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RESUMO 

Alcalóides são moléculas com alto potencial farmacêutico. Pesquisas com tais 

compostos têm possibilitado o desenvolvimento de medicamentos com diversos 

alvos terapêuticos, sendo usados para o tratamento de enxaquecas, cefaleias, 

depressão, ansiedade, anestesia, bloqueio neurológicos, doenças vasculares e 

cardíacas, infecções bacterianas, câncer, dentre outras. O grupo de pesquisa 

Núcleo de Pesquisa em Química Biológica (NQBio) sintetizou análogos de alcaloides 

β-carbonílicos a partir de triptamina e L-triptofano, destacando os compostos NQBio-

006 e NQBio-021 por sua citotoxicidade e seletividade contra células tumorais 

humanas in vitro. Os resultados promissores nos estimularam a continuar as 

avaliações de eficácia e toxicidade in vivo. Este estudo teve por objetivo avaliar a 

toxicidade aguda (Experimento 1) e subcrônica (Experimento 2) desses compostos 

em camundongos Swiss fêmeas (n=80), com 8 semanas de idade. Os animais foram 

divididos em 3 grupos (Controle n=12; NQBio-006 n=24 e NQBio-021 n=24). No 

Experimento 1, os animais receberam doses únicas de 2.000, 300, 50 e 5 mg/kg de 

ambos compostos via gavagem. No Experimento 2, por não demonstrar diferenças 

significativas nos parâmetros avaliados, indicando baixa toxicidade o composto 

NQBio-006 foi usado na continuação do ensaio, administrado diariamente por 28 

dias em doses de 1.000, 100 e 10 mg/kg. Dados associados ao peso corporal, peso 

dos órgãos e os parâmetros associados à toxicidade, como eritrograma e 

plaquetograma, histopatologia e morfometria dos rins e fígado, peso do ovário e 

população folicular foram obtidos e analisados pelos testes ANOVA e t student 

através do software Prism 8.0. Em relação ao Experimento 1 foram observadas 

diferenças significativas em todos os parâmetros avaliados, sendo que o composto 

NQBio-021 demonstrou maior toxicidade na maioria dos testes. A dose letal mediana 

(DL50) dos compostos NQBio-006 e NQBio-021 foi de 2.000 mg/kg. Isto permite que 

sejam classificados na categoria 5, utilizando o sistema globalmente harmonizado 

(GHS) de classificação e rotulagem de produtos químicos. O ciclo estral e a reserva 

folicular ovariana dos animais submetidos ao tratamento neste estudo foram 

preservados. Sendo assim, foi possível concluir que o composto NQBio-006 

apresentou baixa toxicidade e representa um importante fármaco para base de 

pesquisas relacionadas a tratamentos oncológicos. 

 

Palavras-chave: camundongos, ensaio túnel, ensaio túnel, β-carbolínicos, tratamento 

oncológico. 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Alkaloids are molecules with high pharmaceutical potential. Research with such 

compounds has enabled the development of medicines with diverse therapeutic 

targets, being used to treat migraines, headaches, depression, anxiety, anesthesia, 

neurological blockades, vascular and heart diseases, bacterial infections, cancer, 

among others. The research group Núcleo de Pesquisa em Química Biológica 

(NQBio) synthesized analogues of β-carbonyl alkaloids from tryptamine and L-

tryptophan, highlighting the compounds NQBio-006 and NQBio-021 for their 

cytotoxicity and selectivity against human tumor cells in vitro . The promising results 

encouraged us to continue in vivo efficacy and toxicity evaluations. This study aimed 

to evaluate the acute (Experiment 1) and subchronic (Experiment 2) toxicity of these 

compounds in female Swiss mice (n=80), 8 weeks old. The animals were divided into 

3 groups (Control n=12; NQBio-006 n=24 and NQBio-021 n=24). In Experiment 1, 

animals received single doses of 2,000, 300, 50 and 5 mg/kg of both compounds via 

gavage. In Experiment 2, as it did not demonstrate significant differences in the 

evaluated parameters, indicating low toxicity, the compound NQBio-006 was used to 

continue the test, administered daily for 28 days in doses of 1,000, 100 and 10 

mg/kg. Data associated with body weight, organ weight and parameters associated 

with toxicity, such as erythrogram and platelet count, histopathology and 

morphometry of the kidneys and liver, ovarian weight and follicular population were 

obtained and analyzed by ANOVA and t student tests using Prism 8.0 software. In 

relation to Experiment 1, significant differences were observed in all parameters 

evaluated, with the compound NQBio-021 demonstrating greater toxicity in most 

tests. The median lethal dose (LD50) of compounds NQBio-006 and NQBio-021 was 

2,000 mg/kg. This allows them to be classified in Category 5 using the Globally 

Harmonized System (GHS) of Classification and Labeling of Chemicals. The estrous 

cycle and ovarian follicular reserve of the animals subjected to treatment in this study 

were preserved. Therefore, it was possible to conclude that the compound NQBio-

006 presented low toxicity and represents an important drug as a basis for research 

related to oncological treatments. 

Keywords: mice, tunnel assay, β-carbolines, oncological treatment. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer é definido como um conjunto de enfermidades que compartilham o 

crescimento desordenado de células e a invasão de tecidos e órgãos vizinhos, com 

a possibilidade de disseminação para outras partes do corpo (PÉREZ-HERRERO; 

FERNÁNDEZ-MEDARDE, 2015). Esse crescimento desordenado é causado pela 

acumulação progressiva de alterações genéticas que afetam as principais vias 

moleculares, provocando mudanças nos processos de proliferação e morte celular. 

Como resultado, as células tumorais começam a se dividir de maneira rápida e 

descontrolada, originando os tumores propriamente ditos (HANAHAN E 

COUSSENS, 2012). 

O impacto mundial dessa enfermidade continua em ascensão, sendo 

amplamente atribuído ao envelhecimento, à adoção de comportamentos de risco, 

como a falta de atividade física, uma dieta inadequada e uma maior exposição a 

agentes carcinogênicos, o câncer figura como a segunda principal causa de óbito 

tanto no Brasil quanto no mundo (FERLAY et al., 2014). Segundo estimativas do 

INCA (Instituto Nacional do Câncer) para o Brasil, a estimativa para o triênio de 2023 

a 2025 aponta que ocorrerão 704 mil casos novos de câncer (ESTIMATIVA 2023 - 

INCIDÊNCIA DE CÂNCER NO BRASIL, INCA, 2023). 

A eficácia dos medicamentos antineoplásicos varia conforme o tipo de câncer, 

as condições fisiológicas do paciente e o grau ou estágio do tumor. Atualmente, a 

principal estratégia terapêutica para tratar pacientes com câncer é a quimioterapia 

sistêmica difusa, que frequentemente utiliza agentes citostáticos (RÜHLE et al., 

2018). Esses fármacos induzem a apoptose e/ou inibem a progressão do ciclo 

celular. No entanto, eles não agem de forma seletiva, apresentando um índice 

terapêutico baixo e causando diversos efeitos colaterais, como náuseas, 

mielotoxicidade e cardiotoxicidade (RÜHLE et al., 2018). 

Dessa maneira, a pesquisa de novos agentes quimioterápicos é de suma 

importância para encontrar alternativas eficazes no tratamento de neoplasias 

(PÉREZ-HERRERO; FERNÁNDEZ-MEDARDE, 2015). Além disso, é de 

fundamental importância o desenvolvimento de medicamentos alternativos em casos 

de pacientes que apresentam resistência terapêutica aos fármacos convencionais. A 
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resistência aos quimioterápicos representa um dos principais desafios que impactam 

significativamente na eficácia do tratamento quimioterápico (HAJJI et al., 2018). A 

avaliação de novos agentes se faz, portanto, necessária para tornar os tratamentos 

mais seletivos e eficientes diante dos diversos tipos de tumores; (GONZÁLEZ-

SÁNCHEZ et al., 2011). 

Estudos envolvendo alcalóides β-carbolínicos, compostos de origem natural, 

têm evidenciado sua atividade farmacológica no tratamento de diversas doenças, 

incluindo o câncer. Entretanto, o isolamento e purificação direta dessas moléculas a 

partir de produtos naturais não são vantajosos devido aos altos custos e possíveis 

baixos rendimentos (ABDELSALAM et al., 2018). Nesse contexto, a síntese de 

novos alcalóides surge como uma ferramenta interessante, sendo mais rápida, de 

alto rendimento e permitindo a incorporação de grupos químicos reativos, 

proporcionando maior diversidade estrutural (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016). Isso 

favorece a obtenção de um conjunto de moléculas aplicáveis no processo de 

identificação de novos fármacos ( NETZ; OPATZ, 2015). 

Baseando-se em todos esses relatos o grupo de pesquisa Núcleo de 

Pesquisa em Química Biológica (NQBio), sintetizou doze novos compostos de 

alcalóides β-carbolínicos. Dois desses novos alcalóides, denominados NQBio-006 e 

NQBio-021, foram avaliados quanto aos potenciais genotóxico e mutagênico in vitro, 

utilizando linhagens celulares tumorais TOV-21G (ovário) e MDA-MB-231 (mama). 

Os compostos foram analisados em relação ao índice de seletividade, que indica a 

segurança do tratamento em células tumorais em comparação com células não 

tumorais, e ao IC50 (concentração inibitória média), que mede a potência de inibição 

de uma substância em uma função biológica ou bioquímica específica. Quanto 

menor o IC50, mais ativo é considerado um composto (TECCHIO, 2022). Diante de 

tais resultados, seguimos com os testes in vivo. 

A avaliação da toxicidade é conduzida com o propósito de identificar o 

potencial de substâncias que possam causar danos à saúde humana. Testes que 

investigam a toxicidade sistêmica aguda são utilizados para classificar substâncias 

com base em seu potencial de toxicidade ou letalidade (VALADARES, 2006). Nesse 

sentido, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a toxicidade aguda e 

subcrônica dos beta-carbonílicos NQBio-006 e NQBio-021. 
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2.REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Câncer 

O principal problema de saúde pública que o mundo enfrenta atualmente é o 

câncer (OPAS, 2020), que é também uma das principais causas de morte e, 

portanto, uma grande barreira ao aumento da expectativa de vida em todo o mundo. 

Na maioria dos países, é a causa primária ou secundária de morte antes dos 70 

anos. O cenário global dessa enfermidade está se tornando cada vez mais afetado 

pela incidência e mortalidade, crescendo em escala global (SUNG et al., 2021). 

Tal crescimento ocorre principalmente por meio das transformações 

demográficas e epidemiológicas que o planeta está vivendo. Do ponto de vista 

demográfico, tem-se registrado uma diminuição das taxas de natalidade e de 

mortalidade infantil, com um aumento da proporção de idosos na população. Por 

outro lado, do ponto de vista epidemiológico, tem havido uma substituição gradual 

da mortalidade por doenças infecciosas por mortes relacionadas com doenças 

crónicas (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). 

Ao implementar medidas eficazes de prevenção, detecção precoce e 

tratamento do câncer, é possível observar uma redução significativa nas taxas de 

incidência e nos índices de mortalidade relacionados ao câncer em países que 

possuem um alto Índice de Desenvolvimento Humano (IDH) (AGUIAR MSB, et al., 

2019). 

Baseado nas estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan) as 

maiores incidências de câncer são o câncer de mama (11,7%) que ultrapassou o 

câncer do pulmão (11,4%) como o mais frequentemente diagnosticado, seguidos por 

colorretal (10,0%), próstata (7,3%) e estômago (5,6%) (SUNG H, et al., 2021). Houve 

uma estimativa de 19,3 milhões de novos casos e 10 milhões de mortes por câncer 

em todo o mundo em 2020 (SUNG H, et al., 2021). Tanto no sexo masculino quanto 
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feminino, estima-se que metade de todos os casos e das mortes por câncer ocorram 

na Ásia onde reside 59,5% da população global e em seguida na Europa (SUNG H, 

et al., 2021). O câncer com maior frequência diagnosticado em homens é o câncer 

de pulmão, seguido pelo câncer de próstata e colorretal em termos de incidência e 

por câncer de fígado e colorretal em termos de mortalidade. Nas mulheres, o câncer 

de mama é o câncer mais comumente diagnosticado e a principal causa de morte 

por câncer, seguido pelo câncer colorretal e de pulmão em termos de incidência e 

vice-versa em termos de mortalidade (SUNG H, et al., 2021). 

Segundo estimativas do INCA (Instituto Nacional do Câncer) para o Brasil, a 

estimativa para o triênio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerão 704 mil casos novos 

de câncer, 483 mil se excluídos os casos de câncer de pele não melanoma. Este é 

estimado como o mais incidente, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos 

cânceres de mama, com 74 mil (10,5%); próstata, com 72 mil (10,2%); cólon e reto, 

com 46 mil (6,5%); pulmão, com 32 mil (4,6%); e estômago, com 21 mil (3,1%) casos 

novos. Estima-se que os tipos de câncer mais frequentes em homens serão pele 

não melanoma, com 102 mil (29,9%) casos novos; próstata, com 72 mil (21,0%); 

cólon e reto, com 22 mil (6,4%); pulmão, com 18 mil (5,3%); estômago, com 13 mil 

(3,9%); e cavidade oral, com 11 mil (3,2%). Nas mulheres, os cânceres de pele não 

melanoma, com 118 mil (32,7%); mama, com 74 mil (20,3%); cólon e reto, com 24 

mil (6,5%); colo do útero, com 17 mil (4,7%); pulmão, com 15 mil (4,0%); e tireoide, 

com 14 mil (3,9%) casos novos figurarão entre os principais (ESTIMATIVA 2023 - 

INCIDÊNCIA DE CÂNCER NO BRASIL, INCA, 2023). 

