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RESUMO

Alcaléides sdo moléculas com alto potencial farmacéutico. Pesquisas com tais
compostos tém possibilitado o desenvolvimento de medicamentos com diversos
alvos terapéuticos, sendo usados para o tratamento de enxaquecas, cefaleias,
depressdo, ansiedade, anestesia, bloqueio neurolégicos, doencas vasculares e
cardiacas, infeccdes bacterianas, cancer, dentre outras. O grupo de pesquisa
Nucleo de Pesquisa em Quimica Biolégica (NQBIo) sintetizou analogos de alcaloides
B-carbonilicos a partir de triptamina e L-triptofano, destacando os compostos NQBio-
006 e NQBIio-021 por sua citotoxicidade e seletividade contra células tumorais
humanas in vitro. Os resultados promissores nos estimularam a continuar as
avaliacOes de eficacia e toxicidade in vivo. Este estudo teve por objetivo avaliar a
toxicidade aguda (Experimento 1) e subcrdnica (Experimento 2) desses compostos
em camundongos Swiss fémeas (n=80), com 8 semanas de idade. Os animais foram
divididos em 3 grupos (Controle n=12; NQBIio-006 n=24 e NQBi0-021 n=24). No
Experimento 1, os animais receberam doses Unicas de 2.000, 300, 50 e 5 mg/kg de
ambos compostos via gavagem. No Experimento 2, por ndo demonstrar diferengas
significativas nos parametros avaliados, indicando baixa toxicidade o composto
NQBIio-006 foi usado na continuagcdo do ensaio, administrado diariamente por 28
dias em doses de 1.000, 100 e 10 mg/kg. Dados associados ao peso corporal, peso
dos Orgdos e o0s parametros associados a toxicidade, como eritrograma e
plaquetograma, histopatologia e morfometria dos rins e figado, peso do ovario e
populacao folicular foram obtidos e analisados pelos testes ANOVA e t student
através do software Prism 8.0. Em relagdo ao Experimento 1 foram observadas
diferencas significativas em todos os parametros avaliados, sendo que o composto
NQBIi0-021 demonstrou maior toxicidade na maioria dos testes. A dose letal mediana
(DL50) dos compostos NQBIio-006 e NQBIi0-021 foi de 2.000 mg/kg. Isto permite que
sejam classificados na categoria 5, utilizando o sistema globalmente harmonizado
(GHS) de classificacéo e rotulagem de produtos quimicos. O ciclo estral e a reserva
folicular ovariana dos animais submetidos ao tratamento neste estudo foram
preservados. Sendo assim, foi possivel concluir que o composto NQBio-006
apresentou baixa toxicidade e representa um importante fdrmaco para base de
pesquisas relacionadas a tratamentos oncolégicos.

Palavras-chave: camundongos, ensaio tunel, ensaio tunel, -carbolinicos, tratamento
oncologico.



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 Nucleo de Pesquisa em Quimica Biologica
(NQBio) synthesized analogues of B-carbonyl alkaloids from tryptamine and L-
tryptophan, highlighting the compounds NQBIi0-006 and NQBIi0-021 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; NQBIi0o-006 n=24 and NQBIio-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 NQBIio-021 demonstrating greater toxicity in most
tests. The median lethal dose (LD50) of compounds NQBIio-006 and NQBIi0-021 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, B-carbolines, oncological treatment.
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1. INTRODUCAO

O cancer é definido como um conjunto de enfermidades que compartilham o
crescimento desordenado de células e a invasdo de tecidos e 6rgaos vizinhos, com
a possibilidade de disseminacdo para outras partes do corpo (PEREZ-HERRERO:;
FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). Esse crescimento desordenado € causado pela
acumulacdo progressiva de alteracBes genéticas que afetam as principais vias
moleculares, provocando mudangas nos processos de proliferacdo e morte celular.
Como resultado, as células tumorais comecam a se dividir de maneira rapida e
descontrolada, originando os tumores propriamente ditos (HANAHAN E
COUSSENS, 2012).

O impacto mundial dessa enfermidade continua em ascensdo, sendo
amplamente atribuido ao envelhecimento, a adocdo de comportamentos de risco,
como a falta de atividade fisica, uma dieta inadequada e uma maior exposicao a
agentes carcinogénicos, o cancer figura como a segunda principal causa de O6bito
tanto no Brasil quanto no mundo (FERLAY et al., 2014). Segundo estimativas do
INCA (Instituto Nacional do Cancer) para o Brasil, a estimativa para o triénio de 2023
a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer (ESTIMATIVA 2023 -
INCIDENCIA DE CANCER NO BRASIL, INCA, 2023).

A eficacia dos medicamentos antineoplasicos varia conforme o tipo de cancer,
as condic¢des fisiolégicas do paciente e o grau ou estagio do tumor. Atualmente, a
principal estratégia terapéutica para tratar pacientes com cancer € a quimioterapia
sistémica difusa, que frequentemente utiliza agentes citostaticos (RUHLE et al.,
2018). Esses farmacos induzem a apoptose e/ou inibem a progressdo do ciclo
celular. No entanto, eles ndo agem de forma seletiva, apresentando um indice
terapéutico baixo e causando diversos efeitos colaterais, como nauseas,
mielotoxicidade e cardiotoxicidade (RUHLE et al., 2018).

Dessa maneira, a pesquisa de novos agentes quimioterapicos é de suma
importancia para encontrar alternativas eficazes no tratamento de neoplasias
(PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). Além disso, €é de
fundamental importancia o desenvolvimento de medicamentos alternativos em casos

de pacientes que apresentam resisténcia terapéutica aos farmacos convencionais. A



14

resisténcia aos quimioterapicos representa um dos principais desafios que impactam
significativamente na eficacia do tratamento quimioterapico (HAJJI et al., 2018). A
avaliacdo de novos agentes se faz, portanto, necessaria para tornar os tratamentos
mais seletivos e eficientes diante dos diversos tipos de tumores; (GONZALEZ-
SANCHEZ et al., 2011).

Estudos envolvendo alcalbdides B-carbolinicos, compostos de origem natural,
tém evidenciado sua atividade farmacoldgica no tratamento de diversas doencas,
incluindo o cancer. Entretanto, o isolamento e purificacédo direta dessas moléculas a
partir de produtos naturais ndo sédo vantajosos devido aos altos custos e possiveis
baixos rendimentos (ABDELSALAM et al.,, 2018). Nesse contexto, a sintese de
novos alcaldides surge como uma ferramenta interessante, sendo mais rapida, de
alto rendimento e permitindo a incorporacdo de grupos quimicos reativos,
proporcionando maior diversidade estrutural (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016). Isso
favorece a obtencdo de um conjunto de moléculas aplicaveis no processo de
identificacdo de novos farmacos ( NETZ; OPATZ, 2015).

Baseando-se em todos esses relatos o grupo de pesquisa Nuacleo de
Pesquisa em Quimica Biolégica (NQBIo), sintetizou doze novos compostos de
alcaldides B-carbolinicos. Dois desses novos alcaldides, denominados NQBio-006 e
NQBio-021, foram avaliados quanto aos potenciais genotoxico e mutagénico in vitro,
utilizando linhagens celulares tumorais TOV-21G (ovéario) e MDA-MB-231 (mama).
Os compostos foram analisados em relacdo ao indice de seletividade, que indica a
seguranca do tratamento em células tumorais em comparacdo com células nao
tumorais, e ao IC50 (concentracao inibitéria média), que mede a poténcia de inibicao
de uma substédncia em uma funcdo bioldégica ou bioquimica especifica. Quanto
menor o IC50, mais ativo é considerado um composto (TECCHIO, 2022). Diante de
tais resultados, seguimos com o0s testes in vivo.

A avaliacdo da toxicidade é conduzida com o proposito de identificar o
potencial de substancias que possam causar danos a saude humana. Testes que
investigam a toxicidade sistémica aguda séo utilizados para classificar substancias
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
subcronica dos beta-carbonilicos NQBio-006 e NQBio-021.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cancer

O principal problema de saude publica que o mundo enfrenta atualmente é o
cancer (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 paises, € a causa primaria ou secundaria de morte antes dos 70
anos. O cenario global dessa enfermidade esta se tornando cada vez mais afetado
pela incidéncia e mortalidade, crescendo em escala global (SUNG et al., 2021).

Tal crescimento ocorre principalmente por meio das transformacoes
demograficas e epidemiolégicas que o planeta esta vivendo. Do ponto de vista
demografico, tem-se registrado uma diminuicdo das taxas de natalidade e de
mortalidade infantil, com um aumento da proporcdo de idosos na populacdo. Por
outro lado, do ponto de vista epidemiolégico, tem havido uma substituicdo gradual
da mortalidade por doencas infecciosas por mortes relacionadas com doengas
cronicas (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

Ao implementar medidas eficazes de prevencao, detecgdo precoce e
tratamento do cancer, é possivel observar uma reducao significativa nas taxas de
incidéncia e nos indices de mortalidade relacionados ao cancer em paises que
possuem um alto indice de Desenvolvimento Humano (IDH) (AGUIAR MSB, et al.,
2019).

Baseado nas estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan) as
maiores incidéncias de céancer sdo o cancer de mama (11,7%) que ultrapassou o
cancer do pulméo (11,4%) como o mais frequentemente diagnosticado, seguidos por
colorretal (10,0%), prostata (7,3%) e estbmago (5,6%) (SUNG H, et al., 2021). Houve
uma estimativa de 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes de mortes por cancer

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 cancer ocorram
na Asia onde reside 59,5% da populacdo global e em seguida na Europa (SUNG H,
et al., 2021). O cancer com maior frequéncia diagnosticado em homens € o cancer
de pulméo, seguido pelo cancer de prostata e colorretal em termos de incidéncia e
por cancer de figado e colorretal em termos de mortalidade. Nas mulheres, o cancer
de mama é o cancer mais comumente diagnosticado e a principal causa de morte
por cancer, seguido pelo cancer colorretal e de pulmdo em termos de incidéncia e
vice-versa em termos de mortalidade (SUNG H, et al., 2021).

Segundo estimativas do INCA (Instituto Nacional do Céancer) para o Brasil, a
estimativa para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos
de céancer, 483 mil se excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Este é
estimado como o mais incidente, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos
canceres de mama, com 74 mil (10,5%); prostata, com 72 mil (10,2%); colon e reto,
com 46 mil (6,5%); pulmé&o, com 32 mil (4,6%); e estbmago, com 21 mil (3,1%) casos
novos. Estima-se que os tipos de cancer mais frequentes em homens seréo pele
ndao melanoma, com 102 mil (29,9%) casos novos; prostata, com 72 mil (21,0%);
coélon e reto, com 22 mil (6,4%); pulméo, com 18 mil (5,3%); estbmago, com 13 mil
(3,9%); e cavidade oral, com 11 mil (3,2%). Nas mulheres, os canceres de pele nao
melanoma, com 118 mil (32,7%); mama, com 74 mil (20,3%); célon e reto, com 24
mil (6,5%); colo do atero, com 17 mil (4,7%); pulmao, com 15 mil (4,0%); e tireoide,
com 14 mil (3,9%) casos novos figurardo entre os principais (ESTIMATIVA 2023 -
INCIDENCIA DE CANCER NO BRASIL, INCA, 2023).

2.2. Tratamentos Oncoldgicos

O céancer, conforme definido pelo Ministério da Saude, € um conjunto de mais
de 100 doencas caracterizadas pela proliferacdo celular descontrolada e pela
capacidade dessas células de invadir estruturas organicas. O tratamento, por sua
vez, pode ser conduzido de diversas formas, sendo determinado com base na
andlise anatomo-patoldgica da bidpsia e levando em consideracao 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
6ssea (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Os efeitos colaterais da quimioterapia sistémica usada para tratar o cancer
séo frequentemente graves. Ao longo de décadas, os oncologistas concentraram-se
no tratamento de tumores, que pode ter efeitos negativos de forma sistémica
(SCHIRRMACHER V, 2018). O tratamento impacta as condic¢des fisicas do paciente,
resultando na intensificacdo de sintomas fisicos como insénia, nausea, fadiga, perda
de apetite e alopecia (SANTOS et al., 2017). Além disso, influencia a capacidade de
realizar atividades de vida diaria, comprometendo a independéncia e autonomia,
bem como afeta os relacionamentos interpessoais. A maneira como 0 paciente
percebe essa situacdo e a si mesmo também é alterada, aumentando o risco de
desequilibrio emocional e psicolégico, pois ha o temor de lidar com as dificuldades
causadas pela doenca e pelo tratamento, somado ao estigma associado ao
diagnostico de cancer, que muitas vezes esta relacionado a morte. Essas possiveis
mudancas podem impactar as expectativas para o futuro e, consequentemente, a
gualidade de vida (SANTOS et al., 2017). Efeitos podem ser observados na pele e
no cabelo, na medula éssea, sangue, trato gastrointestinal e nos rins. Todos 0s
orgdos do corpo, incluindo os vitais como o corac¢do, pulmdes e cérebro podem ser
afetados (STEWARD BW, 2014).

