 2025.

"Orientacdo : Prof. Dra. Vanda Lucia dos Santos,
Departamento de Farmacia - CCBS".

"Coorientacdo: Prof. Dra. Maria Elaine Cristina Araruna,
Farmaécia".

1. N-acilhidrazénico. 2. Inflamagdo intestinal. 3.
Colite ulcerativa. 4. Toxicidade subcronica. I. Titulo

21. ed. CDD 615
Elaborada por Pfeyffemberg de Moura Guimardes - CRB - BC 15/1020




JOSE ELIZANDRO BATISTA DE OLIVEIRA

AVALIACAO DA TOXICIDADE SUBCRONICA E DO POTENCIAL TERAPEUTICO
DE UM DERIVADO N-ACILHIDRAZONICO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
COLITE ULCERATIVA

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado a Coordenacdo do Curso
de Farmacia da Universidade Estadual
da Paraiba, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de BACHAREL EM
FARMACIA

Aprovada em: 27/05/2025.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado eletronicamente por:

* Vanda Lucia dos Santos (***.424.493-**), em 12/06/2025 20:59:33 com chave
49al125ae47e911f0a5dc06adb0Oa3afce.

= Katharina Rodrigues de Lima Porto Ramos (***.911.674-**), em 13/06/2025 10:39:06 com
chave c6adda0Oc485b11f0acla06adb0Oa3afce.

= Francisco José Batista de Lima junior (***.667.653-**), em 12/06/2025 21:47:54 com chave
Oac0c48c47f011f0aed4la7cc27eb1f9.

Documento emitido pelo SUAP. Para comprovar sua autenticidade, faca a leitura
do QrCode ao lado ou acesse https://suap.uepb.edu.br/comum/
autenticar_documento/ e informe os dados a seguir.

Tipo de Documento: Folha de Aprovagéao do Projeto Final

Data da Emissé&o: 13/06/2025

Cédigo de Autenticacgdo: c2ce62




AGRADECIMENTOS

A Deus, Nossa Senhora e o0 meu anjinho da guarda que sempre acalmaram meu
coracdo em situacbes em que me senti encurralado, perdido ou com medo, me
mostrando que qualquer dificuldade é passageira.

A minha mae Elza, que mesmo com muita preocupacao, confiou em mim e me
deixou sair de casa para seguir meus sonhos em outra cidade, além de proporcionar
todo o sustento e conforto, sempre deixando claro o quanto o seu amor por mim é
gigantesco e imensuravel.

Ao meu irméo Edygar, que muitas vezes fez papel de pai, me incentivando de
inimeras formas, espero um dia conseguir retribuir toda a ajuda que vocé me fez.

Ao meu pai Edielson, sempre demonstrou cuidado, preocupagéo e carinho, do
seu jeito, sempre acreditando e se orgulhando de mim.

Aos meus melhores amigos de graduacdo: Barbara, Felipe, Wallyson,
Gabrielly, Bruna e Isaque que tornaram todo o caminho académico mais leve, divertido
e proveitoso, gragas ao companheirismo e vontade de vencer juntos. Sou
profundamente grato por cada segundo que passei ao lado de vocés.

A minha melhor amiga Kailane, que sempre esteve do meu lado, me apoiando,
me mo- tivando e me ajudando em qualquer situacao, vocé foi um presente de Deus
na minha vida.

A minha orientadora Vanda, por me aceitar como aluno voluntéario em seu
laboratério, permitindo com que eu me apaixonasse pelo mundo da pesquisa, e por
seus ensinamentos que foram essenciais para minha formacao.

A minha coorientadora Elaine, por contribuir para o meu aprendizado, por me
guiar pela iniciacdo cientifica, e por sempre me tratar com respeito, carinho e
humanidade.

Aos integrantes do LABENFARM, por sua disponibilidade e apoio durante
todo o pro- cesso de experimentacédo do PIBIC, e pela oportunidade de aprendizado em
outros ensaios far- macologicos.

A instituicdo UEPB, por possibilitar minha formagdo com excelentes
professores capa- citados que mesmo na falta de recurso davam o seu melhor para
passar 0 maximo de conheci- mento aos seus alunos.

Ao CNPQ e PROEX por financiar e apoiar o desenvolvimento das pesquisas e do

projeto de extenséo, me permitindo conhecimento em diversos &mbitos.



RESUMO

As doencas inflamatorias intestinais (DI1s) envolvem um conjunto divergente de doencas
que geram inflamacdo aguda ou crdnica na mucosa do trato gastrintestinal (TGI). As Dlls
representam um importante problema de salde publica por apresentarem alta taxa de
recorréncia e um longo curso clinico, com significativo impacto na vida dos individuos
portadores. Diante das limitacGes terapéuticas atuais, o0 desenvolvimento de novos
farmacos seguros e eficazes torna-se imperativo. Os derivados N-acilhidrazonicos sao
amplamente estudados na quimica medicinal por ser uma classe de compostos organicos
com versatilidade estrutural, conferindo uma ampla gama de atividades biologicas, como
propriedades anti-inflamatéria e antioxidante entre outras. O composto 2-ciano-N’-(3-
etoxi-4 hidroxibenzilideno)- acetohidrazida (JR-12) é caracterizado por possuir grupos
funcionais que favorecem interacGes com alvos moleculares envolvidos em processos
inflamatdrios. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a seguranca
ndo-clinica e a atividade anti-inflamatéria do composto JR-12. O Estudo de Toxicidade de
doses repetidas foi realizado baseado na Diretriz 407 da OECD. Foram utilizados
camundongos Swiss divididos em seis grupos, os quais foram tratados por via oral durante
28 dias com o0 JR-12 (10 ou 20 mg/kg) ou veiculo (controle negativo). Foram avaliados a
massa corporal, o peso médio dos 6rgdos (coracdo, rins, baco, figado e estbmago), média
do consumo de 4gua e ragdo, aspectos macroscopicos e parametros hematoldgicos. A
atividade anti-inflamatoéria do JR-12 foi estudada por meio do modelo agudo de colite
induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS), no qual ratos Wistar foram
divididos em seis grupos, que ap6s um jejum de oito horas receberam a administracdo de 10
mg TNBS solubilizados em 0,25 mL de etanol 50% v/v via retal por meio de sonda. Dentre
a divisdo de grupos, o ndo colitico foi submetido apenas aos procedimentos de anestesia e
insercdo de sonda, os demais foram pré-tratados com JR-12 (10 ou 20 mg/kg), prednisolona
(controle positivo) ou veiculo (controle negativo), 48, 24 e 1 hora antes da administracao
do agente inflamatdrio. Apds a inducgédo da inflamacdo, foram avaliados a area de leséo
ulcerativa, porcentagem de inibicdo, escore de lesdo, e relagdo peso/comprimento do
segmento colico retirado. Os protocolos foram aprovados pela CEUA/UEPB sob o numero
033/2023. Os resultados demonstraram seguranca toxicologica do JR-12, sem alteracdes
significativas nos parametros avaliados (p>0,05). No modelo de colite, 0 composto
promoveu reducdo dose-dependente das lesdes ulcerativas (87% e 92% de inibigdo para 10

e 20 mg/kg, respectivamente; p<0,001), além de diminuir significativamente o escore de



lesdo e a relagdo peso/comprimento do colon. Conclui-se que o JR-12 apresenta perfil
toxicoldgico favoravel e expressiva atividade anti-inflamatoria intestinal, sustentando seu
potencial como candidato a farmaco para Dlls. Estudos dos mecanismos envolvidos na sua

atividade bioldgica sdo necessarios para elucidar seus alvos moleculares.

