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RESUMO 

 

A malária é uma doença parasitária que apresenta grande prevalência no 
mundo. Em 2018 chegou a acometer cerca de 228 milhões de pessoas, e causar 
405.000 mortes. Esta doença é ocasionada pelo parasita do gênero Plasmodium, 
que é transmitido ao homem através da picada do mosquito fêmea do gênero 
Anopheles infectada. Um dos principais fatores que tem dificultado o controle da 
malária, é o grande número de parasitos que apresentam resistência aos 
antimaláricos usuais, incluindo a artemisinina e derivados. Portanto, é necessário a 
descoberta de novos medicamentos que tenham maior eficácia, e com baixa 
toxicidade para o ser humano. Os adutos de Morita-Baylis-Hillman apresentam 
diversas funcionalidades, entre elas, atividades antiparasitárias. Desta forma, o alvo 
de nosso estudo é um aduto, o 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila, 
também chamado por CH3ISACN. Assim, o presente estudo teve como objetivo 
investigar o potencial do aduto CH3ISACN como antimalárico através de estudos in 
vitro, e avaliar seus efeitos toxicológicos in silico e in vivo. Para isto, o composto 
CH3ISACN foi exposto à cepa W2 de P. falciparum em eritrócitos humanos, e 
avaliado se este era capaz de reduzir a parasitemia. Sendo verificado também se o 
mesmo era capaz de causar hemólise aos eritrócitos. Além disto, foi investigado as 
características farmacocinéticas e toxicológicas teóricas do aduto CH3ISACN, por 
meio de ensaios in silico com os softwares AdmetSAR e Molinspiration. Ainda, foi 
realizado o estudo toxicológico agudo in vivo, seguindo os protocolos experimentais 
adotados no Laboratório de Ensaios Toxicológicos (LABETOX) e o Guia da OECD 
423 (2001). Desta forma, foi administrada uma dose inicial de 300 mg/kg da 
substância teste, em ratas Wistar e posteriormente, não havendo mortes, foi 
administrado em outras ratas da mesma espécie, uma dose de 2000 mg/kg. Durante 
o experimento foram avaliados parâmetros comportamentais, consumo de água, 
ração e evolução ponderal. Após 14 dias, os animais foram eutanasiados por 
sobredose de anestésico, e seu sangue coletado para avaliação de parâmetros 
bioquímicos e hematológicos. Os resultados mostraram que o aduto CH3ISACN 
apresentou boa atividade antiplasmodial, e baixa citotoxicidade, tendo uma boa 
viabilidade celular. Além do que mostrou ter uma boa biodisponibilidade oral teórica 
e não apresentou riscos de toxicidade nos estudos in silico. Ainda, o aduto 
CH3ISACN não causou morte em nenhum dos animais, apresentando assim uma 
alta DL50 e sendo classificado segundo a GSH na categoria 5, como tendo baixa 
toxicidade. Este também não ocasionou nenhuma alteração comportamental, bem 
como nos demais parâmetros avaliados a maior dose testada não provocou 
nenhuma alteração significativa. Apenas uma redução na concentração de ureia, 
mas que não trouxe significado clínico relevante. Por fim, o aduto CH3ISACN 
apresenta-se como um bom candidato à fármaco para o tratamento da malária. 
Sendo assim, de grande valia a continuação de seu estudo, até alcançar testes de 
fase clínica, e assim ser incluído no arsenal terapêutico contra a malária. 
 

Palavras-chaves: Malária; P.falciparum; Farmacologia; Parasitologia;Toxicologia. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Malaria is a parasitic disease that is highly prevalent worldwide. In 2018, it reached 
about 228 million people and caused 405,000 deaths. This disease is caused by the 
parasite of the genus Plasmodium, which is transmitted by man through the bite of 
the infected female mosquito of the genus Anopheles. One of the main factors that 
hinder or control malaria is the large number of parasites that are resistant to 
antimalarials, including an artemisinin and used. Therefore, it is necessary to 
discover new drugs that have greater efficacy and low toxicity for humans. Morita-
Baylis-Hillman ads have several features, including anti-parasitic activities. Thus, the 
target of our study is an adduct, 2- (3-hydroxy-1-methyl-2-oxoindolin-3-yl) 
acrylonitrile, also called CH3ISACN. Thus, the present study aimed to investigate the 
potential of the CH3ISACN adduct as an antimalarial through in vitro studies, and to 
evaluate its toxicological effects in silico and in vivo. For this, the compound 
CH3ISACN was exposed to the W2 strain of P.falciparum in human erythrocytes, and 
evaluated if it was able to reduce parasitemia. It was also verified if it was able to 
cause hemolysis to erythrocytes. In addition, the theoretical pharmacokinetic and 
toxicological characteristics of the CH3ISACN adduct were investigated through in 
silico tests with the software AdmetSAR and Molinspiration. In addition, an acute in 
vivo toxicological study was carried out, following the experimental protocols adopted 
at the Toxicological Testing Laboratory (LABETOX) and the OECD Guide 423 
(2001). Thus, an initial dose of 300 mg / kg of the test substance was administered to 
Wistar rats and subsequently, with no deaths, a dose of 2000 mg / kg was 
administered to other rats of the same species. During the experiment, behavioral 
parameters, water consumption, feed and weight evolution were evaluated. After 14 
days, the animals were euthanized by overdose of anesthetic, and their blood 
collected for evaluation of biochemical and hematological parameters. The results 
showed that the CH3ISACN adduct showed good antiplasmodial activity, and low 
cytotoxicity, with good cell viability. In addition to what was shown to have a good 
theoretical oral bioavailability and did not present toxicity risks in in silico studies. 
Furthermore, the CH3ISACN adduct did not cause death in any of the animals, thus 
presenting a high LD50 and being classified according to GSH in category 5, as 
having low toxicity. There is also no behavioral change, as well as in the other 
parameters applicable to the highest dose tested, without causing a significant 
change. Only a reduction in urea concentration, but that did not bring relevant clinical 
significance. Finally, either CH3ISACN has a good candidate for malaria treatment. 
Therefore, it is of great value to continue your study, until reaching clinical phase 
tests, and thus be included in the therapeutic arsenal against malaria. 
 

Keywords: Malaria; P.falciparum; Pharmacology; Parasitology; Toxicology 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os protozoários são seres unicelulares, e são os principais causadores de 

doenças parasitárias, denominadas de protozooses. Dentre estas doenças, uma das 

principais é a malária, que é causada pelo protozoário do gênero Plasmodium 

(FRANÇA et al., 2008). De todas as espécies, o P. falciparum é o que causa maior 

letalidade (SURESH; HALDAR, 2018; WASSMER; GRAU, 2017).  

Relatos mostram que a malária vem acometendo o homem desde a 

Antiguidade (LI et al., 2019). Em 2018, foram registrados cerca de 228 milhões de 

casos de malária no mundo (WHO, 2019). No Brasil, a região Amazônica é a 

principal área endêmica da doença, é onde ocorre 99% dos casos registrados no 

Brasil (MARINHO E SILVA, et al., 2018). De acordo com o boletim do Ministério da 

Saúde (Brasil) (a), em 2019 foram registrados 71 casos confirmados de malária no 

Nordeste, sendo a maioria (25 casos) no estado da Paraíba. 

  A principal causa da malária ser uma das protozooses mais graves do 

mundo, é devido a resistência do Plasmodium aos tratamentos disponíveis no 

mercado. Até mesmo às medicações a base de Artemisininas, que são consideradas 

tratamento de primeira linha contra o P. falciparum, não tem tido uma boa eficácia 

(ROCAMORA et al., 2018; SURESH; HALDAR, 2018). Assim, devido à resistência 

de vários antimaláricos, tem-se a necessidade do desenvolvimento de novos 

medicamentos para o combate à malária (ASHLEY; PHYO, 2018; VALE et al., 

2019).  

Os adutos de Morita-Baylis-Hillman (MBH) e seus derivados, são compostos 

valiosos na síntese orgânica devido às suas abundantes funcionalidades (WANG et 

al., 2017). Kundu (1999), relatou atividade antimalarial de 11 adutos de MBH. E a 

partir deste trabalho pioneiro, essa classe de compostos vem apresentando uma 

variedade de atividades, inclusive antiparasitárias. Assim, o composto 2- (3-hidroxi-

1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila, também chamado por CH3ISACN, que é um 

aduto de MBH, tem um rendimento de 99%, e é obtido em um curto tempo de 

reação. O primeiro estudo com este composto o descreve tendo boa atividade in 

vitro contra células leucêmicas (LIMA-JUNIOR et al., 2016). Desta forma, é uma 
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substância inédita e com grande potencial farmacológico, sendo ideal para estudos 

com atividade antimalárica.  

Uma substância com potencial farmacológico pode ser predita através de 

ensaios in silico. Ferramentas como o admetSAR, fornecem informações da 

farmacocinética do composto em estudo, como: absorção, distribuição, metabolismo 

e excreção. Além de prever sua toxicidade, informando sobre DL50, mutagenicidade 

e carcinogenicidade (KHANAL et al., 2019; YANG et al., 2018). 

  Além de estudos farmacológicos, para que uma substância torne-se um 

potencial medicamento, é imprescindível que sejam realizados testes toxicológicos 

in vivo, a fim de garantir a segurança do uso da substância em seres humanos. 

Portanto, testes de toxicidade aguda não clínica devem ser realizados antes de 

passar para fase I da pesquisa clínica (ANVISA,2013). Este teste pode ser seguido 

de acordo com diretrizes da Organisation for Economic Cooperation and 

Developmen (OECD). Uma destas é a OECD 423 (2001), que avalia a toxicidade da 

substância quando administrada em dose única aos animais, avaliando sua 

letalidade ou não, bem como estimando a DL50 (Dose Letal 50%) da substância e 

através disso classifica o grau de toxicidade. Além de ser um método no qual instrui 

sobre o uso reduzido de animais. 

 

 

 

Figura 1: Estrutura da 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila 

 

Fonte: LIMA-JUNIOR et al., 2016 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Malária 

 

2.1.1 Epidemiologia 

 

Apesar da transmissão da malária ter reduzido em muitas partes do mundo, 

esta ainda é uma doença que tem causado grande preocupação também em regiões 

não endêmicas. Isto se deve à quantidade de turistas e imigrantes que vem de 

regiões endêmicas, principalmente os da África Subsaariana e de partes da 

Oceania. Sendo a maioria dos casos importados serem ocasionados pelo P. 

falciparum e o P. vivax (ANGELO et al., 2017; TATEM et al., 2017).  Até a década de 

1970, a malária era endêmica na Europa, mas atualmente cerca de 99% dos casos 

registrados de malária na região, deve-se a viagens (ECDC, 2018).   

Em 2018 foram registrados cerca de 228 milhões de casos de malária no 

mundo. Caso não houvessem sido tomadas medidas sérias para seu combate, a 

taxa de incidência estaria em 321 milhões (FIGURA 2). A maioria dos casos 

registrados foi na África, sendo 99,7% dos casos ocasionados pelo P. falciparum 

(WHO, 2019). 

 

Figura 2 - Comparação da incidência atual de malária em todo o mundo,      
com os casos se fossem mantidos os mesmos níveis do ano 2000 

 

Fonte: WHO, 2019 
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 O número de mortes por malária tem diminuído ao longo dos anos, em 2010 

haviam sido registrados 585.000 mortes em todo o mundo, já em 2018 esse número 

caiu para 405.000 mortes (WHO, 2019).  Em 2015 a Organização Mundial da Saúde, 

elaborou um projeto intitulado “Global Technical Strategy for Malaria 2016-2030”, no 

qual visa a diminuição e eliminação da malária no mundo. Por isso estima-se que 

para 2020 tenha-se uma diminuição ≥ 40% no índice de mortalidade comparado a 

2015, e para 2030 uma redução ≥ 90% (WHOa, 2015).   

A malária se instalou no Brasil há muitos anos, sendo a primeira campanha 

antimalárica realizada em 1905. No início dos anos 90 mais de 600 mil casos foram 

registrados. Até que foi criado Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM), 

com o objetivo de diagnosticar precocemente a doença e realizar o devido 

tratamento (CARLOS et al., 2019). 

Tendo em vista a maior busca pela erradicação da malária, com o tempo o 

número de casos foi reduzindo. E em 2018 no Brasil foram notificados 194.271 

casos de malária. Destes, só na região Amazônica foram 193.534 casos e 737 na 

região extra-Amazônica. Em 2019, do período de janeiro a março, houve uma 

redução de 38% na incidência da malária comparando com 2018 (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE b, 2019). Mas em estados como a Paraíba, em 2019 houve um aumento de 

casos, sendo registrados 25 casos, enquanto que em 2018 apenas 4 (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE a, 2019). 

A maior parte dos casos de malária registrados nas regiões Extra-Amazônica, 

são ditas malária importada. Ou seja, a doença que foi diagnosticada fora da área de 

infecção, sendo adquirida por migração para região de infestação. Em um estudo no 

estado Rio de Janeiro com dados de 2007 -2013, foram registrados 923 casos, 

sendo 79,7% obtidos de malária importada (ALBUQUERQUE et al., 2019). Em um 

outro estudo mais recente de 2007-2017, foram registrados 806 casos de malária na 

região Extra-Amazônica. Evidenciando que apesar da região amazônica ter maior 

incidência da doença, esta não pode ser negligenciada nas outras regiões (MULTINI 

et al., 2019). 