2.2. Tratamentos Oncológicos 

O câncer, conforme definido pelo Ministério da Saúde, é um conjunto de mais 

de 100 doenças caracterizadas pela proliferação celular descontrolada e pela 

capacidade dessas células de invadir estruturas orgânicas. O tratamento, por sua 

vez, pode ser conduzido de diversas formas, sendo determinado com base na 

análise anatomo-patológica da biópsia e levando em consideração o estado geral do 

paciente. Atualmente, os protocolos de tratamento para tumores malignos podem 
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incluir cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e transplante de medula 

óssea (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Os efeitos colaterais da quimioterapia sistêmica usada para tratar o câncer 

são frequentemente graves. Ao longo de décadas, os oncologistas concentraram-se 

no tratamento de tumores, que pode ter efeitos negativos de forma sistêmica 

(SCHIRRMACHER V, 2018). O tratamento impacta as condições físicas do paciente, 

resultando na intensificação de sintomas físicos como insônia, náusea, fadiga, perda 

de apetite e alopecia (SANTOS et al., 2017). Além disso, influencia a capacidade de 

realizar atividades de vida diária, comprometendo a independência e autonomia, 

bem como afeta os relacionamentos interpessoais. A maneira como o paciente 

percebe essa situação e a si mesmo também é alterada, aumentando o risco de 

desequilíbrio emocional e psicológico, pois há o temor de lidar com as dificuldades 

causadas pela doença e pelo tratamento, somado ao estigma associado ao 

diagnóstico de câncer, que muitas vezes está relacionado à morte. Essas possíveis 

mudanças podem impactar as expectativas para o futuro e, consequentemente, a 

qualidade de vida (SANTOS et al., 2017). Efeitos podem ser observados na pele e 

no cabelo, na medula óssea, sangue, trato gastrointestinal e nos rins. Todos os 

órgãos do corpo, incluindo os vitais como o coração, pulmões e cérebro podem ser 

afetados (STEWARD BW, 2014). 

Existem várias abordagens diferentes para o tratamento do câncer, e o plano 

de tratamento específico depende do tipo de câncer, estágio da doença, saúde geral 

do paciente e outras considerações individuais. Os medicamentos usados 

comprometem as chances de uma gravidez pós-tratamento, pois eles induzem a 

morte por apoptose de folículos ovarianos, as unidades funcionais dos ovários 

(MARKLLUND et al., 2021). 

2.3. Novos quimioterápicos 

Sabendo que os efeitos colaterais das terapias usuais são deletérios, torna-se 

necessária a busca por novos quimioterápicos. Entretanto esse processo é longo e 

oneroso, um novo medicamento leva pelo menos 12 anos para ser produzido, desde 
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a descoberta inicial até a disponibilidade no mercado, com ensaios clínicos levando 

em média de seis a oito anos. As etapas envolvidas na introdução de uma nova 

entidade química no mercado como medicamento incluem pesquisa otimização e 

produção química (MARINO M et al., 2022). 

A descoberta e o desenvolvimento de medicamentos são difíceis e 

desafiadores, pois é necessário equilibrar eficiência e benefícios à saúde com 

segurança em índices terapêuticos adequados (NICOLAOU, 2014). A modernização 

da fabricação farmacêutica é vista como uma solução para a escassez de 

medicamentos e fragilidades nas cadeias de suprimentos, mas existem barreiras 

técnicas, regulatórias e outras (NASEM, 2020b). 

Existem semelhanças fundamentais entre compostos sintéticos e produtos 

naturais que evoluíram ao longo de milhões de anos para cumprir certas funções 

bioquímicas. Uma delas é a estrutura química, que é frequentemente tridimensional 

em produtos naturais e proporciona interações exclusivas com moléculas biológicas 

como enzimas e proteínas que servem como alvos para o tratamento de doenças. 

Por outro lado, compostos sintéticos frequentemente apresentam estruturas mais 

ordenadas, o que pode limitar suas interações com alvos biológicos. Por isso, 

químicos sintéticos e medicinais têm procurado se inspirar em produtos naturais, 

criando moléculas híbridas, ou moléculas com estruturas mais tridimensionais, 

surgindo assim um movimento para o desenvolvimento de novas metodologias 

dedicadas à síntese de arquiteturas mais complexas, visando alcançar um espaço 

químico similar ao dos produtos naturais (TRIVELLA, BRUDER, OLIVEIRA, 

PORCARO et al., 2022). 

As empresas farmacêuticas globais que trabalham no desenvolvimento de 

novos medicamentos valorizam muito os recursos fornecidos pelos produtos 

naturais.  Nesse contexto, compostos naturais podem servir, muitas vezes, como 

matéria prima para a semi-síntese de fármacos complexos ou como modelos para a 

exploração de novos compostos, através da síntese total (CALIXTO, 2019). 

2.4. Beta - carbonílicos 
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Beta-Carbonílicos têm sido utilizados por demonstrarem atividades 

farmacológicas como antileishmania (ASHOK; LATHIYA; MURUGESAN, 2015), 

antiadipogênica (BAEK et al., 2019), antiviral (YANG et al., 2016), antifúngica (LI et 

al., 2015), antimicrobiana (SUZUKI et al., 2018), antimalárica, citotóxica (ASHOK; 

GANGULY; MURUGESAN, 2014), antinociceptiva (PERGHER et al., 2019), 

antiagregante plaquetário e antitrombótica (LEE et al., 2017), indutora de autofagia 

(CUI et al., 2019) e apoptose (ZHANG et al., 2018). 

Estudos mostraram que o nucleotídeo-carbolina tem a capacidade de se ligar 

à topoisomerase I, enzima envolvida na replicação do DNA, devido à sua estrutura 

planar. Alguns desses compostos demonstraram inibição da Topoisomerase I e KSP 

- ATPase (uma protease envolvida na formação da cinesina) (ABDELS et al., 2018). 

β-carbolinas são ainda classificadas com base na saturação do N- contendo 

anel de 6 membros (anel de piridina). Compostos contendo anel de piridina 

insaturado são nomeados como Beta-Carbolinas Totalmente Aromáticas (FAβCs), 

compostos parcialmente e totalmente saturados são nomeados como 3,4-dihidro-β-

carbolinas (DHβCs) e 1,2,3,4-tetra hidro-β-carbolinas (THβCs) respectivamente 

(MANASA; YADAV; NAGESH, 2020) (Figura1). 

 

Figura 1 - Estrutura de um alcalóide β-carbolínico simples: anel de piridina com nitrogênio na 

posição β (azul) fundido ao esqueleto indol (vermelho). Adaptado de (ALLEN; HOLMSTEDT, 1980 

2.5. NQBio-006 e NQBio-021 
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Diante disso, foram sintetizados doze novos análogos de um alcalóide β-

carbonílico não natural a partir de triptamina e L-triptofano visando a obtenção de 

novos compostos com atividade citotóxica. Alcalóides β-carbolínicos podem ser 

obtidos por meio da reação denominada condensação de Pictet-Spengler (ALVES, 

2022). O precursor chave para obtenção desses alcalóides são os compostos 

indólicos tais como o L-triptofano e/ou a triptamina (DEVI et al. 2018). A 

condensação de Pictet-Spengler do L- triptofano com diferentes aldeídos tem sido 

comprovada como sendo a via mais eficiente para a síntese química dos alcalóides 

tetrahidro-β-carbolínicos (CAO et al. 2007).  

Dois dos mais promissores destes alcalóides, denominados NQBio-006 e 

NQBio-021 (Figura 2), foram avaliados quanto aos potenciais genotóxico e 

mutagênico in vitro empregando as linhagens celulares tumorais TOV-21G (ovário) e 

MDA-MB-231 (mama). Os compostos foram analisados quanto ao índice de 

seletividade, um parâmetro que indica o quanto cada composto é seguro para o 

tratamento de células tumorais em relação às não tumorais e o parâmetro conhecido 

como IC50 (concentração inibitória média), que corresponde a medida da potência 

de inibição de uma substância em relação a uma função biológica ou bioquímica 

específica, assim quanto menor o IC50, mais ativo é um composto (TECCHIO, 

2022). Foi verificado que o composto NQBio-006 foi o mais citotóxico para a 

linhagem TOV-21G, com um IC50 de 2,5 µM e um índice de seletividade (IS) de 

23,67 em relação à WI-26VA4 já o composto NQBio-021 apresentou os melhores 

valores de citotoxicidade para a linhagem MDA-MB-231, com um IC50 de 6,9 µM e 

um IS de 14,36 (TECCHIO, 2022). 

Diante de tais resultados promissores e visando a obtenção de compostos 

menos deletérios para a saúde em geral e fertilidade feminina durante o tratamento 

do câncer, nosso grupo de pesquisa prosseguiu com os testes in vivo.  
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Figura 2 - Estrutura química dos β-carbolínicos NQBio-006 e NQBio-021. 

2.6. Ensaios pré-clínicos 

A determinação do potencial tóxico de fármacos é um dos primeiros passos 

da avaliação pré-clínica (BERKOWITZ, 2006). Uma vez que é necessário cumprir as 

exigências de agências regulatórias como Food and drug act (FDA), Agência 

Europeia de Medicamentos (EMEA) e Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) para a liberação de estudos clínicos (FERREIRA et al., 2009). Nos 

Estados Unidos, o FDA foi estabelecido em 1906, evoluindo para regulamentar a 

segurança e eficácia de medicamentos. Na Europa, a Agência Europeia de 

Medicamentos (EMEA) e, no Brasil, a ANVISA, desempenham funções similares. 

Essas agências monitoram medicamentos no mercado, com a FDA como referência. 

Elas têm autoridade para aprovar ou retirar medicamentos, avaliando sua qualidade, 

eficácia e segurança (FERREIRA et al., 2009).   

As Diretrizes da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico (OCDE) para Testes de Produtos Químicos são revisadas 

periodicamente à luz de progresso ou mudanças nas práticas de avaliação (OECD, 

423). O uso desses protocolos para testes pré-clínicos oferece várias vantagens 

significativas como: Padronização Internacional, consistência e comparabilidade, 

eficiência e redução de custos, avaliação de riscos mais precisa promovendo a 

eficiência, a confiabilidade e a aceitação internacional dos dados gerados, 

contribuindo para a segurança e avaliação adequada de produtos químicos antes de 

sua aplicação em humanos ou no meio ambiente (OECD, 2008). Nosso protocolo 

seguiu, primariamente, o Método Clássico de Toxicidade Aguda e Toxicidade oral 

subcrônico que visam uma abordagem global e padronizada na avaliação de 

substâncias químicas (OECD, 2001). 

Segundo BERKOWITZ (2006) e GUIDO et al. (2010) o processo começa com 

a identificação ou síntese de uma molécula com potencial ativo e sua correlação 

com um alvo biológico apropriado. A eficácia e segurança dos fármacos devem ser 

determinadas por lei antes de sua comercialização. Em fase posterior, estudos in 
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vivo são realizados além de estudos in vitro, que serão caracterizar os efeitos 

biológicos das moléculas em animais. 

O objetivo principal dos estudos pré-clínicos é a avaliação farmacológica em 

sistemas in vitro e em animais in vivo para a obtenção do maior conhecimento 

possível sobre as propriedades e os efeitos adversos do fármaco em 

desenvolvimento (FERREIRA et al., 2009). Simultaneamente, a farmacocinética é 

testada em animais, o composto é submetido a testes de toxicidade a curto e longo 

prazo em animais, para que suas propriedades farmacológicas possam ser definidas 

dentro de uma relação dose-resposta (FERREIRA et al., 2009). 

De acordo com GRAHAME-SMITH & ARONSON (2004), a provável duração 

do uso terapêutico está relacionada à duração do teste toxicológico pré-clínico. 

Neste estágio, é crucial avaliar os efeitos sobre a fertilidade e reprodução, testes de 

carcinogenicidade, mutagenicidade e teratogenicidade, são importantes também 

testes relacionados à produção em grande escala, estabilidade e estudos de 

formulação do novo composto (GRAHAME-SMITH & ARONSON, 2004). 

Segundo o artigo 52 as normas do Conselho Nacional de Saúde (CNS), toda 

pesquisa em que o ser humano for submetido a estudo (ensaios clínicos), deve estar 

fundamentada na experimentação prévia realizada em animais tornando-se 

indispensáveis os estudos pré-clínicos (CNS, 1988). 

2.7. Toxicidade aguda 

O teste de toxicidade oral aguda é descrito pelo Guideline 423 (OECD 423; 

2001) e tem como objetivo produzir efeitos adversos em um breve período após a 

administração oral de uma única dose de uma substância fornecida durante 24 

horas para obter os parâmetros: Piloereção, mucosas ressecadas, respiração 

alterada, atividade somatomotora e chiado. 

Este procedimento experimental sugere iniciar o tratamento com a dose de 

300 mg/kg em três animais quando os efeitos da droga são desconhecidos. Se 

nenhum ou apenas um animal morrer, a dose deve ser repetida. Com confirmação 

do resultado anterior, o composto será testado a 2000 mg/kg. Com base nos 
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resultados, será classificado segundo o Globally Harmonized Classification System 

(GHS). No entanto, se dois ou três animais morrerem após a administração de 300 

mg/kg, a dose deve ser reduzida para 50 mg/kg. Se a mortalidade persistir em dois 

ou três animais com essa dose, a dose de teste será de 5 mg/kg para avaliação da 

toxicidade aguda. O teste de toxicidade aguda é importante na avaliação de produtos 

químicos pois irá permitir a determinação da Dose Letal Mediana (LD50) onde é 

possível quantificar uma substância que é letal para 50% de uma população de 

organismos expostos a ela, onde será usado o número mínimo de animais e serão 

obtidas informações suficientes sobre a toxicidade aguda da substância em estudo 

para permitir sua classificação (OECE, 2001). 

