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RESUMO: A doenca de Chagas (DC), causada por Trypanosoma cruzi, representa grandes
desafios devido a limitada eficacia das intervencdes terapéuticas existentes. Novos farmacos
para tratar DC sdo necessarios. Com isso, ha uma busca continua por novas alternativas
que possam servir para o tratamento da DC, sendo eficazes contra o parasito sem causar
toxicidade pelo uso a longo prazo. As benzoiltiouréias (BTU) sdo moléculas modificadas que
tém demonstrado efeitos tripanocidas em ensaios in vitro, inibindo a propagacéo de formas
tripomastigotas do T. cruzi, e tém se mostrado seguras por nao induzirem agées tumorigénicas
ou mutagénicas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar parametros bioquimicos (enzimas
hepaticas e renais) e fisiologicos (massa corporal e dos 6rgaos; figado e rins) em modelo
murino apoés o tratamento com diferentes concentracées de benzoiltiouréias 1p (BTU-1p).
Camundongos BALB/c machos foram tratados (via gavagem) com BTU-1p (12,5, 25,0
e 50,0 mg/kg) durante 30 dias (controles receberam agua; DMSO 2% - veiculo). Enzimas
hepaticas e renais, assim como a massa corporal, do figado e dos rins, foram avaliadas. A
quantificacdo de ALT, AST, gama GT, fosfatase alcalina, ureia, massa corporal, do figado e
dos rins apresentou resultados negativos para toxicidade. Satisfatoriamente, demonstramos
que a BTU 1p, quanto a sua toxicidade, € uma candidata para testes in vivo frente a DC,
podendo ser uma alternativa para o tratamento em monoterapia ou em terapia combinada.
PALAVRAS-CHAVE: Doenga de Chagas, Alternativa terapéutica, Benzoiltiouréia 1p, Dose-
resposta.

TOXICOLOGICAL EVALUATION OF TREATMENT OF BALB/c MICE WITH
BENZOILTHIOUREA 1p: BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL PARAMETERS

ABSTRACT: Chagas disease (CD), caused by Trypanosoma cruzi, represents significant
challenges due to the limited efficacy of existing therapeutic interventions. New drugs to
treat CD are necessary. As such, there is a continuous search for new alternatives that can
be effective against the parasite without causing long-term toxicity. Benzoiltiouréias (BTU)
are modified molecules that have demonstrated trypanocidal effects in in vitro assays,
inhibiting the propagation of T. cruzi tripomastigote forms, and have proven to be safe by
not inducing tumorigenic or mutagenic actions. The aim of this study was to characterize
biochemical parameters (hepatic and renal enzymes) and physiological parameters (body
mass and organ mass; liver and kidneys) in a murine model after treatment with different
concentrations of benzoiltiouréias 1p (BTU-1p). Male BALB/c mice were treated (via gavage)
with BTU-1p (12.5, 25.0, and 50.0 mg/kg) for 30 days (controls received water; 2% DMSO
- vehicle). Hepatic and renal enzymes, as well as body mass, liver mass, and kidney mass,
were evaluated. The quantification of ALT, AST, gamma GT, alkaline phosphatase, urea, body
mass, liver mass, and kidney mass showed negative results for toxicity. We have satisfactorily
demonstrated that BTU 1p, concerning its toxicity, is a candidate for in vivo tests against CD,
being a potential alternative for monotherapy or combined therapy.

KEYWORDS: Chagas disease, Therapeutic alternative, Benzoylthiourea 1p, Dose-response.
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INTRODUCAO

A Doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi (1). Como estratégia terapéutica ha disponibilidade de dois medicamentos no Brasil:
Benznidazol e Nifurtimox. No entanto, ambos possuem efeitos adversos proeminentes
e séo pouco eficazes na fase crénica da doenga, o que culmina em ampla desisténcia
do tratamento pelos pacientes, resultando na progressédo da doenca (2-4). Portanto, ha
uma necessidade critica de medicamentos novos, seguros e eficazes para o tratamento
da DC (5). Benzoiltiouréias (BTUs) sao derivados de tiouréia que apresentaram respostas
biologicas auspiciosas em testes in vitro com T. cruzi. Apés docking molecular, estima-
se que a BTU 1p interage com as enzimas cruzaina por ligacdes de hidrogénio ou se
coordenam com o ferro do grupo heme da C14-alfaesteroldesmetilase (CYP51), através do
oxigénio do grupamento carbonila. Como resultado da interagéo, pode-se haver inibicéo da
replicacdo e/ou mortalidade do parasito (6). Outrossim, ha necessidade de testes in vivo
para avaliar sua seguranca em modelo animal.

OBJETIVOS

Caracterizar parametros bioquimicos (enzimas hepéticas e renais) e fisiolégicos
(massa corporal e dos 6rgéaos; figado e rins) em modelo murino ap6s o tratamento com
diferentes concentragdes de benzoiltiouréias 1p.

METODOLOGIA

Para o ensaio dose-resposta foram utilizados camundongos BALB/c machos
com idade de 8 a 12 semanas (n = 7). Protocolos aprovados pelo Comite de Etica em
Experimentacéo Animal da UEL (CEUA 023.2022). Os camundongos foram tratados com
as concentragdes de 12,5, 25,0 e 50,0 mg/kg/animal durante 30 dias via gavagem (100
pL/dia). Grupos de animais controles receberam agua autoclavada em mesmo volume ou
dimetilsulféxido (DMSO) a 2% (veiculo).

