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AVALIAGAO DA TOXICIDADE SUBCRONICA DE UM DERIVADO
ACILHIDRAZONICO N’- (1H-INDOL-3YL)METILENO)-2-
CIANOACETROHIDRAZIDA (JR19) E A SUA ATIVIDADE EM MODELO
EXPERIMENTAL DE COLITE AGUDA INDUZIDO POR TNBS

EVALUATION OF THE SUBCHRONIC TOXICITY OF AN ACYLHYDRAZONIC
DERIVATIVE N’-(1H-INDOL-3YL)METHYLENE)-2-CYANOACETROHYDRAZIDE
(JR19) AND ITS ACTIVITY IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF COLITIS

Bruna Larissa Barbosa Lira !
Vanda Lucia dos Santos 2

RESUMO

O composto sintético JR19 é um derivado da classe das N-acilhidrazonas, que
apresenta diversas atividades farmacoldgicas ja relatadas na literatura, como acdes
anti-inflamatoria, imunomoduladora, antiviral e antitumoral. Este trabalho teve como
objetivo principal a avaliacdo da toxicidade de dose repetida do composto JR19 e a
sua atividade em modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. A avaliagéo
toxicoldgica foi conduzida por meio de um estudo experimental com camundongos da
linhagem Swiss, machos e fémeas, os quais foram submetidos a administracao via
oral diaria do composto nas doses de 10 mg/kg e 20 mg/kg, durante um periodo de
28 dias consecutivos, seguindo as diretrizes da Organizacao para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econémico (OECD). Durante o protocolo de toxicidade, foram
observados parametros comportamentais diariamente e monitoramento semanal da
massa corporal dos animais. Ao final do tratamento, foi feita eutanasia e coleta de
sangue para analise hematoldgica e bioquimica, além da remocdo e andlise
macroscopica dos 6rgédos (figado, rins, baco, coracéo e estbmago). Para modelo de
colite aguda, ratos Wistar, foram divididos em 6 grupos (n=10), a colite foi induzida por
administracao retal de TNBS, os animais foram tratados com salina, prednisolona ou
JR19 (10 ou 20 mg/kg) antes e ap0Os a inducdo. Apds 48 horas, os animais foram
eutanasiados, e o célon retirado e analisado quanto a area de lesdo, escore
macroscopico e parametros inflamatérios. Os protocolos experimentais foram
aprovados pela CEUA/UEPB, sob numero 033/2023. Os resultados obtidos no modelo
de toxicidade demonstraram auséncia de alteragdes estatisticamente significativas
nos parametros avaliados entre os grupos tratados com JR19 e o grupo controle. No
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS, 0 JR19 apresentou potencial
efeito anti-inflamatério ao reduzir significativamente os danos aos tecidos. Os grupos
tratados com JR19 diminuiram as lesbes em 94,27 % e 92,2 % e o peso do célon para
127,7 mg/cm e 125,5 mg/cm, para as doses de 10 e 20 mg/kg respectivamente,
indicando seu possivel uso como agente terapéutico em doencas inflamatorias
intestinais. Esses achados reforgam o perfil de seguranca do composto e sustentam
sua viabilidade para investigacbes adicionais, podendo contribuir com o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos. Tais evidéncias séo relevantes
para a continuidade dos estudos com o JR-19, considerando sua promissora atividade
biolégica e a necessidade continua de novas alternativas terapéuticas no cenario
farmacoldgico atual.

Palavras-Chave: doencgas inflamatorias intestinais; animais; parametros.



ABSTRACT

The synthetic compound JR19 is a derivative of the N-acylhydrazone class, which
presents several pharmacological activities already reported in the literature, such as
anti-inflammatory, immunomodulatory, antiviral and antitumor actions. The main
objective of this study was to evaluate the repeated-dose toxicity of the compound
JR19 and its activity in an experimental model of acute colitis induced by TNBS. The
toxicological evaluation was conducted through an experimental study with male and
female Swiss mice, which were subjected to daily oral administration of the compound
at doses of 10 mg/kg and 20 mg/kg, for a period of 28 consecutive days, following the
guidelines of the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD).
During the toxicity protocol, behavioral parameters were observed daily and body mass
of the animals was monitored weekly. At the end of the treatment, euthanasia and blood
collection for hematological and biochemical analysis were performed, in addition to
removal and macroscopic analysis of the organs (liver, kidneys, spleen, heart and
stomach). For the acute colitis model, Wistar rats were divided into 6 groups (n = 10).
Colitis was induced by rectal administration of TNBS. The animals were treated with
saline, prednisolone, or JR19 (10 or 20 mg/kg) before and after induction. After 48
hours, the animals were euthanized, and the colon was removed and analyzed for
lesion area, macroscopic score, and inflammatory parameters. The experimental
protocols were approved by CEUA/UEPB, under number 033/2023. The results
obtained in the toxicity model demonstrated no statistically significant changes in the
parameters evaluated between the groups treated with JR19 and the control group. In
the experimental model of acute colitis induced by TNBS, JR19 showed a potential
anti-inflammatory effect by significantly reducing tissue damage. The groups treated
with JR19 reduced lesions by 94.27% and 92.2% and colon weight to 127.7 mg/cm
and 125.5 mg/cm, for doses of 10 and 20 mg/kg, respectively, indicating its possible
use as a therapeutic agent in inflammatory bowel diseases. These findings reinforce
the safety profile of the compound and support its viability for further investigation,
which may contribute to the development of new drug candidates. Such evidence is
relevant for the continuity of studies with JR-19, considering its promising biological
activity and the continuous need for new therapeutic alternatives in the current
pharmacological scenario.

