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RESUMO

A inflamacdo € uma resposta fisiologica essencial a estimulos agressivos ao
organismo. Tais estimulos promovem a producao de diversos mediadores
inflamatorios associados a origem dos sinais cardinais da inflamagdo. O Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a) € o principal mediador responsavel pelo surgimento da
dor (sensibilizagcdo dos nociceptores) e do edema (exsudagdo de componentes do
sangue). Embora os Anti-inflamatorios Nao Esteroidais (AINEs) sejam a principal
escolha terapéutica para combater processos inflamatérios, estudos recentes tém
destacado preocupacgdes significativas quanto a hepatotoxicidade associada ao uso
continuo. A partir deste ponto, o LASSBio-753 (LB-753), € um derivado da combinacgao
da talidomida (descrita na literatura com atividade anti-TNF-a) juntamente com N-
acihidrazona, o qual pode ser um composto promissor na atenuacgao da inflamacao e
da dor. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatoria e
antinociceptivas do LASSBIio-753 em modelos experimentais de inflamacéo geral.
Dessa forma, foram utilizadas camundongos fémeas Swiss (n = 6) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI), e o projeto foi aprovado pela
Comissédo de Etica para Uso de Animais sob o nimero 008/2020. Para mensurar a
acao anti-inflamatdria, os animais foram inicialmente pré-tratados com dimetilsulfoxido
a 4% (DMSO 4%) (Controle Positivo) via intraperitoneal (i.p) ou LASSBio-753 nas
doses de 0,1; 1,0 e 10 mg/kg (Grupos testes) ou indometacina 10mg/kg (farmaco de
referéncia) (apenas no edema de carragenina) ambos por via oral (v.0).
Posteriormente, foram submetidos a administracdo de carragenina (Cg) 500 pg ou
histamina (Hist) (100 pg) ou serotonina (5-HT) (100 pg) na pata. O edema de Cg foi
utilizado para escolher a melhor dose deste composto com acgao anti-inflamatoéria, que
foi utilizado em experimentos subsequentes (incluindo o de Hist e 5-HT). O agente
inflamatoério Cg também foi utilizado para induzir peritonite em camundongos e o fluido
peritoneal foi extraido para quantificar os niveis de TNF-a usando o imunoensaio
ELISA sanduiche. Para o ensaio, os animais foram previamente tratados de forma
semelhante ao edema de Cg, no qual receberam solugdo de DMSO 4% (i.p) ou LB-753
(melhor dose) ou indometacina 10mg/kg v.o. Finalmente, o experimento de contor¢cdes
abdominais com acido acético foi realizado para avaliar os efeitos analgésicos do
derivado semissintético, no qual os animais foram previamente tratados com DMSO
4% (i.p) ou morfina 5mg/kg subcutédnea ou LASSBio-753 (melhor dose) v.o. Os
resultados de Cg, Hist e edema de 5-HT demonstraram que o LB-753 possui efeito
anti-inflamatorio, reduzindo significativamente (p>0,05) o edema em comparacao ao
grupo controle positivo. Da mesma forma, no ensaio de TNF-a do fluido peritoneal, o
LB-753 reduziu significativamente a concentracdo da citocina inflamatéria em
comparagao ao grupo controle positivo. Além disso, esse semissintético demonstrou
propriedades analgésicas, por reduzir quantitativamente e significativamente o
numero de contor¢cdes abdominais em comparacao ao grupo tratado com DMSO 4%.
Assim, os resultados dos experimentos demostraram que o composto semissintético
LASSBIio-753 apresenta atividade anti-inflamatoria por reduzir os edemas induzidos
por carragenina, histamina e serotonina e ao mesmo tempo analgésica pela reducao
do numero de contorcbes abdominais. Tais efeitos terapéuticos estdo diretamente
relacionados a potencial anti-TNF-a do composto, conforme evidenciado no ensaio de
peritonite induzida por carragenina. Dessa forma, tal molécula apresenta suas
atividades biologicas através da modulacao negativa da acao TNF-a sobre a migracao
celular, sintese de outros mediadores inflamatorios e sensibilizacdo dos nociceptores.

Palavras-chave:LASSBio-753; Inflamagao; Anti-inflamatério; Analgésico.



ABSTRACT

A inflamagdo € uma resposta fisiologica essencial a estimulos agressivos ao
organismo. Tais estimulos promovem a producao de diversos mediadores
inflamatorios associados a origem dos sinais cardinais da inflamagdo. O Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a) € o principal mediador responsavel pelo surgimento da
dor (sensibilizacdo dos nociceptores) e do edema (exsudagdo de componentes do
sangue). Embora os Anti-inflamatorios Nao Esteroidais (AINEs) sejam a principal
escolha terapéutica para combater processos inflamatérios, estudos recentes tém
destacado preocupacodes significativas quanto a hepatotoxicidade associada ao uso
continuo. A partir deste ponto, o LASSBio-753 (LB-753), € um derivado da combinacgéao
da talidomida (descrita na literatura com atividade anti-TNF-a) juntamente com N-
acihidrazona, o qual pode ser um composto promissor na atenuacgao da inflamacao e
da dor. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatoria e
antinociceptivas do LASSBIio-753 em modelos experimentais de inflamacéo geral.
Dessa forma, foram utilizadas camundongos fémeas Swiss (n = 6) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI), e o projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica para Uso de Animais sob o nimero 008/2020. Para mensurar a
acao anti-inflamatdria, os animais foram inicialmente pré-tratados com dimetilsulfoxido
a 4% (DMSO 4%) (Controle Positivo) via intraperitoneal (i.p) ou LASSBio-753 nas
doses de 0,1; 1,0 e 10 mg/kg (Grupos testes) ou indometacina 10mg/kg (farmaco de
referéncia) (apenas no edema de carragenina) ambos por via oral (v.0).
Posteriormente, foram submetidos a administragao de carragenina (Cg) 500 pg ou
histamina (Hist) (100 pg) ou serotonina (5-HT) (100 pg) na pata. O edema de Cg foi
utilizado para escolher a melhor dose deste composto com agao anti-inflamatoéria, que
foi utilizado em experimentos subsequentes (incluindo o de Hist e 5-HT). O agente
inflamatoério Cg também foi utilizado para induzir peritonite em camundongos e o fluido
peritoneal foi extraido para quantificar os niveis de TNF-a usando o imunoensaio
ELISA sanduiche. Para o ensaio, os animais foram previamente tratados de forma
semelhante ao edema de Cg, no qual receberam solucdo de DMSO 4% (i.p) ou LB-
753 (melhor dose) ou indometacina 10mg/kg v.o. Finalmente, o experimento de
contorgées abdominais com acido acético foi realizado para avaliar os efeitos
analgésicos do derivado semissintético, no qual os animais foram previamente
tratados com DMSO 4% (i.p) ou morfina 5mg/kg subcutanea ou LASSBio-753 (melhor
dose) v.o. Os resultados de Cg, Hist e edema de 5-HT demonstraram que o LB-753
possui efeito anti-inflamatério, reduzindo significativamente (p>0,05) o edema em
comparagao ao grupo controle positivo. Da mesma forma, no ensaio de TNF-a do
fluido peritoneal, o LB-753 reduziu significativamente a concentragcdo da citocina
inflamatéria em comparacdo ao grupo controle positivo. Além disso, esse
semissintético demonstrou propriedades analgésicas, por reduzir quantitativamente e
significativamente o numero de contor¢cbes abdominais em comparagdo ao grupo
tratado com DMSO 4%. Assim, os resultados dos experimentos demostraram que o
composto semissintético LASSBio-753 apresenta atividade anti-inflamatoria por
reduzir os edemas induzidos por carragenina, histamina e serotonina e ao mesmo
tempo analgésica pela reducdo do numero de contor¢cdes abdominais. Tais efeitos
terapéuticos estdao diretamente relacionados a potencial anti-TNF-a do composto,
conforme evidenciado no ensaio de peritonite induzida por carragenina. Dessa forma,
tal molécula apresenta suas atividades bioldgicas através da modulacédo negativa da
acao TNF-a sobre a migracao celular, sintese de outros mediadores inflamatorios e
sensibilizacado dos nociceptores.

Palavras-chave:LASSBio-753; Inflamagao; Anti-inflamatério; Analgésico.
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1. INTRODUCAO

A inflamacéo € uma resposta fisioldgica do organismo a estimulos agressivos,
que podem ser de natureza quimica, fisica e bioldgica, como, por exemplo, exposi¢cao
a produtos téxicos e a microrganismos. Esse mecanismo permite que o organismo se
defenda contra os estimulos nocivos, sendo assim, essencial para a sobrevivéncia
(Dos et al., 2022). Os sinais cardinais da inflamacao (edema, dor, rubor, calor e perda
de funcdo) sdo resultantes de alteragdes no sitio inflamatorio, decorrentes de
modificagdes de expressdes génicas que ocorrem tanto em células residentes quanto
em leucécitos (Calabriso et al., 2023; Behrens et al., 2024).

Essas alteragdes induzem a expressdo de diversos mediadores quimicos e
moléculas de adesdo, os quais desempenham um papel crucial na mediacdo dos
principais fendmenos inflamatorios, como o aumento da permeabilidade vascular e a
migracgao celular. Assim, tais fendbmenos promovem a exsudagdo de componentes
plasmaticos e celulares do sangue, promovendo alteragées no tecido inflamado,
conhecido como inchaco ou edema. De inicio, mediadores vasoativos, como
histamina e serotonina promovem a vasodilatacdo de vasos préximos ao sitio
inflamatorio, assim permitindo uma maior permeabilidade vascular e o aumento do
fluxo sanguineo (Gray et al., 2022; Zhang et al., 2022). Posteriormente, ocorre a fase
de exsudacao celular a partir da migracéo de células do sistema imune para o sitio
inflamatoério a partir do processo de diapedese advindo de fatores, como fatores
quimiotaticos e citocinas pro inflamatérias (Calabriso et al., 2023; Khan et al., 2024).

Os mediadores quimicos, como o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
também induzem a dor através da sensibilizacdo de canais ibnicos presentes na
membrana plasmatica de neurdnios sensoriais da dor, conhecidos também como
nociceptores (De Magalhdes et al.,, 2021). A partir dessa interacdo, as sinapses
neuronais ficam hipersensiveis e comecam a captar e transmitir mais estimulos, sejam
estes derivados diretamente ou indiretamente da resposta inflamatdria, e transmitem
o sinal para o sistema nervoso central (Rani et al., 2022; Jiang et al., 2023).