Existem varias abordagens diferentes para o tratamento do cancer, e o plano
de tratamento especifico depende do tipo de cancer, estagio da doenca, saude geral
do paciente e outras consideragcfes individuais. Os medicamentos usados
comprometem as chances de uma gravidez poés-tratamento, pois eles induzem a
morte por apoptose de foliculos ovarianos, as unidades funcionais dos ovarios
(MARKLLUND et al., 2021).

2.3. Novos quimioterapicos

Sabendo que os efeitos colaterais das terapias usuais sao deletérios, torna-se
necessdria a busca por novos quimioterdpicos. Entretanto esse processo € 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 clinicos levando
em média de seis a oito anos. As etapas envolvidas na introducdo de uma nova
entidade quimica no mercado como medicamento incluem pesquisa otimizacédo e
producado quimica (MARINO M et al., 2022).

A descoberta e o desenvolvimento de medicamentos sdo dificeis e
desafiadores, pois é necessario equilibrar eficiéncia e beneficios a saude com
seguranca em indices terapéuticos adequados (NICOLAOU, 2014). A modernizacéo
da fabricacdo farmacéutica é vista como uma solucdo para a escassez de
medicamentos e fragilidades nas cadeias de suprimentos, mas existem barreiras
técnicas, regulatérias e outras (NASEM, 2020b).

Existem semelhancas fundamentais entre compostos sintéticos e produtos
naturais que evoluiram ao longo de milhdes de anos para cumprir certas funcdes
bioguimicas. Uma delas € a estrutura quimica, que é frequentemente tridimensional
em produtos naturais e proporciona interagdes exclusivas com moléculas biologicas
como enzimas e proteinas que servem como alvos para o tratamento de doencas.
Por outro lado, compostos sintéticos frequentemente apresentam estruturas mais
ordenadas, o que pode limitar suas interagcbes com alvos bioldgicos. Por isso,
quimicos sintéticos e medicinais tém procurado se inspirar em produtos naturais,
criando moléculas hibridas, ou moléculas com estruturas mais tridimensionais,
surgindo assim um movimento para o desenvolvimento de novas metodologias
dedicadas a sintese de arquiteturas mais complexas, visando alcancar um espaco
quimico similar ao dos produtos naturais (TRIVELLA, BRUDER, OLIVEIRA,
PORCARO et al., 2022).

As empresas farmacéuticas 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-sintese de farmacos complexos ou como modelos para a

exploracdo de novos compostos, atraves da sintese total (CALIXTO, 2019).

2.4. Beta - carbonilicos
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Beta-Carbonilicos tém sido utlizados por demonstrarem atividades
farmacologicas como antileishmania (ASHOK; LATHIYA; MURUGESAN, 2015),
antiadipogénica (BAEK et al., 2019), antiviral (YANG et al., 2016), antifungica (LI et
al., 2015), antimicrobiana (SUZUKI et al., 2018), antimalarica, citotoxica (ASHOK;
GANGULY; MURUGESAN, 2014), antinociceptiva (PERGHER et al.,, 2019),
antiagregante plaquetério e antitrombdtica (LEE et al., 2017), indutora de autofagia
(CUl et al., 2019) e apoptose (ZHANG et al., 2018).

Estudos mostraram que o nucleotideo-carbolina tem a capacidade de se ligar
a topoisomerase |, enzima envolvida na replicacdo do DNA, devido a sua estrutura
planar. Alguns desses compostos demonstraram inibicdo da Topoisomerase | e KSP
- ATPase (uma protease envolvida na formacéo da cinesina) (ABDELS et al., 2018).

B-carbolinas sdo ainda classificadas com base na saturacdo do N- contendo
anel de 6 membros (anel de piridina). Compostos contendo anel de piridina
insaturado sdo nomeados como Beta-Carbolinas Totalmente Aromaticas (FABCs),
compostos parcialmente e totalmente saturados sdo nomeados como 3,4-dihidro-B-
carbolinas (DHBCs) e 1,2,3,4-tetra hidro-B-carbolinas (THBRCs) respectivamente
(MANASA; YADAV; NAGESH, 2020) (Figural).
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Figura 1 - Estrutura de um alcal6ide B-carbolinico simples: anel de piridina com nitrogénio na
posi¢éo B (azul) fundido ao esqueleto indol (vermelho). Adaptado de (ALLEN; HOLMSTEDT, 1980

2.5. NQBi0-006 e NQBio-021
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Diante disso, foram sintetizados doze novos andlogos de um alcaléide (-
carbonilico ndo natural a partir de triptamina e L-triptofano visando a obtencéo de
novos compostos com atividade citotéxica. Alcaldides [-carbolinicos podem ser
obtidos por meio da reacdo denominada condensacéo de Pictet-Spengler (ALVES,
2022). O precursor chave para obtencdo desses alcal6ides sdo os compostos
indolicos tais como o L-triptofano e/ou a triptamina (DEVI et al. 2018). A
condensacdo de Pictet-Spengler do L- triptofano com diferentes aldeidos tem sido
comprovada como sendo a via mais eficiente para a sintese quimica dos alcal6ides
tetrahidro-B-carbolinicos (CAO et al. 2007).

Dois dos mais promissores destes alcaldides, denominados NQBIi0o-006 e
NQBio-021 (Figura 2), foram avaliados quanto aos potenciais genotdxico e
mutagénico in vitro empregando as linhagens celulares tumorais TOV-21G (ovario) e
MDA-MB-231 (mama). Os compostos foram analisados quanto ao indice de
seletividade, um parametro que indica o quanto cada composto € seguro para o
tratamento de células tumorais em relacdo as ndo tumorais e o parametro conhecido
como IC50 (concentracao inibitéria média), que corresponde a medida da poténcia
de inibicdo de uma substancia em relacdo a uma funcdo biolégica ou bioquimica
especifica, assim quanto menor o IC50, mais ativo € um composto (TECCHIO,
2022). Foi verificado que o composto NQBio-006 foi o mais citotoxico para a
linhagem TOV-21G, com um IC50 de 2,5 uM e um indice de seletividade (IS) de
23,67 em relacdo a WI-26VA4 ja o composto NQBIio-021 apresentou os melhores
valores de citotoxicidade para a linhagem MDA-MB-231, com um ICso de 6,9 uM e
um IS de 14,36 (TECCHIO, 2022).

Diante de tais resultados promissores e visando a obtengcdo de compostos
menos deletérios para a saude em geral e fertilidade feminina durante o tratamento

do cancer, nosso grupo de pesquisa prosseguiu com os testes in vivo.

H4CO OCH,
NQBio-006 NQBio-021
M.M.: 392,42 M.M.: 335451
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Figura 2 - Estrutura quimica dos -carbolinicos NQBio-006 e NQBio-021.

2.6. Ensaios pré-clinicos

A determinacdo do potencial téxico de farmacos é um dos primeiros passos
da avaliacéo pré-clinica (BERKOWITZ, 2006). Uma vez que € necessario cumprir as
exigéncias de agéncias regulatérias como Food and drug act (FDA), Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMEA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para a liberacdo de estudos clinicos (FERREIRA et al.,, 2009). Nos
Estados Unidos, o FDA foi estabelecido em 1906, evoluindo para regulamentar a
seguranca e eficacia de medicamentos. Na Europa, a Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMEA) e, no Brasil, a ANVISA, desempenham fung¢des similares.
Essas agéncias monitoram medicamentos no mercado, com a FDA como referéncia.
Elas tém autoridade para aprovar ou retirar medicamentos, avaliando sua qualidade,
eficacia e seguranca (FERREIRA et al., 2009).

As Diretrizes da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econbmico (OCDE) para Testes de Produtos Quimicos sdo revisadas
periodicamente a luz de progresso ou mudancgas nas praticas de avaliacdo (OECD,
423). O uso desses protocolos para testes pré-clinicos oferece varias vantagens
significativas como: Padronizacdo Internacional, consisténcia e comparabilidade,
eficiéncia e reducdo de custos, avaliacdo de riscos mais precisa promovendo a
eficiéncia, a confiabilidade e a aceitagdo internacional dos dados gerados,
contribuindo para a seguranca e avaliacdo adequada de produtos quimicos antes de
sua aplicacdo em humanos ou no meio ambiente (OECD, 2008). Nosso protocolo
seguiu, primariamente, o Método Classico de Toxicidade Aguda e Toxicidade oral
subcronico que visam uma abordagem global e padronizada na avaliagdo de
substancias quimicas (OECD, 2001).

Segundo BERKOWITZ (2006) e GUIDO et al. (2010) o processo comeca com
a identificacdo ou sintese de uma molécula com potencial ativo e sua correlacéo
com um alvo bioldgico apropriado. A eficacia e seguranca dos farmacos devem ser

determinadas por lei antes de sua comercializagdo. Em fase posterior, estudos in
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vivo sdo realizados além de estudos in vitro, que serdo caracterizar os efeitos
biolégicos das moléculas em animais.

O objetivo principal dos estudos pré-clinicos € a avaliacdo farmacolbégica em
sistemas in vitro e em animais in vivo para a obtencdo do maior conhecimento
possivel sobre as propriedades e o0s efeitos adversos do farmaco 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 farmacoldgicas possam ser definidas
dentro de uma relacdo dose-resposta (FERREIRA et al., 2009).

De acordo com GRAHAME-SMITH & ARONSON (2004), a provavel duracéo
do uso terapéutico esta relacionada a duracdo do teste toxicologico preé-clinico.
Neste estagio, € crucial avaliar os efeitos sobre a fertilidade e reproducao, testes de
carcinogenicidade, mutagenicidade e teratogenicidade, sdo importantes também
testes relacionados a producdo em grande escala, estabilidade e estudos de
formulacdo do novo composto (GRAHAME-SMITH & ARONSON, 2004).

Segundo o artigo 52 as normas do Conselho Nacional de Saude (CNS), toda
pesquisa em que o ser humano for submetido a estudo (ensaios clinicos), deve estar
fundamentada na experimentacdo prévia realizada em animais tornando-se

indispensaveis os estudos pré-clinicos (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 periodo apos a
administracdo oral de uma Unica dose de uma substancia fornecida durante 24
horas para obter os parametros: Piloeregcdo, mucosas ressecadas, respiragao
alterada, atividade somatomotora e chiado.

Este procedimento experimental sugere iniciar o tratamento com a dose de
300 mg/kg em trés animais quando os efeitos da droga sdo desconhecidos. Se
nenhum ou apenas um animal morrer, a dose deve ser repetida. Com confirmacao

do resultado anterior, 0 composto serd testado a 2000 mg/kg. Com base nos
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resultados, sera classificado segundo o Globally Harmonized Classification System
(GHS). No entanto, se dois ou trés animais morrerem ap6s a administracdo de 300

mg/kg, a dose deve ser reduzida para 50 mg/kg. Se a mortalidade persistir em dois
ou trés animais com essa dose, a dose de teste sera de 5 mg/kg para avaliacdo da
toxicidade aguda. O teste de toxicidade aguda é importante na avaliagdo de produtos
guimicos pois ira permitir a determinacdo da Dose Letal Mediana (LD50) onde é
possivel gquantificar uma substancia que é letal para 50% de uma populacdo de
organismos expostos a ela, onde serd usado o nimero minimo de animais e serdo
obtidas informacdes suficientes sobre a toxicidade aguda da substancia em estudo

para permitir sua classificacdo (OECE, 2001).

