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RESUMO

A pandemia de COVID-19 reforgcou a necessidade de identificar terapias antivirais
seguras e eficazes. Este estudo investigou o perfil toxicolégico e a resposta ao
estresse oxidativo das substancias antivirais experimentais LMed-136, molécula do
grupo das benzoilguanidinas identificada como um potencial inibidor de protease
principal (Mpro), e RTB-182, molécula derivada de cumarina e candidata a inibidor da
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), administradas nas concentragdes de
0,66 mg/mL e 0,545 mg/mL, respectivamente. O delineamento experimental
compreendeu oito grupos (n = 8 por grupo), expostos as substancias durante sete dias
consecutivos. Apos o periodo de tratamento, foram coletados figado, rins, bago e
jejuno para analises histopatologicas, com determinagao de escores de lesao tecidual,
marcadores de dano oxidativo por lipoperoxidacdo (TBARS/MDA) e parametros do
potencial antioxidante, avaliados por meio da atividade da glutationa S-transferase
(GST) e da capacidade antioxidante total (FRAP). Observou-se dimorfismo sexual
acentuado nas respostas toxicolégicas: o0s machos apresentaram maior
suscetibilidade a lesbes hepaticas e renal, com incremento significativo nos
marcadores de estresse oxidativo, enquanto fémeas exibiram resposta antioxidante
mais robusta, associada a maior protecdo tecidual. O padrao dimoérfico foi
especialmente evidente no figado, possivelmente relacionado a diferengas hormonais
e metabdlicas. Nos demais 6rgdos, as alteragdes foram heterogéneas e sem
relevancia morfolégica significativa. Entre os compostos avaliados, LMed-136
demonstrou menor hepatotoxicidade em comparacdo ao RTB-182. Conclui-se que a
resposta biologica ao estresse oxidativo e a toxicidade induzida pelos compostos
testados € substancialmente modulada pelo sexo, reforcando a importancia da
estratificacdo por sexo em investigacbes toxicolégicas de moléculas antivirais
experimentais.

Palavras-chave: Dimorfismo sexual; estresse oxidativo; hepatoxicidade; compostos

antivirais; modelos pré-clinicos.
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ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has reinforced the need to identify safe and effective antiviral
therapies. This study investigated the toxicological profile and oxidative stress
response of the experimental antiviral substances LMed-136, a molecule from the
benzoylguanidine group identified as a potential main protease (Mpro) inhibitor, and
RTB-182, a coumarin-derived molecule and candidate RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) inhibitor, administered at concentrations of 0.66 mg/mL and 0.545
mg/mL, respectively. The experimental design comprised eight groups (n = 8 per
group), exposed to the substances for seven consecutive days. After the treatment
period, liver, kidneys, spleen, and jejunum were collected for histopathological
analysis, with determination of tissue lesion scores, markers of oxidative damage by
lipoperoxidation (TBARS/MDA), and antioxidant potential parameters, evaluated by
glutathione S-transferase (GST) activity and total antioxidant capacity (FRAP). Marked
sexual dimorphism was observed in the toxicological responses: males showed
greater susceptibility to liver and kidney damage, with a significant increase in oxidative
stress markers, while females exhibited a more robust antioxidant response,
associated with greater tissue protection. The dimorphic pattern was especially evident
in the liver, possibly related to hormonal and metabolic differences. In the other organs,
the changes were heterogeneous and without significant morphological relevance.
Among the compounds evaluated, LMed-136 showed lower hepatotoxicity compared
to RTB-182. It is concluded that the biological response to oxidative stress and toxicity
induced by the tested compounds is substantially modulated by sex, reinforcing the
importance of sex stratification in toxicological investigations of experimental antiviral
molecules.

Key-words: Sexual dimorphism; oxidative stress; hepatotoxicity; antiviral compounds;

preclinical models.
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1 INTRODUGAO

A pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, representou um dos
maiores desafios sanitarios globais das ultimas décadas, revelando a complexidade
das doengas virais emergentes e a necessidade continua de desenvolvimento de
antivirais eficazes e seguros. Entre os alvos moleculares mais promissores destaca-
se a protease principal viral (Mpro), essencial para o processamento das poliproteinas
e, portanto, para a replicagao viral, e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),
componente central da maquinaria replicativa do virus. A Mpro possui um sitio
catalitico altamente conservado entre variantes, o que a torna um alvo farmacologico
estratégico para o desenvolvimento de antivirais de amplo espectro. sendo
amplamente explorada como alvo terapéutico. Por outro lado, a RdRp € evidenciada
por estudos que demonstram que antivirais deste grupo, como Remdesivir, atuam
diretamente sobre a interrupgao da sintese do RNA viral, reduzindo a replicacdo do
SARS-CoV-2 (Li et al., 2023; Mengist et al., 2021; Gordon et al., 2020).

Nesse contexto, um grupo de pesquisadores da Universidade Estadual de
Londrina conduziu previamente estudos in silico e ensaios celulares que
demonstraram que os compostos experimentais LMed-136, uma molécula do grupo
das benzoilguanidinas identificada como um potencial inibidor de protease principal
(Mpro), e RTB-182, uma molécula derivada de cumarina e candidata a inibidor da RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), apresentam interacédo favoravel com seus
respectivos alvos moleculares, além de exibirem atividade antiviral in vitro contra o
SARS-CoV-2 com baixa citotoxicidade em linhagens celulares (Santiago-Silva et al.,
2022; Gomes et al., 2022). Esses resultados fornecem a base necessaria para
considerar essas moléculas como candidatas promissoras, mas nao permitem inferir
seguranga sistémica, efeitos toxicos em dérgéos-alvo ou possiveis limitagdes
bioldgicas relevantes. A translagdo de achados in vitro para aplicagdes pré-clinicas
exige obrigatoriamente avaliagdo toxicoloégica em modelos animais que permitam
estimar risco, reatividade tecidual e potenciais lesdes histopatoldgicas associadas a
exposicao repetida (Jiang et al., 2023).

Apesar do crescente numero de farmacos descritos em triagens
computacionais e celulares, persiste uma questdo inexplorada evidente: poucos

desses compostos possuem caracterizagao toxicologica in vivo suficiente para apoiar
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futuras etapas de desenvolvimento. A literatura mostra, inclusive, que antivirais
atualmente utilizados no contexto da COVID-19 podem provocar alteragdes hepaticas
e metabdlicas relevantes, reforgcando a necessidade de avaliagbes de seguranga
robustas antes de avancgar para estagios preé-clinicos e clinicos (Casalini et al., 2022).
Assim, a caracterizacao dos efeitos de LMed-136 e RTB-182 sobre figado, rim, bago
e jejuno torna-se um passo essencial para determinar sua viabilidade como
candidatos farmacologicos.

E importante ressaltar que o objetivo deste estudo nZo é investigar eficacia
antiviral in vivo, mas sim delinear o perfil toxicoldgico sistémico dos compostos. Para
isso, empregou-se 0 camundongo Swiss nao transgénico, um modelo amplamente
estabelecido em estudos toxicoldgicos devido a sua variabilidade genética, robustez
e capacidade de revelar lesbes em multiplos tecidos-alvo. Ao contrario de modelos
transgénicos expressando hACE2 ou de espécies suscetiveis a infec¢cao por SARS-
CoV-2, o camundongo Swiss ndo é adequado para avaliar replicagao viral ou resposta
infecciosa, mas é reconhecido como modelo sensivel a deteccdo de efeitos toxicos
sistémicos, sendo apropriado para o objetivo deste trabalho (Rodrigues et al., 2021;
Oliveira et al., 2020)

Outro aspecto fundamental refere-se ao dimorfismo sexual, um determinante
amplamente reconhecido na toxicologia experimental e capaz de modular respostas
fisiologicas e metabdlicas a xenobidticos. Machos e fémeas diferem quanto ao
metabolismo de xenobidticos, composicdo corporal, atividade das isoenzimas do
citocromo P450 e regulagdo hormonal, fatores que podem modificar tanto a
intensidade quanto o tipo de lesdes toxicas observadas (Allegra et al., 2023).
Considerando essas diferencas bioldgicas, a analise separada por sexo ndo apenas
fortalece a validade do estudo como também antecipa elementos criticos para a
interpretacéo dos achados. Assim, incluir o sexo como variavel foi fundamental para
identificar potenciais diferencas nas respostas histopatoldgicas e nos marcadores de
estresse oxidativo.

Dessa forma, este estudo contribui para o avanco do conhecimento sobre a
seguranga pré-clinica de moléculas antivirais candidatas, fornecendo dados
essenciais para decisdes regulatérias e de desenvolvimento farmacoldgico ao avaliar
a toxicidade histopatolégica e os marcadores de estresse oxidativo induzidos pelos
compostos LMed-136 e RTB-182 em 6rgaos-alvo de camundongos Swiss machos e

fémeas submetidos a administragao intranasal.
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2 REVISAO DE LITERATURA/ REFERENCIAL TEORICO

2.1 PANDEMIA: COVID-19 E O SARS-COV-2

Durante o0 més de dezembro de 2019, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) foi notificada acerca de casos de pneumonia de etiologia desconhecida na
cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China. Subsequentemente, essa condigcao
clinica foi caracterizada como COVID-19. Em janeiro de 2020, a OMS declarou a
situagdo como uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional
(ESPIl), conforme os termos do Regulamento Sanitario Internacional (RSI),
objetivando a implementagcdo de respostas coordenadas e estratégias imediatas
destinadas a prevengao da disseminagao global da doenga. Entretanto, em margo de
2020, a COVID-19 foi classificada pela OMS como uma pandemia global,
configurando-se como ameaga significativa a saude publica internacional e resultando
em impactos epidemiologicos, sociais e econdmicos de magnitude consideraveis
(Gusev et al., 2022; Jackson et al., 2022; OPAS, 2020).