O P. falciparum e o P. vivax, são as principais espécies causadoras de 

malária. Sendo este último o responsável por cerca de 75% da doença em toda 

América (WHO, 2019). Em 2014 no Brasil, dos casos registrados de malária, 84% foi 

pelo P. vivax, e 16% pelo P. falciparum (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). Os casos 
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de P. falciparum se dão principalmente na parte mais ocidental da Amazônia 

brasileira. Os casos de P. falciparum no período de 2015-2016, 75% foi registrado 

nos estados do Amazonas e Acre (CARLOS et al., 2019).  

 

2.1.2 Biologia do Plasmodium  

 

A malária é uma doença infecciosa febril aguda que tem como agente 

etiológico, protozoários intracelulares obrigatórios, do filo apicomplexa e gênero 

Plasmodium (NKUMAMA; O’MEARA; OSIER, 2017). É conhecida como febre 

palustre, febre intermitente. Sendo apenas 5 espécies que causam malária em 

humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi, destas há três 

espécies associadas à malária no Brasil: P. vivax, P. malariae e P. falciparum. 

(DEITSCH; DZIKOWSKI, 2017). As espécies P. falciparum e P. vivax são 

responsáveis por aproximadamente 95% dos casos de malária (LOY et al., 2017). 

Esta doença é transmitida através da picada do mosquito fêmea anofelina do 

gênero Anopheles infectada pelo Plasmodium spp, que se alimenta de sangue 

humano para obter os nutrientes necessários para sua sobrevivência (DEITSCH; 

DZIKOWSKI, 2017; MALA et al., 2016).  

O ciclo de vida do Plasmodium é heteroxênico, ou seja, ocorre em dois 

hospedeiros: no mosquito Anopheles (hospedeiro definitivo), onde ocorre a 

reprodução sexuada (esporogônia), e no hospedeiro humano, onde ocorre a fase 

assexuada (esquizogonia) (BASU; SAHI, 2017; DEITSCH; DZIKOWSKI, 2017).  

O mosquito fêmea alimentado de sangue infectado, injeta esporozoítos na 

derme do hospedeiro humano, que ao chegar a corrente sanguínea, são 

transportados para o fígado, onde através das células de Kupffer penetram nos 

hepatócitos e formam uma Membrana de Vacúolo Parasitóforo (MVP). Então, ocorre 

esquizogonia nas células hepáticas, e são formados dezenas de milhares de 

merozoítas que são liberadas na corrente sanguínea através de merossomos.  Os 

merozoítas então penetram nos eritrócitos, e iniciam um ciclo crônico de 

esquizogonia (assexuada), que vai variar de acordo com a espécie. Parte dos 

merozoitos durante a esquizogonia, são reprogramados para sofrer 

gametocitogênese. Em um período de 15 dias, os gametócitos se desenvolvem na 
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medula óssea, e quando maduros vão para corrente sanguínea. Ao se alimentar de 

sangue, um mosquito Anopheles ingere os gametócitos femininos e masculinos. O 

acasalamento ocorre pela fusão do micro e macrogameta no estômago do mosquito, 

e assim forma um zigoto que evolui para oocinetes. Estes invadem a parede do 

intestino do mosquito onde desenvolvem-se em oocistos e ocorre replicação 

esporogênica. Por fim os oocistos crescem, rompem-se e liberam esporozoítos, 

estes se deslocam para as glândulas salivares do mosquito onde podem ser 

inoculados no próximo hospedeiro humano (Figura 3) (COWMAN et al., 2016; 

COWMAN et al., 2017). 

 

 

Figura 3 – Ciclo de vida do P. falciparum 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                Fonte: COWMAN et al. ,2017. 
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2.1.3 Patogenia 

 

Os sintomas da malária nos seres humanos ocorrem no estágio sanguíneo 

durante a esquizogonia. Essa fase leva cerca de 48 horas e produz de 16 a 24 

merozoítos por célula quando o parasita infectante é o P. falciparum (STANOJCIC et 

al., 2017). De maneira geral, durante essa fase os sintomas da malária são 

inespecíficos, podendo apresentar dor de cabeça, fadiga, artralgia, mialgia, dor no 

peito e febre, que pode chegar a 40°C.  Esta ocorre em intervalos periódicos de 48h 

quando o infectante é o P. vivax e P. ovale, e de 72 horas para o P. malariae, sendo 

essa periodicidade menos comum para o P. falciparum (BASU; SAHI, 2017; 

MILNER, 2018). 

As diferenças biológicas entre P. falciparum comparado com o P. vivax, é que 

este apresenta uma baixa parasitemia, devido à infecção restrita de apenas 

reticulócitos; em estágio sexual têm uma forma redonda semelhante aos estágios 

assexuais e todos os estágios de desenvolvimento do P. vivax no sangue podem ser 

observados no sangue periférico (ADAMS; MUELLER, 2017). 

Dentre as espécies de Plasmodium, o P.falciparum é o que causa maior 

letalidade. Em partes isso deve-se por sua capacidade de modificar a superfície dos 

eritrócitos, de modo a conferir propriedades citoadesivas às hemácias, que acabam 

sequestrando e obstruindo pequenos vasos sanguíneos, podendo levar a danos nos 

rins e pulmões. Como também pode atingir o cérebro causando a síndrome da 

malária cerebral (DEITSCH; DZIKOWSKI, 2017; MOXON et al., 2019). Esta 

síndrome apresenta vários mecanismos patogênicos, como disfunção endotelial com 

consequente edema cerebral, obstrução microvascular mecânica por eritrócitos 

infectados (IEs) sequestrados, ativação de células imunes e liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, desregulação das vias de coagulação e permeabilidade da 

barreira cerebral (BBB) (WASSMER; GRAU, 2017). 

A anemia grave também é uma das complicações ocasionadas pela malária, 

que pode levar à morte. Esta anemia tem sido remetida à diseritropoiese na medula 

óssea e à perda de eritrócitos não infectados na circulação por lise dos eritrócitos. 

Um dos mecanismos propostos para tal fato, é ativação do complemento. No estágio 

do sangue, quando os parasitas maduros se rompem são liberadas proteínas que 

juntamente com anticorpos formas complexo imunes e ativam o sistema 
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complemento que resulta na remoção de proteínas e leva à anemia (OYONG et al., 

2018; RIVERA-CORREA; RODRIGUEZ, 2019) 

A virulência do P. falciparum, é ocasionada por diferentes fatores, sendo um 

dos principais a Proteína 1 da membrana eritrocitária de P. falciparum (PfEMP1), 

que permite a ligação em vários receptores no endotélio de outras células infectadas 

como também não infectadas. Dessa forma vai causando o sequestro de outros 

eritrócitos, como obstrução dos vasos (SHABANI et al., 2017; WASSMER; GRAU, 

2017). Mas existem anticorpos que reconhecem formas específicas de PfEMP1, e 

assim interrompe o processo de adesão e acaba levando à destruição dos parasitas. 

Entretanto, para evitar esse mecanismo de defesa, os parasitas desenvolveram 

mecanismos únicos de expressão alternada de variantes de proteínas da superfície 

adesiva. (DUFFY, 2019; DURAISINGH; HORN, 2016; TESSEMA et al., 2019). 

 

2.1.4 Antimaláricos e Resistência 

 

Para o tratamento da malária existem antimaláricos disponíveis que atingem 

pontos chaves do ciclo evolutivo do parasito, como: interrupção da esquizogonia 

sanguínea, destruição de hipnozoítos, interrupção de gametócitos. Alguns fatores 

influenciam no tipo de tratamento da malária, como: idade, peso, gestante, tipo de 

malária (branda, grave, mista). Por isso que o Ministério da Saúde disponibiliza um 

“Guia de Tratamento da Malária no Brasil”, no qual contém esquemas de 

tratamentos para cada caso específico, o que ajuda na eficácia terapêutica 

(Ministério da Saúde c, 2019).     

Apesar de se ter  medicamentos recomendados para o tratamento da malária: 

Artemisininas, Cloroquina, Mefloquina, Atovaquona, Proguanil, Pirimetamina, 

Sulfadoxina, Primaquina, Piperaquina, Quinina (MENARD; DONDORP, 2017). A 

resistência a estes tem sido o grande obstáculo no combate a esta doença 

(HANBOONKUNUPAKARN; WHITE, 2016; NSANZABANA et al., 2018).   

A resistência do Plasmodium aos antimaláricos tem crescido. E estudos tem 

sido realizados para identificação da causa da resistência aos medicamentos. 

Programas como Malaria Genomic Epidemiology Network (MalariaGEN; 

https://www.malariagen.net) isolou e sequenciou 3500 parasitas de P. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1931312816301561#!
https://www.malariagen.net/
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falciparum de 23 países, e 228 de P. vivax de 13 países. Esses dados foram usados 

para investigar não só a resistência dos medicamentos bem como a estrutura 

populacional dos parasitas, diversidade, transmissão e epidemiologia (SU et al., 

2019).   

Os parasitas sofrem modificações genéticas de forma a adquirir resistência a 

determinado fármaco. Como foi investigado em um estudo recente, onde foram 

isolados 1.492 amostras de P falciparum de 11 locais no sudeste da Ásia, e foi 

identificado mutações na sequência de aminoácidos dos genes, associando assim à 

resistência à piperaquina e dihidroartemisina e consequentemente falha no 

tratamento (AMATO et al., 2018). 

É comum que em países com alta ou baixa incidência de malária, ocorra 

reinfecção pelo mesmo parasita. Em um estudo na Tailândia, 80% dos pacientes 

tiveram episódios recorrentes de malária dentro de um ano após a infecção inicial. E 

25% dos pacientes com recidivas, infectados por P. falciparum em 35 dias tiveram 

um novo episódio com o mesmo parasita, provavelmente por resistência à 

medicamentos (LAWPOOLSRI et al., 2019).  

Tendo em vista a ampla disseminação da resistência parasitária, os 

medicamentos antimaláricos encontram-se bem limitados. Atualmente as classes 

que se encontram em uso são: derivados de quinina (Figura 4), os antifolatos (Figura 

5) e as artemisininas (Figura 6) (BULE et al., 2017; PINHEIRO et al., 2018).  
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      Figura 4- Derivados da Quinolina usados no tratamento da malária 

Fonte: PINHEIRO et al., 2018. 
Legenda: Quinina (1QN), Pamaquina (2), Quinaquina (3), Cloroquina (4 CQ), Primaquina (5 PQ), 
Amodiaquina (6 AQ), Piperaquina (7), Pironaridina (8 PYR), Mefloquina (9 MQ). 
 
 
 
 

Figura 5 - Principais antifolatos usados no tratamento da malária 

 

 

 

 

 

Fonte: PINHEIRO et al., 2018. 
Legenda: Sulfadoxina (10), Proguanil (11), Pirimetamina (12), Cicloguanil (13). 
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Figura 6- Principais derivados de Artemisinina usados no tratamento da 
malária 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: PINHEIRO et al., 2018 
Legenda: Artemisinina (14 ART), Dihidroartemisinina (15 DHA), Arteméter (16), Arteéter (17), 
Artesunato (18) 

 

 

2.1.4.1 Derivados de Quinina 

 

A quinina é derivada de um extrato alcalino da casca de cinchona das 

florestas Andinas. Foi o primeiro medicamento caracterizado como específico para a 

malária. Caracteriza-se por ser potente, mas os seus efeitos adversos como 

zumbido, vertigem, dor de cabeça, disforia, náusea e vômitos, faz com que seja 

dado preferência ao uso de outros medicamentos (SHANKS, 2016; ADENIYI et al., 

2017). Além disso são registrados vários casos em diferentes regiões de resistência 

a este medicamento (RODRÍGUEZ-VALERO et al., 2018).  A quinina apresenta o 

anel quinolínico em sua estrutura, assim outros derivados foram sintetizados como 

a: cloroquina, mefloquina, primaquina, piperaquina e amodiaquina (GUNSARU et al., 

2017; MULLER; HYDE, 2010).  

Alguns compostos quinolínicos como a Cloroquina age interferindo na síntese 

de hemozoína, e forma um complexo tóxico ao protozoário. Pois os Plasmodium 

ingerem e catabolizam a hemoglobina, e é liberado o heme, que é tóxica pra o 

parasita. Entretanto eles sequestram o heme em um biocristal relativamente inerte, 

formando assim a hemozoína. (LISEWSKI et al., 2018; PISCIOTTA et al., 2017; YEO 

et al., 2017).  