Palavras-Chave: n-acilhidrazonico; inflamacao; colite ulcerativa; toxicidade subcrénica.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBDs) comprise a heterogeneous group of disorders
characterized by acute or chronic inflammation of the gastrointestinal tract (GIT) mucosa. IBDs
represent a significant public health concern due to their high recurrence rate and prolonged
clinical course, which have a substantial impact on the lives of affected individuals. Given the
limitations of current therapeutic options, the development of new, safe, and effective drugs is
imperative. N-acylhydrazone derivatives are widely investigated in medicinal chemistry, as
they constitute a class of organic compounds with structural versatility, conferring a broad
spectrum of biological activities, including anti-inflammatory and antioxidant properties,
among others. The compound 2-cyano-N’-(3-ethoxy-4-hydroxybenzylidene)-acetohydrazide
(JR-12) is characterized by the presence of functional groups that facilitate interactions with
molecular targets involved in inflammatory processes. In this context, the present study aimed
to evaluate the non-clinical safety and anti-inflammatory activity of the compound JR-12. The
Repeated Dose Toxicity Study was conducted in accordance with OECD Guideline 407. Swiss
mice were divided into six groups and treated orally for 28 days with JR-12 (10 or 20 mg/kg)
or vehicle (negative control). Parameters assessed included body weight, mean organ weights
(heart, kidneys, spleen, liver, and stomach), average food and water intake, macroscopic
aspects, and hematological parameters. The anti-inflammatory activity of JR-12 was
investigated using the acute colitis model induced by 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid
(TNBS). Wistar rats were divided into six groups, and after an eight-hour fasting period,
received a rectal administration of 10 mg TNBS solubilized in 0.25 mL of 50% v/v ethanol via
a probe. Among the experimental groups, the non-colitic group was subjected only to anesthesia
and probe insertion procedures, while the remaining groups were pre-treated with JR-12 (10 or
20 mg/kg), prednisolone (positive control), or vehicle (negative control) at 48, 24, and 1 hour
before administration of the inflammatory agent. Following the induction of inflammation,
ulcerative lesion area, percentage of inhibition, lesion score, and the weight-to-length ratio of
the excised colonic segment were evaluated. The protocols were approved by the Animal Ethics
Committee of the State University of Paraiba (CEUA/UEPB) under number 033/2023. The
results demonstrated the toxicological safety of JR-12, with no significant alterations observed
in the evaluated parameters (p > 0.05). In the colitis model, the compound induced a dose-
dependent reduction in ulcerative lesions (87% and 92% inhibition for 10 and 20 mg/kg,
respectively; p < 0.001), in addition to significantly reducing both lesion scores and the colon

weight-to-length ratio. In conclusion, JR-12 exhibits a favorable toxicological profile and



marked intestinal anti-inflammatory activity, supporting its potential as a drug candidate for the
treatment of IBDs. Further studies are necessary to elucidate the molecular targets and

mechanisms underlying its biological activity.

Keywords: n-acylhydrazone; inflammation; ulcerative colitis; subchronic toxicity
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatorias intestinais (DIIs) envolvem um conjunto divergente de
doencas que geram inflamac&o, aguda ou cronica, na mucosa do trato gastrintestinal (TGI).
Sdo disturbios de natureza inflamatoria geradas por respostas do sistema imunoldgico,
podendo afetar desde as regifes iniciais até as finais do TGI, dentre elas destacam-se a
Colite Ulcerativa (CU) e a Doenga de Crohn (DC) (Cavalcante, et al., 2020).

As Dlls representam um importante problema de saude publica por apresentar alta taxa
de recorréncia e um longo curso clinico, 0 que gera impacto negativo na vida dos
individuos. Estima-se que mais de 5 milhGes de pessoas sdo portadoras de DIls pelo mundo,
destas, 1,4 milhGes estéo presentes nos Estados Unidos da América e 3 milhes na Europa.
O aumento progressivo dos casos de DIIs em regides nas quais os indices de ocorréncia eram
baixos, como na América Latina, Asia e Oriente Médio, deve-se provavelmente ao estilo
de vida, agentes infecciosos, fatores de risco ambiental, alteracdes na microbiota intestinal e
aumento no nimero de notificagbes devido a melhoria no acesso aos servicos de satde em
paises em desenvolvimento (Jess , Martinato, et al, 2013; Munkholm, 2015; D’haens et al.,
2019).

A CU é uma das doengas inflamatorias intestinais mais prevalentes, sendo responsavel
por uma grande parcela dos casos diagnosticados. Os principais sintomas sao
caracterizados como dor abdominal, diarreia cronica e sanguinolenta e tenesmo, além
disso, devido ao processo inflamatorio podem ocorrer perda de peso, febre e fadiga. A
Colite Ulcerativa ¢ um fator para o potencial de desenvolvimento de cancer colorretal em
pacientes que possuem casos mais graves. Por esse motivo, é necessaria uma abordagem
terapéutica multidisciplinar, com um acompanhamento rigoroso, além de colonoscopias
regulares, monitoramento da atividade in- flamatdria e vigilancia oncolégica (Guo; Wang,
2023).

A terapia farmacoldgica atual tem como objetivo manter a doenca em estado de
remisséo, pelo fato de néo existir a cura para esta condi¢do. No tratamento sdo utilizados
anti-inflamatorios, imunobioldgicos e imunossupressores. Porém, os tratamentos existentes
nédo possuem potencial de cura e causam diversos efeitos colaterais aos pacientes (Geremia
et al., 2014; Ungaro et al., 2017).

O desenvolvimento de novos farmacos com potenciais anti-inflamatorios e antioxidan-
tes através da quimica medicinal, tornou-se uma alternativa promissora para o tratamento

dessas doencas, atraves do desenho de compostos bioativos que utilizam em sua estrutura
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grupos farmacoféricos que agem nos sitios de ligacdo desejados, promovendo a atividade
farmacoldgica (Eder; Drani; Wiesmann, 2014; Tresadern et al., 2017).

