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Introducao

A inflamagdo ¢ uma resposta fisioldgica complexa e essencial do sistema imunoldgico
a agentes agressores, como patogenos, danos teciduais ou irritantes quimicos (Etienne, 2021).
Embora seja um mecanismo de defesa crucial, a resposta inflamatoria desregulada ou cronica
esta associada a uma variedade de patologias, incluindo artrite reumatoide, doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas (Cavalier, 2023). O tratamento convencional
frequentemente envolve o uso de anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINEs) e corticosteroides,
que, apesar de sua eficicia, podem acarretar efeitos adversos significativos, como complicagdes

gastrointestinais e renais (Silva, 2019).

Essa limitagdo impulsiona a busca continua por novos agentes anti-inflamatorios com
perfis de seguranca mais favordveis. Neste contexto, os lipidios bioativos, particularmente os
derivados de acidos graxos, emergem como uma classe promissora de moléculas. Acidos
graxos e seus derivados, como ésteres e amidas, sdo conhecidos por modular diversas vias de
sinalizagdo inflamatoria (Jorge, 2009). As amidas de acidos graxos, em especifico, vém
ganhando atencao devido ao seu papel endogeno na resolucao da inflamagao, como observado

com as endocanabinoides e as N-aciletanolaminas (De Sa, 2023).

A funcionalizag¢do dessas moléculas com grupos hidroxila, como na N-(2-hidroxietil)
substitui¢do, pode potencialmente melhorar sua solubilidade e interagdo com alvos biologicos,
modulando a resposta inflamatoria de maneira mais eficaz. Diante desse potencial, torna-se

essencial avaliar essas novas moléculas em modelos experimentais adequados. Nesse sentido,
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o peixe-zebra (Danio rerio) destaca-se como um rganiSmo de grande”rele‘véncia ra estudos
farmacolodgicos e toxicoldgicos. Além de ser um modelo animal eticamente mais aceitavel,
apresenta caracteristicas que favorecem sua aplicagdo cientifica, como transparéncia
embriondria, alta fecundidade, aproximadamente 70% de homologia genética com humanos e
uma resposta inflamatoria bem caracterizada (Simonetti, 2014). Ademais, a possibilidade de
induzir inflamacdo de forma controlada, por exemplo com carragenina, consolida o D. rerio
como um sistema robusto e eficiente para a triagem pré-clinica de novos compostos bioativos,

como as amidas graxas.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar novas amidas
graxas e avaliar seu potencial anti-inflamatorio in vivo utilizando um modelo de edema 7
induzido por carragenina em D. rerio. Dessa maneira, a hipdtese central ¢ de que essas novas
amidas graxas exibirdo atividade anti-inflamatoria significativa, possivelmente mediada pela
modula¢do de mediadores inflamatérios chave, formando novos candidatos a protdtipos

farmacologicos.

Material e Métodos

Sintese do intermediario éster

Inicialmente foi realizada a sintese de um intermedidrio éster para aumentar a
eletrofilicidade do carbono carbonilico ¢ tornar a reagao de amidagao mais viavel. A reagao de
esterificagao foi conduzida com a seguinte composi¢ao: 5 g de 4cido palmitico, 23 ml de etanol
P.A., com uma razdo molar de 1:20 e 1 g de Oxone (20%) como catalisador, sob temperatura
de 50°C e durante um periodo médio de 48 horas. Para isso, foi utilizado um baldo de fundo
chato de 50 ml, no qual foram adicionados os reagentes mencionados € o conjunto foi
direcionado para uma chapa de aquecimento. Apods o tempo estipulado de 48 horas, a mistura
reacional foi filtrada e transferida para um rotaevaporador, a fim de eliminar o solvente e
posteriormente, submetida a estufa para garantir a evaporagdo total do solvente residual, o
mesmo procedimento foi repetido para os acidos palmitico, latirico e estearico.
Sintese das amidas graxas
Foi realizada a sintese de amidas graxas dos derivados de éster palmitico laurico e estearico.