Assim como ocorre na formacao do edema, o calor e o rubor observados no
processo inflamatério resultam do aumento do fluxo sanguineo na regido afetada, um
fendmeno conhecido como hiperemia (Singh et al., 2021). Por fim, a perda da funcao

de um 6rgao decorre de um processo inflamatoério significativo e, na maioria dos casos,
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cronico. Esse processo resulta na incapacidade do 6rgao afetado de desempenhar
suas atividades fisiologicas normais, uma vez que a inflamacdo persistente
compromete sua estrutura e fungdo. (Hellenbrand et al., 2021).

Atualmente, existem uma gama de farmacos utilizados com propriedades anti-
inflamatorias e analgésicas. O arcabougo de medicamentos disponiveis no mercado,
no qual a maioria é pertencente a classe dos Anti-inflamatorios Nao Esteroidais
(AINEs), como alguns exemplos, o acido acetilsalicilico, nimesulida e o ibuprofeno (Ha
etal., 2021; Sinniah et al., 2021). Entretanto, tais moléculas ativas possuem uma gama
de efeitos colaterais ou até toxicos em pacientes que utilizam de forma cronica como,
por exemplo, gastrite e esteatose hepatica medicamentosa (Silva et al., 2020; Baldo
et al., 2021).

Nesse sentido, a quimica medicinal surge com a finalidade de diminuir efeitos
colaterais de medicamentos comercializados a partir da combinac¢ao de tais moléculas
com compostos bioativos presentes na natureza (Chaganti et al., 2024). Estudo
recentes como o de Jung e colaboradores (2023), vém confirmando a eficacia anti-
inflamatoéria de compostos que apresentam em sua estrutura o anel ftalimidico com
propriedade anti-TNF-a. A talidomida € uma molécula ftalimidica mais conhecida,
ganhando notoriedade por sua atividade antiemética e sedativa, e posteriormente foi
reconhecido propriedades imunomoduladoras. Contudo, sua comercializagdo foi
proibida devido a associacdo dos enantiomeros 6pticos da talidomida ao seu efeito
teratogénico. Apesar disso, novas pesquisas ressalvam a criacado de moléculas que
apresentam o radical ftalimida com o intuito de apresentar atividade imunomoduladora
sem apresentar os efeitos colaterais e toxicos. A partir disso surgiu o LASSBio-753,
uma nova molécula ftalimidica semissintética sintetizada a partir da combinacao entre
analogos da talidomida com grupamentos N-acilhidrazonas com atividade anti-
Ciclooxigenase-2 (anti-COX-2) (Nascimento et al., 2019). Assim, o LASSBio- 753 é
uma molécula promissora por em tese, suas duas subunidades apresentarem efeito
imunomodulador. No entanto, sdo necessarios ensaios pré-clinicos para elucidar seus
efeitos terapéuticos em ensaios experimentais. (Sousa et al, 2024; Da Silva et al.,
2025). Dessa forma, o presente experimento tem como objetivo avaliar os efeitos anti-
inflamatério e analgésico do composto ftalimidico acilhidrazénico LASSBio-753 em

ensaios experimentais de inflamagéo aguda.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Resposta inflamatdria

A inflamacéo € uma resposta protetiva do corpo acionada a partir da detecgao
de estimulos nocivos ou de moléculas nao préprios do organismo, como lesao tecidual
provocada por radiagao ultravioleta ou pela detec¢cdo de moléculas n&o proprias de
microrganismos (Roe et al., 2021). Portanto, o processo inflamatorio tem como
objetivo final restabelecer a homeostase do organismo através da eliminacdo do
agente agressivo seguido de processos reparativos eficientes, assim, restabelecendo
as fungbes normais do tecido, no qual anteriormente foi o sitio inflamatorio. Em ambos
0s casos sao produzidos uma série de mediadores pré-inflamatorios, os quais ao se
ligarem a respetivos recetores, modulam diversos processos relevantes na
inflamacgdo, como migracao e agao celular (Zhang et al., 2022; Jung et al.,2023).

O processo inflamatério, em sua totalidade, € sequencialmente dividido em
quatro fases, cada qual demarcada por eventos especificos e pelo desenvolvimento
de sinais e sintomas caracteristicos, conhecidos como os sinais cardinais da
inflamacgao (Zigterman et al., 2022). A fase inicial, denominada fendmeno irritativo,
deflagra o processo inflamatorio a partir do reconhecimento de padrées moleculares
especificos. Células especializadas da imunidade inata sdo capazes de criar nichos
regionais e tecidos com funcdo de detectar Padrdes Moleculares associados ao
patogeno (PAMPs - Pathogen-Associated Molecular Patterns) ou a Dano Tecidual
(DAMPs - Damage-Associated Molecular Patterns). Tais moléculas sao detectadas
por Receptores de Reconhecimento de Padrbes (PRRs) presentes na superficie de
leucocitos. Os PRRs pertencem a diversas familias de proteinas de reconhecimento
(Soares et al., 2023). Células residentes no tecido, como macréfagos e mastdcitos,
captam tais padrbes moleculares, no qual culmina em uma cascata de segundos
mensageiros, cuja finalidade é ativar a expressao de diversos mediadores quimicos
responsaveis por modular os fenbmenos inflamatorios, como o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), além de enzimas importantes para sintetizar outros mediadores,
como a Ciclooxigenase-2 (COX-2) (Gray et al., 2022; Zhang et al.,, 2022). Tais
mediadores sao de suma importancia para as fases subsequentes e para o
aparecimento dos sinais cardinais da inflamacao, com destaque o edema e a dor por

estarem intimamente relacionados aos fendbmenos inflamatoérios (Mamede et al., 2020;
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Kumar et al., 2021).

As préximas fases sdo marcadas pelos fenbmenos vasculares e celulares, no
qgual os mediadores inflamatorios sintetizados por células residentes na fase anterior
promovem a vasodilatacdo de vasos sanguineos préximos ao sitio inflamatorio, e
também atuam como fatores quimiotaticos para o recrutamento de leucécitos. As
células endoteliais, que revestem o interior dos vasos sanguineos, expressam
receptores especificos em sua superficie para diversas moléculas, como histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas (Sousa et al, 2024; Khan et al., 2024. A
interacdo dessas moléculas com seus receptores desencadeia um sinal intracelular
que leva a alteragdes nas células endoteliais. Esse processo resulta em aumento da
permeabilidade vascular local, permitindo a passagem de substancias e,
posteriormente, de leucdcitos do sangue para o espaco intersticial, onde podem atuar
em processos inflamatérios e no reparo tecidual (Jiang et al., 2020; Bernardino et al.,
2021).

A fase celular é marcada pela migracao de leucécitos presentes no sangue para
o tecido acometido pela inflamacdo, processo este conhecido como diapedese.
Inicialmente, citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a, atuam como sinalizadores ao
interagirem com as células do endotélio, preparando-o para o processo de diapedese
a partir da expressao de proteinas de adeséao celular (Figura 1) (Calabriso et al., 2023;
Khan et al., 2024). Essas macromoléculas sao subdivididas em dois grupos distintos
a depender do tipo de ligacdo que a mesma promove com moléculas presentes nos
leucocitos. Ademais, quimiocinas liberadas no processo inflamatério induzem a
ativacdo das integrinas, principais moléculas presentes nos gldébulos brancos
responsaveis pela adeséo forte as proteinas no endotélio (Chen et al., 2020; Sousa et
al, 2024; Kureshi et al.,2025).
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Figura 1: Representacéo esquematica da formacao do edema.
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Legenda: Inicialmente, células inflamatérias presentes no tecido detectam PAMPs e DAMPs, os quais
induzem a expressdo e liberacdo de diversas substancias bioativas no sitio inflamatério. Tais
substancias atuam aumentando a permeabilidade vascular e o fluxo sanguineo local (mediadores
vasoativos) ou promovendo o processo de diapedese dos leucocitos (Citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas) fendbmenos vasoativos.

Fonte: Autoria prépria.

O primeiro grupo de moléculas sao conhecidas como selectinas, e elas sdo
conhecidas por apresentar uma adesao fraca aos oligossacarideos presentes nas
superficies dos globulos brancos. Essas moléculas permitem que os leucdcitos
dispostos na circulagdo sanguinea iniciem os processos de marginalizacao celular e
rolamento. A E-selectina é a principal proteina dessa classe de moléculas, sendo
induzida a expressao e disposicao na superficie celular mediante a sinalizacéo de
TNF-a (Chen et al., 2020; Park et al., 2023). Ja a segunda classe pertence as
Moléculas de Adesao Celular (ICAMs) sdao um agrupamento de glicoproteinas
responsaveis pela adeséo forte dos leucécitos ao endotélio. A ICAM-1 é a principal

molécula que participa do processo de ancoragem forte ao ligar firmemente as

integrinas. A transmigracao leucocitaria, que se da pela passagem dessas células
pelas jungdes endoteliais promovida pelo aumento da permeabilidade vascular,
culmina na formagao do edema (Park et al., 2023; Kureshi et al., 2025). Este sinal

cardinal da inflamacdo é, portanto, uma consequéncia direta da exsudacdo de
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componentes plasmaticos e células inflamatérias para o tecido-alvo, consolidando a
intrinseca conexdo das fases vascular e celular da inflamacao (Hijazy et al., 2022;
Aguchi et al., 2024; Sousa et al., 2024).

Por fim, o fenébmeno resolutiva marca o fim das etapas do processo inflamatorio
e ao mesmo tempo € um dos fatores de analise para a diferenciacédo entre inflamacao
aguda e crbnica. A inflamacdo aguda € marcada pela agdo direta de células da
imunidade inata, como neutrofilos € mondcitos, com processo resolutivo rapido e
eficiente através do desbalanco da expressdao de genes com finalidade pré
inflamatoria pelo aumento se substancias anti-inflamatdrias, como o cortisol e os
lipoxinas (Panigrahy et al., 2021; Eltay et al., 2023). Ja a inflamacao crénica € marcada
pela persisténcia do agente lesivo durante por mais de seis meses, ocasionando o
aumento do dano indireto da resposta imune ao tecido e a falta de um processo

resolutivo eficiente (Roe et al., 2021; Jiang et al., 2023).

