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RESUMO 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) revela que uma grande parte da população 

mundial, entre 60% e 80%, já utilizou medicamentos à base de plantas para o tratamento 

de diversas doenças. Stemodia maritima Linn (S. maritima) é uma planta conhecida como 

matruz-bravo ou melosa e usada para diferentes aplicações por populares da área litorânea 

do nordeste brasileiro. A S. maritima e derivados estemodanos têm sido alvos de estudos 

devido à sua estrutura química rara e compostos bioativos. Pesquisas com Sm-1, isolado 

das folhas da S. maritima, demonstraram sua atividade analgésica, gastroprotetora, 

bactericida e citotóxica. A partir de Sm-1 foram desenvolvidos dois derivados 

semissintéticos estemodanos com potencial biológico: SM-2 e SM-3. O objetivo do 

presente trabalho é estudar a toxicidade, alvos moleculares por docking molecular e o 

efeito de SM-2 em modelo pré-clínico no câncer de língua em camundongos. Para 

avaliação da Toxicidade aguda, usou-se SM-2 na dose de 2000 µg/kg baseado no 

protocolo da OECD nº425 em camundongos Swiss (machos e fêmeas). Além disso, o 

estudo incluiu análises de Docking molecular do SM-2, utilizando softwares específicos 

para a análise in silico das estruturas proteicas de várias moléculas-alvo ligante, tais 

como: TNF-α (PDB: 1TNF), 1L-1β (PDB: 1ITB), HO-1 (PDB: 1N3O), iNOS (PDB: 

3NQS), Receptor TRPV1 (PDB: 5IS0), Receptor P2X7 (PDB: 5U1W) e receptores 

opioides: Mu (µ) (PDB: 4DK1), Kappa (k) (PDB: 4DJH) e Delta (δ) (PDB:  6PT3) alvos 

ligantes com potencial farmacocinético. No estudo em questão, foi conduzida uma outra 

investigação do composto SM-2 em um modelo in vivo utilizando camundongos 

C57/BL6, (machos e fêmeas) com uso da substância química 4-nitroquinolina (4-NQO), 

um agente indutor do câncer de células escamosas na língua (CCE). Os animais 

receberam o 4-NQO por 10 semanas, e, após 8 semanas de suspensão do 4-NQO, foram 

iniciados o tratamento com SM-2 (via oral ou tópico na língua) durante 12 semanas 

consecutivas. O protocolo teve duração total de 32 semanas, até eutanásia dos animais.  

No estudo de toxicidade, o SM-2 não alterou comportamento dos animais nem apresentou 

toxicidade grave ou capaz de causar alguma lesão irreversível nos órgãos na dose de 2000 

µg/Kg (v.o.). Não ocorreu variação no peso dos órgãos analisados dos animais machos 

ou fêmeas que receberam SM-2 quando comparados aos grupos controles salina (machos 

e fêmeas).  O docking molecular mostrou que SM-2 tem afinidade com todos os alvos 

estudados no teste in silico. Na avaliação do efeito no câncer de língua,  a análise 

histopatológica da língua demonstrou que o grupo de animais que recebeu o SM-2 (via 

oral e tópico), após as 12 semanas consecutivas de tratamento, apresentaram casos de 

displasia leve (66,7% - 0%), displasia alto (33,3%-90%) e CCE (0% - 10%), nos grupos 

com tratamento quando comparados ao grupo controle 4NQO sem tratamento com SM-

2, que apresentou casos de displasia grau leve (0%), displasia grau alto (44,4%) e a 

invasão do CCE (55,5%) n=9.. E a análise dos dados estatísticos foram analisados pelo 

Shapiro-Wilk, pós-teste o teste de Tukey e de Games-Howell e T test Mann Whitney 

(nonparametric) para a ANOVA (p-valor < 0,05).  Dessa forma, o SM-2 mostrou que 

pode ser uma alternativa para novos estudos pré-clínico com uso de modelos animais, 

contribuindo com uma nova opção terapêutica no tratamento do câncer de língua com 

foco na bioprospecção de um novo produto farmacológico. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Stemodia maritima, Toxicidade aguda, Docking molecular, 

4NQO, Câncer de língua. 
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ABSTRACT 

 

The World Health Organization (WHO) reveals that a large part of the world's population, 

between 60% and 80%, has already used herbal medicines to treat various diseases. 

Products from plants generally contain fewer adverse reactions to the human body. 

Medicinal plants such as S. maritima are considered an interesting alternative for 

scientific studies on their medicinal potential. Stemodia maritima Linn is a plant called 

(known as matruz-bravo or melosa), used for different empirical applications in 

alternative medicine by people from the coastal area of northeastern Brazil in Ceará. The 

S. maritima and estemodane derivatives have been the target of study by researchers due 

to their rare chemical structure and bioactive compounds. In particular, a diterpene 

derivative called Stemodin (Sm-1), a product derived from the leaves of S. maritima. 

Research with Sm-1 demonstrated that Sm-1 has analgesic, gastroprotective, bactericidal 

and cytotoxic activity. From Sm-1, two other semi-synthetic stemodane derivatives with 

biological potential were developed: SM-2 and SM-3. The methodology of studies carried 

out with SM-2 in animal models with experimentation used Swiss mice (males and 

females) for evaluation of Acute toxicity with SM-2 at a dose of 2000µg/kg according to 

OECD protocol nº425. Furthermore, the study included molecular docking analyzes of 

SM-2, using specific software for the in silico analysis of the protein structures of several 

ligand target molecules, such as: TNF-α (PDB: 1TNF), 1L-1β (PDB: 1ITB ), HO-1 (PDB: 

1N3O), iNOS (PDB: 3NQS), TRPV1 Receptor (PDB: 5IS0), P2X7 Receptor (PDB: 

5U1W) and opioid receptors: Mu (µ) (PDB: 4DK1), Kappa (K) (PDB: 4DJH) and Delta 

(δ) (PDB:6PT3) ligand targets with pharmacokinetic potential. In the study in question, 

another investigation of the SM-2 compound was conducted in an in vivo model using 

C57/BL6 mice (males and females) using the chemical substance 4-nitroquinoline (4-

NQO), a cancer-inducing agent. of squamous cells on the tongue -CCE. The animals 

received 4-NQO for 10 weeks, and after 8 weeks of suspension of 4-NQO, treatment with 

SM-2 (oral and topical on the tongue) was started for 12 consecutive weeks. The protocol 

lasted a total of 32 weeks, until the animals were euthanized. The objective of the study 

was to evaluate the anti-inflammatory and antitumor potential in carcinogenesis in SCC. 

The results were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). The results 

obtained in the study with histopathological analysis of the tongue demonstrated that SM-

2 may be a promising therapeutic option in the treatment of tongue cancer. And the 

analysis of statistical data was analyzed by Shapiro-Wilk, post-test Tukey and Games-

Howell test and Mann Whitney T test (nonparametric) for ANOVA (p-value < 0.05). 

Therefore, research on SM-2, an stemodane derivative, reveals remarkable therapeutic 

potential, especially in the context of inflammation associated with tongue cancer. 

 

KEYWORDS: Stemodia maritima, Acute toxicity, Molecular docking, 4NQO, Tongue 

Cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A bioprospecção de produtos naturais para o tratamento de doenças é uma 

estratégica que vem sendo estudada (BARRETO et al., 2016), sendo, portanto, os 

produtos naturais e suas estruturas moleculares valiosos pontos de partida para a 

descoberta de novos medicamentos (Do VAL et al., 2016). Segundo a Organização 

Mundial da Saúde, 80% da população mundial utiliza plantas medicinais como 

medicamentos (OMS, 2011). Os produtos naturais têm tido papel fundamental no 

desenvolvimento de drogas, e novas substâncias químicas registradas para ação 

anticancerígena foram obtidas a partir de fontes naturais, direta ou indiretamente. Estima-

se ainda que 49% das moléculas aprovadas no mesmo período tenham sido originadas 

dos produtos naturais e seus derivados (SILVA, 2017; NEWMAN, CRAGG, 2016). Já 

nos países desenvolvidos, o uso de plantas medicinais está impulsionado pela 

preocupação com os efeitos adversos dos fármacos sintetizados (FLÓRIO, 2019; 

BOLZANI, 2016). 

A Stemodia maritima Linn (S. Maritima) é uma planta pertencente à família 

Plantaginaceae, é um terpeno que possui um esqueleto estemodano tetracíclico raro com 

metabólitos secundários bioativos. Podendo ser encontrada em países da América do Sul, 

ilhas do Caribe e na região Nordeste do Brasil, é popularmente conhecida como “mastruz-

bravo” ou “melosa” (SILVA et al., 2006), encontrada próxima à costa marítima, e é usada 

pela população para tratar doenças de origem inflamatória (SOUZA,2017). Além disso, 

as folhas e o caule possuem atividade antiviral, citotóxica, larvicida e bactericida 

(AZEVEDO,2019; SILVA, 2013; RODRIGUES et al., 2010). 

Estudos realizados por pesquisadores sobre as folhas da S. maritima evidenciaram 

que extrato hexânico dessas folhas exibe atividade gastroprotetora em ratos, aumentando 

a concentração de Óxido nítrico (NO) e glutationa reduzida e diminuindo os índices de 

mieloperoxidase nos tecidos avaliados (OLIVEIRA, 2021; SILVA, 2017). Estudo do 

nosso grupo de pesquisa com extrato etanólico de S. maritima mostrou propriedades anti-

inflamatórias, diminuindo os níveis de TNF-α, CINC-1, estresse oxidativo e a transcrição 

dos genes TNF-α, IL1-β, RANK e iNOS (TEIXEIRA et al., 2017). Nosso grupo de 

pesquisa também demonstrou o potencial efeito antinociceptivo e anti-inflamatório da S. 

Maritima e do isolado Sm-1 na dor inflamatória da articulação temporomandibular 

(ATM), no modelo de hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM 

(AZEVEDO, 2019).  
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A partir de SM-1, obtiveram-se os derivados semissintéticos com potencial 

biológico SM-2 e SM-3 a partir de reações como oxidação, oximação e esterificação 

(OLIVEIRA, 2021). Em estudo também do nosso grupo, Fernandes, em 2020, demonstrou 

que dois derivados da estemodina, SM-2 e SM-3, apresentaram-se seguros e com efeitos 

antinociceptivos em modelos de hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na 

ATM de ratos. Diante da observância a essas propriedades anti-inflamatórias, SM-2 e 

SM-3 tornaram-se relevantes para a condução de trabalhos que investiguem novos 

potenciais terapêuticos, como em oncologia.  

O câncer é uma doença que se inicia através do crescimento desorganizado das 

células que ocupam os tecidos e órgãos, caracterizada por um desvio dos mecanismos de 

controle que comandam a proliferação e diferenciação celular excessiva, formando 

tumores que podem avançar para outros tecidos do corpo, causando o que é denominado 

de metástase (ABBAS, 2015; INCA, 2021). 

