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RESUMO

A doenca de Chagas destaca-se como um grave problema de saude publica e
gue afeta milhGes de pessoas em todo o mundo. No Brasil, o problema é
agravado, uma vez que o Unico farmaco disponivel para o manejo terapéutico
da doenca é o benznidazol. Mesmo assim, esse farmaco € considerado pouco
eficaz para o estagio cronico da doenca particularmente por estar associado a
efeitos colaterais severos. Dentro desse contexto, o desenvolvimento de novos
farmacos anti-Chagésicos é uma necessidade emergencial. Estudos recentes
de protétipos derivados de tiossemicarbazonas (LpQM9 e LpQM11) revelaram
potente atividade in vitro e in vivo frente a forma tripomastigota e amastigota do
Trypanosoma cruzi. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade n&o-clinica destes protétipos. Para a realizacdo deste trabalho,
foram realizados testes de toxicidade aguda e de doses-repetidas (28 dias) em
camundongos Swiss de ambos os sexos. No ensaio de toxicidade aguda
(DL50), a dose de 1 g/kg por via oral ndo produziu alteracdes na homeostasia
ou mortes em camundongos. Nos testes de toxicidade de doses repetidas por
28 dias, os prototipos LpQM9 e LpQM11 (30, 100 e 300 mg/kg) produziram
apenas variacdes pontuais nos indicadores hematolégicos e bioquimicos, no
entanto, permaneceram dentro dos parametros de referéncia para a espécie
estudada. Algumas alteragcbes também foram encontradas na analise
morfolégica microscopica dos figados e rins dos animais, no entanto, as
funcdes hepdtica e renal foram preservadas, evidenciadas pelos marcadores
bioquimicos. Dessa forma, conclui-se que os protétipos LpQM9 e LpQM11 por
via oral possuem baixa toxicidade em camundongos Swiss de ambos 0s sexos,

0 que demonstra serem compostos promissores para futuros ensaios clinicos.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Toxicidade. Dose Repetida.



ABSTRACT

Chagas disease stands out as a serious public health problem and affects
millions of people around the world. In Brazil, the problem is aggravated, since it
is a single drug for the therapeutic management of the disease and
benznidazole. Even so, this drug is poorly effective for the chronic stage of the
disease particularly because it is associated with severe side effects. Given this
scenario, the development of new anti-Chagas drugs is an emergency need.
Recent studies of prototypes derived from thiosemicarbazones (LpQM9 and
LpQM11) revealed potent in vitro and in vivo activity against the trypomastigote
and amastigote form of Trypanosoma cruzi. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the non-clinical toxicity of these prototypes. For the
accomplishment of this work, tests of acute toxicity and dose-repeated (28
days) in Swiss mice of both sexes were carried out. In the acute toxicity test
(LD50), the oral dose of 1 g/kg did not produce changes in homeostasis or
deaths in mice. In repeated dose toxicity tests for 28 days, the prototypes
LpQM9 and LpQM11 (30, 100 and 300 mg/kg) produced only slight variations in
the hematological and biochemical indicators, however, they remained within
the reference parameters for the species studied. Some alterations were also
found in the microscopic morphological analysis of the livers and kidneys of the
animals; however, the hepatic and renal functions were preserved, evidenced
by biochemical markers. Thus, it is concluded that the oral LpQM9 and LpQM11
prototypes have low toxicity in Swiss mice of both sexes, which proves to be

promising compounds for future clinical trials.

Key words: Chagas disease. Toxicity. Repeat Dose.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem dedicado grande atencéo
as doencas negligenciadas, dentre as quais, a doenca de Chagas destaca-se
como um grave problema de saude publica e que afeta milh6es de pessoas em
todo o mundo (COURA, 2007). Esta enfermidade € uma doenca tropical
parasitaria causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, o qual é
transmitido por meio de um inseto hematéfago triatomineo, através das suas
fezes infectadas (CDC, 2017).

A doenca de Chagas compreende uma fase aguda e outra crbnica. A
fase aguda compreende sinais como febre e inflamacdo e pode durar até 8
semanas, no entanto, a fase crénica pode persistir durante toda a vida do
hospedeiro e levar a complicacdes graves, como miocardiopatia dilatada e em
casos mais graves, até a morte (MARIN-NETO, 2010).

Considerada endémica em paises latino-americanos, a doenca de
Chagas se destaca como um importante problema de satde publica (PEREZ-
MOLINA, 2017). No Brasil, o problema € agravado, uma vez que o Unico
farmaco disponivel para 0 manejo terapéutico da doenca é o benznidazol
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Apesar de resultados efetivos na fase aguda
da doenca, este farmaco estad associado a um longo tratamento. Além disso,
esse farmaco é considerado pouco eficaz para o estagio crénico da doenca
particularmente por estar associado a efeitos colaterais severos (SOSA
ESTANI, 2006).

Segundos dados recentes da Food and Drug Administration (FDA,
2017), além dos efeitos adversos jA conhecidos como erupcfes cutaneas,
nauseas e contagem anormal de glébulos brancos, foi descoberto, por meio de
estudos nao-clinicos, que o benznidazol pode causar dano fetal quando
administrado durante a gestacdo, fator que restringe o tratamento nessa
populacdo. Estudos adicionais mostraram a capacidade do benznidazol em
causar dano hepatico e estresse oxidativo (PEDROSA, 2001). Diante deste
cenario, o desenvolvimento de novos protétipos a farmacos anti-Chagasicos é

uma necessidade emergencial.
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Compostos derivados das Aril-tiossemicarbazonas e Aril-4-tiazolil-
hidrazonas sao promissores agentes anti-Chagasicos (LIMA LEITE, 2006). Em
estudo recente, o0s prototipos derivados de Aril-4-tiazolil-hidrazonas,
denominados LpQM9 e LpQM11, produziram importante atividade in vitro e in
vivo frente a diferentes formas evolutivas do parasito do T. cruzi (OLIVEIRA
FILHO, 2015). No entanto, a seguranca de uso in vivo destes prototipos ainda
nao foi estabelecida.

Diante do exposto, tendo em vista que o Unico farmaco disponivel para o
tratamento da doenca de Chagas ndo apresenta eficacia contra as diferentes
fases da doenca e apresenta variados efeitos colaterais, considera-se
importante a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos com maior
efetividade e menor toxicidade. Sendo assim, considerando a relevancia desta
investigagao, este estudo pretende estabelecer as bases cientificas e avaliar a
possivel toxicidade n&o-clinica dos protétipos com atividade anti-Chagasica

(LpQM9 e LpQM11) a fim de determinar a sua seguranca do uso.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A doenga de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, é uma antropozoonose causada pelo protozoario flagelado
Trypanossoma cruzi. No século XX, essa doenca foi totalmente descrita, desde
0 seu agente causador, ciclo evolutivo e vetor, por um pesquisador brasileiro
chamado Carlos Chagas, sendo considerado um feito Unico na histéria da
medicina até os dias atuais (FIOCRUZ, 2017).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se
gue existam cerca de 6-7 milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi em todo
o mundo (Figura 1), sendo considerada uma doenca tropical negligenciada
(OMS, 2017). Doencas negligenciadas sédo aquelas causadas por agentes
infecciosos ou parasitas e sdo consideradas endémicas em populacdes de
baixa renda e aind apresentam indicadores inaceitaveis e investimentos
reduzidos em pesquisas, producdo de medicamentos e em seu controle
(FIOCRUZ, 2017). As doencas tropicais, como a doenca de Chagas, a malaria,
a doenca do sono (tripanossomiase humana africana, THA), a leishmaniose
visceral (LV), a filariose linfatica, a dengue e a esquistossomose continuam
sendo algumas das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo (OMS, 2017).

Apesar de ter sido descoberta ha mais de 100 anos, a doenca de
Chagas ainda € considerada endémica em paises latino-americanos, sendo
considerado um importante problema de salde publica (PEREZ-MOLINA,
2017).

No entanto, paises desenvolvidos, como os Estados Unidos da América,
também sdo acometidos pela doenca de Chagas, segundo dados da FDA,
estima-se que cerca de 300 mil pessoas estao infectadas com o protozoario no
pais e considera a migracdo um importante fator para disseminacdo da doenca

através das fronteiras geograficas (FDA, 2017).
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Figura 1. Distribuicdo de casos de infec¢ao por Trypanosoma cruzi, com base

nas estimativas oficiais e no status da transposi¢cao de vetores.
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Fonte: OMS, 2010 (adaptado).

O T. cruzi é transmitido por insetos da familia Reduviidae, principalmente
dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, sendo o Triatoma infestans
(Figura 2), mais conhecido como barbeiro, a principal espécie vetora desta
doenca (CDC, 2012). No entanto, a doenca de Chagas pode ser transmitida
por transfusdo sanguinea, contaminacdo vertical ou através do aleitamento
materno (SANTOS, 2003).

Figura 2. Triatoma infestans (barbeiro), principal vetor da doenca de Chagas.

Fonte: Minden pictures, 2015.

O ciclo de vida deste parasito € do tipo heteroxénico, multiplicando-se no
meio intracelular no hospedeiro vertebrado e no extracelular no intestino do
vetor invertebrado (Figura 3). A transmissdo do protozodrio pelo inseto ocorre

no momento do repasto sanguineo, onde o triatomineo libera as fezes
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infectadas com as formas tripomastigotas do T. cruzi, que podem invadir
através do local da picada ou mucosa. Apds sua entrada, as tripomastigotas
parasitam varias células do hospedeiro e se biotransformam nas formas
amastigotas, as quais sdo responsaveis pela multiplicagdo assexuada no
homem e aumento da carga parasitaria, pois podem novamente se transformar
em tripomastigotas que irdo destruir as células e invadir a corrente sanguinea,
podendo infectar novos tecidos ou até ser ingeridas por um inseto vetor. No
inseto, ocorre uma transformacédo para a forma de reproducdo assexuada,
denominada epimastigota e posteriormente para a tripomastigota, sua forma
infectante (PAL, 2011).