 

 

2.8. Toxicidade subcrônica 

O teste de toxicidade oral subcrônico realizado segundo o protocolo 

experimental OECD 407 (1995), possibilita a monitorização a longo prazo para 

determinar se o produto testado induz efeitos tóxicos. Os animais recebem (10 

mg/kg, 100 mg/kg, 1000 mg/kg), e a dose mais alta é escolhida com o objetivo de 

induzir efeitos tóxicos, mas não morte ou sofrimento grave. Depois disso, uma 

sequência descendente de dose é selecionada com o objetivo de demonstrar 

qualquer resposta relacionada à dosagem e efeitos adversos não observados no 

nível de dose mais baixo (No Observable Adverse Effect Level - NOAEL). Intervalos 

de duas a quatro vezes são frequentemente ótimos para definir os níveis de dose 

descendentes e a adição de um quarto grupo de teste é geralmente preferível ao 

uso de intervalos muito grandes, por exemplo, mais de um fator de 10 entre as 

dosagens (OECD, 1995). Os animais recebem o composto por gavagem orogástrica. 

 A escolha do período de exposição (28 dias) foi determinada com base nos 

objetivos clínicos esperados para a utilização do medicamento, seguindo as 

orientações estabelecidas pelas diretrizes da OECD 407 (1995) para investigação da 

toxicidade oral de doses repetidas de substâncias químicas. 
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O teste de toxicidade oral subcrônica, possibilita a observação de potenciais 

efeitos tóxicos ao longo de um extenso período, determinando se o produto testado 

causa impactos adversos (VALADARES, 2006). Este estudo oferece informações 

pertinentes sobre os potenciais riscos à saúde a longo prazo associados à 

exposição contínua, fornecendo dados adequados sobre os níveis de exposição 

considerados seguros para os seres humanos (BRITO, 1996). 

 

2.9. Oncofertilidade 

A busca por uma solução equilibrada entre "salvar vidas" e "salvar a 

fertilidade" tem sido um objetivo fundamental em pacientes jovens com câncer, 

devido à toxicidade ovariana associada à terapia contra o câncer. Tanto a 

quimioterapia quanto a irradiação têm sido associadas a efeitos colaterais 

significativos nos ovários, aumentando os riscos de falência ovariana prematura 

(FOP), menopausa precoce, distúrbios endócrinos ovarianos e infertilidade (MARCI 

R, et al., 2018). Desde a década de 1990, têm sido realizados inúmeros esforços 

dedicados à preservação da fertilidade antes, durante e após a terapia do câncer 

(SIEGEL RL, MILLER KD, 2020). 

A adequação dos tratamentos para doenças oncológicas nas últimas décadas 

tem resultado em um aumento significativo e contínuo na taxa de sobrevivência de 

pacientes com câncer. No entanto, os ovários são particularmente sensíveis aos 

efeitos citotóxicos da quimioterapia e à radiação da radioterapia. Como resultado, o 

sucesso desses tratamentos antitumorais tem levado a um aumento substancial no 

número de pacientes que experimentam falência ovariana prematura e uma notável 

redução no período reprodutivo (GRYNBERG et al., 2012; DE VOS et al., 2014; 

ROSS et al., 2014; DITTRICH et al., 2010). 

Em 2006 surgiu uma nova área para preservação da fertilidade em pacientes 

oncológicos, a oncofertilidade, com o objetivo de concretizar a busca de opções de 

proteção e/ou preservação da fertilidade para pacientes com diagnóstico de câncer, 

envolve também ajudar os pacientes na tomada de decisão relativamente à 
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preservação da fertilidade e ao método a utilizar, na preparação pré e pós-

tratamento e no tratamento dos fatores psicológicos associados. Assim, a 

oncofertilidade integra diversas áreas como sexologia, pediatria, psicologia e 

bioética, além de oncologia, urologia e ginecologia (MORAVEK MB, APPIAH LC, 

ANAZODO A, et al. 2019).  Além disso, é necessária a padronização dos cuidados 

de preservação da fertilidade para pacientes oncológicos (TONOREZOS ES, COHN 

RJ, GLASER AW, et al.,2022). 

A qualidade e a quantidade de oócitos são um dos fatores mais importantes 

para determinar o sucesso da fertilidade das mulheres; portanto, a preservação dos 

oócitos é fundamental para manter a capacidade de reprodução de pacientes jovens 

com câncer após sua recuperação (MCCLAM M, XIAO S.2022).  

3. HIPÓTESE 

Os beta Carbonílicos NQBio-006 e NQBio-021 apresentam baixa toxicidade 

(aguda e subcrônica) in vivo e portanto poderão ser utilizados como potenciais 

fármacos antitumorais com menos efeitos colaterais sistêmicos e à reserva folicular 

ovariana. 

4. JUSTIFICATIVA 

O câncer é uma doença que pode ser desenvolvida através de diversos 

fatores ambientais e genéticos ao longo da vida (TORRE et al., 2015), afetando, 

inclusive, a população em idade reprodutiva (SIEGEL et al., 2014). Por ser um 

conjunto de doenças multifatoriais, muitos tumores exibem elevado grau de 

heterogeneidade, o que dificulta a intervenção terapêutica com o uso de 

quimioterápicos eficazes e com menor toxicidade. Apesar do aumento dos avanços 

nas tecnologias e dos progressos no conhecimento dessas doenças, a busca de 
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novos fármacos seletivos ainda é um desafio (MAGALHAES; FERREIRA; 

ANDRICOPULO, 2018; ZHANG et al., 2020b).  

Por esse motivo, a busca por novos fármacos com base em alcalóides é 

motivada pela rica química desses compostos, pela eficácia histórica de alguns 

medicamentos derivados deles e pelo potencial de encontrar soluções terapêuticas 

inovadoras. Alcalóides são moléculas fascinantes, mesmo as mais simples 

apresentam particularidades químicas que garantem anos de estudos. Por esse 

motivo, novos alcalóides são sempre adicionados à lista de moléculas com alto 

potencial farmacológico (NEUSS, 1970).  

O motivo de β-carbolínicos serem o alvo de nossos estudos é que possuem 

propriedades antioxidantes e têm demonstrado importante contribuição para o seu 

potencial antimutagênico, antigenotóxico e antitumoral, pois as ROS (espécies 

reativas de oxigênio) têm um papel determinante na formação de lesões no DNA, 

que podem ser fixadas em mutações, e no desenvolvimento de neoplasias (LIN et 

al., 2018; NAFISI et al., 2010).  

Justifica-se também tal estudo, como uma abordagem inovadora na busca 

por tratamentos mais eficientes e direcionados aos tumores, resultando em menos 

efeitos colaterais indesejados em comparação com terapias convencionais, 

especialmente fertilidade feminina. Contribuindo assim para uma melhor qualidade 

de vida durante o tratamento. 

5. OBJETIVOS  

5.1 Objetivo geral 

Avaliar a toxicidade aguda e subcrônica dos beta-carbonílicos NQBio-006 e 

NQBio-021 em camundongos. 
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5.2 Objetivos específicos 

● Verificar os efeitos agudos e subcrônicos da toxicidade dos compostos 

NQBio-006 e NQBio-021 em aspectos fisiológicos de camundongos. 

● Analisar alterações comportamentais dos animais tratados com os beta-

carbonílicos. 

● Analisar alterações hematológicas, histopatológicas e morfométricas dos 

animais submetidos ao tratamento. 

● Verificar os efeitos dos compostos no ciclo estral e reserva ovariana. 

6. MATERIAL E MÉTODOS 

6.1.  Alcalóides Beta - Carbonílicos Sintéticos 

Os alcalóides β-carbolínicos sintéticos testados no presente estudo foram 

fornecidos pelo Prof. Dr. Gustavo Henrique Ribeiro Viana, responsável pelo 

Laboratório de Síntese Orgânica do Campus Centro-Oeste da Universidade Federal 

de São João del-Rei.  

Inicialmente, foram preparadas soluções estoque dos alcalóides em DMSO 

(Dimetilsulfóxido), de acordo com a solubilização das moléculas. Posteriormente, as 

soluções foram diluídas até à concentração de 5 mM e utilizadas como solução mãe 

para as diluições subsequentes. Os dois compostos NQBio-006 e NQBio-021 foram 

escolhidos após triagem do seu potencial citotóxico utilizando o ensaio do MTT 

(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) uma vez que 

demonstraram os melhores valores de IC50 e de índice de seletividade (TECCHIO, 

2022).  
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6.2. Animais experimentais 

Foram utilizados camundongos swiss fêmeas (nulíparas e não grávidas) com 

8 semanas de idade provenientes do Núcleo de Criação de Animais de Laboratório 

da UFSJ (NUCAL). Os animais foram mantidos em fotoperíodo 12:12h em 

temperatura controlada (22ºC a 24ºC) recebendo água e ração ad libitum. Todos os 

procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética de Uso de Animais da 

Universidade Federal de São João del Rei (CEUA UFSJ) conforme o protocolo 

7636060323. 

O projeto foi subdividido em duas etapas: (1) experimento 1: Teste de 

toxicidade oral aguda, (2) Experimento 2: Teste de toxicidade oral subcrônica. Para 

cada um dos experimentos foi utilizado o número de animais descritos na Tabela 1, 

bem como, foram utilizadas as concentrações e avaliados os parâmetros listados. 

 

 

 

Tabela 1 - Delineamento experimental dos procedimentos realizados nos grupos 

experimentais dos experimentos 1 e 2. 

Experimento Composto Concentrações 
Número de 

animais Parâmetros 

1 

NQBio-006 

Veículo 

Total 

6 

  
  
  
  

Peso corporal 
Screening hipocrático 

Coleta e peso dos 
órgãos 

Hemograma 
Histopatologia 
Morfometria 

  
  
  
  
  
  
  

5 6 

50 6 

300 6 

2000 6 

 30 

NQBio-021 

Veículo 

Total 

6 

5 6 

50 6 

300 6 

2000 6 

 30 

2 NQBio-006 

Veículo 

Total 

5 

10 5 

100 5 

1000 5 

  20 
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 6.3. Experimento 1: Teste de toxicidade oral aguda 

O ensaio de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo 

experimental Guideline 423 (OECD 423; 2001) com dose inicial de 300 mg/kg, em 

conformidade com as recomendações da Sociedade Brasileira de Ciência em 

Animais de Laboratório/Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Os 

animais receberam dose única dos compostos NQBio-006 ou NQBio-021, nas 

concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg outros animais receberam a solução de 

diluição (60µl de DMSO/570µl de PBS), sendo denominados grupo controle. Para o 

acompanhamento, os animais foram marcados, na parte superior da orelha, 

correspondente aos números ordinais de 1 a 3 demonstrados na Figura 3. 

 

 

Figura 3 - Protocolo experimental toxicidade oral aguda. Delineamento experimental dos 

procedimentos realizados nos grupos experimentais do experimento 1: Toxicidade oral aguda. A 

primeira coluna é representada pela forma que os animais foram distribuídos nos tr três grupos 

sendo: controle, NQBio-006 ou NQBio-021, a segunda coluna as concentrações administradas 5, 50, 

300 e 2000 mg/kg e a solução de diluição (60µl de DMSO/570µl de PBS), sendo denominados grupo 

veículo em dose única. Criado com BioRender.com. 

 

 

Os animais foram submetidos a um jejum de duas horas antes do início do 

experimento e por mais duas horas após a administração, que foi feita através de 
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gavagem orogástrica. A água foi oferecida ad libitum durante todo experimento. 

Após a administração, os animais foram monitorados e observados ao longo de um 

período de 14 dias. Seguindo o Guideline 423 (OECD 423; 2001), a dose inicial 

utilizada foi de 300 mg/kg, pois quando não há informações sobre uma substância a 

ser testada, por razões de bem-estar animal, é recomendada a dose inicial de 300 

mg/Kg como ponto de início. E, consecutivamente, foram administradas as doses de 

2000, 50 e 5 mg/Kg. Dispondo dos dados das concentrações anteriores, sem 

observações da gravidade de sinais tóxicos, a dose 2000 mg/kg foi usada com base 

no protocolo que indica a probabilidade de produzir mortalidade em algum dos 

animais dosados, representado pelo fluxograma na Figura 4. 

 

 

Figura 4 - Fluxograma representando a metodologia seguida para o ensaio de toxicidade aguda em 

dose única, a partir da dose de 300 mg/kg, empregando três animais de um único sexo por etapa 

OECD (2001). 

- 0,1,2,3: número de moribundos ou animais mortos em cada etapa. 

- GHS: Sistema de Classificação Mundial Harmonizado (mg/kg de peso corporal).- ∞: não 

classificado. 

  

 6.4. Experimento 2: teste de toxicidade oral subcrônico 
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A Figura 5 representa o delineamento do teste de toxicidade oral subcrônico 

que foi realizado segundo o protocolo experimental OECD 407 (1995). Os animais 

receberam o composto que apresentou menor toxicidade no teste agudo (NQBio-

006) por um período de 28 dias. Os animais foram separados em quatro grupos 

experimentais, de cinco animais cada, havendo também um grupo controle que 

recebeu apenas o controle. Os animais foram tratados com (10 mg/kg, 100 mg/kg, 

1000 mg/kg), e a dose mais alta foi escolhida com o objetivo de induzir efeitos 

tóxicos, mas não morte ou sofrimento grave. Depois disso, uma sequência 

descendente de doses foi selecionada com o objetivo de demonstrar qualquer 

resposta relacionada à dosagem e efeitos adversos não observados no nível de 

dose mais baixo (NOAEL). Intervalos de duas a quatro vezes são frequentemente 

ótimos para definir os níveis de dose descendentes e a adição de um quarto grupo 

de teste é geralmente preferível ao uso de intervalos muito grandes (por exemplo, 

mais de um fator de 10 entre as dosagens (OECD, 1995). Os animais receberam o 

composto por gavagem orogástrica. O composto foi administrado na forma de 

solução aquosa e como controle, solução fisiológica (130µl de DMSO/1070µl de 

PBS). 