2.8. Toxicidade subcrodnica

O teste de toxicidade oral subcrbénico realizado segundo o protocolo
experimental OECD 407 (1995), possibilita a monitorizacdo a longo prazo para
determinar se o produto testado induz efeitos toxicos. Os animais recebem (10
mg/kg, 100 mg/kg, 1000 mg/kg), e a dose mais alta € escolhida com o objetivo de
induzir efeitos toxicos, mas ndo morte ou sofrimento grave. Depois disso, uma
sequéncia descendente de dose € selecionada com o objetivo de demonstrar
qualguer resposta relacionada a dosagem e efeitos adversos ndo observados no
nivel de dose mais baixo (No Observable Adverse Effect Level - NOAEL). Intervalos
de duas a quatro vezes sao frequentemente 6timos para definir os niveis de dose
descendentes e a adicdo de um quarto grupo de teste € geralmente preferivel 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 orogastrica.

A escolha do periodo de exposicéo (28 dias) foi determinada com base nos
objetivos clinicos esperados para a utilizacdo do medicamento, seguindo as
orientacdes estabelecidas pelas diretrizes da OECD 407 (1995) para investigacao da

toxicidade oral de doses repetidas de substancias quimicas.
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O teste de toxicidade oral subcrénica, possibilita a observagéo de potenciais
efeitos toxicos ao longo de um extenso periodo, determinando se o produto testado
causa impactos adversos (VALADARES, 2006). Este estudo oferece informacgdes
pertinentes sobre os potenciais riscos a saude a longo prazo associados a
exposicdo continua, fornecendo dados adequados sobre os niveis de exposicao

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

2.9. Oncofertilidade

A busca por uma solucdo equilibrada entre "salvar vidas" e "salvar a
fertilidade" tem sido um objetivo fundamental em pacientes jovens com cancer,
devido a toxicidade ovariana associada a terapia contra o cancer. Tanto a
quimioterapia quanto a irradiacdo tém sido associadas a efeitos colaterais
significativos nos ovarios, aumentando os riscos de faléncia ovariana prematura
(FOP), menopausa precoce, disturbios endodcrinos ovarianos e infertilidade (MARCI
R, et al., 2018). Desde a década de 1990, tém sido realizados inumeros esfor¢os
dedicados a preservacao da fertilidade antes, durante e apos a terapia do cancer
(SIEGEL RL, MILLER KD, 2020).

A adequacéao dos tratamentos para doencas oncolégicas nas ultimas décadas
tem resultado em um aumento significativo e continuo na taxa de sobrevivéncia de
pacientes com cancer. No entanto, os ovarios sdo particularmente sensiveis aos
efeitos citotoxicos da quimioterapia e a radiacdo da radioterapia. Como resultado, o
sucesso desses tratamentos antitumorais tem levado a um aumento substancial no
namero de pacientes que experimentam faléncia ovariana prematura e uma notavel
reducdo no periodo reprodutivo (GRYNBERG et al.,, 2012; DE VOS et al., 2014;
ROSS et al., 2014; DITTRICH et al., 2010).

Em 2006 surgiu uma nova area para preservacao da fertiidade em pacientes
oncoldgicos, a oncofertilidade, com o objetivo de concretizar a busca de opc¢des de
protecdo e/ou preservacao da fertilidade para pacientes com diagndstico de cancer,

envolve também ajudar os pacientes na tomada de decisdo relativamente a
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preservacdo da fertilidade e ao método a utilizar, na preparacdo pré e pos-
tratamento e no tratamento dos fatores psicolégicos associados. Assim, a
oncofertilidade integra diversas areas como sexologia, pediatria, psicologia e
bioética, aléem de oncologia, urologia e ginecologia (MORAVEK MB, APPIAH LC,
ANAZODO A, et al. 2019). Além disso, é necessaria a padronizacédo dos cuidados
de preservacédo da fertilidade para pacientes oncologicos (TONOREZOS ES, COHN
RJ, GLASER AW, et al.,2022).

A qualidade e a quantidade de odcitos sdo um dos fatores mais importantes
para determinar o sucesso da fertilidade das mulheres; portanto, a preservagéo dos
odcitos é fundamental para manter a capacidade de reproducdo de pacientes jovens
com cancer apos sua recuperacdo (MCCLAM M, XIAO S.2022).

3. HIPOTESE

Os beta Carbonilicos NQBIio-006 e NQBIio-021 apresentam baixa toxicidade
(aguda e subcrbnica) in vivo e portanto poderdo ser utilizados como potenciais
farmacos antitumorais com menos efeitos colaterais sistémicos e a reserva folicular

ovariana.

4. JUSTIFICATIVA

O cancer € uma doenca que pode ser desenvolvida através de diversos
fatores ambientais e genéticos ao longo da vida (TORRE et al., 2015), afetando,
inclusive, a populagdo em idade reprodutiva (SIEGEL et al., 2014). Por ser um
conjunto de doencas multifatoriais, muitos tumores exibem elevado grau de
heterogeneidade, o que dificulta a intervencdo terapéutica com o0 uso de
guimioterapicos eficazes e com menor toxicidade. Apesar do aumento dos avancos

nas tecnologias e dos progressos no conhecimento dessas doencas, a busca de
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novos farmacos seletivos ainda é um desafio (MAGALHAES; FERREIRA;
ANDRICOPULO, 2018; ZHANG et al., 2020b).

Por esse motivo, a busca por novos farmacos com base em alcalbides é
motivada pela rica quimica desses compostos, pela eficacia historica de alguns
medicamentos derivados deles e pelo potencial de encontrar solucdes terapéuticas
inovadoras. Alcaldides sdo moléculas fascinantes, mesmo as mais simples
apresentam particularidades quimicas que garantem anos de estudos. Por esse
motivo, novos alcal6ides sdo sempre adicionados a lista de moléculas com alto
potencial farmacologico (NEUSS, 1970).

O motivo de B-carbolinicos serem o alvo de nossos estudos é que possuem
propriedades antioxidantes e tém demonstrado importante contribuicdo para o seu
potencial antimutagénico, antigenotoxico e antitumoral, pois as ROS (espécies
reativas de oxigénio) tém um papel determinante na formacédo de lesdes no DNA,
gue podem ser fixadas em mutacdes, 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 comparacdo 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 subcrénica dos beta-carbonilicos NQBIio-006 e

NQBIi0-021 em camundongos.
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5.2 Objetivos especificos

e Verificar os efeitos agudos e subcronicos da toxicidade dos compostos
NQBIio-006 e NQBio-021 em aspectos fisiolégicos de camundongos.

e Analisar alteragdes comportamentais dos animais tratados com os beta-
carbonilicos.

e Analisar alteracbes hematoldgicas, histopatoldégicas e morfométricas dos
animais submetidos ao tratamento.

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

6. MATERIAL E METODOS

6.1. Alcalbéides Beta - Carbonilicos Sintéticos

Os alcalodides B-carbolinicos sintéticos testados no presente estudo foram
fornecidos pelo Prof. Dr. Gustavo Henrique Ribeiro Viana, responséavel pelo
Laboratério de Sintese Organica do Campus Centro-Oeste da Universidade Federal
de S&o Joéo del-Rei.

Inicialmente, foram preparadas solucGes estoque dos alcaléides em DMSO
(Dimetilsulféxido), de acordo com a solubilizacdo das moléculas. Posteriormente, as
solucdes foram diluidas até a concentracdo de 5 mM e utilizadas como solucdo mae
para as diluicbes subsequentes. Os dois compostos NQBio-006 e NQBIio-021 foram
escolhidos apods triagem do seu potencial citotoxico utilizando o ensaio do MTT
(brometo  de  3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio)) uma vez que
demonstraram os melhores valores de IC50 e de indice de seletividade (TECCHIO,
2022).
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6.2. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos swiss fémeas (nuliparas e nao gravidas) com
8 semanas de idade provenientes do Nucleo de Criacdo de Animais de Laboratério
da UFSJ (NUCAL). Os animais foram mantidos em fotoperiodo 12:12h em
temperatura controlada (22°C a 24°C) recebendo agua e ragdo ad libitum. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica de Uso de Animais da
Universidade Federal de Sao Jodo 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 subcrénica. Para
cada um dos experimentos foi utilizado o numero de animais descritos na Tabela 1,

bem como, foram utilizadas as concentracdes e avaliados os parametros listados.

Tabela 1 - Delineamento experimental dos procedimentos realizados nos grupos

experimentais dos experimentos 1 e 2.

Numero de
Experimento Composto Concentracdes animais Parametros
Veiculo 6
5 6
. 50 6
NQBio-006 300 5
2000 6
Total 30 Peso corporal
1 Veiculo 6 Screening hipocratico
5 6 Coletq € peso dos
orgaos
NQBio-021 >0 6 Hemograma
300 6 Histopatologia
2000 6 Morfometria
Total 30
Veiculo 5
10 5
2 NQBio-006 100 5
1000 5

Total 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 recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratorio/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Os
animais receberam dose Unica dos compostos NQBio-006 ou NQBio-021, nas
concentracoes de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg outros animais receberam a solugao de
diluicdo (60ul de DMSO/570ul de PBS), sendo denominados grupo controle. Para o
acompanhamento, os animais foram marcados, na parte superior da orelha,

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

3j0luo)

................ Veiculo

2000 mg/Kg (n=6)
- 300 mg/Kg (n=6)
.............. 50 mg/Kg(n=6) F----------- Dose (nica
5 mo/Kg (n=6)

opnby-a0n

2000 mg/Kg (n=6)
............. 300 mg/Kg (n=6) t----------4 Dosenica
50 mg/Kg (n=6)
5 mg/Kg (n=6)

opnby-1z0

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 distribuidos nos tr trés grupos
sendo: controle, NQBIio-006 ou NQBIi0-021, a segunda coluna as concentragdes administradas 5, 50,
300 e 2000 mg/kg e a solucao de diluicdo (60l de DMSO/570ul de PBS), sendo denominados grupo

veiculo em dose Unica. Criado com BioRender.com.

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

experimento e por mais duas horas apds a administracdo, que foi feita através de
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gavagem orogastrica. A agua foi oferecida ad libitum durante todo experimento.
Apés a administracdo, os animais foram monitorados e observados ao longo de um
periodo de 14 dias. Seguindo o Guideline 423 (OECD 423; 2001), a dose inicial
utilizada foi de 300 mg/kg, pois quando ndo ha informagdes sobre uma substancia a
ser testada, por razbes de bem-estar animal, é recomendada a dose inicial de 300
mg/Kg como ponto de inicio. E, consecutivamente, foram administradas as doses de
2000, 50 e 5 mg/Kg. Dispondo dos dados das concentragcdes anteriores, sem
observacdes da gravidade de sinais toxicos, 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.
s —~ T
CeD

P

el ||
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais

G? —GD'-@JQ:D -
I

1]
:)

—h

GHS

v 1 v

3 (50mg/kg) outro 3 (300mg/kg) outro
na 1? etapa resultado na 1? etapa resultado

e 1 11 1 |

Figura 4 - Fluxograma representando a metodologia seguida para o ensaio de toxicidade aguda em
dose Unica, a partir da dose de 300 mg/kg, empregando trés animais de um U(nico sexo por etapa
OECD (2001).

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

- GHS: Sistema de Classificacdo Mundial Harmonizado (mg/kg de peso corporal).- «: nado

classificado.

6.4. Experimento 2: teste de toxicidade oral subcronico
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A Figura 5 representa o delineamento do teste de toxicidade oral subcrbnico
gue 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 periodo 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
toxicos, mas ndo morte ou sofrimento grave. Depois disso, uma sequéncia
descendente de doses foi selecionada com o objetivo de demonstrar qualquer
resposta relacionada a dosagem e efeitos adversos ndo observados no nivel de
dose mais baixo (NOAEL). Intervalos de duas a quatro vezes sao frequentemente
otimos para definir os niveis de dose descendentes e a adicdo de um quarto grupo
de teste é geralmente preferivel 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 orogastrica. O composto foi administrado na forma de
solucdo aquosa e como controle, solucao fisiolégica (130ul de DMSO/1070ul de
PBS).

Para o tratamento, os animais foram anestesiados através por via inalatéria 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 marcacdes na parte superior da orelha que correspondiam aos ndameros
ordinais (de 1 a 5). A observacdo dos sinais de toxicidade seguiu a mesma

metodologia utilizada na avaliacédo da toxicidade aguda em dose Unica.

2 * BN e oo Veiculn  |eeceeacaeans Doses repetidas
= (28 dias)
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Figura 5 - Protocolo experimental toxicidade oral subcronica. Delineamento experimental dos
procedimentos realizados nos grupos experimentais do experimento 2: Toxicidade oral subcrénica. A

primeira coluna é representada pela forma que os animais foram distribui distribuidos nos trés grupos
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sendo: controle, NQBio-006 ou NQBio-021, a segunda coluna as concentragdes administradas 10,
100, 1000 mg/kg e a solucdo de diluicdo (60ul de DMSO/570ul de PBS), sendo denominados grupo

veiculo em dose Unica. Criado com BioRender.com.