Figura 3. Ciclo biologico da doenca de Chagas
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Fonte: CDC, 2017.

A doenca de Chagas compreende uma fase aguda, que pode ser
assintomatica, e outra crénica. A fase aguda, que dura de 4-8 semanas, pode
apresentar sinais e sintomas que incluem febre, dores musculares, vémitos,
diarreia, inflamacdo no local da inoculacdo, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia (LARANJA, 1956; MARIN-NETO, 2010). Em individuos
imunocompetentes, a carga parasitaria diminui até niveis ndo detectaveis, no
entanto, caso o parasita ndo tenha sido completamente eliminado, a doenca
pode entrar na fase crénica, cuja duracdo pode persistir durante toda a vida do
hospedeiro (RASSI, 2010).
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A fase crbnica da doenca de Chagas também pode ser assintomatica,

no entanto, podem apresentar quadros de doencas graves e até levar a morte.
Algumas alteracdes patologicas sdo classicas nessa fase, tais como:
megacoélon, megaesbfago e miocardiopatia dilatada (MARIN-NETO, 2010). As
complicacdes cardiacas sdo as mais frequentes, mais graves e a principal
causa de morte em pacientes infectados pelo T. cruzi (RASSI, 2001).

O tratamento para a fase aguda da doenca de Chagas j4 estd bem
estabelecido, no entanto, ha controvérsias sobre a efetividade na fase cronica
(PEREZ-MOLINA, 2009). Atualmente, o benznidazol é o Gnico farmaco
disponivel para o tratamento desta doenca e estéa inserido na Relacéo Nacional
de Medicamentos Essenciais (RENAME), classificado como medicamento
estratégico (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

No entanto, além da pouca efetividade na fase crbnica da doenca, o
benznidazol apresentou varios efeitos adversos, tais como: hipersensibilidade,
mialgia, intolerancia digestiva, anorexia e depressdo da medula 6ssea (SOSA
ESTANI, 2013). Além disso, estudos pre-clinicos reprodutivos recentes revelam
gue o benznidazol pode causar alteracdes fetais graves, sendo assim, deve ser
utilizado com cautela durante a gestacao, visto que € o farmaco de referéncia

para tratamento de infec¢Bes congénitas (FDA, 2017).
2.2 Desenvolvimento de novas drogas anti-Chagasicas

Segundo dados da OMS (2017), apesar de sua relevancia, desde a sua
descoberta, em 1909, a doenca de Chagas ndo despertou muito interesse da
indastria para estudos de desenvolvimento de novas drogas, sendo
considerada uma doenca negligenciada. Apenas na década de 70, surgiram
dois compostos que apresentaram efetividade para esta doenca, sdo eles:
nifurtimox (Lampit®, BAYER) e benznidazol (Rochagan® ROCHE).

Atualmente, no Brasil, ambos foram descontinuados por seus
fabricantes. No entanto, no ano de 2003, o laboratério Roche cedeu os direitos
de fabricacdo ao governo brasileiro, que firmou uma parceria com o Laboratério
Farmacéutico Pernambucano (LAFEPE), que assumiu a producdo dos
comprimidos de benznidazol, sendo o Unico laboratério publico no mundo que
produz esse medicamento (LAFEPE, 2016).
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Desde entdo, o LAFEPE firmou parcerias com varias entidades

nacionais e internacionais comprometidas com o combate & doenca de
Chagas, como a Iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas
(DNDI), Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) e a Organizacdo dos

Médicos Sem Fronteiras (MSF).

Apesar do uso bem estabelecido do benznidazol, ainda h& algumas
barreiras no tratamento com este farmaco, como a baixa efetividade na fase
cronica da doenca e uma série de efeitos téxicos e mutagénicos, como citados
anteriormente e ainda somados com o desinteresse da industria farmacéutica

de estudar e desenvolver novos farmacos mais eficazes para esta doenca.

Ja esta bem descrito na literatura que compostos derivados das aril-
tiossemicarbazonas e aril-4-tiazolil-hidrazonas sdo promissores como agentes
anti-Chagasicos (LIMA LEITE, 2006). No entanto, o delineamento da pesquisa
para a eleicdo de um alvo molecular é uma etapa primordial, sendo assim, o
Grupo de Pesquisa de Quimica Medicinal da UFPE, elegeu a enzima cruzaina
do T. cruzi como alvo farmacolégico, visto que, ha evidéncias que indicam
claramente que esta proteina é um alvo farmacologico para compostos anti-
Chagasicos (URBINA e DOCAMPO, 2003).

Sendo assim, Oliveira-filho e colaboradores (2015), guiados por estudo
de “docking” molecular pela cruzaina, foi realizada uma triagem virtual dos
compostos mais ativos frente a enzima, sendo observados que derivados de
aril-4-tiazolil-hidrazonas seriam bastante promissores, pois foram observadas
importantes interacdes polares e hidrofobicas destes compostos com a
estrutura da cruzaina. Sendo assim, estas moléculas foram planejadas e em

seguida sintetizadas.

Da série de moléculas sintetizadas, os compostos foram testados “in
vitro” frente a forma tripomastigota do T. cruzi. Sendo os compostos LPgM9 e
LPgM11, foram os mais ativos de toda a série com ICso de 3,97 e 1,79 uM
respectivamente. Enquanto que a ICso do benznidazol foi de 10,61 pM. Os
derivados de maior atividade foram entéo foram selecionados para a realizacéo
de ensaios de infeccdo por amastigotas. Estes compostos foram efetivos em
reduzir 100% do numero de células infectadas e o niumero de amastigotas

intracelulares em cultura celular.
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Em todos os modelos testados, estes protétipos revelaram se mais

potentes e menos toxicos que o benznidazol, no entanto, a seguranca de uso in

vivo destes prototipos ainda néo foi estabelecida.
2.3 Avaliacéo toxicolégica

A avaliacdo da seguranca de uso € um processo fundamental para
registro de qualquer produto que possa oferecer um risco direto ou indireto a
saude, sejam eles medicamentos, alimentos ou agrotdxicos. No Brasil, a

ANVISA é o 6érgao responsavel pela regulamentacéo deste processo.

Em 2013, a ANVISA deu um grande passo a fim de orientar a conducao
dos estudos nao-clinicos quando publicou um documento denominado: “Guia
para a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca
farmacologica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos”, onde o
objetivo principal deste guia era favorecer uma padronizagdo para que 0S
testes fossem realizados de uma maneira harmonizada e cientificamente valida
(ANVISA, 2013).

Sendo assim, este guia tomou como base documentos de agéncias de
vigilancia ja reconhecidas pela comunidade académica global, como a Food
and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency (EMA) e ainda
instituicbes de interesse na area de toxicologia como a Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD) e a International Conference

on Harmonisation (ICH).

Diante disto, para registro de qualquer medicamento no Brasil, sdo
necessarios os dados de seguranca nao-clinica, que incluem estudos de
toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva,

tolerancia local, genotoxicidade e carcinogénese.

7

A toxicidade aguda ocorre quando € produzida por um produto
farmacéutico quando administrada em uma ou mais doses durante um periodo
nao superior a 24 horas (FDA, 1996). Os estudos de toxicidade aguda tém por
finalidade estimar a DLsp do produto e observar alteragdes fisiologicas ou
ponderais nos animais (OECD, 2008). Este teste € muito importante para
conhecer o poder lesivo dos compostos testados, sobretudo os mais toxicos,
visto que, uma pequena variacdo na dose administrada pode distinguir a

seguranca da letalidade.



22
Estudos de toxicidade de dose-repetida séo realizados para pesquisar

possiveis efeitos adversos de compostos quando administrados por um
determinado periodo. Por meio deste teste é possivel caracterizar o perfil
toxicologico do composto, identificando 6rgéos-alvo, alteracdes na fisiologia do
animal e parametros bioquimicos, hematologicos e histopatoldgicos (OECD,
2008).

Os estudos de toxicidade reprodutiva buscam avaliar a seguranca de
uso de produtos durante a gestacdo, analisando o desenvolvimento pré e pés-
natal e embriofetal, incluindo analises teratogénicas ésseas e viscerais.
Também estdo incluidos nesses estudos a avaliacdo da performance
reprodutiva feminina e masculina, onde serdo analisadas alteracdes na

fertilidade, libido e leséo a 6rgédos reprodutivos (OECD, 2015).

A avaliacdo de tolerancia local ocorre em locais do corpo que, por
ventura, poderdo entrar em contato com o produto, em funcdo da sua forma
farmacéutica e aplicacéo clinica. Os testes efetuados nessa andlise incluem:
Testes de tolerancia no local de administracéo, toxicidade sistémica, tolerancia

para vias especificas e potencial de sensibilidade (EMA, 2001).

Os estudos de genotoxicidade sao testes in vitro e in vivo que buscam
investigar mutacdes e/ou danos ao material genético (ICH, 2011). Os testes de
carcinogenicidade buscam investigar compostos que por meio de um longo
periodo de exposicdo, podem causar o desenvolvimento de tumores (OECD,
1981).

Diante do exposto, pode-se inferir a importancia dos testes toxicologicos
nao-clinicos para o estudo de novas drogas, sobretudo, pois fazem parte da
cadeia de desenvolvimento de farmacos. Sendo assim, considerando a
relevancia desta investigacdo, este estudo pretende estabelecer as bases
cientificas e avaliar a possivel toxicidade nao-clinica dos prototipos com
atividade anti-Chagasica (LpQM9 e LpQM11l) a fim de determinar a sua

seguranca do uso.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Avaliar a toxicidade ndao-clinica dos protétipos com atividade anti-
Chagésica LpQM9 e LpQM11.