A cloroquina é um dos medicamentos antimaláricos mais antigos, porém os 

parasitas tem apresentado resistência, sendo substituído pelas artemisininas. Mas 

ainda sim a cloroquina é utilizada como terapia de combinação em esquemas 

terapêuticos (NAß; EFFERTH, 2019; OCAN et al., 2018).  O P. falciparum resistente 
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à cloroquina foi identificado pela primeira vez no início dos anos 60 (MOORE; 

LANIER, 1961), e hoje é encontrado na maioria das áreas endêmicas.  No Brasil, 

cerca de 90% dos pacientes infectados pelo P. falciparum não respondem ao 

tratamento com cloroquina (GOMES et al., 2018). Acredita-se que a resistência à 

cloroquina esteja relacionada com mutações no transportador de resistência à 

proteína da membrana P. falciparum cloroquina (PfCRT), localizado no vacúolo 

digestivo do parasita (GUNSARU et al., 2017). 

Um outro antimalárico com anel quinolínico é a mefloquina, que vem sendo 

usado no tratamento e quimioprofilaxia da malária há muitos anos (RAMHARTER et 

al., 2019). Esta atualmente é mais utilizada em associação com outros fármacos 

como artesunato-mefloquina, devido a resistência dos Plasmodium quando usada 

como monoterapia (HOGLUND et al., 2018).  

 

2.1.4.2 Antifolatos  

 

Os antifolatos são medicamentos utilizados em combinação entre inibidores 

da dihidrofolato redutase, (proguanil, pirimetamina, clorproguanil e trimetoprim) com 

drogas sulfa (sulfadoxina, sulfametoxazol, dapsona) (BULE et al., 2017). 

Uma das principais associações é a sulfadoxina-pirimetamina que é utilizado 

como profilaxia em grávidas e crianças (JUMA et al., 2019; KAJUBI et al., 2019). 

Como o folato é um elemento importante durante a gravidez para evitar anemia, o 

uso de ácido fólico exógeno durante um tratamento com antifolato, interfere na 

eficácia deste contra a malária, antagonizando seu efeito. Portanto, em casos de 

gravidez em áreas endêmicas, deve-se analisar o risco-benefício do tratamento 

(VERHOEF et al., 2017). Em algumas regiões como no sudeste asiático essa 

profilaxia com as grávidas não tem sido mais usada devido a resistência dos 

parasitos (NOISANG et al., 2019). Estando essa terapia também ameaçada em 

outras regiões como na África (KAJUBI et al., 2019; MADANITSA et al., 2016). 

O mecanismo de ação dos antifolatos atuam através da inibição da formação 

do folato. A sulfadoxina compete com o Para Amino Ácido Benzóico (PABA) inibindo 

sua ligação na Dihidropteroato-sintase (DHPS), assim não ocorre a síntese de ácido 

fólico que é essencial para replicação do parasito. Já a pirimetamina interfere na 
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formação das bases purina e pirimidina através da inibição da Dihidrofolatoredutase 

(DHFR), impedindo a divisão nuclear do parasito. Logo, a resistência aos 

medicamentos antifolatos tem sido associada às mutações nos genes da DHPS 

(Pfdhps) e DHFR (Pfdhfr) (BANSAL et al., 2017; SARMAH et al., 2017).  

Diante das múltiplas mutações nos genes Pfdhfr e Pfdhps, tem sido registrado a 

resistência a diferentes drogas antifolatos. Por isso atualmente uma opção para um 

melhor tratamento da malária é a associação de um antifolato com um derivado de 

artemisinina (BANSAL et al., 2019; RICOTTA; KWAN.; 2019). 

 

2.1.4.3 Artemisininas 

 

As artemisininas (ou derivados de Artemisinina) foram desenvolvidas na 

década de 1970 por um projeto secreto realizado por cientistas do governo chinês 

(DONDORP et al., 2011). A artemisinina e seus derivados (dihidroartemisinina 

artemeter, artemotil e artesunato) são muito potentes e tem ação rápida. Sendo 

altamente ativos contra as espécies de Plasmodium, pois agem contra os parasitas 

em quase todas as fases sanguíneas (anéis, trofozoítos, esquizontes) (FAIRHURST; 

DONDORP, 2016), e até mesmo na fase de gametócitos imaturos, de forma a 

interromper a maturação destes, impedindo a transmissão da malária do sangue 

periférico humano aos mosquitos. (NOSTEN; WHITE, 2007; WGS et al., 2016).  

Apesar do mecanismo de ação das artemisininas não está bem claro, sabe-se 

que são pró fármacos e que sua ponte óxido endoperóxido é clivada, formando 

radicais livres, que reagem com vários alvos celulares, incluindo proteínas como 

enzimas e fosfolipídeos (CUI; SU, 2009). Um outro mecanismo proposto da 

artemisinina e seus derivados, é que estes se ligam covalentemente à 124 proteínas 

dos parasitas e interrompem funções biológicas essenciais, de forma a causar a 

morte do parasita (WANG et al., 2015). 

Antigamente o tratamento contra a malária era introduzido como 

monoterapias e em doses muito baixas, e isso influenciou no surgimento de 

resistência à medicamentos. Diante disso, a terapia combinada foi uma alternativa 

para combater a malária (WHITE, 2016). Para o tratamento da malária por P. 

falciparum, a medicação de primeira linha é a terapia combinada de artemisinina 
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(TCA), pois são altamente eficazes (AMATO et al., 2018; MENEGHIN et al., 2017; 

WITKOWSKI et al., 2017). A TCA une a ação antimalárica rápida e curta da 

artemisinina ou um derivado, com um medicamento de ação mais prolongada. 

Entretanto sabe-se que em algumas regiões esse parasita já é resistente à 

artemisinina (KAVISHE et al., 2017).  

Atualmente a Organização Mundial da Saúde (OMS), recomenda 5 tipos de 

TCAs para o tratamento de malária não complicada por P. falciparum: arteméter-

lumefantrina (ALu), artesunato-amodiaquina (ASAQ), artesunato-mefloquina 

(ASMQ), di-hidroartemisinina-piperaquina (DHAPQP) e artesunato-sulphadoxina-

pirimetamina (WHO b, 2015). Relatórios apontam que a diminuição da eficácia da 

TCA, estavam relacionados à resistências aos medicamentos combinados e não às 

artemisininas (KAVISHE et al., 2017). 

 

2.2 Substâncias Sintéticas 

 

2.2.1 Síntese Orgânica e seu Desenvolvimento ao Longo dos Anos 

 

Durante muitos anos, a principal fonte para produção de medicamentos eram os 

produtos naturais (LARAIA; WALDMANN, 2017). As drogas que eram desenvolvidas 

no século XX não possuíam base científica suficiente da sua eficácia e segurança 

toxicológica, a maioria eram derivadas de plantas, e apenas algumas eram de 

origem sintética (ANDRADE et al., 2016). Mas com o passar do tempo, a química 

farmacêutica foi se desenvolvendo e as substâncias sintéticas passaram a ter 

importante papel no desenvolvimento de novos medicamentos. Desta forma, houve 

uma maior síntese de fármacos inéditos, através de reações químicas e 

modificações moleculares. Proporcionando maior estabilidade, eficácia e 

especificidade ao seu alvo celular (CAMPOS et al., 2019; SANGI 2016).  

Atualmente, a síntese orgânica é a forma mais promissora para a obtenção de 

novos medicamentos. Através da produção de substâncias que apresentem grupos 

farmacofóricos e assim sejam biologicamente ativos, direcionando para o seu alvo 

farmacológico (BREL et al., 2015). 
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A relação entre a síntese orgânica e a química medicinal tem ganhado força 

na busca do desenvolvimento de novos medicamentos, com propriedades 

terapêuticas mais favoráveis e sua conversão em derivados que mostrem atividade 

medicinal ideal. Buscando novas moléculas com vias sintéticas menos demoradas, 

mais econômicas, seguras, e com melhor ação contra doenças graves como a 

malária, tuberculose e o câncer (BÉRUBÉ, 2016; PRAJAPAT et al., 2017).  

A síntese orgânica trouxe maior rapidez na produção de novos 

medicamentos. E juntamente com outras metodologias como programas in silico, 

permite aumentar a eficiência e reduzir o custo no preparo de novas moléculas. 

Além do que, os químicos tem buscado inovar nas metodologias sintéticas, o que 

estimula a indústria farmacêutica a criar e explorar estruturas que antes eram 

inacessíveis, além de buscar formas de sintetizar que sejam mais ecológicas 

(BLAKEMORE et al., 2018; SOMANI et al., 2017). Também, através de modificações 

estruturais, estereoquímica, remoção de grupos, oxigenação, hidrogenação, entre 

outros, são mudanças que podem alterar a atividade farmacológica de uma 

molécula, podendo levar ao seu aperfeiçoamento (PRAJAPAT et al., 2017). 

 

2.2.2  Isatina e seus Derivados  

 

Os compostos heterocíclicos destacam-se na química, por apresentarem a 

possibilidade de formar novas substâncias através da substituição de um ou mais 

átomos de carbono por heteroátomos. Compostos heterocíclicos têm ampla gama 

de propriedades medicinais, o que inspiraram os químicos a sintetizar novos híbridos 

e a explorar suas propriedades farmacológicas (SANTOS; GONSALVES; ARAÚJO, 

2018). 

A isatina (FIGURA 7) é um composto natural endógeno encontrado em muitos 

organismos. Esta possui um núcleo estável, o núcleo indol, que é um composto 

heterocíclico e é bastante utilizado por químicos para introdução de grupos 

farmacofóricos, para desenvolvimento de moléculas com potencial terapêutico 

(MELIS et al., 2017; XU et al., 2017).  

O núcleo indol é uma molécula heterocíclica de natureza aromática e bicíclica 

plana, no qual o anel benzeno liga-se por meio de 2 e 3 posições ao anel pirrol 
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contendo nitrogênio. Este composto sofre facilmente reações de substituição 

eletrofílica, sendo, portanto, usado como um núcleo versátil no desenvolvimento de 

novas drogas. O núcleo indol é encontrado em variados compostos biologicamente 

ativos. Portanto, os derivados do indol tem chamado atenção dos químicos para 

produção de novas drogas ativas (SRAVANTHI; MANJU, 2016). 

A partir da isatina, diversas moléculas tem sido sintetizadas. Estudos mostram 

que esta e seus derivados, tem  apresentado diferentes atividades biológicas como:  

anticonvulsivante, antipsicótico, sedativo, antiviral, anti-inflamatório, analgésico, 

antioxidante (OZGUN et al., 2016), antibacteriana (GUO et al., 2019), antimalárica 

(THAKUR et al., 2018), anti-HIV (LI et al., 2018). Como também tem sido 

promissores no tratamento de doenças neurodegenerativas (OZGUN et al., 2016), 

como também atividades contra o câncer (DESAI et al., 2018; WANG et al., 2018; 

ZHANG et al., 2018) e tuberculose (JIANG, et al., 2018).  

 

Figura 7- Estrutura da isatina 

 

Fonte: XU et al., 2017 

 

Moléculas derivadas de isatina com o grupo 3-hidroxi-oxindole-2-onas 3-

substituídos tem se mostrado importantes compostos sintéticos, e por isso tem sido 

explorada por pesquisadores no intuito de descobrir novos potenciais biológicos 

(BRITO et al., 2019; TIWARI et al., 2018).  Sendo usados como antioxidantes 

(YASUDA et al., 2016), antivirais, antibacteriana, anticâncer, anti-HIV (KUMAR et al., 

2016), antidiabéticos, anti-reumatismo (MOGHADDAM; JALAL; ZERAATKAR, 2017).  
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2.2.3 Adutos de Morita – Baylis – Hillman (AMBH)- CH3ISACN 

 

A reação de Morita- Baylis- Hilman, teve sua origem em 1968 com Morita que 

descreveu a reação de aldeídos com acrilatos (MORITA; SUZUKI; HIROSE, 1968). 

Em 1972 Baylis e Hillman complementaram a reação com acoplamentos catalisados  

entre vários alcenos ativados e aldeídos.  Por muitos anos esta reação foi ignorada 

pelos químicos. Mas atualmente, constitui uma das mais úteis e populares reações 

de ligação carbono-carbono. Por meio desta, cria-se um centro quiral, no qual 

permite as sínteses de moléculas multifuncionais (PELLISSIER, 2017). Com isso, 

teve-se um aumento na síntese e desenvolvimento de novos métodos de reação 

catalítica enantiosseletiva à MBH (WENSLEY; MCDOUGAL; SCHAUS, 2016).  

 Os AMBH e seus derivados são compostos valiosos na síntese orgânica 

devido às suas abundantes funcionalidades (WANG et al., 2017; ZHAN et al., 2016). 

Estudos mostraram que os Adutos de Morita – Baylis – Hillman (AMBH) 

apresentaram bom potencial citotóxico, como antiparasitário ou antitumoral (BRITO 

et al., 2019).  

Facheina-Martins (2017) relatou em seu estudo a ação de 3 AMBH com 

potencial anti-inflamatório e anticâncer, sendo capazes de diminui a quase zero a 

produção de IL-1β e IL-6.  Os adutos de MBH tem apresentado forte atividade 

contra diferentes parasitas, como: Leishmania (ROCHA et al., 2019), Plasmodium e 

Trypanosoma (FACHEINA-MARTINS et al., 2017).  Além de apresentar atividade 

antioxidante, podendo ser útil na indústria agro-alimentar, farmacêutica e cosméticos 

(ELLEUCH et al., 2018). 