O carcinoma de células escamosas de boca (CCE), também denominado como 

carcinoma epidermoide, carcinoma escamocelular ou carcinoma espinocelular, é uma 

neoplasia maligna. Se origina no epitélio de revestimento, sendo considerado a neoplasia 

maligna oral mais comum (BRENER et al., 2007) e agressiva nesta região, tornando-se 

responsável por aproximadamente 60% de todos os cânceres da cavidade oral. Em geral, 

o tumor ocorre nas bordas laterais e na superfície ventral da língua (OMURA, 2014). O 

prognóstico do CCE, em geral, é muito ruim e possui uma alta capacidade metastática 

(GUPTA et al., 2015).   

Do ponto de vista epidemiológico e clínico-patológico, o “câncer bucal” (CCEB) 

pode ser dividido em três categorias: carcinomas da cavidade oral propriamente dita, 

carcinomas do vermelhão do lábio e carcinomas originados na orofaringe. Tumores 

intraorais e orofaríngeos são mais comuns em homens do que em mulheres, com uma 

relação homem: mulher de mais de 2:1. No entanto, a disparidade na proporção homem: 

mulher tornou-se menos pronunciada ao longo do último meio século, provavelmente 

porque as mulheres têm se exposto mais tabaco e álcool, com isso, produtos relacionados 

ao surgimento dos carcinomas na cavidade oral (SILVA,2017; NEVILLE,2002; 

SWANGO,1996; RIES,1991).  

No Brasil, o CCEB é diagnosticado na maioria dos casos em estágios avançados, 

dificultando o tratamento e reduzindo o índice de sobrevida dos pacientes. Esse fato torna 

fundamental o melhor entendimento do processo molecular de carcinogênese para o 

desenvolvimento de novos alvos terapêuticos e para a descoberta de novas drogas 
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terapêuticas (SILVA, 2017). Os produtos naturais têm tido papel fundamental no 

desenvolvimento de drogas, visto que no período de 1940 até 2014, 83% das 136 novas 

substâncias químicas registradas para ação anticancerígena foram obtidas a partir de 

fontes naturais, direta ou indiretamente. Estima-se ainda que 49% das moléculas 

aprovadas no mesmo período tenham sido originadas dos produtos naturais e seus 

derivados (NEWMAN, CRAGG, 2016). 

Diversos trabalhos experimentais e epidemiológicos demonstraram que o 

consumo de algumas plantas pode promover ação quimiopreventiva e/ou antineoplásicas 

(OLIVEIRA L.A.R et al.;2014; FUKUMASU et al., 2008; OMS, 2002; SIMÕES et al., 

2002). Nos países em desenvolvimento o amplo uso de terapias alternativas ou 

complementares, como o uso de plantas medicinais, se atribui à maior disponibilidade e 

acesso. Já nos países desenvolvidos, o uso está impulsionado pela preocupação com os 

efeitos adversos dos fármacos sintetizados (OMS, 2011).  

No contexto dos medicamentos utilizados para tratamento do câncer, o paclitaxel 

(Taxol®) destaca-se como o grande caso de sucesso da semissíntese. Este composto é um 

potente agente anticâncer que foi descoberto em 1971, por Monroe E. Wall e Mansukh 

C. Wani, sendo extraído das cascas da espécie Taxus brevifolia (OLIVEIRA, 2021; 

XIÃO; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016). 

Diante disso, os extratos obtidos das matrizes vegetais têm ação anticancerígena 

em diversas linhagens tumorais. De acordo com dados nas literaturas, compostos vegetais 

como polifenóis, alcaloides e terpenos são amplamente utilizados por terem ação 

antiproliferativa e desempenharem efeitos quimiopreventivos e terapêuticos (ŽITEK et 

al.,2020).  

Dessa forma, produtos à base de vegetais, mesmos que biotransformados 

quimicamente, podem ser promissores no tratamento de CCE e na diminuição de reações 

adversas ao organismo do paciente durante o seu tratamento (ŽITEK et al., 2020). 

O presente trabalho ocorreu em duas etapas experimentais. A primeira etapa 

ocorreu no Brasil na Universidade Federal do Ceará, no Campus Sobral, onde se avaliou 

toxicidade aguda in vivo e Docking molecular in silico A segunda etapa ocorreu na 

Faculdade de Odontologia da Universidade de Toronto no Canadá para avaliar o efeito 

antitumoral do SM-2 em um modelo experimental in vivo no câncer de língua induzido 

por agente químico 4-NQO em camundongos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Plantas Medicinais na Saúde 

 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) mostram que 60-80% da 

população mundial utiliza ou já utilizou algum medicamento à base de planta (FLÓRIO, 

2019; OMS, 2011). A resolução nº 62.13 da Assembleia Mundial da Saúde, aprovada em 

maio de 2009, pelos Estados Membros da OMS, desenvolveu políticas e regulamentos 

internacionais para promover o uso apropriado e seguro de produtos obtidos a partir de 

plantas que possuem propriedades farmacológicas eficazes no tratamento de doenças, 

incentivando a realização de pesquisas científicas que comprove sua eficácia. No Brasil, 

o sucesso dos fitoterápicos é notório, haja vista que estudos mostram que mais de 90% da 

população faz usos de fitoterápicos no tratamento de doenças (FLÓRIO, 2019). 

Ainda há dúvidas sobre a importância dos estudos “etnos” dirigidos versus estudos 

aleatórios na seleção de plantas para a descoberta de novos fármacos. Contudo, para certas 

doenças, os relatos etnofarmacológicos e etnobotânicos de populações tradicionais têm 

se mostrado um valioso atalho (KHAFAGI e KEWEDER, 2000; ELISABETSKY, 2003; 

ALBUQUERQUE et al., 2014). 

Embora grande parte do potencial da Biodiversidade ainda permaneça 

inexplorada, diferentes estudos farmacológicos com produtos obtidos de plantas da flora 

brasileira revelam o potencial terapêutico de várias espécies em modelos que amenizam 

o dano inflamatório e a dor por diferentes estímulos (SARAIVA et al., 2015). O uso de 

plantas para o tratamento de diversas enfermidades no Nordeste é bastante difundido, 

especialmente nas cidades do interior, onde o sistema de saúde é precário e muitas vezes 

praticamente inexistente. Muitas espécies, mesmo descritas na medicina tradicional, 

entretanto, não devem ser utilizadas pela população sem que haja conhecimentos 

científicos sobre sua taxonomia (identificação botânica), composição química, 

farmacologia, toxicologia, prova de conceito e dados de pesquisa clínica que confirmem 

eficácia terapêutica.  

Portanto, é fundamental a pesquisa científica de identificação dos produtos 

naturais, incluindo aqueles responsáveis pelas propriedades terapêuticas das espécies 

brasileiras usadas na medicina popular, muitas vezes distinto dos relatos de uso 

tradicional dos nossos indígenas (BOLZANI, 2016). 
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2.1.1 Família Plantaginaceae e importância econômica 

 

Plantaginaceae é uma família de plantas angiospérmicas (plantas com flor), 

pertencente à divisão: Magnoliophyta, classe: Magnoliopsida e à ordem Lamiales. 

Plantaginaceae tem uma distribuição cosmopolita e inclui cerca de 100 gêneros e 2.000 

espécies. Destes, 45 gêneros e 370-400 espécies são nativos dos Neotrópicos. Família no 

qual encontrasse o gênero Stemodia L.:(56 espécies, 32 Neotropical) Pantropical 

(IPN,2021). As espécies de Plantaginaceae são morfologicamente caracterizadas pelas 

suas folhas alternas, simples ou compostas (IPN,2021; ALBACH; MEUDT; 

OXELMAN, 2005). A importância econômica fica por conta de substâncias produzidas 

nos metabólitos primários e secundários produzidos por algumas espécies que auxiliam 

no tratamento de doenças, como a leishmaniose e doenças cardíacas (RIBEIRO et al., 

2014; RUSSELL et al.,2011).  

 

2.2 Metabólitos secundários e o gênero Stemodia  

 

Metabólitos secundários que são o grupo de substâncias que se destacam na 

literatura por apresentarem atividades biológicas interessantes (SIMÕES et al., 2017), como 

triterpenos, diterpenos e flavonoides foram isolados de espécies do gênero Stemodia, 

porém, os diterpenos contendo um esqueleto tetracíclico incomum, conhecido como 

estemodano, são os compostos que caracterizam quimicamente as plantas desse gênero 

(SILVA W.M.B, 2009). O gênero Stemodia é um arbusto da família Scrophulariaceae, 

também conhecida como “matruz-bravo ou “meladinha” é conhecida na medicina 

popular, para tratamento de infecções do trato respiratório e ginecológicos. 

Recentemente, pesquisas taxonômicas com base em dados genéticos e moleculares, com 

o advento de ferramentas moleculares originando novas identificações, permitiu o 

posicionamento de muitas espécies que estão sendo reclassificadas e/ou transferidas para 

a família Plantaginaceae (OLIVEIRA,2021; SOUZA,2017; BOLZANI,2016). O gênero 

Stemodia é constituído por cerca de 60 espécies, todas de pequeno porte, sendo ervas 

anuais e/ou arbustos perenes, de ocorrência nas regiões tropicais dos continentes Asiático, 

Africano, Australiano e Americano (SCATIGNA 2020; SOUZA, 2015; SILVA, 2009; 

CHAMY et al.,1991) em áreas litorâneas. No Brasil o gênero Stemodia é um arbusto 

comum, que cresce amplamente na região nordeste, próximo ao litoral no estado do 
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Ceará, pertencente à família Plantaginaceae, tribo Gratioleae Benth (ALBACH et 

al.,2005).  

 

2.2.1 Stemodia maritima e os derivados semissintéticos diterpênicos  

 

O derivado isolado a partir das folhas da Stemodia maritima (S. Maritima) (Fig. 

1) é o diterpeno estemodano mais relatado de S. maritima por possuir um esqueleto 

tetracíclico raro e metabólitos secundários ativos que ficaram conhecidos como 

estemodano uma característica química das plantas do gênero Stemodia. Devido à 

semelhança e os relatos de apresentarem propriedades antiviral e citotóxica, esses 

metabólitos secundários diterpênicos têm sido alvos de inúmeras biotransformações, 

resultando em diterpenoides rearranjados quimicamente para estudo dos seus bioativos 

encontrados (SILVA,2017; CHAMY et al., 1991). Essas características químicas e 

estruturais levou a S. maritima a ser utilizada por populares no litoral do nordeste do 

Brasil no Ceará para o tratamento de doenças sexualmente transmissíveis, gastralgia, 

edema e inflamações.  

Fig. 1- Stemodia maritima 

 

Fonte: Leonelli et al., 2021. 