Os derivados N-acilhidrazénicos constituem uma classe de compostos organicos que
tem despertado crescente intereresse na quimica medicinal devido a ampla gama de
atividades biolégicas em virtude de sua versatilidade estrutural e da presenca do
grupamento N-acilhidrazona, um farmacéforo capaz de interagir com diversos alvos
bioldgicos (Zanatta et al., 2014).

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a seguranca do
derivado N-acilhidrazonico: 2-ciano-N’-(3-etoxi-4 hidroxibenzilideno)-acetohidrazida
(JR- 12), por meio do ensaio de toxicidade subcronica, bem como realizar a anélise da

atividade anti- inflamatoria intestinal no tratamento da colite ulcerativa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Avaliar a seguranca do derivado N-acilhidrazdnico JR-12 por meio do ensaio de

toxicidade de doses repetidas e analisar o potencial terapéutico no tratamento da colite

ulcerativa in vivo.

2.2 Objetivos especificos
o Determinar alteracGes nos parametros bioquimicos e hematoldgicos induzidas pelo JR-
12;
« Analisar macroscopicamente possiveis alteracdes nos érgdos (coracao, bago, figado e
rins);
o Auvaliar atividade anti-inflamatdria intestinal do JR-12 no tratamento da colite ulcerativa.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Derivados acilhidrazdnicos

As hidrazonas sdo compostos quimicos que despertam intenso interesse cientifico de
vido a ampla gama de aplicabilidades bioldgicas, quimicas e industriais. O grupo funcional
hidrazona é caracterizado por possuir como estrutura base a porcao triatbmica C=N-N néo
pertencente a um heterociclo, que pode ser representado pela figura 1 (Kitaev; Buzykin, 1972).

Figura 1 — Representacé@o do esqueleto hidrazonico

N
I
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Fonte: Santos (2012).

As hidrazonas sdo substancias atrativas devido a estabilidade a hidrolise e a facilidade
de sintese, que é derivada da reacdo de hidrazinas com compostos carbonilicos (aldeidos ou
cetonas). Quando a hidrazina é uma N-acilhidrazina o produto gerado é uma N-acilhidrazona
(Guimardes et al, 2017).

N-acilhidrazonas (Figura 2) sdo estruturas privilegiadas por permitirem pontos de
ligagéo para diversos receptores, resultando em uma grande variedade de alvos moleculares a
partir de modificacdes em suas subunidades estruturais amidica (W) e iminica (Z), o que
possibilita compostos com propriedades anti-inflamatorias, analgésica, antioxidante,

antimicrobiana e entre outras (Barreiro; Fraga, 2015).

Figura 2 — Esqueleto base das N-acilhidrazonas

Fonte: ADAPTADO BARREIRO; FRAGA (2015)
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3.2 Atividades bioldgicas de derivados N-acilhidrazénicos

A versatilidade dessa classe de compostos € gerada a partir de modificacGes estruturais
que promovem um variado espectro de atividades, envolvendo uma série de mecanismos como
a eliminacéo de radicais livres, inibicdo enzimatica, quelacdo de ions, interagdes com o DNA,

dentre outros (Figura 3) (Guimaraes et al, 2017).

Figura 3 — Exemplos de moléculas bioativas de derivados N-acilhidrazonicos
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Fonte: ADAPTADO BARREIRO; FRAGA (2015)

Entre as principais atividades bioldgicas relatadas para os acilhidrazénicos, destacam-
se as propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, as quais tém sido extensivamente
estudadas nos altimos anos. A atividade anti-inflamatdria esta associada a capacidade desses
compostos em modular vias de sinalizagdo celular envolvidas na inflamagédo, como a inibicéo
da ciclooxigenase (COX), da lipoxigenase (LOX) e de citocinas pré-inflamatorias como TNF-
a e IL-6 (Martins et al., 2019).

Estudos demonstram que determinados derivados acilhidrazénicos apresentam ativi
dade comparavel a de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) classicos, mas com menor
incidéncia de efeitos adversos gastrointestinais, sugerindo um potencial terapéutico promissor
(Costa et al., 2021). Essa acdo tem sido atribuida a presencga de grupos funcionais capazes de
estabilizar a forma tautomérica ativa do composto, o que favorece sua intera¢cdo com enzimas-
alvo (Souza; Lima, 2017).



Além disso, os derivados acilhidrazénicos também tém se mostrado potentes agentes
antioxidantes. Essa atividade é originada a partir da presenca de atomos de nitrogénio e oxigénio
em sua estrutura, 0s quais sdo capazes de quelar ions metalicos e neutralizar espécies reativas
de oxigénio (ERO), prevenindo o estresse oxidativo e o dano celular (Ferreira et al., 2020). Tal
propriedade é relevante em patologias onde a inflamacdo e o estresse oxidativo geram danos
em conjunto, como nas doengas neurodegenerativas, cardiovasculares e metabolicas (Almeida;
Ribeiro, 2018).

A sintese de novos compostos acilhidrazonicos com substituintes eletrondoadores ou
eletroatratores tém possibilitado o desenvolvimento de compostos com maior seletividade e
poténcia farmacoldgica. Essa modulacdo estrutural tem sido explorada como uma estratégia
racional na busca por novos farmacos com perfil “multialvo”, atuando tanto como agentes
antiinflamatdrios quanto antioxidantes (Barros et al., 2022).

A estrutura do composto JR-12 (Figura 4) é composta por um nucleo acilhidrazona
ligado a um anel aromatico com grupos etoxi (-OCH2CHs) e hidroxila (-OH), além de um grupo
ciano terminal (-CN). A presenca de grupos eletronegativos juntamente com a conjugacao
eletrénica permitem uma melhor estabilidade & molécula, favorecendo a biodisponibilidade e
afinidade por receptores ligados ao processo inflamatorio, tornando o JR-12 uma molécula
promissora no desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatérios (Fraga et al. 2023).

3.4 Ensaios de toxicidade

O processo de desenvolvimento de novos farmacos inclui diversas etapas, entre elas
pode-se destacar o planejamento de moléculas, sintese e caracterizacdo de substancias, ensaios
toxicologicos ndo-clinicos e clinicos, introducdo ao mercado, comercializacdo do farmaco e a
farmacovigilancia (Hornberg et al., 2004). Os ensaios ndo-clinicos tém como objetivo avaliar
0s riscos potenciais do novo farmaco, a fim de evitar consequéncias indesejaveis a satde dos
individuos, dentre estes ensaios, as analises toxicologicas constituem um importante papel, pois
permitem determinar os efeitos toxicos de compostos a partir de exposi¢des controladas e de
populagdes padronizadas (Beck et al., 2001).