2.2 Mediadores envolvidos na inflamacéao

2.2.1 Conceito de mediadores inflamatoérios e aminas vasoativas

O processo inflamatério como um todo é coordenado por um complexo grupo
de substancias denominadas mediadores inflamatérios, os quais podem ser
sintetizados tanto por células residentes do tecido e da circulagao, quanto podem estar
presentes de forma inativa no plasma. Tal grupo de moléculas apresentam duas
fungbes fundamentais no processo inflamatério, sendo estas fungdes atuar
diretamente na microvasculatura ou agirem como fatores quimiotaticos (Gray et al.,
2022; Zhang et al., 2022). Os mediadores sintetizados por células podem ser contidos
em granulos, como a histamina presente nos mastdcitos, ou sintetizadas mediante a
um estimulo nocivo, como as prostaglandinas e as citocinas inflamatérias (Da Silva et
al., 2025). Assim, cada mediador inflamatorio desempenha um papel fundamental na
inflamacao, podendo intensificar ou atenuar a resposta inflamatoria, dependendo do
seu mecanismo de acgao. As principais classes de mediadores incluem as aminas
vasoativas, como a histamina e a serotonina, os metabdlitos derivados do acido
araquiddnico (produzidos pelas vias da ciclooxigenase), e citocinas pré-inflamatérias,
com destaque o TNF-a (De Magalhaes et al., 2021; Nguyen et al., 2021; Park et al.,
2023).

A histamina é uma importante amina formada a partir da descarboxilacao do
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aminoacido histidina, apresenta uma notéria acao em diferente em diversos tecidos
do organismo, como no Sistema Nervoso Central (SNC), mucosa gastrica e em células
inflamatorias como os mastécitos (Sousa et al., 2025). Do ponto de vista da
inflamacgéo, a histamina € o principal mediador inflamatério pré-formado, a qual é
armazenado e posteriormente liberado dos granulos dos mastocitos, basofilos e
plaquetas em casos de estimulos nocivos ou traumaticos (Panula et al., 2021; Sousa
et al., 2025). A histamina pode desempenhar diversas atividades biologicas devido a
interacdo direta com cada um dos quatro subtipos de receptores histaminicos

acoplados a proteina G (Sarasola et al., 2021).

O receptor H1 é o principal responsavel pela vasodilatacdo observada em
processos inflamatdrios e alérgicos. Esse fendmeno ocorre quando os receptores H1,
localizados no musculo liso dos capilares sanguineos, interagem com a histamina
(Alkotob et al., 2020) . Essa interagao provoca a ativagao da proteina G, o que resulta
na producdo de segundos mensageiros especificos que ativam vias de sinalizagao
intracelulares, com destaque para o aumento da concentragao citoplasmatica de
Ca2+, a ativacdo de enzimas, principalmente a Fosfolipase A2 e a Oxido Nitrico
Sintase (Sarasola et al., 2021). Esses processos promovem a contragcdo da
musculatura lisa e estimulam a producéao e liberagao exocrina de outros mediadores
vasoativos, como prostaglandinas e o6xido nitrico. Como resultado, ocorre a
modulacdo dos efeitos vasoativos tipicos dos fendmenos vasculares e celulares
associados a inflamacéao (Sarasola et al., 2021; Dvornikova et al., 2023).

Assim como a histamina, a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), € uma
molécula de fundamental importancia para o organismo, desempenhando um papel
dualistico, no qual atua como um dos principais neurotransmissores no sistema
nervoso central (SNC) e, simultaneamente, como um mediador inflamatério relevante,
com mecanismos de acao semelhantes aos dos receptores histaminicos (Ahangari et
al., 2025). De modo analogo a histamina, a serotonina desencadeia efeitos como a
vasodilatacdo, mediada pela alteracao das células musculares lisas e do endotélio, o
que resulta na formacdo de edema devido ao extravasamento de componentes
plasmaticos e celulares para o tecido alvo. Além disso, o 5-HT modula a liberagcao de
mediadores inflamatoérios ou anti-inflamatérios a depender do receptor especifico com
o qual interage por meio do mecanismo chave-fechadura (Saikia et al., 2024).

Receptores acoplados a proteina Gg, como por exemplo os subtipos 5-HT2A e
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5-HT2B, desencadeiam um processo de sinalizagdo semelhante ao dos receptores
histaminicos, a qual promovem a formacdo de segundos mensageiros, como o
diacilglicerol (DAG) e o inositol trifosfato (IP3) (Haq et al., 2021; Ahangari et al., 2025).
Esses mensageiros promovem a liberag&o de calcio (Ca?**) intracelular, essencial para
a contracao das células musculares lisas e para a ativacao de enzimas dependentes
de célcio em células inflamatérias. Esse mecanismo € de extrema relevancia para a
transcricdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, que desempenham um papel

central na resposta inflamatéria. (Grondin et al.,2024; Zhang et al.,2024).

2.2.2 Eicosanoides derivados do &cido araquidbnico

Outro grupo relevante de mediadores quimicos envolvidos no processo
inflamatorio € composto por componentes lipidicos derivados do Acido Araquidénico
(AA), conhecidos como eicosanoides por apresentarem uma cadeia carbdnica
composta por vinte carbonos. Os eicosanoides sao compostos por trés principais
grupos de biomoléculas: as prostaglandinas, os tromboxanos e os leucotrienos
(Calder et al., 2020). A sintese dos eicosanoides (figura 2) é iniciada mediante a
deteccdo de PAMPs, DAMPs ou mediadores associados ao processo inflamatério. As
citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a, sdo o principal grupo de moléculas que
estimulam a ativacdo da enzima Fosfolipase A2 (FA2) e Ciclooxigenase (COX) no
citoplasma. Essas enzimas sdo responsaveis por catalisar a liberacdo do Acido
Araquidénico (AA) a partir dos fosfolipidios da membrana celular, dando inicio a
cascata de producao dos eicosanoides. Uma vez liberado, o AA passa por um
processo de oxidacdo mediado pela enzima ciclooxigenase até a formacdo das
prostaglandinas (Christie et al., 2020; Das et al., 2023).
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Figura 2: Cascata inflamatéria mediada pelas enzimas (FA2) e COX-2, e efeitos da PGE2.
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Legenda: Quando um estimulo nocivo esta presente, a FA2 é ativada, iniciando a degradagao dos
fosfolipidios da membrana para formar acido araquidonico. Em seguida, a enzima COX-2 catalisa a
producdo de prostaglandina E2 (PGEZ2). Finalmente, a PGE2 promove a sintese de citocinas
inflamatérias, quimiotaxia de leucécitos e a sensibilizacdo dos nociceptores.

Fonte: Perrone et al., 2020, adaptado pelo autor.

Até o presente momento sabe-se da existéncia de duas isoformas da enzima
COX ambas codificadas por genes diferentes. A COX-1, conhecida como enzima
arrumadeira ou constitutiva por apresenta-se presente na maioria dos tecidos, a qual
€ responsavel por fungoes fisioldgicas normais, como protecao gastrica, modulacao
da funcao plaquetaria e homeostase (Perrone et al., 2020). Por outro lado, a COX-2
nao é expressa de forma constitutiva na maioria dos tecidos, mas € rapidamente
induzida em um ambiente inflamatério através da modulacdo promovida por
mediadores como citocinas pré inflamatoérias (Ahmadi et al., 2022; Zarghi et al., 2023).
As prostaglandinas sdo os principais eicosanoides responsaveis por mediar
diversas fungées no organismo, incluindo a atuacdo como importante mediador
inflamatorio. De modo semelhante aos receptores histaminicos e serotoninicos, as
atividades bioativas das prostaglandinas sdo mediadas por uma enorme quantidade
de distintos receptores de membrana ancorados a proteina G, a qual pode modular a
cascata de segundos mensageiros (Calder et al., 2020; Wautier et al., 2023).
A Prostaglandina E2 (PGE2) é o principal derivado do acido araquidonico que
€ produzido em grandes quantidades em estado inflamatério. Esse mediador
apresenta um papel fundamental na amplificacdo da resposta inflamatéria, estando

diretamente envolvida no surgimento dos sinais cardinais da inflamacao, com destaque
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a dor (Dos et al., 2022). Em relag&o a dor, a PGE2 esta diretamente envolvida na via
da nocicepgao juntamente com o TNF-a. Dessa forma, desempenhando um papel
crucial no desenvolvimento da hiperalgesia ao aumentar a excitabilidade dos

neurdnios sensoriais (Barker et al., 2022; Rani et al., 2022).

2.2.3 Citocinas pro6 inflamatorias

As citocinas sao a principal classe de mediadores diretamente envolvidos no
processo da inflamacgéo, em que a sua estrutura quimica é composta por proteinas de
baixo peso molecular (Liu et al., 2021). As citocinas constituem mediadores essenciais
da resposta inflamatoria, atuando por meio de uma complexa rede de comunicagéo
do sistema imunologico tanto a nivel local quanto sistémico. O fato de serem
relevantes moléculas ativas se da no mecanismo de agao pleiotrépicos no organismo.
As citocinas modulam de forma direta a diferenciacao e especializagcao de linfocitos e
células mieloides na resposta imune inata e adaptativa (Behrens et al., 2024; Kureshi
et al.,, 2025). Dessa forma, essas moléculas desempenham o papel central em
promover a polarizacdo de subpopulacdes de células especificas em diferentes
contextos patologicos, como a indugao da resposta Th1 durante infecgdes bacterianas
e virais e da via Th17 em condigdes como psoriase e infecgdes fungicas (Catlett et al.,
2022; De Sanctis et al., 2022; Behrens et al., 2024).

Quanto a classificagdo, as citocinas podem ser categorizadas com base em
dois critérios principais: sua estrutura quimica e suas fungdes bioldgicas. Do ponto de
vista funcional, essas moléculas sdo comumente divididas em varios grupos sendo os
principais os Fatores de Necrose Tumoral (TNFs) e Interleucinas (ILs) (Liu et al.,
2021). Além dessa classificacao funcional, as citocinas também podem ser agrupadas
conforme sua atividade imunolégica em dois tipos opostos: pré-inflamatérias, que
promovem a resposta inflamatoria, e anti-inflamatérias, que atuam na modulagao ou
resolucao do processo inflamatério (Liu et al. ,2021; Kureshi et al. ,2025).