A Estemodina (Sm-1) é um importante um derivado estemodano (figura 2), 

oriundo do isolamento químico de extratos das folhas da S. maritima. Possui diterpenos 

bioativos, que caracterizam quimicamente as plantas do gênero Stemodia, o que o torna 

uma alternativa interessante e alvo de estudos das estruturas dos esqueletos estemodano. 

Sua semelhança estrutural com afidicolina (2), um relevante agente citotóxico e antiviral 

isolado de culturas do fungo Cephalosporium aphidicola e o 8β-hidroxistemodina (3), e por 

possuírem metabólitos secundários que têm sido alvos de inúmeras biotransformações, têm 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2017.00988/full#B1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2017.00988/full#B1
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resultado em diterpenoides rearranjados biologicamente ativos (Fig. 2) (AZEVEDO, 2019; 

HANSON, 2018; OLIVEIRA, 2021, RUSSEL et al.,2011).  

Fig. 2- Fórmula estrutural da Estemodina (1), Afidicolina (2) e 8β-hidroxistemodina (3). 

 

 

Fonte: Oliveira, 2021. 

 

 Tanto S. Maritima quanto o diterpeno Sm-1 apresentaram moderada ação 

bactericida (SILVA, 2013). Os derivados semissintéticos estemodanos com potencial 

biológico SM-2 e SM-3 surgiram a partir de Sm-1, a partir de reações como oxidação, 

oximação e esterificação (OLIVEIRA, 2021). O nosso grupo também demonstrou o 

potencial efeito antinociceptivo e anti-inflamatório da S. Maritima e do derivado Sm-1 na 

dor inflamatória da articulação temporomandibular (ATM), no modelo de 

hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM (AZEVEDO, 2019).  

O estudo de Fernandes, em 2020, demonstrou que dois derivados diterpênicos da 

estemodina, SM-2 e SM-3, apresentaram-se seguros e com efeitos antinociceptivos em 

modelos de hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos. 

Diante da observância a essas propriedades anti-inflamatórias, SM-2 e SM-3 tornaram-se 

relevantes para a condução de trabalhos que investiguem novos potenciais terapêuticos, 

bem como os mecanismos de ação envolvidos (SILVA,2017; CHAMY et al., 1991). 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

Em muitas sociedades, o emprego terapêutico de recursos naturais para a 

manutenção da saúde continua sendo uma prática comum. Dados da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) mostram que 60-80% da população mundial utiliza ou já 

utilizou algum medicamento à base de planta (FLÓRIO, 2019; OMS, 2011). A resolução 

nº 62.13 da Assembleia Mundial da Saúde, aprovada em maio de 2009 pelos Estados 

Membros da OMS, desenvolveu políticas e regulamentos internacionais para promover o 

uso apropriado e seguro de produtos obtidos a partir de plantas que possuem propriedades 

farmacológicas eficazes no tratamento de doenças, incentivando a realização de pesquisas 

científicas que comprove sua eficácia. No Brasil, o sucesso dos fitoterápicos é notório, 

haja vista que estudos mostram que mais de 90% da população faz usos de fitoterápicos 

no tratamento de doenças (FLÓRIO, 2019). 

Segundo Newman e Cragg (2020), de um total de 1394 medicamentos aprovados 

a partir de pequenas moléculas entre os anos de 1981 a 2019, 441 (33,6%) são oriundos 

diretamente de produtos naturais. Além disso, 282 (20,4%) são originados indiretamente 

de produtos naturais (NEWMANN e CRAGG, 2020). Sob uma perspectiva 

farmacológica, muitos compostos que já foram extraídos de fontes naturais, tiveram suas 

propriedades biológicas asseguradas e são amplamente utilizados como medicamentos 

(OLIVEIRA, 2021).  

O câncer é uma das principais causas de morte nas Américas. Em 2008, causou 

1,2 milhão de mortes, 45% das quais ocorreram na América Latina e no Caribe. Prevê-se 

que a mortalidade por câncer nas Américas aumente para 2,1 milhões até 2030 

(WHO,2017; ATTY et al.,2020). O impacto do aumento da incidência de tumores no 

Sistema Único de Saúde (SUS) pode ser contabilizado pelo rápido aumento de 

internações, tratamentos químicos e radioterápicos e seus custos no tratamento de 

diferentes tumores malignos. O CCEB é um problema de saúde pública no Brasil, com 

estimativas de incidência que o mostram como o 5º câncer mais comum entre os homens 

e o 12º entre as mulheres (INCA, 2020; SILVA, 2017). 

Ademais, dentre os 128 medicamentos anticâncer lançados no mesmo período, 12 

eram produtos naturais inalterados, 32 derivados de produtos naturais, 20 totalmente 

sintéticos e 35 semissintéticos ou que mimetizam o produto natural (NEWMAN e 

CRAGG, 2012). Os produtos naturais têm tido, portanto, papel fundamental no 

desenvolvimento de drogas, visto que no período de 1940 até 2014, 83% das 136 novas 
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substâncias químicas registradas para ação anticancerígena foram obtidas a partir de 

fontes naturais, direta ou indiretamente. Estima-se ainda que 49% das moléculas 

aprovadas no mesmo período tenham sido originadas dos produtos naturais e seus 

derivados (NEWMAN, CRAGG, 2016). 

De acordo com dados epidemiológicos do Instituto Nacional do Câncer (INCA) 

no Brasil em 2019, levantou uma estimativa de que 11.180 casos novos da doença fossem 

registrados em homens e 4.010 em mulheres para cada ano do triênio 2020-2022. As 

regiões Sudeste e Sul do Brasil apresentam as maiores taxas de incidência e de 

mortalidade da doença (ATTY et al., 2020). Embora a incidência do carcinoma de células 

escamosas (CEC) no Brasil seja menor que outros tipos de câncer, continua sendo 

devastador e interferindo na qualidade de vida dos indivíduos acometidos (INCA, 2020). 

Em 2002, no bilionário mercado mundial farmacêutico, um terço do lucro foi 

representado por apenas dois grupos de quimioterápicos derivados de produtos naturais, 

os taxanos e os derivados da camptotecina (OBERLIES e KROLL, 2004; CHIN et al., 

2006). Portanto, o uso de estudos etnobotânicos para a caracterização e desenvolvimento 

de novos agentes quimiopreventivos e terápicos é um excelente meio no desenvolvimento 

de novas drogas (SILVA, 2017). 

Diante do fato de que estudos prévios corroboram que o derivado semissintético 

SM-2 atestou ser promissor como numa nova abordagem terapêutica no controle da 

resposta inflamatória, levantou-se então a possibilidade desse composto exercer também 

efeitos antitumorais no câncer de língua. 

 

4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Estudar a toxicidade do derivado semissintético, alvos moleculares através de 

Docking molecular e o efeito de SM-2 em modelo pré-clínico no câncer de língua em 

camundongos. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

1. Realização do teste de toxicidade aguda do composto do SM-2, utilizando 

protocolo experimental OECD 425; 

2. Estudo do Docking molecular do composto SM-2 nos alvos moleculares das 

estruturas proteicas de: TNF3α (PDB: 1TNF), 1L-1β (PDB: 1ITB), HO-1 (PDB: 1N3O), 

iNOS (PDB: 3NQS), Receptor TRPV1 (PDB: 5IS0), Receptor P2X7 (PDB: 5U1W) e 
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receptores opioides: Mu (µ) (PDB: 4DK1), Kappa (k) (PDB: 4DJH) e Delta (δ) (PDB: 

6PT3); 

3. Avaliação do tratamento oral e tópico local com SM-2, na carcinogênese induzida 

por agente químico 4-NQO, no câncer de língua em modelo animal. 

 

5. METODOLOGIA 

5.1 O Tipo de estudo, comitê de ética (CEUA) e os recursos financeiros 

 

O estudo utilizou 19 camundongos Swiss (machos e fêmeas), pesando em média 

25g, e os grupos randomizados. Todos os esforços foram realizados para minimizar 

quaisquer tipos de sofrimento aos animais. O projeto de pesquisa e as metodologias 

utilizadas foram aprovadas no Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA), da 

Universidade Federal do Ceará, Campus Sobral, protocolo nº11//2018(anexo I), o aspecto 

ético do protocolo experimental foi elaborado de acordo com a “Diretriz Brasileira para 

o Cuidado e a Utilização de Animais para fins Científicos e Didáticos – DBCA. Seguindo 

o acordo com os preceitos da Lei nº11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº6.899, 

de 15 de julho de 2009, e com normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação em Animais (CONCEA – Brasil) e do guia ARRIVE (KILKENNY et 

al., 2010). O recurso financeiro na primeira etapa do projeto no Brasil foi realizado pela 

Fundação Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Científico e Tecnológico-FUNCAP, 

processo nº BP5-0197-00180.01.00/22.  

5.2 Ensaio de toxicidade Oral Aguda: Procedimento Up and Down nº425 (OECD) 

 

O teste de toxicidade oral aguda é uma etapa fundamental dentro da pesquisa por 

um novo composto com potencial farmacológico pois permite avaliar a toxicidade de um 

composto quando administrado em uma ou mais doses durante um período não superior 

a 24 h, seguido de observação dos animais por 14 dias após a administração. É utilizado 

como um rastreio inicial de toxicidade, permitindo estimar a dose letal (DL50) e 

classificar a amostra de acordo com os critérios do Globally Harmonised System (GHS) 

(ANVISA, 2013; 2016). Um dos testes realizados in vivo é a Toxicidade Oral Aguda em 

que se investiga a toxicidade produzida por uma substância teste na concentração máxima 

de 2000 mg/kg e, quando justificável, na concentração máxima de 5000 mg/kg seguindo 

o protocolo Up and down nº425 da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico (OECD, 2008).  
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5.2.1 Animais 

Os animais camundongos Swiss (machos e fêmeas) n=19, pesando em média 25g. 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do (UFC) e do biotério local da 

Faculdade de Medicina de Sobral, UFC-Campus Sobral e ficaram alojados em gaiolas de 

plástico de polipropileno padronizadas em sala com temperatura controlada (23ºC ± 2) 

obedecendo aos ciclos de claro e escuro (de 12 em 12 horas) no Biotério Setorial da UFC - 

Campus Sobral durante o experimento, recebendo água e alimentação ad libitum à vontade. 

O número de animais usados foi de n=6 ou n=5 por grupo, todos os grupos foram 

randomizados e cada animal foi usado apenas uma vez. Foi utilizado, portanto, o número 

de animais mínimo necessário para atingir um valor estatístico baseando-se em estudos 

científicos publicados anteriormente (OECD,2008). Todos os esforços foram realizados 

para minimizar quaisquer tipos de sofrimento aos animais. Os pesos dos animais foram 

registrados nos dias 1º, 7º e 14º do teste. No 15º dia, o animal era pesado e verificado seu 

estado de saúde no final do período do protocolo experimental. Os animais foram 

divididos em grupo salina (controle), grupo que recebeu SM-2 (DOSE), divididos em 

machos e fêmeas. 