Para o tratamento, os animais foram anestesiados através por via inalatória com 

isoflurano (2,5-3%-Harvard Apparatus Limited, Reino Unido), conforme descrito por 

Nascimento et al., 2023. O progresso dos animais foi monitorado individualmente, 

utilizando marcações na parte superior da orelha que correspondiam aos números 

ordinais (de 1 a 5). A observação dos sinais de toxicidade seguiu a mesma 

metodologia utilizada na avaliação da toxicidade aguda em dose única. 

 

 

Figura 5 - Protocolo experimental toxicidade oral subcrônica. Delineamento experimental dos 

procedimentos realizados nos grupos experimentais do experimento 2: Toxicidade oral subcrônica. A 

primeira coluna é representada pela forma que os animais foram distribuí distribuídos nos três grupos 
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sendo: controle, NQBio-006 ou NQBio-021, a segunda coluna as concentrações administradas 10, 

100, 1000 mg/kg e a solução de diluição (60µl de DMSO/570µl de PBS), sendo denominados grupo 

veículo em dose única. Criado com BioRender.com. 

 

6.5. Screening Hipocrático 

Os animais foram observados quanto a alterações comportamentais nos 5, 10, 

20, 30 e 60 minutos, bem como, 4, 8, 24 e 48 horas; e durante 14 dias a partir da 

hora de administração do composto no teste de toxicidade aguda e 28 dias no teste 

de toxicidade subcrônica. Todos os tempos de acordo com o screening hipocrático 

para observação destes parâmetros (COSTA, 2013). Os seguintes parâmetros foram 

analisados: piloereção, ressecamento de córnea, alteração respiratória, atividade 

somatomotora, mucosas alteradas, convulsões, coceira e mortalidade sendo 

indicados na tabela com (N) para Normal e (P) como parâmetro de toxicidade 

presente. 

6.6. Avaliação ponderal 

Os animais foram pesados em balança semi-analítica antes da administração 

dos compostos, após 7 dias e ao término de 14 dias após exposição para o teste de 

toxicidade aguda. No experimento 2, os animais também foram avaliados aos 21 e 

28 dias após o início do tratamento. 

6.7. Coleta das amostras 
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Foram realizadas coletas de sangue para avaliação dos animais dos 

experimentos 1 e 2. Os animais foram eutanasiados ao final de cada experimento e 

submetidos a punção cardíaca para coleta de sangue e realização de exames 

hematológicos. O sangue (~500 μl) foi coletado para realização de hemogramas em 

tubos tratados com EDTA. 

Para os exames histopatológicos, as amostras dos órgãos (coração, pulmão, 

fígado, baço, ovários e rins) foram coletadas na necropsia, dissecadas para remoção 

de tecido adiposo e ligamentos e em seguida fixadas. 

 

6.8. Análises hematológicas 

Os hemogramas foram realizados de forma terceirizada, no Laboratório Carlos 

Chagas, na cidade de São João Del Rei. Foram realizados obtendo os valores de 

hemoglobina (Hb), hematócrito (Ht), plaquetas (PLT), hemácias, volume corpuscular 

médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração média de 

hemoglobina celular (CHCM), largura de distribuição de hemácias (RDW), 

leucócitos, basófilos, segmentados, linfócitos, monócitos e eosinófilos. E para essa 

avaliação foi utilizado o equipamento Hematological Analyzer, modelo MEK 6550Vet 

(NIHON Kohden). 

6.9. Histopatologia 

Após as necropsias os órgãos foram analisados macroscopicamente para 

avaliação de sinais de toxicidade, foram avaliados parâmetros como: alterações na 

estrutura, rigidez, coloração, irregularidades, presença de hemorragia e edema.      

Para os exames histopatológicos foram coletadas amostras de coração, pulmão, 

fígado, baço, ovários e rins, fixadas em solução de paraformaldeído 4%. Após 
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fixação de 24 horas, essas amostras foram mantidas em álcool 70% até o 

processamento. A desidratação foi feita em séries crescentes de etanol (70-100%), 

em seguida as amostras foram diafanizadas em xilol, e incluídas em parafina 

histológica. Os blocos de inclusão foram seccionados, em micrótomo convencional, 

em uma espessura de 5 μm e os cortes obtidos foram submetidos a coloração por 

hematoxilina e eosina (HE). Foram avaliadas a presença e as características das 

alterações e lesões celulares. Nos órgãos como, coração, pulmão, fígado, baço e 

rim foram feitos cortes de 5 μm, dando um intervalo de 300 μm entre os cortes 

utilizados. O ovário foi cortado por toda sua extensão (do início ao fim), também em 

cortes de 5 μm.  

6.10. Exame Morfométrico Renal 

 O estudo dos parâmetros morfológicos foi efetuado por meio de microscopia 

óptica e com o auxílio do microscópio Olympus CX23 com objetiva de 40x do 

Laboratório de Pesquisa em Reprodução na Universidade de São João Del Rei – 

Campus Dom Bosco.  

As variáveis foram obtidas pela mensuração de 30 glomérulos, 30 túbulos 

contorcidos proximais e 30 túbulos contorcidos distais por rim analisado, sendo 

avaliados três animais por grupo experimental.  

Para obtenção dos diâmetros glomerular, diâmetro do túbulo contorcido 

proximal e do túbulo contorcido distal foram mensuradas, em secções transversais, 

os diâmetros maior e menor. Em seguida foi obtida a média entre os dois valores. 

Para essa análise foi utilizado o programa EPView.  

6.11. Exame Morfométrico Hepático 
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Com relação ao fígado, foi avaliado o diâmetro nuclear dos hepatócitos. A 

obtenção dessa medida foi realizada conforme descrito para a avaliação renal. E 

para isso, foram escolhidos, aleatoriamente, seis campos com 10 hepatócitos em 

cada, e foram utilizados três animais por grupo. 

Além disso, também foi realizada a quantificação da densidade de 

hepatócitos mono e binucleados. Para cada corte foi determinado o número de 

hepatócitos por área, utilizando a soma dos hepatócitos binucleados, multiplicado 

por 100 e dividido pelo total de hepatócitos (mono + bi) (Binucleados*100)/total). 

Foi realizada uma varredura do retângulo da imagem em jpg, encontrado um 

valor de 54 mm² (área total do retângulo). A densidade dos hepatócitos em mm² foi 

calculada a partir do número de estruturas obtido na densidade dividida pela área 

encontrada. 

6.12. Avaliação do ciclo estral  

Os estágios do ciclo estral foram avaliados através da avaliação da 

morfologia externa da vulva (Beyers et al. 2012). Para isso, os camundongos foram 

contidos pela cauda e apoiados na tampa da gaiola onde foram mantidos, tendo sua 

vulva observada conforme critérios descritos por Beyers et al. (2012). Os estágios 

são divididos em: (1) Proestro, início do ciclo onde é observada a linha entre a vulva 

e o ânus do animal, (2) Estro, a vulva se encontra inchada e avermelhada, 

sinalizando o período fértil do animal, (3) Metaestro, vulva com aspecto de palidez e 

(4) Diestro final do ciclo, marcado também pela vulva pálida e abertura vaginal 

quase imperceptível. O percentual de dias em que cada animal permaneceu em 

cada estágio é feito pelo cálculo (dias em que o animal ficou em cada fase/total de 

dias observados*100) e a duração do ciclo é feita baseada em quantos dias o animal 

permaneceu de um ciclo a outro. 

6.13. Quantificação folicular 
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A quantificação da população folicular se deu através das análises descritas 

por Pereira et al., 2020, observado os ovários nas objetivas de 10x e 40x em 

microscópio óptico, a partir do qual obtivemos seguinte classificação folicular: 

folículos primordiais (uma camada de células da granulosa em formato 

pavimentoso), transicionais, (uma camada de células da granulosa em formato 

cuboidal e pavimentosas), primários (uma camada células da granulosa em formato 

cuboidal e deposição, pelo oócito, de uma matriz proteica dando origem a zona 

pelúcida), secundários (duas ou mais camadas de células da granulosa), antrais 

(observações de espaços entre as células da granulosa) e atrésicos (morte celular) 

com alterações morfológicas como desintegração das células da granulosa, picnose 

nuclear, degeneração da zona pelúcida. A taxa de atresia folicular foi obtida pela 

divisão do número de folículos atrésicos pelo número total de folículos, e 

posteriormente multiplicado por 100, conforme descrito por Pereira et al., 2020. 

6.14. Morfometria folicular 

Trinta imagens de cada classe folicular (primordial, transicional, primário, 

secundário e antral) por animal (n=3) foram obtidas, salvas em jpg e analisadas pelo 

programa EPview. O limite do folículo foi definido como a membrana basal e o limite 

do oócito como a zona pelúcida. Apenas folículos morfologicamente considerados 

saudáveis foram medidos (Nascimento et al., 2023). 

6.15. Teste de TUNEL  

Para avaliação de apoptose, foi realizado o ensaio TUNEL (G7130, 

DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System), de acordo com o fabricante. Após o 

processo de hidratação de cortes de 5 μm de espessura dos tecidos, estes 

passaram por uma série de etapas, sendo elas: as lâminas foram incubadas com 
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Proteinase K (20 mg/mL em 10mM TRIS) por vinte minutos; em H2O 30% em 

metanol por cinco minutos; cobertas com solução tampão por trinta minutos; 

incubadas com marcação uma hora e trinta minutos a 37ºC; em seguida, foi 

adicionado tampão de finalização por cinco minutos e tampão de bloqueio por dez 

minutos. Posteriormente, em câmara úmida, a solução conjugada 50x foi colocada 

em cada corte por trinta minutos em temperatura ambiente. Por fim, revelada com 

DAB aproximadamente 3 minutos e corada com Hematoxilina. Foram analisadas 

imagens de folículos secundários e antrais de 3 animais do grupo controle e 3 

animais do grupo tratados com NQBio-006, observadas no aumento de 40x.  As 

imagens obtidas posteriormente, foram avaliadas quantitativamente pelo programa 

ImageJ, sendo marcações positivas e negativas em núcleo (que corresponde a 

fragmentação do DNA) para TUNEL coradas em marrom, os resultados foram 

tabulados no Excel e em seguida feita a média dos dois campos.  

 

 

6.16. Análises estatísticas 

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad PRISM 8. 

Apresentados como média±erro padrão da média. As médias obtidas foram 

analisadas quanto à distribuição normal (D’Agostino & Pearson e teste de Shapiro-

Wilk). Os dados paramétricos, em comparações com 3 grupos ou mais (parâmetros 

associados à peso corporal, peso dos órgãos, peso relativo dos órgãos, screening 

hipocrático, histopatologia e morfometria renal do composto NQBio-021, morfometria 

hepática, análise hematológica, quantificação folicular) foram submetidos à análise 

de variância seguida de teste Tukey. As análises entre dois grupos foram realizadas 

pelo teste t de student (Morfometria folicular e morfometria renal do composto 

NQBio-006). O nível de significância adotado foi de p< 0,05. 

7. RESULTADOS 
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7.1. Experimento 1: Teste de toxicidade oral aguda 

Não foi observada mortalidade durante os estudos, dessa forma foi possível 

categorizar os compostos pelo Sistema Globalmente Harmonizado de Classificação 

e Rotulagem de Produtos Químicos (GHS), o qual estabelece critérios de 

classificação de substâncias com relação aos perigos físicos, para a saúde e meio 

ambiente como: Categoria 5, cujo DL50 = 2000 mg/kg o qual reflete sua segurança. 

7.1.1. Peso corporal 

Os resultados apontam que os pesos corporais dos camundongos tratados 

com controle, NQBio-06 e NQBio-021 foram bastante semelhantes (p < 0,05) (Figura 

6A).  No 7° dia foi observada diferença significativa no peso dos animais tratados 

com o composto NQBio-021 na concentração mais alta (2000 mg/Kg) (p = 0,0114) 

em relação ao controle (Figura 6B).  

 

Figura 6 - Efeitos dos compostos NQBio-006 em (A) e NQBio-021 em (B) sobre o peso corporal de 

camundongos nos dias 1, 7 e 14 do período de observação do teste de toxicidade aguda. Os valores 

são apresentados como média ± SEM, N = 6 por grupo. 
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7.1.2. Observação dos sinais de toxicidade (screening hipocrático) 

Com a observação dos animais, sinais clínicos como convulsões, tremores, 

sonolência, alterações motoras e respiratórias foram avaliadas e anotadas. A 

observação comportamental dos animais descritos na Tabela 2 demonstrou 

piloereção e atividade somatomotora comprometida com 1 hora após administração 

do controle até a sexta hora. 

Tabela 2 - Padrões comportamentais dos animais do grupo controle. A observação comportamental 

dos animais demonstrou piloereção e atividade somatomotora comprometida com 1 hora após 

administração do veículo até a sexta hora. 

Controle 5min 10min 20min 30min 1h 2h 4h 6h 12h 24h 

           
Parâmetros           
H N N N N P P P P N N 
E N N N N N N N N N N 
B N N N N N N N N N N 
SA N N N N P P P N N N 
M N N N N N N N N N N 
C N N N N N N N N N N 
I N N N N P N N N N N 
M N N N N N N N N N N 
Legenda: (N) Normal, (P) Presente, (H) Pêlo, (E) Olhos, (B) Respirção, (SA) Atividade somatomotora, 

(M) Mucosa, (C) Convulsões, (I) Coceira, (W) Chiado, (M) Mortalidade. 