Em 5 de maio de 2023, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) declarou o
encerramento da Emergéncia de Saude Publica de Importéncia Internacional relativa
a COVID-19, ressaltando que a medida nao significava a eliminagdao do SARS-CoV-
2, mas a transi¢cao para um modelo de manejo sustentado e de longo prazo da doencga
(WHO, 2023). No Brasil, esse processo havia sido antecipado pela revogacao da
Emergéncia em Saude Publica de Importédncia Nacional (ESPIN), formalizada pela
Portaria GM/MS n° 913, de 22 de abril de 2022 (BRASIL, 2022).

Apesar do término das fases emergenciais, evidéncias epidemiolégicas
recentes demonstram que o SARS-CoV-2 permanece em circulagao global
significativa. Relatério da OMS de maio de 2025 apontou que a taxa de positividade
em sistemas de vigilancia sentinela atingiu 11%, caracterizando uma intensificacao da
atividade viral e a manutencao de um cenario de preocupacgao sanitaria internacional
(WHO, 2025).

Mesmo no periodo pds-emergencial, a transmissao comunitaria do SARS-
CoV-2 persiste em padrdo endémico, caracterizado por oscilacbes sazonais e
episddios pontuais de recrudescimento. No Brasil, boletins da Fiocruz publicados em
setembro de 2025 indicaram que aproximadamente 15,5% dos casos positivos de
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sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) daquele periodo foram decorrentes da
infeccdo por SARS-CoV-2, evidenciando a continuidade da circulagao viral e a
relevancia da vigilancia epidemioldgica integrada (FIOCRUZ, 2025).

A COVID-19 é causada pelo coronavirus da sindrome respiratoria aguda
grave 2 (SARS-CoV-2), um betacoronavirus previamente desconhecido da familia
Coronaviridae. Os coronavirus sao virus de RNA fita simples de sentido positivo,
envelopados, que infectam uma ampla gama de espécies, incluindo animais e
humanos (Hu et al., 2021). Décadas antes, duas espécies de coronavirus zoonéticos
ja haviam sido identificadas como altamente patogénicas: o SARS-CoV e o0 MERS-
CoV, responsaveis por epidemias de sindrome respiratéria aguda grave em
Guangdong, China, em 2002, e no Oriente Médio, em 2012, respectivamente. Até
esses episodios, acreditava-se que os coronavirus infectavam predominantemente
animais, mas, com o surgimento dessas epidemias, as coronaviroses passaram a
representar uma preocupacao significativa para a saude publica global (Hu et al.,
2021; Shereen et al., 2020).

O SARS-CoV-2 compartiiha a organizagdo genbémica com outros
betacoronavirus e apresenta uma elevada capacidade de mutagao, possibilitando a
recombinacao e o surgimento de novas cepas (Jin et al., 2020; Zhu et al., 2020). Sua
estrutura gendmica inclui seis quadros de leitura aberta funcionais (ORFs), além da
codificagdo de proteinas estruturais spike (S), envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsideo (N). Andlises filogenéticas indicam que o SARS-CoV-2 esta
intimamente relacionado com coronavirus encontrados em morcegos e pangolins,
sugerindo que esses animais atuam como reservatorios naturais e possiveis
hospedeiros intermediarios. Esses achados fornecem informagdes cruciais sobre a
origem zoonotica e as vias de transmisséo do virus (Hu et al., 2021).

A replicagdo do SARS-CoV-2 inicia-se nas células epiteliais do trato
respiratorio superior, com subsequente disseminagao para o trato respiratorio inferior
e, eventualmente, para o sistema gastrointestinal (Jin et al., 2020). A infeccédo por
COVID-19 pode apresentar uma ampla gama de manifestagdes clinicas, variando de
quadros assintomaticos a condi¢gdes graves, potencialmente fatais. Durante a fase
aguda da infecgao, os sintomas respiratorios sdo predominantes e, em casos severos,
podem progredir para insuficiéncia respiratoria e ébito. Adicionalmente, a COVID-19
pode provocar comprometimento sistémico, afetando outros érgaos e sistemas além

do respiratério, como o sistema cardiovascular, renal, neurolégico e gastrointestinal,
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evidenciando o carater multissistémico da doenga (Choudhary et al., 2022; Gupta et
al., 2020).

2.2 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS ANTIVIRAIS INTEGRADAS AS ABORDAGENS DE

DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS PARA O SARS-CoV-2

A pandemia de COVID-19 impbs desafios sanitarios sem precedentes e
impulsionou, em escala global, esforgos voltados a busca por terapias antivirais
eficazes. Apesar do incentivo a identificacdo de compostos capazes de interferir nos
mecanismos de replicagdo viral, observou-se relutancia na consolidagcdo de
avaliacbes equilibradas entre beneficios terapéuticos e riscos associados ao
desenvolvimento de novos farmacos — hesitacdo frequentemente relacionada a
adequacado de modelos experimentais e as exigéncias regulatérias das agéncias
sanitarias (Pepe et al., 2021). Nesse cenario de urgéncia, o reposicionamento
farmacolégico emergiu como estratégia rapida e segura, destacando-se inicialmente
pequenas moléculas e agentes bioldgicos (Ferreira; Andricopulo, 2020).

Diversos compostos foram investigados no inicio da pandemia, incluindo a
ribavirina — que apresentou efeito sinérgico com IFN-B na inibicdo da replicagcao do
SARS-CoV em estudos in vitro (Gomes et al., 2022) — e o remdesivir, identificado
como inibidor promissor da RNA polimerase dependente de RNA viral (Ferner;
Aronson, 2020). Em contraste, os inibidores de proteases ritonavir e lopinavir,
previamente empregados no tratamento de SARS-CoV em 2004 e MERS-CoV em
2015, nao demonstraram eficacia contra o SARS-CoV-2 (Ferreira; Andricopulo, 2020).

Atualmente, conforme regulamentagdo da ANVISA (2025), encontram-se
aprovados antivirais como Paxlovid (nirmatrelvir/ritonavir), Remdesivir e Molnupiravir,
além de imunomoduladores como Tocilizumabe e Baricitinibe, indicados sobretudo
para casos moderados a graves. Tais medicamentos atuam de maneira
complementar: enquanto antivirais limitam a replicagdo viral, imunomoduladores
reduzem a resposta inflamatoéria exacerbada associada a COVID-19. Por outro lado,
farmacos como hidroxicloroquina e ivermectina foram descartados por auséncia de
evidéncia cientifica robusta; ja anticorpos monoclonais como
bamlanivimabe/etesevimabe, casirivimabe/imdevimabe, sotrovimabe e bebtelovimabe

tiveram aprovacao revogada pela FDA devido & ineficacia frente & variante Omicron,
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entdo dominante no pais (Merck Sharp & Dohme Corp., 2025).

Paralelamente aos esforgcos de reposicionamento, o desenvolvimento de
novos antivirais foram substancialmente acelerados pelo avango das metodologias
computacionais. Abordagens in silico, especialmente as baseadas em triagem virtual,
tornaram-se fundamentais para a rapida identificacdo de moléculas bioativas em
contextos emergenciais. Essas metodologias permitem estimar similaridades
estruturais, propriedades fisico-quimicas e potenciais efeitos toxicologicos,
contribuindo para agilizar etapas preliminares, reduzir custos e direcionar estudos pré-
clinicos de forma mais eficiente (Jonco, 2022; Maia et al., 2020; Kontoyianni, 2017).

A protease principal do SARS-CoV-2 (Mpro) consolidou-se como alvo
terapéutico prioritario, dada sua relevancia na clivagem de poliproteinas virais e,
consequentemente, na replicagdo do virus (Jin et al., 2020; Baez-Santos et al., 2015).
Nesse contexto, pesquisadores da Universidade Estadual de Londrina identificaram,
por meio de docking molecular e simulagbes de dinamica molecular, quatro
benzoilguanidinas da LaSMMed Chemical Library (LMCL), uma biblioteca interna de
produtos quimicos utilizada como espago quimico para triagem virtual, para identificar
novos inibidores da Mpro, com predicbes favoraveis de absorgao, distribuigcao,
metabolizagcdo e excregcdo (Santiago-Silva et al., 2022). Dentre esses compostos,
destaca-se a LMed-136, selecionada no presente estudo devido ao seu potencial
como inibidor da Mpro. A relevancia farmacoldgica das benzoilguanidinas é ainda
corroborada por evidéncias prévias que demonstram atividade antiviral contra
diferentes virus de RNA (Ghosh et al., 2018; Hishiki et al., 2017).

Outro estudo identificou uma molécula adicional, derivada de cumarina,
denominada RTB-182, com capacidade de inativar o virus in vitro e com baixa
citotoxicidade, atuando principalmente como um inibidor da RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), formando interagbes estaveis capazes de inibir a sintese
do RNA viral e, consequentemente, a replicacdo do virus, semelhante ao Remdesivir
(Gomes et al., 2022).