No estagio inicial do processo inflamatorio, moléculas sinalizadoras, como os
PAMPs, DAMPs e mediadores inflamatorios, com destaque a prostaglandina E2, sdo
reconhecidas por receptores especificos presentes na superficie de linfécitos e
macrofagos. Esse reconhecimento desencadeia a ativacao de cascatas de sinalizacao
intracelular, culminando na transcricdo de genes responsaveis pela producao de

citocinas pro-inflamatérias (Zhang et al., 2022; Kureshi et al. ,2025). O principal
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mecanismo envolvido nesse processo € a via do Fator de Transcricdo Nuclear Kappa
B (NF-kB), que regula centralmente a expressdo desses mediadores inflamatorios.
Dentre as citocinas proé-inflamatérias conhecidas, o TNF-a destaca-se pelo seu papel
na regulacdo da resposta imune inata. Essa molécula é sintetizadas por células de
linhagem mieloide, principalmente por neutréfilos e macréfagos mediante a resposta
contra patégenos, o qual possuem mecanismos de acao diferente para combater os
agentes lesivos (De Sanctis et al., 2022; Zhang et al., 2022; Behrens et al., 2024;
Kureshi et al., 2025).

Inicialmente descoberto em 1970, a super familia de citocinas que compdem
os TNFs sao caracterizados por sua estrutura proteica trimétrica, as quais apresenta
massa molecular de 50kDa (Ruiz et al., 2021). Tanto o TNF-a quanto outros membros
dessa familia sdo capazes de induzir apoptose por meio da interagcdo do Receptor 1
do Fator de Necrose Tumoral (TNFR1) com dominios de morte (death domains),
resultando na ativacdo da caspase-8. Esse mecanismo desempenha um papel
fundamental na resposta imunolégica contra infeccbes causadas por
microrganismos intracelulares, tais como Mycobacterium tuberculosis, HPV e
Leishmania spp, além de atuar em processos neoplasicos. Adicionalmente, esta
envolvido na polarizagao dos linfocitos T CD4+ para a subpopulagéo de resposta Th1
(Ruiz et al., 2021; Van Loo et al., 2023; Yuk et al., 2024).

O TNF-a é considerado a citocina central no processo inflamatoério por sua
capacidade de induzir a ativacdo de diversas vias, como a NF-kB, modulando
positivamente a sintese de citocinas pro-inflamatérias e de enzimas responsaveis por
sintetizar outros mediadores inflamatérios, como a histamina, serotonina e PGE2, que
amplificam a resposta inflamatoéria. Além disso, a ativacdo do TNFR1 pode causar
diferentes respostas a depender do tipo celular. Como exemplo, a sinalizacao desse
receptor promove a sintese de moléculas de adeséao celular, como selectinas e ICAM-
1 no endotélio ou a sensibilizagcdo dos canais ibnicos presentes nos nociceptores.
Dessa forma, o TNF-a é responsavel por ampliar diretamente ou indiretamente os
sinais cardinais da inflamacao, com destaque para o edema e a dor pela interacdo com
o TNFR1 (Chen et al., 2020; De Magalhaes et al., 2021; Park et al., 2023). Devido a
este mecanismo, o TNF-a emerge como um dos principais mediadores quimicos,
altamente expresso em diversas patologias autoimunes e crénicas, como psoriase,

artrite reumatoide e doenga de Crohn. Diante desse cenario, a industria farmacéutica
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tem intensificado a pesquisa por novas terapias anti-TNF-a, destacando-se os
analogos da talidomida que apresentam o radical ftalimida como as principais
abordagens terapéuticas para tais condigdes clinicas (Evangelatos et al., 2022; Majdi
et al., 2023).

2.3 Dor e hiperalgesia

A dor é definida pela Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP,
2012) como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um
dano tecidual real ou potencial. Essa condicdo pode ser categorizada e classificada
de acordo com critérios como gravidade, duragcédo e origem (Finnerup et al., 2020).
Dentre os principais tipos de dor, destacam-se a dor neuropatica, nociplastica e
nociceptiva ou inflamatéria. Os dois primeiros tipos de dor estdo associados a
alteracdes patoldgicas decorrentes de danos diretos as fibras nervosas ou a
sensibilizacdo do sistema nervoso central, respetivamente. Ja a dor nociceptiva esta
principalmente relacionada a processos inflamatérios, sendo desencadeada pela
ativacdo de nociceptores em resposta a estimulos lesivos (Afridi et al., 2021; Atta et
al., 2023).

Para compreender como acontece o mecanismo nociceptivo, € fundamental
analisar como ocorre a resposta fisiolégica a dor. O mecanismo responsavel pela
deteccédo e resposta a dor € o sistema somatossensorial, que desempenha um papel
essencial no processamento e decodificacdo de diversos estimulos sensitivos, como
sinais mecanicos, térmicos e quimicos (Wang et al., 2022). Esse sistema atua como
um canal sensorial especializado, captando informacgdes provenientes da periferia do
organismo e permitindo o armazenamento e o processamento de percepgdes tanto
internas quanto externas. Dessa forma, o sistema nociceptivo ativo diversas regides
do cérebro e da medula, permitindo uma resposta rapida e eficiente a estimulos
potencialmente nocivos (Wang et al., 2022; Raju et al., 2024).

O arco reflexo da dor € um mecanismo neural rapido e involuntario que atua
como um sistema de defesa do organismo contra estimulos potencialmente nocivos.
Esse processo inicia-se com a ativacao dos nociceptores, receptores especializados
na deteccao de estimulos lesivos, que transmitem o sinal doloroso através de fibras
nervosas aferentes (fibras A-delta e C) até a medula espinhal (Figura 3) (Carneiro et
al., 2023; Mears et al., 2023). Na medula, o sinal é processado por interneurénios, que

ativam neurénios motores eferentes, desencadeando uma resposta motora imediata,
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como a retirada do membro afetado. Paralelamente, o sinal é enviado ao cérebro para
0 processamento consciente da dor. Esse mecanismo reflexo é essencial para a
protecdo do organismo, pois permite uma resposta rapida e eficiente, minimizando
danos teciduais e mantendo a homeostase (Wang et al., 2022; Carneiro et al., 2023).

Figura 3: Diagrama ilustrativo do arco reflexo da dor.
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Legenda: Inicialmente, alguns estimulos, como o calor e a dor promovem a transmissao rapida para a
medula espinhal, o qual é rapidamente decodificada e € mandada uma resposta motora imediata.
Posteriormente o potencial nocivo é transmitido e decodificado no sistema somatossensorial.

Fonte: Autoria prépria.

Durante um processo inflamatério, diversos mediadores quimicos, como
prostaglandinas, aminas vasoativas e TNF-a sao sintetizados e atuam promovendo a
sensibilizacdo dos neurdnios sensoriais especializados na deteccdo de estimulos
dolorosos, conhecidos como nociceptores (Figura 4) (Afridi et al.,, 2021). Esse
fendmeno ocorre por meio da reducao do limiar de despolarizacao das fibras nervosas
aferentes, o que facilita a transmissdao dos impulsos nociceptivos para o SNC
(Schumacher et al., 2024). De Magalhaes e colaboradores 2021 descobriram em seu
estudo que o TNF-a possui a capacidade de induzir a hiperalgesia através de dois
processos diferentes. O primeiro € caracterizado pela transducéo do sinal da citocina
pré-inflamatdria ao receptor TNFR1. Esse mecanismo promove a sensibilizacao de
canais idnicos dos nociceptores permitindo, assim, o influxo de ions para o citoplasma

dos neurénios (De Magalhaes et al.,2021; Barker et al., 2022).

28



Figura 4: Representacdo esquematica da hiperalgesia mediada por nociceptores em um
foco inflamatorio.
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Legenda: Células inflamatérias, como mastocitos e macréfagos, acabam liberando mediadores
quimicos que podem provocar a hipersensibilizagdo dos nociceptores e a transmissdo exacerbada do
estimulo de dor para o SNC.

Fonte: Autoria propria.

O segundo ponto chave é o aumento da expressdo de outros mediadores
responsaveis pela sensibilizacdo dos neurbnios sensoriais com destaque a
prostaglandina-E2 (De Magalhdes et al., 2021). Dessa forma, tais mediadores
induzem o quadro de hiperalgesia através do influxo de ions provocado pela
sensibilizacdo dos canais idnicos. Com isso ocorre a reducao do limiar de
despolarizacéo, o que significa que os nociceptores se tornam mais sensiveis e sao
capazes de gerar potenciais de acdo em resposta a estimulos menos dolorosos e
transmiti-lo por vias aferentes para o SNC (Dos et al., 2022; Rani et al., 2022). Assim,
essas fibras passam a responder de maneira exacerbada ndo apenas aos estimulos
diretos causados pelo agente lesivo, mas também aos estimulos indiretos decorrentes
do processo inflamatério levando assim a um quadro de hiperalgesia local (Mamede
et al., 2020). Dentre esses estimulos indiretos, destaca-se a lise de células sadias,
que pode ser induzida pela acao inespecifica de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) geradas durante a inflamacao (Jiang et al., 2023; Schumacher et al., 2024).

2.4 Principais classes de farmacos anti-inflamatérios e analgésicos

A humanidade, desde os tempos antigos, utiliza ervas e medicamentos a base

de plantas medicinais para o tratamento de inflamac¢des e dos principais sinais clinicos
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em diversas condi¢cbes de saude, como na dor reumatica, conforme descrito no Papiro
de Ebers, documentado por volta de 1550 a.C. Desde o descobrimento do acido
acetilsalicilico em 1879, os farmacos anti-inflamatérios sdo uma dos principais grupos
de medicamentos prescritos na atualidade e a tendéncia € aumentar conforme o
envelhecimento da populacdo mundial (Panchal et al., 2023; Zarghi et al., 2023).

Atualmente, o mercado farmacéutico dispoe de um extenso arsenal de
farmacos, resultado dos avancgos cientificos e médicos obtidos ao longo do ultimo
século. Esses medicamentos tém como objetivo principal combater os sinais cardinais
da inflamacao (Saikia et al., 2024). Tal processo é alcangado por meio da modulagao
negativa de mediadores associados a resposta inflamatéria. Os principais farmacos
envolvidos nesse mecanismo pertencem as classes dos Anti-inflamatorios Esteroidais
(AIEs) e dos Anti-inflamatorios Nao Esteroidais (AINEs) (Sousa et al, 2024; Khan et
al., 2024). Esses medicamentos atuam, respectivamente, sobre duas enzimas
essenciais na sintese de eicosanoides pro-inflamatorios; a Fosfolipase A2 (PLA2) e a
Ciclooxigenase (COX). A COX, por sua vez, apresenta duas isoformas principais,
COX-1 e COX-2, que desempenham papeis distintos no processo inflamatorio (Figura
V) (Ahmadi et al., 2022; Das et al., 2023; Panchal et al., 2023).