 

Conforme observado na Tabela 3, a atividade somatomotora foi 

comprometida nos primeiros 5 minutos em todas as concentrações do composto 

NQBio-006. Chiado foi observado após 6 horas, exceto na dose de 2000 mg/kg. 

Piloereção e ressecamento nas mucosas ocorreram nos primeiros minutos e 

persistiram até 24 horas nos animais tratados. A Tabela 4 mostra que a atividade 

somatomotora foi comprometida nos primeiros 10 minutos em todas as 

concentrações do composto NQBio-021. Ressecamento nos olhos foi observado 

após 2 horas, exceto na dose de 2000 mg/kg. Coceira e chiado foram registrados 

após 6 horas nas concentrações de 300 e 2000 mg/kg.



 

 

 

Tabela 3 - Padrões comportamentais dos animais do grupo tratado com o composto NQBio-006, nas concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. 

Tempo 5 min 10 min 20 min 30 min 1h 2h 4h 6h 12h 24h 

Conce
ntração 
mg/kg 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 5 

5
0 

3
0
0 

20
00 

Parâme
tros                                         
H N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N P P P 
E N N P N P N P N N N N P N P N N N N P P P P N P P N P P P N N P N N P P N N N P 
B N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P N N N P 
SA P P P N N P N P P P P N P N N N P P P P N P P P P P P P N N P P N P P P N N N P 
M N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N P N N N P N N N P P P P P 
C N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N 
I N N N N N N N N N N N P N N P P N N N N N P N N N N N N N N N N N N N N N N N N 
W N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N P N N N N N P P P N P N N N P N N N 
M N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N 
Legenda: (N) Normal, (P) Presente, (H) Pêlo, (E) Olhos, (B) Respirção, (SA) Atividade somatomotora, (M) Mucosa, (C) Convulsões, (I) Coceira, (W) Chiado, 

(M) Mortalidade. 
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Tabela 4 - Padrões comportamentais dos animais do grupo tratado com o composto NQBio-021, nas concentrações de 5, 50,3 00 e 2000 mg/kg. 

Tempo 5 min 10 min 20 min 30 min 1h 2h 4h 6h 12h 24h  
Concen
tração 
mg/kg 5 
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0
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tros                                          
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E N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N P P P N N N N N N N N N N P P P N N N N  
B N N N N N N N P N N N P N N N P N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N  
SA N N P N P P P N N N P N P P P N P P P N P P P N N N P N N N P N N P P N N P P N  
M N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N  
C N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N  
I N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N P N N N N N N N N  
W N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N P N N N N N N N P N  
M N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N  
Legenda: (N) Normal, (P) Presente, (H) Pêlo, (E) Olhos, (B) Respirção, (SA) Atividade somatomotora, (M) Mucosa, (C) Convulsões, (I) Coceira, (W) Chiado, 

(M) Mortalidade. 



 

7.1.3. Peso relativo dos órgãos 

Observou-se que o peso relativo (relação percentual entre o peso dos órgãos 

e o peso corporal do fígado e ovário dos animais tratados com NQBio-006 foi 

afetado pelo tratamento. O fígado, por exemplo, apresentou um aumento 

significativo de peso na concentração de 2000 mg/Kg em relação ao controle e à 

concentração de 5 mg/Kg (p = 0,0277), (p = 0,0015), respectivamente. No caso do 

ovário, o aumento de peso foi notado na concentração de 2000 mg/Kg em 

comparação ao controle e as concentrações de 5 e 50 mg/Kg (p < 0,0001), (p < 

0,0001), (p < 0,0001). Além disso, houve também um aumento no peso ovariano na 

concentração de 300 mg/Kg em comparação ao controle e as concentrações de 5 e 

50 mg/Kg (p < 0,0001), (p < 0,0001), (p = 0,0037) (Figura 7A). 

Ao considerar o composto NQBio-021 (Figura 7B), foi observado que o 

pulmão apresentou um peso relativo menor na concentração de 2000 mg/Kg em 

comparação ao controle (p = 0,0341). No entanto, o rim demonstrou um aumento 

significativo na concentração de 2000 mg/Kg em comparação à concentração de 50 

mg/Kg (p = 0,0241). Quanto ao peso relativo do ovário, verificou-se um aumento na 

concentração de 50 mg/Kg em comparação ao controle (p = 0,0476), assim como na 

concentração de 2000 mg/Kg em comparação ao controle e também em relação à 

concentração de 5 mg/Kg (p < 0,0001), (p = 0,0175). 
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Figura 7 - Relação percentual entre o peso dos órgãos e o peso corporal de animais tratados com os 

compostos NQBio-006 em (A) e NQBio-021 em (B), nas concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. 

7.1.4. Histopatologia e morfometria renal 

Corroborando com esses achados, a morfologia renal dos animais tratados 

apresentou alguns sinais anatomopatológicos. Hiperemia multifocal leve que se 

refere a um aumento anormal do fluxo sanguíneo em um determinado tecido ou 

região do corpo. A hiperemia multifocal sugere que esse aumento está ocorrendo em 

várias áreas ou pontos específicos, evidenciada pela seta preta. Tecido edematoso 

que é caracterizado pela presença de edema, que é o acúmulo de líquido intersticial 

em determinada área do corpo. Isso pode resultar em inchaço, aumento do volume e 

alterações na textura do tecido afetado, apontado pela seta laranja. A seta fina 

aponta para um grau de hiperemia multifocal (discreta) menos acentuada, indicando 

novamente um aumento anormal do fluxo sanguíneo em várias áreas específicas do 

tecido (Figura 8). 
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Figura 8 - Fotomicrografia de lesões renais em camundongos submetidos ao tratamento com o 

composto NQ-Bio021.Seta preta: hiperemia multifocal leve (aumento anormal do fluxo sanguíneo em 

um determinado tecido), seta laranja: tecido edematoso (inchaço, aumento do volume e alterações na 

textura do tecido afetado), seta fina: hiperemia multifocal discreta (menos acentuada) (aumento 

anormal do fluxo sanguíneo em um determinado tecido). Coloração H.E, objetiva 10x, barra de 

escala: 100µm e 40x, barra de escala: 20µm 

 

Como o composto NQBio-006 já havia apresentado resultados de baixa 

toxicidade na avaliação ponderal, peso dos órgãos e peso relativo, as análises 

morfométricas foram realizadas apenas na concentração 2000 mg/Kg qual havia 

maior potencial de possíveis alterações e não foram observadas diferenças 

significativas (Figura 9A-C). A análise morfométrica dos rins do composto NQBio-

0021 revelou aumento no diâmetro dos corpúsculos dos animais administrados com 

as concentrações 50 e 300 mg/Kg comparadas ao controle (p < 0,0001) e (p = 

0,0167) e um aumento na concentração de 2000 mg/Kg (p = 0,0321) também 

comparada ao controle. O aumento também pode ser observado na concentração de 

50 mg/Kg comparada a concentração de 5 mg/Kg e por fim foi observado diminuição 

no diâmetro dos corpúsculos na concentração de 2000 mg/Kg comparada às 

concentrações de 5, 50 e 300 mg/Kg (p < 0,0001) (Figura 9D). 

Houve diminuição no diâmetro dos túbulos contorcidos proximais de todas as 

concentrações administradas 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg comparadas ao controle (p < 

0,0001) (Figura 9E). 
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O mesmo ocorreu nos túbulos contorcidos distais, a visível diminuição ocorreu 

em todas as concentrações administradas 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg comparadas ao 

controle sendo o mesmo valor de p para todas (p < 0,0001), havendo também, 

diferença na concentração de 2000 mg/Kg comparada às concentrações de 5, 50 e 

300 mg/Kg com mesmo valor de p (p < 0,0001) (Figura 9F).  

 

Figura 9 - A: Diâmetro corpuscular, B: diâmetro do túbulo contorcido proximal (TCP) e C: distal (TCD) 

nos grupos experimentais tratados com os compostos NQBio-006 nas concentrações de 2000 mg/Kg 

e D: Diâmetro corpuscular, E: diâmetro do túbulo contorcido proxima proximal (TCP) e F: distal (TCD) 

nos grupos experimentais tratados com o composto NQBio-021 nas concentrações de 5, 50, 300 e 

2000 mg/kg. Os valores são apresentados como média ± SEM, N = 6 por grupo. 

 

7.1.5. Histopatologia e morfometria hepática 

As micrografias histológicas ilustram que o fígado dos animais tratados com 

NQBio-006, nas concentrações 50 mg/Kg apresentaram hiperemia multifocal 

discreta apontada pela seta vermelha e na concentração de 300 mg/Kg hiperemia 

multifocal leve apontada pela seta preta, aumento de 40x (Figura 10).  O fígado dos 

animais tratados com NQBio-06 e NQBio-021 na concentração de 2000 mg/kg, 
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aumentos de 10 e 40x, observou-se tecido edematoso (seta laranja), hiperemia 

multifocal (seta preta) e infiltrados inflamatórios (presença de células do sistema 

imunológico, como leucócitos, linfócitos e macrófagos, em um tecido, em resposta a 

um processo inflamatório) (seta fina). 

Figura 10 - Fotomicrografia de lesões hepáticas. Seta vermelha: hiperemia multifocal leve (aumento 

anormal do fluxo sanguíneo em um determinado tecido ou região do corpo) Seta preta: hiperemia 

multifocal discreta (menos acentuada) (aumento anormal do fluxo sanguíneo em um determinado 

tecido ou região do corpo), seta laranja: tecido edematoso (inchaço, aumento do volume e alterações 

na textura do tecido afetado), seta fina: infiltrado inflamatório (presença de células do sistema 

imunológico em resposta a um processo inflamatório. Coloração H.E, objetiva 10x, barra de escala: 

100µm e 40x, barra de escala: 20µm.  

 

O diâmetro do núcleo dos hepatócitos apresentou aumento no grupo de 

animais tratados com o composto NQBio-006 nas concentrações de 5 mg/Kg (p = 

0,0013) comparada ao controle e na concentração de 300 mg/Kg comparada a 

concentração de 5 mg/Kg (p = 0,0008) (Figura 11A). Nos grupos tratados com o 

composto NQBio-021 as diferenças encontradas foram nas concentrações 5, 50 e 

300 mg/Kg compradas ao controle (p < 0,0001). Foi possível observar também 

diminuição no diâmetro do núcleo dos hepatócitos na concentração de 2000 mg/Kg 

comparada às concentrações de 5, 50 e 300 mg/Kg (Figura 11B). 
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Figura 11 - Diâmetro nuclear dos hepatócitos nos grupos experimentais tratados com os compostos 

NQBio-006 (A) e NQBio-021 (B) nas concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores são 

apresentados como média ± SEM, N = 6 por grupo. 

 

Os resultados referentes ao percentual de hepatócitos por área estão 

representados na Figura 12 que demonstram uma diminuição nos grupos tratados 

com o composto NQBio-006, nas concentrações 50 mg/Kg e 300 mg/Kg comparadas 

ao controle (p = 0,0095), (p = 0,0285). Foi observado no número de hepatócitos 

aumento na concentração de 2000 mg/Kg quando comparada às concentrações de 

50 e 300 mg/Kg (p = 0,0057), (p = 0,0177) (Figura 12A). Já os grupos tratados com o 

NQBio-021 apresentaram diminuição nas concentrações 5, 50 e 300 mg/Kg 

comparadas ao controle (p = 0,0002), (p = 0,0029), (p = 0,0045). A concentração de 

2000 mg/Kg demonstrou aumento quando comparada às concentrações de 5, 50 e 

300 mg/Kg (p < 0,0001), (p = 0,0002) e (p = 0,0003) (Figura 12B). 

 

 

 

Figura 12 - Percentual de hepatócitos por área nos grupos experimentais tratados com os compostos NQBio-

006 (A) e NQBio-021 (B) nas concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores são apresentados como 

média ± SEM, N = 6 por grupo. 
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A densidade dos hepatócitos por milímetro quadrado está representada na 

Figura 13, foram calculadas a densidade dos hepatócitos totais 

(mononucleados+binucleados), apresentando diferença significativa no grupo de 

animais tratados com o composto NQBio-006, nas concentrações 300 mg/Kg e 2000 

mg/Kg foi observado um aumento em relação ao controle (p < 0,0001) e em relação 

as concentrações de 5 (p = 0,0037) (p = 0,0179) e 50 mg/Kg (p < 0,0001) (p < 

0,0001) (Figura 13A). Ainda no mesmo grupo a densidade dos hepatócitos 

binucleados diminuiu na concentração de 50 mg/Kg comparada ao controle (p = 

0,0435), a densidade aumentou na concentração de 2000 mg/Kg comparadas a 

todas as concentrações 5, 50 e 300 mg/Kg (p = 0,0020)  (p < 0,0001), e (p = 0,0020) 

(Figura 13B), a densidade dos hepatócitos mononucleados aumentou na 

concentração de 300 mg/Kg comparada ao controle e a concentração de 5 e 50 

mg/Kg Kg (p < 0,0001), (p = 0,0097), (p < 0,0001) (Figura 13C).  