3.2 Objetivos especificos

e Estimar a toxicidade aguda (DLso) por via oral dos protétipos LPgM9 e

LPgM11 em camundongos Swiss de ambos 0s sexos;

e Caracterizar 0s possiveis efeitos toxicos da administracdo de doses
repetidas (28 dias), por via oral, dos protoétipos (LPgM9 e LPgM11) sobre

0s parametros ponderais de camundongos Swiss de ambos 0s sexos;

e Avaliar a toxicidade n&o-clinica dos protétipos (LPgM9 e LPgM11),
mediante tratamento de doses repetidas (28 dias), por via oral, sobre os
parametros bioquimicos e hematolégicos de camundongos Swiss de

ambos 0S sexos;

e Verificar os efeitos do tratamento de doses repetidas (28 dias), por via
oral, dos protétipos (LPgM9 e LPgM11l) sobre a morfologia macro e

microscopica dos orgaos de de camundongos Swiss de ambos 0s sexos.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas, com massa
corpérea 25 - 30g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais receberam agua e dieta
(Presence, Paulinea, Sdo Paulo, Brazil) ad libitum e foram mantidos em
condi¢gdes ambientais normais (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura 22 + 2°C.
Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité
de Etica e Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco,
processo n° 23076.041290/2013-13 de acordo com o Instituto Nacional de guia
de saude para o cuidado e uso de animais de laboratorio.

4.2 Avaliagéo toxicolbégica

Os testes de toxicidade seguiram os protocolos norteadores da
Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 407,
421 e 423).

4.2.1 Toxicidade aguda (DLso)

Foi usado o procedimento Up and Down (OECD 421). Trés grupos de
camundongos fémeas (n=5/grupo) foram privadas de racdo por 8h e em
seguida receberam por via oral (1,0 g/kg) dos protétipos LpQM9 e LpQM11 ou
veiculo (sol. aquosa de Kolliphor® 0,5% - 0,1mL/10g). Apds a administracao,
0s animais foram observados individualmente durante os primeiros 30 minutos
e a cada hora durante as primeiras 6h e diariamente por um periodo de 14
dias. Os camundongos foram observados diariamente quanto a mortalidade,
consumo de racdo e agua, variacdo de massa corporal, sinais clinicos de
toxicidade e alteracBes gerais de comportamento, tais como piloerecéao,

salivacdo excessiva e sangramento (MALONE, 1977).
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4.2.2 Toxicidade de dose-repetida (28 dias)

Catorze grupos de camundongos de ambos 0s sexos (n=5/grupo/sexo)
foram distribuidos aleatoriamente e receberam, por via oral, durante 28 dias
consecutivos (OECD 407) com os prototipos LpQM9 e LpQM11 (30, 100 e 300
mg/kg) e veiculo (sol. aquosa de Kolliphor® 0,5% - 0,1mL/10g). Durante o
periodo experimental, os consumos de agua, racdo e massa corporal dos
animais foram registradas semanalmente. Os animais foram avaliados quanto a
atividade comportamental, com a finalidade de detectar a presenca de sinais
clinicos de toxicidade como piloerecdo, diarreia e alteracbes na atividade
locomotora. Ao final do periodo de administracéo, os animais foram submetidos
a prévio jejum de 12h e em seguida, sob anestesia com xilazina + ketamina (6
+ 60 mg/kg, i.p.) foi obtida a coleta de sangue por puncéo cardiaca. O sangue
foi coletado em dois tipos de tubo: o primeiro com ac. etileno-diamino-tetra-
acético (EDTA) para determinacdo dos parametros hematologicos e o segundo
sem anticoagulante para determinacdo dos parametros bioquimicos (LIMA et
al., 2009).

4.2.3 Avaliacdo dos parametros hematologicos

Na avaliacdo hematolégica os parametros: eritrécitos, hemoglobina,
hematdcrito, indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos
(RDW), plaguetas e leucécitos foram determinados imediatamente apds a
coleta com auxilio de analisador automatico de células hematoldgicas (ABX®).
A contagem diferencial de leucécitos (neutrofilos, eosindfilos, basofilos,
linfocitos e mondcitos) foi realizada em extensfes coradas com sistema
reagente panotico rapido. Em cada ensaio, 100 células foram contadas (LIMA
et al., 2009).
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4.2.4 Avaliagdo dos Parametros bioquimicos

Para determinacdo bioquimica, o sangue coletado foi centrifugado a
1480 g durante 10 minutos para obtencdo do soro (LIMA et al., 2009), em
seguida, foram determinados o0s niveis de glicose, ureia, creatinina,
ureia/creatinina, aminotransferases (AST e ALT), acido Urico, bilirrubina total e
direta, proteinas totais, albumina, triglicerideos e colesterol total por meio do
analisador automatico Vitros 300 (Ortho Clinical Diagnostics, Nova Jersey,
EUA) com sistemas comerciais da Jonhson and Jonhson (Nova Jersey, EUA).

4.2.5 Andlise macroscopica dos 6rgaos

Imediatamente ap0s a coleta de sangue, 0os animais foram submetidos a
eutanasia por excesso de CO: e a necropsia foi realizada para avaliacao da
morfologia macroscopica externa dos oOrgaos: coracdo, pulmao, figado, rins,
glandulas adrenais, timo, testiculos e prostata (machos) ou ovarios e utero
(fémeas). Esses tecidos foram cuidadosamente removidos, dissecados e
tiveram suas massas Umidas determinadas em balanca analitica (LIMA et al.,
2009). Os resultados foram expressos em termos de massa absoluta (g) e

relativa (% de massa corporal).

4.2.6 Analise histopatoldgica

Amostras de figado e rins, provenientes dos grupos experimentais,
foram preservadas em formaldeido a 10% tamponado por 24 horas. Logo
apos, foram lavadas em solucdo tampédo, desidratadas em alcool em série
crescente de concentracdo e incluidas em glicol metacrilato historesina da
Leica (Wetzlar, Alemanha). Os cortes de 4 um foram obtidos em micrétomo
Leica (Wetzlar, Alemanha) modelo RM 2245 equipado com navalha de vidro,
distendidos em agua destilada e colocados sobre laminas, levados para
secagem em estufa a 60°C por 1 minuto e submetidos as técnicas de
coloracdo pela Hematoxilina - Eosina (H.E). As laminas em duplicatas/animal
foram analisadas em microscopio de luz, da marca Leica modelo DM500 e
fotografadas mediante o0 uso de camera Leica modelo EC3 acoplada ao
microscoépio, bem como do software Leica Application Suite (LAS) EZ para
analise histopatologica (ALMEIDA et al., 2014).
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4.3 Anédlise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.)
ou mediana. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
Prism 5.0®. A homogeneidade das variancias foi testada pelo método de
Bartlett. Se a variancia foi homogénea, os dados foram analisados por ANOVA,
seguido, quando necessario, pelo teste de Tukey. Quando os dados nao
assumiram distribuicdo normal foram empregados os testes ndo paramétricos
de Kruskall-Wallis, quando aplicavel. O nivel de significancia para rejeicdo da
hip6tese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade aguda

Observou-se que os prototipos LpQM9 e LpQM11 na dose de 1 g/kg nao
produziram sinais de toxicidade aguda visiveis ou morte nos animais tratados.

Nenhuma alteracdo significativa na ingestdo de alimentos e de agua ou
no ganho de massa corporal foram registradas durante os 14 dias de
observacéo.

5.2 Toxicidade de dose repetida

Nenhum sinal de toxicidade ou morte foi registrado durante os 28 dias de
administracao oral dos prototipos LpQM9 e LpQM11 (30, 100 e 300 mg/kg) nos
animais em ambos o0s sexos. Como pode ser observado nas figuras 4 a 7, ndo
houve alteracdo nos consumos de agua e racao, exceto para o LpQM11 (30 e
100 mg/kg) em camundongos machos que induziram maior consumo de racao
em todo o periodo de administracdo. O ganho de massa corporal dos
camundongos ndo foi modificado pela administracdo de LpQM9 e LpQM11
(Figuras 8 e 9), exceto para o LpQM11 (30 e 100 mg/kg) que induziram maior

ganho de massa corporal.
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Figura 4. Efeito da administragdo por via oral de LpQM9 sobre o consumo de
agua em camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) durante 28 dias
consecutivos.
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Os valores representam as médias + e.p.m. (n= 5/grupo/sexo). O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
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Figura 5. Efeito da administragéo por via oral de LpQM11 sobre o consumo de
agua em camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) durante 28 dias

consecutivos.
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Os valores representam as médias + e.p.m. (n = 5/grupo/sexo). O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
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Figura 6. Efeito da administragéo por via oral de LpQM9 sobre o consumo de
racdo em camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) durante 28 dias

consecutivos.
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Os valores representam as médias + e.p.m. (n = 5/grupo/sexo). O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
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Figura 7. Efeito da administracao por via oral de LpQM11 sobre o consumo de
racdo em camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) durante 28 dias
consecutivos.
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Os valores representam as médias * e.p.m. (n = 5/grupo/sexo).

Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey, *p < 0,05). O grupo controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
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Figura 8. Efeito da administracao por via oral de LpQM9 sobre o ganho de
massa corporal em camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) durante 28
dias consecutivos.
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Os valores representam as médias + e.p.m. (n = 5/grupo/sexo). O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
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Figura 9. Efeito da administracdo por via oral de LpQM11 sobre o ganho de
massa corporal em camundongos Swiss machos (A) e fémeas (B) durante 28
dias consecutivos.
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Os valores representam as médias * e.p.m. (n = 5/grupo/sexo).

Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey, *p < 0,05). O grupo controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
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5.3 Parametros hematoldgicos

A influéncia do tratamento com LpQM9 sobre os parametros
hematolégicos de camundongos machos e fémeas s&8o mostrados
respectivamente nas tabelas 1 e 2. Pode-se notar que nos machos ocorreram
apenas variacbes pontuais mostrando um discreto aumento nos parametros
RDW (30 e 100 mg/Kg) e no numero de plaquetas (100 mg/Kg) e nas fémeas
ocorreu um pequeno aumento no indice hematimétrico CHCM (100 e 300
mg/Kg) e na contagem diferencial de bastdes (30 e 100 mg/Kg).

Ja para o prototipo LpQM11 (Tabelas 3 e 4) ocorreu um aumento nos
camundongos machos para plaquetas (100 e 300 mg/Kg) e diminuicdo no
numero de linfécitos (300 mg/Kg). Nas fémeas registrou-se um aumento
pontual nos valores de plaquetas (30 mg/Kg) e contagem diferencial dos
bastdes (100 mg/kg) e diminuicdo na percentagem de linfécitos (100 mg/kg).
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Tabela 1. Efeito do LpQM9 sobre os parametros hematologicos de

camundongos Swiss machos tratados por via oral durante 28 dias

consecutivos.
Parametros Controle LpQM9 LpQM9 LpQM9

30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Eritrécitos (10%/uL) 7,31+0,38 7,01 £0,51 6,54 + 0,46 6,60 £ 0,62
Hemoglobina (g/dL) 9,90 + 1,02 10,20 + 1,34 9,74 + 0,82 9,34+ 1,26
Hematocrito (%) 36,54 + 3,47 36,20 + 4,09 33,86 + 2,64 32,68 + 4,26
VCM (fL) 49,46 *+ 2,65 51,18 £ 1,96 51,62 £ 0,74 48,58 + 2,52
HCM (pg) 13,38 £ 0,81 14,38 + 0,83 14,82 + 0,37 13,84 £ 0,76
CHCM (g/dL) 27,00 + 0,42 28,00 + 0,65 28,70 + 0,33 28,52 + 0,37
RDW (%) 13,04 £ 0,78 16,63 + 0,26* 15,78 + 0,34* 14,18 + 1,00

Plaguetas (10%uL) 720,00 + 42,12 891,70 + 188,00 1030,00 + 60,88* 894,80 + 62,15

Leucocitos (10%/uL) 6,52 + 0,69 4,80 +1,19 10,42 £ 2,35 5,70+1,15
Bastdes (%) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 =+ 0,00 0,00 £ 0,00
Segmentados (%) 24,00 + 3,66 41,00 + 6,37 30,20 + 11,16 30,20 £ 11,16
Eosinofilos (%) 1,20 £ 0,37 0,60 + 0,40 1,40+0,24 1,60 +0,24
Linfocitos (%) 71,00 + 3,96 57,80 +4,91 67,00 + 4,25 73,40 £ 6,07
Monécitos (%) 3,20+ 0,37 2,80 £ 0,37 3,20+ 0,58 2,20+ 0,37

Os valores representam a média + e.p.m. de 5 camundongos. Determinacdes obtidas em
aparelho ABX. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média,
CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. RDW: amplitude de distribui¢&o dos
glébulos vermelhos. A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada sobre extensbes
sanguineas coradas com sistema reagente pandptico rapido, onde 100 células foram
analisadas para cada experimento. O grupo controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo poés-teste de Tukey,
*p<0,05).
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Tabela 2. Efeito do LpQM9 sobre os parametros hematologicos de

camundongos Swiss fémeas tratadas por via oral durante 28 dias consecutivos.

Parametros Controle LpQM9 LpQM9 LpQM9
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Eritrécitos (10%uL) 7,38 +£0,3513 6,72 £0,77 6,82 £ 0,19 6,80 £ 0,18
Hemoglobina (g/dL) 10,92 + 0,48 9,42 + 1,61 10,26 + 0,48 10,50 + 0,29
Hemato6crito (%) 39,26 £ 1,62 33,52 £ 5,45 35,04 £1,74 1,74+ 0,92
VCM (fL) 53,22 £ 0,65 48,70 £ 2,93 51,26 £1,44 51,34 £ 0,40
HCM (pg) 14,80 + 0,20 13,60 + 0,94 14,98 £ 0,38 15,44 + 0,24
CHCM (g/dL) 27,82 £0,15 27,90 + 0,64 29,30+ 0,13* 30,06 + 0,28**
RDW (%) 14,16 + 0,54 13,22 + 0,88 14,74 + 0,39 14,48 + 0,36

Plaquetas (10%/uL)

Leucdcitos (10%/uL)

Bastdes (%)

Segmentados (%)

Eosinofilos (%)

Linfécitos (%)

Monacitos (%)

530,80 + 81,13 852,00 +4,77

6,54 + 0,634
0,00 + 0,00
12,80 +£ 1,02
1,40 £ 0,50
87,40 +1,93

1,80 £ 0,58

9,00 £ 0,32
0,00 + 0,00
37,00 + 3,64***
2,00 +£0,40
61,00 + 5,87

2,50+ 0,64

766,40 + 88,10
6,58 + 1,02
0,00 = 0,00

31,20 + 2,99***
1,80 £ 0,37
68,60 + 5,10

1,20 £ 0,20

673,80 + 35,69
6,32 +0,75
0,00 = 0,00
19,00 + 1,73
1,80 £ 0,20
77,40 + 3,23

1,60 £ 0,24

Os valores representam a média = e.p.m. de 5 camundongos. DeterminacBes obtidas em
aparelho ABX. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média,
CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. RDW: amplitude de distribuicdo
dos glébulos vermelhos. A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada sobre extensdes
sanguineas coradas com sistema reagente panoptico rapido, onde 100 células foram
analisadas para cada experimento. O grupo controle recebeu Kolliphor® como veiculo. Grupos
estatisticamente diferentes do grupo controle (ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey,
*p<0,05, **p <0,01 e **p<0,001.



38

Tabela 3. Efeito do LpQM11 sobre os parametros hematoldgicos de

camundongos Swiss machos tratados por via oral durante 28 dias
consecutivos.
Parametros Controle LpQM11 LpQM11 LpQM11
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg

Eritrocitos (10%/uL) 7,31+0,38 7,68 £ 0,30 5,96 £ 0,59 6,20 £ 0,53
Hemoglobina (g/dL) 10,36 + 0,65 11,00 + 0,49 8,86 + 0,90 9,46 £ 0,76
Hematocrito (%) 38,88 + 1,59 39,82 +0,84 33,84 + 2,05 34,40 £ 1,46
VCM (fL) 49,46 + 2,65 49,94 + 0,77 50,34 + 0,75 50,60 + 1,66
HCM (pg) 13,38+ 0,81 14,30+ 0,18 14,82 + 0,10 13,63 £ 0,70
CHCM (g/dL) 27,00 £ 0,42 28,12 £ 0,31 27,62 £ 0,27 26,93 £ 0,57
RDW (%) 14,56 + 0,46 15,30+ 0,30 14,22 + 0,33 15,88 + 0,25

Plaquetas (10%/uL)

Leucdcitos (10%/uL)

Bastdes (%)

Segmentados (%)
Eosinofilos (%)
Linfécitos (%)

Monacitos (%)

6,52 + 0,69
0,00 + 0,00
26,20+ 2,47
1,50 £ 0,28
71,00 + 3,96

3,20 + 0,37

720,00 +42,12 871,00 + 14,84

8,94 + 0,88
0,00 + 0,00
18,72 +1,76
2,60+0,74
73,40 + 3,77

2,00 +0,54

937,00 + 95,24*

8,12 +1,20
0,00 =+ 0,00
21,04 +3,11
0,80 = 0,37
80,32 + 3,23

2,60+0,24

1034,00 * 37,55*

23,57 4,74
0,00 = 0,00
40,90 + 2,77
0,75+0,47
55,25 + 3,63*

2,25 +0,62

Os valores representam a média = e.p.m. de 5 camundongos. DeterminacBes obtidas em
aparelho ABX. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média,
CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. RDW: amplitude de distribuicdo
dos glébulos vermelhos. A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada sobre extensdes
sanguineas coradas com sistema reagente pandptico rapido, onde 100 células foram
analisadas para cada experimento. O grupo controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey,

*p<0,05).
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Tabela 4. Efeito do LpQM11 sobre os parametros hematologicos de

camundongos Swiss fémeas tratadas por via oral durante 28 dias consecutivos.