Além da caracterizagédo estrutural e energética, a previsdo de parametros
farmacocinéticos e toxicolégicos € crucial para o desenvolvimento racional de
farmacos. As analises in silico demonstraram que as substancias avaliadas nao violam
as regras de Lipinski (1997) e atendem aos critérios de permeabilidade de Veber et
al. (2002), sugerindo propriedades compativeis com administragdo oral. Esses

compostos apresentaram potencial para inibir isoformas relevantes do citocromo
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P450, conforme predicbes do ADME-Tox, sistema de analise responsavel pelos
calculos computacionais para estimar as propriedades de absorgao, distribuigao,
metabolismo, excreg¢ao e toxicidade, relacionando a similaridade com farmacos e a
absorcédo oral (Gomes et al., 2022; Santiago-Silva et al., 2022).

Mesmo com avangos substanciais, as predi¢cdes computacionais nao
substituem ensaios in vitro e in vivo, mas atuam de forma complementar,
especialmente relevantes no contexto pandémico que exigiu rapidez e racionalizagéo
de recursos (Jonco, 2022; Mattos, 2022)

2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS NO ESTUDO DA COVID-19

Embora diversos inibidores tenham demonstrado eficacia in vitro contra o
SARS-CoV-2, sua seguranga e desempenho em estudos in vivo ainda nao foram
plenamente estabelecidos, reforcando a necessidade de continuidade dos ensaios
pré-clinicos e clinicos (Jin et al., 2020). Nesse contexto, o uso de modelos animais
permanece fundamental ndo apenas para o desenvolvimento de novas terapias, mas
também para o aprofundamento da compreensado dos mecanismos de patogénese
associados a COVID-19.

Diversas espécies naturalmente suscetiveis ao SARS-CoV-2 tém sido
utilizadas, como hamsters, furdes, primatas ndo humanos e camundongos, sendo
estes ultimos amplamente empregados por sua acessibilidade, disponibilidade e
extensa caracterizagéo bioldgica. Contudo, camundongos de linhagens convencionais
apresentam diferengas estruturais na enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)
que inviabilizam a ligacao da proteina viral spike e, portanto, a replicacao eficiente do
virus. Para superar essa limitagdo, modelos geneticamente modificados foram
desenvolvidos para expressar hACE2, permitindo a realizagcao de estudos de infecgao
e resposta imune (Liu et al., 2024, Clever; Volz, 2023; Jiang et al., 2020).

De fato, a utilizacdo de modelos transgénicos expressando hACE2 é essencial
para reproduzir a infeccdo e investigar desfechos viroldgicos, imunolégicos e de
patogénese (Liu et al., 2024; Liu et al., 2023; Jiang et al., 2020; Israelow et al., 2020;).
Entretanto, esses modelos apresentam maior complexidade operacional, custos
elevados, necessidade de infraestrutura especifica e geralmente manifestam fenétipo
de doenga grave, 0 que nem sempre € necessario para responder perguntas

centradas em seguranca. No presente estudo, o foco recaiu sobre a avaliacdo da
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toxicidade local e sistémica de formulagdes intranasais contendo moléculas com
potencial antiviral, e nado sobre a replicagao viral propriamente dita. Assim,
camundongos Swiss ndo transgénicos configuram um modelo apropriado para
toxicologia regulatéria, permitindo a investigagdo de efeitos agudos e subagudos
sobre mucosa nasal, vias aéreas e 6rgaos sistémicos, em conformidade com diretrizes
para rotas menos usuais de administragao (Emami et al., 2018).

Ainda que a auséncia de susceptibilidade viral limite a extrapolagcao sobre
eficacia antiviral, esse modelo possibilita a avaliacdo de eventos adversos locais,
potenciais efeitos sistémicos e a inclusdo do dimorfismo sexual como variavel
biolégica relevante — aspecto fundamental em estudos toxicolégicos
contemporaneos (Islam et al., 2021). Reconhecem-se, contudo, limitagbes inerentes
ao delineamento, como a falta de dados farmacocinéticos e o risco de baixa absorgao
de compostos hidrofilicos pela via nasal, especialmente quando nao se empregam
estratégias de formulacédo destinadas a aumentar permeacgao e retengcédo na mucosa
(Clementino et al., 2021).

Assim, os resultados devem ser interpretados como etapa preliminar de
seguranga, necessaria antes da transicao para modelos suscetiveis ou para estudos
clinicos, nos quais parametros de eficacia antiviral e distribuicdo sistémica poderao
ser avaliados com maior robustez (Clementino et al., 2021; Islam et al., 2021; Emami
et al., 2018).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E TOXICIDADE EM TERAPIAS ANTIVIRAIS

O estresse oxidativo é causado pelo desequilibrio entre a producado de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante do organismo. E um
dos principais mecanismos de toxicidade de medicamentos. Muitos medicamentos
aumentam a formacédo de ERO, causando danos a biomoléculas importantes, como
DNA, proteinas e lipidios. A produgcdao de ERO pode ocorrer diretamente durante o
metabolismo de certos medicamentos ou interferindo nos sistemas antioxidantes
celulares. Estruturas como mitocondrias e sistemas enzimaticos do citocromo P450
sdo fontes comuns de ERO durante processos metabdlicos e ativagao bioldgica de
compostos toxicos (Deavall et al., 2012).

Esse sistema desempenha um papel importante na patogénese do COVID-

19. A infeccdo viral desencadeia o aumento da producédo de espécies reativas de
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oxigénio, levando a danos oxidativos nas células hospedeiras. O coronavirus induz
diretamente a produgcdo de espécies reativas de ERO ao invadir as células
hospedeiras, resultando em alteracdes nas vias metabdlicas e, consequentemente,
na amplificacdo do dano oxidativo, como a disfungdo mitocondrial e a ativacédo de
enzimas como a NADPH oxidase, o que exacerba o dano celular. Além disso, o
coronavirus esta associado a resposta imune antiviral inata do organismo,
potencializando o ciclo de producao de oxidantes (Gain et al., 2023).

O dimorfismo sexual modula a suscetibilidade ao estresse oxidativo induzido
por antivirais, com hormdnios sexuais influenciando a atividade de enzimas
antioxidantes. Fémeas geralmente exibem maior defesa antioxidante quando
comparada aos machos devido aos efeitos protetores do estrogénio (Kander; Liu,
2017). Essas diferengas sexo-dependentes reforcam a necessidade de considerar o
sexo como variavel bioldégica na avaliagao toxicolégica de antivirais, preparando a
interpretacdo dos achados histopatologicos e bioquimicos observados neste estudo

(Zervopoulou et al., 2024).
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4 HIPOTESE

1) A exposicao intranasal aos compostos LMed-136 e RTB-182 néao
modifica parametros de integridade tecidual ou equilibrio redox no

figado, jejuno, rim e bago de camundongos Swiss machos e fémeas.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil toxicolégico dos compostos LMed-136 e RTB-182
administrados por via intranasal em camundongos Swiss, considerando diferengas

potenciais entre machos e fémeas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar as alteragdes histopatoldgicas em figado, jejuno, rim e bacgo

apds exposi¢cao aos compostos;

2) Quantificar os marcadores de estresse oxidativo (TBARS, MDA, GST,

FRAP) nesses tecidos;

3) Comparar as respostas entre machos e fémeas, destacando possiveis

diferencas sexo-dependentes no padrao de toxicidade;

4) Determinar se a administragao intranasal dos compostos LMed-136 e
RTB-182 gera efeitos toxicos sistémicos mensuraveis por meio de

analise histopatoldgica e indicadores de estresse oxidativo.
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Resumo

O desenvolvimento de antivirais para SARS-CoV-2 ainda requer avaliagdes
toxicologicas que considerem o dimorfismo sexual como modulador critico de
respostas adversas a farmacos. Este estudo investigou o perfil toxicolégico e a
resposta ao estresse oxidativo induzidos pelos compostos antivirais LMed-136,
benzoilguanidinas com potencial inibidor de Mpro, e RTB-182, derivado de cumarina
com potencial inibidor de RdRp, em camundongos Swiss machos e fémeas tratados
por via intranasal durante sete dias. Os animais foram distribuidos em oito grupos (n=8
por grupo), recebendo LMed-136 (0,66 mg/mL) ou RTB-182 (0,545 mg/mL).
Posteriormente os animais foram eutanasiados e fragmentos do figado, rim, bago e
jejuno foram submetidos a analise histopatolégica, marcadores da lipoperoxidagao
(TBARS, MDA) e da capacidade antioxidante (atividade de GST e FRAP). Observou-
se dimorfismo sexual acentuado, com o figado como principal érgéo-alvo. Em machos,
RTB-182 elevou significativamente TBARS hepatico (p<0,05) e promoveu maiores
escores de lesdo, incluindo degeneragado hepatocelular, vacuolizagao citoplasmatica
e focos necréticos. Em contraste, LMed-136 reduziu de forma significativa os escores
de lesdo (p=0,0017), indicando hepatoprotecéo relativa. FEmeas mantiveram escores
hepaticos mais sutis e exibiram resposta antioxidante distinta, com aumento de GST
no grupo RTB-182. Bago e jejuno permaneceram sem alteragdes morfolégicas
relevantes, enquanto o rim apresentou aumento lesional apenas em machos tratados
com RTB-182, sem reflexo nos biomarcadores oxidativos. O composto LMed-136
demonstrou seguranca hepatocelular e renal superior a observada para o RTB-182,
configurando-se como candidato mais viavel para progressao em estudos pré-clinicos.
Os achados reforcam que o sexo € variavel biologica critica na modulacdo da
toxicidade hepatica induzida por antivirais experimentais, alinhando-se as diretrizes
regulatdrias para inclusdo de estratificagdo por sexo em pesquisas translacionais.