Sobretudo nos animais tratados com NQBio-021, a densidade de hepatócitos 

totais diminuiu na concentração de 300 mg/Kg comparada a menor concentração de 

5 mg/Kg (p = 0,0415) e um aumento significativo foi observado na concentração 

mais alta 2000 mg/Kg comparada ao controle e a todas as concentrações 5, 50 e 

300 mg/Kg todas com mesmo valor de p (p < 0,0001) (Figura 13D). Diminuição na 

densidade dos hepatócitos binucleados nas concentrações de 5 e 50 mg/Kg e 

aumento na maior concentração 2000 mg/Kg comparada ao controle (p = 0,0115), (p 

= 0,0115), (p = 0,0006), a concentração 2000 mg/Kg também apresentou diferença 

significativa comparada às concentrações de 5, 50 e 300 mg/Kg todas com mesmo 

valor de p (p < 0,0001) (Figura 13F). A densidade dos hepatócitos mononucleados 

apresentou uma diminuição na concentração de 300 mg/Kg quando comparada a 

concentração de 5 mg/Kg (p = 0,0220) e a maior concentração demonstrou um 

aumento na densidade quando comparada ao controle (p < 0,0001) e as demais 

concentrações 5, 50 e 300 mg/Kg (p = 0,0038), (p < 0,0001), (p < 0,0001) (Figura 

13F). 
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Figura 13 - A: Densidade de hepatócitos totais, B: mononucleados e C: binucleados por milímetro 

quadrado nos grupos experimentais tratados com os compostos NQBio-006 nas concentrações de 5, 

50, 300 e 2000 mg/kg.D: Densidade de hepatócitos totais, E: mononucleado e F: binucleados por 

milímetro quadrado nos grupos experimentais tratados com os compostos NQBio-021 nas 

concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores são apresentados como média ± SEM, N = 6 

por grupo. 

 

7.1.6. Histopatologia ovariana e ciclo estral 

Os resultados apontam que houve um aumento significativo no tamanho dos 

ovários que receberam o composto NQBio- 021 e em ambos os compostos há 

presença (qualitativa) de vários corpos lúteos (Figura 14). 
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Figura 14 - Efeito dos compostos NQBio-006 e NQBio-21 na morfologia dos ovários. Asterisco 

vermelho: Presença (qualitativa) de muitos corpos lúteos. Seta preta: Folículos antrais. Asterisco 

amarelo: folículos atrésicos.Coloração H.E, objetiva 4x, barra de escala: 200µm. 

Não foram observadas diferenças estatísticas (p > 0,05) na duração do ciclo 

estral desses animais tratados com ambos os compostos (Figura 15) em todas as 

concentrações avaliadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Duração do ciclo estral dos animais tratados com os compostos NQBio-006 e NQBio-021 

nas concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores são apresentados como média ± SEM, N 

= 6 por grupo. 
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Além disso, o percentual de dias em que os animais permaneceram em cada fase 

não apresentou diferença, também para o tratamento com ambos os compostos 

NQBio-006 e NQBio-021 (Figura 16). 

  

 

Figura 16 - Percentual de dias em cada estágio do ciclo estral dos animais tratados com os 

compostos NQBio-006 (A) e NQBio-021 (B) nas concentrações de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os 

valores são apresentados como média ± SEM, N = 6 por grupo. 

7.1.7 Análises hematológicas 

A Tabela 5 ilustra a análise hematológica, os parâmetros da série vermelha 

nos animais tratados com o composto NQBio-006 apresentaram diferença 

significativa nos parâmetros de CHCM (p = 0,0114) na concentração de 2000 mg/Kg 

quando comparada a concentração de 300 mg/Kg. Nos grupos tratados com NQBio-

021 os parâmetros que demonstraram diferença foram HCM na concentração 2000 

mg/Kg (p = 0,0317) comparada ao grupo controle.  

Já nos parâmetros de série branca, eosinófilos e segmentados apresentaram 

diferença nos grupos tratados com o composto NQBio-006, as concentrações de 

eosinófilos com diferença significativas foram 50 mg/Kg comparada à concentração 

de 5 mg/Kg e ao grupo controle (p = 0,0149), (p = 0,0434) e a concentração de 2000 

mg/kg comparada a 50 mg/Kg (p = 0,0352). Nos grupos tratados com NQBio-021 as 

diferenças foram encontradas em leucócitos na maior concentração administrada 
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2000 mg/Kg (p = 0,0203) comparada ao controle e monócito com diferenças 

encontradas nas concentrações de 50 e 300 mg/Kg comparadas ao controle (p = 

0,0261) (p = 0,0072) e a concentração de 2000 mg/Kg comparada às concentrações 

de 50 e 300 mg/Kg (p = 0,0230) (p = 0,0076) (Tabela 6).



 

 

Tabela 5 - Efeitos dos compostos NQBio-006 e NQBio-021 da série vermelha no hemograma em camundongos 

  

Parâmetro
s 

Unidad
e 

Grupo 
controle 

NQBio - 006    NQBio - 021    

5 mg/kg 50 mg/kg 
300 

mg/kg 
2000mg/k

g 
5 mg/kg 50 mg/kg 

300 
mg/kg 

2000mg/k
g 

HB g/dL 12,1±0,5 11,3±0,7 10,3±1,1  9,6±2,0  12,7±0,6 10,4±1,1  12,8±0,7  10,2±0,5  10,6±1,9  

HCT % 35,1±1,9  31,6±2,1  29,3±3,4  27,6±6,2  41,5±2,6 28,0±2,9  36,7±1,8  28,7±1,6  33,9±6,2 
 

 

VCM  fl 48,6±0,9  46,3±0,6 46,6±0,5  46,7±0,8 48,5±1,1 46,3±1,1  47,7±1,2 46,9±1,0 46,6±1,2 
 

 

HCM  pg 16,8±0,3b 16,5±0,2 16,5±0,2 17,1±1,0  14,9±0,4 16,5±0,3ab  16,7±0,4ab  
16,7±0,5ab

  
14,6±0,5a 

 

 

CHCM  g/dL 34,9±0,6ab 
35,7±0,2a

b  
35,4±0,3ab  36,7±2,0b  30,6±0,3a 38,1±2,7  35,0±0,4  31,1±4,8  31,5±0,4 

 

 

RDW  % 14,2±0,3  14,2±0,3 14,1±0,3  14,7±0,3  13,5±0,1 15,0±0,1  14,3±0,4  14,7±0,5  13,2±0,2 
 

 

PLT μl 
197,8±22,

1  
245,3±59,

2 
216,6±87,

9  
238,2±37,

7  
233,3±43,

2 
254,4±114,

9  
229,6±90,

2  
114,9±49,

8  
242,7±13,

2 

 

 

HB= Hemoglobina, HCT= Hematócrito, VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, CHCM = concentração de hemoglobina 

corpuscular me, RDW = Intervalo de Distribuição de Glóbulos Vermelhos, PLT= Plaquetas, os valores são apresentados como média ± SEM, N = 3. * p < 

0,05 quando comparado ao grupo controle do veículo 
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Tabela 6 - Efeitos dos compostos NQBio-006 e NQBio-021 da série branca no hemograma em camundongos. Os valores são apresentados como média ± 

SEM, N = 6 por grupo. * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle do veículo. 

Parâmetros  
U
n 

 Grupo 
Controle 

NQBio - 006    NQBio - 021   

5 mg/kg 
50 

mg/kg 
300 

mg/kg 
2000mg/kg 5 mg/kg 50 mg/kg 

300 
mg/kg 

2000mg/kg 

Leucócitos μl 3,7 ± 1,0ac 2,8±0,3c 6,0±0,8c 
4,54±1,42

c 
2967±417,7b

c 
4,64±0,9

c 
183,5±179,1

c 
5,075±1,1

c 
933,3±240,4b

c  

Basófilos μl 0 0 0 0 0 0±0 1±0,45 1,5±0,9 0 
 

 

Eosinófilos μl 0,3±0,1a 0±0a 3,8±1,4b 1,8±1,8ab 0a 0±0 42,4±19,8 50,5±33,2 0 
 

 

Segmentad
o 

μl 
39,6±3,2a

b 
37,2±0,9a

b 
29,8±4,6

a 
36,8±4,8ab 51,3±3,6b 38,2±5,5 26,8±4,7 30,2±7,9 47,3±1,3 

 

 

Linfócitos μl 58±3,3 59,7±1,9 57±4,4 57,4±5,6 47,3±3,8 57,8±5,8 64,2±2,5 57,7±5,0 52,3±1,6 
 

 

Monócitos μl 2,4±0,5ab 2,7±1,1ab 9,4±4,1a 4±0,4ab 1,3±0,3b 4±1,4ab 8,8±2,5a 10,5±2,3a 0,3±0,3b 
 

 

 



 

 

 

7.2. Experimento 2: Teste de toxicidade oral subcrônica 

 

7.2.1. Peso corporal 

Seguimos com o teste de toxicidade oral subcrônico apenas com o composto 

NQBio-006 por apresentar baixa toxicidade nos parâmetros avaliados na fase aguda. 

A Figura 17 demonstra que não houve alterações visíveis no peso corporal dos 

animais tratados com o composto NQBio-006 (p < 0,05). 

 

Figura 17 - Efeitos do composto NQBio-006 sobre o peso corporal de camundongos nos dias 1, 7, 

14, 21 e 28 do período de observação do teste de toxicidade subcrônica. Os valores são 

apresentados como média ± SEM, N = 5 por grupo. 

7.2.2. Peso dos órgãos 

Em relação ao peso dos órgãos dos animais tratados com o composto NQBio-

006, não houve diferença significativa entre os grupos ( p > 0,05), como demonstra a 

figura 18. 
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Figura 18 - Pesos de órgãos de animais tratados com o composto NQBio-006 nas concentrações de 

10,100 e 1000 mg/kg. Os valores são apresentados como média ± SEM, N = 5 por grupo.7.2.3.  

 

Observação dos sinais de toxicidade (Screening hipocrático) 

No primeiro dia de tratamento os animais foram observados nas primeiras 

vinte e quatro horas. Após o primeiro dia de tratamento, os grupos tratados não 

apresentaram letargia ou sonolência. Nenhum sinal de convulsão ou 

descoordenação motora foi observado em qualquer dos grupos e não houve nenhum 

óbito. Os animais foram acompanhados diariamente por 28 dias de tratamento, 

nenhum sinal de toxicidade foi observado nesse período. 

7.2.4. Peso relativo dos órgãos 

Os animais não apresentaram variação significativa para a relação percentual 

entre o peso corpóreo e dos principais órgãos (Figura 19). 
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Figura 19 - Relação percentual entre o peso dos órgãos e o peso corporal de animais tratados com o 

composto NQBio-006 nas concentrações de 10,100 e 1000 mg/kg.  Os valores são apresentados 

como média ± SEM, N = 5 por grupo. 

7.2.5. Histopatologia e morfometria renal 

A análise histopatológica demonstrou que a morfologia das estruturas renais 

está aparentemente preservada, sem evidência de danos estruturais (Figura 20). 

Figura 20 - Efeito do composto NQ-Bio006 na morfologia renal em camundongos. Seta azul: glomérulos com 

espaço de Bowman (Os glomérulos são estruturas essenciais dos rins, onde ocorre a filtração do 
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sangue para formar a urina primária. O espaço de Bowman é a cápsula que envolve o glomérulo e 

coleta o filtrado glomerular, Seta laranja: túbulo contorcido distal (parte do nefron onde ocorre a 

reabsorção final de água e íons, além da secreção de substâncias adicionais). Coloração H.E, 

objetiva 10x e 40x, barra de escala: 100µm e 40x, barra de escala: 20µm 

 

A análise morfométrica dos rins revelou que não houve diferença significativa 

no diâmetro dos glomérulos e túbulos contorcidos distais (p> 0,05) (Figura 21).  

 

Figura 21 - A: Diâmetro glomerular, B: diâmetro do túbulo contorcido proximal (TCP) e C: distal (TCD) 

nos grupos experimentais tratados com o composto NQBio-006 nas concentrações de 10,100 e 1000 

mg/kg.Os valores são apresentados como média ± SEM, N = 5 por grupo. 

7.2.6. Histopatologia e morfometria hepática 

O controle e grupos tratados com os compostos NQBio-006 e NQBio21 

apresentaram parênquima hepático dentro da normalidade, sem áreas sugestivas de 

necrose e com hepatócitos de tamanho e coloração normais. O calibre dos capilares 

sinusóides e das veias centrolobulares estavam qualitativamente dentro do normal 

(Figura 22). 
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Figura 22 - Fotomicrografia da histologia do fígado.  Seta preta: veia centrolobular (localizada 

centralmente em um lóbulo hepático), seta laranja: capilares sinusóides (vasos sanguíneos altamente 

especializados presentes no fígado.Os sinusóides hepáticos estão localizados entre os hepatócitos e 

são o local onde ocorre a troca de substâncias entre o sangue e as células hepáticas), seta fina: 

divisão celular (processo ativo de regeneração ou crescimento celular no tecido hepático). Coloração 

H.E, objetiva 10x, barra de escala: 100µm e 40x, barra de escala: 20µm. 

O diâmetro do núcleo apresentou uma diminuição nas concentrações de 100 

e 1000 mg/Kg quando comparados ao controle (p = 0,0019), (p = 0,0280) (Figura 

23), os resultados referentes a área dos hepatócitos não apresentaram diferenças 

significativas (Figura 24) e a densidade dos hepatócitos por milímetro quadrado 

(Figura 25) dos animais tratados com o composto NQBio-006 não foi alterado pelo 

tratamento (p > 0,05).  
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Figura 23 - Diâmetro nuclear dos hepatócitos nos grupos experimentais tratados com os com o 

composto NQBio-006 nas concentrações de 10,100 e 1000 mg/kg. Os valores são apresentados 

como média ± SEM, N = 5 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Percentual de hepatócitos por área nos grupos experimentais tratados com o 

composto NQBio-006 nas concentrações de 10,100 e 1000 mg/kg. Os valores são apresentados 

como média ± SEM, N = 5 por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - A: Densidade de hepatócitos totais, B: mononucleados e C:binucleados por milímetro 

quadrado nos grupos tratados com o composto NQBio-006 nas concentrações de 10,100 e 1000 

mg/kg. Os valores são apresentados como média ± SEM, N = 5 por grupo. 
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7.2.7. Histopatologia ovariana e ciclo estral 

A Figura 26 por sua vez, representa a histologia ovariana, na qual não foram 

observadas alterações decorrentes do tratamento, sendo observado o epitélio 

germinativo, região cortical e medular, folículos ovarianos (primordial, transicional, 

primário, secundário e antral) e corpos lúteos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Representação da histologia ovariana normal dos grupos controle e tratado com a 

concentração 1000 mg/Kg. Coloração H.E, objetiva 4x, barra de escala: 100µm. 