Figura 5: Mecanismo de a¢do dos Anti-inflamatérios Esteroidais (AIEs) e Nao Esteroidais
(AINES).
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Fonte: Perrone et al., 2020, adaptado pelo autor.
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Entretanto, tais terapias anti-inflamatérias e antinociceptivas estdo associadas
a efeitos colaterais e até mesmo tdéxicos em pacientes que as utilizam de forma
crénica. Por exemplo, os AlEs podem causar potente imunossupressao e disturbios
endocrinos, enquanto os AINEs estdo relacionados a toxicidade hepatica,
cardiovascular e gastrointestinal, decorrente da sintese de metabdlitos téxicos, como
observado no caso da nimesulida (Sheikholeslami et al., 2020; Baldo et al., 2021).
Diante desses desafios, torna-se evidente a necessidade de a industria farmacéutica
investir na descoberta ou na modificagdo da estrutura molecular de farmacos capazes
de promover a reducao do processo inflamatério e, consequentemente, amenizar a
hipersensibilizacao de nociceptores. Nesse contexto, ha um esforgo crescente no

desenvolvimento de novas moléculas com propriedades anti-inflamatérias e

analgésicas mais eficazes e com menor potencial de efeitos adversos e toxicos (Viana
et al., 2022; Jung et al., 2023).

2.5 Quimica medicinal, conceito e inovacdes

A quimica medicinal surgiu a partir de descobertas no ultimo século como um
ramo interdisciplinar, na qual sua principal finalidade consiste na descoberta de novas
estruturas quimicas, a partir de estudos que investigam reacdes sintéticas entre
farmacos ja estabelecidos e comercializados no mercado com biomoléculas presentes
na natureza (Chaganti et al., 2024; Daviaud et al., 2025). Dessa forma, um dos
principais enfoques da industria farmacéutica na atualidade é no aperfeicoamento de
farmacos ja existentes através de rearranjos nas estruturas moleculares ao ponto de
criar novos compostos descritos como semissintéticos, com a finalidade de minimizar
os efeitos adversos e toxicos de tais medicagdes e potencializar a acao farmacolégica
(Veale et al., 2021; Chaganti et al., 2024; Daviaud et al., 2025).

Atualmente, por meio das metodologias propostas pela quimica medicinal, a
industria farmacéutica tem alcancado uma ampla gama de descobertas relacionadas
a novos farmacos para o tratamento de diversas patologias clinicas, como doencas
autoimunes, infecciosas, cancer e neurodegenerativas (Gutschow et al., 2020;
Daviaud et al., 2025). A tendéncia é que esse avanco se intensifique ainda mais com
a incorporacao de tecnologias emergentes, como a Inteligéncia Artificial (IA), que vem
sendo utilizada para desempenhar atividades estratégicas, tais como a predicao de
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propriedades farmacoldgicas e a otimizagdo de moléculas com potencial terapéutico,
bem como a retrossintese e eficiéncia na produgéo de tais moléculas. (Gholap et al.,
2024).

No ambito da quimica medicinal voltada para a criacdo de compostos
semissintéticos com possiveis efeitos anti-inflamatérios e anti nociceptivos, tem-se
cada vez mais analisado a combinacao de farmacos ja conhecidos com atividade de
inibir os principais mediadores quimicos chaves no processo inflamatorio, com
moléculas que atuam sinergicamente (Viana et al., 2022). Dentre as principais
moléculas selecionadas para a sintese de biomoléculas semissintéticas anti-
inflamatérios e analgésicos, destacam-se principalmente os inibidores de citocinas pré-
inflamatorias, como o TNF-q, junto com compostos naturais com propriedades de inibir
a acado da enzima COX-2 (Jung et al., 2023; Daviaud et al., 2025). Dessa forma,

desenvolver uma nova molécula teoricamente capaz de possuir o efeito combinado

dos dois compostos com a finalidade de potencializar o efeito clinico, e ao mesmo
tempo possuir menos efeitos colaterais e toxicos para o organismo (Gholap et al.,
2024).

2.6 LASSBIi0-753, semissintético derivado datalidomida e da N-acilhidrazona

Tendo em vista os principais objetivos da quimica medicinal, o Laboratério de
Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio) situado na Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), desenvolveu o LASSBio-753, um novo composto
semissintético obtido por hibridagdo molecular entre os prototipos da talidomida e o
N-acilhidrazénico, um inibidor da enzima ciclooxigenase. Dessa forma, o composto
semissintético LASSBio-753 (Figura VI) apresenta em sua estrutura quimica o radical
ftalimidico isoindol-1,3-diona, derivado da talidomida, conjugado com a molécula de
N-acilidrazona. Ademais, o mesmo foi obtido com rendimento satisfatorio e
caracterizado utilizando ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono e
infravermelho. Sua formula quimica no sistema Hill € C23HN4O3 e possui massa
molar de 381,2790 g/mol, formada por 3 anéis aromaticos, um grupamento amina, um
anel pentano ligado a duas cetonas (Nascimento et al., 2019). Para compreender os
possiveis efeitos farmacolégicos do composto semissintético em estudo, é
fundamental analisar seus analogos estruturais, destacando-se a talidomida e o acido
N-acilhidrazénico, com a finalidade de investigar insights valiosos sobre as

propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas do composto, além de auxiliar na
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identificagdo de potenciais aplicac¢des terapéuticas ou efeitos adversos.
Figura 6: Estrutura quimica do LASSBio-753.
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Legenda: A molécula do LASSBio é composta por um radical ftalimida derivado da talidomida
combinado com uma cadeia carbbénica aromatica com presenga de um grupamento N-acilhidrazona.
Fonte: Nascimento et al., 2019.

A talidomida € um farmaco sintético, originalmente desenvolvido como anti-

inflamatério, analgésico e antiemético, derivado do composto a-ftalimido-glutaramida.
O medicamento foi amplamente comercializado no final da década de cinquenta
quando foi retirado do mercado em 1961, por suposta associagao do farmaco a uma
epidemia de malformagdes congénitas em recém-nascidos (Vargesson et al., 2021).

Estudos recentes sobre a talidomida revelaram dois aspectos fundamentais.
Primeiramente, a talidomida e seus analogos pertencem a classe de farmacos
imunomoduladores (IMiDs), atuando principalmente por meio da inibicdo da
expressao de diversas citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a em mondcitos. Tais
estudos sugerem que a talidomida atua de forma direta na via de modulacéo
intracelular denominada de Sistema Ubiquitina-Proteassoma (SUP), a qual € um
complexo mecanismo celular responsavel pela degradacao de proteinas danificadas
ou desnecessarias. Dessa forma, esse sistema € crucial para a regulacao de diversos
processos celulares incluindo a modulagao negativa da sinalizacéo celular de fatores
de transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a (Gao et al.,
2020; Oleinikovas et al., 2024).

Em segundo lugar, a talidomida € uma molécula que apresenta isomeria optica
por apresentar um carbono quiral na sua estrutura molecular no carbono 3 da
extremidade glutamina (Figura 7) (Vargesson et al., 2021). A literatura demonstra que
enquanto o enantidbmero R ou (+) é responsavel por efeitos terapéuticos, o S (-) causa
um efeito deletério, levando a malformacdes congénitas. Estudos indicam que o
enantidbmero S da talidomida apresenta maior afinidade de ligacao a proteina cereblon

(CRBN), uma E3 ubiquitina ligase que desempenha um papel crucial no sistema
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ubiquitina-proteassoma (SUP). A CRBN é responsavel por marcar proteinas-alvo com
ubiquitina, sinalizando-as para degradacéao pelo proteassoma (Figura 8). A interagéo
do enantibmero S com a cereblon e a proteina alvo resulta na hiperativagédo do SUP,
promovendo a degradacdo de proteinas essenciais para o desenvolvimento
embrionario. Esse mecanismo esta diretamente associado aos efeitos teratogénicos
da talidomida, levando a malformacdes congénitas, como a focomelia, quando

administrada durante a gestacdo (Yamanaka et al., 2021 Lecca et al., 2023;

Oleinikovas et al., 2024).

Figura 7: Estrutura quimica dos enantibmeros Opticos da talidomida.
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Legenda: Enantidmeros opticos da talidomida. Note a presenca da isomeria éptica associada a um
carbono quiral presente no anel glutaramida ligado ao radical ftalimida.

Fonte: Yamanaka et al., 2021, adaptado pelo autor.

Figura 8: Mecanismo de teratogenicidade da talidomida.
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Legenda: Representagdo esquematica do mecanismo teratogenicidade da talidomida. Note que a
talidomida atua como uma “molécula cola” Interligando o complexo SUP ao substrato. A hiperativagao

do SUP promovido pelo Enantiémero S (ES) da talidomida promove a ubiquitinacdo e degradacao de
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proteinas fundamentais para o desenvolvimento do feto.

Fonte: Gao et al., 2020, adaptado pelo autor.

Outro componente que constitui o LASSBio-753 sao as N-acilhidrazonas
(NAHSs), um grupo de compostos quimicos caracterizados pela formula geral R*-
CO-NH-N=CH-R?, em que R representa um grupo acila e R? corresponde a
qualquer grupo organico. Devido a sua elevada versatilidade estrutural e estabilidade
molecular, as NAHs destacam-se como um dos principais grupos de compostos
investigados na quimica medicinal contemporanea. Sua estrutura modular permite o
desenvolvimento de uma ampla variedade de derivados com potenciais aplicagdes
terapéuticas em diversas fisiopatologias. Dentre as propriedades farmacologicas
associadas as NAHSs, destacam-se atividades anticancerigenas, antimicrobianas, anti-
inflamatorias e analgésicas, o que as torna esqueletos moleculares promissores para
o design de novos farmacos. (Mikus et al., 2023; Fernandes et al., 2023; Kassab et
al., 2024).