 

5.2.1.1 Avaliação comportamental  

 

Todos os grupos foram observados, e os parâmetros comportamentais analisados 

por 14 dias consecutivos do início do protocolo experimental. Os parâmetros foram 

avaliados foram: agitação, agressividade, cambalhota, contorção, lambida, perda de peso, 

piloereção, pulsão sexual e sonolência. Avaliação comportamental aconteceu durante os 

primeiros 40 minutos seguintes à administração da dose única SM-2 (2000 μg/kg) para 

cada animal testado, e, posteriormente, a avaliação aconteceu diariamente por 10 minutos 

individualmente por 14 dias consecutivos.   

 

5.2.1.2 Coleta de amostras biológicas 

 

No 15º dia, cada animal recebia uma dose de overdose de Ketamina 300mg/kg + 

Xilazina 30mg/kg (via peritoneal). Após avaliação técnica do estado de saúde do animal, 

eram coletadas amostras de sangue variando entre 900 μL e 1 mL (via plexo orbital), 

centrifugadas no tubo coleta de sangue vácuo amarelo ativador de coágulo + gel 5mL e 
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armazenadas no freezer -80 ˚C, para análise dos níveis séricos de ácido úrico, creatinina, 

enzima alanina aminotransferase (ALT) e enzima aspartato aminotransferase (AST). Os 

órgãos: baço, coração, fígado e rim foram retirados após a eutanásia e armazenados em 

Formaldeído a 4% tamponado para avaliação técnica do patologista.  

 

5.2.2.2 Processamento das amostras histopatológicas 

Para fixação: após retirada os órgãos, deve-se imergir em um volume de 10x a 

20x o tamanho das amostras em formol tamponado por 24h. Após 24h, realiza cortes 

longitudinais dos órgãos (cortes frontais) – secciona com navalha ou lâmina de bisturi - e 

submergido por 48h no formol tamponado 10%. Após a etapa do Formol Tamponado, 

lavou-se as amostras em água de torneira e trocou-se a solução para álcool 70%. O 

protocolo de preparação das amostras aconteceu mediante as seguintes etapas no 

Laboratório de Histopatologia do NEMPI: Processamento (Desitratação e Diafanização); 

Inclusão, Microtomia e Coloração. Para realização da análise histopatológica das lâminas 

e os parâmetros avaliados: edema e congestão vascular e escores atribuídos de acordo 

com os níveis: 0- ausente; 1-infiltração muito leve; 2- moderado; 3 -infiltração intensa. 

 

5.3. DOCKING MOLECULAR  

O docking molecular é uma técnica computacional que foi utilizada como uma 

aliada no processo de avaliação pela bioinformática das possíveis ligações e afinidades 

proteicas do SM-2. Tem como objetivo demonstrar as suas possíveis conformações e 

estima a sua afinidade de ligação. Com o aumento de estruturas de mais receptores-alvos 

determinados, esta técnica é extensivamente usada na descoberta de novas moléculas com 

potencial biológico (fig.3).  

Fig.3 - Processamento do Docking molecular com proteínas-ligantes 

 

Fonte: https://www.profacgen.com/protein-ligand-docking.htm. Legenda: A imagem 

exemplifica o processamento do acoplamento no docking molecular e suas etapas até a 
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proteína ligante e sua conformação em tridimensional para banco de dados baseados nas 

estruturas. 

O docking molecular buscou os potenciais alvos biológicos do SM-2, sendo 

realizado o uso de bibliotecas e repositórios de estruturas de medicamentos em uma 

ferramenta da bioinformática (GODOY, 2021). 

 

5.3.1 Propriedades do ADMET 

A predição do comportamento farmacocinético dos compostos foi avaliada pelas 

propriedades do ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade). 

Os valores quantitativos e qualitativos foram obtidos no servidor online SwissADME 

(http://www.swissadme.ch/), do Swiss Bioinformatic Institute (SBI) e os parâmetros 

toxicológicos serão gerados usando os preditores de toxicidade PROTOX-II (YANG et 

al. 2019) e eMolTox (JI et al., 2018). 

 

5.3.1.1 O software do Docking Molecular do SM-2 

A realização do Docking Molecular do derivado semissintético SM-2 foi 

realizada através do uso das modeladas tridimensionais no software Avogadro 1.1.2 

(HANWELL et al., 2012) e optimizada geometricamente utilizando o método Teoria 

Funcional da Densidade (DFT) com funcional de correlação B3LYP e base 6-31G (d) 

presentes no software GAMESS (BARCA et al., 2020).  

 

5.3.2.1 Alvos terapêuticos analisados  

As Estruturas proteicas (alvos) de TNFα (PDB: 1TNF), 1L-1β (PDB: 1ITB), HO-

1 (PDB: 1N3O), iNOS (PDB: 3NQS), Receptor TRPV1 (PDB: 5IS0), Receptor P2X7 

(PDB: 5U1W) e receptores opioides: Mu (µ) (PDB: 4DK1), Kappa (k) (PDB: 4DJH) e 

Delta (δ) (PDB: 6PT3) de organismo homo sapiens irão ser obtidas no Protein Data Bank 

(PDB) (https://www.rcsb.org/), todas as estruturas foram definidas pela técnica de 

difração de raios-X e com resolução entre 1.20 – 3.10 Å.  

 

5.3.2.2 Posicionamento dos encaixes do acoplamento  

As posições dos encaixes do acoplamento foram baseadas no ligante nativo das 

macromoléculas disponíveis no PDB e com o uso do Web Server Computed Atlas of 

Surface Topography of proteins - CASTp (http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html). 

Para simulações de Docking molecular foram utilizados o AutoDock tools (ADT) para 

about:blank
about:blank
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preparação dos ligantes e alvos (MORRIS et al., 2009) e AutoDock Vina 1.1.2 para 

execução dos cálculos (TROTT; OLSON, 2010). A afinidade de ligação e as interações 

entre resíduos usada para determinar melhores interações moleculares. Os resultados 

visualizados usando ADT, Discovery Studio v4.5 (Biovia, 2020) e UCSF Chimera X 

(PETTERSEN et al., 2021).   

 

6 RESULTADOS DOS TESTES: TOXICIDADE AGUDA E DOCKING 

MOLECULAR 

 

6.1 Resultado do Teste de Toxicidade Aguda do SM-2 

 

6.1.1 Taxa de sobrevida 

 

Não foram observadas mortalidade nos animais tanto no grupo Salina quanto no 

grupo SM-2 durante os 14 dias do teste, apresentando taxa de sobrevida de 100% (Figura 

2; Tabela 1. Fig.4). 

Tabela 1: Taxa de sobrevida dos animais no ensaio de segurança de SM-2. 

 

Fig. 4 – Curva de Sobrevivência 
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Fonte: Autor (a). Dados da Pesquisa (2021). Legenda: Não há queda na curva 

representando o decréscimo de percentual de sobrevida.  

 

6.2 Alterações comportamentais 

Através da análise dos resultados do teste comportamental é possível confirmar 

que a maioria dos comportamentos foram similares entre o grupo salina e o grupo SM-2 

(tabela 2). Houve a presença dos parâmetros comportamentais de agitação, 
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agressividade, piloereção e sonolência no grupo SM-2, quando comparado ao grupo 

controle salina. 

Tabela 2: Alterações comportamentais relativas dos animais no ensaio de segurança e 

toxicidade aguda de SM-2 na dose única de 2000 µg/Kg. 

Fonte: Autor (a). Dados da Pesquisa (2021). Legenda: S=Sim e o N= Não. A 

avaliação das alterações comportamentais, foram observadas imediatamente após à 

administração do composto semissintético SM-2, diariamente até o 14º dia do teste. 

6.2.1 Alterações do peso corporal  

 

Não ocorreu variação significativa no peso dos animais que receberam SM-2 2000 

μg/kg (fig. 5) quando comparados ao grupo controle Salina durante os 14 dias de 

avaliação foram registrados, e no 15º dia do teste ocorreu a eutanásia 

Fig. 5- Variação do Peso Ponderal 
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Fonte: Autor (a). Dados da Pesquisa (2021). Legenda: A Variação ponderal em 

camundongos tratados com SM-2 2000 μg/kg, durante 15 dias consecutivos da dose 

administrada. 

 

Parâmetros 

Comportamentais 

 

Salina ♂ 

 

 

SM-2 ♂ 

 2000 µg/Kg  

 

Salina ♀ 

 

SM-2 ♀ 

2000 

µg/Kg  

Agitação S N N N 

Agressividade S S S S 

Cambalhota S N N N 

Contorção N N S S 

Lambida S S S S 

Perda de Peso N N S N 

Piloereção S S S S 

Pulsão Sexual N N N N 

Sonolência N N S N 
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 6.2.1.1 Alterações do peso relativo dos órgãos 

        Na análise macroscópica dos órgãos não foi constatado que não houve alterações 

significativas em relação ao grupo controle. Foi analisado o peso relativo dos órgãos 

(baço, coração, estômago, fígado e rim dos animais) (órgão/peso corporal x 100).  Não 

ocorreu variação no peso dos órgãos dos animais que receberam SM-2 2000 μg/kg 

machos e fêmeas (0,4549 ± 0,4333), quando comparados ao grupo controle Salina machos 

e fêmeas (0,3835± 0,4333), resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM), constatando que não houve alteração em relação ao grupo controle durante os 14 

dias de avaliação (tabela 3). 

Tabela 3: Os Efeitos da de SM-2 2000 μg/kg sobre os pesos relativos dos órgãos dos 

camundongos machos e fêmeas (Swiss) por 14 dias. 

Fonte: Autor (a). Dados da Pesquisa (2021). Legenda: Peso relativo dos órgãos: baço, 

coração, estômago, fígado e rins de camundongos Swiss. Grupo controle recebeu apenas 

veículo (solução salina). Dados são mostrados como média ± E.P.M. *p<0,05 em relação 

ao grupo Salina (ANOVA, Tukey). 

 

6.2.1.2 Avaliação da Hepatoxicidade das amostras séricas 

 

O tratamento por 14 dias consecutivos com o SM-2 2000 μg/kg não provocou diferenças 

significativas nos níveis séricos de ácido úrico, creatina e as enzimas 

alaninaaminostransferase (ALT), aspartoaminostransferase (AST) no soro de 

camundongos machos e fêmeas, quando comparados com o grupo salina (Tabela 4).  