Parametros bioquimicos

No dia 31° ap6s o tratamento, foi realizada a coleta de sangue por puncao cardiaca.
Os niveis ALT, AST, GGT, FA e ureia foram quantificados partir do soro utilizando-se os kits
comerciais e um analisador bioquimico por quimioluminescéncia da Dimension RxL Max

(Siemens Munique, Alemanha) conforme protocolo do fabricante.
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Avaliacao de massa corporal

Para avaliar a massa corporal, os animais dos diferentes grupos controles e
experimental foram pesados nos dias 7, 15 e 30. No 31° dia, os animais foram submetidos
a eutanasia, e a coleta de rins e figado foi realizada para a mensuragéo da massa corporal.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). A
significancia foi avaliada por ANOVA One-way ou Two-way, seguida pelo teste de multiplas
comparacoes de Tukey. Foram consideradas diferencas significativas os resultados com p
<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo de enzimas hepaticas e renais é importante para a seguranca
farmacologica. Dessa maneira, avaliamos a alanina aminotransferase (ALT), a aspartato
aminotransferase (AST), a gama glutamiltransferase (GGT), a fosfatase alcalina (FA) e a
ureia (Fig. 1A - E). Nossos resultados demonstram que o tratamento com benzoiltiouréias
1p em diferentes concentra¢des nao alterou as enzimas ALT e AST (Fig. 1A e 1B) quando
comparamos 0s animais tratados com os animais dos grupos controles (p = 0,05). Essas
enzimas (ALT e AST) sé@o importantes marcadores de extravasamento hepatico sérico,
sendo medidas no sangue periférico. Esse extravasamento pode ser ocasionado por
lesdo hepatocelular ou alteracdes na permeabilidade da membrana de hepatdcitos, que
podem ser geradas pela intoxicagdo medicamentosa. Esse conjunto de medidas fornece
de forma precisa a magnitude e extensdo de possiveis leses no figado, além de apontar o
desempenho adequado deste 6rgéo (7).
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Figura 1. Niveis sorologicos de enzimas hepaticas e renais. O monitoramento dos niveis sorologicos
de ALT (A) e AST (B) GGT (C), FA (D) e ureia (E) foram utilizados como indicativo de dano renal e
hepatico. Os resultados foram expressos com média + erro padrao (SEM). Os dados foram submetidos
ao ANOVA One-way seguido pelo pos-teste de Tukey, com p = 0,05.

Nossos resultamos demonstram que o tratamento com benzoiltiouréias em diferentes
concentragdes nao alteraram as enzimas GGT e FA (Fig. 1C e 1D) quando comparamos
0s animais tratados com os animais do grupo controle (p > 0,05). A dosagem de GGT e FA
séo fundamentais na analise hepatica ja que detecta a colestase hepatica, que consiste na
diminuicéo ou interrupgéo do fluxo biliar.

A ureia € um metabdlito produzido via ciclo da ornitina, através da aménia circulante.
Baixos niveis indicam que a conversdo de amoénia em ureia esta deficiente, sendo um
sinalizador de deficiéncia hepatica e renal. Em adicdo mostramos que o tratamento com
benzoiltiouréias 1p em diferentes concentragbes nao alteraram os niveis de ureia (Fig. 1E)
quando comparamos 0s animais dos grupos controles (p = 0,05). De maneira satisfatoria,
nossos resultados asseguram que as doses testadas (12,5, 25,0 e 50,0 mg/Kg) néo produzem
dano tecidual ou celular hepatico, bem como, néo interferem no funcionamento renal.

Visando compreender os efeitos fisioldgicos do tratamento com BTU 1p, analisamos
a massa corporal total, a massa dos rins e do figado. Nossos resultamos demonstram que
o tratamento com BTU 1p em diferentes concentragdes néo alterou a massa corporal total

ou dos 6rgaos (Fig. 2A, 2B e 2C) quando comparamos 0s animais tratados com os animais
do grupo controle (p = 0,05).
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Figura 2. Avaliagdo da massa corporal total e de 6rgdos. Massa corporal total (A), massa do figado (B)
e massa dos rins (C). A avaliagdo da massa foi utilizada como parametro fisiol6gicos para alteragdes
metabdlicas sistémicas ou localizadas. Os resultados foram expressos com média + erro padrao
(SEM). Os dados foram submetidos ao ANOVA One-way ou Two-way seguido pelo pds-teste de Tukey,
com p =0.05.

Dessa forma, demonstramos que as doses testadas de BTU 1p (com efeitos
tripanocidas comprovados), ndo foram capazes de induzir alteracdes metabdlicas
relacionadas a massa corporal ou aos 6rgdos avaliados. Em suma, os parametros
fisiologicos indicam a manutencdo da homeostase durante o periodo de exposicdo ao

farmaco, caracterizada pela preservacao renal, hepatica e corporal dos animais.
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CONCLUSOES

A doenca de Chagas carece de aperfeicoamento quimioterapico como medida
fundamental para evitar o abandono do tratamento pelos pacientes. Nossos resultados
em modelo animal séo pioneiros ao analisar a toxicidade de benzoiltiouréias em murinos.
Com isso, demonstramos que a BTU 1p foi capaz de preservar o bom funcionamento
hepatico e renal em todas as concentracdes testadas, em comparagdo com o grupo de
controle. Além disso, nossos resultados fisiologicos indicam que o composto nédo alterou
o metabolismo energético dos murinos durante o periodo de tratamento. Considerando a
intrinseca necessidade de novos medicamentos para a DC, este € um marco de grande
relevancia. Concluimos, portanto, que a BTU 1p, quanto a sua toxicidade, € uma candidata
para testes in vivo frente a DC, podendo ser uma alternativa ao tratamento em monoterapia
ou em terapia combinada.
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