Keywords: inflammatory bowel diseases; animals; parameters.

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um crescente avanco no desenvolvimento de
novas terapias farmacolégicas. A quimica medicinal € uma estratégia fundamental a
partir de métodos para o estudo de novas moléculas quimicas que possuem atividade
biolégicas relevantes e promissoras ao tratamento das doengas (Andrade, 2018). O
processo de desenvolvimento de farmacos € composto por varias etapas, sendo a
guimica medicinal necessaria nesse cenario, pois ela possibilita o estudo e
desenvolvimento de substancias com potencial terapéutico, analisando sua estrutura
quimica, atividade biologica e perfil farmacoldgico, otimizado e identificando os
compostos que possam interagir com alvos biomoleculares especificos, contribuindo
para a descoberta de novas terapias (Neto et al., 2024).



10

Dentre as diversas moléculas elucidadas pela quimica medicinal, os derivados
N-acilhidrazonicos tem se tornado um destaque, devido a sua variedade de atividades
farmacoldgicas promissoras ja elucidadas na literatura. A diversidade de atividades
biolégicas que essas moléculas possuem, se da pela sua capacidade de sofrer
modificacdes estruturais que possibilita uma alta complexibilidade de sintese e ainda
possuir uma boa estabilidade nas rea¢des quimicas existentes (Leite, 2022).

Os derivados N-acilhidrazénicos sao estruturas promissoras, evidenciadas
como possiveis agentes com acao anti-inflamatéria. Essas moléculas podem atuar por
diferentes mecanismos de acdo, como a inibicdo das enzimas COX e LOX, além da
regulacdo de citocinas. Assim, a atividade anti-inflamatéria desses compostos esté
relacionada a sua habilidade de estabilizar espécies reativas e mimetizar certas
estruturas presentes no acido araquidénico (Mikus et al., 2023).

Devido ao aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, houve um
aumento da necessidade de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de
doencas. Desse modo € indispensavel a busca por novos farmacos que possam ser
empregados como alternativos aqueles consolidados no mercado, com melhores
perfis farmacolégicos e de seguranca de uso (Eder; Sedrani; Wiesmann, 2014;
Plowright et al., 2017).

A realizacdo de ensaios nao-clinicos é de suma importancia, pois, os achados
experimentais podem evidenciar a atividade biologica e indica a progressdo para
realizacdo da pesquisa clinica em humanos. Desse modo, a avaliacdo toxicoldgica é
feita na pesquisa néo-clinicos por intermédio da toxicidade de modelo agudo,
subcrdnico e cronico (Goldim, 2007).

A avaliagdo toxicologica possibilita, por meio da administracdo de doses e
concentracfes, a analise dos efeitos em doses agudas, administracdes repetidas,
além dos efeitos citotoxicos, genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos, conforme o
tempo e o protocolo de exposi¢cao adotado (Anvisa, 2013).

Nesse sentido, por ndo existir cura definitiva para as doencas inflamatorias
intestinais, os tratamentos farmacoldgicos visam a melhora da doeng¢a, como 0 uso
de anti-inflamatdrios, imunobiol6gicos e imunossupressores. Apesar disso, 0s planos
de tratamento atuais possuem riscos e baixo indice de cura. Assim, se torna essencial
a pesquisa de novas alternativas terapéuticas que tenham efeitos colaterais
reduzidos. (Geremia et al., 2014; Ungaro et al., 2017).

Diante das limitacGes da terapia farmacolégica atual, existe a necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos com atividade anti-inflamatoria intestinal. Uma
das abordagens que vem sendo utilizada no planejamento de farmacos é a quimica
medicinal, que possibilita a diversidade de estruturas carbdnicas com fragmentos
farmacoforicos importantes para o desenho de diversos compostos bioativos
(Tresadern et al., 2017).

Diante disso, o presente projeto prop0e avaliar a seguranga do uso de um
derivado acilhidrazénico por meio do ensaio de toxicidade subcrbnica e a atividade no
modelo experimental de colite aguda do derivado acilhidrazénico JR-19.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Quimica medicinal no desenvolvimento de novos farmacos

A quimica medicinal possui uma descricdo abrangente e multidisciplinar, sendo
ela uma ciéncia que possui 0 propésito de estudar e desenvolver substancias que
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possuem carater terapéutico, abrangendo todo o conhecimento referente a atividade,
estrutura quimica e o perfil farmacoldgico do composto de interesse (Amaral, 2017).

Esse processo de estudo dos prototipos de compostos potenciais ativos
envolve diversas etapas. Inicialmente, € realizado o planejamento estrutural da
molécula, considerando grupos farmacoforicos com atividades farmacolégicas de
interesse e seus respectivos alvos que se impdem para exercer sua atividade. Apés a
elucidacdo do composto, ele é sintetizado para a realizacdo de estudos in vitro.
Posteriormente, sdo realizados testes pré-clinicos in vivo, com o objetivo de avaliar o
potencial toxicoldgico, eficacia e seguranca de uso (Mikovski, 2019).