LIMA-JUNIOR (2016) descreve a atividade citotóxica de trinta e quatro adutos 

de MBH. Dentre estas, destaca o composto 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) 

acrilonitrila (FIGURA 1), também chamada por CH3ISACN.  Este aduto possui um 

rendimento de 99% e é obtido em um curto tempo de reação (20-45 minutos) e se 

mostra como sólido marrom. 

Testes in vitro com a CH3ISACN em uma linhagem de células humanas 

leucêmicas (HL-60), mostraram que essa molécula apresentou uma Concentração 

Inibitória 50% (CI50) de 7.8 M em HL-60 e com índice de seletividade de 14.4, 

sendo também indutora de apoptose (LIMA-JUNIOR et al., 2016). Portanto é uma 
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molécula promissora, e que é importante que sejam realizados outros estudos 

farmacológicos bem como toxicológico. 

 

2.3- Avaliação Toxicológica 

 

2.3.1 Ensaios in silico  

 

Através de programas computacionais que abrangem diferentes áreas 

científicas, dentre elas a toxicologia, é possível prever variadas características de 

substâncias químicas. Os métodos de toxicologia in silico (TIS), são abordagens que 

permitem uma análise prévia da toxicidade de determinada substância, a partir de 

propriedades de compostos semelhantes. O estudo in silico é uma alternativa que 

apresenta vantagens como: menor tempo para sua realização, menor custo e não 

tem limitações quanto às questões éticas, como nos estudos in vitro e in vivo 

(RAIES, BAJIC 2016; IDAKWO et al., 2018, MYAT et al., 2018; PARTHASARATHI, 

DHAWAN., 2018).  

Com a detecção precoce da toxicidade de uma substância por modelos in 

silico, as indústrias farmacêuticas tem investido em tais métodos para auxiliar no 

desenvolvimento de medicamentos. Tendo em vista que com essas abordagens 

computacionais previne-se os possíveis efeitos adversos, e minimiza as falhas 

tardias na produção de medicamentos (IDAKWO et al., 2018; LOIODICE; COSTA; 

ATIENZAR., 2019). Ainda assim, o estudo in silico associado a outros estudos 

farmacológicos corrobora ainda mais para a descoberta de novos medicamentos, 

até mesmo em doenças agressivas como o câncer (CHINNASAMY; ARUMUGAM 

2018).  

Além da avaliação toxicológica, tais métodos ajudam no estudo 

farmacocinético, que é um dos principais fatores que ocasionam dificuldades no 

desenvolvimento de produtos farmacêuticos. Aproximadamente 50% dos candidatos 

à medicamentos apresentam problemas quanto a sua biodisponibilidade. Mas, por 

meio dos estudos in silico, essa adversidade tem sido amenizada, facilitando a 

produção de medicamentos de forma mais segura, eficaz e com maior redução de 

gastos (YANG et al, 2018, GHALEB et al., 2019). 
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Esses estudos também permitem o melhoramento de formulações que já 

estão em uso. Avaliando os parâmetros ADMET (absorção, distribuição, 

metabolismo, excreção e toxicidade) a eficacia do medicamento pode ser otimizada 

(MODI; KULKARNI, 2018; VULOVIC et al., 2018).   

Para avaliação das propriedades farmacocinéticas de uma substância, pode-

se usar a ferramenta online de previsão AdmetSAR. Esta calcula as propriedades 

físico-químicas e as relaciona com a farmacocinética do composto. Desta forma 

elucida quanto à absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade da 

substância em estudo no organismo humano. Eliminando os candidatos fracos à 

medicamento e facilitando assim o direcionamento do estudo (OGIDIGO et al., 2018, 

GHALEB et al., 2019; NAZ et al., 2019).  

Por meio deste programa é possível investigar se a molécula em estudo 

apresenta uma boa absorção no trato gastrorintestinal quando administrada por via 

oral, e se esta tem a possibilidade de atravessar a barreira hematoencefálica, que é 

responsável por restringir a passagem da maioria dos compostos do sangue para o 

cérebro. Também é possível avaliar a distribuição da substância, se esta tem alto 

poder de ligação às proteínas plasmáticas, determinando assim sua 

biodisponibilidade, tendo em vista que quanto mais forte a ligação menor é a ação 

da droga, parâmetro este importante na determinação da dosagem da substância. O 

metabolismo da substância pode ser avaliado através de estudos da interação com 

enzimas microssomais conhecidas como citocromo P450 (CYP450), avaliando se 

esta é inibidora ou indutora enzimática. E o processo de depuração renal, excreção 

e avaliação toxicológica, que podem ser previstos computacionalmente 

(DHANALAKSHMI, MANIMEKALAI, MANAVALAN, 2018; NISHA et al., 2016).   

Também, durante a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, 

tem-se usado a “regra dos cinco” de Lipinski como parâmetro de avaliação no 

processo de triagem das substâncias promissoras. Por meio desta regra, programas 

computacionais como Molinspiration, consegue prever as características de 

absorção e permeabilidade do fármaco. Na qual acredita-se que uma substância 

provavelmente terá melhor biodisponibilidade se apresentar: peso molecular (MM) 

inferior ou igual a 500Da, número de doador de ligações de hidrogênio (nDLH) 

inferiores ou igual a 5, número de aceitador de ligações de hidrogênio (nALH) 
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inferiores ou igual a 10 e miLogP inferior ou igual a 5 (LIPINSKI et al., 2001; 

MCKERROW; LIPINSKI, 2017).  

 

2.3.2- Ensaios in vivo 

 

Apesar das metodologias alternativas como os estudos in vitro estarem sendo 

cada vez mais reproduzidas, os métodos in vivo ainda são os mais utilizados. Pois 

apresentam a grande vantagem de fornecer informações sobre o organismo de uma 

forma geral, o que já não é possível com os outros métodos (LIMA et al., 2014). 

O uso de animais na pesquisa científica vem de longos séculos, há registros 

de que Hipócrates (450 a.C.) já fazia uso de animais como forma de ensino 

(SARAIVA et al., 2016). Nas experimentações in vivo, os roedores são os principais 

animais de escolha por possuírem características fisiológicas, anatômicas e 

genéticas muito próximas às dos seres humanos (CARVALHO et al., 2009; LIMA et 

al., 2014).  

Tendo em vista que toda substância é potencialmente tóxica a depender de 

sua dose, são realizados testes toxicológicos para garantir a concentração segura 

do produto que pode ser consumido (FENALTI et al., 2016). Por isso, é 

imprescindível que para o desenvolvimento de um medicamento sejam realizados 

estudos toxicológicos. E antes de passar para estudos clínicos, um candidato a 

medicamento tem que passar por estudos não clínicos, para avaliações da relação 

dose-exposição-toxicidade. Afim de garantir a segurança e a avaliação do 

risco/benefício da substância ao corpo humano (PRIOR et al., 2018; ZHANG et al., 

2012). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é a responsável no 

Brasil pela regulamentação dos testes toxicológicos, que estão descritos no “Guia 

para a condução de estudos não clínicos de toxicologia e segurança farmacológica 

necessários ao desenvolvimento de medicamentos” (ANVISA, 2013). Além disso, 

tem-se a Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD), no qual 

apresenta diferentes diretrizes de testes toxicológicos, e é reconhecido 

mundialmente (BURGDORF et al., 2019).  
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Existem diferentes tipos de testes toxicológicos não clínicos, como exemplo 

temos o teste de toxicidade oral aguda, que é uma etapa preliminar para avaliação 

da droga estudada (OECD 423/2001). E uma etapa posterior, é o teste de doses 

repetidas. Que permite a avaliação dos efeitos da substância estudada, em uma 

diversidade de alvos potenciais de toxicidade. Assim como permite o estudo dos 

prováveis riscos que aquela substância poderá causar, devido à exposição repetida 

por um período e tempo. Este estudo de toxicidade oral de doses repetidas, com 

duração de 28 dias em roedores é regulamentada pela OECD 407 (2008). 

Os testes de toxicidade aguda permitem avaliar o potencial de toxicidade e 

letalidade de uma substância (SILVA et al., 2019).  De acordo com Anvisa (2013), os 

testes de toxicidade aguda: “são aqueles utilizados para avaliar a toxicidade 

produzida por uma substância teste quando esta é administrada em uma ou mais 

doses durante um período não superior a 24 horas, seguido de observação dos 

animais por 14 dias após a administração”. 

Em 1927 foi introduzido o teste da DL50, que é para identificação da dose letal 

de uma substância que mata 50 % dos animais em um teste. Sendo usado como 

pré-requisito por várias agências reguladoras de medicamentos por muitos anos. 

Entretanto, devido a necessidade de se usar uma grande quantidade de animais 

para realização deste teste, este deixou de ser obrigatório (VALADARES, 2006). O 

guia para a condução de estudos não clínicos de toxicologia e segurança 

farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos informa que o 

teste de DL50 não é necessário, e oferece a utilização de métodos alternativos 

preconizados pela OECD para realizar uma estimativa da DL50 (ANVISA, 2013).  

Por meio do protocolo da OECD 423 (2001) é possível determinar faixas de 

exposição à substância nas quais a letalidade é esperada. O principal objetivo deste 

teste é a identificação ou não de mortes (KALAIMANI; MUSTAFA 2017). Além disso, 

a OECD 423 (2001) fornece uma tabela para classificação da GHS (Globally 

Harmonised Classification System) da substância teste.   

A Conferência das Nações Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento 

(UNCED) desenvolveu vários critérios para um sistema globalmente harmonizado de 

classificação e rotulagem de produtos químicos (GHS). Neste manual estabelece 

categorias que vão de 1-5 indicando o grau de toxicidade de uma substância, a partir 

da estimativa de sua DL50 em um teste de toxicidade aguda (UNCED, 2011).  
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A OECD 423 (2001) disponibiliza um fluxograma (Figura 8) no qual orienta o 

delineamento do teste. Sobre quantos animais usar, e se a dose estudada deve ser 

reduzida ou aumentada caso ocorra mortes ou não dos animais, e assim estima a 

DL50 e consequentemente a classificação GSH. Esta ainda relata que, para 

substâncias que não se teve nenhum estudo toxicológico recomenda-se iniciar o 

teste pela dose de 300mg/Kg.  

 
 
 
Figura 8 – Procedimento de ensaio de toxicidade aguda com dose inicial de 
300 mg/Kg. 

Fonte: OECD 423 (2001).  
Legenda: separa-se 3 ratas e administra-se a substância na dose de 300 mg/Kg. Se ocorrer 2 ou 3 
mortes, administra-se uma menor dose (50 mg/Kg) em outros 3 animais. Já se não ocorrer nenhuma 
ou 1 morte, a dose (300 mg/Kg) é repetida em outros 3 animais. Se houver 1 ou 0 morte, administra-
se a substância na dose 2000 mg/Kg em outros 3 animais. Havendo 2 ou 3 mortes, classifica-se a 
substância na categoria 4. Já, se houver 1 ou 0 morte, repete-se a dose em outros 3 animais e 
havendo 1 ou 0, a substância é classificada na categoria 5 da GSH, e provável DL50 de 2500 mg/Kg. 
Caso não ocorra nenhuma morte durante todo experimento, estima-se uma DL50 de 5000 mg/Kg.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 
Avaliar a atividade antiplasmodial in vitro do composto CH3ISACN, bem como 

sua toxicidade in silico e in vivo. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a capacidade de inibição do crescimento do Plasmodium 

falciparum (W2) in vitro. 

 

• Estimar a CI50 do composto CH3ISACN, frente a cepa de P. falciparum 

in vitro. 

 

• Avaliar a atividade hemolítica em eritrócitos humanos, induzida pela 

CH3ISACN. 

 

• Analisar as características farmacocinéticas e toxicológicas teóricas por 

meio de ensaios in silico. 

 

• Realizar estudo toxicológico agudo em ratas Wistar, estimar a DL50, e 

classificação na GSH. 

 

• Executar uma triagem farmacológica comportamental, em ratas, além 

de mensurar o consumo de água, ração e evolução ponderal. 

 

• Avaliar o efeito da amostra sobre os parâmetros hematológicos e 

bioquímicos do sangue de ratas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Local da Pesquisa 

 

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratório de Ensaios 

Toxicológicos (LABETOX), da Universidade Federal da Paraíba (UFPB), coordenado 

pela Profª Drª Margareth de Fátima Formiga Melo Diniz e pela Profª Drª Caliandra 

Maria Bezerra Luna Lima. Ainda, foram realizados experimentos no Laboratório de 

Biologia da Malária e Toxoplasmose (LABMAT), da Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte (UFRN), coordenado pelo Prof Dr. Valter Ferrreira de Andrade 

Neto. 

 

4.2 Materiais 

 

4.2.1 Substância Teste 

 

Foi utilizado o composto 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila 

(CH3ISACN), que foi sintetizado e cedida pelo Laboratório de Síntese Orgânica 

Medicinal da Paraíba (LASOM-PB), coordenada pelos professores Dr. Claudio 

Gabriel Lima Junior e Dr. Mário Luiz Araújo de Almeida Vasconcellos, do 

Departamento de Química da Universidade Federal da Paraíba. 