 

 

 

 

 

 

Órgão (g)  

 

Salina ♂ 

 

SM-2 ♂ 

 

Salina  ♀ 

 

SM-2 ♀ 

Baço 0,38±0,10(5) 0,45±0,05(5) 0,43±0,10(5) 0,47±0,06(6) 

Coração 0,46±0,09(5) 0,59±0,34(5) 0,52±0,02(5) 0,59±0,12(6) 

Estômago 0,93±0,12(5) 1,56±1,19(5) 1,06±0,13(5) 1,32±0,14(6) 

Fígado 4,25±0,81(5) 3,96±0,49(5) 4,83±0,81(5) 5,09±0,71(6) 

Rim 0,71±0,12(5) 0,67±0,03(5) 0,80±0,07(5) 1,02±0,20(6) 
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Tabela 4: Níveis Séricos de ácido úrico, creatinina, ALT e AST de camundongos machos 

e fêmeas (Swiss) tratados com SM-2 por 14 dias.  

Fonte: Autor (a). Dados da Pesquisa (2021). Legenda: p˃0,05em relação ao grupo 

Salina. Os dados são representados como média ± E.P.M. (ANOVA, Tukey). 

 

6.3 Análise histopatológica 

Não foram obervados alterações no baço, coração, estômago e rim dos animais 

tratados com SM-2 2000 μg/kg quando comparados ao grupo salina. Foram observados 

alterações significativas no parâmetro edema e congestão vascular, no fígado, entretanto 

são alterações consideradas reversíveis (Tabela 5). Foram observados os parâmetros e 

classificados em níveis: 0- ausente; 1-infiltração muito leve; 2- moderado; 3 -infiltração 

intensa. 

Tabela 5: Efeito do tratamento com SM-2 na análise histopatológica (H & E) nos órgãos: 

baço, coração, estômago, rim e fígados dos animais. 

 

Grupos 

 

Ácido úrico 

 

Creatinina 

 

Enzima ALT 

(U/mL) 

  

Enzima AST 

(U/mL) 

 

Salina ♂ 

 

80,80±5,15(5) 

 

27,20±12,83(5) 

 

 

1,03±0,07(5) 

 

 

0,16±0,016(5) 

 

SM-2 ♂ 

2000µg/kg  

48,6±5,92(5) 

 

25,00±23,08(5) 

 

4,95±6,43(5) 

 

9,30±5,60(5) 

 

 

Salina ♀ 

80,80±5,15(5) 

 

27,20±12,83(5) 

 

1,03±0,07(5) 

 

0,16±0,016(5) 

 

SM-2 ♀ 

2000µg/kg  

92,17±34,96(6) 

 

1,50±0,83(6) 

 

2,20±3,70(6) 

 

1,26±6,57(6) 

 

 

Órgãos/ 

 

Parâmetros Histopatológicos 

Grupos  

 

Salina ♂ 

 

 

SM-2 ♂  

 

Salina ♀ 

 

SM-2 ♀ 

 

Baço 

Hiperplasia Polpa branca 

Congestão Polpa vermelha 

Hemorragia Pigmentos 

Hemossiderina 

 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-0) 

0(0-1) 

 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-1) 

 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-0) 

0(0-1) 

 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-1) 
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Fonte: Autor (a). Dados da Pesquisa (2021). Legenda: 0- ausente; 1-infiltração muito 

leve; 2- moderado; 3 -infiltração intensa. Os dados obtidos não tiveram significância 

estatística no T test; pós teste- Mann Whitney, com relação ao grupo salina.  

 

6.3 Resultado do Docking molecular  

 

O Docking molecular é o estudo por meio da bioinformática de possíveis 

moléculas bioativas, que são testadas para um determinado alvo molecular a fim de 

estabelecer qual ou quais delas apresentam melhor acomodação ao sítio ativo do alvo. Os 

resultados obtidos nos ensaios computacionais são dados em termos da energia de ligação 

Coração  

Hipertrofia 

Congestão/Hemorragia 

Áreas de necrose 

 

0(0-1) 

0(0-1) 

0(0-0) 

 

0(01) 

0(0-1) 

0(0-0) 

 

0(0-1) 

0(0-1) 

0(0-0) 

 

0(0-1) 

0(0-1) 

0(0-0) 

Estômago 

Perda de células 

Edema 

Lesão Hemorrágica  

Infiltrado inflamatório 

 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-0) 

0(0-0) 

 

0(0-1) 

1(1-2) 

0(0-1) 

1(1-2) 

 

 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-0) 

0(0-0) 

 

0(0-1) 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-1) 

Fígado 

Perda de células 

Edema 

Hemorragia sinusoides 

Congestão vascular 

Infiltrado inflamatório 

 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 

 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-1) 

 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 

 

0(0-1) 

1(1-2) 

0(0-1) 

1(1-2) 

0(0-1) 

 

Rim 

Perda de células 

Edema 

Hemorragia  

Infiltrado inflamatório  

Necrose 

 

0(0-0) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-0) 

 

1(0-1) 

1(0-2) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 

 

0(0-0) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 

0(0-0) 

 

1(0-1) 

1(0-2) 

0(0-0) 

0(0-1) 

0(0-0) 
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necessária para que a provável molécula bioativa se ligue ao sítio ativo do alvo molecular 

selecionado.  

Dessa forma, a molécula que apresentar menor quantidade de energia necessária 

para se ligar ao sítio ativo, será aquela que, teoricamente, apresentará melhor resultado 

de atividade biológica (BARROS, 2015), como no caso do estudo do derivado 

semissintético SM-2, demonstrados nas tabelas 6, 7 e 8 abaixo. 

 

Tabela 6: Propriedades físico-químicas da estrutura SM-2 (Regra dos 5 de Lipinski). 

Moléculas 

 

Propriedades físico-químicas 
 

Peso 

molecular 

≤ 500 

(g/mol) 

Coeficiente 

de partição 

≤ 5  

(Log Po/w) 

No de aceptores 

de ligação de 

hidrogênio ≤ 10 

No de doadores 

de ligação de 

hidrogênio ≤ 5 

Nº de 

ligações 

rotacionáve

is ≤ 10 

 

SM-2 

 

362,55 

 

4,52 

 

3 

 

3 

 

3 

 

Fonte: Autor (a). Dados da pesquisa, 2021. 

 

Nesta análise foi possível observar que a molécula SM-2 passou em todos os 

parâmetros da regra de Lipinski. A regra de Lipinski, também conhecida como "regra dos 

cinco", é um conjunto de critérios utilizados na química medicinal para avaliar a 

adequação de uma molécula como um possível fármaco (LIPINSKI, 1997).  

Esses critérios são baseados em propriedades físico-químicas que influenciam a 

absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME) de uma molécula. Os critérios 

da regra de Lipinski são os seguintes: Peso molecular não superior a 500 g/mol; LogP 

(coeficiente de partição octanol-água) não superior a 5; Não mais do que 5 grupos 

doadores de hidrogênio de ligação de hidrogênio; Não mais do que 10 grupos aceitadores 

de hidrogênio de ligação de hidrogênio e ligações rotacionáveis abaixo de 10. 

Acredita-se que moléculas que atendem a esses critérios têm maior probabilidade 

de serem absorvidas pelo corpo, atravessar as membranas celulares e alcançar o local de 

ação, além de serem mais facilmente metabolizadas e eliminadas pelo organismo 

(ROGÉRIO et al., 2022), como observado na tabela 7. 
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Tabela 7: Parâmetros farmacocinéticos in silico de permeabilidade a barreiras biológicas 

(TGI, BHE), inibição enzimática (pGP) e metabolismo da lactona e seu derivado 

semissintético SM-2. 

Molécula 

Parâmetros Farmacocinéticos in silico 

TGI BHE p-GP CYP2D6 CYP3A4 CYP1A2 

SM-2 Alto Sim Não Não Não 

 

Não 

 

Fonte: Autor (a). Dados da pesquisa, 2021. Legenda: TGI: absorção através do Trato 

Gastro Intestinal; BHE: permeabilidade através da Barreira Hematoencefálica; pGP: 

substrato para a Glicoproteína P; CYP: enzimas do citrocomo P450. 

Na avaliação de TGI da estrutura foi visto que é altamente absorvida por esse 

sistema, sendo uma possibilidade de utilização de fármaco por via oral, futuramente. A 

BHE é uma barreira fisiológica que impede a entrada de muitos fármacos no sistema 

nervoso central. Na análise da estrutura desta pesquisa foi observado que que as duas 

conseguem atravessar esta barreira. A p-GP é uma proteína de transporte que pode 

impedir a entrada de alguns fármacos nas células. Alguns fármacos são substratos da p-

GP, o que pode influenciar sua distribuição e eliminação no organismo. No caso do SM-

2, foi observado que ambas não são substratos da p-GP e podem ser absorvidas pela célula 

e outras barreiras biológicas.  

As enzimas CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2 proteínas hepáticas que metabolizam 

muitos fármacos. Se uma molécula induzir a atividade dessas enzimas, pode aumentar a 

taxa de metabolismo de outras moléculas, o que pode levar a uma redução da sua eficácia 

terapêutica ou diminuição da sua concentração plasmática. Neste teste farmacocinético 

foi observado uma negatividade da estrutura (tabela 8) do SM-2 para todas essas enzimas 

testadas. 

Tabela 8: Resultados de predição de Toxicidade da estrutura do SM-2. 

Modelo de predição de Toxicidade SM-2 

DL50 5000mg/kg 

Classe de Toxicidade 5 
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Hepatoxicidade - 

Precisão de predição 92,9% 

 

Fonte: Autor (a). Dados da pesquisa, 2021. Legenda: DL50 - Dose Letal média. Nos testes de 

toxicidade (tabela 7) das estruturas é exibido a DL50 prevista de 5000 mg/Kg para a 

molécula SM-2. 

A classe de toxicidade prevista pelo software PROTOX-2 foi de categoria 5 

(toxicidade baixa) para todas as estruturas (BANERJEE et al., 2018). Das avaliações de 

toxicidade biológica, foi possível observar no parâmetro de hepatoxicidade que não houve 

uma relação positiva para ambas moléculas testadas. O Docking molecular do composto 

semissintético SM-2, demonstrou que o SM-2 possui afinidade de ligação com todos os 

alvos testados (fig.6: (A) Heme-Oxigenase-1(HO) ;(B) Interleucina 1(IL-1Beta;(C) 

Interleucina 6 (IL-6) ;(D) Óxido nítrico sintase induzível (iNOS) ;(E) Opioide Delta;(F) 

Opioide Kappa; (G) Opioide mµ;(H) Receptor purinérgico (P2X7) ;(I) Fator de necrose 

tumoral (TNF-α) e (J) Receptor de potencial transitório vanilóide tipo 1(TRVP1). 