 

Na análise de ciclo estral, o grupo de animais tratados com o composto 

NQBio-006 transitou nas fases folicular e lútea, não sendo encontradas diferenças 

significativas (p > 0,05) (Figura 27A e C). Já no percentual de dias em cada estágio 

foram encontradas diferenças na fase de estro nas concentrações de 100 e 1000 

mg/Kg comparadas ao controle (Figura 27B). 
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Figura 27 - A: Resultados obtidos através da dinâmica do ciclo estral, B: percentual de dias em que o 

animal permaneceu em cada ciclo e C: fase folicular e lútea nos grupos experimentais tratados com o 

composto NQBio-006 nas concentrações de 10, 100 e 1000 mg/kg.  Os valores são apresentados 

como média ± SEM, N = 5 por grupo. 

 

 

7.2.8. Análises hematológicas 

 

 

Os dados obtidos nos resultados dos exames hematológicos das séries 

branca e vermelha não apresentaram diferenças significativas (Tabela 7 e 8). 
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Tabela 7 - Efeitos do composto NQBio-006 da série vermelha no hemograma em camundongos. Os 

valores são apresentados como média ± SEM, N = 5 por grupo. * p < 0,05 quando comparado ao 

grupo controle 

 

Parâmetros  Um Grupo controle 

NQBio - 006 group 

1000 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg 

Hemácias μl 7,1±0,4 7,3±0,4 5,7±0,8 5,9±0,7  

HB g/dL 40,8±29,0 11,5±0,9 9,0±1,1 9,2±1,2 
 

 

HCT % 31,8±1,8 33,0±2,3 25,9±3,4 26,2±3,2 
 

 

VCM  fl 44,6±0,6 45,0±0,6 44,4±0,8 44,1±1,2 
 

 

HCM  pg 15,6±0,3 15,7±0,3 15,4±0,4 15,5±0,5 
 

 

CHCM  g/dL 35,0±0,4 34,9±0,2 34,73±0,3 35,2±0,4 
 

 

RDW  % 14,3±0,4 13,5±0,0 13,7±0,4 14,2±0,2 
 

 

PLT μl 213,3±22,9 143,3±11,1 178,3±30,7 145,7±59,5  

HB= Hemoglobina, HCT= Hematócrito, VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina 

corpuscular média, CHCM = concentração de hemoglobina corpuscular me, RDW = Intervalo de 

Distribuição de Glóbulos Vermelhos, PLT= Plaquetas 
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Tabela 8 - Efeitos do composto NQBio-006 da série branca no hemograma em camundongos. Os 

valores são apresentados como média ± SEM, N = 5 por grupo. * p < 0,05 quando comparado ao 

grupo controle. 

 

Parâmetros Unid Grupo controle 

NQBio - 006 group 

10 mg/kg 100 mg/kg 1000 mg/kg 

Leucócitos Μl 16,0 ± 6,0 5,3±1,2 6,8±2,1 10,3±3,5  

Segmentados % 6,0±2,0 4,0±2,3 6,0±2,0 33,3±31,3 
 

 

Linfócitos % 89,3±2,6 90,6±2,6 88,7±2,9 62,7±31,3 
 

 

Monócitos % 4,6±0,6 5,3±1,3 5,3±1,3 4,0±1,1 
 

 

 

7.2.9. Quantificação folicular 

Em relação à quantificação folicular, os ovários foram avaliados e os folículos 

saudáveis foram quantificados em cada classe. Os resultados não apontaram 

diferenças significativas (p > 0,05), entre os grupos Controle e 1000 mg/kg do 

composto NQBio-006 (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 - Quantificação folicular em todas as classes (Primordial, transicional, primário, secundário, 

antral e atrésico) entre os grupos controle e NQBio-006 a 1000 mg/kg (p<0,05). 
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Com o intuito de aprofundar nossas investigações foram avaliados, os 

diâmetros do folículo, do oócito e a razão dos diâmetros entre oócito/folículo de cada 

classe folicular ovariana saudável (primordial, transicional, primário, secundário e 

antral), apresentando diferenças significativas no diâmetro folicular na classe de 

folículos transicionais. A razão oócito/folículo apresentou diferença estatisticamente 

significativa na concentração de 1000 mg/Kg comparada ao grupo controle (Figura 

29A e C).  

 

Figura 29 - A: Diâmetro folicular, B: oocitário e C: razão dos diâmetros entre oócito/folículo, em 

relação a cada classe folicular ovariana saudável, com diferenças significativas apenas na classe de 

folículos transicionais no diâmetro folicular e razão oócito/folículo, nos grupos tratados com  NQBio-

006 na concentração 1000 mg/kg (p<0,05). 

Para aprofundar nossos resultados, foi realizado o teste de TUNEL a fim de 

detectar apoptose nas células da granulosa. A imagem 30 demonstra a quantificação 

do percentual de marcação de células da granulosa positivas para teste TUNEL nas 

classes de folículos secundários e antrais, com diferença significativa apenas na 

classe antral (p = 0,0004). Na fotomicrografia 31, as setas vermelhas apontam 
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células de TUNEL positivas nas classes de folículos secundários e antrais nos 

grupos tratados com NQBio-006 na concentração 1000 mg/kg e grupo controle, 

notam-se núcleos condensados e com grumos castanho-amarronzados, 

caracterizando as células positivas à reação de TUNEL (com fragmentação do 

genoma (p = 0,0348). 

 

Figura 30 - Técnica de TUNEL. Fotomicrografia mostrando células TUNEL positivas nas classes de 

folículos secundários e antrais nos grupos tratados com NQBio-006 na concentração 1000 mg/kg 

(p<0,05). Seta vermelha: notam-se núcleos condensados e com grumos castanho-amarronzados, 

caracterizando as células positivas à reação de TUNEL (com fragmentação do genoma). Objetiva 

10x, barra de escala: 100µm e 40x, barra de escala: 20µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 - Marcação de células da granulosa positivas para teste TUNEL nas classes de folículos A: 

secundários e B:  antrais, com diferença significativa apenas na classe antral (p<0,05). 
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8. DISCUSSÃO 

O presente estudo teve objetivo de avaliar a toxicidade aguda e subcrônica 

dos compostos beta carbonílicos NQBio-006 e NQBio-021 in vivo. Os Beta 

Carbonílicos NQBio-006 e NQBio-021 apresentam baixa toxicidade (aguda e 

subcrônica) in vivo e, portanto, são promissores para continuidade na cadeia de 

estudos como protótipos de fármacos. De maneira geral, os compostos 

apresentaram baixa toxicidade nos órgãos vitais, fornecendo uma base sólida para o 

avanço dos estudos dos compostos. A preservação da reserva folicular ovariana 

observada neste estudo é particularmente notável e indica o potencial desses 

compostos como novos quimioterápicos com menor gonadotoxicidade.  

Os quimioterápicos mais usuais apresentam muitos efeitos adversos (TANG 

et al., 2021). A Organização Mundial de Saúde (OMS) define reação adversa como 

qualquer efeito secundário, prejudicial ou indesejável, não intencional, que ocorre 

após a administração de um medicamento nas doses normalmente prescritas para a 

profilaxia, diagnóstico ou tratamento de uma determinada condição médica 

(ANVISA, 2022). 

O tratamento quimioterápico deve alcançar um equilíbrio entre destruir as 

células cancerígenas e preservar as células normais sempre que possível. Muitos 

agentes antineoplásicos têm mecanismos de ação específicos sobre o ciclo celular e 

podem potencializar ou antagonizar a toxicidade de outros agentes quando 

combinados (MACHADO et al., 2017; MARTINS et al., 2013). A toxicidade abrange 

os potenciais efeitos adversos de um tratamento, e na área da oncologia, pode se 

referir a uma modalidade terapêutica, como a quimioterapia ou radioterapia, usada 

de forma isolada ou combinada com dois ou mais fármacos (ANVISA, 2022).  

Os compostos NQBio-006 e NQBio-021 demonstraram alta citotoxicidade em 

linhagens celulares tumorais e índices de seletividade favoráveis in vitro. Isso é 

especialmente importante no contexto do tratamento do câncer, onde muitos 

agentes quimioterápicos têm efeitos adversos sistêmicos e potencialmente sobre a 

fertilidade e a função ovariana. Esse conjunto de informações enfatiza a importância 

de estudos mais aprofundados dos compostos NQBio-006 e NQBio-021 
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considerando o potencial antitumoral e um efeito menos deletério na fertilidade 

feminina. 

Nossos resultados em relação à avaliação ponderal demonstraram que 

houve um aumento no peso dos indivíduos expostos ao composto NQBio-021. Esse 

aumento pode ser atribuído a resposta inflamatória causada pelo composto que 

inclui a possibilidade de retenção de líquidos e outras mudanças no peso. Dados do 

protocolo (OECD, 2008) demonstram que aumento ou diminuição do peso dos 

órgãos também é utilizado como um marcador para avaliação de possíveis 

alterações patológicas causadas pela toxicidade do produto em questão. Enquanto 

Taniura et al., (2020), ressalta que a utilização de drogas quimioterápicas testadas 

em animais experimentais não necessariamente afeta seu peso corporal, em estudo 

com 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatin (L-OHP) e ciclofosfamida associados. 

Um outro exemplo citado na literatura por De Jorge et al., (2005) e Diehl et 

al., (2017) afirmam que a ciclofosfamida pode estar associada a essa condição 

nutricional devido à sua capacidade de provocar mudanças no paladar, o que pode 

resultar em uma redução na ingestão de alimentos e, consequentemente, em uma 

diminuição do peso corporal. E a alimentação adequada é fundamental para o 

estado fisiológico dos animais e para garantir a confiabilidade do efeito de uma 

droga testada, evitando uma resposta específica por conta de condições nutricionais 

básicas (STEVENS; MYLECRAINE, 1994; IVERSEN; NICOLAYSEN, 2003). 

De acordo com Brito (1994), durante uma avaliação preliminar das 

propriedades tóxicas de uma substância química, a determinação da toxicidade pode 

ser realizada após a coleta de dados sobre a toxicidade aguda em doses únicas ou 

repetidas. No trabalho de Purchase et al. (1998) a avaliação de toxicidade aguda 

fornece informações adicionais, tais como: Mecanismo de ação tóxica, 

estabelecimento de doses para estudos adicionais, comparação entre substâncias, 

consequências de exposições acidentais, estabelecimento de padrões para 

avaliação de métodos alternativos que evitem o uso de animais experimentais.  

O protocolo mencionado segue o Método Clássico de Toxicidade Aguda, 

conforme definido pela OECD (Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico) em 2001. Esse método envolve a administração de uma única dose do 

fármaco ou doses fracionadas ao animal em um período não superior a 24 horas 
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para avaliar a toxicidade aguda (GOLDIM, 2007). No presente estudo foi observado 

alterações no parâmetro de toxicidade. O tratamento com os compostos NQBio-006 

e NQBio-021 não promoveu morte durante os 14 dias de observação. Malone e 

Robichaud (1983) reitera que o "screening hipocrático" oferece uma avaliação 

abrangente da toxicidade da substância em relação ao estado de consciência, bem 

como à disposição geral, atividade e coordenação do sistema motor, reflexos e 

efeitos no sistema nervoso central e autônomo. Portanto, neste estudo, a avaliação 

subcrônica demonstrou não influenciar nas alterações comportamentais, indicando 

no período de 28 dias que os compostos são bem tolerados nos camundongos e 

ressaltando o potencial do NQBio-006. 

 Glick et al. (2000b) menciona que esse fato pode estar relacionado com uma 

possível atenuação central dos efeitos do fármaco. As alterações patológicas dos 

órgãos foram observadas no coração, fígado, baço e ovário dos animais tratados 

com os compostos NQBio-006 e NQBio-021. Corroborando com os achados de 

Bitzer et al., (2017); Kim et al., (2018); Marxfeldet al., (2019) que sugerem que as 

diferenças estatísticas observadas podem estar relacionadas ao tamanho de 

pequenos grupos e variações no peso corporal. 

Para Gonzalez e Silva (2003), sinais de toxicidade também podem ser 

manifestados pela modificação da proporção de massa relativa dos órgãos. A 

administração dos compostos NQBio-006 e NQBio-021 na toxicidade aguda causou 

um aumento no peso relativo de órgão como fígado, ovário, pulmão e rim, de acordo 

com Diallo et al., (2010) e Bevilacqua et al., (2011) verifica-se que frequentemente 

ocorre aumento da massa relativa para esta evidência toxicológica. Alterações no 

peso dos órgãos e peso relativo sugerem que órgãos como o fígado que 

desempenha um papel central na detoxificação tenha tido aumentos compensatórios 

para lidar com a toxicidade dos compostos NQBio-006 e NQBio-021, variações nos 

demais órgãos indicam aumento do metabolismo normal dos animais. 

Neste trabalho foi possível observar na análise histopatológica dos animais 

tratados com os compostos NQBio-006 e NQBio-021 algumas áreas de tecido 

edematoso, hiperemia e infiltrados de células mononucleadas que é um indicativo de 

um processo inflamatório crônico, geralmente é causado por infecções persistentes, 
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exposição prolongada a agentes tóxicos, auto-imunidade, entre outros. A análise 

histopatológica é crucial para identificar doenças/lesões tóxicas (KARADAG SOYLU, 

2020). Nas avaliações de toxicidade de um agente químico, essa análise é 

fundamental para determinar se o agente testado causou danos nos órgãos do 

animal (OECD nº 420, 2001). 