6.5. Screening Hipocréatico

Os animais foram observados quanto a alteragcdes 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 administracdo do composto no teste de toxicidade aguda e 28 dias no teste
de toxicidade subcrdnica. Todos os tempos de acordo com 0 screening hipocratico
para observacao destes parametros (COSTA, 2013). Os seguintes parametros foram
analisados: piloerecdo, ressecamento de cérnea, alteracdo respiratoria, atividade
somatomotora, mucosas alteradas, convulsdes, coceira e mortalidade sendo
indicados na tabela com (N) para Normal e (P) como parametro de toxicidade

presente.

6.6. Avaliagdo ponderal

Os animais foram pesados em balanca semi-analitica antes da administracao
dos compostos, apds 7 dias e ao término de 14 dias apds exposicdo para o teste de
toxicidade aguda. No experimento 2, os animais também foram avaliados aos 21 e

28 dias ap0os o inicio do tratamento.

6.7. Coleta das amostras
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Foram realizadas coletas de sangue para avaliacgdo dos animais dos
experimentos 1 e 2. Os animais foram eutanasiados ao final de cada experimento e
submetidos a puncdo cardiaca para coleta de sangue e realizacdo de exames
hematolégicos. O sangue (~500 pl) foi coletado para realizacdo de hemogramas em
tubos tratados com EDTA.

Para os exames histopatolégicos, as amostras dos érgaos (coracdo, pulmao,
figado, baco, ovarios e rins) foram coletadas na necropsia, dissecadas para remogao

de tecido adiposo e ligamentos e em seguida fixadas.

6.8. Andlises hematoldgicas

Os hemogramas foram realizados de forma terceirizada, no Laboratério Carlos
Chagas, na cidade de Sao Jodo Del Rei. Foram realizados obtendo os valores de
hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), plaquetas (PLT), hemacias, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo meédia de
hemoglobina celular (CHCM), largura de distribuicdo de hemacias (RDW),
leucécitos, basofilos, segmentados, linfécitos, mondcitos e eosindfilos. E para essa
avaliacao foi utilizado o equipamento Hematological Analyzer, modelo MEK 6550Vet
(NIHON Kohden).

6.9. Histopatologia

Ap6s as necropsias os Orgdos foram analisados macroscopicamente para
avaliacdo de sinais de toxicidade, foram avaliados parametros como: alteracdes na
estrutura, rigidez, coloracéo, irregularidades, presenca de hemorragia e edema.

Para os exames histopatologicos foram coletadas amostras de coracao, pulméo,

figado, baco, ovarios e rins, fixadas em solucdo de paraformaldeido 4%. Apés
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fixacdo de 24 horas, essas amostras foram mantidas em &lcool 70% até o
processamento. A desidratacdo foi feita em séries crescentes de etanol (70-100%),
em seguida as amostras foram diafanizadas em xilol, e incluidas em parafina
histologica. Os blocos de inclusdo foram seccionados, em micrétomo convencional,
em uma espessura de 5 ym e os cortes obtidos foram submetidos a coloracéo por
hematoxilina e eosina (HE). Foram avaliadas a presenca e as caracteristicas das
alteracdes e lesdes celulares. Nos 6rgdos como, coracdo, pulméo, figado, baco e
rim foram feitos cortes de 5 ym, dando um intervalo de 300 pym entre os cortes
utilizados. O ovario foi cortado por toda sua extenséo (do inicio ao fim), também em

cortes de 5 uym.

6.10. Exame Morfométrico Renal

O estudo dos parametros morfologicos foi efetuado por meio de microscopia
Optica e com o auxilio do microscopio Olympus CX23 com objetiva de 40x do
Laboratério de Pesquisa em Reproducédo na Universidade de S&o Joao Del Rei —
Campus Dom Bosco.

As variaveis foram obtidas pela mensuracdo de 30 glomérulos, 30 tubulos
contorcidos proximais e 30 tubulos contorcidos distais por rim analisado, sendo
avaliados trés animais por grupo experimental.

Para obtencdo dos diametros glomerular, didmetro do tubulo contorcido
proximal e do tdbulo contorcido distal foram mensuradas, em sec¢fes transversais,
os diametros maior e menor. Em seguida foi obtida a média entre os dois valores.

Para essa analise foi utilizado o programa EPView.

6.11. Exame Morfométrico Hepéatico
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Com relagédo ao figado, foi avaliado o didmetro nuclear dos hepatécitos. A
obtencdo dessa medida foi realizada conforme descrito para a avaliagdo renal. E
para isso, foram escolhidos, aleatoriamente, seis campos com 10 hepatécitos em
cada, e foram utilizados trés animais por grupo.

Além disso, também foi realizada a quantificacdo da densidade de
hepatécitos mono e binucleados. Para cada corte foi determinado o numero de
hepatdcitos por area, utilizando a soma dos hepatécitos binucleados, multiplicado
por 100 e dividido pelo total de hepatoécitos (mono + bi) (Binucleados*100)/total).

Foi realizada uma varredura do retangulo da imagem em jpg, encontrado um
valor de 54 mmz (area total do retangulo). A densidade dos hepatdcitos em mmz2 foi
calculada a partir do numero de estruturas obtido na densidade dividida pela area

encontrada.

6.12. Avaliag&o do ciclo estral

Os estagios do ciclo estral foram avaliados através da avaliagdo 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 estagios
séo divididos em: (1) Proestro, inicio do ciclo onde é observada a linha entre a vulva
e 0 anus do animal, (2) Estro, a vulva se encontra inchada e avermelhada,
sinalizando o periodo fértil do animal, (3) Metaestro, vulva com aspecto de palidez e
(4) Diestro final do ciclo, marcado também pela vulva palida e abertura vaginal
guase imperceptivel. O percentual de dias em que cada animal permaneceu em
cada estagio é feito pelo célculo (dias em que o animal ficou em cada fase/total de
dias observados*100) e a duracdo do ciclo é feita baseada em quantos dias o animal

permaneceu de um ciclo a outro.

6.13. Quantificacao folicular
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A quantificacdo da populacado folicular se deu através das andlises descritas
por Pereira et al., 2020, observado o0s ovarios nas objetivas de 10x e 40x em
microscopio Optico, a partir do qual obtivemos seguinte classificacdo folicular:
foliculos primordiais (uma camada de células da granulosa em formato
pavimentoso), transicionais, (uma camada de células da granulosa em formato
cuboidal e pavimentosas), primarios (uma camada células da granulosa em formato
cuboidal e deposicdo, pelo odcito, de uma matriz proteica dando origem a zona
pelucida), secundéarios (duas ou mais camadas de células da granulosa), antrais
(observacdes de espacos entre as células da granulosa) e atrésicos (morte celular)
com alteragBes morfolégicas como desintegracdo das células da granulosa, picnose
nuclear, degeneracdo da zona pellcida. A taxa de atresia folicular foi obtida pela
divisdo do numero de foliculos atrésicos pelo numero total de foliculos, e

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

6.14. Morfometria folicular

Trinta imagens de cada classe folicular (primordial, transicional, primario,
secundario e antral) por animal (n=3) foram obtidas, salvas em jpg e analisadas pelo
programa EPview. O limite do foliculo foi definido como a membrana basal e o limite
do odcito como a zona peldcida. Apenas foliculos morfologicamente considerados

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

6.15. Teste de TUNEL

Para avaliagdo de apoptose, foi realizado o ensaio TUNEL (G7130,
DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System), de acordo com o fabricante. Apdés o
processo de hidratacdo de cortes de 5 uym de espessura dos tecidos, estes

passaram por uma série de etapas, sendo elas: as laminas foram incubadas com
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Proteinase K (20 mg/mL em 10mM TRIS) por vinte minutos; em H20 30% em
metanol por cinco minutos; cobertas com solugdo tamp&o por trinta minutos;
incubadas com marcacdo uma hora e trinta minutos a 37°C; em seguida, foi
adicionado tampao de finalizacdo por cinco minutos e tampéo de bloqueio por dez
minutos. Posteriormente, em camara Umida, a solucdo 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 foliculos secundarios e antrais de 3 animais do grupo controle e 3
animais do grupo tratados com NQBIio-006, observadas no aumento de 40x. As
imagens obtidas posteriormente, foram avaliadas quantitativamente pelo programa
ImageJ, sendo marcacfes positivas e negativas em nucleo (que corresponde a
fragmentacdo do DNA) para TUNEL coradas em marrom, os resultados foram

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

6.16. Andlises estatisticas

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad PRISM 8.
Apresentados como médiaterro padrdo da média. As médias obtidas foram
analisadas quanto a distribuicdo normal (D’Agostino & Pearson e teste de Shapiro-
Wilk). Os dados paramétricos, em comparacdes com 3 grupos ou mais (parametros
associados a peso corporal, peso dos érgaos, peso relativo dos 6érgaos, screening
hipocratico, histopatologia e morfometria renal do composto NQBio-021, morfometria
hepatica, andlise hematoldgica, quantificacao folicular) foram submetidos a analise
de variancia seguida de teste Tukey. As analises entre dois grupos foram realizadas
pelo teste t de student (Morfometria folicular e morfometria renal do composto
NQBIio-006). O nivel de significancia adotado foi de p< 0,05.

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

N&o foi observada mortalidade durante os estudos, dessa forma foi possivel
categorizar os compostos pelo Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacao
e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS), o qual estabelece critérios de
classificagdo de substancias com relacdo aos perigos fisicos, para a saude e meio

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

7.1.1. Peso corporal

Os resultados apontam que 0s pesos corporais dos camundongos tratados
com controle, NQBIi0-06 e NQBIio-021 foram bastante semelhantes (p < 0,05) (Figura
6A). No 7° dia foi observada diferenca significativa no peso dos animais tratados
com o composto NQBIio-021 na concentracdo mais alta (2000 mg/Kg) (p = 0,0114)
em relagdo ao controle (Figura 6B).
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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 periodo de observacédo do teste de toxicidade aguda. Os valores

sdo apresentados como média + SEM, N = 6 por grupo.
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7.1.2. Observacdo dos sinais de toxicidade (screening hipocrético)

Com a observacdo dos animais, sinais clinicos como convulsdes, tremores,
sonoléncia, alteracdes motoras e respiratorias foram avaliadas e anotadas. A
observacdo comportamental dos animais descritos na Tabela 2 demonstrou
piloerecdo e atividade somatomotora comprometida com 1 hora apos administragdo

do controle até a sexta hora.

Tabela 2 - Padres comportamentais dos animais do grupo controle. A observacdo comportamental
dos animais demonstrou piloerecdo e atividade somatomotora comprometida com 1 hora apds

administracdo do veiculo até a sexta hora.

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

Parametros

H N N N N P P P P N N
E N N N N N NN N N N
B N N N N N N NN N N
SA N N N N P P P N N N
M N N N N N NN N N N
C N N N N N N NN N N
| N N N N P N N N N N
M N N N N N NN N N N

Legenda: (N) Normal, (P) Presente, (H) Pélo, (E) Olhos, (B) Respir¢éo, (SA) Atividade somatomotora,
(M) Mucosa, (C) Convulstes, (l) Coceira, (W) Chiado, (M) Mortalidade.

Conforme observado na Tabela 3, a atividade somatomotora foi
comprometida nos primeiros 5 minutos em todas as concentracées do composto
NQBIio-006. Chiado foi observado apés 6 horas, exceto na dose de 2000 mg/kg.
Piloerecdo 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
concentracbes do composto NQBio-021. Ressecamento nos olhos foi observado
apos 2 horas, exceto na dose de 2000 mg/kg. Coceira e chiado foram registrados

apés 6 horas nas  concentracoes de 300 e 2000 mg/kg.



Tabela 3 - Padrdes comportamentais dos animais do grupo tratado com o composto NQBIi0-006, nas concentracdes de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg.