Para a preparação de CH3ISACN, duas etapas sintéticas foram realizadas 

(Figura 9). A primeira envolveu a metilação da isatina através de uma reação do tipo 

SN2 usando K2CO3 como base e iodeto de metila como agente alquilante. Este 

produto foi obtido como sólido vermelho em rendimento de 98%. Posteriomente o 

intermediário N-metil-isatina foi submetido a reação de Morita-Baylis-Hillman usando 

acrilonitrila como aceptor de Michael e DABCO como catalisador, formando o aduto 

CH3ISACN em rendimento de 95% após 90 minutos de reação (LIMA-JÚNIO et al., 

2016). 
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Figura 9 – Reação para preparação de CH3ISACN 

 

            Fonte: Lima-JUNIOR et al., 2016 

 

 

4.2.2 Eritrócitos Humanos 

 

Todos os eritrócitos humanos usados no presente estudo, foram provenientes 

de bolsas de descarte, obtidos na Unidade Transfusional do Hospital Universitário 

Lauro Wanderley/UFPB. Na qual continham concentrado de hemácias dos tipos 

sanguíneos A+. A manipulação e o descarte dos eritrócitos seguiram as normas de 

segurança padronizadas pela referida unidade.  

Para realização deste trabalho, o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa do Hospital Universitário Lauro Wanderley, da Universidade Federal da 

Paraíba, com o referido número de aprovação n° 3.029.388 (ANEXO A). 

 

4.2.3 Animais 

 

 Para o teste de toxicidade aguda foram utilizadas ratas Wistar (Ratus 

novergicus), albinas, fêmeas (nulíparas e não grávidas), com idade entre 7-8 

semanas, pesando entre 180 e 220 g, fornecidos pela Unidade de Produção Animal 

(UPA) do Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM), UFPB, 

Brasil.  

Todos os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno medindo 

49X34X16cm contendo até 3 animais. Foram mantidos sob condições controladas 

de temperatura de 22 ± 3 oC, em ciclos de claro e escuro de 12 horas (6h00 as 

18h00 claro e de 18h00 as 6h00 escuro) com livre acesso à água e a uma dieta 

controlada, a base de ração do tipo pellets durante todo o período de 
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experimentação, e sem uso de qualquer medicamento. Os procedimentos 

experimentais foram analisados e aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal (CEUA) da UFPB protocolo N° 1170270418 (Anexo B). 

A eutanásia dos animais foi realizada por sobredose de solução anestésica 

contendo 300 mg/Kg de Cetamina e 30 mg/Kg de Xilasina, sendo administrado por 

via intraperitoneal (IP). 

 

4.3 Métodos 

 

4.3.1 Avaliação Antiplasmodial in vitro 

 

4.3.1.1 Cultura de Plasmodium falciparum  

 

Para os experimentos in vitro de atividade antimalárica, foi utilizado a cepa 

W2 (cepa cloroquina-resistente; mefloquina-sensível). Foi aplicado o método de 

Trager e Jensen (1976) para a cultura dos parasitas, com modificações descritas por 

Andrade-Neto et al (2007).  Para o cultivo do P. falciparum manteve-se uma 

atmosfera com baixo nível de oxigênio (5% de oxigênio, 5% de dióxido de carbono e 

90% de nitrogênio), temperatura a 37 °C, em eritrócitos do tipo A+, hematócrito de 3-

5% e meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 0,5 % de 

Albumax I (Gibco). A cultura em fase de anel foi obtida por meio de dois tratamentos 

consecutivos, em intervalos de 48 horas, com uma solução de D-sorbitol a 5% (m/v) 

(Sigma-Aldrich), como foi descrito por Lambros and Vandenberg (1979). O seguinte 

método fundamenta-se no fato dos eritrócitos infectados com parasitos com mais de 

20 horas de desenvolvimento intra-eritrocitário, apontam uma maior fragilidade 

osmótica, sendo lisados pelo D-sorbitol. A cultura é centrifugada a 1800 rpm/ 5 

minutos e 5 mL de D-sorbitol a 5% são adicionados ao precipitado. Em seguida a 

cultura é incubada em banho maria a 37 °C por 5 minutos, e então esta é 

centrifugada e lavada com RPMI sem Albumax I. Sendo então levados em garrafas 

de cultura para estufa, e mantidos por 48 horas. 
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4.3.1.2 Atividade Antiplasmódica in vitro  

 

Para este ensaio, foi preparada uma solução mãe da substância CH3ISACN, 

dissolvida em DMSO a 1% (concentração final), obtendo uma concentração de 

10mg/mL. A partir desta solução, seguiu-se uma diluição seriada de 1:2 (sete 

concentrações), variando de 50 µg/mL a 0,78 µg/mL em meio de cultura RPMI 

completo com Albumax I. Foi utilizado placa de 96 poços, na qual a cultura de P 

falciparum com predominância de trofozoíto, com 4% de parasitemia e 1,5 % em 

formato de anel, foram tratados com o composto diluído previamente em diluição 

seriada como explicado acima. Posteriormente a microplaca foi incubada a 37°C, 

durante 48 horas, sob atmosfera com baixo nível de oxigênio. Como controle 

positivo foi usado a Cloroquina em concentração padrão de 2500µg/mL. Após as 48 

horas de incubação foi realizado esfregaços sanguíneos foram corados com 

Panótico e lidos em microscópio óptico para determinação da CI50. Os valores 

obtidos de CI50 foram calculados usando o software Microcal Origin. A substância foi 

classificada de acordo com sua atividade sendo: alta atividade (CI50 ≤ 10µg/ml); 

atividade moderada (10 <CI50 <100µg/ml); e baixa atividade (CI50> 100µg/ml) 

(MENEGUETTI, et al 2014). Os testes foram realizados em triplicata e repetidos em 

três experimentos independentes. 

 

4.3.1.3 Ensaio de Hemólise 

 

Para o estudo de hemólise foi aplicado o método de Rabelo et al (2012). No 

qual utilizado eritrócitos humanos em uma suspensão de 1% (v/v) de solução 

fisiológica a 0,9%. Foram incubados 100 µL desta suspensão adicionados à 100 µL 

da substância teste (CH3ISACN). O composto foi testado em concentrações 10 e 50 

vezes maior que seu CI50 (triplicata), sendo 100 e 500 µM. Como controle positivo 

com 100% de hemólise, foi utilizado Triton X-100 1% (v/v), e para controle negativo 

foi utilizado solução salina 0,9%, garantindo 0% de hemólise. Em seguida as 

amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 2 minutos, uma alíquota do 

sobrenadante foi transferida para a placa de 96 poços. Posteriormente a liberação 

de hemoglobina foi monitorada a partir da leitura da placa em espectrofotômetro 
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medindo a absorvância a 405 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e a taxa de 

hemólise das amostras foi calculada como abaixo: 

 

 

 

Onde: Abs.= Absorbância 

 

4.3.2 Ensaios Toxicológicos in silico 

 

4.3.2.1 Molinspiration 

 

As propriedades moleculares foram calculadas, com base em descritores 

moleculares utilizando a regra dos cinco de Lipinski, no software Molinspiration 

Online Property Calculation Toolkit (www.molinspiration.com/). A investigação de 

Lipinski e colaboradores deu origem a chamada “regra dos 5”, que traçou um perfil 

para moléculas de fármacos dentro de limites de massa molar, lipofilia que é 

representada pelo coeficiente de partição, log P, e hidrofilia, representada pelo 

número de doadores e receptores de ligação de hidrogênio. A regra dos cinco 

estabelece alguns parâmetros estruturais relevantes para a predição teórica do perfil 

de biodisponibilidade oral. Esta biodisponibilidade está associada à absorção e a 

permeabilidade de possíveis fármacos e depende de cinco parâmetros: (a) número 

de grupos aceptores de ligação hidrogênio (nALH) menor ou igual a 10; (b) número 

de grupos doadores de ligação hidrogênio (nDLH) menor ou igual a 5; (c) massa 

molecular (MM) menor ou igual a 500 g/mol; (d) coeficiente de partição octanol-água 

(milog P) menor ou igual a 5; (e) área de superfície polar (PSA) menor ou igual a 140 

Å. Moléculas que não atendem mais do que um destes parâmetros podem ter 

problemas com a biodisponibilidade (SILVA, 2015). 
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4.3.2.2 AdmetSAR 

 

Os parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos teóricos (ADMET – Absorção, 

Distribuição, Metabolização, Excreção e Toxicidade) foram calculados com o objetivo 

de analisar se a substância possui as características essenciais para que possa ser 

considerada como possível fármaco. Alguns parâmetros relacionados à absorção, 

toxicidade e metabolização foram avaliados pela ferramenta admetSAR 

(http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/) (SOUZA, 2015). Esses parâmetros são 

permeabilidade na barreira hematoencefálica, permeabilidade Caco-2, absorção no 

intestino, se são substratos e inibidores das enzimas do complexo citocromo e se 

são inibidores de transporte renal de cátions. Através desta ferramenta foi avaliada a 

metabolização utilizando algumas enzimas do complexo citrocromo P450, 

comparando se os compostos são substratos para os citocromos CYP450 2D6, 

CYP450 3A4, CYP450 2C9, se são inibidores dos citocromos CYP450 1A2, CYP450 

2C9, CYP450 2D6, CYP450 2C19, CYP450 3A4 assim como a promiscuidade de 

inibição dos citocromos. 

 

4.3.3 Ensaio Toxicológico In vivo 

 

4.3.3.1 Toxicidade Aguda 

 

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o Guia para a 

condução de Estudos não clínicos de toxicologia e segurança farmacológica 

necessários ao desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2013) e segundo a 

OECD 423 (2001) com modificações.  Os animais foram divididos em dois grupos:  

controle e tratado. O grupo controle recebeu por via oral apenas o veículo de 

diluição (DMSO a 10%). Já para o grupo tratado, foi administrado o derivado de 

isatina CH3ISACN, sendo a dose de partida de 300 mg/kg com posterior repetição da 

dose. A não ocorrência de morte direcionou o experimento a prosseguir utilizando a 

dose de 2000 mg/kg, finalizando com uma nova repetição, seguindo assim o 



Melo, CR 

 

 

48 
 

fluxograma disponibilizado pela OECD (2001) (Figura 8). Para o grupo controle 

foram utilizados 6 animais e 3 ratas por grupo tratado.  

Ao final dos 14 dias de avaliação, os animais foram eutanasiados por 

sobredose de anestésicos (Cetamina: 300 mg/kg e Xilazina: 30 mg/kg ), na intenção 

de amenizar o sofrimento dos mesmos. Logo após a eutanásia, o sangue dos 

animais foi coletado para a realização dos exames bioquímicos. 

 

4.3.3.2 Avaliação Comportamental 

 

A triagem farmacológica comportamental é uma metodologia preliminar que 

avalia o possível efeito de uma droga no SNC e SNA, na qual foram observados 

parâmetros comportamentais nos animais que possibilitam caracterizar o efeito 

central da substância (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). Após a administração da 

CH3ISACN, foi realizada a observação de parâmetros comportamentais através da 

triagem farmacológica nos intervalos: 30, 60, 120,180 e 240 minutos, seguindo 

protocolo experimental elaborado pelo Setor de Psicofarmacologia do IPeFarM 

/UFPB. 

 

4.3.3.3 Consumo de Água e Alimento 

 

Neste experimento foi avaliado o consumo de água e de ração na forma de 

pellets pelos animais, durante todo experimento. Foram colocadas as mamadeiras 

graduadas com água e, no dia seguinte, registrou-se o volume de água ingerido 

pelos animais. Quanto ao consumo de alimentos, a ração foi colocada diariamente, 

nas gaiolas, no dia posterior, foi contabilizado o peso consumido de ração. Já a 

pesagem dos animais foi realizada no 1º dia (basal), no 7º e no 14º dia. 

 

4.3.3.4 Avaliação Laboratorial do Sangue 

Após jejum de 12 horas, as amostras de sangue foram recolhidas a partir do 

plexo braquial, sendo coletadas em tubos contendo ácido etilenodiamino tetracético 
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(EDTA) para determinação dos parâmetros hematológicos, e foram utilizados tubos 

com gel separador – Microtainer Becton Dickson® – posteriormente centrifugados 

por 10 minutos a 3500 rpm, para obtenção do soro para a determinação dos 

parâmetros bioquímicos. 

 

4.3.3.4.1 Avaliação dos Parâmetros Hematológicos 

Nas análises hematológicas foram realizados estudos da série vermelha 

(eritrograma), branca (leucograma) e contagem de plaquetas. No eritrograma houve 

a contagem de hemácias, determinação do hematócrito, da hemoglobina, do volume 

corpuscular médio (VCM), da concentração da hemoglobina corpuscular média 

(CHCM), e da hemoglobina corpuscular média (HCM). No leucograma foi realizado a 

contagem global dos leucócitos e contagem da diferenciação celular. Para a 

realização do hemograma e contagem de plaquetas, foi utilizado o Analisador 

Hematológico celular automático de uso veterinário. 