Desse modo, a quimica medicinal tem como objetivo obter estruturas
direcionadas para diversos alvos, de acordo com os mecanismos biomoleculares
envolvidos na fisiopatologia de diversas doencgas além da compreensado dos fatores
fisico-quimicos que podem estar relacionados a alteracfes na atividade biol6gica
(Campbell et al., 2018; Tresadern et al., 2017). Assim, é de suma importancia o
desenvolvimento da pesquisa de moléculas que tém estruturas carbdnicas com
potenciais terapéuticos por intermédio das ferramentas existentes na quimica
medicinal.

A funcéo N-acilhidrazona é uma estrutura beneficiada devido a sua capacidade
abrangente em se ligar em diferentes alvos bioldgicos apresentando diversas
atividades (Herrera-mayorga et al., 2019). Nesse sentido, o estudo dessa molécula é
bastante utilizado devido ao seu potencial bioldgico conforme os estudos ja realizados.
Em 1883, esse grupamento foi encontrado por Emil Fischer, a qual € composta por
uma dupla ligacéo de carbono nitrogénio, em que o a&tomo de nitrogénio se liga a um
grupo alquila ou arila (Arruda et al., 2020).

A estrutura N-acilhidrazona (Figura 1) é formada a partir de uma reacao de
condensacdo de uma cetona ou aldeido com um grupamenteo hidrazida resultando
em uma hidrazona, o seu produto é denominado de N-acilhidrazona (Araujo, 2023;
Sugiura; Kobayashi, 2005).

Figura 1 — Esqueleto do derivado N-acilhidrazonico

O

Fonte: Adaptado Barreiro; Fraga (2015).

Conforme a gama de atividades farmacoldgicas existentes na molécula, ja sao
existentes medicamentos comercializados (Figura 3) que a possuem, podendo citar
como exemplo a isoniazida quimioterapico usado no tratamento da tuberculose, e
0s antibiéticos nifuroxazida, nitrofurantoina e a nitrofurazona que foram sintetizadas a
partir da N-acilhidrazona (Aradjo, 2023), demonstrando como o0s derivados
acilhidrazonicos sdo moléculas promissoras para desenvolvimento de potenciais
farmacos.
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Figura 2 — Farmacos
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Fonte: Araujo (2023).

2.2 Atividades farmacologicas da N-acilhidrazona

Os derivados N-acilhidrazénicos ja foram bastante relatados na literatura,
sendo evidenciado que eles apresentaram atividade antiinflamatéria em que, seu
mecanismo de acdo atua na inibicdo das enzimas cicloxigenases (COX) e a 5-
Lipoxigenase (LOX-5) (Moraes, 2018). Apolinario (2016) também demonstrou a
atividade antiinflamatoria do JR19, nos modelos de bolséo de ar subcutaneo, edema
de pata induzido por carragenina, peritonite induzido também por carragenina, e a
determinacao da concentracao sérica da proteina C reativa.

Guimaraes et al., (2018) estudaram a atividade imunomoduladora do derivado
N-acilhidrazona, demonstrando resultados promissores diante das doencas
imunomediadas. Ademais, também foi relatado a atividade antiviral contra o virus da
herpes e o virus vaccinia, a qual foi feito o estudo in vitro com varias cepas de virus
para analisar a atividade (Rogolino et al., 2015). Além disso, Wanderley et al., (2020),
fez a andlise da biocompatibilidade da molécula JR19 (Figura 4) adicionada em filmes
de quitosana para o tratamento de lesdes cutaneas, a qual apresentou resultados
satisfatorios.

Derivados acilhidrazénicos foram também descritos como possiveis agentes
antimalaricos contra cepas de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquinas (Filho
et al, 2016). Também foi realizado um estudo com linhagens celulares tumorais
distintas, as quais foi demonstrado a capacidade dos compostos derivados N-
acilhidrazbénicos em impulsionar apoptose, assim, evidenciando a atividade
antitumoral (Yu; Shi; Ke, 2015). Os derivados da N-acilhidrazona apresentam também
atividade antibacteriana, antipsicotica, antiplaquetaria, vasodilatadora,
anticonvulsivante, dentre outras atividades relatadas na literatura (Wanderley et al.,
2020).

Portanto, os derivados acilidrazénicos, como o JR19, demonstraram uma
ampla gama de atividades farmacologicas, mostrando potencial para o planejamento
e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos. Considerando a existéncia de
terapias baseadas nessa classe de moléculas, seu estudo é promissor.
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2.3 Estudos nao clinicos

De acordo com a Resolucédo n° 251, de 1997, do Conselho Nacional de Saude
(CNS), os ensaios ndo clinicos séo testes experimentais que precedem os estudos
clinicos em seres humanos. Esses ensaios devem ser fundamentados na literatura
cientifica existente e contar com resultados prévios obtidos em estudos in vitro, que
também sédo classificados como ensaios néo clinicos. Assim, por intermédio do
método utilizado de estudo, como o modelo de animais, teciduais, celulares,
toxicolégico e dados farmacocinéticos, os achados obtidos devem demonstrar as
possibilidades da importancia da possivel aplicabilidade de seu uso terapéutico e os
efeitos adversos a seu uso.

A metodologia dos ensaios nao clinicos para o desenvolvimento de novos
medicamentos € um processo lento, fundamentado no estudo das reacbGes do
organismo vivo em relacdo a dose e a administracdo, abordando diversas etapas até
a possibilidade de comercializacdo (BNDES, 2011).