Palavras-chave: Toxicidade experimental, homeostase redox; antivirais; seguranga
farmacoldégica; dimorfismo sexual.
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Introducgao

A declaragao da pandemia de COVID-19 pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) em margo de 2020 evidenciou a magnitude global da emergéncia sanitaria
(OPAS, 2020). O Brasil destacou-se como um dos principais epicentros da doencga,
acumulando elevada carga de morbimortalidade. De acordo com dados do Ministério
da Saude, até setembro de 2025 o pais havia registrado mais de 39,3 milhdes de
casos confirmados e ultrapassado 716 mil ébitos atribuidos a COVID-19 (BRASIL,
2025). Esse cenario evidenciou a urgéncia na identificagdo de novas estratégias
terapéuticas.

Uma das principais abordagens adotadas durante o inicio da pandemia foi o
reposicionamento farmacolégico de farmacos ja aprovados, visando acelerar sua
disponibilidade terapéutica. Contudo, os medicamentos inicialmente testados contra o
SARS-CoV-2, como lopinavir/ritonavir e remdesivir, apresentaram limitacdes
substanciais em eficacia clinica, além de desafios relacionados ao suprimento global,
reforcando a necessidade de descobrir novos compostos antivirais escalaveis, com
poténcia adequada e perfil de seguranga robusto (Riva et al., 2020). Ensaios de
triagem identificaram diversas moléculas com atividade antiviral in vitro (Riva et al.,
2020; Pushpakom et al., 2019). Todavia, a translacdo dessas moléculas para o uso
clinico depende de avaliagbes toxicoldgicas profundas, ainda insuficientemente
exploradas em modelos pré-clinicos e clinicos (Zatti et al., 2023; Mullen et al., 2021).

Nesse contexto, o desenvolvimento das moléculas como LMed-136 e RTB182
representa uma iniciativa voltada a obtencdo de candidatos antivirais inovadores.
Analises in silico e ensaios in vitro realizados previamente pelo grupo de
pesquisadores da UEL identificaram esses compostos como potenciais inibidores de
protease principal do SARS-CoV-2 (Mpro) e da RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), respectivamente, exibindo elevada afinidade de ligagao, propriedades fisico-
quimicas favoraveis e baixa citotoxicidade, o que justifica sua progressdo para
estudos toxicoldgicos in vivo (Santiago-Silva et al., 2022; Gomes et al., 2022).
Diferentemente de modelos destinados ao estudo da infeccao viral, este trabalho
emprega um delineamento exclusivamente toxicoldgico, visando caracterizar efeitos
sistémicos decorrentes da exposi¢cao a essas moléculas.

Para tal, os camundongos Swiss foram selecionados como modelo
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experimental devido a sua ampla utilizagdo em toxicologia e farmacologia,
variabilidade genética representativa e responsividade metabdlica, o que favorece a
deteccdo de possiveis efeitos adversos em orgaos metabolicamente ativos
(Choudhary et al., 2022). Além disso, as propriedades estruturais das substancias,
derivadas de modelagem molecular, indicam baixo potencial de formagédo de
metabdlitos reativos, permeabilidade adequada e minima interferéncia em enzimas
criticas, configurando-as como candidatas apropriadas para investigagao pré-clinica
aprofundada (Santiago-Silva et al., 2022; Gomes et al., 2022).

A via intranasal, utilizada neste estudo, apresenta caracteristicas singulares
que reforcam sua relevancia tanto farmacoldégica quanto toxicologica. Essa rota
permite o transporte direto de substancias ao sistema nervoso central (SNC) pelas
vias olfatoria e trigeminal, ultrapassando parcialmente a barreira hematoencefalica e
proporcionando maior biodisponibilidade e inicio de acao acelerado (Keller et al.,
2022). Contudo, tais vantagens também implicam riscos toxicolégicos importantes,
incluindo irritacdo e lesdo da mucosa nasal, epistaxe, inflamacdo e, em casos
extremos, perfuragdo septal. O potencial de interagcdo direta com estruturas neurais
representa, adicionalmente, um risco quando moléculas ou excipientes possuem
propriedades neurotodxicas, justificando analises rigorosas de seguranca associadas
a administracdo intranasal.

Outro aspecto fundamental da toxicologia contemporanea refere-se a inclusao
do sexo como variavel biolégica obrigatéria. Machos e fémeas apresentam diferengas
significativas em metabolismo, resposta inflamatoria, capacidade antioxidante e
susceptibilidade tecidual, resultando em perfis toxicolégicos potencialmente distintos
frente a um mesmo xenobidtico (Kander; Liu, 2017; Clayton, 2016; Austad & Fischer,
2016). Assim, a avaliagdo comparativa entre os sexos torna-se indispensavel para
assegurar a robustez e a generalizagcdo dos achados toxicoldgicos.

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar, de forma
integrada, os efeitos toxicoldgicos e oxidativos induzidos pelos compostos LMed-136
e RTB182 administrados por via intranasal em camundongos Swiss machos e fémeas.
A investigagao concentra-se na caracterizagao de alteragdes histopatoldgicas e no
equilibrio redox em figado, rins, baco e jejuno, contribuindo para a compreensao dos
mecanismos envolvidos e fornecendo subsidios essenciais para o desenvolvimento

seguro e eficaz de novos candidatos antivirais.
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Material e Métodos

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas (n=8 animais por
grupo), com 8 semanas de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Londrina (UEL) e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas durante o periodo experimental. Os animais foram alojados em gaiolas
contendo no maximo sete ou oito individuos do mesmo sexo por caixa, com acesso
ad libitum a racdo (Nuvilab CR-1®, Nuvital®, Curitiba, Parana, Brasil) e agua. O
ambiente foi mantido a 22 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas (luzes acesas das 6:00
as 18:00). Todos os procedimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da UEL (OF. CIRC. CEUA n° 115/2022) seguindo o Cédigo Brasileiro para

Utilizagdo de Animais em Laboratdrio.

Delineamento Experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, de acordo com o sexo, em oito
grupos experimentais (n = 8 por grupo), conforme a Tabela 1. Considerando o
dimorfismo sexual inerente, foram adotados cuidados especificos durante 0 manejo e
analise, incluindo: alojamento separado por sexo para evitar interferéncias hormonais
entre machos e fémeas, e analise estatistica estratificada por sexo para identificacao
respostas diferenciadas a toxicidade, conforme ilustrado na Figura 1. Essas medidas
garantiram a avaliacdo adequada das variagbes sexuais na suscetibilidade aos

compostos testados.
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TABELA 1 - Distribuigcdo dos grupos experimentais, sexo e tratamento aplicado.

Grupos — Machos Tratamento Grupos — Fémeas
Solugao salina (controle
MC- FC-
negativo)
Veiculo (solugao salina +
MC+ FC+
tween)
LMed-136 Composto LMed-136 LMed-136
RTB-182 Composto RTB-182 RTB-182

Fonte: Proprio autor.

Os animais receberam uma unica administragcéo intranasal diaria durante sete
dias consecutivos, nas concentragdées de 0,66 mg/mL para o composto LMed-136 e
0,545 mg/mL para o composto RTB182. A eficacia antiviral desses compostos foi
avaliada por meio do indice de seletividade (IS) e da concentragcdo necessaria para
inibir 50% da atividade viral (ICs0). O composto LMed-136 apresentou IS = 60,5 e IC5,
= 6,6 pg/mL, enquanto o RTB182 apresentou IS = 7,8 e IC5q = 5,45 pg/mL.

Ao final do periodo de tratamento, os animais foram anestesiados com

isofluorano inalatério (60% de saturagéao) e submetidos ao deslocamento cervical.

Fragmentos do figado, rins, bago e jejuno foram fixados em solugdo de
formalina tamponada a 10% para analise histopatolégica. Para as analises de
resposta ao estresse oxidativo as amostras foram congeladas a -80°C até seu

processamento.
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Figura 1- Fluxograma experimental do estudo de toxicidade intranasal dos compostos LMed-

136 e RTB-182 em camundongos machos e fémeas.

Fonte: Proprio autor.

Analise histopatologica

Os fragmentos teciduais foram fixados por 24 horas, sendo posteriormente
desidratados em solug¢des crescentes de alcoois, incluidos em blocos de parafina e
seccionados a 5 ym de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina, e aplicou-se um escore morfolégico para avaliagao das lesdes teciduais em

cada orgao.

A andlise histopatoldgica foi realizada as cegas quanto a identificacdo dos
grupos experimentais, de modo a evitar viés de interpretagao. Os achados histolégicos
foram avaliados por meio de um escore lesional previamente estabelecido (adaptado
de Terciolo et al., 2019), conforme descrito na Tabela 2. Esse escore permite a
classificagdo quantitativa das lesdes observadas, atribuindo graus que refletem a

intensidade e extensao do dano tecidual.

TABELA 2 - Critérios do escore lesional para analise histopatoldgica.