Os testes in vitro sdo utilizados com o proposito de reduzir o uso animais em laboratério,
seguindo o principio da regra dos 3 R’s (replacement, reduction e refinement) e também atuar
como prévia de estudos in vivo, complementando e melhorando a sensibilidade e especificidade
dos testes em animais (Repetto, 1995). As técnicas realizadas podem utilizar culturas celulares,

cultura de tecidos, além de microrganismos como bactérias e fungos.
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Os ensaios toxicoldgicos ndo-clinicos in vivo podem ser divididos em avaliacdo da
toxicidade geral (dose Unica e repetida), carcinogenicidade, genotoxicidade, imunotoxicidade e
toxicidade sobre a fungéo reprodutiva. A funcao destes ensaios € caracterizar os possiveis efeitos
toxicos nos orgaos, avaliar a relacdo dose-resposta, bem como o intervalo terapéutico (Nugent,
Duncan e Colagiovanni, 2013). A escolha do método utilizado é concretizada a partir do
conhecimento das propriedades do composto a ser testado, desse modo, a selecdo das espécies
de animais sao realizadas a partir da semelhanga com o organismo humano no que diz respeito
a fisiologia, bioquimica e morfologia, permitindo uma comparacao viavel de acordo com 0s
resultados obtidos (Denny e Stewart, 2013).

A toxicidade aguda ou dose Unica é caracterizada como a etapa inicial da avaliagcdo
toxicoldgica da fase pré-clinica, onde a substancia é testada em quantidade superior a dose
terapéutica, podendo ser administrada uma Gnica vez ou doses fracionadas durante vinte e quatro
horas com a finalidade de obter-se a dose letal (DL50), além dos sinais de toxicidade e causa
de morte (HAYES, 1994).

O estudo é realizado em no minimo duas espécies de mamiferos, com grupos
padronizados de ambos 0s sexos, nos quais a forma de administragdo do farmaco é estabelecida
de acordo com a pretensdo de administracdo para os humanos, podendo ser via oral, ocular,
inalatoria, dérmica e via parentérica (1000mg/kg/dia) (EMA, 2010). Ap6s a administracdo, o
estudo entra em um periodo de observacdo que possui a duracdo de quatorze dias, onde sao
observados alteraces no peso dos animais, quantidade de alimento e &gua ingerida e
comportamento (ANVISA, 2013).

A avaliacéo da toxicidade subcronica tem a duracao de 28 a 90 dias, na qual os animais,
de ambos os sexos, sdo separados em grupos e expostos a substancia pela via desejada (oral,
inalacdo ou aplicacdo dérmica). O objetivo desta avaliacdo € identificar possiveis efeitos
adversos e danos mais severos aos animais devido a exposicao diaria por um periodo moderado
de tempo. Ao decorrer do estudo, sao recolhidos dados referentes ao peso corporal, ingestdo de
alimento e agua, caracteristicas comportamentais e visuais dos animais, além disso, no final da
avaliacdo sdo recolhidas amostras de sangue para as determinagGes bioquimicas e

hematoldgicas e realiza-se a necrépsia dos orgdos (OECD, 2009).
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3.5 Colite ulcerativa

A colite ulcerativa (CU) é uma doenga inflamatoria intestinal (DII) cronica que afeta
especificamente o colon e o reto, caracterizando-se por inflamagdo continua da mucosa
intestinal, formacéo de Ulceras, sangramentos e sintomas clinicos como diarreia com muco e
sangue, dor abdominal e perda de peso (CUNHA et al., 2020).

Nas ultimas décadas, tem-se apresentado um crescimento significativo de casos
relatados no Brasil em funcédo de fatores como a urbanizagdo, mudanca nos habitos alimentares
e maior numero de notificacbes, com uma incidéncia estimada entre 7,1 a 15 casos por 100 mil
habitantes por ano. O aumento progressivo gera um desafio para os servicos de saude, pois
como a CU é uma condi¢do marcada por periodos de remissdo e recaidas, é preciso um
acompanhamento continuo e recursos especializados que em grande maioria apresentam alto
custo (Parente et al., 2015).

A patogénese da CU envolve uma resposta imune desregulada a antigenos luminais em
individuos geneticamente predispostos, alem de fatores ambientais, microbiota intestinal
alterada e estresse oxidativo (Faria; Souza, 2019).

O processo inflamatdrio crénico da colite ulcerativa esta intimamente ligado a ativacdo
de vias pro-inflamatorias, como a do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-«B), que induz
a producdo de citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1p (IL-1B) (Oliveira; Marques, 2021). Essas moléculas
perpetuam a inflamacéo e contribuem para o comprometimento da barreira epitelial intestinal,
permitindo maior translocacdo de microrganismos, agravando o quadro clinico.

Além disso, a presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) no ambiente
inflamatdrio intestinal desempenha papel central na fisiopatologia da CU. As EROs sao
produzidas em excesso por células inflamatorias ativadas, como neutrofilos e macréfagos, e
causam danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA, comprometendo a integridade das células
epiteliais do célon (Santos et al., 2022). Esse estresse oxidativo acentua a resposta inflamatdria
e impede a regeneragdo adequada do tecido intestinal. Nesse contexto, estratégias terapéuticas
que com- binem ag¢&o anti-inflamatoria e antioxidante tém se mostrado promissoras no controle
da colite ulcerativa. Diversos estudos tém destacado compostos bioativos com essa dupla
atividade como potenciais agentes adjuvantes ou alternativos aos medicamentos convencionais
(Silva; Lopes, 2020). Os antioxidantes sdo capazes de neutralizar as EROs, reduzir o estresse
oxidativo e restaurar o equilibrio redox, contribuindo para a protecdo da mucosa intestinal e

favorecendo a reparacéo tecidual (Medeiros et al., 2018).
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Outrossim, os antioxidantes tambem exercem efeitos regulatérios sobre a resposta
inflamatoria, uma vez que as EROs atuam como sinalizadores intracelulares na ativagéo de vias
pré-inflamatorias. Assim, a reducéo do estresse oxidativo pode levar a inibicdo da ativacdo do
NF-kB e a diminuicdo da expressao de citocinas inflamatorias (Costa et al., 2021). Essa acao
indireta reforga a importancia de antioxidantes no manejo da colite ulcerativa, especialmente
em fases ativas da doenca.

A literatura recente também aponta que intervencdes antioxidantes podem melhorar o
perfil da microbiota intestinal, modular a producéo de acidos graxos de cadeia curta e restaurar
a fungéo de barreira da mucosa, aspectos diretamente associados ao controle da inflamacao
coldnica (Moraes; Araujo, 2019).