 

4.3.3.4.2 Avaliação dos Parâmetros Bioquímicos 

 

Através das amostras de soro foram realizadas as análises bioquímicas, que 

consistiram nas dosagens de: glicose, colesterol total, ureia, triglicerídeos, ácido 

úrico (pelo método enzimático), creatinina, transaminases Aspartato Amino 

Transferase (AST) e Alanina Amino Transferase (ALT), Gama Glutil Transferase 

(GGT), fosfatase alcalina (pelo método cinético) e proteínas totais (pelo método do 

biureto). Utilizando o analisador bioquímico automatizado CHEMWELL-T. O sódio, 

potássio, cálcio, magnésio e cloreto foram determinados pelo analisador de íons 

seletivos Electrolyte Analyzer AVLAB®. 
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4.4 Análise Estatística 

 

Para análise estatística dos resultados, in vitro da atividade antiplasmódica, 

foi utilizado interpolação linear com análises probabilísticas qui quadrado (χ2), 

através do programa Microcal Origin versão 5.0. Para os demais estudos in vitro e 

in vivo, a análise estatística dos dados foi realizada através do programa GraphPad 

Prism, versão 6.0. Inicialmente foi avaliado a distribuição dos dados, através do 

Teste de Kolmogorov-Smirnov, afim de definir a adequação do uso de testes 

paramétricos ou não-paramétricos.  

Os dados que obedeceram ao critério de distribuição de normalidade foram 

analisados por Análise de Variância (ANOVA), seguido pelo teste post-hoc de 

Dunnett. Já os dados que não atenderam ao critério de normalidade foram 

analisados pelo Teste Não-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido também pelo 

teste post-hoc de Dunnett. Foi considerado como significativo os testes que 

apresentaram nível de significância menor que 5% (p-valor<0,05). Ressalta-se ainda 

que os resultados foram expressos em média e erro padrão (e.p.m.) ou desvio 

padrão da média. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Estudo Antiparasitário in vitro 

 

5.1.2 Atividade Antiplasmódica in vitro 

 

A cepa de Plasmodium falciparum utilizada nos testes foi a W2 (cepa 

cloroquina-resistente; mefloquina-sensivel). A cloroquina foi testada em paralelo 

como antimalárico de referência. Os valores obtidos são média de triplicatas. 

Foi realizado a leitura das lâminas e quantificado a porcentagem de 

parasitemia inibida pela substância. Desta forma identificou-se que quanto maior a 

concentração da substância CH3ISACN, maior é a sua capacidade em inibir a 

replicação do Plasmodium falciparum (W2) nos eritrócitos humanos (Gráfico 1).  

Além disto, estimou-se que o derivado de isatina testado, é ativo contra o parasito, 

com uma CI50 = 8,37 ug/mL (Gráfico 2) 

 

Gráfico 1 - Avaliação da inibição do crescimento do Plasmodium falciparum 
(W2) in vitro após 48h de incubação com o composto CH3ISACN em 
diferentes concentrações 

 
           Fonte: Dados da autora, 2020. 
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Gráfico 2 - Determinação da CI50 do composto CH3ISACN frente a cepa de 
Plasmodium falciparum in vitro, após 48 h de incubação. Cloroquina usada em 
paralelo como controle 
 

 
Fonte: Dados da autora, 2020 
Foi usado interpolação linear com análises probabilísticas qui quadrado (χ2), através do programa 

Microcal Origin versão 5.0. 

 

 

 

5.1.3 Avaliação Hemolítica 

 

Para avaliação da citotoxicidade, a substância CH3ISACN foi exposta em 

concentrações 10 e 50 vezes maiores que sua CI50 aos eritrócitos humanos. Assim 

como também foi avaliado nas mesmas concentrações da atividade antiplasmodial 

(50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,5 e 0,78 µg/mL). Todas as diluições apresentaram baixa 

ação hemolítica (Tabela 1). Quando comparados com o grupo controle negativo, 

observou-se que a substância testada não causou hemólise significativa (Gráfico 3). 

Indicando assim uma baixa citotoxicidade e boa viabilidade celular. 
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Tabela 1 - Porcentagem de hemólise ocasionada pela substância CH3ISACN 
(µg/ml) em eritrócitos humanos 

Concentração µg/mL Hemólise (%) 

500 1,99 % 

100 1,25 % 

50 0,93 % 

25 0,46 % 

12,5 0,27 % 

6,25 5,12 % 

3,12 1,59 % 

1,5 0,53 % 

0,78 1,66 % 

Fonte: Dados da autora, 2020. 

 

 

Gráfico 3 - Avaliação hemolítica em eritrócitos humanos, induzida pela   

CH3ISACN 
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Fonte: Dados da Autora, 2020 
 Os resultados estão expressos como média ± e.p.m. Análise por ANOVA seguido por pós-teste de 
Dunnett, p< 0,05. (Legenda: *p<0,05). 
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5.2 Estudos Toxicológicos  

 

5.2.1 Ensaio in vitro 

 

5.2.1.1 Molinspiration 

 

As propriedades moleculares da substância CH3ISACN, calculadas no 

software Molinspiration, estão representadas na Tabela 2.  

A substância CH3ISACN apresenta uma boa biodisponibilidade teórica oral, já que 

atende aos requisitos preconizados pela ― Regra dos cinco de Lipinski. Na qual 

afirma que a substância ao atender 3 dos 4 parâmetros (miLogP, MM, nALH e 

nDLH) provavelmente terá uma boa biodisponibilidade quando administrado por via 

oral.  

 

 

Tabela 2: Propriedades moleculares da substância CH3ISACN calculadas no 

software Molinspiration. 

SUBSTÂNCIA miLogP MM nALH nDLH TPSA nrotb 

CH3ISACN 0,94 214,22 4 1 64,33 1 

Fonte: Dados da autora, 2020.  
Legenda: miLogP – coeficiente de partição octanol/água; MM- peso molecular nALH – número de 
grupos aceptores de ligação de hidrogênio; nDLH – número de grupos doadores de ligação de 

hidrogênio; TPSA – área superficial polar topológica; nrotb – número de bandas rotáveis. 
 
 
 

5.2.1.2 AdmetSAR 

 

O estudo farmacocinético da substância CH3ISACN realizado no programa 

AdmetSAR, forneceu informações sobre seus possíveis locais de absorção, 

distribuição, metabolização, excreção e toxicidade (ADMET). Diante dos resultados 

apresentados na Tabela 3, a substância CH3ISACN provavelmente é capaz de 

atravessar a barreira hematoencefálica, bem como pode sofrer absorção intestinal, e 

é permeável ao Caco-2. O composto CH3ISACN também mostrou não ser substrato 
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da glicoproteína P e nem ser inibidor da mesma, bem como não interfere no 

transporte renal de cátions orgânicos. 

A CH3ISACN apresentou ter distribuição subcelular mitocondrial e quanto ao 

metabolismo, mostrou ser substrato apenas da enzima CYP450 3A4. Possivelmente 

é inibidor apenas da CYP450 1A2, não inibindo mais nenhuma enzima deste 

complexo, além disso apresenta baixa promiscuidade inibitória CYP. 

No estudo de excreção e toxicidade, a CH3ISACN mostrou ser inibidor fraco de 

HERG, não apresentou toxicidade pelo teste de AMES, não foi classificada como 

carcinogênica, não é biodegradável e foi classificada na categoria III de toxicidade 

oral aguda, com uma estimativa de DL50 de 2.9260mol/Kg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
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Tabela 3 - Propriedades de classificação ADMET, calculadas no software 

admetSAR, para a substância CH3ISACN 

Modelo  Resultado 

 Absorção  

Barreira Hematoencefálica  BH+ 

Absorção Intestinal Humana  AIH+ 

Permeabilidade ao Caco2  Caco2+ 

Substrato da glicoproteína P  NS  

Inibidor da Glicoproteína P  NI 

Transporte Renal de Cátions 
Orgânicos 

 NI 

 Distribuição  

Localização Subcelular  Mitocôndria  

 Metabolismo  

Substrato CYP450 2C9   NS  

Substrato CYP450 2D6   NS  

Substrato CYP450 3A4   S 

Inibidor CYP450 1A2   I 

Inibidor CYP450 2C9   NI 

Inibidor CYP450 2D6  NI 

Inibidor CYP450 2C19   NI 

Inibidor CYP450 3A4  NI 

Promiscuidade Inibitória do 
CYP  

 Baixa 

 Excreção e 
Toxicidade 

 

HERG   Inibidor fraco 

Toxicidade no teste de 
AMES 

 NT 

Carcinogênico   NC 

Biodegradação  NB 

Toxicidade Oral Aguda   III 

 Perfil ADMET 
previsto-

regressão 

 

Solubilidade Aquosa  -2,7579 LogS 

Toxicidade Aguda em Ratos  2.9260 DL50, mol/Kg 
Fonte: Dados da autora, 2020. 
Legenda: NI – não inibe; NS – não substrato; S – substrato; I – inibe; NT – não tóxico; NC – não 
carcinogênico; HERG- gene relacionado a éter-a-go-go humano 

 

 

http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
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5.2.2 Ensaio Toxicológico in vivo Não-Clínico Agudo 

 

5.2.2.1 Avaliação Comportamental 

 

 Após a administração da substância CH3ISACN por via oral na dose de 

300mg/Kg, bem como na dose de 2000mg/Kg, foi realizado uma avaliação 

comportamental dos animais a cada 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos. Em ambos 

os grupos não foi notado nenhum tipo de alteração no comportamento dos animais 

em estudo. Não sendo evidenciados sinais depressores ou estimulantes do Sistema 

Nervoso Central (SNC), bem como não foi demonstrado nenhum sinal relacionado à 

alteração no Sistema Nervoso Autônomo (SNA). Além disto, não houveram mortes, 

sendo a substância classificada com uma DL50 de 5000 mg/Kg de acordo com a 

OECD 423 (2001) (Figura 8). 

 

5.2.2.2 Controle de Água, Ração e Evolução ponderal 

 

 Durante o período de experimentação, os animais tratados com CH3ISACN 

não tiveram nenhuma alteração estatisticamente significativa no consumo de água 

(Tabela 4). Já quanto ao consumo de ração, foi demonstrado que o grupo tratado 1 

(300 mg/Kg), apresentou um aumento estatisticamente significativo do consumo de 

ração quando comparado ao do grupo controle (Gráfico 4). Já o grupo tratado 2 

(2000 mg/Kg), teve uma diminuição estatisticamente significativa quando comparado 

ao consumo de ração do grupo 1, mas não teve alteração significativa quando 

comparada ao grupo controle (Gráfico 4). 

 No estudo da evolução ponderal, foi observado que não houve alteração 

desta na primeira semana do estudo (Tabela 5). Já na segunda semana de estudo, 

as ratas tratadas do grupo 1 apresentaram uma diminuição estatísticamente 

significativa no peso corporal quando comparado ao do grupo controle (Gráfico 5). 

Já o grupo 2, também na segunda semana, apresentou um aumento significativo do 

peso corporal quando comparado ao grupo 1, mas não mostrou alteração 

significativa da evolução ponderal quando comparado ao grupo controle (Gráfico 5). 
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Tabela 4- Avaliação do consumo de água e ração de ratas Wistar tratadas com            

CH3ISACN nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg. 

 Controle 300mg/dL 

(Grupo 1) 

2000 mg/dL  

(Grupo 2) 

Consumo de 

Água (mL) 

200,0 ± 9,5 195,5 ± 7,6 199,4 ± 11,8 

Consumo de 

Ração (g) 

105,3 ± 2,1 126,2 ± 8,7a 103,2 ± 2,76b 

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. 
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle; b p<0,05 comparado com grupo G1-300 mg/kg  
 
 
 
 
 
 

Gráfico 4- Consumo de ração de ratas Wistar tratadas com a substância 

CH3ISACN. 

C
o

n
s

u
m

o
 d

e
 r

a
ç

ã
o

 (
g

)

c o
n

tr
o

le
 

3 0 0  m
g

/k
g

2 0 0 0  m
g

/k
g

0

5 0

1 0 0

1 5 0 a

b

 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett.  
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle; b p<0,05 comparado com grupo G1-300 mg/kg 
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Tabela 5- Avaliação da evolução ponderal de ratas Wistar tratadas com 

CH3ISACN nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg. 

 Controle 300 mg/Kg 

(Grupo 1) 

2000 mg/Kg (Grupo 2) 

Evolução ponderal 

(1º semana) 

15,3 ± 1,3 11,7 ± 2,9 14,3 ± 1,5 

Evolução ponderal 

(2º semana) 

14,3 ± 1,7 3,7 ± 2,0a 13,3 ± 0,8b 

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. 
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle; b p<0,05 comparado com grupo G1-300 mg/kg  
 
 
 
 
 
 

Gráfico 5- Avaliação ponderal das ratas Wistar na segunda semana após a 

administração da substância CH3ISACN. 
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 Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett.  
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle; b p<0,05 comparado com grupo G1-300 mg/kg) 
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5.2.2.3- Avaliação Bioquímica 

 

 Ao fim do experimento, o sangue periférico das ratas Wistar foi coletado, e 

realizada sua avalição bioquímica, estando os resultados expressos na Tabela 6. De 

todos os parâmetros investigados, apenas a concentração de ureia do grupo tratado 

2, apresentou uma diminuição estatisticamente significativa quando comparada ao 

do grupo controle (Tabela 6) e (Gráfico 6). 