Nesse sentido, os estudos ndo clinicos na pesquisa de novas terapias
farmacoldgicas se baseiam na andlise in vitro e in vivo e suas respostas a substancia
em estudo. Diante disso, sao realizados testes a longo e curto prazo para analisar a
toxicidade do composto e a possibilidade de reacfes adversas do uso, sendo assim,
o0s testes toxicoldgicos sao avaliados conforme a resposta fisiol6gica diante a dose e
tempo de administracdo, podendo ser avaliado diversos fatores (Grahame-smith e
Aronson, 2004).

Os estudos de toxicidade sdo de suma importancia, pois verificam toda a
interagdo sistémica da substancia de interesse em animais, em relacdo a dose e
tempo de administracdo, podendo também avaliar a deposicdo do composto nos
tecidos, em achados hematolégicos e bioquimicos. Esses dados contribuem para a
interpretacdo da analise toxicolbgica, avaliando a seguranca e riscos de seu uso
durante o estudo de acordo com as regras estabelecidas pelas Boas Préaticas de
Laboratério (Andrade et al., 2016).

Dessa forma, os ensaios ndo clinicos para determinacdo das atividades
farmacoldgicas séo indispensaveis no desenvolvimento de novos medicamentos, pois
analisam os efeitos biol6gicos e o modo de acao das substancias por meio de modelos
experimentais. Assim, esses testes ajudam a prever a eficacia e seguranca
farmacoldgica, orientando a deciséo sobre sua continuidade no processo de pesquisa
(Sobral, 2006).

2.4 Doencas inflamatdrias intestinais e a colite ulcerativa

As doencas inflamatorias intestinais (Dlls) s&o condicbes de causa
desconhecida, que provocam uma reacao inflamatéria de origem imunolégica na
mucosa do trato digestivo. Elas podem acometer complicacbes como quadros de
febre, dores abdominais intensas, diarreia e perda de peso, que podem evoluir para
problemas a nivel sistémico, comprometendo significativamente a qualidade de vida
do individuo. Entre as DIlls mais recorrentes podemos citar a colite indeterminada,
doenca de crohn e a retocolite ulcerativa (Barbieri, 2000; Cambui e Natali, 2015).

No Brasil, tem-se observado um crescimento constante na incidéncia das DlIs.
E estimado que a doenca de Crohn tenha aumentado cerca de 11% ao ano, enquanto
a colite ulcerativa apresentou um crescimento anual de aproximadamente 15%. As
criangas e adolescentes sdo grupos vulneraveis, pois, costumam manifestar formas
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mais graves e extensas da doenca em comparagao com 0S casos que se iniciam na
vida adulta. Além disso, € indicado em estudos que esses grupos apresentam um
maior risco de mortalidade quando comparado aos demais. (Paes et al., 2024).

A patogenia da colite ulcerativa € considerada de origem multifatorial, seja por
fatores ambientais, genéticos, fisioldégicos, agentes infecciosos ou idiopatica. Assim,
pode ocorrer um desequilibrio da resposta imune fisiolégica da microbiota e os
antigenos luminais, que acabam por contribuir com o processo inflamatoério
caracteristico da patologia (Ferraz, 2016).

Até os dias atuais, ndo existe uma cura definitiva para as DlIls, entretanto, &
existente o tratamento que tem por objetivo o controle dos sintomas com foco em sua
remissao, evitando possiveis complicacdes. A terapéutica utilizada no tratamento, sao
os medicamentos antiinflamatérios como a mesalazina e a sulfasalazina, e
imunossupressores como a azatioprina, e até mesmo procedimentos cirdrgicos.
Dessa forma, é necessario identificar precocemente a doenca e adotar um tratamento
individualizado, sendo essas medidas essenciais para melhorar a evolugéo clinica dos
pacientes e reduzir os efeitos das Dlls (Morais et al., 2024; Junior, Errante. 2016).

Nesse sentido, observa-se que as terapias empregadas no tratamento das DlIs,
embora eficazes no controle dos sintomas, ainda apresentam limitagdes importantes,
como altas taxas de reacdes adversas no uso de antiinflamatérios, como por exemplo,
a sulfasalazina, com dor abdominal, nduseas, vomitos, anorexia, cefaleia, hemalise,
infertilidade masculina, reacdes de hipersensibilidade, alergias ou idiossincrasias,
além de febre, exantema, linfadenopatia, hepatite e pancreatite ou efeitos com o uso
de imunosupressores como a azatioprina, que pode aumentar predisposicdo de
supressdo da medula éssea, leucopenia, mielotoxicidade, ocorréncia de doencas
infecciosas oportunistas, dentre diversos outros efeitos adversos que podem vir
acometer o paciente. Essas reacdes podem comprometer a adesdo ao tratamento e
favorecer a recorréncia da doenca (Correa et al., 2020; Belem, Oda, 2014). Assim, se
fazendo necessario a busca de novas terapias utilizadas no tratamento das DlIs.

3 METODOLOGIA

3.1 Obtencdo do derivado acilhidrazonico N’- (1H INDOL-3YL)METILENO)-2
CIANOACETROHIDRAZIDA

O derivado  acilhidrazonico N-  (1H INDOL-3YL)METILENO)-2
CIANOACETROHIDRAZIDA (JR-19) foi sintetizado e fornecido pelo Laboratério de
Desenvolvimento e Sintese de Farmacos da Universidade Estadual da Paraiba sob
orientacdo do Prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura.