Parametros Controle LpQM11 LpQM11 LpQM11
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Eritrocitos (10%/uL) 7,38 £0,35 7,06 £ 0,25 6,96 + 0,68 6,95 + 0,66
Hemoglobina (g/dL) 10,92+0,48 10,50 + 0,29 10,72 + 0,87 10,75 + 0,59
Hematocrito (%) 39,26 + 1,62 35,92 +1,39 39,00 +2,41 39,48 + 0,89
VCM (fL) 53,22 + 0,65 50,82 + 0,49 48,90 + 2,50 48,73 + 3,82
HCM (pg) 14,80 + 0,20 14,88 + 0,15 14,36 + 0,66 14,43 + 0,50
CHCM (g/dL) 27,82 +0,15 29,30+ 0,38 29,46 + 0,36 30,00 + 1,74
RDW (%) 14,16 +0,54 14,60 + 1,38 13,60 + 1,06 12,55 + 1,13

Plaquetas (10%/uL)

Leucdcitos (10%/uL)

Bastdes (%)

Segmentados (%)

Eosinofilos (%)
Linfécitos (%)

Monacitos (%)

530,80 +£ 81,13 750,00 + 37,86*

6,54 + 0,63
0,00 + 0,00
12,80 +£ 1,02
1,60 +£ 0,40
87,40 +1,93

1,40+0,24

6,62 + 0,49
0,00 + 0,00
14,40 £ 1,36
1,40 £ 0,40
82,00 +2,72

1,80 £ 0,20

625,60 + 17,00
7,85+0,41
0,00 = 0,00

28,20 + 3,03**
1,200 = 0,20

68,60 + 5,10**

1,20 £ 0,20

691,00 + 29,00
8,47 +0,59
0,00 = 0,00
19,20 £ 2,17
1,80 £ 0,20
77,40 + 3,23

1,60 £ 0,24

Os valores representam a média = e.p.m. de 5 camundongos. DeterminacBes obtidas em
aparelho ABX. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média,
CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. RDW: amplitude de distribuicdo
dos glébulos vermelhos. A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada sobre extensdes
sanguineas coradas com sistema reagente panoptico rapido, onde 100 células foram
analisadas para cada experimento. O grupo controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey,

*p<0,05 e **p<0,01).
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5.4 Parametros bioquimicos

O grupo de camundongos machos que receberam o composto LpQM9
apresentaram reducao significativa no valor de glicose, creatinina, bilirrubina
total e indireta para a dose de 30 mg/kg, triglicerideos e colesterol total na dose
de 100 mg/kg e GGT para as doses de 100 e 300 mg/kg (Tabela 5). Nas
fémeas ocorreu do aumento significativo da glicose e diminuicdo da bilirrubina
total em todas as doses de LpQM9, além disso, aumento o colesterol total na
dose de 100 mg/kg (Tabela 6).

O composto LpQM11 induziu nos camundongos machos um aumento
estatistico no valor de glicose e colesterol total na dose de 100 mg/kg e GGT
em todos 0s grupos experimentais. Ainda ocorreu diminuicdo dos niveis de
bilirrubina direta nas doses de 30 e 100 mg/kg (Tabela 7). Nas fémeas
registrou-se também aumento nos niveis de glicose em todas as doses e
colesterol total na dose de 100 mg/kg. Pode-se observar também uma
diminuicdo da enzima aspartato amino-transferase (AST) nas doses de 30 e
300 mg/kg (Tabela 8).
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Tabela 5. Efeito do LpQM9 sobre os parametros bioquimicos de camundongos

Swiss machos tratados por via oral durante 28 dias consecutivos.

Parametros Controle LpQM9 LpQM9 LpQM9

30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Glicose (mg/dL) 97,67 +7,57 171,30 + 22,04* 83,50 + 8,51 132,00 + 11,72
Ureia (mg/dL) 51,75 = 3,86 52,00 £ 4,54 34,75+ 0,75 55,05 +4,48
Creatinina (mg/dL) 0,18 + 0,02 0,32 +0,04* 0,26 + 0,02 0,20 + 0,04
AST (U/L) 248,00 + 25,62 168,30 + 19,06 342,30 £ 13,12 381,30 £ 9,35
ALT (UL) 50,25 + 4,58 46,00 £ 1,51 48,25 + 4,38 44,00 £ 2,00
GGT (U/L) 2,50+0,28 2,25+0,25 4,80 £ 0,37** 4,50 £ 0,64*
LDH (U/L) 2931,00 + 174,60 2601,00 + 246,20 2910,00 + 140,30 2537,00 * 68,21
Acido drico 2,00 £ 0,36 1,50 £ 0,28 3,20 + 0,37 2,60+ 0,24
Bilirrubina total 0,17+ 0,00 0,11 +0,01* 0,15+0,01 0,17 +0,01
Bilirrubina direta 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00 0,05+ 0,00
Bilirrubina indireta 0,11 + 0,00 0,05 + 0,00* 0,09 + 0,00 0,12 + 0,00
Proteinas totais 4,56 + 0,26 4,42 £ 0,23 4,70 £ 0,28 4,10 £ 0,19
Albumina 3,23+0,14 3,02 +0,04 3,18 £+ 0,12 3,50+0,24
Triglicerideos 81,65 +6,14 74,00 + 5,56 137,3 + 21,68* 76,33 £ 2,84
Colesterol total 66,60 + 2,08 78,75 + 3,06 95,75 £ 5,73*** 68,33 £ 2,84
Fosfatase alcalina 260,70 £ 29,36 294,7 + 25,69 136,50 £ 13,41 288,30 + 38,08

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais. As dosagens foram obtidas em
aparelho analisador automatico Vitros 300 (Ortho Clinical Diagnostics) com sistemas
comerciais da Jonhson and Jonhson. AST: Aspartatato aminotransferase, ALT: Alanina
aminotransferase, GGT: gama glutamil transferase e LDH: Lactato desidrogenase. O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo. Estatisticamente diferente do grupo controle
(ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).
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Tabela 6. Efeito do LpQM9 sobre os parametros bioquimicos de camundongos

Swiss fémeas tratadas por via oral durante 28 dias consecutivos.

Parametros Controle LpQM9 LpQM9 LpQM9
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Glicose (mg/dL) 97,00 + 3,87 172,30 + 18,19* 188,80 + 17,75** 172,70 + 10,27*
Ureia (mg/dL) 40,25 + 3,79 49,00 + 5,49 46,50 + 3,59 42,00 £ 5,58
Creatinina (mg/dL) 0,25 + 0,05 0,22 + 0,03 0,28 £ 0,02 0,36 £ 0,16

AST (U/L)

ALT (U/L)

GGT (U/L)

LDH (U/L)

Acido drico
Bilirrubina total
Bilirrubina direta
Bilirrubina indireta
Proteinas totais
Albumina
Triglicerideos
Colesterol total

Fosfatase alcalina

235,00 + 11,53
48,60 £ 4,71
2,25+ 0,62

2935,00 + 73,27
1,40 + 0,24
0,31 +0,02
0,06 +0,01
0,25+0,01
5,42 +0,47
3,47 + 0,09
88,67 +2,90
64,75+ 4,76

260,30 + 3,18

262,80 + 30,50
43,40 + 5,68
2,33+ 0,66

2750,00 + 202,70
1,75+ 0,25
0,19 + 0,01**
0,05+ 0,00
0,14 + 0,01
5,42 + 0,36
3,05+0,12
81,33 +4,80
69,00 + 6,33

296,00 + 30,81

275,70 + 27,94
50,75 + 3,22
2,33+0,33

2693,00 + 129,60
1,75+0,25
0,18 £ 0,01**
0,03 +0,00
0,15+ 0,00
5,33 +0,37
3,02 £ 0,06
81,33 + 8,19
86,00 +1,87*

248,70 + 24,17

206,30+ 26,40
43,00 + 2,64
2,25+0,25

2891,00 + 143,00
1,50 + 0,28

0,17 £0,01**
0,05+0,01
0,12+0,01
5,20+ 0,27
3,32+0,13
69,50 + 7,80
75,00 + 3,10

315,30 + 30,66

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais. As dosagens foram obtidas em
aparelho analisador automatico Vitros 300 (Ortho Clinical Diagnostics) com sistemas
comerciais da Jonhson and Jonhson. AST: Aspartatato aminotransferase, ALT: Alanina
aminotransferase, GGT: gama glutamil transferase e LDH: Lactato desidrogenase. O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo. Estatisticamente

(ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05 e **p<0,01).

diferente  do grupo controle
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Efeito do LpQM11 sobre os parametros bioquimicos de

camundongos Swiss machos tratados por via oral durante 28 dias
consecutivos.
Parametros Controle LpQM11 LpQM11 LpQM11
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Glicose (mg/dL) 97,67 £ 7,57 93,50 £ 8,21 165,00 + 12,26*** 128,30 + 9,38
Ureia (mg/dL) 51,75 + 3,86 47,60 + 4,55 47,20 + 3,02 54,65 + 5,31
Creatinina (mg/dL) 0,18 + 0,02 0,32+ 0,04 0,26 + 0,02 0,20 £ 0,04

AST (U/L)

ALT (U/L)

GGT (U/L)

LDH (U/L)

Acido drico
Bilirrubina total
Bilirrubina direta
Bilirrubina indireta
Proteinas totais
Albumina
Triglicerideos
Colesterol total

Fosfatase alcalina

248,00 + 25,62 252,30 £ 24,78

50,25 + 4,58 38,20 * 3,83
2,50+ 0,28 6,25 £ 0,47%

2931,00 + 174,60 2408,00 + 218,30

2,00 + 0,36 2,00+0,31
0,17 + 0,00 0,09 +0,01
0,06 + 0,00 0,06 + 0,00
0,11 + 0,00 0,03 +0,01**
4,56 + 0,26 4,70 + 0,12
3,23+0,14 3,15+ 0,08
81,65 + 6,14 71,67 +6,74
66,60 + 2,08 83,50 + 3,75
260,70 + 29,36 211,30 + 5,73

335,30 + 18,65
54,65 + 2,56
4,40 + 0,24**

2910,00 + 140,30
1,50 + 0,28
0,13+0,01
0,07 £ 0,00
0,04 +0,01*
4,37 +0,14
3,20+ 0,10
99,67 +5,81

105,80 + 11,05***

264,80 + 22,61

227,70 £ 16,19
42,25 +2,21
4,25 + 0,25*

2437,00 68,69

2,00 £0,25
0,16 £ 0,01
0,05+ 0,00
0,11 +0,01
4,20 + 0,20

3,30 +0,23

85,00 + 5,68
63,00 + 5,27

242,30 £ 21,17

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais. As dosagens foram obtidas em
aparelho analisador automatico Vitros 300 (Ortho Clinical Diagnostics) com sistemas
comerciais da Jonhson and Jonhson. AST: Aspartatato aminotransferase, ALT: Alanina
aminotransferase, GGT: gama glutamil transferase e LDH: Lactato desidrogenase. O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo. Estatisticamente diferente do grupo controle
(ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).
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Tabela 8. Efeito do LpQM1l1 sobre os parametros bioquimicos de

camundongos Swiss fémeas tratadas por via oral durante 28 dias consecutivos.