 

Tabela 6- Avaliação bioquímica do sangue periférico das ratas Wistar tratadas 

com CH3ISACN, nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg. 

 Controle 300 mg/Kg  
(Grupo 1) 

2000 mg/Kg 
(Grupo 2) 

Glicemia (mg/dL) 219,3 ± 12,2 201,2 ± 19,2 216,2 ± 36,0 

Ureia (mg/dL) 46,7 ± 3,3 35,2 ± 2,36 30,00 ± 2,8a 

Creatinina (mg/dL) 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,0 

Triglicerídeos 

(mg/dL) 

36,3 ± 6,9 65,2 ± 11,2 36,8 ± 7,4 

Colesterol (mg/dL) 77,5 ± 3,7 66,3 ± 5,4 80,3 ± 7,8 

Magnésio (mg/dL) 3,4 ± 0,1 3,9 ± 0,2 4,2 ± 0,4 

Albumina (mg/dL) 2,8 ± 0,1 3,2 ± 0,2 2,7 ± 0,1 

Proteínas mg/dL 6,2 ± 0,04 6,43 ± 0,1 6,00 ± 0,1 

Fosfatase Alcalina 

(mg/dL) 

147,0 ± 13,5 201,0 ± 23,5 188,2 ± 14,1 

ALT U/L 42,8 ± 2,9 56,8 ± 5,2 45,0 ± 5,3 

AST U/L 119,8 ± 8,4 125,5 ± 8,9 100,3 ± 8,2 

Ácido Úrico (mg/dL) 2,6 ± 0,1 3,5 ± 0,6 3,3 ± 0,7 

Cálcio (mg/dL) 11,6 ± 0,2 12,5 ± 0,4 12,6 ± 0,9 

Fósforo (mg/dL) 8,8 ± 0,3 10,6 ± 0,4 9,7 ± 0,9 

LDH (mg/dL) 1665 ± 84,8 2261 ± 207,5 2276 ± 355,6 

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. 
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle 
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Gráfico 6- Concentração de ureia no sangue periférico das ratas Wistar 

tratadas com a substância CH3ISACN. 
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Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média.  Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett.  
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle 

 

 

5.2.2.4- Avaliação Hematológica  

 

Além da avaliação bioquímica, também foram analisados parâmetros 

hematológicos do sangue periférico das ratas Wistar. Sendo estudado as séries: 

vermelha, branca e plaquetária, estando os resultados expressos na Tabela 7. Não 

foi encontrado nenhuma alteração estatisticamente significativa nos parâmetros da 

série vermelha. Já na análise da série branca, foi identificado apenas um aumento 

estatisticamente significativo na concentração dos leucócitos totais do grupo tratado 

1, quando comparado ao grupo controle (Tabela 7) e (Gráfico 7), bem como um 

aumento no percentual de monócitos (Tabela 7) e (Gráfico 8). 
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Tabela 7- Avaliação hematológica das ratas Wistar tratadas com CH3ISACN, 

nas doses de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg. 

 Controle 300 mg/Kg 2000 mg/Kg 

Hemácias (106/mm3) 7,6 ± 0,1 7,5 ± 0,3 7,5 ± 0,2 

Hemoglobina (g/dL) 14,5 ± 0,1 14,6 ± 0,4 14,2 ± 0,5 

Hematócrito (%) 39,1 ± 0,1 39,4 ± 1,4 39,2 ± 1,3 

VCM (mm3) 52,0 ± 0,8 51,6 ± 1,6 52,1 ± 0,4 

HCM (pg) 19,3 ± 0,4 19,4 ± 0,5 18,6 ± 0,2 

CHCM (%) 37,1 ± 0,3 36,9 ± 0,5 36,1 ± 0,3 

RDW 12,9 ± 0,1 13,7 ± 0,3 12,7 ± 0,3 

Leucócitos Totais 

(mm3) 

4,3 ± 0,1   6,7 ± 0,4a 5,5 ± 0,7 

Neutrófilos (%) 17,0 ± 0,6 18,8 ± 1,8 20,8 ± 4,1 

Eosinófilos (%) 0,8 ± 0,2 0,4 ± 0,24 0,3 ± 0,21 

Linfócitos (%) 74,7 ± 2,4 66,8 ± 1,9 68,5 ± 5,10 

Monócitos (%) 8,3 ± 1,8 14,3 ± 1,3a 10,3 ± 1,52 

PLA (mm3) 1190 ± 75,7 1095 ± 81,6 1150 ± 148,4 

Dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, seguido 
também pelo teste post-hoc de Dunnett. 
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle. 
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Gráfico 7- Concentração dos leucócitos totais no sangue periférico das ratas 

Wistar tratadas com a substância CH3ISACN. 
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Nota: Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. 
 Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle). 

 

 

Gráfico 8- Concentração dos monócitos no sangue periférico das ratas Wistar 
tratadas com a substância CH3ISACN. 
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Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média.  Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett.  
Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A substância do presente estudo CH3ISACN, na qual apresenta o núcleo 

indol, por meio do estudo in vitro mostrou ser capaz de reduzir a parasitemia do 

Plasmodium falciparum (W2) nos eritrócitos humanos. Além disso apresentou uma 

CI50 = 8,37 ug/mL, sendo classificada com alta atividade antiplasmódica 

(MENEGUETTI., et al 2014). É possível que o mecanismo pelo qual a substância 

CH3ISACN atue como antimalárica, esteja relacionado com o seu núcleo indol. 

Tendo em vista a diversidade de derivados indol atuarem na redução da 

parasitemia.  

Comparando com outros estudos, diversas substâncias com o núcleo indol 

apresentam potencial antimalárico (SANTOS et al., 2015). O autor Lunga et al 

(2018), destaca dois compostos com núcleo indol que apresentaram uma CI50 <1 

µM:  1- (5-cloro-1H-indol-3-il) -2 - [(4-cya -nofenil) tio] etanona  e 1- (5-cloro-1H-indol-

3-il) -2 - [(4-nitrofenil) tio] etanona. Estes exibiram atividade potente contra a cepa 

3D7, semelhante à da cloroquina, e com ausência de citotoxicidade e hemólise. 

Schuck et al (2014) avaliou uma série de compostos com núcleo indol, e identificou 3 

que foram capazes de inibir o crescimento de P. falciparum com CI50 na ordem de 

grandeza de micromolar, sendo estes: N- (2- (5-metoxi-1H-indol-3-il) etil) butanamida 

(IC50 = 19,17 μM), N- [2- (5-metoxi-1H-indol-3-il) etil] hexanamida (CI50 = 19,10 μM) 

e N- [2- (5-metoxi-1H-indol-3-il) etil] benzamida (IC50 = 2,93 μM), valores bastante 

promissores.   

Os parasitas usam cascatas de sinalização para controlar diversas funções 

celulares. Então qualquer alteração nas vias de sinalização, podem ocasionar 

disfunções no parasita e até mesmo levá-lo a morte. Sendo assim, foi visto que a 

melatonina que também é um derivado indol possui papel fundamental no controle 

da replicação do Plasmodium falciparum, e assim, o estabelecimento da parasitemia 

(MPHAHLELE et al., 2017).  Ela é responsável por desencadear a formação de 

inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) (PECENIN et al., 2018), ativação de protease e ativar 

genes do sistema de ubiquitina proteassoma (UPS). Além de modular o fator de 

transcrição  do P. falciparum, o Pf NF-YB (SCHUCK., et al 2014; DARYANI et al., 

2018). Desta forma, é interessante que seja investigado se a CH3ISACN é capaz de 
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interferir no mecanismo de ação da melatonina no P. falciparum, já que ambas as 

substâncias são derivadas do mesmo núcleo.  

 Tendo em vista que a substância CH3ISACN apresentou uma boa atividade 

antimalárica, reduzindo a parasitemia do P. falciparum (W2) nos eritrócitos, 

necessitou-se averiguar se isto ocorria por ação ao parasita ou por causar 

destruição das hemácias (já que o parasita vive intracelularmente). Sendo assim, foi 

realizado o ensaio de hemólise para verificar se o composto era capaz de causar 

citotoxicidade. Por meio deste teste, foi possível avaliar a capacidade da substância 

em causar ruptura dos eritrócitos e assim liberar hemoglobina. Esta que é a mais 

abundante e a principal proteína dos eritrócitos, desempenhando suas principais 

funções fisiológicas (ZHAO et al.,2017).  

A hemoglobina ao ser liberada no plasma leva a sérios danos em órgãos 

vitais como rins, coração e fígado. Logo, o teste de hemólise é um método de 

grande importância por avaliar se a substância ao ser administrada não vai 

ocasionar outros problemas como, anemia hemolítica (DINESH et al., 2018; 

PEREIRA et al., 2016). Como também é importante para identificar se esta causa 

viabilidade celular.  

Desta forma, a substância CH3ISACN quando incubada com eritrócitos 

humanos em concentrações 10 e 50 vezes maiores que seu CI50, não causou 

hemólise significativa, bem como em nenhuma das outras concentrações testadas 

para a atividade antiplasmódica. Indicando assim que o derivado de isatina 

(CH3ISACN), é um composto que apresenta baixa atividade hemolítica. Já que em 

suas diferentes concentrações causou hemólise baixa/moderada aos eritrócitos, não 

provocando nem 10% de hemólise nas maiores concentrações testadas. Quando 

comparada com o grupo controle negativo, CH3ISACN não causou hemólise 

significativa. Indicando assim uma baixa citotoxicidade e boa viabilidade celular. O 

fato da substância em estudo não causar citotoxicidade, é de extrema relevância, 

pois os eritrócitos desempenham vital importância no transporte de oxigênio no 

corpo, atendendo assim as necessidades metabólicas para manutenção da vida 

(HOSSAIN et al., 2015; ZHAO et al.,2017). Portanto, sugere-se que sua atividade 

antimalárica tenha como alvo o parasita P. falciparum e não a lise dos eritrócitos 

como causa da redução da parasitemia eritrocitária.  
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Apesar dos testes in vitro estarem ganhando aceitação como método 

alternativo (LORET et al., 2018; NAVEGANTES et al., 2016), é necessário que 

sejam realizados testes in vivo para maior garantia do uso de uma substância. Já 

que esta pode sofrer diversos processos biológicos em um corpo vivo. Como passar 

pelo processo de metabolismo de primeira passagem no fígado (principal local de 

metabolização), assim como também no intestino (JONES et al., 2016; RAJE et al., 

2018). E a substância assim sofrer modificações estruturais por enzimas, que podem 

ativar a substância ou causar sua depuração (SOO et al., 2018).  Processos como a 

biodisponibilidade, a toxicidade e a eficácia de um fármaco, são alterados devido 

reações enzimáticas (YU et al., 2018). Além disso, outros tipos de interferências 

podem acontecer com a substância, como sofrer ação das bombas de efluxo, 

envolvida em processos de modulação da absorção e distribuição, provocando 

diminuição do nível plasmático da substância, e consequentemente diminuindo sua 

atividade (CALADO et al., 2014; REIS et al., 2015). 

Portanto, para maior garantia da CH3ISACN como antimalárica, sugere-se 

que seja realizada uma avaliação desta atividade in vivo, como o teste supressor de 

Peters (PETERS, 1965). No qual poderá ser avaliado em roedores infectados pelo 

Plasmodium, se quando tratados pela CH3ISACN ocorrerá uma diminuição da 

parasitemia e se os resultados irão corroborar com os estudos in vitro. 

Antes que um medicamento em potencial seja administrado ao ser humano, é 

exigido que este seja testado em animais. Tal procedimento é uma exigência 

regulatória global, afim de garantir a segurança e a avaliação do risco/benefício da 

substância ao corpo humano (PRIOR et al., 2018). Desta forma, estudos não 

clínicos usando espécies roedoras ou não roedoras são realizados antes de ir para 

fase clínica. 

Por meio de ferramentas computacionais, denominadas in silico, é possível 

estimar as prováveis atividades biológicas de uma determinada substância, bem 

como suas características moleculares. Desta forma, o estudo in silico é uma 

maneira de otimizar a pesquisa de novos fármacos, servindo para direcionar os 

estudos seguintes (MOHAMED et al., 2016; YOUSEF et al., 2018). 

A avaliação da relação dos fatores farmacocinéticos e físico-químicos são 

importantes, pois apontam que uma molécula terá alto potencial farmacológico, se 

esta assemelhar-se aos fármacos existentes, fenômeno conhecido como 
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semelhança medicamentosa (SOUZA et al., 2019). Assim, essas avaliações podem 

ser comparadas com padrões determinados pela “Regra dos cinco” de Lipinski, que 

preconiza peso molecular (MM) inferior ou igual a 500Da, número de doador de 

ligações de hidrogênio (nDLH) inferiores ou igual a 5, número de aceitador de 

ligações de hidrogênio (nALH) inferiores ou igual a 10 e miLogP inferior ou igual a 5 

(LIPINSKI et al., 2001; DIRAR et al., 2016; ARYA et al., 2019).  Utilizando o 

programa Molinspiration, observou-se que a substância CH3ISACN, apresenta uma 

boa biodisponibilidade teórica quando administrado por via oral, já que esta não 

violou nenhum parâmetro da “Regra dos cinco” de Lipinski.  