Orgao Critério (Fator de Severidade) Escore Total Maximo
Intestino Vacuolizagao citoplasmatica (1) 39
Dilatacao linfatica (1)
Atrofia de vilosidades (2)
Fusao de vilosidades (2)
Edema (2)
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Achatamento de enterdcitos (2) \
Necrose (3) |
Rim Congestéao (1) 27
Debris celulares (1)
Vacuolizagao citoplasmatica (1)
Vacuolizagao nuclear (1)
Infiltrado inflamatério (2)
Necrose (3)
Baco Hiperplasia linfoide (1) 36
Deplecéo linfoide (1)
Apoptose (1)
Mitose (1)
Histiocitose (2)
Infiltrado inflamatorio (2)
Necrose (3)
Figado Desorganizacao trabecular (1) 33
Infiltrado inflamatorio (1)
Vacuolizacéo citoplasmatica (1)
Vacuolizacao nuclear (1)
Megalocitose (2)
Apoptose (2)
Necrose (3)

Fonte: Proprio autor.

Analise da resposta ao estresse oxidativo
Lipoperoxidacao (TBARS)

Os tecidos foram preparados e reagiram com uma solugdo contendo cloreto
férrico (5 pL), acido ascorbico (5 pL), acido tricloroacético (50 pL) e acido tiobarbiturico
(50 upL). As amostras foram incubadas em banho-maria a 90°C por 15 minutos e
resfriadas imediatamente. A absorbancia foi medida a 535 e 572 nm, e os niveis de
TBARS foram calculados como (Aszs — As72) / fator de diluicdo / proteina, expressos

em nmol TBARS/mg de proteina (Draper et al., 1993).

Malondialdeido (MDA)

O MDA produzido durante a peroxidacao lipidica reagiu com acido
tiobarbiturico (TBA) formando o aduto (TBA),-MDA, cuja absorbancia foi medida a 532

nm. Os resultados foram expressos em uM MDA/mg de proteina (Gutteridge, 1986).
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Analise da capacidade antioxidante
Poder Redutor do Ferro (FRAP)
A capacidade antioxidante foi avaliada pelo ensaio FRAP, que mede a
reducao de Fe** a Fe** em pH baixo, formando um complexo colorido proporcional a

atividade antioxidante (Benzie; Strain, 1996).

Atividade da Glutationa S-Transferase (GST)
A atividade da GST foi determinada pela conjugag¢ao do GSH com 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), monitorada espectrofotometricamente para avaliar a

atividade enzimatica nos tecidos (Habig et al., 1974).

Normalizagdo e Controle Experimental

A quantificacao de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (Bradford,
1976), utilizando curva padréao construida com albumina sérica bovina (BSA). Todos
os resultados obtidos nos ensaios oxidativos e antioxidantes foram normalizados de
acordo com a concentracdo proteica individual de cada amostra, assegurando

comparabilidade entre os grupos experimentais.

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados inicialmente pelo teste de Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade, seguido pelo teste de Bartlett para avaliar a homogeneidade.

Para os dados paramétricos, foi aplicado o teste de varidncia de uma via
(ANOVA), seguido pelo pés-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi p <
0,05.
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Resultados e discussao

Figado

Os principais achados microscopicos no figado dos animais controles foram
vacuolizag&o citoplasmatica de hepatocitos (Figura 3). Nos camundongos tratados
com os compostos teste observou-se megalocitose e necrose focal de hepatdcitos
(Figura 4). As alteragbes foram mais frequentes em machos. A analise do escore
lesional indicou uma reducédo significativa (p=0,0017) de altera¢gdes nos machos
tratados com o composto LMed-136 (Figura 2) em comparagado com os grupos MC+
e RTB-182. Nas fémeas nao foi observada diferenga significativa entre os tratamentos
(Figura 2).

A vacuolizagdo dos hepatocitos observada nos animais controle pode estar
associada a uma elevada deposigdo de glicogénio. J& nos animais expostos aos
compostos teste, esse achado foi pouco frequente, sugerindo que ocorreu deplegao
de glicogénio. Por outro lado, morte celular foi evidenciada, caracterizada por focos
de necrose, indicando toxicidade dos compostos nos machos. Tais lesées podem
estar relacionadas a agédo de agentes antivirais com potencial hepatotoxicos,
considerando o papel central do figado na captagdo, metabolizagdo e excregao

desses compostos (Li et al., 2022).
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Figura 2 — Avaliagédo do escore lesional do figado de camundongos Swiss machos e
fémeas tratados com os compostos LMed-136 e RTB-182 por via intranasal. U.A.=
Unidades arbitrarias.

Fonte: Proprio autor.
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Esses resultados indicam que as fémeas apresentaram menor
susceptibilidade ou maior resisténcia hepatica sob as condi¢gdes experimentais
avaliadas, possivelmente associadas as diferengas hormonais e metabdlicas,

especialmente quanto a atividade de enzimas antioxidantes entre os machos.
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Figura 3 — Fotomicrografia de figado de camundongo Swiss fémeas
exposto por via intranasal ao composto com solugéo salina. Observa-se
vacuolizacao citoplasmatica de hepatécitos (setas). HE. Barra de escala
10 pym.

Fonte: Proprio autor
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Figura 4 — Fotomicrografia de figado de camundongo Swiss macho exposto
por via intranasal ao composto RTB-182. Observa-se necrose focal de
hepatdcitos (seta vazada) e megalocitose (seta preta). HE. Barra de escala 10
Mm.

Fonte: Proprio autor

Estudos prévios relataram que farmacos antivirais utilizados no tratamento do
SARS-CoV-2, como lopinavir e ritonavir, podem causar hepatotoxicidade significativa
e, que da mesma forma que as substancias testadas, estes farmacos também
possuem propriedades de inibicdo das proteases (Mpro) (Alnamshan, 2022; Piplani et
al., 2022; Cai et al., 2020).

As enzimas envolvidas nas reagdes de biotransformacao de fase |,
especialmente os membros da familia do citocromo P450 (CYP450), e as enzimas de
fase Il, responsaveis pela conjugacao dos farmacos a moléculas endégenas, possuem
importancia crucial nesse processo (Li et al., 2022; Wang et al., 2022). A disfungao
nesses sistemas pode resultar no dano celular inicial, induzido pelo préprio farmaco,
ou resultar na formacdo de metabdlitos reativos capazes de se ligarem
covalentemente a macromoléculas celulares ou de induzir dano mitocondrial,
promovendo estresse oxidativo e ativagao de vias de sinalizagao intracelular (Garcia-
Cortes et al., 2020; Villanueva-Paz et al., 2021).

Dessa forma, a exposi¢cao do antiviral pode comprometer a atividade das
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enzimas do CYP e das proteinas transportadoras, culminando em desequilibrios no
estado redox, prejuizo na excregao de metabdlitos e perda da homeostase celular —
eventos tipicos da lesdo hepatica induzida por farmacos (Zhao et al., 2021).

No contexto do dano oxidativo hepatico, os niveis de TBARS revelaram
padrao dimérfico entre os sexos. Em machos, apenas o grupo tratado com RTB-182
apresentou aumento significativo, indicando intensificagdo da peroxidacao lipidica,
enquanto os demais grupos (MC+, MC- e LMed-136) mantiveram valores basais
(Figura 5). Em contraste, as fémeas exibiram maior sensibilidade ao dano lipidico,
com os grupos tratados com LMed-136 e RTB-182, apresentando aumentos
significativos em relagao aos respectivos controles (Figura 5).

Quanto ao marcador MDA, n&o foram observadas diferencas significativas
entre os grupos em ambos 0s sexos, sugerindo que esse parametro permaneceu
estavel sob as condi¢cbes experimentais testadas.

Esses resultados indicam que TBARS constitui marcador mais sensivel ao
dano oxidativo hepatico induzido pelas substancias avaliadas, enquanto MDA néo

respondeu aos tratamentos nas mesmas condig¢oes.
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Figura 5 — Analise da resposta ao estresse oxidativo no figado de camundongos
Swiss machos (A) e fémeas (B) tratados com os compostos. Concentra¢cdes médias
e desvio padrdo de marcadores de lipoperoxidagao (TBARS e MDA) e potencial
antioxidante (GST e FRAP).
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Fonte: Proprio autor.

No contexto antioxidante, a atividade de GST apresentou padrao divergente
entre os sexos. Nos machos, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos experimentais. Nas fémeas, o grupo tratado com RTB-182 exibiu aumento
significativo na atividade de GST, indicando intensificagdo da defesa enzimatica
antioxidante nesse grupo (Figura 5).

A capacidade antioxidante total, mensurada pelo ensaio FRAP, revelou
resposta seletiva apenas em machos. O grupo tratado com RTB-182 apresentou
incremento significativo nos valores de FRAP (Figura 5), sugerindo mobilizagdo de
defesas antioxidantes nao-enzimaticas em resposta ao aumento de peroxidagao
lipidica observado neste grupo. Nas fémeas, a capacidade antioxidante total manteve-
se estavel entre todos os grupos, sem diferencas estatisticamente relevantes.

A correlacao entre dano oxidativo e resposta antioxidante revela dimorfismo
sexual pronunciado, demonstrando que os machos ativaram primariamente defesas
nao-enzimaticas (FRAP), enquanto fémeas intensificaram mecanismos enzimaticos
(GST). Essa divergéncia adaptativa explica e relaciona a manifestacao diferencial de
alteracdes histopatoldgicas ressaltadas anteriormente. No grupo dos machos RTB-
182, o incremento significativo de TBARS correlacionou-se com dano hepatocelular,
refletindo insuficiéncia de defesas nao-enzimaticas em conter lipoperoxidagcdo. Nas
fémeas, elevagbes similares de TBARS ndo produziram lesdes comparaveis,
atribuivel a ativacdo compensatoéria de GST, que neutralizou produtos de oxidagao
antes da instalacdo de dano irreversivel. Sob perspectiva dimorfica, individuos do
sexo masculino apresentam niveis basais mais elevados de oxidagdo e menor
capacidade antioxidante relativamente as fémeas (Toda et al., 2023), predispondo-os
a maior vulnerabilidade hepatocelular.