Tempo 5min 10 min 20 min 30 min 1h 2h 4h 6h 12h 24h
Conce 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
ntracéto 5 0 20 50 20 5020 5020 5020 5020 5020 5020 5020 50 20
mg/kg 50 0 0050 0 0050 0 00 50 0 0050 0 OO50 0 0050 0 O0O50 0 OO 50 0 00 50 0 00
Parame

tros

H NNN P NNNP NNNP NNNP NNNP NNNP NNNP NNNP NNNP NPPP
E NNP N PNP N NNNP NPNN NNPP PPNP PNPP PNNP NNPP NNNP
B NNN P NNNP NNNP NNNP NNNP NNNP NNNVP NNNP NNNP NNNP
SA PPP N NPNP PPP N PNNN PPP P NPPP PPP P NNPP NPPP NNNP
M NNN N NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNP NNNP NNNP PPPP
C NNN N NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN
I NNN N NNNN NNNP NNP P NNNN NPNN NNNN NNNN NNNN NNNN
w NNN N NNNN NNNN NNNN NNNN NNP N NNNN PPP N PNNN PNNN
M NNN N NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN NNNN

Legenda: (N) Normal, (P) Presente, (H) Pélo, (E) Olhos, (B) Respircdo, (SA) Atividade somatomotora, (M) Mucosa, (C) Convulsées, (I) Coceira, (W) Chiado,

(M) Mortalidade.
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Tabela 4 - Padrbes comportamentais dos animais do grupo tratado com o composto NQBIi0-021, nas concentrac¢des de 5, 50,3 00 e 2000 mg/kg.

Tempo 5 min 10 min 20 min 30 min 1lh 2h 4h 6h 12h 24h
Concen 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
tracdo 5 0 20 5 0 20 5 0 20 5 0 20 5 0 20 5 0 20 5 0 20 5 0 20 5 0 20 5 0 20
mgkg 50 0 0050 0 0050 0 00 50 0 00 50 0 00 50 0 00 50 0 00 50 0 00 50 0 00 50 0 00
Parame

tros

H NNN N NNNNDN NNNN NNNIN NNNNDN NNNN NNNN NNNN PNNP PPP N
E NNN N NNNN N NNNN NNNN NNNNDN PPP N NNNN NNNNIN NPP P NNNN
B NNN N NNNUP NNNWP NNNWP NNNNDN NNNN NNNN NNNNIN NNNN NNNN
SA NNP N PPP N NNP N PPP N PPP N PPP N NNPN NNPN NPP N NPPN
M NNN N NNNN N NNNN NNNIN NNNNDN NNNN NNNIN NNNNDN NNNN NNNN
C NNN N NNNN N NNNN NNNIN NNNNDN NNNN NNNIN NNNNIN NNNN NNNN
| NNN N NNNN N NNNN NNNIN NNNNDN NNNN NNNN NNNWP NNNN NNNN
w NNN N NNNN N NNNN NNNIN NNNNDN NNNN NNNN NNPN NNNN NNP N
M NNN N NNNNDN NNNN NNNIN NNNNDN NNNN NNNN NNNNIN NNNN NNNN
Legenda: (N) Normal, (P) Presente, (H) Pélo, (E) Olhos, (B) Respircdo, (SA) Atividade somatomotora, (M) Mucosa, (C) Convulsdes, (I) Coceira, (W) Chiado,

(M) Mortalidade.



7.1.3. Peso relativo dos 6rgaos

Observou-se que o peso relativo (relacédo percentual entre o peso dos 0rgaos
e 0 peso corporal do figado e ovario dos animais tratados com NQBio-006 foi
afetado pelo tratamento. O figado, por exemplo, apresentou um aumento
significativo de peso na concentracdo de 2000 mg/Kg em relacdo ao controle e a
concentracdo de 5 mg/Kg (p = 0,0277), (p = 0,0015), respectivamente. No caso do
ovario, o aumento de peso foi notado na concentracdo de 2000 mg/Kg em
comparagao ao controle e as concentracdoes 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
concentracdo de 300 mg/Kg em comparacao ao controle e as concentracfes de 5 e
50 mg/Kg (p < 0,0001), (p < 0,0001), (p = 0,0037) (Figura 7A).

Ao considerar o composto NQBIi0-021 (Figura 7B), foi observado que o
pulmao apresentou um peso relativo menor na concentragdo de 2000 mg/Kg em
comparacao ao controle (p = 0,0341). No entanto, o rim demonstrou um aumento
significativo na concentracdo de 2000 mg/Kg em comparacdo a concentracao de 50
mg/Kg (p = 0,0241). Quanto ao peso relativo do ovério, verificou-se um aumento na
concentracdo de 50 mg/Kg em comparacédo ao controle (p = 0,0476), assim como na
concentracdo de 2000 mg/Kg em comparacdo ao controle e também em relacéo a
concentracdo de 5 mg/Kg (p < 0,0001), (p = 0,0175).
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Figura 7 - Relacao percentual entre o peso dos érgéos e o peso corporal de animais tratados com os
compostos NQBIio-006 em (A) e NQBIio-021 em (B), nas concentra¢ces 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 anatomopatologicos. Hiperemia multifocal leve que se
refere a um aumento anormal do fluxo sanguineo em um determinado tecido ou
regido do corpo. A hiperemia multifocal sugere que esse aumento esta ocorrendo em
varias areas ou pontos especificos, evidenciada pela seta preta. Tecido edematoso
gue é caracterizado pela presenca de edema, que € o acumulo de liquido intersticial
em determinada area do corpo. Isso pode resultar em inchago, aumento do volume e
alteragbes 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 sanguineo em varias areas especificas do
tecido (Figura 8).
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Veiculo i 021-5mg i 021-50mg i 021-300mg Il 021-2000 mg

Figura 8 - Fotomicrografia de lesbGes renais em camundongos submetidos ao tratamento com o
composto NQ-Bio021.Seta preta: hiperemia multifocal leve (aumento anormal do fluxo sanguineo em
um determinado tecido), seta laranja: tecido edematoso (inchaco, aumento do volume e altera¢gfes na
textura do tecido afetado), seta fina: hiperemia multifocal discreta (menos acentuada) (aumento
anormal do fluxo sanguineo em um determinado tecido). Coloragdo H.E, objetiva 10x, barra de

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

Como o composto NQBIio-006 ja havia apresentado resultados de baixa
toxicidade na avaliacdo ponderal, peso dos 6rgdos e peso relativo, as andlises
morfométricas foram realizadas apenas na concentracdo 2000 mg/Kg qual havia
maior potencial de possiveis alteragbes e ndo foram observadas diferencas
significativas (Figura 9A-C). A analise morfométrica dos rins do composto NQBio-
0021 revelou aumento no diametro dos corpusculos dos animais administrados com
as concentracdes 50 e 300 mg/Kg comparadas ao controle (p < 0,0001) e (p =
0,0167) e um aumento na concentracdo de 2000 mg/Kg (p = 0,0321) também
comparada ao controle. O aumento também pode ser observado na concentracéao de
50 mg/Kg comparada a concentracdo de 5 mg/Kg e por fim foi observado diminuicao
no didmetro dos corpusculos na concentracdo de 2000 mg/Kg comparada as
concentracoes de 5, 50 e 300 mg/Kg (p < 0,0001) (Figura 9D).

Houve diminuicdo no diametro dos tubulos contorcidos proximais de todas as
concentra¢cdes administradas 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg comparadas ao controle (p <
0,0001) (Figura 9E).
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O mesmo ocorreu nos tabulos contorcidos distais, a visivel diminui¢cdo ocorreu
em todas as concentragbes administradas 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg comparadas ao
controle sendo o mesmo valor de p para todas (p < 0,0001), havendo também,
diferenca na concentracdo de 2000 mg/Kg comparada as concentracdes de 5, 50 e

300 mg/Kg com mesmo valor de p (p < 0,0001) (Figura 9F).
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Figura 9 - A: Diametro corpuscular, B: diametro do tdbulo contorcido proximal (TCP) e C: distal (TCD)
Nos grupos experimentais tratados com os compostos NQBIio-006 nas concentracdes de 2000 mg/Kg
e D: Diametro corpuscular, E: diametro do tibulo contorcido proxima proximal (TCP) e F: distal (TCD)
Nnos grupos experimentais tratados com o composto NQBIi0-021 nas concentra¢cfes de 5, 50, 300 e

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

7.1.5. Histopatologia e morfometria hepatica

As micrografias histolégicas ilustram que o figado dos animais tratados com
NQBIio-006, nas concentragdes 50 mg/Kg apresentaram hiperemia multifocal
discreta apontada pela seta vermelha e na concentracdo de 300 mg/Kg hiperemia
multifocal leve apontada pela seta preta, aumento de 40x (Figura 10). O figado dos

animais tratados com NQBio-06 e NQBIio-021 na concentragdo 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 inflamatérios (presenca de células do sistema

imunoldgico, como leucécitos, linfécitos e macréfagos, em um tecido, em resposta a

| Veiculo | 06-5 mg/kg | 06-50 mg/kg || 06-300 mg/kg |[ 06-2000 mg/kg |

R R TR

um processo inflamatorio) (seta fina).

Figura 10 - Fotomicrografia de lesGes hepaticas. Seta vermelha: hiperemia multifocal leve (aumento
anormal do fluxo sanguineo em um determinado tecido ou regido do corpo) Seta preta: hiperemia
multifocal discreta (menos acentuada) (aumento anormal do fluxo sanguineo em um determinado
tecido ou regido do corpo), seta laranja: tecido edematoso (inchaco, aumento do volume e alteracbes
na textura do tecido afetado), seta fina: infilirado inflamatério (presenca de células do sistema
imunoldgico em resposta a um processo inflamatério. Coloracéo H.E, objetiva 10x, barra de escala:

100um e 40x, barra de escala: 20pum.

O didmetro do nucleo dos hepatdcitos apresentou aumento no grupo de

animais tratados com o composto NQBIi0o-006 nas concentragdes de 5 mg/Kg (p
0,0013) comparada ao controle e na concentracdo de 300 mg/Kg comparada a
concentracdo de 5 mg/Kg (p = 0,0008) (Figura 11A). Nos grupos tratados com o
composto NQBIi0-021 as diferencas encontradas foram nas concentracfes 5, 50 e
300 mg/Kg compradas ao controle (p < 0,0001). Foi possivel observar também
diminuicdo no didmetro do ndcleo dos hepatdcitos na concentracdo de 2000 mg/Kg

comparada as concentracdes de 5, 50 e 300 mg/Kg (Figura 11B).
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Figura 11 - Didmetro nuclear dos hepatécitos nos grupos experimentais tratados com os compostos
NQBIio-006 (A) e NQBIi0o-021 (B) nas concentracfes de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores sao
apresentados como média + SEM, N = 6 por grupo.

Os resultados referentes ao percentual de hepatdcitos por area estdo
representados na Figura 12 que demonstram uma diminuicdo nos grupos tratados
com o composto NQBIi0-006, nas concentracdes 50 mg/Kg e 300 mg/Kg comparadas
ao controle (p = 0,0095), (p = 0,0285). Foi observado no niumero de hepatdcitos
aumento na concentracdo de 2000 mg/Kg quando comparada as concentracdes de
50 e 300 mg/Kg (p = 0,0057), (p = 0,0177) (Figura 12A). J& os grupos tratados com o
NQBIi0o-021 apresentaram diminuicdo nas concentracbes 5, 50 e 300 mg/Kg
comparadas ao controle (p = 0,0002), (p = 0,0029), (p = 0,0045). A concentragéo de
2000 mg/Kg demonstrou aumento quando comparada as concentracdes de 5, 50 e
300 mg/Kg (p < 0,0001), (p = 0,0002) e (p = 0,0003) (Figura 12B).