Na sequéncia, foi realizada a reacdo de amidagdo conforme a metodologia Lima et al. 2017
2
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com adaptagdes. Para este processo, 1 ml de hexano foi utilizado como so vente, juntaente
com 0,192 g de acido fenilboronico como catalisador, 3 g do éster gerado anteriormente e 1,93
g de etanolamina, razdo molar de 1:3. Todos os reagentes foram pesados com precisao e
colocados em um balao de fundo redondo de 50 ml. A mistura foi entao submetida a um agitador
magnético a uma temperatura de 65°C durante 48 horas. Apds o término do periodo de reagdo,
o composto resultante foi posto em estufa para evaporagao do solvente.
Purificacdo das amidas graxas

A formagao de possiveis produtos foi monitorada por cromatografia em camada delgada
(CCD). O produto bruto obtido foi submetido a um processo de purificacdo utilizando
cromatografia em coluna utilizando silica em gel com granulometria mesh 60 como fase
estacionaria e como eluente os solventes hexano e acetato de etila na propor¢cao 9:1. A
purificacdo foi monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD) para avaliar o
progresso e a eficiéncia do processo de purificacdo, garantindo a separacdo dos compostos
desejados.
Caracterizacao dos produtos obtidos

As analises espectroscopicas foram realizadas em parceria com o instituto de quimica
de sdo carlos-IQSC. Apds a purificagdo, o composto foi analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) para confirmar sua identidade e verificar a
pureza do material obtido. As andlises de GC-MS foram realizadas usando um cromatégrafo a
gas Shimadzu GC2010plus acoplado a um espectrometro de massas Shimadzu MS2010plus,
operando com ionizagao por impacto de elétrons a 70 eV. O GC-MS foi equipado com uma
coluna de cromatografia tipo DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, J&W Scientific). Esse método
analitico permitiu a caracterizacdo detalhada do produto final, assegurando a qualidade e a
conformidade com os objetivos da pesquisa.
Inducio da inflamacido em Dario rerio

ApoOs a pesagem inicial dos animais (utilizada para calcular o volume a ser administrado
de acordo com o peso e analise do edema), cada grupo recebeu o tratamento correspondente via
oral. Decorrido o intervalo de 1h, foi realizado a indu¢do de edema abdominal com carragenina,
de acordo com metodologia descrita por Borges et al. (2018) e Carvalho et al. (2018). Os

animais foram anestesiados individualmente em agua (8-10°C), e a carragenina (300ug),
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solubilizada em PBS, foi injetada intraperitonealente num volume de 20 LtL. A pegem final
foi realizada 5h apos a inje¢do de carragenina (i.p.) (Borges et al.,2018).

Resultados e Discussao

Reaciao esterificacio
Cromatograma do intermediario éster obtido pela reacdo de esterificacdo do acido palmitico

obtido por CG-MS:
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O pico de maior relevancia correspondente ao Hexadecanoic acid, ethyl ester, MM: 284,
C18H3602, com tempo de reten¢ao de 20 minutos, e com Similaridade: 95% com a biblioteca
NIST107.LIB. Essa alta similaridade confirma de forma robusta a identidade do éster
sintetizado. A formagao deste composto € consistente com a reacao entre o acido palmitico e o
etanol, catalisada por condi¢des acidas, um método classico e eficiente para a sintese de ésteres.
A clareza e intensidade do pico sugerem uma boa conversdo da reacdo e um produto com alta
pureza.

Reacido de amidacao
Abaixo temos o cromatograma da analise por CG-MS da reacdo de amidag¢ao utilizando

a etanonalmina:
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A confirmagdo da presenga de uma amida na analise pode ser observada no segndo
pico identificado, correspondente ao composto dodecanamida, N-(2-hidroxietil)- com massa
molecular de 243 (C14H29NO2) e similaridade de 93% na biblioteca WILEY8.LIB. Esse pico
aparece com um tempo de retencdo de aproximadamente 21,98 segundos na andlise de
etanolamina. A alta similaridade indica uma identifica¢do confiavel da amida na amostra. A
confirmagdo da presen¢a de outro tipo de amida também pode ser observada no terceiro pico
Octadecanamida, N-(2-hidroxietil) identificado, correspondente ao composto com massa
molecular de 327 (C20H41NO?2) e similaridade de 85% na biblioteca NIST05s.LIB. Esse pico
aparece com um tempo de retencao de aproximadamente de 27,5 minutos. A formagdo de duas
amidas distintas sugere que o precursor de acido graxo utilizado possuia uma composi¢ao mista,
contendo cadeias de carbono de diferentes comprimentos (C12 e C18). A presenca do grupo N-
(2-hidroxietil) em ambas as amidas ¢ crucial, pois introduz uma hidrofilicidade na molécula,
alterando significativamente suas propriedades fisico-quimicas comparado as amidas simples.
Em suma, as analises por CG-MS validaram ndo apenas a ocorréncia das reagdes quimicas
propostas, mas também a identidade e alta pureza dos produtos sintetizados. A formacao do
éster etilico e das amidas N-(2-hidroxietil) sublinha a seletividade dos métodos utilizados. Estes
compostos, particularmente as amidas hidroxiladas, possuem grande relevancia industrial e
farmacéutica, servindo como intermediarios sintéticos valiosos ou ingredientes ativos em

diversas formulagoes.