Figura 3 — JR19 derivado da N-acilhidrazona

o
N/
4
N
OH \ NH

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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3.2 Avaliacédo datoxicidade subcrénica

Foram utilizados 6 camundongos (Swiss) machos e 6 fémeas por grupo,
baseado na Diretriz 407 da OECD — Estudo de Toxicidade de 28 dias de Doses
Repetidas em Roedores. ApoOs trés horas de jejum alimentar, os animais foram
separados em grupos e tratados diariamente via oral com o derivado acilhidrazénico
com DMSO (10 mg/kg ou 20 mg/kg) e os respectivos grupos controles receberam
solugéo salina com DMSO (10 mL/kg). Durante o teste, os animais foram observados
diariamente e pesados semanalmente para ajuste da dose caso necessario. Os
protocolos foram aprovados pela CEUA/UEPB sob o numero 033/2023.

Apés os dias de tratamento, os camundongos foram anestesiados com
Ketamina 10% e Xilazina 2% via intraperitoneal conforme as Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do CONCEA de 2018. Posteriormente foi feita a coleta de sangue por
puncao cardiaca, e 0 sangue colocado em tubos com e sem anticoagulante, para
ensaios hematologicos e 0s ensaios bioquimicos, respectivamente. Em seguida, apés
a realizacdo da eutanasia, foi realizado a remocéao dos érgaos (coracao, baco, figado
e rins), os quais foram feitas as analises macroscopicas.

3.3 Modelo agudo de colite induzida com acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico
(TNBS)

Apos jejum de 8 horas, o0s os ratos de linhagem Wistar foram anestesiados com
associacdo dos anestésicos xilazina a 2% e cetamina a 10%, para a administracao
via retal do TNBS - 10 mg solubilizados em 0,25 mL de etanol 50% v/v. A inducgdo da
inflamacé&o foi realizada através de uma sonda (2 mm de diametro) 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 aos mesmos procedimentos, sendo
eles a anestesia e a insercédo da sonda, mas néo receberam o TNBS. Os outros grupos
foram pré-tratados com veiculo (controle negativo - salina 10 mg/kg), prednisolona 2
mg/kg (controle positivo) e o JR-19 (10 mg/kg ou 20 mg/kg), 48, 24 e 1 h antes da
administracdo do TNBS/etanol 50%, assim como 24 h apds a inducéo da colite. Apés
48 h da inducdo do processo inflamatério, os animais foram eutanasiados com
excesso de anestésicos (Xilazina 2% e Cetamina 10%), e o segmento colico retirado
e fotografado para quantificacéo da area de lesdo ulcerativa (ALU) (mm2) utilizando o
software ImageJ e obtencdo da porcentagem de cura, avaliacdo do escore
macroscopico e avaliacao da relacdo peso/comprimento dos célons.

3.4 Andlise estatistica

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

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da toxicidade aguda do JR 19 com o uso de 100mg/kg foi realizada
por Apolinario (2016), demonstrou que o composto apresentou auséncia de alteracdes
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toxicoldgicas consideraveis. Assim, a toxicidade subcronica realizada buscou analisar
a exposicao por dose repetida (28 dias) com as concentracdes de 10mg/kg e 20mg/kg.

Nesse sentido, durante a analise da toxicidade subcrénica, foi feito o controle
com a pesagem diaria dos animais em estudo e conforme analisado a tabela 1, as
administragdes de JR19 né&o influenciaram na massa corporal dos animais e nao
houveram mortes, assim, evoluiram de forma saudavel, ndo existindo sinais de
alteracdes no estado geral dos animais. Dessa forma, validando Adewale et al. (2016),
que relacionam a possivel existéncia de rea¢des adversas no caso da perda de 10%
da massa corporal ao realizar administracdo de substancias.

Tabela 1: Efeito do JR-19 na massa corporal dos camundongos durante 28 dias de
tratamento

Dias Controle JR-19 10mg/kg JR-19 20mg/kg
1 Machos 29.67 +£2.73 31.17+2.23 29.67 +1.63
Fémeas 22.67 +1.86 23.50+2.17 24.67 £0.82
7 Machos 29.67+2.25 31.33+1.97 29.17+2.14
Fémeas 23.33+£2.87 23.67 +1.75 25.00 + 1.26
14 Machos 29.70+ 2.73 31.67+1.98 30.00 £1.79
Fémeas 23.67+2.58 23.70 £ 1.52 25.33+1.37
21 Machos 30.00 + 2.37 31.83+2.14 30.17+1.72
Fémeas 24.00 + 2.37 23.75+2.87 25.67 +1.03
28 Machos 30.67 £ 2.07 32.00+2.00 30.60 + 1.67
Fémeas 24.23 +2.37 24.00 £ 0.89 25.67 +1.37

Os resultados sao expressos como média £ dpm. Anova, seguido do pos-teste de Dunnett. Ndo
houve diferenca estatistica p>0,05 quando comparado ao controle negativo
Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

ApOs a eutanésia, foi realizado a analise macroscopica e a massa relativa dos
orgaos dos camundongos conforme a tabela 2. Os resultados demonstraram que nao
houve alterac6es na massa do figado, rins, baco, coracéo e estomago, as alteracdes
nos orgaos envolvidos no metabolismo e excrecdo de farmacos também podem ser
indicio de uma possivel toxicidade. Assim como, nao foi perceptivel alteracbes
significativas na analise macroscopica em relacao aos grupos controle.