@ 006 021

Hepatocitos Binucleados(%)
Hepatécitos Binucleados(%)

Figura 12 - Percentual de hepatécitos por area nos grupos experimentais tratados com os compostos NQBio-
006 (A) e NQBIo-021 (B) nas concentracdes de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores sdo apresentados como
média = SEM, N = 6 por grupo.
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A densidade dos hepatdcitos por milimetro quadrado estd representada na
Figura 13, foram calculadas a densidade dos hepatdcitos totais
(mononucleados+binucleados), apresentando diferenca significativa no grupo de
animais tratados com o composto NQBIi0-006, nas concentragdes 300 mg/Kg e 2000
mg/Kg foi observado um aumento em relacdo ao controle (p < 0,0001) e em relagao
as concentracdes 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 hepatécitos
binucleados diminuiu na concentracdo de 50 mg/Kg comparada ao controle (p =
0,0435), a densidade aumentou na concentracdo de 2000 mg/Kg comparadas a
todas as concentracdes 5, 50 e 300 mg/Kg (p = 0,0020) (p < 0,0001), e (p = 0,0020)
(Figura 13B), a densidade dos hepatocitos mononucleados aumentou na
concentracdo de 300 mg/Kg comparada ao controle e a concentracdo 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 hepatdcitos
totais diminuiu na concentracdo de 300 mg/Kg comparada a menor concentracao de
5 mg/Kg (p = 0,0415) e um aumento significativo foi observado na concentracao
mais alta 2000 mg/Kg comparada ao controle e a todas as concentracdes 5, 50 e
300 mg/Kg todas com mesmo valor de p (p < 0,0001) (Figura 13D). Diminuicdo na
densidade dos hepatécitos binucleados nas concentracfes de 5 e 50 mg/Kg e
aumento na maior concentracdo 2000 mg/Kg comparada ao controle (p = 0,0115), (p
= 0,0115), (p = 0,0006), a concentracdo 2000 mg/Kg também apresentou diferenca
significativa comparada as concentracfes de 5, 50 e 300 mg/Kg todas com mesmo
valor de p (p < 0,0001) (Figura 13F). A densidade dos hepatdcitos mononucleados
apresentou uma diminuicdo na concentracdo de 300 mg/Kg quando comparada a
concentracdo de 5 mg/Kg (p = 0,0220) e a maior concentracdo demonstrou um
aumento na densidade quando comparada ao controle (p < 0,0001) e as demais
concentracdes 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 hepatdcitos totais, B: mononucleados e C: binucleados por milimetro

guadrado nos grupos experimentais tratados com os compostos NQBIio-006 nas concentracdes de 5,

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

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

concentragdes de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores sdo 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
ovarios que receberam o composto NQBio- 021 e em ambos os compostos ha

presenca (qualitativa) de varios corpos lateos (Figura 14).
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Veiculo

006

021

Figura 14 - Efeito dos compostos NQBio-006 e NQBio-21 na morfologia dos ovérios. Asterisco
vermelho: Presenca (qualitativa) de muitos corpos lUteos. Seta preta: Foliculos antrais. Asterisco

amarelo: foliculos atrésicos.Coloragdo H.E, objetiva 4x, barra de escala: 200um.

N&o foram observadas diferencas estatisticas (p > 0,05) na duracdo do ciclo
estral desses animais tratados com ambos os compostos (Figura 15) em todas as

concentracdes avaliadas.
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Figura 15 - Duracao do ciclo estral dos animais tratados com os compostos NQBio-006 e NQBio-021
nas concentragdes de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os valores sao apresentados como média + SEM, N
= 6 por grupo.
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Além disso, o percentual de dias em que 0s animais permaneceram em cada fase
ndo apresentou diferenca, também para o tratamento com ambos 0s compostos
NQBIi0-006 e NQBio-021 (Figura 16).
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Figura 16 - Percentual de dias em cada estagio do ciclo estral dos animais tratados com os
compostos NQBIi0-006 (A) e NQBio-021 (B) nas concentracdes de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Os

valores séo apresentados como média + SEM, N = 6 por grupo.

7.1.7 Analises hematolégicas

A Tabela 5 ilustra a analise hematolégica, os parametros da série vermelha
nos animais tratados com o composto NQBIo-006 apresentaram diferenca
significativa nos parametros de CHCM (p = 0,0114) na concentracéo de 2000 mg/Kg
guando comparada a concentracdo de 300 mg/Kg. Nos grupos tratados com NQBio-
021 os parametros que demonstraram diferenca foram HCM na concentracdo 2000
mg/Kg (p = 0,0317) comparada ao grupo controle.

J& nos parametros de série branca, eosindéfilos e segmentados apresentaram
diferenca nos grupos tratados com o composto NQBio-006, as concentragcbes de
eosinofilos com diferenca significativas foram 50 mg/Kg comparada a concentracao
de 5 mg/Kg e ao grupo controle (p = 0,0149), (p = 0,0434) e a concentracao de 2000
mg/kg comparada a 50 mg/Kg (p = 0,0352). Nos grupos tratados com NQBio-021 as

diferencas foram encontradas em leucdcitos na maior concentragdo administrada
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2000 mg/Kg (p = 0,0203) comparada ao controle e mondcito com diferengas
encontradas nas concentracoes de 50 e 300 mg/Kg comparadas ao controle (p =
0,0261) (p = 0,0072) e a concentracdo de 2000 mg/Kg comparada as concentracfes
de 50 e 300 mg/Kg (p = 00230) (p = 0,0076) (Tabela 6).



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

A , NQBio - 006 NQBio - 021
Parametro Unidad  Grupo
300 2000mg/k 300 2000mg/k
trol
S e controle 5mg/kg 50 mg/kg mg/kg g 5mg/kg 50 mg/kg mg/kg g
HB g/dL 12,1+0,5 11,3+0,7 10,3t1,1  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 % 351+1,9 31,6+2,1 29,3t3,4 27,6+6,2 415+26 28,0+2,9 36,7+1,8 28,7+1,6 33,916,2
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
b ab . 16,7+0,53 a
HCM pg 16,8+0,3° 16,5+0,2 16,5+0,2 17,1+1,0 14,9+0,4 16,5+0,3 16,7+0,4 14,6x0,5
ap 35,7+0,22 ab b a
CHCM g/dL  34,9+0,6 b 35,4+0,3%* 36,7+2,0° 30,6+0,3* 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

197,8+22, 245,3+59, 216,6+87, 238,2+37, 233,3%43, 254,4+114, 229,6+90, 114,9+49, 242,7+13,

PLT ul 1 2 9 7 2 9 2 8 2

HB= Hemoglobina, HCT= Hematécrito, VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, CHCM = concentragdo de hemoglobina
corpuscular me, RDW = Intervalo de Distribuicdo de Glébulos Vermelhos, PLT= Plaquetas, os valores sdo apresentados como média + SEM, N = 3. *p <

0,05 quando comparado ao grupo controle do veiculo
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Tabela 6 - Efeitos dos compostos NQBIi0-006 e NQBIio-021 da série branca no hemograma em camundongos. Os valores séo apresentados como média +

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

s U Grupo NQBio - 006 NQBio - 021

arametros - controle 5 mg/kg mg?kg m%(;ﬁg 2000mg/kg 5mg/kg 50 mg/kg m?;](;ﬁg 2000mg/kg
Leucocitos pl 37410 28:03° 60s0g HOHELA2 2067x417,7° 46409 1835:179,1 5075+11 933,3:240,4°
Basofilos  pl 0 0 0 0 0 0+0 1+0,45 1,5+0,9 0
Eosindfilos pul 0,3x0,12 0+0a 3,8+1,4> 1,8+1,8% Oa 0+0 42,4+19,8 50,5+33,2 0
Segmentad  39.633,27 37,2507 298%40 s5gragw  513:36° 382655 268:47 302479 47313

Linfocitos ul 58+3,3 59,719 57+4,4 57,4456 47,3+3,8  57,8%5,8 64,2125 57,7+5,0 52,3+1,6

Monécitos Il 2,4+0,5%° 2,7+1,1%> 9,4+4,12  4+0,4% 1,3+0,3° 4+1,43 8,8+2,52 10,5+2,32 0,3+0,3°




7.2. Experimento 2: Teste de toxicidade oral subcronica

7.2.1. Peso corporal

Seguimos com o teste de toxicidade oral subcrénico apenas com 0 composto
NQBIi0-006 por apresentar baixa toxicidade nos parametros avaliados na fase aguda.
A Figura 17 demonstra que nao houve alteracdes visiveis no peso corporal dos

animais tratados com o composto NQBIi0-006 (p < 0,05).
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Figura 17 - Efeitos do composto NQBIio-006 sobre o peso corporal de camundongos nos dias 1, 7,
14, 21 e 28 do periodo de observacdo do teste de toxicidade subcronica. Os valores séo

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

7.2.2. Peso dos 6rgéaos

Em relacdo ao peso dos 6rgéos dos animais tratados com o composto NQBio-
006, ndo houve diferenca significativa entre os grupos ( p > 0,05), como demonstra a

figura 18.
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Figura 18 - Pesos de orgaos de animais tratados com o composto NQBio-006 nas concentragdes de
10,100 e 1000 mg/kg. Os valores sdo apresentados como média + SEM, N =5 por grupo.7.2.3.

Observacdo dos sinais de toxicidade (Screening hipocrético)

No primeiro dia de tratamento os animais foram observados nas primeiras
vinte e quatro horas. Apds o primeiro dia de tratamento, os grupos tratados nao
apresentaram letargia ou sonoléncia. Nenhum sinal de convulsdo ou
descoordenacéo motora foi observado em qualquer dos grupos e ndo houve nenhum
Obito. Os animais foram acompanhados diariamente por 28 dias de tratamento,

nenhum sinal de toxicidade foi observado nesse periodo.

7.2.4. Peso relativo dos 6rgéaos

Os animais ndo apresentaram variagcao significativa para a relacao percentual

entre o peso corporeo e dos principais 6rgaos (Figura 19).
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Figura 19 - Relagéo percentual entre o peso dos 6rgdos e o peso corporal de animais tratados com o
composto NQBIio-006 nas concentracdes de 10,100 e 1000 mg/kg. Os valores sdo apresentados
como média = SEM, N =5 por grupo.

7.2.5. Histopatologia e morfometria renal

A andlise histopatol6gica demonstrou que a morfologia das estruturas renais
esta aparentemente preservada, sem evidéncia de danos estruturais (Figura 20).

| Veiculo [ 006 - 10 mg /[ I 006 -1000 mg__]

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

espaco de Bowman (Os glomérulos sao estruturas essenciais dos rins, onde ocorre a filtracdo do
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sangue para formar a urina primaria. O espaco de Bowman é a capsula que envolve o glomérulo e
coleta o filtrado glomerular, Seta laranja: tabulo contorcido distal (parte do nefron onde ocorre a
reabsorcdo final de 4gua e ions, além da secrecdo de substancias adicionais). Coloracdo H.E,

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

A analise morfométrica dos rins revelou que nao houve diferenca significativa

no didmetro dos glomérulos e tubulos contorcidos distais (p> 0,05) (Figura 21).
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Figura 21 - A: Diametro glomerular, B: diametro do tibulo contorcido proximal (TCP) e C: distal (TCD)
nos grupos experimentais tratados com o composto NQBi0-006 nas concentragdes de 10,100 e 1000

mg/kg.Os valores sao apresentados como média £+ SEM, N = 5 por grupo.

7.2.6. Histopatologia e morfometria hepatica

O controle e grupos tratados com os compostos NQBIi0o-006 e NQBio21
apresentaram parénquima hepatico dentro da normalidade, sem areas sugestivas de
necrose e com hepatoécitos de tamanho e coloracdo normais. O calibre dos capilares
sinusodides e das veias centrolobulares estavam qualitativamente dentro do normal
(Figura 22).
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Figura 22 - Fotomicrografia da histologia do figado. Seta preta: veia centrolobular (localizada
centralmente em um I6bulo hepatico), seta laranja: capilares sinusoides (vasos sanguineos altamente
especializados presentes no figado.Os sinusoides hepaticos estao localizados entre os hepatécitos e
sdo o local onde ocorre a troca de substéncias entre o sangue e as células hepéticas), seta fina:
divisdo celular (processo ativo de regeneragéo ou crescimento celular no tecido hepatico). Coloragéo
H.E, objetiva 10x, barra de escala: 100um e 40x, barra de escala: 20pum.

O diametro do ndcleo apresentou uma diminuicdo nas concentragfes de 100
e 1000 mg/Kg quando comparados ao controle (p = 0,0019), (p = 0,0280) (Figura
23), os resultados referentes a area dos hepatdcitos ndo apresentaram diferencas
significativas (Figura 24) e a densidade dos hepatécitos por milimetro quadrado
(Figura 25) dos animais tratados com o composto NQBio-006 néo foi alterado pelo

tratamento (p > 0,05).
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Figura 23 - Diametro nuclear dos hepatécitos nos grupos experimentais tratados com 0s com 0O

composto NQBIio-006 nas concentracBes de 10,100 e 1000 mg/kg. Os valores sdo apresentados
como média + SEM, N =5 por grupo.
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Figura 24 - Percentual de hepatécitos por area nos grupos experimentais tratados com o
composto NQBIi0-006 nas concentracdes de 10,100 e 1000 mg/kg. Os valores sdo apresentados
como média + SEM, N =5 por grupo.
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Figura 25 - A: Densidade de hepatécitos totais, B: mononucleados e C:binucleados por milimetro
guadrado nos grupos tratados com o composto NQBi0o-006 nas concentracdes de 10,100 e 1000
mg/kg. Os valores sao 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 ndo foram
observadas alteracdes decorrentes do tratamento, sendo observado o epitélio
germinativo, regido cortical e medular, foliculos ovarianos (primordial, transicional,

primario, secundario e antral) e corpos luteos.