INFLAMACAO (ZEBRAFISH)

Os ensaios para investigacdo da atividade anti-inflamatdria foram realizados para as
amidas graxas denominadas: HE-6, ANESP-5. Os trés ensaios realizados avaliaram o potencial
anti-inflamatorio de diferentes tratamentos em um modelo de edema induzido por carragenina
em animais. Em todos os ensaios, a administragao de carragenina (400 pg; 20 uL; i.p.) foi
utilizada para induzir inflamagao, e o edema resultante foi quantificado pelo peso do exsudato

no periodo de 0 a 5 horas.
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Figura 1. Grafico de tratamento de anti-inflamatorio de amida sintética (ANSP - 5).
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No Ensaio 1, os grupos tratados com HE-6 (125 e 250 mg/kg) e ANESP-5 (125 e 250
mg/kg) foram comparados com controles positivos (Indometacina 10 mg/kg), negativos
(solucdo salina) e veiculo (diluentes). Os resultados sugerem que tanto HE-6 quanto ANESP-5
nas doses testadas apresentaram atividade anti-inflamatoria, com redu¢do do edema em
comparag¢do ao grupo salina.

A dose de 250 mg/kg de ANESP-5 mostrou efeito mais pronunciado, aproximando-se
da eficacia da indometacina. No Ensaio 2, foram testadas doses crescentes de ANESP-5 (125,
250 e 500 mg/kg). Observou-se uma resposta dose-dependente, com a dose de 500 mg/kg
apresentando a maior redu¢do no edema, superando inclusive o efeito da indometacina em
alguns parametros. Isso indica que ANESP-5 possui potente atividade anti-inflamatéria em
doses mais elevadas. No Ensaio 3, os resultados corroboraram os achados anteriores, com
ANESP-5 nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg demonstrando eficacia significativa na redugao
do edema induzido por carragenina. A dose de 500 mg/kg novamente se destacou, sugerindo

um potencial terapéutico relevante.

Figura 2.
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A carragenina ¢ um agente pro-inﬂaatc')rior amplamente utilizado e odelos
experimentais de inflamag¢do aguda, e sua inibicdo por compostos anti-inflamatorios ¢ bem
estabelecida. Os resultados aqui obtidos estdo em consondncia com estudos que demonstram a
eficacia de extratos vegetais e derivados no controle da resposta inflamatoria. A atividade anti-
inflamatoéria observada para a amida ANESP-5 pode estar relacionada a modulagdo de vias de
sinalizacdo pro-inflamatorias, como a inibi¢do de COX 2 ou a supressdo de citocinas
inflamatérias, mecanismos comuns a muitos anti inflamatérios nao esteroidais (AINEs).

Estudos futuros podem investigar os mecanismos moleculares especificos envolvidos.
Conclusoes

O presente estudo demonstrou de forma consistente a viabilidade da sintese e
caracterizacdo de novas amidas graxas derivadas de acidos graxos, com a confirmagao
estrutural por andlises de CG-MS. A formacdo do éster etilico e das amidas N-(2-hidroxietil)
evidenciou ndo apenas a eficiéncia dos métodos empregados, mas também a introdu¢do de uma
modificagao estrutural relevante, capaz de alterar significativamente as propriedades fisico-
quimicas dos compostos, conferindo maior versatilidade quanto a potenciais aplicagdes
biologicas e industriais.

Os dados obtidos reforgam que ANESP-5 constitui um candidato promissor para o
desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatérios, ampliando as perspectivas para
derivados lipidicos funcionais como alternativas terapéuticas inovadoras. Entretanto, para
consolidar seu potencial farmacologico, sdo necessarios estudos complementares, incluindo a
elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na modulagdo da resposta inflamatoria,
além da avaliacdo detalhada de seu perfil toxicoldgico, farmacocinético e de seguranga em
diferentes modelos experimentais. Assim, este trabalho ndo apenas confirma a aplicabilidade
da rota sintética utilizada, mas também abre caminho para futuras investigagcdes que poderdao
posicionar amidas graxas hidroxiladas, como a ANESP-5, na vanguarda do desenvolvimento

de novos agentes anti-inflamatorios de origem lipidica.
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