Os rins mantêm o equilíbrio de fluidos e eletrólitos, eliminam resíduos e 

regulam a pressão arterial. Cada rim é composto por cerca de um milhão de 

unidades funcionais chamadas néfrons, recebendo aproximadamente 20% do débito 

cardíaco. Devido à sua alta atividade metabólica, os néfrons são vulneráveis a danos 

por toxinas ou redução do fluxo sanguíneo (KIRITA Y et al.,2020). Esses órgãos são 

muito sensíveis a agentes tóxicos. Uma das razões é que o néfron, devido à sua 

capacidade de concentrar o filtrado glomerular, pode estar sujeito a concentrações 

muito altas de agentes tóxicos em qualquer de suas partes. Os túbulos são 

particularmente sensíveis a influências tóxicas, em parte devido ao seu alto consumo 

de oxigênio e sistemas enzimáticos vulneráveis, e em parte porque podem atuar 

como transportadores de toxinas, sendo danificados por elas (OLSEN & SOLEZ, 

1994). 

Para verificar se os compostos NQBio-006 e NQBio-021 induzia processo 

inflamatório no rim fígado realizou-se uma análise morfométrica que consistiu na 

quantificação dos núcleos celulares do fígado e mensuração da estrutura glomerular 

e tubular nos grupos avaliados. 

Com base na análise morfométrica da área, volume e diâmetros maior e 

menor do glomérulo renal revelam uma diferença significativa entre os grupos 

controle e tratado dos grupos tratados com NQBio-006 e NQBio-021, tal exposição 

aos compostos causou danos aos glomérulos, resultando em alterações 

morfométricas como parte do processo patológico. A utilização de técnicas de 

morfometria vem sendo desenvolvidos com o intuito de se estabelecer medidas mais 

confiáveis na mensuração da estrutura renal, do seu volume e das zonas cortical, 

medular e pélvica (AVTANDILOV & ZUKAKOVA, 1975, LACY, 1980, PEROV, 1984, 

MARIUZZI & MONTIRONI, 1986, WEHNER, 1996, SAWAI et al., 1994, 

PARASKEVAKOU et al., 2000). 

A hiperemia, caracterizada pelo aumento anormal do fluxo sanguíneo nos 

rins, edema e infiltrados pode ser um indicativo de uma resposta inflamatória 

https://www.frontiersin.org/journals/pharmacology/articles/10.3389/fphar.2022.987800/full#B17
https://www.frontiersin.org/journals/pharmacology/articles/10.3389/fphar.2022.987800/full#B17
https://www.frontiersin.org/journals/pharmacology/articles/10.3389/fphar.2022.987800/full#B17
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desencadeada pela exposição aos compostos NQBio-006 e NQBio-021. O sistema 

imunológico responde a agentes agressores, como substâncias tóxicas, e pode 

resultar em um aumento do fluxo sanguíneo para a área afetada. Nesse contexto, a 

hiperemia nos rins sugere que o órgão está respondendo a danos ou estresse 

causados pelos compostos.  

Segundo Mendes (1988) os efeitos tóxicos das substâncias podem impactar 

todos os sistemas e órgãos, no entanto, é o fígado que sofre as consequências mais 

severas, possivelmente devido a dois fatores cruciais: a) sua posição anatômica, que 

o torna mais suscetível, e seu determinismo funcional intrínseco, que resulta em 

maior concentração celular, tanto dos compostos a serem metabolizados quanto de 

seus metabólitos resultantes. 

O fígado, principal órgão para a biotransformação dos medicamentos, é um 

alvo frequente da ação de medicamentosa (ZHAO YL et al., 2020). Os resultados do 

estudo corroboram com a compreensão dos efeitos tóxicos dos compostos NQBio-

006 e NQBio-021 na densidade dos hepatócitos onde foi possível observar aumento 

e diminuição dos mesmos. A diminuição do hepatócito já foi descrita em outros 

estudos como medida compensatória a um aumento de demanda metabólica (BULL 

& DICK, 1969; CANO-GUTIERRÉZ et al., 2018). O aumento é caracterizado por 

Megalocitose, que é uma alteração associada comumente a processos 

degenerativos do fígado ou a processos regenerativos dos hepatócitos (BULL & 

DICK, 1960; BUTLER & BARNES, 1963). 

 As alterações observadas no fígado, podem ser atribuídas à ação direta dos 

compostos NQBio-006 e NQBio-021 sobre as células hepáticas. Esses compostos, 

quando administrados, podem ter desencadeado respostas celulares e bioquímicas 

que resultaram em danos e alterações na estrutura e função do fígado, resultando 

em alterações morfológicas e funcionais que foram observadas nas análises 

histológicas e morfométricas realizadas durante o estudo de toxicidade. 

Para Kameni Poumeni M et al., (2017) o sistema hematopoiético é um alvo 

significativo para substâncias químicas tóxicas e é um marcador sensível para 

condições patológicas. Os achados deste estudo vão de encontro ao reportado por 

Alves (2007), que observou diferenças significativas no valor de VCM, HCM e 

CHCM. Do conjunto de dados que compõem a série branca, somente foram 
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observadas alterações em leucócitos, monócitos, eosinófilos e segmentados nos 

grupos tratados com os compostos NQBio-006 e NQBio-021. 

Segundo Dufaux (1991), os leucócitos desempenham papéis fundamentais na 

resposta inata e adaptativa do sistema imunológico, principalmente devido à sua 

grande capacidade de adaptação a diversas condições metabólicas.  O sistema 

inato é composto de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos, basófilos, monócitos, células 

natural Killer e outros fatores solúveis que se caracterizam por responder aos 

estímulos de forma não específica.  

Os achados sobre linfócitos e monócitos corroboram com os estudos de Lu C. 

et al., (2022) onde relataram que pacientes com câncer colorretal têm uma 

porcentagem menor de linfócitos B e distribuição alterada de monócitos devido a 

quimiorradioterapia antes da cirurgia alterando o panorama imunológico circulante, 

estimulando a resposta imune sistêmica e prejudicando a resposta imune adaptativa. 

Um objetivo do estudo dos leucócitos consiste em auxiliar no estabelecimento 

do diagnóstico, como por exemplo na apendicite aguda ou na mononucleose 

infecciosa. Assim também para o acompanhamento do curso da doença. Por 

exemplo, é possível refletir sobre os efeitos tóxicos da quimioterapia antineoplásica e 

da radioterapia, além de monitorar a recuperação através do exame dos leucócitos 

(HENRY, 2008). Um aumento no número de monócitos foi observado neste estudo, 

Olingy et al., (2019) reitera que os monócitos são vistos como controladores 

essenciais no processo de crescimento e disseminação do câncer, com diversas 

subcategorias exercendo funções contrastantes ao facilitar a proliferação do tumor e 

inibir a propagação metastática das células tumorais. O aumento de monócitos 

observado no estudo dos compostos com potencial atividade antitumoral pode 

sugerir uma ativação do sistema imunológico em resposta aos compostos, o que 

pode ser relevante para o entendimento dos mecanismos de ação dessas 

substâncias e seu potencial impacto no sistema imunológico em contextos 

terapêuticos antitumorais. 

No presente estudo foi possível observar aumento no volume dos folículos 

transicionais, e na razão oócito/folículo dos animais tratados com os compostos 

NQBio-006 e NQBio-021, por ser uma das classes iniciais de crescimento folicular 

podemos inferir que esse processo ocorra normalmente. O ganho de volume pelo 

oócito é também um dos indicativos de ativação folicular, dessa forma, de maneira 
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complementar, a razão do diâmetro oócito/folículo é indicativo de ativação dessas 

classes iniciais (BERTOLDO et al., 2021) que aponta maior ativação da reserva 

folicular ovariana, fato que em geral ocorre após a exposição a quimioterápicos. 

Para Gershon e Dekel, (2020) a foliculogênese é um processo intricado e 

altamente coordenado em que um folículo ovariano cresce e amadurece, facilitando 

a maturação do oócito até sua ovulação e a subsequente formação do corpo lúteo. 

Essa progressão depende de uma comunicação intensa entre as células somáticas 

e germinativas, mediada por fatores autócrinos, parácrinos e hormonais desde as 

fases iniciais da formação dos folículos que influencia aspectos reprodutivos 

posteriores, como ovulação, fecundação e implantação, garantindo a fertilidade. 

Foi possível observar nas células da granulosa dos folículos antrais dos 

animais tratados com o composto NQBio-006, células positivas para a técnica 

TUNEL, o resultado sugere que para que não haja taxas alteradas de ovulação o 

órgão contém um mecanismo de autorregulação que atenua os efeitos da super 

ativação através de atresia. A mensuração dos níveis do processo apoptótico pela 

técnica TUNEL ainda é um dos parâmetros mais utilizados na identificação da 

viabilidade folicular (BERTOLDO et al., 2015). Conforme descrito por Grosbois e 

colaboradores (2020), os tratamentos oncológicos, incluindo quimioterapia e 

radioterapia, são gonadotóxicos. Esses tratamentos resultam em uma elevada taxa 

de degeneração dos folículos ovarianos em estágios iniciais e em crescimento, 

juntamente com uma alta incidência de ativação seguida de apoptose desses 

folículos, resultando na diminuição da reserva ovariana. Esses mecanismos ainda 

não são bem elucidados, acredita-se que os tratamentos oncológicos provoquem 

danos celulares tanto no oócito quanto nas células da granulosa através de quebras 

na dupla fita do DNA. A apoptose observada no presente estudo segue o padrão 

descrito por Pajokh et al., (2018) que descreve que folículos maiores (secundários, 

antrais e pré-ovulatórios) sofrem processos naturais de atresia por apoptose, 

necrose e autofagia.  

Por outro lado, Mcclam M, Xiao S. (2022), destaca a importância da 

preservação da fertilidade em pacientes com câncer, deixando exposto que a 

qualidade e quantidade de oócitos são essenciais para o sucesso da fertilidade 

feminina; assim, preservar esses oócitos é crucial para garantir a capacidade 

reprodutiva de pacientes jovens com câncer após o tratamento. Dessa forma 
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podemos inferir que tais processos não alteraram a quantidade de folículos 

saudáveis, não afetando então a reserva ovariana, que é essencial para preservar a 

saúde reprodutiva feminina.  

Com o conjunto de dados levantados sobre os compostos NQBio-006 e 

NQBio-021, é possível categorizá-los pelo Sistema Globalmente Harmonizado de 

Classificação e Rotulagem de Produtos Químicos (GHS, por sua sigla em inglês), o 

qual estabelece critérios de classificação de substâncias com relação aos perigos 

físicos, para a saúde e meio ambiente, além de estabelecer o DL50 (mg/kg), 

conforme o fluxograma ilustrado na Figura 3. Posto isto, a partir do caminho 

realizado no presente trabalho os compostos são classificados na Categoria 5, cujo 

DL50 = 2000 mg/kg o qual não produziu quaisquer efeitos tóxicos agudos ou 

mortalidade nos camundongos, indicando a segurança destes compostos. 

 Para Reigner & Blesch (2002) uma abordagem de dose segura utilizada para 

humanos é baseada na dose do composto que não apresenta efeitos tóxicos na 

espécie mais sensível avaliada em estudos toxicológicos pré-clínicos de quatro 

semanas, utilizando o NOAEL conforme definido. No nosso estudo corresponde a 

2000 mg/Kg, onde não foi observado nenhum sinal de toxicidade. Esta informação é 

relevante para que níveis de dosagem sejam escolhidos para testes adicionais de 

toxicidade crônica e para estabelecer critérios apropriados em relação aos níveis de 

exposição seguros em humanos (CHIRANTHANUT N et.,al 2022).  

9. CONCLUSÃO 

Os resultados aqui apresentados certamente contribuem para avaliação da 

segurança dos compostos NQBio-006 e NQBio-021, pois não foi observada 

mortalidade durante os estudos de toxicidade aguda (14 dias) e subcrônica (28 dias) 

e o LD50 dos compostos NQBio-006 e NQBio-021 acima de 2.000 mg/kg reflete sua 

segurança.  

Foi possível demonstrar que o composto NQBio-006, no teste de toxicidade 

subcrônica não apresentou toxicidade nos órgãos vitais, alterações hematológicas, 

histopatológicas e morfométricas dos animais submetidos ao tratamento por via oral. 
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O ciclo estral e a reserva folicular ovariana dos animais submetidos ao tratamento 

neste estudo foram preservados indicando a baixa ou nenhuma gonadotoxicidade 

desse composto. 

É crucial ressaltar que a introdução do composto NQBio-006 combinada com 

a sua eficácia e perfil de segurança, posiciona-o como uma opção viável e 

promissora para novas avaliações. 

10. PERSPECTIVAS 

Acreditamos que o composto NQBio-006 é um potencial quimioterápico 

quando utilizado nos tratamentos contra o câncer dados os resultados anteriores in 

vitro. Apesar dos notáveis avanços na medicina, os tratamentos convencionais para 

o câncer continuam a impor consideráveis desafios à saúde dos pacientes, bem 

como à preservação da fertilidade. Neste contexto, o composto NQBio-006 surge 

como um candidato atraente podendo ter efeitos colaterais menos deletérios que os 

usuais. 

Porém, estudos mais detalhados in vivo em modelos de xenotransplantes de 

células tumorais são necessários para elucidar as possíveis atividades antitumorais 

bem como a investigação do potencial genotóxico que é de extrema importância 

para avaliar os possíveis efeitos cromossômicos, relevantes para os seres humanos. 
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