A peroxidagao lipidica constitui mecanismo primordial de lesdo hepatica,
quantificada por TBARS e MDA (Ore et al., 2019; Arauz et al., 2016). A dissociagao
entre elevagbes de TBARS e MDA reflete fases distintas da cascata oxidativa (Ore et
al., 2019; Arauz et al., 2016), com implicagdes funcionais divergentes. Antivirais,
particularmente inibidores de protease como Molnupiravir, induzem dano oxidativo
hepatocelular dose-dependente, caracterizado por incremento de produtos de
oxidagao e deplecao de capacidade antioxidante (Tanbek; Sandal, 2023).

Resultados similares foram observados em pacientes com COVID-19, nos
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quais aumentos de MDA associaram-se a diminuicdo de enzimas antioxidantes,
evidenciando que tanto a infeccdo quanto a intervengao antiviral comprometem a
homeostase redox hepatica (Pavlova et al., 2025). A intensidade desse dano é
modulada por fatores intrinsecos ao hospedeiro, incluindo sexo, atividade metabdlica
mitocondrial e disponibilidade de sistemas antioxidantes (Li et al., 2015)

O figado disp6e de sistemas antioxidantes complementares, cuja ativagao é
modulada conforme natureza, intensidade e durac&o do estimulo oxidativo (Halliwell;
Gutteridge, 2015). A GST exerce papel consolidado na conjugacéo de xenobidticos e
na protecdo enzimatica frente a espécies reativas de oxigénio e produtos de
peroxidacao lipidica (Mazari et al., 2023). O ensaio FRAP, por sua vez, expressa a
capacidade redutora total do compartimento antioxidante, refletindo integragéo de
defesas enzimaticas e ndo-enzimaticas (Li et al., 2015).

A elevacao de FRAP em machos indica mobilizag&o global do compartimento
redutor, sugerindo resposta compensatoria defensiva, ao passo que a intensificacao
de GST em fémeas representa resposta seletiva voltada a conjugacao especifica de
produtos de oxidagao lipidica (Mazari et al., 2023; Sadasivam et al., 2022). Essas
estratégias adaptativas diferenciadas refletem capacidade hepatica de modular
componentes enzimaticos e ndo-enzimaticos em resposta a agentes toxicos,
caracterizando defesa fisiolégica compensatéria modulada por dimorfismo sexual
hormonal e metabdlico (Sadasivam et al., 2022).

Estudos experimentais e clinicos indicam que antivirais interferem
significativamente no equilibrio oxidativo hepatico (Tanbek; Sandal, 2023; EI-Mahdy
et al., 2023). Os aumentos observados de GST em fémeas e FRAP em machos
constituem respostas adaptativas especificas ao composto antiviral testado, refletindo
diferencgas intrinsecas de sexo, carga oxidativa e capacidade antioxidante basal que,
em ultima analise, determinam a traducdo do estresse oxidativo em lesao
hepatocelular.

Evidéncias anteriores demonstram que fémeas possuem maior potencial
antioxidante, com menores niveis de estresse oxidativo e produg¢ao reduzida de
espécies reativas de oxigénio (ROS), o que contribui para uma maior protecao
tecidual. Esse efeito é, em parte, atribuido a acdo do estrogénio e ao potencial
antioxidante na neutralizagdo de radicais livres (Kander; Liu, 2017). Assim, o sexo
constitui um fator determinante na resposta hepatica a injuria experimental, com os

machos apresentando maior predisposicdo as lesbes e as fémeas demonstrando
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possivel efeito protetor.

Jejuno

A analise microscépica do jejuno dos animais controle revelou vilosidades
preservadas, enterocitos colunares revestindo a superficie luminal e dilatagao discreta
de vasos linfaticos. Nos animais de ambos os sexos expostos aos compostos, edema
de lamina prépria e atrofia de vilosidades de discreta intensidade foram os achados
mais frequentes (Figura 6). Na analise do escore lesional n&do houve diferenca

significativa entre os tratamentos em ambos os sexos (Figura 6).
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Figura 6 — Jejuno de camundongos Swiss machos e fémeas tratados com os
compostos LMed-136 e RTB-182 por via intranasal. A) Fotomicorgrafia do jejuno de
camundongo macho do grupo RTB-182. Observa-se discreto edema de lamina
propria. HE. Barra de escala 200 pm. B) Avaliagdo do escore lesional de
camundongos Swiss machos. C) Avaliagdo do escore lesional de fémeas. U.A.=

Unidades arbitrarias.

Fonte: Proprio autor.

A auséncia alteragbes significativas entre os grupos reforca que as

substancias LMed-136 e RTB-182 ndo causaram toxicidade no jejuno sob as
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condi¢cdes do experimento. Estudos correlacionam o uso de antivirais, especialmente
os inibidores de protease como o ritonavir, a indugdo de estresse do reticulo
endoplasmatico e comprometimento da integridade do epitélio intestinal em modelos
murinos, refletindo disfuncdo da barreira intestinal e potencial dano aos enterdécitos
(Zhou, 2011).

Estudos em camundongos infectados por coronavirus murinos (Murine
Hepatitis Virus-1), demonstraram alteragdes histopatoldgicas no intestino delgado,
incluindo atrofia de vilosidades, alteragdo da arquitetura epitelial e infiltrado
inflamatorio discreto, evidenciando que insultos virais e farmacolégicos podem
convergir para remodelagdes da mucosa intestinal (Hussain et al., 2024).

Nesse contexto, é plausivel que a exposig¢ao a antivirais possa desencadear
alteracbes em enterocitos, resultando em edema celular e edema da submucosa,
culminando em achatamento ou atrofia aparente das vilosidades, concomitantemente
a ativagao de respostas inflamatérias iniciais (Renga et al., 2013).

O dano lipidico no jejuno, apresentou padréo diferencial entre sexos. Em
machos, os niveis de TBARS permaneceram estaveis entre todos os grupos,
indicando que os tratamentos n&do promoveram alteragdes relevantes na peroxidagao
lipidica desse segmento intestinal (Figura 7). Em contraste, nas fémeas, o grupo
LMed-136 apresentou reducgao significativa nos niveis de TBARS em relagdo aos
demais grupos de fémeas, indicando diminuicdo da peroxidagao lipidica nesse
tratamento especifico (Figura 7). Esse achado sugere efeito diferencial desta
substancia entre sexos, refletindo menor suscetibilidade de fémeas ao estresse
oxidativo frente a esse composto, manifestada através de modificacdo nos niveis de
marcadores primarios de peroxidagao lipidica.

A atividade de GST revelou padrao diferencial entre sexos. Em machos,
apenas o grupo LMed-136 apresentou reducdo significativa, enquanto os demais
grupos mantiveram atividade preservada (Figura 7). Esse resultado indica
comprometimento seletivo da resposta antioxidante enzimatica frente ao tratamento
com LMed-136 neste grupo. Em contraste, as fémeas exibiram estabilidade completa
na atividade de GST entre todos os grupos experimentais, demonstrando preservagao
robusta dessa defesa enzimatica (Figura 7).

Os valores de FRAP, representativos da capacidade antioxidante total,
permaneceram estaveis em ambos 0s sexos entre todos os grupos experimentais

(Figura 7). Essa manutengéo reflete preservacédo da defesa antioxidante global ndo-
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enzimatica, independentemente do tratamento recebido. A combinagcdo de resposta
diferencial de GST com estabilidade de FRAP sugere que mecanismos nao-
enzimaticos compensaram o comprometimento pontual observado no uso do
composto LMed-136 nos machos, preservando a capacidade antioxidante total no

jejuno.
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Figura 7 — Analise da resposta ao estresse oxidativo no jejuno de camundongos Swiss
machos (A) e fémeas (B) tratados com os compostos. Concentracbes médias e desvio
padrdao de marcadores de lipoperoxidagao (TBARS e MDA) e potencial antioxidante
(GST e FRAP).

Fonte: Proprio autor

A resposta antioxidante aprimorada em fémeas estd em consonancia com
perfil antioxidante mais eficiente ja descrito para este sexo em diferentes tecidos,
reforcando hipotese de protecdo redox intrinseca associada a fatores hormonais
(Kander; Liu, 2017). A reducédo de TBARS em fémeas tratadas com substancia LMed-
136 reflete efeito antioxidante adaptativo ou atenuagao de processos inflamatorios
locais (Wan et al., 2019).

A modulacdo diferencial entre sexos é reforcada pela interacdo entre
microbiota intestinal, metabolismo xenobidtico e dimorfismo sexual. A microbiota

modula metabolismo de farmacos e estresse oxidativo através de regulagao
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diferencial das enzimas do citocromo P450 (Jourova et al., 2020), contribuindo para o
padrao observado — estabilidade redox nos machos versus resposta antioxidante
aprimorada nas fémeas.