Parametros Controle LpQM11 LpQM11 LpQM11
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Glicose (mg/dL) 97,00 + 3,87 160,00 + 13,32** 197,30 + 16,70** 177,20 £ 6,80***
Ureia (mg/dL) 40,25 + 3,79 49,65 + 1,88 44,00 + 1,29 43,00 + 2,94
Creatinina (mg/dL) 0,25 + 0,05 0,12 + 0,02 0,16 £ 0,04 0,15+ 0,02

AST (U/L)

ALT (U/L)

GGT (U/L)

LDH (U/L)

Acido drico
Bilirrubina total
Bilirrubina direta
Bilirrubina indireta
Proteinas totais
Albumina
Triglicerideos
Colesterol total

Fosfatase alcalina

235,00 + 11,53
48,60 £ 4,71
2,25+ 0,62

2935,00 + 73,27
1,40 + 0,24
0,31 +0,02
0,06 +0,01
0,25+0,01
5,42 +0,47
3,47 + 0,09
88,67 +2,90
64,75+ 4,76

260,30 + 3,18

157,30 + 13,88**
38,20 + 3,83
3,75+0,47

2508,00 + 126,80
1,60 +0,24
0,27 +0,05
0,05+0,01
0,22 + 0,04
5,22+0,28
3,00 +0,16
78,67 +5,81
69,00 + 6,33

256,00 + 11,53

206,30 + 10,14
54,75 + 2,56
2,75+0,47

2549,00 + 221,40
1,50 + 0,28
0,28 + 0,04
0,05+0,01
0,23 +0,03
5,37 £ 0,26
3,30 +0,23
82,67 + 6,96
86,00 +1,87*

241,70 + 27,02

155,80 + 9,36**
42,25 +2,21
2,50 +0,28

3328,00 + 300,10
1,75 +0,25
0,30 £ 0,02
0,05+0,01
0,25+0,01
5,20+0,24
0,37 +0,17
79,50 + 5,56
75,00 + 3,10

259,70 £ 15,19

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais. As dosagens foram obtidas em
aparelho analisador automatico Vitros 300 (Ortho Clinical Diagnostics) com sistemas
comerciais da Jonhson and Jonhson. AST: Aspartatato aminotransferase, ALT: Alanina
aminotransferase, GGT: gama glutamil transferase e LDH: Lactato desidrogenase. O grupo
controle recebeu Kolliphor® como veiculo. Estatisticamente diferente do grupo controle
(ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).
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5.5 Morfologia macroscépica

A andlise macroscopica mostrou que o LpQM9 nao modificou as massas
absolutas e relativas dos diversos tecidos de camundongos machos estudados,
contudo nas fémeas houve aumento relativo do percentual da massa do
pulmdo (100 e 300 mg/kg) e glandulas adrenais em todas as doses
administradas (tabelas 9 e 10). O efeito do LpQM11 nos animais machos na
dose de 300 mg/kg aumentou massa percentual do coragdo, pulméo, figado e
rins e ainda a massa absoluta do figado, enquanto a dose de 30 mg/kg
aumentou a massa das glandulas adrenais, a dose de 100 mg/kg n&o produziu
nenhuma alteracdo. Verificou-se também uma diminuicdo da massa absoluta e
relativa das glandulas adrenais das fémeas em todas as doses administradas
(tabelas 11 e 12).
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Tabela 9. Efeito do LpQM9 sobre as massas absoluta (g) e relativa (%) dos
tecidos de camundongos Swiss machos tratados por via oral durante 28 dias
consecutivos.

Tecidos Controle LpQM9 LpQM9 LpQM9
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Coragdo (g) 0,15+0,01 0,13+ 0,01 0,16 £ 0,02 0,16 £ 0,01
Coragdo (%) 0,39+0,01 0,35+ 0,01 0,42 £ 0,02 0,42 +0,03
Pulmao (g) 0,18 £ 0,02 0,16 + 0,01 0,19+ 0,01 0,22 +0,02
Pulmao (%) 0,47 £0,02 0,43 £ 0,02 0,50 + 0,05 0,56 + 0,08
Figado(g) 1,40+0,11 149+008 141+0,14 1,63+0,08
Figado (%)  3,70+0,20 3,97 £0,08 3,34+0,25 4,15+0,26
Rins (g) 0,45 £+ 0,03 0,38 £ 0,02 0,48 £ 0,02 0,47 £ 0,02
Rins (%) 1,19 £ 0,02 1,03+0,01 1,28 £ 0,02 1,19+ 0,03

Adrenais (g)

0,014 +0,002 0,012 +£0,003 0,013 +0,002 0,012 + 0,003

Adrenais (%) 0,037 £0,001 0,030 + 0,003 0,034+0,002 0,030 +0,002

Timo (g) 0,07+001 0,05+001 005+0,01 0,050,001
Timo (%) 0,180,01  0,13+0,01 0,13+001  0,12+0,02
Testiculos () 0,22+0,01  0,18+0,01 022+001 0,22+0,01
Testiculos (%) 0,58+0,04 0,49+0,05 058+0,08 0,56+ 0,07
Epididimo (g) 0,06+0,01  0,04+0,00 005+001 0,05+0,01
Epididimo (%) 0,15+0,02 0,10+0,01  0,13+0,04 0,12 +0,05

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais por grupo.

O grupo controle recebeu Kolliphor® como veiculo.
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Tabela 10. Efeito do LpQM9 sobre as massas absoluta (g) e relativa (%) dos
tecidos de camundongos Swiss fémeas tratadas por via oral durante 28 dias

consecutivos.
Tecidos Controle LpQM9 LpQM9 LpQM9
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Coracao (g) 0,15+0,01 0,12+0,01 0,12+0,01 0,15+0,01
Coragéo (%) 0,39 £ 0,03 0,36 + 0,07 0,37 £ 0,04 0,46 £ 0,02
Pulmao (g) 0,16 + 0,02 0,14 + 0,01 0,20 £ 0,02 0,23+0,01
Pulméao (%) 0,42 £ 0,08 0,42 + 0,09 0,62 £0,06* 0,70 +0,07*
Figado (g) 1,55 + 0,05 1,47 + 0,10 1,66 +0,11  1,71+0,08
Figado (%) 4,12 + 0,03 4,44 + 0,09 5,22 +0,09 5,25 + 0,06
Rins (g) 0,38 £ 0,02 0,36 £ 0,04 0,33+0,01 0,33+0,01
Rins (%) 1,01+ 0,03 1,08 + 0,04 1,03+ 0,03 1,01 + 0,03
Adrenais (g) 0,03+0,01 0,01 +£0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00

Adrenais (%) 0,079 + 0,005

Timo (g)
Timo (%)

Ovarios (g)

Ovarios (%)

Utero (g)
Utero (%)

0,072 + 0,008
0,19 + 0,05

0,044 + 0,008

0,11 + 0,04

0,122 + 0,018

0,32 + 0,09

0,21 +0,01

0,046 + 0,004

0,13 +0,01

0,069 + 0,005

0,20 + 0,03

0,026 + 0,003™ 0,032 + 0,002"70,034 + 0,004™
0,071 + 0,007

0,066 + 0,006 0,067 + 0,003

0,20 £ 0,04

0,20+ 0,03

0,034 + 0,002 0,037 + 0,004

0,10 £ 0,03

0,11 + 0,05

0,127 +0,017 0,128 +0,010

0,39 £0,03

0,39+ 0,04

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais por grupo.

Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05 e

*p<0,001).
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Tabela 11. Efeito do LpQM11 sobre as massas absoluta (g) e relativa (%) dos
tecidos de camundongos Swiss machos tratadas por via oral durante 28 dias

consecutivos.

Tecidos Controle LpQM11 LpQM11 LpQM11
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Coragdo (g) 0,15+0,01 0,17 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,30 £ 0,01
Coracéo (%) 0,39 £0,05 0,45+0,12 0,58 £0,11 0,97 £0,11*
Pulmdo (g) 0,18 £0,02 0,18 £ 0,01 0,21 £ 0,02 0,23+ 0,02
Pulmao (%) 0,48 £+ 0,04 0,48 £ 0,11 0,68 +0,05 0,79 +0,09*
Figado (g) 1,40 +0,14 1,86 + 0,18 1,54 +0,15 2,42 +0,24*
Figado (%) 3,72+0,38 5,01 £ 0,37 4,63+0,43 8,37 +0,68*
Rins (g) 0,45 £+ 0,03 0,38 £ 0,02 0,38 £ 0,02 0,54 £ 0,05
Rins (%) 1,19+ 0,15 1,02 + 0,07 1,23 + 0,06 1,87 +£0,17*
Adrenais (g) 0,014 +0,002 0,040 + 0,005** 0,014 +£0,004 0,026 + 0,007
Adrenais (%) 0,037 +0,11 0,107 +0,00 0,045 +0,006 0,090 + 0,009
Timo (g) 0,081 +0,009 0,063 +0,007 0,055+0,004 0,063 0,007
Timo (%) 0,21 +£0,03 0,16 +£ 0,02 0,17 + 0,03 0,21 £ 0,04
Testiculos (g) 0,281 +£0,056 0,209 £0,013 0,211 +0,005 0,249 £0,013
Testiculos (%) 0,74 +0,06 0,56 + 0,09 0,68 + 0,07 0,86 + 0,08
Epididimo (g) 0,075+ 0,010 0,051+0,005 0,064 +0,004 0,072+ 0,004
Epididimo (%) 0,19 £ 0,07 0,13 +£0,02 0,20 + 0,03 0,25+ 0,07

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais por grupo.

Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05 e

*+*p<0,01).
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Tabela 12. Efeito do LpQML11 sobre as massas absoluta (g) e relativa (%) dos
tecidos de camundongos Swiss fémeas tratadas por via oral durante 28 dias

consecutivos.
Tecidos Controle LpQM11 LpQM11 LpQM11
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
Coracéao (g) 0,15+0,01 0,14 + 0,01 0,13+0,01 0,15+ 0,03
Coragdo (%) 0,39 +0,04 0,38 £ 0,03 0,39+ 0,01 0,34 £0,01
Pulmao (g) 0,16 £ 0,01 0,21 +0,01 0,16 £ 0,01 0,19 £ 0,01
Pulméao (%) 0,42 £ 0,03 0,58 + 0,04 0,48 £ 0,01 0,44 £ 0,01
Figado (g) 1,55 + 0,05 1,47 0,10 1,66 0,11 1,71 +0,08
Figado (%) 4,10+ 0,49 4,08 £ 0,34 5,00 £ 0,42 3,96 £ 0,30
Rins (g) 0,38 £ 0,02 0,36 £ 0,04 0,33+0,01 0,33+0,01
Rins (%) 1,00+ 0,01 1,00 £ 0,09 0,99 £+ 0,01 0,76 £ 0,01
Adrenais (g) 0,024 £0,005 0,005 + 0,004** 0,004 + 0,001*** 0,007 + 0,002*
Adrenais (%) 0,065 * 0,004 0,016 +0,001* 0,012 +0,007* 0,016 + 0,003*
Timo (g) 0,17 +0,01 0,15+0,01 0,14 + 0,01 0,14 + 0,01
Timo (%) 0,45+ 0,03 0,41+0,01 0,42 + 0,04 0,32 + 0,03
Ovérios (g) 0,042 + 0,009 0,048 = 0,004 0,038 + 0,009 0,032 + 0,004
Oviérios (%) 0,114 £0,011 0,130 + 0,022 0,114 + 0,012 0,072 +£ 0,004
Utero (g) 0,12 + 0,01 0,12 + 0,01 0,17 + 0,03 0,14 + 0,02
Utero (%) 0,31 +0,03 0,33 +0,02 0,51 +0,05 0,32+0,01

Os valores representam a média + e.p.m de 5 animais por grupo.

Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey, *p<0,05 e

*p<0,001).
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5.6 Andlise histopatoldgica

A analise histopatolégica dos 6rgdos dos camundongos machos indicou
uma congestdo da veia centro lobular no figado dos animais de todos os
grupos experimentais que receberam o prototipo LpQM9 e ainda um discreto
infiltrado inflamat6rio no grupo da maior dose (Figura 10). Na investigacdo
histopatolégica renal (Figura 11), foram observadas uma degeneracdo do
epitélio colunar e congestdo vascular em todos o0s grupos, como também
reducdo do espaco capsular (grupos 30 e 100 mg/Kg) e ainda
hipercelularidade, indicativo de glomerulonefrite (grupos 300 mg/kg).

Em relacdo as fémeas, a analise histopatolégica do figado (Figura 12)
apresentou uma congestao da veia centro lobular em todas as doses que
receberam o LpQM9, além de desorganizacdo dos corddes e hepatocitos
(grupo 30 mg/Kg) e uma reacéao inflamatéria local (grupos 100 e 300 mg/Kg).
Nos rins, foi possivel observar uma reducdo no espacgo capsular e congestéo
capilar em todos os grupos, degeneracao do epitélio simples (grupos 100 e 300
mg/Kg) e hipercelularidade glomerular (300 mg/kg) (Figura 13).

Os animais machos que receberam o LpQM11 apresentaram congestdo na
veia centro lobular no figado em todos grupos e ainda uma reacgao inflamatoria
local nas maiores doses (Figura 14). Nos rins, foi possivel o observar uma
reducdo do espaco capsular (grupo 30 mg/kg), desorganizacdo do epitélio
colunar simples (grupo 100 mg/kg) e ainda um infiltrado inflamat6rio com
aumento de glomérulo, indicativo de glomerulonefrite (grupo 300 mg/kg),
conforme pode ser observado na Figura 15.

A andlise do figado das fémeas que receberam o LpQM11 mostrou uma
congestdo da veia centro lobular e reacdes inflamatdrias locais em todas as
doses administradas, além disso, a maior dose provocou uma aparente
esteatose microvesicular (Figura 16). A analise dos rins permitiu verificar uma
desorganizacao do epitélio colunar simples apenas nos grupos que receberam
a menor dose do protétipo LpQM11 e uma reducdo do espaco capsular nos
grupos que receberam a menor dose e a dose intermediaria. Os grupos em que
foram administradas as maiores doses apresentaram degeneracdo leve do
epitélio colunar e apenas na maior dose foi possivel observar capilares

congestionados e hipercelularidade (Figura 17).
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Figura 10. Fotomicrografias do figado de camundongos machos dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM9 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Parénquima hepatico e veia centro lubular bem preservados (asterisco); (B)
Congestdo da veia centro lobular (asterisco); (C) Congestdo da veia centro
lobular (asterisco); (D) Infiltrado inflamatério discreto (cabeca de seta) e
congestéao da veia centro lobular (asterisco).
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Figura 11. Fotomicrografias dos rins de camundongos machos dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM9 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Epitélio simples cubico dos tdbulos contorcidos e glomérulo bem
preservados (asterisco). (B) Degeneracao do epitélio simples colunar dos
tubulos contorcidos (cabecas de seta), congestdo vascular (seta), além de
reducdo acentuada do espaco capsular (asterisco). (C) Degeneracédo leve do
epitélio simples colunar dos tubulos contorcidos (setas tracejadas), reducéo do
espaco capsular acentuada (cabeca de setas) e congestéo vascular (setas). (D)
Degeneracao leve do epitélio simples colunar dos tubulos contorcidos (cabeca
de seta), capilares congestionados (setas tracejadas) e hipercelularidade leve
nos glomérulos indicando glomerulonefrite (asterisco).
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Figura 12. Fotomicrografias do figado de camundongos fémeas dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM9 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Parénquima hepatico e veia centro lubular bem preservados apesar da
congestdo aparente da veia (asterisco); (B) Congestdo da veia centro lobular
(asterisco) e desorganizacdo dos cordfes de hepatdcitos no parénquima
(setas); (C) Congestdo da veia centro lobular (asterisco) e reacao inflamatorio
focal discreta (cabecas de seta); (D) Infiltrado inflamatério discreto (cabeca de
seta) e congestao da veia centro lobular (asterisco).
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Figura 13. Fotomicrografias dos rins de camundongos fémeas dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM9 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Epitélio simples cubico dos tubulos contorcidos e glomérulo bem
preservados (asterisco); (B) Reducdo do espaco capsular (asterisco) e
capilares congestionados (setas tracejadas); (C) Degeneracéo leve do epitélio
simples colunar dos tdbulos contorcidos (setas), reducdo do espaco capsular
(cabeca de seta), capilares congestionados (setas tracejadas) e aumento do
glomerulo (asterisco); (D) Degeneracdo moderada do epitélio simples colunar
dos tubulos contorcidos (setas), reducéo do espaco capsular (cabeca de seta),
capilares congestionados (seta tracejadas) e hipercelularidade glomerular
(asterisco).
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Figura 14. Fotomicrografias do figado de camundongos machos dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM11 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Parénquima hepatico e veia centro lubular bem preservados; (B) Congestao
da veia centro lobular (asterisco); (C) Congestdo da veia centro lobular
(asterisco) e reacdo inflamatério focal discreta (cabeca de seta); (D) Infiltrado
inflamatério moderado (cabeca de seta) e congestdo da veia centro lobular
(asterisco).
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Figura 15. Fotomicrografias dos rins de camundongos machos dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM11 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Epitélio simples cubico dos tubulos contorcidos (cabeca de seta) e
glomérulo bem preservados (asterisco); (B) Reducdo do espaco capsular
(setas); (C) Desorganizacéao do epitélio simples colunar dos tubulos contorcidos
(cabecas de seta) e da reducdo glomerular; (D) Infiltrado inflamatério (cabeca
de seta) e glomérulo aumentado indicando possivelmente glomerulonefrite
(asterisco).
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Figura 16. Fotomicrografias do figado de camundongos fémeas dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM11 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Parénquima hepatico e veia centro lubular bem preservados; (B) Congestao
da veia centro lobular (asterisco) e reacao inflamatério focal discreta (cabeca
de seta); (C) Congestédo da veia centro lobular (asterisco) e reacao inflamatério
focal discreta (cabeca de seta); (D) Infiltrado inflamatério moderado (cabeca de
seta); congestdo da veia centro lobular (asterisco) e aparente esteatose
microvesicular (seta).
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Figura 17. Fotomicrografias dos rins de camundongos fémeas dos grupos
controle (A) e grupos experimentais que receberam LpQM11 nas doses de 30
mg/kg (B), 100 mg/kg (C) e 300 mg/kg (D).

(A) Epitélio simples cubico dos tubulos contorcidos e glomérulo bem
preservados; (B) Desorganizacdo do epitélio simples colunar dos tudbulos
contorcidos (cabecas de seta), além da reducdo do espaco capsular (setas);
(C) Degeneracao leve do epitélio simples colunar dos tubulos contorcidos
(cabecas de seta) e reducdo do espaco capsular (asterisco); (D) Degeneracao
moderada do epitélio simples colunar dos tubulos contorcidos (cabeca de seta),
capilares congestionados (setas tracejadas) e hipercelularidade leve nos
glomérulos indicando possivelmente glomerulonefrite (asterisco).
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6 DISCUSSAO

Apesar da sua relevancia, a doenca de Chagas nédo conseguiu despertar
grande interesse das industrias farmacéuticas e do meio académico, como
relatado por Ferreira (2012). Apesar disso, os estudos sobre essa doenca vém
avancando, sobretudo apds o sequenciamento do genoma do T. cruzi que
permitiu a identificacdo de varios alvos biolégicos para o desenvolvimento de
novas drogas (MOREIRA, 2009).