Veiculo 1000 mg/kg
=

006

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

concentracdo 1000 mg/Kg. Coloracao H.E, objetiva 4x, barra de escala: 100um.

Na anadlise de ciclo estral, o grupo de animais tratados com o composto
NQBIio-006 transitou nas fases folicular e litea, ndo sendo encontradas diferencas
significativas (p > 0,05) (Figura 27A e C). Ja no percentual de dias em cada estagio
foram encontradas diferencas na fase de estro nas concentracfes de 100 e 1000

mg/Kg comparadas ao controle (Figura 27B).
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Figura 27 - A: Resultados obtidos através da dinamica do ciclo estral, B: percentual de dias em que o
animal permaneceu em cada ciclo e C: fase folicular e litea nos grupos experimentais tratados com o
composto NQBIio-006 nas concentracbes de 10, 100 e 1000 mg/kg. Os valores sdo apresentados
como média £ SEM, N =5 por grupo.

7.2.8. Analises hematologicas

Os dados obtidos nos resultados dos exames hematologicos das séries

branca e vermelha n&o apresentaram diferengas significativas (Tabela 7 e 8).
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Tabela 7 - Efeitos do composto NQBIi0-006 da série vermelha no hemograma em camundongos. Os
valores sdo apresentados como média £+ SEM, N = 5 por grupo. * p < 0,05 quando comparado ao

grupo controle

NQBio - 006 group
1000 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg

Parametros Um Grupo controle

Hemacias pl 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+2,3 259+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 pl 213,3+22,9 143,3+11,1 178,3+30,7 145,7+59,5

HB= Hemoglobina, HCT= Hematdcrito, VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina
corpuscular média, CHCM = concentracdo de hemoglobina corpuscular me, RDW = Intervalo de

Distribuicéo de Globulos Vermelhos, PLT= Plaquetas
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Tabela 8 - Efeitos do composto NQBio-006 da série branca no hemograma em camundongos. Os
valores sdo apresentados como média £+ SEM, N = 5 por grupo. * p < 0,05 quando comparado ao
grupo controle.

NQBio - 006 group
10 mg/kg 100 mg/kg 1000 mg/kg

Parametros Unid Grupo controle

Leucécitos Mi 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

Linfocitos % 89,3+2,6 90,6+2,6 88,7+2,9 62,7+31,3

Mondcitos % 4,6+0,6 5,3+1,3 5,3+1,3 4,0+1,1

7.2.9. Quantificacéo folicular

Em relagcéo a quantificacao folicular, os ovarios foram avaliados e os foliculos
saudaveis foram quantificados em cada classe. Os resultados ndo apontaram

diferencas significativas (p > 0,05), entre os grupos Controle e 1000 mg/kg do
composto NQBIio-006 (Figura 28).
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Figura 28 - Quantificagdo folicular em todas as classes (Primordial, transicional, priméario, secundario,
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 investigacdes foram avaliados, o0s
didmetros do foliculo, do odcito e a razdo dos didmetros entre odcito/foliculo de cada
classe folicular ovariana saudavel (primordial, transicional, primario, secundario e
antral), apresentando diferencas significativas no diametro folicular na classe de
foliculos transicionais. A razdo odcito/foliculo apresentou diferenca estatisticamente
significativa na concentracdo de 1000 mg/Kg comparada ao grupo controle (Figura
29A e C).
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Figura 29 - A: Diametro folicular, B: oocitario e C: razdo dos diametros entre odcito/foliculo, em
relacdo a cada classe folicular ovariana saudavel, com diferencas significativas apenas na classe de
foliculos transicionais no diametro folicular e raz&o odcito/foliculo, nos grupos tratados com NQBio-

006 na concentracéo 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 quantificacdo
do percentual de marcacao de células da granulosa positivas para teste TUNEL nas
classes de foliculos secundéarios e antrais, com diferenca 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 foliculos secundarios e antrais nos
grupos tratados com NQBIio-006 na concentracdo 1000 mg/kg e grupo controle,
notam-se ndcleos condensados e com grumos castanho-amarronzados,

caracterizando as células positivas a reacdao de TUNEL (com fragmentacdo do
genoma (p = 0,0348).

Controle 1000 mg/Kg

Secundario

Antral

Figura 30 - Técnica de TUNEL. Fotomicrografia mostrando células TUNEL positivas nas classes de
foliculos secundarios e antrais nos grupos tratados com NQBIi0-006 na concentragdo 1000 mg/kg
(p<0,05). Seta vermelha: notam-se nucleos condensados e com grumos castanho-amarronzados,
caracterizando as células positivas a reacdo de TUNEL (com fragmentacdo do genoma). Objetiva
10x, barra de escala: 100um e 40x, barra de escala: 20pm.
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Figura 31 - Marcacéo de células da granulosa positivas para teste TUNEL nas classes de foliculos A:

secundarios e B: antrais, com diferenca significativa apenas na classe antral (p<0,05).
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8. DISCUSSAO

O presente estudo teve objetivo de avaliar a toxicidade aguda e subcrbnica
dos compostos beta carbonilicos NQBi0o-006 e NQBio-021 in vivo. Os Beta
Carbonilicos NQBIi0o-006 e NQBIi0-021 apresentam baixa toxicidade (aguda e
subcrénica) in vivo e, portanto, sdo promissores para continuidade na cadeia de
estudos como protétipos de farmacos. De maneira geral, 0s compostos
apresentaram baixa toxicidade nos érgaos vitais, fornecendo uma base sdlida para o
avanco dos estudos dos compostos. A preservacdo da reserva folicular ovariana
observada neste estudo é particularmente notavel e indica o potencial desses
compostos como novos quimioterapicos com menor gonadotoxicidade.

Os quimioterapicos mais usuais apresentam muitos efeitos adversos (TANG
et al., 2021). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define reacdo adversa como
gualquer efeito secundario, prejudicial ou indesejavel, ndo intencional, que ocorre
apos a administracdo de um medicamento nas doses normalmente prescritas para a
profilaxia, diagnostico ou tratamento de uma determinada condicdo médica
(ANVISA, 2022).

O tratamento quimioterapico deve alcancar um equilibrio entre destruir as
células cancerigenas e preservar as células normais sempre que possivel. Muitos
agentes antineoplasicos tém mecanismos de a¢ao especificos 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
0s potenciais efeitos adversos de um tratamento, e na area da oncologia, pode se
referir a uma modalidade terapéutica, como a quimioterapia ou radioterapia, usada
de forma isolada ou combinada com dois ou mais farmacos (ANVISA, 2022).

Os compostos NQBIio-006 e NQBIio-021 demonstraram alta citotoxicidade em
linhagens celulares tumorais e indices de seletividade favoraveis in vitro. Isso é
especialmente importante no contexto do tratamento do cancer, onde muitos
agentes quimioterapicos tém efeitos adversos sistémicos e potencialmente sobre a
fertiidade e a fungéao ovariana. Esse conjunto de informagdes enfatiza a importancia

de estudos mais aprofundados dos compostos NQBio-006 e NQBio-021



68

considerando o potencial antitumoral e um efeito menos deletério na fertilidade
feminina.

Nossos resultados em relagdo a avaliacdo ponderal demonstraram que
houve um aumento no peso dos individuos expostos ao composto NQBio-021. Esse
aumento pode ser atribuido a resposta inflamatéria causada pelo composto que
inclui a possibilidade de retencdo de liquidos e outras mudancas no peso. Dados do
protocolo (OECD, 2008) demonstram que aumento ou diminuicdo do peso dos
orgdos também € utilizado como um marcador para avaliagdo de possiveis
alteracOes patologicas causadas pela toxicidade do produto em questdo. Enquanto
Taniura et al., (2020), ressalta que a utilizacdo de drogas quimioterapicas testadas
em animais experimentais ndo 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 condi¢éo
nutricional devido a sua capacidade de provocar mudancas no paladar, o que pode
resultar em uma reducéo na ingestdo de alimentos e, consequentemente, em uma
diminuicdo do peso corporal. E a alimentacdo adequada € fundamental para o
estado fisiologico dos animais e para garantir a confiabilidade do efeito de uma
droga testada, evitando uma resposta especifica por conta de condi¢cdes nutricionais
basicas (STEVENS; MYLECRAINE, 1994; IVERSEN; NICOLAYSEN, 2003).

De acordo com Brito (1994), durante uma avaliacdo preliminar das
propriedades téxicas de uma substancia quimica, a determinacao da toxicidade pode
ser realizada apés a coleta de dados sobre a toxicidade aguda em doses Unicas ou
repetidas. No trabalho de Purchase et al. (1998) a avaliacdo de toxicidade aguda
fornece informac¢des adicionais, tais como: Mecanismo de acdo toxica,
estabelecimento de doses para estudos adicionais, comparacdo entre substancias,
consequéncias de exposicbes acidentais, estabelecimento de padrbes para
avaliacdo de métodos alternativos que evitem o uso de animais experimentais.

O protocolo mencionado segue o Método Classico de Toxicidade Aguda,
conforme definido pela OECD (Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento
Econbémico) em 2001. Esse método envolve a administragdo de uma Unica dose do

farmaco ou doses fracionadas ao animal em um periodo ndo superior a 24 horas
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para avaliar a toxicidade aguda (GOLDIM, 2007). No presente estudo foi observado
alteracdes no parametro de toxicidade. O tratamento com os compostos NQBIio-006
e NQBIio-021 ndo promoveu morte durante os 14 dias de observacédo. Malone e
Robichaud (1983) reitera que o "screening hipocréatico” oferece uma avaliacédo
abrangente da toxicidade da substancia em relacdo ao estado de consciéncia, bem
como a disposicdo geral, atividade e coordenacdo do sistema motor, reflexos e
efeitos no sistema nervoso central e autbnomo. Portanto, neste estudo, a avaliacao
subcrénica demonstrou néo influenciar nas alteragbes comportamentais, indicando
no periodo de 28 dias que os compostos sdo bem tolerados nos camundongos e
ressaltando o potencial do NQBio-006.

Glick et al. (2000b) menciona que esse fato pode estar relacionado com uma
possivel atenuacdo central dos efeitos do farmaco. As alteracBes patoldgicas dos
orgaos foram observadas no coracdo, figado, baco e ovario dos animais tratados
com os compostos NQBio-006 e NQBIio-021. Corroborando com os achados de
Bitzer et al., (2017); Kim et al., (2018); Marxfeldet al., (2019) que sugerem que as
diferencas estatisticas observadas podem estar relacionadas ao tamanho de
pequenos grupos e variagdes no peso corporal.

Para Gonzalez e Silva (2003), sinais de toxicidade também podem ser
manifestados pela modificacdo da proporcdo de massa relativa dos 6rgédos. A
administragéo dos compostos NQBIio-006 e NQBIi0-021 na toxicidade aguda causou
um aumento no peso relativo de 6rgdo como figado, ovario, pulmao 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 evidéncia toxicologica. Alteragdes no
peso dos Orgdos e peso relativo sugerem que orgdos como o figado que
desempenha um papel central na detoxificagédo tenha tido aumentos compensatérios
para lidar com a toxicidade dos compostos NQBIio-006 e NQBio-021, variacdes nos
demais orgaos indicam aumento do metabolismo normal dos animais.

Neste trabalho foi possivel observar na andlise histopatologica dos animais
tratados com os compostos NQBIio-006 e NQBio-021 algumas areas de tecido
edematoso, hiperemia e infiltrados de células mononucleadas que € um indicativo de

um processo inflamatoério crénico, geralmente é causado por infeccdes persistentes,
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exposi¢do prolongada a agentes toxicos, auto-imunidade, entre outros. A analise
histopatoldgica é crucial para identificar doencas/lesdes toxicas (KARADAG SOYLU,
2020). Nas avaliacbes de toxicidade de um agente quimico, essa analise é
fundamental para determinar se 0 agente testado causou danos nos oOrgaos do
animal (OECD n° 420, 2001).