 

 

 

             
                     
             

 

 

 

 

 

 

 

 

        A- Heme-Oxigenase-1(HO) B-Interleucina 1(IL-1Beta) 

Fig.6-Estruturas tridimensionais do Docking molecular-SM2 
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                   C- Interleucina 6 (IL-6)                D-Óxido nítrico sintase induzível(iNOS) 

  

 

                                                      

                                                             

 

 

 

 

 

F-Opioide kappa  E- Opioide Delta 
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H-  Receptor purinérgico (P2X7) I-Fator de necrose tumoral (TNF-α) 

G-Opioide mµ 
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Fonte: Autor (a). Dados da pesquisa,2021. Legenda: As ligações alvos proteicas ligantes 

com o SM-2: = por Pontes Hidrofóbicas.  = por Pontes de Hidrogênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

J- Receptor de potencial transitório vanilóide tipo 1(TRVP1) 
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CAPÍTULO II 

2ª ETAPA NA UNIVERSIDADE DE TORONTO-UofT 

 

                                            Impact factor (2021):7.31 Journal Citation Reports  

(Clarivate, 2022): 52/246 (Oncology) 

 

ESTUDO DE UM DERIVADO DITERPÊNICO SEMISSINTÉTICO SM-2 

OBTIDO DA ESTEMODINA (Sm-1) NO CÂNCER DE LÍNGUA  

Mykelly Gomes Alves, Graziella Rigueira Molska, Aiman Ali, Najmeh Esfandiari, 

Francisco Geraldo Barbosa, Jair Mafezoli, Mirna Marques Bezerra, Hellíada 

Vasconcelos Chaves, Marco Magalhães.  

 

Resumo 

Para o estudo do carcinoma de células escamosas (CCE), modelos experimentais animais 

utilizando agentes químicos carcinógenos são relatados na literatura. Nesse estudo o uso 

do Óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO), foi escolhido por mimetizar alterações 

moleculares capazes de causar modificações genéticas e epigenéticas de lesões 

potencialmente malignas (LPM) e CCE. Devido à alta prevalência de carcinoma de 

células escamosas (CCE) e de terapêuticas ainda limitadas, a utilização do modelo 

experimental em roedores com agentes químicos carcinógenos como o agente químico 4-

nitroquinolina (4-NQO) a fim de reproduzir CCE em língua em roedores similares às 

lesões ao tabaco em humanos é eficaz.  Objetivo: investigar o efeito de um novo 

composto semissintético oriundo da Estemodina (Sm-1) no tratamento do CCE de língua. 

Um derivado diterpênico SM-2, cujos estudos anteriores mostraram efeitos 

antinociceptivo e anti-inflamatório. Metodologia: foram utilizados 22 animais 

(camundongos C57/BL6) adultos com 10-12 semanas machos e fêmeas, da linhagem 

C57BL6 (machos e fêmeas), adquiridos do laboratório Jackson (Bar Harbor, United 

States). O estudo foi aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de 

Toronto (University of Toronto Animal Care Committee in accordance with the 

regulations of the Ontario Animal Research Act) nº 6638 e ocorreu no período de 32 

semanas, os mesmos receberam 4-NQO homogeneizado em água na concentração de 100 

μg/ml, para consumo add-libitum, ou Propilenoglicol, por 10ª semanas consecutivas, 

retornando ao consumo regular de água após esse período. O monitoramento do consumo 

de água, ração e peso dos animais foi realizado toda semana por um período de 30 
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semanas.  Na 8ª semana após a suspensão do 4NQO, iniciou-se o tratamento com SM-2 

(oral 25 μg/kg ou tópico 500 μg/kg) ou veículo. Os animais foram eutanasiados na 20ª 

semana após a retirada do 4NQO, e a língua coletada para avaliação histopatológica. 

Observou-se que não houve redução significativa de peso dos animais tratados com SM-

2 quando comparados ao grupo veículo. Resultados: A análise histopatológica mostrou 

que o grupo SM-2 (via oral) apresentou displasia graus leve ou alto, porém com nenhuma 

incidência de invasão do CCE. Já no SM-2 tópico, foram observados casos de displasia 

grau alto, porém apenas 10% invasão do CCE. Conclusão: O SM-2 via oral preveniu o 

surgimento de lesões neoplásicas na língua sugerindo um tratamento promissor para esta 

condição.  

Palavras-chaves: Carcinoma de Células Escamosas, 4NQO, Estemodina, Inflamação. 

 

INTRODUÇÃO 

Para o estudo do carcinoma de células escamosas (CCE) modelos baseados na 

administração de carcinógenos químicos são intensamente relatados na literatura, sendo 

o óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) o mais utilizado. O 4-NQO não está presente em 

condições naturais, pois é sintetizado quimicamente apenas para fins de pesquisa 

(Kanojia, Vaidya, 2006). Ele simula as alterações moleculares causados por agentes 

derivados do tabaco, causando modificações genéticas e epigenéticas suficientes para o 

desencadeamento de lesões potencialmente malignas (LPM) e CCE e suas 

sintomatologias associadas a depender da dose e do tempo de exposição.  

O modelo 4NQO é atraente para estudos de quimioprevenção devido às suas 

características facilmente observáveis e amostragem de tecido para análises patológicas 

e moleculares (Kazuhisa I.et al.,2017), amplamente utilizado em roedores por ser muito 

útil para investigar os efeitos de drogas antitumorais (Li Q. et al.,2020) em diferentes 

estágios da carcinogênese oral. Nesse contexto, diferentes métodos de diluição e de 

aplicação foram desenvolvidos, sendo a oferta dessa substância 4-NQO através da sua 

mistura na água de beber dos animais a mais relatada (Nakahara et al., 1957; Ishida, 

2017). Roedores especialmente ratos e camundongos, são os animais mais comumente 

usados na modelagem Carcinoma de células escamosas oral (CCEO), veem atraindo cada 

vez mais a atenção de estudiosos no campo de pesquisa CCE (LI et al.,2020). 

Atualmente, é comum a utilização de terapias antineoplásicas para o tratamento 

do câncer, com destaque para a quimioterapia, radioterapia, hormônioterapia e cirurgia. 

Não obstante, nota-se que o emprego dessas técnicas possui uma série de efeitos colaterais 
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decorrentes de sua toxicidade, que afetam não apenas as células doentes, mas também os 

tecidos saudáveis. Assim, os efeitos adversos dos tratamentos tradicionais podem ser 

mitigados pelo uso das plantas medicinais, que possuem menores contraindicações, 

devido aos efeitos citotóxicos serem mais amenos. Combinado com as vantagens de haver 

grande disponibilidade de plantas, como é o caso do Brasil, o baixo custo para sua 

aquisição, a atividade anticancerígena dos constituintes à base de plantas é uma 

abordagem desejável para o manejo da doença (Assumpção et al.,2022; Ferreira RG et 

al.,2017; Souza MVN et al.,2007). 

No Brasil, segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) planta 

medicinal é toda planta ou partes dela que contenham as substâncias ou classes de 

substâncias responsáveis pela ação terapêutica (Brasil, 2019). Sob uma perspectiva 

farmacológica, muitos compostos já foram extraídos de fontes naturais, tiveram suas 

propriedades biológicas asseguradas e são amplamente utilizados como medicamentos. 

Dentre os exemplos clássicos, a morfina (de origem vegetal) e a penicilina (de origem 

microbiana) sucesso da medicina desde o último século quando foram desenvolvidas 

(Krishnamurti e Rao, 2016).  

A utilização de plantas para o tratamento de diversas enfermidades, 

principalmente no Nordeste brasileiro é bastante difundido, especialmente nas cidades do 

interior, onde o sistema de saúde é precário e muitas vezes praticamente inexistente. 

Muitas espécies, mesmo descritas na medicina tradicional, não devem ser utilizadas pela 

população sem que haja conhecimentos científicos fundamental a pesquisa científica de 

identificação dos produtos naturais, incluindo aqueles responsáveis pelas propriedades 

terapêuticas das espécies brasileiras usadas na medicina popular, muitas vezes distinto 

dos relatos de uso tradicional dos povos originais indígenas (Bolzani,2016). 

 E o uso de compostos de origem vegetal podem ser considerados promissores 

para o desenvolvimento de novos fármacos, uma vez que o mecanismo de ação 

desses fitoquímicos, que estão presentes em amostras vegetais, ocorre por meio de 

interações com diversas moléculas, principalmente proteínas da membrana celular 

(Barrett et al., 2018), além de possuir propriedades moleculares que podem induzir a 

apoptose em diferentes células cancerígenas (Costa et al., 2020; Rajkumar et al., 

2011; Raiana et al. ,2013).  

Em estudos realizados com compostos obtidos do extrato das folhas e raízes de S. 

maritima Linn (S. maritima) mostrou-se capaz de apresentar atividade anti-inflamatória 

promissora no combate ao estresse oxidativo e reabsorção óssea em ensaios in vivo de 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/phytochemical
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/membrane-protein
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629920310875?via%3Dihub#bib0009
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629920310875?via%3Dihub#bib0049
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629920310875?via%3Dihub#bib0049
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629920310875?via%3Dihub#bib0048
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periodontite (Teixeira et al., 2017). Também se evidenciou atividades anti-inflamatória e 

antioxidante do metabólito crenatosídeo, presente na raiz de S. maritima, sendo sua 

capacidade de sequestrar radicais livres semelhante à vitamina C, assim como outros 

metabólitos, tais como a estemodina, e estedinodisídeo B, apresentaram-se como agentes 

antimicrobianos (Silva et al., 2014).  

O estudo analisou o efeito de um novo composto semissintético oriundo da 

Stemodina (Sm-1) no tratamento da carcinogênese do CCE de língua utilizando um 

derivado diterpênico estemodano SM-2, cujos estudos anteriores mostraram efeitos 

antinociceptivo e anti-inflamatório. O projeto teve como objetivo a avaliação da atividade 

antitumoral e/ou anti-inflamatória do SM-2, no modelo de câncer de língua em 

camundongos. 

 

METODOLOGIA 

Ensaio in vivo 

 

          Foram utilizados 22 animais (camundongos) adultos com 10-12 semanas, da 

linhagem C57BL6 (machos e fêmeas), sendo estes adquiridos do laboratório Jackson (Bar 

Harbor, United States). Todo o estudo ocorreu no período de 32 semanas acontecendo de 

acordo com as convenções internacionais no uso e manutenção de animais de laboratório 

e após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de Toronto (University 

of Toronto Animal Care Committee in accordance with the regulations of the Ontario 

Animal Research Act) nº 6638.1. 