Além disso, os grupamentos acila e hidrazona, que compdem as N-
acilhidrazonas (NAHs), possuem a capacidade de estabelecer interagées moleculares
especificas com aminoacidos presentes em proteinas-alvo, como a enzima ciclo-
oxigenase-2 (COX-2). Essas interagées ocorrem por meio de ligagcdes de hidrogénio,
forcas hidrofébicas e outras interagdes nao covalentes, que permitem que as NAHs
se liguem de forma eficiente ao sitio ativo da enzima. Como resultado, alguns
derivados das N-acilhidrazonas demonstram propriedades inibitérias sobre a COX-2,
atuando como antagonistas da producao de eicosanoides, moléculas sinalizadoras
envolvidas na modulagao de vias inflamatorias e na inducao de hiperalgesia (Medeiros
et al., 2021; Mikus et al., 2023).

Nesse contexto, o composto semissintético LASSBio-753, derivado da
associacao de protoétipos da talidomida com moléculas de N-acilhidrazonas inibidoras
da enzima COX, foi planejado com o intuito de substituir o carbono quiral presente no
anel glutaramida da talidomida, responsavel por seus efeitos teratogénicos
(Nascimento et al., 2019). Dessa forma, o presente estudo experimental tem como
objetivo avaliar as propriedades anti-inflamatérias e antinociceptivas do composto
LASSBio-753 em modelos de inflamacao aguda.

3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o possivel efeito anti-inflamatério e analgésico do composto ftalimidico
semissintético LASSBio-753 em modelos de inflamacao aguda.

3.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito anti-inflamatério do LASSBio-753 em edema de pata induzido por
carragenina em camundongos;

Averiguar efeito anti-inflamatério do LASSBio-753 em edema de pata induzido pelos
mediadores vasoativos histamina e serotonina em camundongos;

Analisar o efeito do LASSBio-753 em reduzir os niveis da citocina pro-
inflamatoéria TNF-a em modelo de peritonite em camundongos;

Avaliar o efeito analgésico do LASSBio-753 a partir da analise do teste de
contorcao por acido acético.

4. METODOLOGIA

4.1 Animais utilizados para os protocolos experimentais e questdes éticas

Neste estudo foram usados camundongos Swiss fémeas (20-309)
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Para cada
experimento foi utilizado um numero de seis animais por grupo (n=6). Os animais
foram mantidos em caixas contendo xilana + maravalha estéril na propor¢ao 3:1, em
ambiente com temperatura (22 + 2°C) e ciclo claro/escuro (12/12h) controlado. Além
disso, até o momento da realizagdo dos experimentos 0s animais permanecerao com
racao apropriada e agua ad libitum.

Todos os tratamentos e procedimentos realizados foram de acordo com o Guia
de Cuidado em Uso de Animais do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Além disso, no presente projeto a eutanasia foi realizada com base nos
principios e normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) de acordo com a resolucao normativa n? 37 de 15.02.2018. A eutanasia
dos animais foi realizada com uma dose letal de anestésicos combinados de
Quetamina (240 mg/kg) e Xilazina 30 mg/kg (Guazelli et al., 2013). Ademais, o
presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba, sob o protocolo no 008/2020 (anexo 1).

4.2 Delineamento experimental
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Para cada experimento de avaliagdo anti-inflamatéria e

constituidos os seguintes grupos de acordo com a figura 9:

Figura 9: Grupos experimentais.
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Legenda: Esquematizagdo com os grupos experimentais utilizados nos ensaios.

Fonte: Autoria prépria.

O primeiro grupo é o salina, que pertence aos animais que foram induzidos o
edema apenas com solugéo fisiolégica a 0,9%. O grupo € seguinte o controle positivo
ou controle da inducao da inflamacgéao. Previamente, os animais foram tratados com
solucdo de dimetilsulfoxido a 4% (DMSO 4% v/v) via intraperitoneal (i.p).
Posteriormente, em cada experimento foi induzido a inflamacgao pela administracdo de
algum agente flogistico especifico (carragenina, histamina, serotonina ou acido
acético). O grupo subsequente pertence ao farmaco a ser testado LASSBio-753, que
sa0 animais que receberam o composto semissintético em analise nas doses de 0,1;
1 e 10mg/kg e posteriormente foi induzido a inflamagdo com o agente inflamatério.
Por fim o grupo farmaco padrédo, onde os animais foram previamente tratados
farmacos anti-inflamatério ou analgésico de referéncia no mercado, sendo a
indometacina e morfina respetivamente.

4.3 Ensaios experimentais utilizados para a avaliacdo do potencial anti-
inflamatério e analgésico

4.3.1 Edema de pata induzido por carragenina

Antes da inducdo do edema, os animais foram pré-tratados com DMSO a 4%
i.p, ou com LASSBio-753 ou indometacina 10mg/kg (Figura 10). Apés 30 minutos, o
edema foi induzido pela injecao intraplantar (i.pl.) de 50uL de uma suspensao de
carragenina (500ug/pata) em solucao salina estéril 0,9% na pata direita traseira dos
camundongos. Os grupos controle negativo receberam apenas 50uL de solucdo salina
na pata. O volume da pata foi mensurado por meio de pletismometria (Panlab
LE75000), sendo as leituras realizadas antes do experimento (volume basal, Vo) e em
1, 2, 3 e 4 horas ap0s a inducdo com carragenina (Vt) usando pletismémetro (Winter
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et al., 1962). O efeito do pré-tratamento foi calculado como porcentagem de inibigdo
do edema relativa ao volume da pata do grupo controle positivo (CP) e grupo de
tratamento (GT) (Lanhers et al., 1991), usando a seguinte formula:

(Vt — Vo) CP - (Vt — Vo) GT
100(Vt — Vo) CP

% Inibicao do edema =

Figura 10: Esquematiza¢do do ensaio edema de pata induzido por carragenina.
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Legenda: Inicialmente, foi realidado a leitura basal da pata dos camundongos. Posteriormente, os
animais foram pré-tratados com DMSO 4% (i.p) ou doses do LASSBio (LB 0,1; 1 e 10mg/kg) (v.0) ou
indometacina 10mg/kg (v.0). Apos trinta minutos, induzil-se o0 edema de pata utilizando carragenina
(CG) como agente inflamatério, e a leitura foi realizada de hora em hora até a quarta hora.

Fonte: Autoria propria.
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4.3.2 Edema de pata induzida por mediadores

Foi utilizada a melhor dose observada no experimento de edema de pata
induzido por carragenina do composto LASSBio-753 para a realizacdo do edema de
pata induzido pelos mediadores vasoativos histamina e serotonina (Figura 11). Os
animais inicialmente foram tratados com a melhor dose do LASSBio-753.
Posteriormente, 30 minutos apods o tratamento foi administrado 50ul de serotonina (5-
HT; 100 pg/pata) ou histamina (HIST; 100 pg/pata) na pata traseira direita dos animais.
Os grupos controles positivos receberam apenas os mediadores vasoativos na pata,
e grupo negativo recebeu 50ul de solucao salina (0,9%). Foi aferido o volume do
tempo zero, antes da inducao/tratamento dos grupos. Apos a aplicagao do mediador

na pata foi aferido o volume da pata dos animais nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min.
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Figura 11: Esquematizacao do ensaio edema de pata induzido mediadores vasoativos.
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Legenda: Inicialmente, foi realizada a leitura basal da pata dos camundongos. Posteriormente, os
animais foram pré-tratados com DMSO (i.p.) ou melhor dose do LASSBio (v.0.) . Apés trinta minutos,
induziu-se o edema de pata utilizando os mediadores vasoativos histamina (Hist) ou serotonina (5-HT)
como agente inflamatoério, e a leitura da pata foi feita de hora em hora até a quarta hora.

Fonte: Autoria propria.
4.3.3 Dosagem de TNF-a do lavado peritoneal induzido por carragenina

Para a quantificacdo de TNF-a (Figura 12) presente no lavado peritoneal dos
camundongos foram previamente tratados com DMSO (i.p) ou via oral com
indometacina 10mg/kg ou com a melhor dose do LASSBio-753. Em seguida, depois
de trinta minutos da fase de pré-tratamento, os animais receberam carragenina via i.p
(250p1 /500 pg/cavidade) ou solucao salina. Posteriormente foi realizada a eutanasia
quatro horas apo6s a aplicacdo do agente inflamdgeno e a cavidade peritoneal foi
lavada com 1,5ml de solug¢do salina tamponada conforme a metodologia modificada
de Chaves et al.,, (2013). Em sequéncia foi realizado o imunoensaio de ELISA
sanduiche com anticorpos biotinados para quantificar precisamente a concentragcao
de TNF-a, conforme as instru¢cées do kit comercial DuoSet-DY501, R&D Systems,
Inc., Abingdon, UK.

39



Figura 12: Esquematizacédo do ensaio peritonite induzida por carragenina.
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Legenda: Inicialmente os animais foram pré-tratados com DMSO (i.p.) ou melhor dose do LASSBio
(LB) (v.0.) . Ap6s trinta minutos, induziu-se a peritonite utilizando o agente inflamatério carragenina
(CG) (i.p). Apos quatro horas os animais foram eutanasiados e feito o lavado peritoneal com solugéo
salina tamponada. Posteriomente, foi feito a quantificacdo da concentracdo de TNF-a ultilizando o
imunoensaio ELISA sanduiche.

Fonte: Autoria prépria.

A amostra de exsudato peritoneal foi homogeneizada com solugdo tampao
inibidora de proteases para cada 100 mL de liquido Posteriormente, a amostra foi
homogeneizada e centrifugada a 3000 RPM por dez minutos a 4°C. Em seguida o
sobrenadante foi coletado e incubado com 2 pg/ml de anticorpo de captura diluido em
tampdao bicarbonato (pH 8,2) sendo 100 pl em cada pogo durante a noite a 4 °C.