A reducado de GST no grupo LMed-136 em machos sugere comprometimento
seletivo da defesa antioxidante enzimatica, frequentemente afetada por antivirais que
interferem no metabolismo mitocondrial e redox (Tanbek; Sandal, 2023) Em contraste,
estabilidade de FRAP em machos indica preservacdo de componentes nao-
enzimaticos da defesa antioxidante, sugerindo compensacdo parcial do
comprometimento enzimatico.

A manutengdo de FRAP em ambos os sexos reforgca preservacdo da
homeostase redox global no jejuno, independentemente do tratamento. O equilibrio
entre enzimas antioxidantes e compostos ndo-enzimaticos mostrou-se suficiente para
conter aumentos de ROS induzidos por farmacos ou desafios metabdlicos,
demonstrando capacidade adaptativa robusta desse segmento intestinal mesmo sob

exposicao a antivirais (Kong et al., 2021; Wan et al., 2019).

Rim
A avaliagao histologica do rim demonstrou que a severidade das lesdes renais

foi minima em ambos os sexos, mas com tendéncia a maior severidade nos machos

tratados com RTB-182, consistindo principalmente em congestado leve e necrose

tubular aguda focal (Figura 8).
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Figura 8 — Rim de camundongos Swiss machos e fémeas tratados com os compostos

LMed-136 e RTB-182 por via intranasal. A) Fotomicorgrafia do rim de camundongo
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macho do grupo RTB-182. Observa-se congestdo vascular (seta preta) e necrose
tubular focal (seta vazada). HE. Barra de escala 10 ym. B) Avaliagdo do escore
lesional de camundongos Swiss machos. C) Avaliacdo do escore lesional de fémeas.

U.A.= Unidades arbitrarias.

Fonte: Proprio autor

Observa-se que, nos machos, ha diferenga estatisticamente significativa
apenas entre o grupo RTB-182 e o grupo MC-, enquanto MC+ e LMed-136 néao
diferiram significativamente de nenhum dos demais grupos (Figura 8).

Nas fémeas, apesar de variagdes nas médias dos escores lesionais — com
FC- apresentando o maior valor médio, seguido por LMed-136 — tais diferencas nao
foram estatisticamente significativas (Figura 8).

Embora ndo tenha sido observada significancia estatistica entre as
substancias avaliadas e a ocorréncia de nefrotoxicidade, € importante ressaltar que o
desenvolvimento dessa condicdo pode ser relacionado a mecanismos dependentes
da dose, a lesdo do epitélio tubular decorrente de acumulo intracelular, a obstrugao
tubular por cristais contendo o farmaco ou seus metabdlitos ou, ainda, a ocorréncia
de nefrite intersticial (Kwiatkowska et al., 2021).

Farmacos antirretrovirais, particularmente inibidores de proteases, podem
induzir nefrotoxicidade através de mecanismos que envolvem os tubulos proximais,
principal sitio de lesao pela filtragao renal desses compostos. Inibidores de proteases
tém sido associados a formacao de urdlitos, lesao tubular aguda e nefrite tubulo-
intersticial, possivelmente pela interferéncia no metabolismo da creatinina renal
(Milburn et al., 2016; Calza, 2012). Considerando que a substancia avaliada no
presente estudo apresenta mecanismos de agao e vias metabdlicas semelhantes aos
desses inibidores, espera-se comportamento nefrotdxico similar.

Além disso, nas células tubulares, esses compostos podem inibir
transportadores especificos, aumentando a exposicdo tubular e favorecendo o
desenvolvimento de tubulopatias, bem como manter concentracdes plasmaticas
elevadas devido a inibigdo de enzimas do complexo citocromo p450 (Yombi et al.,
2014).

A comparagao entre machos e fémeas demonstrou que, ao contrario das
alteracgdes hepaticas, as substancias testadas n&o induziram lesdes histopatologicas

significativas nos rins de ambos os sexos. Os escores lesionais renais permaneceram
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consistentemente baixos nos grupos tratados e controles, evidenciando a relativa
resisténcia renal ou a auséncia de nefrotoxicidade nas condigbes experimentais
avaliadas.

A avaliagdo do dano oxidativo renal revelou um padréo dimérfico entre os
sexos. Em machos, os niveis de TBARS e MDA permaneceram estaveis entre todos
0s grupos, indicando preservagao da homeostase oxidativa renal independentemente
da exposicao aos compostos testados. Essa estabilidade bioquimica contrasta com o
aumento do escore lesional observado no grupo tratado com RTB-182, sugerindo que
o dano morfolégico renal ndo esta associado a mecanismos oxidativos mensuraveis,
pelo menos no contexto dos biomarcadores avaliados. Assim, a peroxidagao lipidica
nao parece atuar como o principal determinante das alteragdes histopatologicas renais
detectadas nos machos (Figura 9).

Em contraste, as fémeas exibiram resposta oxidativa diferencial. O grupo
LMed-136 apresentou aumento significativo de TBARS, evidenciando intensificagao
da peroxidacao lipidica nesse tratamento especifico. Quanto ao MDA, observou-se
reducao significativa nos grupos LMed-136 e, de forma estatisticamente significativa,
em RTB-182, quando comparados aos respectivos controles. Essas variagdes
sugerem modificacbes adaptativas na dinamica de formacdo e eliminagdo dos
produtos finais da peroxidagao lipidica, com efeito predominantemente manifestado
em fémeas tratadas (Figura 9).

A atividade de GST e a capacidade antioxidante total, mensurada pelo ensaio
FRAP permaneceram estaveis em ambos 0s sexos entre os grupos experimentais,
sem diferengas estatisticamente significativas (Figura 9). Esses resultados indicam
manutencao eficiente das defesas antioxidantes renais, refletindo preservagdo dos
mecanismos homeostaticos antioxidantes frente aos compostos testados. A auséncia
de alteragdes expressivas em ambos os parametros antioxidantes sugere que o rim
manteve capacidade adaptativa adequada para equilibrar a producdo de espécies
reativas de oxigénio, mesmo sob desafio oxidativo, evidenciando protegao

antioxidante renal.
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Figura 9 — Analise da resposta ao estresse oxidativo no rim de camundongos Swiss
machos (A) e fémeas (B) tratados com os compostos. Concentragdes médias e desvio
padrdao de marcadores de lipoperoxidagao (TBARS e MDA) e potencial antioxidante
(GST e FRAP).

Fonte: Proprio autor.

A comparacgao entre sexos revela padrao diferencial na resposta renal ao
estresse oxidativo. Enquanto machos mantiveram estabilidade funcional e oxidativa,
as fémeas apresentaram maior variabilidade nos marcadores de peroxidacgao lipidica
(TBARS e MDA). Apesar dessa divergéncia, a resposta antioxidante renal
permaneceu preservada em ambos 0s sexos, indicando mecanismos adaptativos
eficazes, embora com diferencas na suscetibilidade ao estresse oxidativo conforme o
sexo dos animais.

O rim constitui 6rgdo altamente sensivel ao desequilibrio oxidativo em virtude
de sua elevada taxa metabodlica e abundancia de mitocéndrias, fatores que o
predispdem a vulnerabilidade frente ao acumulo de espécies reativas de oxigénio

(Piko et al., 2023; Krata et al., 2018). A auséncia de alteragdes expressivas nos
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machos reflete ativacdo eficaz de sistemas compensatorios antioxidantes.
Contrariamente, as variacdes observadas nas fémeas decorrem de diferengas sexuais
na expressao de enzimas antioxidantes e na sensibilidade mitocondrial ao estresse
oxidativo (Hojs et al., 2020).

Estudos com antivirais corroboram que farmacos como aciclovir e tenofovir
desencadeiam nefrotoxicidade, caracterizada por nefromegalia, aumento de MDA e
reducdo de antioxidantes renais. Entretanto, o dano oxidativo renal ocorre
predominantemente sob condi¢bes de sobrecarga oxidativa, sendo atenuado por
mecanismos antioxidantes enddgenos ou agentes moduladores (Badawi, 2022;
Ramamoorthy et al., 2021).

A manutencio da atividade de GST e dos niveis de FRAP refor¢ca o padrao
observado em outros tecidos, indicando que o rim manteve capacidade antioxidante
eficiente e mecanismos conjugativos estaveis mesmo sob exposicdo aos antivirais
testados. A preservacdo desses parametros reflete atuacdo coordenada dos
componentes antioxidantes na neutralizagdo das espécies reativas geradas
localmente (Piko et al., 2023; Hojs et al., 2020).

O equilibrio redox renal observado diverge do padrao hepatico, sugerindo que
os rins nao sofreram desafios oxidativos suficientes para induzir respostas adaptativas
mensuraveis. Essa diferenca alinha-se com evidéncias de que o rim dispde de
sistemas antioxidantes altamente regulados, capazes de responder seletivamente a
insultos oxidativos sem necessariamente gerar mudangas mensuraveis em todos 0s
marcadores classicos (Krata et al, 2018). Assim, a auséncia de variagcbes
significativas em GST e FRAP reforcam a atuacgao eficiente do sistema redox renal,
refletindo estado de compensacao antioxidante estavel e preservacao da integridade

funcional renal.