O modelo de carcinogênese induzida por 4NQO 

 

        O modelo de carcinogênese induzida pelo produto químico 4-nitroquinolona 1-óxido 

(4NQO), produz alterações moleculares e celulares semelhantes às observadas em 

indivíduos fumantes (Sagheer, 2021; Ishida et al., 2017). O produto com 4NQO era 

preparado semanalmente em solução estoque diluído no propilenoglicol (5 mg/ml) e 

mantido em temperatura de 4° C, até a homogeneização em água, sendo diluído na 

concentração de 100 μg/ml, que os camundongos receberam para consumo. O volume 

consumido era monitorado e a solução substituída semanalmente durante um período de 

10ª semanas. O experimento ocorreu conforme a ordem cronológica seguinte: 1) indução 

química do tumor (4NQO); 2) registro do peso corporal semanal e avaliação da saúde dos 
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animais a cada 5 dias até o dia da eutanásia; 3) na 8ª semana após a suspensão do 4NQO 

iniciou-se o tratamento com SM-2 (oral ou tópico) ou veículo; 4) fotografia da língua 

macroscopicamente e averiguação de lesões; 5) retirada de tecido da língua para avaliação 

histomorfológica (Figura 1). 

Obtenção do produto derivado semissintético SM-2 

      A planta S. maritima foi coletada no município de Pentecoste, Ceará, em outubro de 

2020, e seu uso para fins de pesquisa foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN cadastro nº 

ACEDEC6) para o estudo do seu efeito da crônica do câncer. A partir da estemodina (Sm-

1), um composto isolado da planta, e após modificações químicas estruturais, obteve-se 

o derivado SM-2 que é um monopropanoato de estemodina, registrado na literatura como 

estemodinona. O derivado semissintético SM-2 foi desenvolvido pelos Prof. Dr. 

Francisco Geraldo Barbosa e Prof. Dr. Jair Mafezoli, do Laboratório de Fitoquímica 

Aplicada (LABFITO) da Universidade Federal do Ceará (UFC) no Brasil. Os detalhes 

estruturais do derivado semissintético não podem ser apresentados no momento, uma vez 

que são objeto de patente. 

Administração das soluções 

Figura 1. Linha cronológica do protocolo experimental

Fonte: autor,2022. Legenda: linha do tempo do modelo experimental com 4NQO. 

 

Para a administração nos dois grupos controles, um grupo recebeu salina 1% por 

via oral (v.o.), e outro grupo controle recebeu o gel Mucolox via tópico na língua. Para a 

administração dos dois grupos de tratamento, um grupo recebeu o composto SM-2 + 
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salina (via oral), e o outro grupo recebeu a substância SM-2 em gel Mucolox. A 

administração iniciou-se na 10ª semana após a suspensão da aplicação do 4NQO, 

administrado por 12 semanas consecutivas. A divisão dos grupos experimentais ocorreu 

de forma randomizada: Grupo 1 – Controles (propileno glicol, v.o ou Mucolox gel via 

tópica n=6); Grupo 2 (4NQO) – SM-2 (25 μg/kg, v.o); Grupo 3 (4NQO) – SM-2 (gel 500 

μg/kg, via tópica) e o grupo 4 (4NQO) - sem receber o tratamento.   

O composto SM-2 foi diluído em salina 1% com Tween-80 para diluição. A 

solução-mãe foi armazenada no freezer -20˚ C em vial de vidro de 10 mL escurecido 

depois de preparada. Retiraram-se da solução-mãe alíquotas de 2,5 μL em microtubos de 

2 mL, feito em média 20 alíquotas para serem utilizadas uma por dia de experimento nos 

dias corridos do experimento, depois preparava-se mais alíquotas, de acordo, com os dias. 

A preparação da solução de trabalho era feita diariamente sendo retirada a alíquota com 

2,5 μL da solução-mãe de SM-2 e acrescentado 4,5 mL de salina. A substância passava 

pelo agitador para ser homogeneizada no microtubo âmbar de 5 mL, e, na sequência, era 

iniciada administração por via oral.  

O outro grupo tratado com SM-2 recebeu a solução homogeneizada como uma 

pomada para uso tópico, também eram retiradas alíquotas da solução mãe na dose de 

20μg+180μL de Mucolox, armazenada no tubo âmbar, levada para agitação e depois 

aplicada com auxílio de uma mini scoop em aço inoxidável para aplicar localmente na 

língua. 

Processamento da Análise macroscópica por imagens fotográficas da lesão e análise 

histológica 

       As imagens da língua foram adquiridas por fotografia ao longo do experimento e 

após a eutanásia e enviadas para dois patologistas especializados em medicina oral e 

patologia com foco na biologia celular do câncer.  Os mesmos avaliaram e classificaram 

as lesões em displasia leve, displasia moderada, displasia severa e/ou carcinoma de 

células escamosas (figuras 2A e 2B). Para análise histológica, a língua foi emblocada em 

parafina, e cortes seriados foram realizados no micrótomo. Os cortes (5 μm) foram 

corados com hematoxilina e eosina, e posteriormente analisados com intuito de verificar 

a presença de infiltrados de células inflamatórias (CHADWICK et al., 2021). 

 O tratamento com 4NQO formou lesões na superfície dorsal da língua visíveis 

por análise macroscópica e fotografias para auxiliar a quantificar o número de lesões 
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formadas na superfície dorsal da língua (SAGHEER et al.,2021; BISETTO et al., 2018; 

CURRY et al., 2013; TAN et al., 2020). 

Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). O teste 

de Shapiro-Wilk será utilizado para verificar se os dados de cada variável analisada 

apresentada com distribuição normal (dados paramétricos, teste para grupos com menos 

de 50 casos). Os valores de outliers foram retirados (quando ocorreram), por não 

representarem os resultados que o estudo tinha o objetivo de generalizar (p-valor >0.05 

para o teste de Shapiro-Wilk). Os dados paramétricos foram analisados através do teste 

de ANOVA de medidas repetidas. O pós-teste (post-hoc) para a ANOVA foi definido a 

partir da análise da homogeneidade de variâncias através do teste de Levene. Em caso de 

homogeneidade de variâncias (p-valor ≥ 0,05), foi definido como pós-teste para a 

ANOVA de medidas repetidas o teste de Tukey.  

 

RESULTADOS 

Peso Ponderal dos animais durante o experimento 

Na análise das alterações de peso dos animais durante o experimento, nenhuma 

diferença estatisticamente significativa pôde ser observada em relação ao grupo veículo 

(Fig. 2A e 2B), no modelo de carcinogênese induzida por 4NQO e durante o período de 

tratamento com SM-2 (via oral ou tópica) dos camundongos C57BL6. Todos os animais 

receberam uma mistura de ração em pó rica em proteína (18%) após o aparecimento das 

lesões. Utilizamos essa dieta rica em proteínas para evitar a degração da saúde geral, uma 

vez que o ato de roer o pellet de ração poderia induzir um comportamento doloroso. Essa 

dieta pode ter interferido com a perda de peso, por isso não observemos diferença entre 

os grupos. 

Os camundongos receberam 100μg/L de 4NQO diluído em 5mg/mL de 

propilenoglicol via água potável por 10 semanas, seguido por um período de mais 

12ºsemanas após 4NQO, no total de 22ª semanas de observação. Os pesos foram medidos 

semanalmente até o dia da eutanásia. Os dados estão apresentados nas em intervalos de 5 

semanas, e a cada 2 dias após a 25ª semana. Anova de medidas repetidas N.S.  
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FIG.2A – Gráfico 2A.  Análise ponderal SM-2 por via oral de camundongos induzidos à 

carcinogênese experimental por 4NQO.  

Legenda das imagens: Fig.2A- Peso corporal dos camundongos do grupo tratado SM-2 

oral (v.o), comparativo com grupo controle e veículo 4NQO. O gráfico corresponde os 

registros dos pesos dos camundongos, durante e após o tratamento com 4NQO.  

FIG.2B – Gráfico 2B. Análise ponderal SM-2 tópico local na língua de camundongos 

induzidos à carcinogênese experimental por 4NQO.  

 

Fig.2B- Peso corporal dos camundongos do grupo tratado SM-2 gel (tópico), comparativo 

com grupo controle e veículo 4NQO. O gráfico com os registros dos pesos dos 

camundongos, durante e após o tratamento com 4NQO. 

  

 

Análise macroscópica por imagens fotográficas da lesão e análise histológica 

Figura 3: Efeitos do tratamento com 4NQO em camundongos WT (C57BL/6). 
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 Fonte: Autor (a), 2022. Legenda da Fig.3. Registro das imagens representativas de 

língua e tecidos da língua de camundongos tiradas a partir 10ª semana após a suspensão 

do 4NQO. Durante o acompanhamento do tratamento com 4NQO, as imagens 

representam a 10ª semana, 14º após 4NQO até a 18ª semana após o uso do 4NQO e fim 

do tratamento com SM-2 dos animais na 10ªsemana após 4NQO, a partir da linha de base 

e no dia da eutanásia na 22ª semana do total de início do protocolo 4NQO. Os tecidos da 

língua foram retirados para análise macroscópica e morfohistopalógica (figura 4).  

Figura 4 – Análise Histopatológica das Lâminas do Experimento 4NQO 

 

Fonte: Autor (a), 2022. Fig.4. Legenda das Figuras – (A) a área focalizada por 

fotomicrografia mostra as células epiteliais escamosas completamente normais. (B) a área 

focalizada demonstra alterações displásicas leves e moderadas, que são consideradas de 

baixo grau essas alterações displásicas, que se estendem das camadas basais e parabasais 

até o ponto médio do revestimento epitelial, sendo caraterizada por Hipercromatismo 

nuclear, pleomorfismo e aglomerado celular. (C) nesta área focalizada tem nos tecidos 
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alto grau de displasia que se estendem por todo revestimento epitelial. (D) nesta área 

focalizada demonstra a invasão de células escamosas facilmente reconhecidas da lâmina 

própria para a camada mais profunda do tecido muscular. Todas as fotomicrografias 

acima das lâminas foram realizadas com microscópio Olympus BX51 e câmera SPOT 

RT3 utilizando o software básico SPOT 5.1 na ampliação total de 100X e 200X. As 

imagens correspondem à região de epitélio lingual de camundongos expostos ao 4-NQO. 

Coloração Hematoxilina e Eosina (H&E).                                                                                                                           

Análise dos escores das lâminas da língua 4NQO 

Nas tabelas 1A e 1B está a análise patológica qualitativa realizada em cortes da 

língua coradas em H&E, usando um microscópio de Luz DM2000 (Leica) em 100X 

ampliação total. Displasia e carcinoma foram pontuadas de acordo com a classificação 

descrita na literatura (NEVILLE et al., 2015).  

 

Tabela 1A - Frequência das lesões observadas na Língua do tratamento oral SM-2 

comparado ao grupo controle (4NQO). 

Diagnóstico 

Histopatológico  

Oral SM-2  

(4NQO) (n=9) 

Grupo controle 

(4NQO) (n=9) 

LG Displasia        4 (66,7%) 0(0%) 

DA Displasia  2(33,3%) 6(44,4%) 

CCE Invasivo 0(0%) 3(55,5%) 

 

Abreviações: LG, leve grau displasia; DA, alto grau displasia; CCE, carcinoma de 

células escamosas. Legenda da Tab. 1A– Análise patológica qualitativa realizada em 

Cortes da língua de camundongos H&E, no tratamento oral com SM-2, utilizando 

microscópio de Luz DM2000 (Leica) com ampliação total de 100X.  