Tabela 2: Massa relativa dos érgédos de camundongos ao final do tratamento por 28
dias com JR-19

Orgéo Controle JR-19 10mg/kg JR-19 20mg/kg
Figado Machos 5.19+0.22 5.49 £ 0.69 555+0.16
Fémeas 5.92+ 0.44 5.58 £ 0.55 535%0.51
Rim direito Machos 091+0.12 0.92+£0.27 0.95+0.16
Fémeas 0.79 £ 0.65 0.87£0.18 0.70£0.11
Rim esquerdo Machos 0.86 + 0.09 0.88 +0.17 1.00+0.23
Fémeas 0.81+£0.09 0.88+0.14 0.78 £0.06
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Baco Machos 0.35£0.03 0.46 £0.18 0.51+0.08
Fémeas 0.47 £0.16 051+0.14 0.43+£0.05

Coracéo Machos 0.47 £0.01 0.57 £0.93 0.60 £0.11
Fémeas 0.65+0.17 0.52 +0.16 0.51+£0.79

Estémago Machos 1.20+0.14 1.13+0.11 1.19+0.14
Fémeas 1.11 +0.86 1.26 +0.14 1.16 £0.12

Os resultados sé@o expressos como média £ dpm. Anova, seguido do pds-teste de Dunnett. N&do
houve diferenca estatistica p>0,05 quando comparado ao controle negativo
Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Em modelos experimentais realizados com animais é importante a realizacao
da analise dos parametros bioquimicos e hematologicos, pois a partir dessas analises
€ possivel verificar o estado de saude do animal diante a xenobidticos, como os
préprios farmacos, assim, refletindo na capacidade de identificar possiveis alteracdes
no funcionamento dos 6rgaos vitais e a homeostase fisiologica (Barbosa et al., 2017).
Os parametros bioquimicos analisados apos 28 dias consecutivos de tratamento com
0 JR19 estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Avaliacao dos parametros bioquimicos ao final do tratamento por 28 dias
com JR-19

Parametro Controle JR-19 10mg/kg JR-19 20mg/kg
Colesterol Machos 158.0+10.25 154.1+18.68 148.0 + 24.87
Fémeas 117.7+20.61 104.6 +24.91 117.8 +10.89
Creatinina Machos 0.40 £0.09 0.40+0.19 0.46 £ 0.09
Fémeas 0.38 +0.08 0.38 +0.13 0.45+0.10
Glicose Machos 207.6 +11.06 220.8+10.47 229.2 +19.77
Fémeas 202.8 +48.22 197.2+32.99 184.4+11.91
AST Machos 66.00 £ 23.42 55.40 + 20.77 74.50 + 22.61
Fémeas 58.80 + 2451 62.60 + 24.22 63.17 + 20.92
ALT Machos 33.00+17.42 43.00+21.22 39.40 +11.70
Fémeas 44,00+ 15.67 40.68+12.40 50.60 + 30.40
Proteinas totais Machos 5.98 +1.35 6.22 +1.13 558+ 1.41
Fémeas 5.86 + 1.06 6.08 +1.64 5.92+1.82
Triglicérides Machos 180.6 +48.02 189.2 +54.31 166.8 + 36.56
Fémeas 183.6 +30.56 171.4+52.91 165.5+ 20.74
Ureia Machos 31.60 +5.68 36.60 £ 9.17 30.20 + 4.43
Fémeas 32.20+6.14 29.40 + 7.06 31.83+ 3.76

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: Elaborada pelo autor, 2025

O figado é um 6rgédo essencial para a detoxificacdo do organismo, abrigando
hepatocitos que contém enzimas como a aspartato aminotransferase (AST) e a
alanina aminotransferase (ALT). Essas enzimas sdo biomarcadores de lesdo hepatica
amplamente utilizados para avaliar danos no figado. Como as substancias ingeridas
passam pelo processo de metabolizacdo hepética, compostos possivelmente toxicos
podem comprometer sua integridade, contribuindo para lesbes e alteracbes nos
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parametros bioquimicos (Lima, 2013; Mello et al., 2022). Nao houve diferenca
significativa entre as enzimas AST e ALT dos animais tratados com o JR-19 em
relacdo ao grupo controle.

Os rins desempenham diversas fungcdées essenciais, como a manutencdo do
equilibrio do meio interno, reabsorvendo substancias e ions filtrados nos glomérulos
e eliminando componentes desnecesséarios ao organismo. A ureia é um biomarcador
resultado do metabolismo das proteinas que em conjunto com a creatinina sao
parametros clinicos importantes para a analise da fungéo renal, sendo indicativo de
diferentes patologias (Sodre et al., 2007). Dessa forma, os marcadores creatinina, 0s
niveis de proteinas totais e a ureia ndo apresentaram alteragcdes em comparacao ao
grupo controle.

Modificacdes no perfil lipidico estdo ligadas a varios riscos fisioldgicos,
principalmente no contexto da saude cardiovascular (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2017). O aumento desses parametros, é relatado como indicativo de risco
e alteracdes no funcionamento cardiovascular (Lehninger, 2008; Austin et al., 1998).
N&o houve alteragdes significativas no colesterol a glicose e os triglicerides nos grupos
tratados com JR19.

O hemograma é composto pelo eritrograma e o leucograma, 0s quais séo
parametros essenciais para a avaliacdo do equilibrio fisiolégico, e a partir dele é
possivel avaliar e diagnosticar alteracdes na homeostase do organismo como por
exemplo em processos inflamatdrios ou outras desordens patoldgicas (Mukan, 2022).
Na tabela 4 foram avaliados os parametros hematolégicos apos o tratamento de 28
dias com o JR-19.