O tratamento da colite ulcerativa consiste em controlar a inflamacéo e na remissdo dos
sintomas, buscando melhorar a qualidade de vida dos pacientes. As terapias variam de acordo
com a gravidade da doenca, em casos leves a moderados, o tratamento de primeira linha s&o 0s
derivados de 5-aminossalicilicos (5-ASA), como a mesalazina via oral ou retal. Em quadros
moderados a graves, 0 uso de corticosteroides como a prednisolona torna-se necessario para
induzir a remissao, porém, esses medicamentos nao sdo indicados para uso prolongado por gerar
efeitos adversos como a hipertensao, osteoporose e diabetes (Torres et al., 2020). Além disso,
0 uso de imunossupressores como a azatioprina ou 0s antagonistas do fator de necrose tumoral
(anti-TNF) como o infliximabe, apresentam limitacdes significativas, pois muitos pa cientes
ndo respondem ao tratamento inicial ou perdem a resposta com o tempo, 0 que exige a troca ou
combinacdo de medicamentos e prejudica a adesdo da terapia farmacolégica (Ferrante et al.,
2021)
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencdo do derivado acilhidrazénico (JR-12)

O composto JR-12 (2-ciano-N’-(3-etoxi-4 hidroxibenzilideno)-acetohidrazida),
conforme a figura 4, foi fornecido pelo Laboratério de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos
(LDSF) por meio da orientacdo do Professor Ricardo Olimpio de Moura, do departamento de
Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba.

Figura 4 - Estrutura quimica do derivado 2-ciano-N’-(3-etoxi-4 hidroxibenzilideno)-
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Fonte: Silva (2015).

4.2 Animais

Para a avaliacdo da toxicidade em dose repetida do composto JR-12, foram utilizados
camundongos Mus muscullus swiss adultos, machos e fémeas e no modelo agudo de colite
foram envolvidos ratos Rattus norvegicus wistar adultos de ambos os sexos. Apos a realizacao
dos experimentos, os animais foram eutanasiados por excesso de associacdo de anestésico
Cetamina 10% e Xilazina 2% via intraperitoneal como recomendado pelas Diretrizes da Préatica
de Eutanasia do CONCEA de 2018. Os protocolos foram aprovados pela CEUA/UEPB sob o
numero 033/2023, alem de serem baseados na Diretriz 407 da Organizacdo para a Cooperagéo

e Desenvolvimento Econémico (OECD)

4.2.1 Estudo de Toxicidade de 28 dias de Dose Repetida em Roedores.

Os animais foram divididos de acordo com seus pesos em 6 grupos (3 grupos de machos
e 3 de fémeas com n=6/grupo) e, foram tratados diariamente com solucdo salina + DMSO 5%
(veiculo - controle negativo) e o JR 12 solubilizado com solugéo salina + DMSO 5% (10 ou
20mg/kg). Durante o teste, os animais foram observados diariamente e pesados semanalmente
para se necessario fazer ajuste da dose. Apds a exposicao, os camundongos foram anestesiados
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e aproximadamente 1 mL de sangue foi retirado por puncdo cardiaca para ensaios bioquimicos
e hematoldgicos. Em seguida, os animais foram eutanasiados. Os 6rgdos (coragdo, rins, baco,

figado e estbmago) foram removidos para analises macroscopicas.

4.2.2 Modelo agudo de colite induzida com &cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS).

Apos jejum de 8 horas, os animais foram anestesiados com associagdo dos anestésicos Xilazina
a 2% e Cetamina a 10%, para a administracdo via retal do TNBS, 10 mg de TNBS foram
solubilizados em 0,25 mL de etanol 50% v/v. A inducdo da inflamacéo foi realizada por meio de
uma sonda (2 mm de didmetro) inserida cerca de 8 cm através do reto do animal. Os animais foram
divididos em 6 grupos (n=10), sendo um deles o ndo-colitico (basal), que foi submetido apenas aos
procedimentos de anestesia e a inser¢do da sonda, mas ndo receberam o TNBS. Os outros grupos
foram pré-tratados com veiculo salina 10 mg/kg e DMSO 5% (controle negativo), prednisolona 2
mg/kg (controle positivo) e JR-12 nas concentra¢des de 10 ou 20 mg/kg v.o, nos intervalos de 48,
24 e 1 h antes da administracdo do TNBS/etanol 50%, assim como 24 h ap6s a inducao da colite.
Apbs 48 h da inducdo do processo inflamatorio, os animais foram eutanasiados (Xilazina 2% e
Cetamina 10%), e o segmento cdlico retirado e fotografado para quantificacdo da area de leséo
ulcerativa (ALU) (mm?) utilizando o software ImageJ, além disso, foram analisados a porcentagem
de inibicdo de lesdo, escore de leséo, a severidade e extensdo da leséo colbnica (Tabelal) e a relagéo
peso/comprimento do coélon (Figura 5).

A sequir, apresenta-se o calculo utilizado para a obtencdo da porcentagem de cura:

ALU do controle negativo - ALU do grupo tratado
Cura (%) = g 0 9P x 100
ALU do controle negativo

Tabela 1 — Critérios de determinacéo de severidade e extensdo da lesdo coldnica

Escore Critério
0 Sem prejuizo
1 Hiperemia, sem Ulceras
2 Ulcera linear sem inflamagéo significante
3 Ulcera linear com inflamag&o em um sitio
4 Dois ou mais sitios de ulceragdo/inflamacao
5 Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacdo ou area inflamada maior que 1 cm
6-10 | Prejuizo maior que 2 cm (escore aumenta 1 ponto por centimetro adicional)

Fonte: Bell et al. (1995)
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Figura 5 — Esquema simplificado do ensaio de modelo agudo de colite induzida TNBS

Ratos Wistar adultos 48,24 elTh antes do TNBS e
(machos e fémeas) n=10 24h apés indugéo da colite
wo-
Gavagem
Né&o-colitico Controle negativo*  Controle positivo* JR-12* JR-12* L
(Anestesia + Sonda)  (Salina 10 mg/kg (Prednisolona (10 mg/fkg 20 mgfkg
| + DMSO 5%) 2 mg/kg + Veiculo)  + Veiculo) + Veiculo) |

Administragéo de TNBS/Etanol 50%**

**VR - Inser¢do de sonda acercade 8
P . . . do ret
Eutanasia com Xilazina 2% e Cetamina 10% emorete

Remocéio do segmento célico

|————————> Quantificagéio da area de leséo ulcerativa (ALU) - ImageJ
3 % dle inibig o de leséo