Após a quantificação dos graus de displasia e carcinoma presentes na tabela 1A e 

1B, foi observada uma redução de 100% de CCE invasivo na língua de animais que 

receberam 4NQO e foram tratados com SM-2 oral, comparado aos animais dos grupos 

4NQO veículos/não-tratados.  
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Tabela 1B - Língua do tratamento tópico SM-2 (4NQO) 

Abreviações: LG, leve grau displasia; DA, alto grau displasia; CCE, carcinoma de 

células escamosas. Legenda da Tab. 1B – Análise patológica qualitativa realizada em 

Cortes da língua de camundongos H&E, no tratamento oral com SM-2, utilizando 

microscópio de Luz DM2000 (Leica) com ampliação total de 100X.Após a quantificação 

dos graus de displasia e carcinoma presentes na tabela 1A e 1B, foi observado 10% de 

CCE invasivo na língua de animais que receberam 4NQO tratados com SM-2 gel e os 

casos de Displasia Alta ou moderada em torno de 90%, quando comparado aos animais 

dos grupos 4NQO veículos/não-tratados que tinham 55% de CCE invasivos e apenas 

44,4% de DA displasia.  

DISCUSSÃO  

O modelo de carcinogênese oral, induzido por 4NQO, é capaz de produzir 

displasias e carcinomas de células escamosas. Apesar do desenvolvimento de métodos 

mais tecnológicos de indução, o produto químico 4-NQO ainda se destaca como a 

principal substância utilizada para estudos de CCE oral, com ativação de proto-oncogenes 

e estresse oxidativo na região oral, devido ao acúmulo de alterações genéticas geradas 

pela metilação de bases nitrogenadas, seguida de alterações epigenéticas, que, embora 

sejam reversíveis, acumulam-se à medida que a exposição à droga persiste no organismo, 

mimetiza as alterações nucleares geradas pelo tabaco (Alves J.M.S et al., 2021; ISHIDA 

et al., 2017; Urvalek et al., 2015; Wallenius&Lekholm, 1973; BAILLEUL et al., 1989).  

Como exemplo disso é a acetilação e a metilação de proteínas histonas, o que pode 

facilitar a transcrição de oncogenes (Li et al.,2020). O modelo escolhido no presente 

estudo corrobora os estudos mostrando a capacidade de indução de CCE invasivo em 

camundongos, bem como as alterações histopatológicas referentes ao uso do 4NQO (Li 

Diagnóstico 

Histopatológico 

Gel SM-2 

(4NQO) (n=9) 

Grupo controle  

(4NQO) (n=9) 

LG Displasia 0 (0%) 0(0%) 

DA Displasia 4(90%) 6(44,4%) 

CCE Invasivo 

 
1(10%) 3(55,5%) 
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et al., 2020). Sendo relevante para investigar a carcinogênese oral humana, incluindo o 

microambiente imune, e para avaliar agentes terapêuticos e quimiopreventivos (Bouaoud 

J et al.,2020).  Assim, como no contexto dos medicamentos utilizados para tratamento do 

câncer, o paclitaxel (Taxol®) destaca-se como o grande caso de sucesso da semissíntese. 

Este composto é um potente agente anticâncer, foi descoberto em 1971, por Monroe E. 

Wall e Mansukh C. Wani, sendo extraído das cascas da espécie Taxus brevifolia 

(Oliveira,2021; Xião; Morris-Natschke e Lee, 2016).  

O gênero Stemodia representado por cerca de 66 espécies distribuídas na Ásia, 

África, Austrália e América em áreas salinizadas. É um gênero de plantas de florescência, 

perenes com folhas dentadas e racemos de flores coloridas, que são geralmente, em tom 

roxo (HASSLER, 2017). Seus constituintes químicos apresentam grande variedade 

estrutural dentre os quais destacam-se os esteróides, flavonóides e terpenóides, 

principalmente diterpenos tipo estemodano. Seus compostos apresentam diversas 

atividades biológicas, como antimicrobiana, gastroprotetora, anti-inflamatória, antiviral e 

anticâncer (Oliveria,2021; Fernandes,2020; Azevedo,2019; Souza,2017; Silva, 2013; 

Lamm et al., 2006).  

Azevedo (2019) mostrou efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios do extrato 

etanoico das folhas de S. maritima e do diterpeno estemodina (Sm-1) em modelo de 

hipernocicepção inflamatória aguda na articulação temporomandibular (ATM) de ratos. 

Outro estudo foi utilizado dois derivados semissintéticos o SM-2 e SM-3, obtidos a partir 

de transformação química da Sm-1, um isolado da S. maritima Linn, em um modelo 

experimental de hipernocicepção inflamatória aguda na ATM de ratos induzida por 

formalina, que após o estudo realizado, constatou que os dois semissintéticos 

estemodanos apresentaram efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios também Diante 

da observância dos estudos de suas propriedades anti-inflamatórias e a pouca produção 

científica até o momento do novo composto diterpênico SM-2 (Fernandes,2020).  

Recentemente, ficou constatado que extratos hexânicos das folhas desta espécie 

exibe atividade gastroprotetora em ratos, aumentando a concentração de Óxido nítrico 

(NO) e glutationa reduzida e diminuindo os índices de mieloperoxidase nos tecidos 

avaliados. Os autores afirmam que tal atividade deve-se à presença de compostos 

fenólicos e triterpenos no extrato (SOUSA et al., 2021). 
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As análises estatísticas do registro semanal do peso corporal dos animais não 

foram observadas diferenças com relação ao peso dos animais ao longo das 28 semanas 

de avaliação. Entretanto, o grupo veículo tratado com gel ou salina/SM-2 apresentou um 

aumento de peso em média ao longo do tempo, porém esse dado não difere 

estatisticamente de nenhum dos grupos que receberão 4NQO tratados com SM-2 ou sem 

tratamento, diferente do que geralmente é relatado na literatura no uso do modelo. Isso 

pode ter acontecido devido ao uso de uma ração hiper proteica, bem como ao número de 

animais que desenvolveram apenas lesões displásicas leves, não desenvolvendo o CCE 

invasivo.   

Mostrando a eficácia desse modelo através das análises macroscópica e 

microscópica ao longo do protocolo experimental, foram encontradas alterações celulares 

displásicas progressivas à medida que a exposição ao carcinógeno parou na 10ª semana 

de indução 4NQO até à eutanásia, chegando a provocar CCE de língua no grupo controle 

positivo 4NQO e um alto grau de displasia em outros animais do mesmo grupo. 4- 

Observou-se que o grupo tratado com SM-2 por via oral apresentou um baixo grau de 

displasia em comparação ao controle positivo, e nenhum camundongo deste grupo 

desenvolveu CCE invasivo.  

Um estudo realizado em diferentes células de câncer expostas a 25 µg de diversos 

derivados análogos da estemodina demonstraram uma diminuição ou uma inibição da 

proliferação celular. Os mesmos autores investigaram também o potencial de inibição de 

ciclooxigenases e lipooxigenases, e alguns dos derivados análogos demonstraram 

efetividade em inibir a ciclooxigenases 1 e a lipooxigenases (Russel et al., 2011), o que 

poderia contribuir para um possível efeito anti-inflamatório da estemodina e de seus 

análogos. Em um outro estudo modelo experimental sobre a atividade citotóxica in vitro 

da Sm-1, das oximas-E/Z e seus ésteres, frente às linhagens de células cancerígenas 

humanas (PC3, HCT-116, HL60 e SNB-19), mostrou resultados promissores para os 

ésteres OX1-Z1, OXI-E1, OXI-E2 e OXI-E3, com percentuais de inibição de crescimento 

celular (≥75%) superiores à estemodina e ao controle positivo (doxurrubicina) em pelo 

menos uma das linhagens testadas (Oliveira, 2021).  

Algumas limitações foram encontradas no estudo, tais como: baixo número de 

animais por grupo, utilizamos apenas 5-6 animais por grupo e ainda ocorreram duas 

mortes ao longo do experimento, não relacionadas ao 4NQO. O início da administração 

do derivado semissintético (SM-2) tardio, visto que o tratamento foi iniciado na 8ª semana 

após a retirada do 4NQO, o que pode ter interferido com a ação protetora mais evidente 
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do SM-2. Ademais, o tempo de duração do experimento in vivo que esse tempo de 

observação poderia ser prolongado até 34ªsemanas. Sendo o período nas quais 

possivelmente os animais com alto grau de displasia poderiam desenvolver CCE invasivo, 

evidenciando melhores resultados no final do protocolo experimental para análise.  

Tornando importante na condução de estudos experimentais in vivo e in vitro que 

investiguem tal potencial farmacológico contribuindo para o surgimento de novas 

abordagens terapêuticas com uso do SM-2 e sua aplicabilidade terapêutica no câncer. 

 

CONCLUSÃO  

Estudos para bioprospecção de produtos à base de plantas com atividade 

biológicas ativas com ação ou potencial anticancerígena em sua constituição torna-se uma 

abordagem desejável para o manejo e tratamento do CCE, por diminuir riscos de reações 

adversas de toxicidade ao organismo humano. O tratamento com SM-2 50µg/kg v.o foi 

capaz de prevenir a transformação maligna de CCE reduzindo a gravidade da malignidade 

nas lesões displásicas na língua dos camundongos tratados com SM-2, administrado 

diariamente por 12 semanas foi capaz de prevenir a transformação maligna de células 

escamosas que induzem ao CCE. Instigando com isso, o desenvolvimento de novos 

estudos com SM-2 em uma dose maior ou por um tempo maior de duração do tratamento 

a fim de investigar todo potencial e mecanismo de ação para este efeito preventivo no 

CCE, evidenciado no presente estudo no tratamento oral. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

A espécie Stemodia maritima Linn. é uma planta popular conhecida no Nordeste 

brasileiro. Por meio de estudos do extrato etanólico das folhas S. maritima, foi capaz obter 

um derivado estemodano, a estemodina (Sm-1), biologicamente ativo, através do qual se 

obteve um novo diterperno bioativo isolado e purificado, denominado SM-2, alvo do 

presente estudo. O SM-2, portanto, despertou interesse no desenvolvimento de estudos 

para o tratamento de doenças de origem inflamatória, para dor aguda e crônica, e no 

câncer de língua em modelos animais com roedores. Os resultados no presente estudo no 

câncer de língua induzido quimicamente por 4NQO em camundongos mostraram que 

SM-2 via oral reduz CCE, sendo um agente promissor em sua terapêutica.  
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