Posteriormente os pocgos foram lavados com PBS-0,1%+ Tween 20. A reacao foi

bloqueada com 1% de albumina bovina, 100 pl por poco, por 2 h a temperatura
ambiente. Os pocos foram entdo lavados e a curva padrao foi tragada para a citocina
TNF-a diluida em tampao de lavagem. A placa foi lavada novamente e incubada com
anticorpo biotinilado diluido (1:1000 diluido em tampao lavagem) por 1 hora
novamente a temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente e entdo incubada
com avidina peroxidase (1:5000, Sigma Aldrich-A7419), 100 ul por poco, por quinze
minutos em temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada e incubada com
Dicloridrato de O-Fenilenodiamina (OPD), 100 pl por poco, a 24 + 2 °C, por um periodo
de 5 minutos. A reacao foi interrompida com o aparecimento da cor com a adi¢ao de
150 pl de H2SO4 1 M em cada poco e a absorbancia foi mensurada no espectro de
450 nm e os niveis da citocina foram medidos usando o método descrito por Dias et
al., 2014. Os resultados entdao foram expressos como média + EPM da concentracao

de TNF-a em picogramas por mililitro de liquido peritoneal (pg/ml).
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4.3.4 Teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético

Para a inducao de hipernocicepc¢éao periférica através da peritonite induzida por
acido aceético (Figura 13) os animais foram tratados com DMSO 4% (i.p) ou subcutanea
com morfina 5mg/kg ou via oral com LASSBio-753 na melhor dose. Apos 30 minutos,
foi injetado via intraperitoneal, em cada animal 250 pL de solug¢do de acido acético
0,6% ou com solucdo salina (controle negativo) e posteriormente os animais foram
colocados individualmente em funis de vidro, com um espelho ao fundo (80°) para
permitir a visualizagdo completa do seu comportamento. Apos 10 minutos da inducao
com acido acético, as contor¢cdes abdominais foram contabilizadas durante os 20
minutos subsequentes, no qual foram consideradas como contragbes da parede
abdominal seguidas de extensao de pelo menos uma das patas posteriores como
descrito por Koster et al., 1957 e SOUSA et al, 2024. Os resultados foram expressos
de acordo com as Médias + Erro Padrao da Média (EPM) do numero de contor¢des
abdominais acumuladas durante 20 minutos da avaliacdo experimental.

Figura 13: Esquematizagao do ensaio contor¢do induzida por acido acético.
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Legenda: Inicialmente os animais foram pré-tratados com DMSO (i.p.) ou melhor dose do LASSBio
(LB) (v.0.) ou por morfina subcutédnea (Mor 5mg/kg). Apds trinta minutos, induziu-se a contorgao

abdominal utilizando o agente inflamatdério acido acético (i.p). Apos dez minutos foram contabilizados
o numero de contorgdes do abdémem pelos proximos vinte minutos.

Fonte: Autoria prépria.

4.4 Andlise estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias + EPM de certo numero
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de eventos (n) em cada grupo. Para os dados paramétricos a diferenca estatistica
entre os grupos foi determinada através de analise de variancia (ANOVA) com pos-

teste Newman-Keuls. Uma diferenca de p<0,05 foi considerada estatisticamente

significativa.
5. RESULTADOS
5.1 Atividade do LASSBio0-753 no edema de pata induzido por carragenina

De acordo com a tabela 1 € notavel o aumento de forma significativo do volume
da pata apos a aplicacdo intraplantar de carragenina nos intervalos de tempo
determinados (3h= 0,078 + 0,003ml; 4h= 0,081+ 0,004ml) em comparagédo ao grupo
salina (3h=0,008 £ 0,002ml; 0,004 +0,001ml), comprovando a eficiéncia do agente
inflamatorio. Ademais, o outro ponto a ser observado € em relagao a dose de 10 mg/kg
do LASSBi0-753 (3h= 0,028 + 0,002; 4h=0,023 +0,002) que se mostrou a mais eficaz
dentre as demais (LASSBIO 0,1 mg/kg 3h=0,067 £ 0,002ml, 4h= 0,065 £0,004ml e
LASSBIO 1,0 mg/kg 3h=0,058 £ 0,003; 4h=0,056 +0,003ml) em compara¢ao ao grupo
carragenina. Outro ponto a ser observado é que o LASSBIio-733 apresentou reducao
significativamente maior em relacdo ao farmaco de referéncia, indometacina
(3h=0,045 £0,011ml; 4h= 0,038 £ 0,002ml), assim demonstrando o potencial anti-
inflamatoério do composto semissintético no edema de pata induzido por carragenina.
Dessa forma, a dose de 10 mg/kg por apresentar um melhor efeito na reducéo da

inflamacgao aguda, foi escolhida para os demais em ensaios de inflamacao.

Tabela 1: Atividade Anti-inflamatéria do LASSBio-753 sobre o edema de carragenina.

Volume da pata em ml
Tratamento o .
(tempo ap6s a administracdo de carragenina)
mg/kg
1h 2h 3h 4h
Sal 0,018 +£0,002 | 0,011 0,003 | 0,008 +£0,002 | 0,004 + 0,001
Carragenina
0,056 + 0,004% | 0,074 + 0,006 | 0,078 + 0,003* | 0,081 + 0,004

+ DMSO 4%
LASSBio-753 | 0,054 +0,005 | 0,067 £0,004 | 0,067 +0,002 | 0,065 + 0,004

0,1 mg/kg (3,5%) (9,4%) (14,1%)* (19,7%)*
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LASSBio-753 | 0,045+ 0,002 | 0,052+ 0,008 | 0,058 + 0,003 | 0,056 % 0,003
1,0 mg/kg (19,6%) (29,7%)* (25,6%)* (30,8%)*
LASSBio-753 | 0,034 0,002 | 0,032+0,003 | 0,028 + 0,002 | 0,023 % 0,002
10 mg/kg (39,2%)* (56,7%)* (64,1%)* (71,6%)*
Indometacina | 0,033 0,001 | 0,047 %0,002 | 0,045+0,011 | 0,038 % 0,002

10 mg/kg (41%)* (36,4%)* (42,3%)* (53%)*

Legenda: Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de 6 camundongos para cada grupo.
#P<0,05 indica diferenca significativa com o grupo salina e *P <0,05 indica diferenga significativa com o
grupo carragenina (Cg). A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste
de Newman-Keuls.

5.2 Acdo do LASSBIi0-753 sobre o edema de pata induzido por histamina e
serotonina

A figura 14A mostra que a injecao intraplantar de histamina provocou o aumento
significativo ( 0,07+ 0,002 ml) do volume das patas no intervalo de tempo medidos
com o pico inflamatério em trinta minutos apdés a inducdo deste mediador em
comparagao ao grupo salina (0,01+ 0,004 ml), determinando o potencial inflamatorio
do agente vasoativo histamina. Outro ponto a ser observado é que o composto
semissintético (LASSBio-753) na dose de 10 mg/kg mostrou-se eficaz em todos os
intervalos temporais medidos, com uma reducao significativa no pico deste edema
(0,04£ 0,002 ml) e em todas as medicbes em comparagdo ao grupo que receberam
apenas histamina. De modo semelhante, a figura 14B demonstra que a aplicacéao
intraplantar do mediador inflamatério serotonina (5-HT) em camundongos, no qual
observa-se 0 aumento do volume plantar também estatisticamente significativo (0,06
+ 0,003 ml) comparado ao grupo salina (0,007+ 0,002 ml), com a apresentacao do
pico inflamatério nos primeiros trinta minutos. Semelhante ao modelo de histamina, o
LASSBio-753 mostrou-se eficaz em modular a atividade inflamatoria em todas as

medicdes analisadas (0,03+ 0,002 ml) em relagao ao grupo serotonina.
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Figuras 14A e 14B: Atividade Anti-inflamatoria do LASSBio- 753 sobre o edema de pata
induzido por histamina e serotonina.
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Legenda: Atividade anti-inflamatdria do composto sintético LASSBio-753 nos edemas de pata induzidos
por histamina (10A) e serotonina (10B) em camundongos. Os dados estao expressos como média
E.P.M. de seis camundongos para cada grupo. #P<0,05 indica diferenca significativa com o grupo salina
e *P <0,05 indica diferenca significativa com o grupo controle positivo (histamina e serotonina). A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman- Keuls.

5.3 Atividade anti-TNF-a do LASSBio- 753 no lavado peritoneal induzido por
carragenina

Conforme a figura 15, é notavel que os animais com peritonite induzida
por carragenina apresentaram aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) dos
niveis de TNF-a (6905 + 572 pg/ml) quando comparado ao grupo controle negativo
salina (1261 = 155 g/ml). Dessa forma demonstrando o potencial inflamatério do

agente flogistico. Em contrapartida, os animais tratados com o LASSBio-753 na dose
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de 10 mg/kg reduziram de forma significativa ( 4296 + 346 pg/ml) os niveis de TNF-
a.

Figura 15: Atividade anti-TNF-a do LASSBio- 753 no lavado peritoneal induzido por
carragenina.
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carragenina. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis camundongos para cada grupo.
#P<0,05 indica diferenca significativa com o grupo salina e *P <0,05 indica diferenca significativa com o
grupo carragenina (Cg). A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste
de Newman- Keuls.
5.4 Atividade do LASSBio- 753 em teste de contor¢gdo abdominal induzido por
acido acetico

Conforme a figura 16 € evidente no presente ensaio que houve um aumento
estatisticamente significativo (63,17 + 2,548) da quantidade contabilizada de
contor¢gées abdominais observadas no grupo que recebeu somente acido acético e
posteriormente a aplicacao intraperitoneal de DMSO a 4% em comparacao ao que foi
induzido apenas com solucao salina (0,2 £ 0,2). Além disso, outro ponto relevante no
ensaio é que o LASSBio-753 na dose de 10 mg/kg (19,67 £ 1,256) mostrou-se eficaz
em reduzir de forma significativa as contorcbes provocadas por acido acético. No
entanto, o grupo morfina (0,2 £ 0,2) mostrou-se uma maior reducédo quantitativa no

numero de contor¢cdes em relagao ao grupo acido acético.
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Figura 16: Atividade anti-inflamatoria do LASSBio- 753 sobre contorgdo abdominal induzido
por acido aceético.
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Legenda: Atividade antinociceptiva do composto sintético LASSBio-753 no teste contorgdo abdominal
de induzido por acido acético em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de
seis camundongos para cada grupo. #P<0,05 indica diferencga significativa com o grupo salina e *P

<0,05 indica diferenca significativa com o grupo DMSO. A analise estatistica foi realizada por meio do

teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
6. DISCUSSAO

O ponto inicial deste estudo foi avaliar a atividade anti-inflamatéria do composto
LASSBIio-753, para isso foi utilizado o modelo classico de avaliacdo de atividade anti-
inflamatoéria de novos farmacos, que é o edema de pata induzido por carragenina.
Esse ensaio é caracterizado por um edema bifasico, sendo o primeiro o vascular e o
segundo caracterizado por exsudacao celular. Inicialmente, o agente inflamatério
carragenina é reconhecido através dos receptores tipo Toll Like como um padréao
molecular ndo pertencente ao organismo, no qual células inflamatérias, como os
mastocitos liberam substancias vasoativas, como histamina, serotonina e
prostaglandinas (Hijazy et al., 2022; Aguchi et al., 2024). Dessa forma, a fase inicial
da inflamacao induzida por carragenina ocorre nas primeiras duas horas € marcada
pelos eventos vasculares, que apresenta uma pequena variagcao de volume advinda

da exsudacdo dos componentes nao celulares do plasma através do

processo de vasodilatagao e distanciamento entre as células que compde o endotélio
(Sousa et al., 2024; Khan et al., 2024).