———— > Escore deleséio

by Severidade e extensdo da lesdo colénica

Fonte: Biorender (2025)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

4.3 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida
por teste de Dunnett ou Tukey e expressos como média + desvio padrdo (d.p.) da média. Os
dados foram analisados com a utilizagdo do software GraphPad Prisma 6.0, San Diego, CA,
EUA e o nivel de significancia minimo seré de p<0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da toxicidade em dose repetida do composto JR-12

A realizacdo do teste de toxicidade aguda precede a avaliacdo da toxicidade em dose
repetida pois tem como um dos objetivos estabelecer a dose letal média (DLso), e gerar infor
mac0des preliminares a respeito dos efeitos imediatos do composto. De acordo com a literatura,
em um estudo realizado por Silva et al. (2015), no ensaio de toxicidade aguda por 14 dias
utilizando a dose de 2000 mg/kg, o composto JR-12 ndo apresentou alteracbes sugestivas de

toxicidade nos pardmetros avaliados, além disso, o estudo também forneceu informagdes a

respeito da DLso, considerada maior que 2000 mg/kg e menor que 5000 mg/kg de acordo com
a OECD 407.

O teste de toxicidade de doses repetidas busca elucidar os possiveis efeitos toxicos
sistémicos derivados da administragdo em dose repetida da substancia estudada durante um
periodo estabelecido entre 28 e 90 dias. Através do experimento, é possivel identificar danos
cumulativos aos 6rgaos e sistemas do animal, permitindo avaliar a seguranga do novo composto
e estabelecer limites seguros de exposicdo (OECD, 2008; ANVISA,2013). A avaliacdo da
toxicidade de doses repetidas em animais € uma analise promissora, visto que existe uma boa
correlacdo dos resultados dos ensaios toxicoldgicos em roedores quando comparados aos
resultados dos testes com o organismo humano (Chapman, 2015).

No decorrer do ensaio, ndo houveram mortes e nem alteragdes comportais nos
camundongos em ambos 0s sexos e doses de tratamento (10 e 20mg/kg), ademais, 0 consumo de
agua e racdo permaneceram normais quando comparados ao controle negativo durante todo o
experimento.

A andlise da evolucdo dos pesos dos camundongos, é um dos parametros utilizados para
realizar o monitoramento do estado geral de saide animal, pois varia¢6es bruscas podem indicar
efeitos toxicos e sistémicos da administracdo do composto estudado. A perca de peso pode ser
um indicativo da perca de apetite, disturbios metabolicos, alteraces gastrointestinais e entre
outras problematicas, por outro lado, o ganho ou manutengdo do peso é um indicativo de boa
tolerancia a substancia, além de altas chances da auséncia de efeitos adversos (Santos et al.
2020).

Durante o todo o experimento, ndo houveram alteracdes significativas no peso dos
animais em ambas as concentragdes utilizadas quando comparadas ao controle negativo

(Tabela 2), permanecendo em padrdes normais pelos 28 dias.
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camundongos durante 28 dias de tratamento.

Tabela 2 - Efeito do JR-12 nas concentracgdes de 10 e 20mg/kg na massa corporal dos

Machos Fémeas
Dias Controle JR-12 10mg/kg JR-12 20mg/kg| Dias Controle JR-12 10mg/kg JR-12 20mg/kg
1 31504055 32.17+1.32 30.00+1.58 1 23.00+155 23.00+1.09 23.17+3.06
7 31.33+0.52 32.00+1.26 30.20+1.30 7  2233+0.51 22.67+1.03 23.17+3.02
14 31.17+0.89  32.33+1.97 30.17+2.13 14 23.10+0.89 22.67+1.52 24.00+2.53
21 31.33x0.52 32.50+1.76 30.00+2.00 21  23.33£1.03 22.78+1.03 2417271
24 32.00+0.20 32.53+1.96 30.20+2.48 24 24.00+1.55 23.50+0.84 24.33+2.50

Os resultados sdo expressos como média = dpm. Anova, seguido do pés-teste de Dunnett. Nao houve diferenca
estatistica (p > 0,05) quando comparado ao controle negativo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Ap0s a eutandsia dos animais, os 6rgaos (figado, rins, baco, coracdo e estbmago) foram

removidos, pesados e analisados macroscopicamente. Todos 0s 6rgdos dos grupos do ensaio

possuiam padrdes normais de coloracdo, tamanho e demais carateristicas externas quando

comparados ao grupo controle.

Tabela 3 - Peso relativo dos 6rgdos de camundongos tratados com as doses de 10 e

20mg/kg de JR-12 e o controle negativo por 28 dias.

Orgaos Controle JR-12 JR-12 Orgdos  Controle  JR-12 JR-12
(Machos) 10mg/kg ~ 20mg/kg | (Fémeas) 10mg/kg ~ 20mglkg
Figado 5524029 505+0.17 5.13+0.90 | Figado  5.52+0.18 5.48+0.76 5.71+0.58
Rimdireito 0.85+0.12 0.76+0.06  0.75+0.08 | Rimdireito 0.82+0.08  0.77+0.15  0.73+0.10
Rimesquerdo 0.86+0.13 0.83+0.11  0.78+0.10 |[Rimesquerdo 0.81+0.10 0.76+0.34  0.75+0.15
Baco  0.40£0.08 043+0.07  0.47+0.08 Bago 047+0.14  0.49+0.11  0.50+0.11
Coragio  0.47+0.11 0.47+0.08 051+0.13 | Coragio  0.60+0.03 053+0.16  0.49+0.19
Estbmago 1.11+0.27 1.04+0.13 1.17+0.13 | Estdmago 1.184#0.21 1.28+0.17  1.27+0.12

Os resultados sdo expressos como média £ dpm. Anova, seguido do pés-teste de Dunnett. Nao houve diferenca
estatistica (p > 0,05) quando comparado ao controle negativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.



A avaliacdo dos pesos relativos e absolutos dos 6rgaos quando combinados com exames
bioquimicos e histolégicos sdo indicadores fundamentais durante estudos de toxicidade, pois
alteracOes significativas podem revelar atrofia, hipertrofia, inflamag&o e ainda o acumulo de
compostos toxicos. Para exemplificar, um aumento no peso do figado poderia sugerir esteatose
hepatica, inducdo enzimatica ou processos inflamatérios (Souza et al., 2021).

Os 6rgéos dos animais que passaram pelo tratamento nas concentracfes de 10 e 20 mg/kg
do JR-12 apresentaram o peso padrdo, havendo semelhangas com o grupo controle, sem possuir
alteracOes significativas (Tabela 3), sendo assim um indicativo de seguranca da molécula
testada.