Os rins mantém o equilibrio de fluidos e eletrdlitos, eliminam residuos e
regulam a pressao arterial. Cada rim € composto por cerca de um milhdo de
unidades funcionais chamadas néfrons, recebendo aproximadamente 20% do débito
cardiaco. Devido a sua alta atividade metabdlica, os néfrons séo vulneraveis a danos
por toxinas ou reducdo do fluxo sanguineo (KIRITA Y et al.,2020). Esses 6rgaos sao
muito sensiveis a agentes toxicos. Uma das razBes é que o néfron, devido a sua
capacidade de concentrar o filtrado glomerular, pode estar sujeito a concentracfes
muito altas de agentes tdxicos em qualquer de suas partes. Os tubulos séao
particularmente sensiveis a influéncias toxicas, em parte devido ao seu alto consumo
de oxigénio e sistemas enzimaticos vulneraveis, e em parte porque podem atuar
como transportadores de toxinas, sendo danificados por elas (OLSEN & SOLEZ,
1994).

Para verificar se os compostos NQBIio-006 e NQBio-021 induzia processo
inflamatoério no rim figado realizou-se uma anélise morfométrica que consistiu na
guantificacdo dos nucleos celulares do figado e mensuracdo da estrutura glomerular
e tubular nos grupos avaliados.

Com base na andlise morfométrica da area, volume e didmetros maior e
menor do glomérulo renal revelam uma diferenca significativa entre 0s grupos
controle e tratado dos grupos tratados com NQBio-006 e NQBio-021, tal exposi¢céo
aos compostos causou danos aos glomérulos, resultando em alteracbes
morfométricas como parte do processo patolégico. A utilizacdo de técnicas de
morfometria vem sendo desenvolvidos com o intuito de se estabelecer medidas mais
confidveis na mensuracdo 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 sanguineo nos

rins, edema e infiltrados pode ser um indicativo de uma resposta inflamatoria
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desencadeada pela exposicdo aos compostos NQBIio-006 e NQBio-021. O sistema
imunoldgico responde a agentes agressores, como substancias téxicas, e pode
resultar em um aumento do fluxo sanguineo para a area afetada. Nesse contexto, a
hiperemia nos rins sugere que o 6rgdo estad respondendo a danos ou estresse
causados pelos compostos.

Segundo Mendes (1988) os efeitos tdxicos das substancias podem impactar
todos os sistemas e 6rgaos, no entanto, é o figado que sofre as consequéncias mais
severas, possivelmente devido a dois fatores cruciais: a) sua posi¢cdo anatébmica, que
0 torna mais suscetivel, e seu determinismo funcional intrinseco, que resulta em
maior concentracao celular, tanto dos compostos a serem metabolizados quanto de
seus metabdlitos resultantes.

O figado, principal érgéo para a biotransformacdo dos medicamentos, € um
alvo frequente da acéo de medicamentosa (ZHAO YL et al., 2020). Os resultados do
estudo corroboram com a compreensdo dos efeitos toxicos dos compostos NQBio-
006 e NQBIi0-021 na densidade dos hepatdcitos onde foi possivel observar aumento
e diminuicdo dos mesmos. A diminuicdo do hepatécito ja foi descrita em outros
estudos como medida compensatéria a um aumento de demanda metabdlica (BULL
& DICK, 1969; CANO-GUTIERREZ et al., 2018). O aumento é caracterizado por
Megalocitose, que € uma alteracdo associada comumente a processos
degenerativos do figado ou a processos regenerativos dos hepatécitos (BULL &
DICK, 1960; BUTLER & BARNES, 1963).

As alteracBes observadas no figado, podem ser atribuidas a acdo direta dos
compostos NQBi0-006 e NQBIi0-021 sobre as células hepéticas. Esses compostos,
guando administrados, podem ter desencadeado respostas celulares e bioquimicas
gue resultaram em danos e alteracBes na estrutura e funcdo do figado, resultando
em alteragbes morfoldgicas e funcionais que foram observadas nas analises
histol6gicas e morfométricas realizadas durante o estudo de toxicidade.

Para Kameni Poumeni M et al., (2017) o sistema hematopoiético € um alvo
significativo para substancias quimicas toxicas e é um marcador sensivel para
condi¢cbes patoldgicas. Os achados deste estudo vao de encontro ao reportado por
Alves (2007), que observou diferengas significativas no valor de VCM, HCM e

CHCM. Do conjunto de dados que compdem a série branca, somente foram
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observadas alteragbes em leucdcitos, mondcitos, eosindfilos e segmentados nos
grupos tratados com os compostos NQBIi0-006 e NQBio-021.

Segundo Dufaux (1991), os leucécitos desempenham papéis fundamentais na
resposta inata e adaptativa do sistema imunoldgico, principalmente devido a sua
grande capacidade de adaptacdo a diversas condicdes metabdlicas. O sistema
inato € composto de neutroéfilos, eosindfilos, linfocitos, basoéfilos, mondcitos, células
natural Killer e outros fatores sollveis que se caracterizam por responder aos
estimulos de forma néo especifica.

Os achados sobre linfocitos e mondcitos corroboram com os estudos de Lu C.
et al., (2022) onde relataram que pacientes com cancer colorretal tém uma
porcentagem menor de linfocitos B e distribuicdo alterada de mondcitos devido a
guimiorradioterapia antes da cirurgia alterando o panorama imunoldgico circulante,
estimulando a resposta imune sistémica e prejudicando a resposta imune adaptativa.

Um objetivo do estudo dos leucdcitos consiste em auxiliar no estabelecimento
do diagndstico, como por exemplo na apendicite aguda ou na mononucleose
infecciosa. Assim também para o acompanhamento do curso da doenca. Por
exemplo, é possivel refletir sobre os efeitos toxicos da quimioterapia antineoplasica e
da radioterapia, além de monitorar a recuperacao através do exame dos leucécitos
(HENRY, 2008). Um aumento no niumero de mondcitos foi observado neste estudo,
Olingy et al., (2019) reitera que 0s mondcitos sdo vistos como controladores
essenciais no processo de crescimento e disseminacdo do cancer, com diversas
subcategorias exercendo fungdes contrastantes ao facilitar a proliferacdo do tumor e
inibir a propagagcdo metastatica das células tumorais. O aumento de mondcitos
observado no estudo dos compostos com potencial atividade antitumoral pode
sugerir uma ativacdo do sistema imunoldgico em resposta aos compostos, o0 que
pode ser relevante para o entendimento dos mecanismos de acdo dessas
substancias e seu potencial impacto no sistema imunolégico em contextos
terapéuticos antitumorais.

No presente estudo foi possivel observar aumento no volume dos foliculos
transicionais, e na razdo odcito/foliculo dos animais tratados com 0s compostos
NQBIi0o-006 e NQBIio-021, por ser uma das classes iniciais de crescimento folicular
podemos inferir que esse processo ocorra normalmente. O ganho de volume pelo

oocito é também um dos indicativos de ativacdo folicular, dessa forma, de maneira
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complementar, a razdo do didmetro odcito/foliculo é indicativo de ativagdo dessas
classes iniciais (BERTOLDO et al., 2021) que aponta maior ativagdo da reserva
folicular ovariana, fato que em geral ocorre apds a exposicao a quimioterapicos.

Para Gershon e Dekel, (2020) a foliculogénese € um processo intricado e
altamente coordenado em que um foliculo ovariano cresce e amadurece, facilitando
a maturacdo do odcito até sua ovulacdo e a subsequente formacgéo do corpo lateo.
Essa progressdo depende de uma comunicagdo intensa entre as células somaticas
e germinativas, mediada por fatores autdcrinos, paracrinos e hormonais desde as
fases iniciais da formacdo dos foliculos que influencia aspectos reprodutivos
posteriores, como ovulagao, fecundacgéo e implantacéo, garantindo a fertilidade.

Foi possivel observar nas células da granulosa dos foliculos antrais dos
animais tratados com o composto NQBIi0-006, células positivas para a técnica
TUNEL, o resultado sugere que para que ndo haja taxas alteradas de ovulacédo o
orgdo contém um mecanismo de autorregulacdo que atenua os efeitos da super
ativacdo através de atresia. A mensuracdo dos niveis do processo apoptoético pela
técnica TUNEL ainda é um dos parametros mais utilizados na identificacdo da
viabilidade folicular (BERTOLDO et al., 2015). Conforme descrito por Grosbois e
colaboradores (2020), os tratamentos oncoldgicos, incluindo quimioterapia e
radioterapia, sdo gonadotoxicos. Esses tratamentos resultam em uma elevada taxa
de degeneracdo dos foliculos ovarianos em estagios iniciais e em crescimento,
juntamente com uma alta incidéncia de ativacdo seguida de apoptose desses
foliculos, resultando na diminuicdo da reserva ovariana. Esses mecanismos ainda
ndo sdo bem elucidados, acredita-se que os tratamentos oncolégicos provoquem
danos celulares tanto no odécito quanto nas células da granulosa através de quebras
na dupla fita do DNA. A apoptose observada no presente estudo segue o padréao
descrito por Pajokh et al., (2018) que descreve que foliculos maiores (secundarios,
antrais e pré-ovulatérios) sofrem processos naturais de atresia por apoptose,
necrose e autofagia.

Por outro lado, Mcclam M, Xiao S. (2022), destaca a importancia da
preservacao da fertilidade em pacientes com cancer, deixando exposto que a
qgualidade e quantidade de odcitos sdo essenciais para o sucesso da fertilidade
feminina; assim, preservar esses o00citos é crucial para garantir a capacidade

reprodutiva de pacientes jovens com cancer ap0s o tratamento. Dessa forma
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podemos inferir que tais processos ndo alteraram a quantidade de foliculos
saudaveis, ndo afetando entdo a reserva ovariana, que é essencial para preservar a
saude reprodutiva feminina.

Com o conjunto de dados levantados sobre os compostos NQBio-006 e
NQBIio-021, é possivel categoriza-los pelo Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacao e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS, por sua sigla em inglés), o
qual estabelece critérios de classificacdo de substancias com relacdo aos perigos
fisicos, para a saude e meio ambiente, além de estabelecer o DLso (mg/kg),
conforme o fluxograma ilustrado na Figura 3. Posto isto, a partir do caminho
realizado no presente trabalho os compostos sao classificados na Categoria 5, cujo
DLso = 2000 mg/kg o qual ndo produziu quaisquer efeitos téxicos agudos ou
mortalidade nos camundongos, indicando a seguranca destes compostos.

Para Reigner & Blesch (2002) uma abordagem de dose segura utilizada para
humanos é baseada na dose do composto que ndo apresenta efeitos tdxicos na
espécie mais sensivel avaliada em estudos toxicolégicos pré-clinicos de quatro
semanas, utilizando o NOAEL conforme definido. No nosso estudo corresponde a
2000 mg/Kg, onde néo foi observado nenhum sinal de toxicidade. Esta informacéo é
relevante para que niveis de dosagem sejam escolhidos para testes adicionais de
toxicidade crbnica e para estabelecer critérios apropriados em relacédo aos niveis de
exposicao seguros em humanos (CHIRANTHANUT N et.,al 2022).

9. CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados certamente contribuem para avaliacdo da
seguranca dos compostos NQBIi0-006 e NQBio-021, pois ndo foi observada
mortalidade durante os estudos de toxicidade aguda (14 dias) e subcronica (28 dias)
e 0 LD50 dos compostos NQBio-006 e NQBio-021 acima de 2.000 mg/kg reflete sua
seguranca.

Foi possivel demonstrar que o composto NQBI0-006, no teste de toxicidade
subcrénica ndo apresentou toxicidade nos érgaos vitais, alteragbes hematoldgicas,

histopatolégicas 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.

E crucial ressaltar que a introducdo do composto NQBio-006 combinada com
a sua eficacia e perfil de seguranca, posiciona-o como uma opcdo viavel e

promissora para novas avaliagdes.

10. PERSPECTIVAS

Acreditamos que o composto NQBIio-006 é um potencial quimioterapico
guando utilizado nos tratamentos contra o cancer dados os resultados anteriores in
vitro. Apesar dos notaveis avan¢cos na medicina, 0s tratamentos convencionais para
0 cancer continuam a impor consideraveis desafios a saude dos pacientes, bem
como a preservacao 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 sao necessarios para elucidar as possiveis atividades antitumorais
bem como a investigacdo do potencial genotéxico que é de extrema importancia

para avaliar os possiveis efeitos cromossémicos, relevantes para os seres humanos.
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