Tabela 4: Avaliacdo dos parametros hematolégicos ao final do tratamento por 28
dias com JR-19

Parametro Controle JR-19 10mg/kg JR-19 20mg/kg
Hemaécias (10¢/mm?) Machos 8.300 + 0.61 8.060 + 0.64 8.032+ 0.57
Fémeas 7.836£1.13 7.968 £ 0.65 8.134£1.20
Hemaoglobina (g/dL) Machos 12.98 £ 0.38 12.28 £ 0.84 12.54 + 0.90
Fémeas 12.18 +0.29 12.08 +0.95 1230+ 1.34
Hematdcrito (%) Machos 39.5+2.22 33.10+3.93 35.26 + 4.66
Fémeas 36.30 + 3.84 35.97 £ 6.02 36.24 £ 4.47
VCM (um?3) Machos 32.35+£0.34 31.83+£0.33 32.03+£0.61
Fémeas 32.43+0.73 32.92+0.75 33.30 £ 0.66
HCM (pg) Machos ~ 15.22 + 0.52 15.19 + 0.87 14.97 + 0.34
Fémeas 15.98 £ 0.80 15.87 £ 1.27 1572 +1.16
CHCM (g/dL) Machos 46.16 + 0.84 47.85 +2.28 47.64 +1.88
Fémeas 47.48 +2.82 47.31+1.53 47.68+2.42
Plaquetas (10%/mm?3) Machos 1671 +193.6 1508 + 276.7 1567 £+ 237.5
Fémeas 1483 +243.3 1349 +175.7 1362+ 180.8
Leucécitos (103/mm?3) Machos 4.040 + 0.80 3.620 +£0.30 3.840 +£0.90
Fémeas 3.80+1.04 3.780 £ 0.80 4.376 £ 0.70
Segmentados (%) Machos 12.32£1.13 12,96 £1.99 12,50 + 1.68
Fémeas 13.16 +1.54 12.04 +2.11 12.58 +1.95
Linfocitos (%) Machos 83.60 £ 8.20 80.80 £ 8.10 82.40+ 8.65
Fémeas 81.60+8.14 79.80+£9.91 81.00 £ 10.61
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Mondcitos (%) Machos 1.8+0.84 1.6+0.89 20+0.71
Fémeas 21+1.14 1.8+0.84 201141
Eosinofilos (%) Machos 1.6+£0.89 20+1.73 22+1.30
Fémeas 2.2+1.64 1.8+0.84 1.8+0.84

Os resultados sao expressos como média = dpm. Anova, seguido do pds-teste de Dunnett. Nao houve
diferenca estatistica p>0,05 quando comparado ao controle negativo
Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

O leucograma é um importante fator a ser analisado, pois pode sofrer
alteracdes significativas diante de mudancas fisiol6gicas, como, por exemplo, a
exposi¢do a substancias potencialmente toxicas, assim, sendo crucial sua avaliagao
no monitoramento do estado de saude (Carmo et al., 2020). Em vista disso, 0
leucograma nao apresentou alteracbes em relagao aos grupos controles.

Na contagem de plaquetas do hemograma, podem ser identificadas
modificacdes na sua contagem, como a presenca de trombocitopenia e trombocitose,
gue podem ser caracteristicas de processos infecciosos. Sendo necessario o seu
monitoramento devido a possibilidade dessas alteragcbes resultarem em
complicacBes, como sangramentos ou tromboembolismo (Soares et al., 2011). N&o
foi observado diferencas estatisticas nesse parametro. De forma geral, os parametros
hematolégicos analisados ao final do tratamento de 28 dias em comparacdo com 0S
grupos tratados, ndo houve indicacdo de alteracdes estatisticas consideraveis.

O estudo de doses repetidas com o derivado acilhidrazonico JR19 nas doses
de 10 mg.kg-1 e 20 mg.kg-1 ndo apresentou toxicidade nos parametros bioquimicos
e hematologicos analisados.

Dessa forma, com base nos resultados dos testes de toxicidade, observa-se
que a administracdo do JR19 ndo apresentou sinais de toxicidade nem provocou
alteracOes significativas nos parametros avaliados, evidenciando seu potencial para
uso terapéutico.

O modelo de colite aguda induzida por TNBS combinado juntamente ao alcool
50% é um modelo amplamente proposto, a qual, a lesdo produzida se assemelha a
que ocorre em humanos, sobretudo no que diz respeito as manifestacdes clinicas e
alteracdes histopatologicas, como ulceragées, reducdo do peso corporal e perda de
apetite. O TNBS ao ser metabolizado no célon, desencadeia uma resposta
inflamato6ria mediada por citocinas e substancias toxicas, marcada por infiltracdo de
leucécitos, formacdo de edema e ulceracbes, com predominéncia da ativacéo
imunoldgica do tipo Thl (Carvalho, 2016).

Na a tabela 5 € possivel observar o efeito da administragéo oral do JR19 e da

predisolona no modelo de colite aguda induzida por TNBS em relacdo parametros aos
macroscopicos observados.