A analise dos parametros bioquimicos representa uma das etapas dos estudos de toxicidade
de doses repetidas permitindo por meio da dosagem de marcadores séricos a presenca de
alteracOes que ndo sdo evidentes no comportamento e morfologia dos 6rgdos dos animais (AN
VISA, 2013).

Tanto no corpo humano quanto no corpo animal podem ser observadas enzimas como a
transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e transaminase glutamico-pirtvica (TGP) que sao
encontradas em varios tecidos e 6rgdos. O aumento da concentracdo sérica de TGO é um
indicativo de dano celular, pois esta presente no citoplasma e nas mitocéndrias. TGP por sua
vez, apresenta maior especificidade para o citoplasma das células hepaéticas, logo, o seu
aumento caracteriza possiveis lesdes no figado (Stryer, 2000).

O estado nutricional e acompanhamento de doencas hepaticas avancadas, doencas renais
entre outras patologias podem ser monitoradas a partir da analise das proteinas totais. Como o
figado é o Unico 6rgdo capaz de sintetizar albumina sérica, através de taxas alteradas desse
parametro, juntamente com o resultado das proteinas totais sdo possiveis fatores indicativos de
danos hepaticos (Santos et al., 2004).

Na funcdo renal, destacam-se 0s parametros ureia, creatinina e eletrolitos séricos, que
refletem a capacidade de filtracdo glomerular e o equilibrio hidroeletrolitico, logo, alteracfes
nas concentracdes destes fatores seria sugestivo de insuficiéncia renal aguda e nefrotoxicidade.
Marcadores como glicose, triglicerideos e colesterol sdo responsaveis por avaliar a homeostase
geral do organismo apds a administracdo em dose repetida da substancia teste, visto que as
taxas bioquimicas quando associadas a parametros de peso corporal e Orgdos geram
informacdes que podem ser correlacionadas (Souza et al., 2021).

As andlises bioquimicas ndo foram realizadas, no entanto, em um estudo realizado
anteriormente por Silva et al. (2015), em uma avaliacdo da toxicidade aguda na qual foi

utilizada a dose de 2000 mg/kg de JR-12, ndo houveram altera¢cGes em nenhum dos parametros
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bioquimicos citados anteriormente quando comparados ao controle negativo, podendo sugerir
que as doses utilizadas na avaliacdo da toxicidade de doses repetidas também ndo apresentam

toxicidade hepética e renal.

Tabela 4 - Avaliacdo dos parametros hematologicos ao final do tratamento com as doses de

10 e 20mg/kg de JR-12 e o controle negativo por 28 dias com JR-12.

Parametro Sexo Controle JR-12 10mg/kg  JR-12 20mg/kg
Hemacias (10%mm?)  Machos 8,092+ 0,68 8,059 + 0,63 8,218+ 0,53
Fémeas 7,840+ 1,10 7,916 £ 0,60 8,034+ 0,60
Hemoglobina g/DlI) Machos 13,04 £ 0,36 12,44 £1,50 13,32 +£1,08
Fémeas 12,18 + 0,36 12,98 £1,02 12,40 +1,08
Hematécrito (%) Machos 39,80+2,14 34,95 + 3,49 38,70 £3,92
Fémeas 36,30 + 3,83 38,85+ 2,15 36,56 + 2,82
VCM (um?) Machos 45,02+ 3,06 32,84 £0,34 35,58 +2,02
Fémeas 32,13+ 0,35 30,84 £1,81 34,30+ 2,18
CHCM (g/dL) Machos 45,02+ 3,06 44,09 + 3,28 47,64 +1,88
Fémeas 47,28+ 1,89 45,08 + 2,61 48,02 +2,92
Plaquetas(103/mmd) Machos 1540+ 232,4 1387 £191,1 1497+ 159,9
Fémeas 1450+ 268,4 1352 +£178,9 1362+ 180,8
Leucdcitos (10%mm?)  Machos 4,780 + 2,23 4,800+ 1,19 4,200+1,78
Fémeas 4,340 +1,11 4,840+1,14 5,076 £1,19
Segmentados (%) Machos 12,03 £1,37 13,20£1,85 12,10 £ 1,49
Fémeas 12,36 £1,38 11,64 £ 1,69 12,58 +1,92
Linfocitos (%) Machos 80,65 £ 8,58 79.92£9.13 77.60 £9.94
Fémeas 80,60 £ 8,10 81,00 £+ 8,89 81,12 +9,78
Mondcitos (%) Machos 2,6 £1,52 2,8+0,83 2,4+1,14
Fémeas 2,6+114 2,4+151 25+1,34
Eosinofilos (%) Machos 2,2+1,78 19+195 2,1+1,78
Fémeas 2,1+1,02 1,8+ 0,96 1,9+0,89

Os resultados sdo expressos como média = dpm. Anova, seguido do pés-teste de Dunnett. Nao houve diferenca

estatistica (p > 0,05) quando comparado ao controle negativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.



Quanto as anélises hematoldgicas, por meio dos principais parametros quantificados
é possivel fornecer informacdes a respeito do sistema hematopoiético, além do estado
imunolodgico dos animais submetidos as dosagens do JR-12 pelo periodo do ensaio.

Os indices da série vermelha sdo importantes para a detectar anemias, hemolises ou
alteragBes na producédo de hemacias, sendo indicativos de danos diretos a medula éssea ou
perda sanguinea. A série branca, pode revelar se 0 composto teste gerou respostas
inflamatdrias, reacdes alérgicas e outras informacdes como por exemplo a neutropenia
(diminuicdo de neutrdfilos) que indicaria uma imunossupressao. Além disso, a contagem
de plaquetas é fundamental no monitoramento de disturbios de coagulacéo e reacdo adversa
imunomediada (Melo et al., 2020).

Os resultados dos exames hematologicos (Tabela 4) revelaram que 0 JR-12, ndo gerou
nenhuma alteracdo significativa nos fatores analisados, sem sinais de hemolise ou alteracoes
no formato e tamanho das hemacias, além disso, a série branca permaneceu dentro da
normalidade esperada para um composto ndo téxico, corroborando com o estudo de
toxicidade aguda realizado por Silva et al. (2015).

Dentre os tratamento utilizados para o processo de remissao dos sintomas da CU, a
prednisolona ¢ um glicocorticoide amplamente utilizado por promover a inibicdo de
citocinas pré-inflamatorias, suprimir a atividade de células pertencentes ao sistema imune
e induzir a apoptose de linfécitos T.(Fauci et al., 2020). A imunossupressdo sistémica
induzida pelos corticosteroides pode aumentar em niveis significativos a suscetibilidade
dos pacientes a infec¢bes oportunistas e prejudicar a vigilancia imunoldgica contra celulas
cancerigenas (Abello et al., 2017). O estudo sugere que o0 JR-12 apresenta vantagem
terapéutica quando comparado a prednisolona, por ndo apresentar efeitos

imunossupressores detectaveis.