Baco
Esporadicamente, foram observadas alteracbes histopatolégicas, como
hiperplasia linféide (Figura 10) e, raramente, células apoptdticas, identificadas de

forma irregular e sem padrao definido entre os grupos.
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Figura 10 — Baco de camundongos Swiss machos e fémeas tratados com os
compostos LMed-136 e RTB-182 por via intranasal. A) Fotomicorgrafia do bago de
camundongo fémea do composto LMed-136. Observa-se hiperplasia linfoide
evidenciada pelo aumento dos foliculos linfaticos na polpa branca (seta preta). HE.
Barra de escala 100 ym. B) Avaliagdo do escore lesional de camundongos Swiss

machos. C) Avaliacdo do escore lesional de fémeas U.A.= Unidades arbitrarias.

Fonte: Proprio autor.

A avaliagdo dos escores lesionais do bago demonstrou auséncia de
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos controle e tratados, tanto em
machos quanto em fémeas (p ajustados < 0,05), indicando resposta inflamatéria e
proliferativa minima ou ausente (Figura 10).

Embora a andlise estatistica dos dados n&o tenha revelado significancia, a
presenca das alteragdes histologicas mencionadas reforga a possibilidade de ativagéao
imune local e estresse celular induzido pelo antirretroviral, que poderia potencialmente
desencadear disfuncdo mitocondrial, autofagia alterada e morte celular programada,
de forma analoga aos mecanismos observados em tecidos linfoides de pacientes com
infeccao crénica (Duarte et al., 2025).

A anadlise comparativa entre os sexos nao evidenciou diferengas
estatisticamente significativas nas alteracdes histopatolégicas esplénicas, indicando
resposta tecidual semelhante de machos e fémeas as substancias testadas. As
estruturas esplénicas mantiveram-se histologicamente preservadas em ambos os
sexos, sugerindo auséncia de toxicidade direcionada a esse 6rgao.

O dano oxidativo esplénico revelou resposta diferencial entre sexos. Em
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machos, o grupo RTB-182 apresentou niveis significativamente elevados de TBARS
em comparagao aos demais grupos, indicando intensificagdo da peroxidagao lipidica
e maior suscetibilidade esplénica ao dano oxidativo nesse tratamento. Entretanto, os
niveis de MDA permaneceram estaveis entre todos o0s grupos experimentais,
sugerindo que a progressao do dano oxidativo ndo atingiu fase de formacédo de
produtos finais avancados, ou que mecanismos de remogdo de produtos
intermediarios foram ativados eficientemente (Figura 11).

Em contraste, as fémeas mantiveram estabilidade completa nos marcadores
de peroxidacao lipidica esplénica, com TBARS e MDA permanecendo semelhantes
entre todos os grupos experimentais sem diferencas estatisticamente significativas
(Figura 11).

A atividade de GST e a capacidade antioxidante total, mensurada pelo ensaio
FRAP, permaneceram estaveis em ambos 0s sexos entre 0s grupos experimentais,
sem diferencas estatisticamente significativas (Figura 11). Esses resultados indicam
preservacdo eficiente dos mecanismos de defesa antioxidante e refletem a
manutengdo da homeostase antioxidante esplénica frente aos tratamentos avaliados.
A auséncia de alteragcdes expressivas sugere que 0 bago manteve capacidade
adaptativa antioxidante adequada, com integridade funcional preservada durante a

exposi¢ao aos antivirais testados.
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Figura 11 — Andlise da resposta ao estresse oxidativo no bago de camundongos Swiss
machos (A) e fémeas (B) tratados com os compostos. Concentragées médias e desvio
padrdao de marcadores de lipoperoxidagado (TBARS e MDA) e potencial antioxidante
(GST e FRAP).

Fonte: Proprio autor.

A analise integrada dos marcadores oxidativos e antioxidantes no bago
evidencia auséncia de toxicidade relevante associada aos compostos testados. Nos
machos tratados com RTB-182 observou-se aumento significativo de TBARS;
contudo, esse achado isolado, sem concomitantes alteracbes nos demais
biomarcadores, ndo caracteriza estresse oxidativo esplénico de impacto biologico.
Nas fémeas, todos os parametros permaneceram estaveis, indicando preservacgao do
equilibrio redox, possivelmente atribuida ao efeito modulador do estrogénio sobre a
capacidade antioxidante (Kander; Liu, 2017). O aumento pontual de TBARS em
machos pode refletir mecanismos de toxicidade mitocondrial, fenébmeno descrito para
antivirais como molnupiravir e remdesivir, nos quais a disfungao mitocondrial promove
desacoplamento oxidativo, incremento da producéo de espécies reativas de oxigénio
e intensificagdo da peroxidacéo lipidica (Kiy et al., 2024; Merches et al., 2022). No
conjunto, os achados demonstram manutengao da integridade funcional do tecido
esplénico e auséncia de efeitos imunotoxicos relevantes.

A manutencdo de parametros antioxidantes em ambos os sexos reflete
capacidade adaptativa do tecido esplénico em sustentar integridade oxidativa sob
desafio. Essa preservagao é mediada pela regulagao do sistema glutationa e ativacao
de vias de resposta redox frente a farmacos antivirais (Zhang et al., 2023; Kong et al.,
2021), permitindo que mecanismos compensatérios antioxidantes se mobilizem
eficientemente para neutralizar ROS gerado localmente, conferindo ao baco
resiliéncia funcional especialmente evidente em fémeas.

Complementarmente, o bago constitui 6rgao central na hematopoiese
extramedular (EMH), particularmente sob inflamag&o. Sob estimulos inflamatérios, o
baco funciona como nicho hematopoiético extramedular (NHE) dindmico, onde
ocorrem migracao, expansao e diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas e
proliferacdo de linhagens mieloides, com fendtipos proé-inflamatoérios caracterizados
por elevada capacidade de gerar ROS (Zervopoulou et al., 2024; Yang et al., 2020).

Durante toxicidade farmacoldgica, ativagdo desse NHE esplénico cria microambiente
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pré-oxidante sustentado por liberagao continua de ROS por células mieloides. Esse
cenario favorece intensificacdo do estresse oxidativo local — mecanismo consistente
com aumento de TBARS observado no tratamento RTB-182 nos machos. Estudos
prévios demonstram que insultos toxicos e inflamatérios induzem EMH esplénica
acompanhada de aumento de ROS e dano lipidico (Shaibi et al., 2022; Chai et al.,
2015), sugerindo que recrutamento hematopoiético e inflamatdrio local constitui fator

adicional na geragao de dano oxidativo esplénico.

Conclusao

Os compostos LMed-136 e RTB-182 exibiram um perfil toxicologico
globalmente favoravel com potencial para avango translacional; entretanto, diferengas
relevantes foram identificadas entre eles. O LMed-136 apresentou hepatotoxicidade
leve — mais pronunciada em machos —, sem lesdes relevantes em rins, bago ou
jejuno, além de estimular uma resposta antioxidante compensatéria, configurando-se
como o candidato mais seguro. Ja o RTB-182, embora também apresente toxicidade
sistémica reduzida, induziu lesdes renais, predominante no grupo de machos, ainda
que sem correspondéncia em marcadores oxidativos, sugerindo um mecanismo de

nefrotoxicidade independente de estresse oxidativo.

A analise integrada de histopatologia e biomarcadores revelou um dimorfismo
sexual marcado, com fémeas exibindo maior resisténcia hepatica, possivelmente
relacionada a modulacao estrogénica e a maior atividade basal de GST. Com exceg¢ao
do dano tecidual renal mais pronunciado em machos, os demais tecidos, jejuno e
baco, mantiveram integridade estrutural e homeostase redox, reforgando a seguranga

sistémica de ambos os compostos.

Esses resultados reforcam a importancia da estratificacdo por sexo em
estudos pré-clinicos de antivirais, conforme diretrizes atuais que reconhecem o
dimorfismo sexual como variavel biolégica critica. O LMed-136 permanece como o
candidato mais promissor, e estudos adicionais sdo recomendados para esclarecer o
mecanismo de nefrotoxicidade do RTB-182 e apoiar o desenvolvimento seguro

desses compostos como potenciais terapéuticos contra SARS-CoV-2.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os compostos LMed-136 e RTB-182 demonstraram adequada
incorporagdo em solugcédo salina nasal e auséncia de toxicidade significativa em
camundongos Swiss, corroborando a hipotese inicial do estudo. A avaliagao
histopatoldgica revelou hepatotoxicidade e nefrotoxicidade restrita, notadamente em
machos, enquanto baco e jejuno mantiveram-se estrutural e funcionalmente
preservados.

Evidenciou-se um dimorfismo sexual marcante, com fémeas
apresentando maior protecdo hepatica, possivelmente mediada por estrogénios e
maior atividade de GST, ao passo que machos ativaram predominantemente
mecanismos antioxidantes ndo-enzimaticos (FRAP). Esses resultados apontam para
um perfil de seguranga favoravel dos compostos, destacando o LMed-136 como o
candidato de menor toxicidade hepatica e, portanto, preferencial para avancgos
clinicos.

Como perspectivas futuras, recomenda-se a realizagdo de estudos
pré-clinicos adicionais, incluindo caracterizacdo farmacocinética e metabdlica,
ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade, avaliacbes de exposicdo prolongada em
diferentes modelos animais e analises moleculares avangadas. Destaca-se a
importancia da estratificacdo por sexo, bem como o monitoramento detalhado da
funcdo hepatica em estudos clinicos, visando validar a seguranga e a eficacia dos
compostos. Ademais, a investigagdo do potencial antiviral frente a outros patégenos
podera ampliar o impacto translacional dos achados, fornecendo base sélida para o

desenvolvimento racional de novas terapias antivirais.
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