Ja a fase tardia é caracterizada pela migracao de células do sistema imune,
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principalmente neutrofilos, para o sitio inflamatorio através da permeabilidade vascular
advinda dos eventos da fase inicial e pelo aumento de citocinas pro6 inflamatdrias,
como IL-6 e TNF-a, as quais atuam como fatores quimiotaticos e induzem a
transcricdo de genes relacionados as moléculas de adeséo endoteliais, como a e-
selectinas e ICAM-1, no qual favorecem o processo de rolamento das células, com
posterior diapedese para o sitio alvo (Carabriso et al., 2023; Khan et al, 2024). Por
conta disso, a partir da terceira hora apos a induc¢ao, ocorre 0 aumento maior do
volume da pata comparando a da primeiras duas horas, promovido pela alta
exsudacao de células inflamatdrias para o sitio alvo da indugéo pelo agente flogistico
(Hijazy et al., 2022; Khan et al, 2024). Consequentemente, pode-se demonstrar entao
que no presente resultado o LASSBio-753 modulou de forma negativa as duas fases
da inflamacdo induzida por carragenina, ou seja, a fase vascular e celular da
inflamacao (Sousa et al, 2024; Khan et al, 2024).

Outro ponto chave no experimento é a respeito do tratamento com
Dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 4% v/v tanto no grupo carragenina
guanto nos outros grupos de controle positivos dos edemas induzidos por mediadores
vasoativos. De acordo com Hoang et al., 2021, tal composto ndo apresenta
propriedades terapéuticas nem toxicas em baixas concentragdes, agindo apenas
como solucdo diluidora e carreadora de farmacos a fim de aumentar a
biodisponibilidade de tais moléculas. Dessa forma, o grupo controle positivo de ambos
os experimentos de edema foram tratados com DMSO a 4%, com a finalidade de
comprovar que a reducao observada foi promovida pelo tratamento com compostos
supracitados e nao pelo agente diluidor DMSO na concentracao de 4% v/v.

Com o conhecimento da melhor dose do LASSBio-753 foram feitos dois novos
testes de edema de pata utilizando os mediadores vasculares da inflamagcdao como
histamina e serotonina. E bem consolidado na literatura as a¢des da histamina e 5-HT
como aminas vasoativas que desempenham papéis fundamentais no processo
inflamatoério através do aumento da permeabilidade vascular. A histamina é
fundamental para a contracdo e separacao das células, pelo qual tal processo é
iniciado a parir da ativacdo de receptores H1 presentes em células endoteliais,
produzindo assim um aumento dos espacos entre as células, facilitando o
extravasamento desubstancias e de leucdcitos para o espaco intersticial. Além de seu

papel na vasculatura, € importante destacar que essa amina tem um efeito ativador
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sobre a fosfolipase A2, enzima responsavel pela formacdo de prostaglandinas. As
acdes de 5-HT se assemelham as da histamina (Saikia et al., 2024). Os resultados
mostram que o LASSBio-753 é capaz de diminuir o edema induzido pela histamina e
serotonina ao longo da formacgao do edema. Dessa forma, os testes in vivo induzidos
pelos mediadores inflamatorios demonstraram que o LASSBIio-753 modula
negativamente a liberagdo de aminas vasoativas durante a inflamagao aguda.

Posteriormente, foi realizada a quantificacdo do TNF-a presente no liquido
peritoneal para avaliar se o efeito anti-inflamatério do LASSBio-753 analisado em
ensaios anteriores de edema de pata é decorrente do mecanismo de acgao
imunomodulador comparavel ao da talidomida. Os resultados do ensaio de peritonite
induzida por carragenina demonstraram que o composto ftalimidico acilidrazénico
LASSBIio-753, na dose de 10 mg/kg, inibiu significativamente os niveis da citocina pro-
inflamatoria TNF-a presentes no liquido peritoneal.

Estudos recentes, como o de (Lecca et al., 2023; Oleinikovas et al., 2024),
demonstraram que a talidomida € considerada uma droga imunomoduladora por ativar
o Sistema Ubiquitina-Proteassoma (SUP) no citoplasma de leucécitos, pelo qual é
responsavel pela degradacgao de proteinas consideradas ndo necessarias ou em altas
concentragdes no citoplasma. Quando ocorre o inicio de um processo inflamatorio,
ocorre a ativacao de vias inflamatérias, que promovem a transcri¢cao de citocinas proé-
inflamatoérias, como o TNF-a. A talidomida atua ativando o SUP que atua na
modificagdo ou na degradacao de fatores de transcricdo de TNF-a. Dessa forma, a
talidomida modula o processo inflamatério através da inibicdo de uma das principais
citocinas responsaveis por intensificar a inflamacao. (Gao et al., 2020; Yamanaka et
al., 2021; Lecca et al., 2023; Oleinikovas et al., 2024).

O derivado semissintético LASSBio-753 apresenta em sua estrutura quimica o
grupamento isoindol-1,3-diona da talidomida conjugado a um radical N-acilhidrazona.
Essa nova combinacdo molecular resulta na eliminacdo da isomeria 6ptica presente
na talidomida, a qual é responsavel por seus efeitos teratogénicos e tdxicos
(Nascimento et al., 2019; Oleinikovas et al., 2024). Dessa forma, o possivel
mecanismo de acao anti-inflamatoério do LASSBio-753 é através da modulacao da
degradacao dos fatores de transcricao dos genes de TNF-a pelo sistema ubiquitina-

proteassoma no citoplasma de leucdcitos presentes no sitio da lesao.

Por fim, foi realizado o teste de contor¢cao por acido acético para avaliar o
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possivel efeito analgésico do LASSBio-753 em reduzir a hipernocicep¢ao periférica.
Assim foi realizado um modelo de avaliagdo de dor visceral, a qual utiliza-se o irritante
quimico para provocar inflamacéo nos tecidos através da leséo e liberagcdo de DAMPs
no tecido acometido. A irritagdo leva a liberagado de varios mediadores inflamatérios,
como histamina, prostaglandina e substancia P, no qual promovem a permeabilidade
vascular e a hipersensibilizagcdo de nociceptores (Henneh et al., 2021). O fenébmeno
observado em tal avaliacdo experimental esta diretamente relacionado
fisiologicamente com a resposta dos estimulos sensoriais captados, pelo qual séo
transmitidos pelos neurbnios aferentes até a medula espinhal, onde o sinal é
rapidamente decodificado e é transmitido sinais de contracdo da musculatura
abdominal através de neurdnios motores eferentes (Takahashi et al., 2021). Dessa
forma, é possivel correlacionar o numero de contorgbes com o nivel de nocicepgao
observado no experimento.

Semelhante ao estudo de (Viana et al., 2022), foi utilizado o composto
LASSBio-596 em um ensaio de contor¢cdo abdominal, o composto ftalimidico
LASSBio-753 na concentracdo de 10mg/kg também demonstrou o potencial
antinociceptivo por reduzir cerca de 31,3% o numero quantitativo de contor¢gdes em
comparado ao grupo acido acético. Dessa forma, € perceptivel que o LASSBio-753
apresenta efeito antinociceptivo através da reducdo de mediadores quimicos
associados a hipersensibilizagao dos nociceptores.

7. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o LASSBIio-753, na dose 10 mg/kg, apresentou
atividade anti-inflamatéria, através da reducdo dos edemas de pata induzidos por
carragenina e histamina e serotonina podendo esta diretamente relacionada com a
acao imunomoduladora do LASSBio-753 sobre a citocina pré-inflamatoria TNF-a
observado no ensaio de lavado peritoneal. Dessa forma, reduzindo os mediadores
responsaveis pelos fendmenos vasoativos e exsudativos da inflamacao. Assim, o
composto semissintético demonstra efeitos promissores deste composto na
atenuacao da inflamagao aguda. Ademais, ao mesmo tempo tal molécula mostrou-se
ter potencial antinociceptivo pela reducdo do numero de contor¢cdes abdominais,
estando relacionado com a reducdo de mediadores quimicos responsaveis
pela hipersensibilizagdo dos nociceptores no sitio inflamatério. Portanto, o LASSBio-

753 é um semissintético promissor para o tratamento de diversas condicdes
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inflamatdrias e hiperalgésicas. Contudo, sdo necessarios mais estudos para analisar

o real potencial do composto ftalimidico LASSBio-753 na industria farmacéutica.
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ANEXO | - Carta de aprovacdo no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO DELTA DO PARNAIBA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Av. S3o Sebhastido, 2819, Parnaiba, Piaul, Brasil; CEP: 64202-020
Telefone (86) 3323-5251, E-mail; ceua uidpar@gmall com

Site: http //ufpi br/ceva-comissao-de-etica-no-uso-de-onimais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVAUACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTICA E
ANTIINFLAMATORIA DO COMPOSTO FTALIMIDICO ACILIDRAZONICO LASSBIO-753",
registrada sob protocolo N? 008/20, de a responsabilidade do Prof. Dr. André Luiz dos Reis
Barbosa do Curso de Fisioterapia da Universidade Federal do Delta do Parnaiba/UFDPar, que
envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica e/ou Ensino, encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreton® 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (CEUA/UFDPar), em Reunido na
presente data 11/09/2020.

Finalidade | ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Thgénda da Ai)toriza;io 6u;Jb;;J/ 20203 Novembro/ 2024
Espécie/Linhagem/raca: | Camundongo heterogénico Swiss
N¢® de Animais: 282
Peso/ ldade: | 20-30g, 45-60 dias
Sexo:  Fémea
Origem: | Biotério Geral da Universidade Federal do Piaui — UFPI

Centro de Ciéncias Agrarias — CCA - Teresina-Pl

Parnaiba, 18 de setembro de 2020.

Kﬁ""’\M de Qi'yr«?z,

Pr/of. Dr. Jefferson Soares de Oliveira
Coordenador da CEUA/UFDPar
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