5.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria no modelo agudo de colite ulcerativa induzida
por TNBS

Ainducéo de colite ulcerativa aguda por TNBS destaca-se por reproduzir aspectos imu-
noldgicos e histolégicos da colite humana em animais. O agente alquilante 2,4,6-
trinitroben- zeno sulfénico gera reacdes com as proteinas da mucosa intestinal e leva a
formacéo de antigenos que provocam uma resposta imunologica mediada por linfécitos T,
0 que favorece o processo inflamatério e a necrose tecidual (Melgar; Karlsson;
Michaelsson, 2005).

A érea de lesdo é um indicador direto do dano gerado pela inflamacdo induzida no
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ensaio (Neurath, 2014). Como esperado, 0s animais do grupo colitico apresentaram necrose
e inflamacg&o, com a area de lesdo de 20,26 + 3,56 mm?. Os grupos tratados com prednisolona
e 0 composto JR-12, apresentaram reducéo significativa da area lesada, indicando o efeito
protetor (Figura 6).

A porcentagem de inibicdo da lesdo quantifica a eficacia do composto testado por meio
da comparacdo com o grupo colitico. A administracdo do JR-12 nas doses de 10 e 20 mg/kg
gerou uma inibicdo significativa (87 e 92%, respectivamente) da lesdo provocada pelo
TNBS, quando comparado ao grupo colitico (Tabela 5), sugerindo uma resposta positiva ao
tratamento.

De acordo com Zhou et al. (2019), a inibicdo pode ter relacdo com a reducdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), ou da diminuicdo da migracéo de leucocitos, efeitos
que ja foram estudados em outros compostos bioativos com atividade anti-inflamatéria
intestinal.

Figura 6 - Efeito na area de lesdo ulcerativa no modelo de colite aguda induzida por

TNBS apds o tratamento com o composto JR-12 e prednisolona

30+
[ Na3o colitico
Hl Colitico
& 204 [ Prednisolona 2 mg/kg
S EH JR12 10 mg/kg
> B= JR12 20 mg/kg
= 104
*kk
ks *k%k
ol — == é

Tratamentos

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média. Foi utilizada ANOVA seguido do pds-
teste de Dunnet ou Tukey. *** p<0,001 quando comparado ao grupo controle negativo. Nao houve
diferenca estatistica entre as doses. ALU = Area de Les&o Ulcerativa

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

O escore de leséo leva como consideracdo principal as caracteristicas visuais do
segmento colico retirado, como a presenca de ulceracdes, espessamento da parede col6nica,
edema, hiperemia e necrose. Os grupos tratados com JR-12 em ambas as concentracGes
apresentaram escores semelhantes ao grupo tratado com prednisolona, indicando uma
eficacia na supressédo da inflamacéo semelhante aos farmacos imunomoduladores (Figura
7).
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Figura 7 — Analise macroscopica dos segmentos célicos dos ratos tratados com JR-
12 e prednisolona

T e —— '

Imagens dos segmentos colicos dos ratos tratados com JR-12 e prednisolona, revelando mudangas macroscopicas
na area interna do segmento retirado. (A) grupo colitico; (B) grupo tratado com prednisolona; (C) grupo tratado
com JR-12 10 mg/kg; (D) grupo tratado com JR-12 20 mg/kg.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

A relacdo peso/comprimento reflete o grau de edema e infiltracdo celular. Os grupos
tratados com JR-12 em ambas concentracGes e a prednisolona apresentaram valores
préximos quando comparados com o grupo ndo colitico, sugerindo que o derivado

acilhidrazonico foi capaz de limitar o processo inflamatorio (Tabela 5).

Tabela 5 — Atividade anti-inflamatdria intestinal do composto JR-12 no modelo de
colite aguda induzida por TNBS

Tratamentos Area de lesdo % de inibicdo  Escore de lesdo  Peso/Comprimento

(mg/cm)
Nao colitico ND ND ND 93,3+135
Colitico 20,26 + 3,56 ND 8,4 + 1,5 205,5 + 15,4
Prednisolona 0,91+ 1,50™ 95,51% 1,3+1,0™ 108,8 £ 16,1
JR12 10 mg/kg 2,62 +2,64™ 87,07% 2,2+18™ 131,1+ 16,0
JR12 20 mg/kg 1,61 +1,40™ 92,05% 1,3+0,8™ 123,3+ 14,7

Os dados sdo expressos como média + desvio padréo da média. Foi utilizada ANOVA seguido do pos-
teste de Dunnet ou Tukey. *** p<0,001 quando comparado ao grupo controle negativo, ### p < 0.001
comparado ao grupo ndo colitico. (n=7-10). ND = ndo detectivel. Ndo houve diferenca estatistica entre
as doses.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

O aumento do peso do segmento coldnico sugere a presenca de inflamacao aguda devido
ao acumulo excessivo de fluido e células no tecido, enquanto o comprimento reduzido é
um fator caracteristico do espessamento da parede intestinal com a presenca de fibrose,
levando ao encurtamento da camada muscular, logo reduzindo o tamanho do c6lon (Singh
et al. 2017).

Desse modo, 0 JR-12 por meio do ensaio de toxicidade em doses repetidas, demonstrou
que ambas as doses de 10 e 20 mg/kg ndo geraram alteracbes em nenhum parametro
toxicologico analisado, ademais foi evidenciado um efeito protetor e anti-inflamatério que

resultou na diminuicdo da extensdo e intensidade das ulceras induzidas pelo TNBS.
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CONCLUSAO

Por meio das avaliacdes de toxicidade de doses repetidas e atividade anti-inflamatdria

intestinal foi possivel concluir que o derivado N-acilhidrazénico JR-12:

Demonstrou segurancga durante o ensaio de toxicidade em dose repetida por 28
dias nas doses de 10 e 20 mg/kg, sem provocar morte de nenhum animal;

Né&o provocou alteragdes significativas comportamentais, nem na morfologia,
dos 6rgaos dos animais submetidos ao ensaio;

Apresentou atividade anti-inflamatéria intestinal devido a uma reducdo dos
parametros inflamatdrios analisados quando comparados ao grupo controle, ao
diminuir a severidade e tamanho das lesdes provocadas pelo TNBS, sugerindo
um efeito protetor da mucosa intestinal contra as ulceracGes derivadas da
inflamacao;

E um composto promissor para o tratamento das doengas inflamatorias
intestinais, como a colite ulcerativa, desse modo, é necessario a continuidade dos
es tudos do JR-12 para desvendar os mecanismos envolvidos na sua atividade

bioldgica.
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