Tabela 5: Efeito da administracéo oral do JR19 no modelo de colite aguda induzida
por TNBS

Tratamentos Area de % de inibic&do Escore de lesdo Peso/Comprimento
lesdo (mm2) (mg/cm)
Néo colitico ND ND ND 93,3+135
Colitico 20,26 + 3,56" ND 8,4+ 1,5 205,5 + 15,4"#
Prednisolona2 0,91+ 1,50™ 95,51% 1,3+1,0™ 108,8 + 16,1
mg/kg

JR19 10 mg/kg 1,16 £ 0,82 94,27% 16+09™ 127,7 £12,2"
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JR19 20 mg/kg 1,58 +1,24™ 92,20% 1,8+1,0™ 125,56 + 23,7

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

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Na tabela 5, os resultados obtidos no estudo revelaram que o grupo colitico
apresentou um escore de lesdo de 8,4, o que foi significativo comparado ao grupo néo
colitico que recebeu apenas salina. Entretanto, os grupos os quais foram
administrados o JR19, houve reducdo extremamente significativa do escore de leséo
para 1,6 e 1,8 dos célons em comparacédo ao grupo colitico e ao grupo controle positivo
que foi administrado a prednisolona que obteve 1,3 do escore, demonstrando que foi
reduzido parametros inflamatérios consideraveis da colite com a administracdo da
substancia.

Figura 4 - Efeito da administracéo oral do JR19 na area de lesdo no modelo de colite
aguda induzida por TNBS
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Os dados sédo 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: Elaborada pelo autor (2025).

A inflamacéo intestinal acontece quando o sistema imunoldgico, de forma
inadequada e continua, € ativado no trato gastrointestinal. Como consequéncia, ha
liberacdo em excesso de mediadores quimicos pro-inflamatérias, especialmente
citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a, que provocam a migracao de células de defesa
para o local, causando lesdes na mucosa, inchaco, formacdo de Ulceras e
comprometimento da integridade da barreira intestinal (Muzes et al., 2012). Nesse
sentido, leva ao acréscimo do peso no tecido do célon acometido pela inflamacéao,
sendo esse parametro utilizado como um indicativo da intensidade e do alcance da
resposta inflamatodria, estando diretamente relacionado a presenca de edema e a
infiltrac@o de células inflamatoérias na regido analisada (Brito, 2016).

Dessa forma, observou-se que o peso do célon nos animais tratados com JR19
foi reduzido em comparacdo ao grupo colitico. Com base na analise da relacéo
peso/comprimento do célon e no indice de lesdo macroscopica descrito por Bell et al.,
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(1995), corroborou com os achados conforme a tabela 5, a qual o TNBS foi eficaz na
inducdo do processo inflamatorios no tecido. Ademais, os achados do presente
estudo, ratificou com os resultados obtidos no modelo experimental de colite ulcerativa
de Filho (2023) com o tofacitinibe que é um medicamento ja utilizado para o tratamento
da colite, pois observou-se a diminuicdo nos escores de lesdo apos a administracéo
do JR19, demonstrando o indicativo de que a substancia possui potencial para atenuar
a resposta inflamatoéria intestinal ocasionada pela colite dado a reducdo do
peso/comprimento do célon e a diminuicdo da &rea de lesdo. Por conseguinte, com
base nas analises realizadas, observou-se que, apos a inducao da colite, as areas
lesionadas apresentaram uma redugéo significativa nos grupos tratados com JR19.

Diante dos resultados observados, é possivel destacar o potencial terapéutico
do composto JR19 na atenuacao das lesbes inflamatorias provocadas pela colite. nos
parametros avaliados, indicando a eficacia do JR19 como agente antiinflamatorio
promissor nesse modelo experimental.

A utilizacdo por tempo prolongado de corticoste-roides, sdo possiveis
causadores de reacdes adversas em diversas areas e mecanismos fisiol6gicos,
podendo citar por exemplo, efeitos no sistema hematopoiético com a elevacdo dos
niveis de neutrofilos, plaguetas, hemacias e leucdécitos, efeitos no sistema interferindo
nas respostas imunes dos linfocitos e suprimem as atividades normais dos leucécitos.

Dessa forma impedem a sintese de substancias envolvidas no processo
inflamatorio, tornando os individuos em tratamento com esses farmacos mais
vulneraveis ao surgimento de infeccbes, além de poder interferir no sistema
gastrointestinal com o aparecimento Ulceras (Almeida, Melo e Zago, 2023).Dessa
maneira, os estudos realizados demonstraram resultados bastante favoraveis em
relacdo ao JR19 ja que o uso prolongado da substancia ndo causou alteracdes
fisioldgicas e ainda promoveu a reducdo de marcadores inflamatoérios na colite aguda
induzida sem ocasionar efeitos colaterais evidenciando que seu uso, em comparagao
aos corticosteroides, como a prednisolona — que foi usada como controle positivo no
estudo da colite —, é potencialmente mais vantajoso em termos de efeito terapéutico.

5 CONCLUSAO

o A partir da avaliagdo da toxicidade subcrénica do derivado acilhidrazonico JR-
19, ndo foram observadas alteracfes significativas entre os grupos tratados via
oral por 28 dias com JR19 e o grupo controle.

o Esses resultados sugerem que, nas doses estudadas (10 mg/kg e 20mg/kg), o
composto apresenta um perfil de seguranca satisfatorio, sem induzir toxicidade
sistémica ou alteracdes fisioldgicas relevantes.

o A administracdo do JR19 no modelo experimental de colite aguda induzido por
TNBS, resultou em uma significativa reducdo das lesdes intestinais, com
reducéo dos parametros avaliados.

o Dessa forma, os achados desse estudo contribuem para a validag&o do potencial
terapéutico desse derivado, sendo recomendada a continuidade de estudos,
para elucidar mecanismos de acdo e parametros farmacocinéticos.
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