Du e colaboradores (2002) descreveram alguns derivados
tiossemicarbazénicos capazes de inibir a proteina cruzaina e ainda possuiam
atividade tripanocida in vitro, frente a células de mamiferos infectadas. Este
estudo estabeleceu bases importantes para pesquisas de estrutura-atividade
de compostos anti-Chagasicos. Posteriormente, Lima Leite e colaboradores
(2006) relataram que compostos da classe das 4-tiazolinonas foram ativos
contra T. cruzi em ensaios in vitro e ndo apresentaram toxicidade nas

concentracdes testadas.

Baseado nesses estudos, Oliveira Filho e colaboradores (2015)
realizaram um planejamento estrutural para a sintese de compostos inéditos
derivados de 4-tiazolidinonas, bem como sua avaliacdo farmacoldgica e
docking molecular. Os resultados demonstraram que 0s prototipos,
denominados LpQM9 e LpQML11, obtiveram uma maior afinidade pela enzima
cruzaina e ainda apresentaram atividade tripanocida frente as formas
epimastigota e amastigota do parasito, se estabelecendo como promissores

candidato a farmacos anti-Chagasicos.

A avaliacdo toxicologica € a medida da capacidade de determinado
composto de causar quaisquer lesdes, seja ela local ou sistémica. Nenhuma
substancia estéd livre de causar efeitos adversos, no entanto, devem ser
estabelecidos os niveis de seguranca para a sua administracdo. Sendo assim,
durante o desenvolvimento de novos farmacos, os testes de toxicidade sdo de
fundamental importancia (OGA, 2014).

Neste estudo, os compostos LpQM9 e 11 ndo produziram quaisquer

sinais de toxicidade ou morte nos animais durante o periodo de observacéo e
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ainda ndo ocoreu nenhuma alteracao significativa no consumo de massa, agua
ou racdo, no experimento de toxicidade aguda. Sendo assim, a DLso ndo pode
ser estimada e é possivelmente superior a 1,0 g/kg, o que sugere inicialmente
baixa toxicidade.

O ganho ponderal de massa corpérea e o consumo de agua e racao,
sdo importantes indices da saude geral do animal, sendo assim, a diminui¢ao
destes parametros durante a administragdo de um composto, sao fortes
indicadores de toxicidade (JAHN e GUNZEL, 1997).

A administracdo oral das doses repetidas dos compostos testados,
LpQM9 e LpQM1l1l, em camundongos de ambos 0s sexos nao causou
nenhuma morte ou quaisquer sinais que indique toxicidade. Em relagéo
consumo de agua, racao e ganho de massa, também nao foram alterados, no
entanto, foi possivel observar um aumento no consumo de racdo e ganho de
massa em camundongos machos que receberam as doses de 30 e 100 mg/kg

do grupo LpQM11. Provavelmente, estes fenbmenos estao relacionados.

Sendo assim, pode-se considerar que 0s protétipos apresentam baixa
toxicidade sistémica, evidenciado pela baixa influéncia nos parametros

ponderais dos animais testados.

O estudo das alteragcbes hematoldgicas € importante para revelar
efeitos adversos causados por xenobidticos, além disso, por meio desta
avaliacdo em animais, é possivel prever efeitos toxicos em humanos (OLSON
et al., 2000).

Em relacdo aos parametros hematolégicos, apesar das alteractes
pontuais que ocorreram nos animais e ambos 0s sexos que receberam o
LpQM9 (CHCM, RDW, numero de plaquetas e bastdes) e LpQM11 (Numero de
plaquetas, bastbes e linfocitos), essas diferencas se encontram dentro do
intervalo de referéncia para a espécie (HARKNESS et al., 2010), logo, pode-se
sugerir que ndo ocorreram efeitos toxicos hematoldgicos relacionados com a

administracdo dos compostos em estudo.

No que diz respeito aos parametros bioquimicos, também houve
alteracdes significativas nos animais que receberam os dois compostos, no

entanto, também foram consideradas pontuais e estdo dentro do intervalo de
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referéncia para a espécie (HARKNESS et al., 2010), sendo assim, s&o

consideradas de pouca relevancia clinica.

A avaliacdo da massa absoluta e relativa dos 6rgdos dos animais que
receberam o LpQM9 nédo apresentou nenhuma alteragdo nos machos, no
entanto, nas fémeas, permitiu observar poucas alteracées como o0 aumento da
massa percentual dos pulmdes nas duas maiores doses e diminuicdo

percentual das adrenais em todas as doses administradas.

Nos animais que receberam o LpQM11, também se observou alteracdes
nas massas nos animais machos que receberam a dose de 300mg/kg, sendo
as massas percentuais do coracdo, pulméo, figado e rins e a massa absoluta
do figado aumentadas, em comparacgao ao grupo controle. A dose de 30 mg/kg
também induziu alteragdes, provocando um aumento na massa absoluta das

adrenais, enquanto a dose de 100 mg/kg néo apresentou diferencas.

Estes fenbmenos devem ser investigados mais profundamente, visto
gue, podem indicar alguma complicacéo local. No entanto, isoladamente nao
apresentam relevancia clinica, devendo, portanto, ser associados aos

resultados apresentados pelas andlises bioquimicas e morfologicas.

No exame morfolégico macroscopico, ndo foram observados quaisquer
sinais anormais e/ou alteracdes na cor, textura nos 6rgaos analisados. Porém,
no estudo morfolégico microscopico hepatico e renal, foram observadas
algumas alterac6es nos camundongos de ambos 0s sexos que receberam os

prototipos, como podem ser observadas nas figuras de 10 a 17.

A investigacdo da morfologia microscopica hepaticas dos animais que
receberam o protétipo LpQM9, revelaram uma congestao da veia centro lobular
em ambos 0s sexos e ainda discreto infiltrado inflamatério nos machos e
desorganizacao dos corddes hepatécitos e uma reacao inflamatéria no figado
das fémeas. No entanto, nenhum marcador bioquimico ou alteracfes de massa
foram observados em todos os grupos, indicando que apesar das alteracdes

encontradas, ndo ocorreu comprometimento da funcao hepatica.

Na analise dos figados provenientes dos animais dos grupos que

receberam o LpQM11, pode-se observar alteragGes similares as do grupo
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anterior em ambos 0s sexos, tais como congestdo da veia centro lobular e
infiltrado inflamatoérios, além disso, as fémeas do grupo de maior dose
apresentaram uma esteatose microvesicular, o qual indica um sinal de
regeneracao celular. Como comentado anteriormente, os machos do grupo de

300 mg/kg apresentaram um aumento percentual e absoluto na massa do
figado e ainda a avaliacdo bioquimica revelou um aumento na enzima GGT em

todos as dosagens.

As congestdes lobulares ndo sdo especificas para dano no figado,
podendo indicar uma lesédo pré ou pos-hepatica (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2017; GARTNER, 2017). Apesar do aumento da enzima GGT, é importante
salientar que esta enzima nao é especifica para o figado, estando presente em
outros orgaos, como a bile. Sendo assim, seu aumento isolado néo indica que
houve, necessariamente, uma lesdo hepatica, pois se assim houvesse, as

transaminases (AST e ALT) também se mostrariam aumentadas.

O estudo da microscopia renal dos animais machos do grupo LpQM9
apresentaram algumas alteracdes significativas, como desorganizacdo do
epitélio colunar, congestdo vascular, reducdo do espaco capsular e
hipercelularidade, nas fémeas foi possivel observar além da congestdo
vascular, uma degeneracdo do epitélio simples. Apesar disto, marcadores
bioquimicos ou alteragcdes na massa dos rins ndo foram observados. Logo,
pode-se sugerir que a administracdo deste prototipo em diferentes doses, por

28 dias consecutivos, ndo foi capaz de interferir na funcao renal.

A analise morfolégica da microscopia renal dos machos do grupo
LpQM11 revelou alteracdes como reducdo do espaco capsular, desorganizacéo
do epitélio simples colunar dos tubulos contorcidos e ainda um infiltrado
inflamatorio. Além disto, como colocado anteriormente, observou-se um
aumento na massa percentual dos rins dos camundongos machos que
receberam a maior dose. Nas fémeas, observou-se que além de reducédo do
espaco capsular e desorganizacdo do epitélio simples colunar dos tubulos
distorcidos, uma degeneracdo do epitélio simples colunar, capilares

congestionados e hipercelularidade.
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Estudos revelaram que algumas drogas podem induzir uma injdria renal
cuja patogenia esta associada com reacgfes inflamatorias locais (JUNQUEIRA
E CARNEIRO, 2017; GARTNER, 2017). Sendo assim, os resultados podem
estar associados com os infiltrados inflamatérios e hipercelularidades
encontrados, além disto, apesar do estudo morfolégico ter revelado sinais de
danos e regeneracdo celular, os exames bioquimicos nao apresentaram
azotemia, ou seja, 0 aumento sérico dos compostos nitrogenados (ureia,
creatinina, proteinas e acido Urico), cuja alteracéo esta diretamente relacionada

com o comprometimento renal.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que os prototipos LpQM9
e LpQML11 apresentam baixa toxicidade quando administrados por via oral em
camundongos Swiss de ambos 0s sexos, nas condicbes experimentais
utilizadas. Sendo assim, podem ser considerados anti-Chagasicos promissores
e devem ser testados em outras espécies animais para ratificar a baixa

toxicidade e quica seguir para futuros ensaios clinicos.
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