Os parâmetros avaliados estão relacionados com a hidrofobicidade, tamanho, 

flexibilidade, distribuição eletrônica e características de ligação de hidrogênio da 

molécula. Que influenciam seu comportamento em um organismo vivo, bem como 

sua biodisponibilidade, toxicidade, propriedades de transporte, afinidade para 

proteínas, reatividade, estabilidade metabólica, entre outros (TARIQ et al., 2016).  

O miLogP é o logaritmo do seu coeficiente de partição entre octanol e água, 

que avalia a hidrofibicidade de uma molécula, no qual sendo <5 indica uma 

probabilidade de ser bem absorvido (ESCOBEDO-GONZÁLEZ et al., 2017).  Na 

tabela 2 observa-se que CH3ISACN tem um Log P <5, mostrando que esta 

substância apresenta uma boa taxa de permeabilidade pelas membranas celulares, 

sendo assim, bem absorvido e consequentemente com uma boa biodisponibilidade. 

Além disso, possivelmente é uma molécula com baixa toxicidade, tendo em vista 

que substâncias com alto Log P geralmente são considerados de natureza tóxica 

(MISHRA et al., 2018). 

Um dos fatores para avaliação quanto à permeabilidade de uma substância, é 

o seu peso molecular (MM) e tamanho, que quanto maior, menor é a capacidade de 

atravessar as membranas plasmáticas, e consequentemente menor sua 

biodisponibilidade (POONGAVANAM; DOAK; KIHLBERG, 2019). A substância 

CH3ISACN, tem MM igual a 214,22 enquadrando-se à “regra dos cinco” de Linpinski.  

Um outro parâmetro que avalia a biodisponibilidade de um fármaco, é a área 

de superfície polar topológica (TPSA). Esta corresponde a um descritor que está 

correlacionado com o transporte molecular passivo entre as membranas celulares.  

Ao se ter um valor menor ou igual a 140 Å2 indica que a molécula apresenta uma 

boa absorção intestinal e penetração pela barreira hematoencefálica. Quanto mais 
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lipofílica a substância, maior vai ser sua capacidade de atravessar as membranas 

celulares, tendo em vista a composição fosfolipídica destas (BARBOSA JÚNIOR; 

BAPTISTA; BARBOSA, 2015; CHIEN et al., 2017). A substância CH3ISACN, 

apresentou um TPSA < 140 Å, reafirmando sua boa biodisponibilidade oral, já 

indicada pelos resultados dos parâmetros anteriores. 

Outros critérios analisados correspondem a flexibilidade do composto 

CH3ISACN, que apresentou nALH igual a 4 e o nDLH igual a 1, se enquadrando a 

regra de Lipinski. Esses fatores também indicam sobre a adaptabilidade do ligante 

ao seu alvo. Assim, tendo uma boa interação com seu alvo, a substância pode de 

fato exercer sua ação (JAMUNA et al., 2018).  

Ainda quanto a flexibilidade de uma molécula, esta pode ser avaliada quanto 

ao número de bandas rotáveis (nrotb) ou seja, quanto maior o número de ligações 

simples, mais flexível é a molécula (MISHRA et al., 2018). Uma boa 

biodisponibilidade é mais provável para compostos com ≤10 ligações rotativas e 

TPSA de ≤ 140 Å (PARAMASHIVAM et al., 2015). Sendo assim, a molécula em 

estudo apresentou TPSA igual 64,33 Å, e nrotb igual a 1, indicando alta 

probabilidade de ter uma boa biodisponibilidade oral. 

Ao se estudar um composto como possível fármaco, não é suficiente que 

sejam identificados apenas sua alta atividade biológica e baixa toxicidade. Pois 

também é necessário que a substância atenda aos parâmetros farmacocinéticos da 

ADME (absorção, distribuição, metabolismo e excreção). Sendo importantes na 

determinação do acesso e da concentração do composto no alvo terapêutico 

seguido de sua eliminação pelo organismo (SOUZA et al., 2019).   

Com a ajuda do programa AdmetSAR, foi possível prever as características 

farmacocinéticas da molécula CH3ISACN, como mostrado na tabela 3. Na qual pode 

ser visto que o derivado de N-metil-isatina, tem a capacidade de atravessar a 

barreira hematoencefálica. Sendo característica de moléculas lipofílicas e de baixo 

peso molecular (DE FALCO et al., 2016; YOUSEF et al., 2018). 

A parede intestinal é revertida por uma camada celular epitelial, na qual forma 

uma barreira limitante da taxa de absorção de drogas. Dessa forma, utilizando 

modelos in vitro para reconstituição dessa camada epitelial, é possível predizer a 

permeabilidade dos fármacos através de membranas do trato gastrintestinal (TGI) 

quando administrado por via oral (SILVA, 2018).  
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A linhagem celular epitelial de adenocarcinoma humano Caco-2, quando 

cultivadas em condições especiais, tem a capacidade de se diferenciar em 

enterócitos absortivos com camada de borda em escova semelhante as do intestino 

delgado. Além de formar junções intercelulares e apresentar enzimas metabólicas 

presentes no epitélio intestinal. Assim, Caco-2 é uma das linhagens celulares 

epiteliais intestinais humanas mais bem estabelecidas, sendo considerada padrão 

ouro como modelo intestinal in vitro para estudos de novos fármacos (TAN et al., 

2018; YANGb et al., 2018). Através do programa AdmetSAR, previu-se que a 

molécula CH3ISACN, é permeável às células Caco-2, indicando uma boa absorção 

intestinal quando administrada por via oral.  

 O derivado de N-metil-isatina, mostrou que provavelmente não é substrato da 

glicoproteína-P e sim seu inibidor. Esta característica é importante tendo em vista 

que a glicoproteína P são bombas de efluxos presentes na membrana celular 

responsáveis pela exportação de diferentes medicamentos, sendo responsável pela 

resistência a múltiplos fármacos. Ela é a principal proteína de resistência em muitas 

células cancerígenas (DYSON et al., 2019). Assim, a substância sendo um inibidor 

dessa bomba de efluxo, maior é a perspectiva para que se tenha melhor efetividade 

na cura de doenças como câncer, doenças causadas por bactérias, vírus, parasitas, 

entre outros (TAIMOOR et al., 2019).  

Os transportadores renais de cátions orgânicos tem maior expressão na 

membrana basolateral de células epiteliais tubulares. Estes transportam cátions 

orgânicos presentes no sangue para as células epiteliais tubulares renais. Estando 

assim envolvidos na excreção de fármacos orgânicos e de seus metabólitos. 

Quando se tem alterações nesses transportadores, o balanço renal de cátions fica 

comprometido, podendo induzir toxicidade renal (ALBERTONI; SCHOR, 2015; SHI 

et al., 2017). Para o modelo estudado observou-se que a molécula CH3ISACN 

provavelmente não inibe os transportadores renais de cátion. 

O sistema citocromo P450 (CYP450) é um conjunto de monooxigenases 

presente na membrana do retículo endoplasmático liso do fígado e em outros 

tecidos extra-hepáticos (GOLAN et al., 2014). Da superfamília do sistema CYP450, 

as isoformas CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4 são responsáveis 

por cerca de 80% do metabolismo de fármacos (PANDIT et al., 2017).  
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Um fármaco com biotransformação oxidativa mediada por CYP, tem maior 

capacidade de causar interações medicamentosas (YOUSEF et al., 2018). Tendo 

em vista que, se administrado com outra substância que iniba esse conjunto de 

enzimas, o metabolismo do fármaco é interrompido, elevando seus níveis 

plasmáticos e alcançando concentrações tóxicas. Já, se estas enzimas sofrerem 

indução, há o aumento do metabolismo do fármaco, e este fica menos tempo no 

organismo, reduzindo suas concentrações abaixo de seus níveis terapêuticos ou 

aumentando a incidência de toxicidade através da produção de metabólitos reativos 

(AHMMED et al., 2016; CLARIVET et al., 2016; NELSON et al., 2016).   

A molécula em estudo mostrou não ser substrato da CYP450 2C9 e CYP450 

2D6, mas é da CYP450 3A4. Sendo esta última responsável por metabolizar cerca 

de 50% de todos os fármacos utilizados atualmente (AHMMED et al., 2016). Ainda, 

dentre as isoenzimas avaliadas, a molécula CH3ISACN é capaz de inibir apenas a 

CYP450 1A2, e ainda foi classificada como tendo baixa promiscuidade inibitória do 

CYP.  

Vários fármacos executam seus efeitos arritmogênicos através dos canais de 

potássio dependente de voltagem Kv11.1, que são codificados pelo gene 

relacionado com éter-a-go-go- humano (hERG). Essa proteína representa a 

subunidade α do canal iônico responsável pela corrente de potássio retificadora de 

retardo rápido (IKr). A corrente IKr é importante na fase 3 de repolarização do 

potencial de ação (ORVOS et al., 2018). Assim, ao inibir o canal hERG, a 

repolarização do potencial de ação cardíaco é retardada, o que aumenta a duração 

do potencial de ação (DPA), induzindo portanto taquicardia (LAMOTHE et al., 2016). 

Como visto na tabela 3, a substância em estudo mostrou ser um inibidor fraco 

desses genes, possivelmente não cause sérias interferências ao potencial de ação 

cardíaco. 

A capacidade mutagênica de um composto, é um importante parâmetro a ser 

investigado, a fim de avaliar a segurança de seu uso. Para isto, o teste de AMES  é 

um ensaio que identifica se determinada substância é capaz de causar substituição 

de pares de bases (CARNEIRO et al., 2018). Sendo assim, o programa AdmetSAR, 

previu que a molécula em estudo, possivelmente ao passar pelo teste de AMES não 

terá potencial mutagênico. O programa também mostra que possivelmente o 

composto CH3ISACN não tem capacidade de causar carcinogenicidade. 
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Testes que preveem a capacidade de biodegradação de um fármaco, é de 

grande importância nos estudos toxicológicos (TRIFUNOVIĆ et al., 2016). Tendo em 

vista que compostos farmacológicos não biodegradáveis podem atingir 

negativamente estações de tratamento de água, causando toxicidade ao meio 

ambiente. (RIBEIRO et al., 2016; MAIA et al., 2017). De acordo com o programa 

AdmetSAR, provavelmente a substância CH3ISACN não é biodegradável.  

A solubilidade de um composto pode ser indicado por LogS. Estudos mostram 

que aproximadamente 85% dos fármacos possuem valores de LogS entre -1 e -5, 

configurando à molécula uma polaridade adequada para ser solubilizada em água, 

assim como um caráter lipofílico para passagem através das membranas celulares 

(CALDEIRA et al., 2017). O derivado de N-metil-isatina apresentou um LogS igual a 

-2,7579, indicando assim uma possível boa absorção. 

Quanto a toxicidade aguda oral teórica, esta foi baseada de acordo com a 

classificação da “Enviromental Protection Agency” (EPA) dos Estados Unidos. No 

qual, estabelece que os compostos com DL50 ≤ 50 mg/Kg são classificados na 

categoria I (altamente tóxico), aqueles com DL50 > 50 mg/Kg e ≤ 500 mg/Kg estão na 

categoria II (moderadamente tóxico), os que apresentam DL50 > 500 mg/Kg e ≤ 5000 

mg/Kg são classificados da na categoria III (baixa toxicidade), e os que apresentam 

DL50 > 5000 mg/Kg se enquadram na categoria IV (praticamente atóxico) (LI et al., 

2014). Sendo assim, de acordo com o AdmetSAR, o composto CH3ISACN tem uma 

toxicidade aguda oral teórica classificada na categoria III, pois apresentou uma DL50 

de 2.9260 mol/Kg, indicando assim uma baixa toxicidade.  

No teste de toxicidade aguda in vivo do composto CH3ISACN, a dose inicial 

testada foi a de 300 mg/kg, já que na ausência de informações acerca da substância 

em estudo esta é a dose inicial preconizada pela OECD 423 (2001), a fim de garantir 

uma proteção aos animais. Ao ser administrada a substância CH3ISACN, não foi 

observado efeitos de toxicidade nas primeiras 4 horas após administração, bem 

como, a substância não ocasionou morte aos animais, em nenhuma das doses tanto 

na de 300mg/Kg e 2000 mg/Kg. Portanto, a OECD 423 sugere que a CH3ISACN 

apresenta uma DL50 de 5000 mg/Kg. Sendo classificada na categoria 5, de acordo 

com o “Globally Harmonized Classification System” (GHS) (OECD, 2001), indicando 

assim uma baixa toxicidade da CH3ISACN. O estudo in vivo corroborou com o 

http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CN1C%28%3DO%29C%28O%29%28C%28%3DC%29C%23N%29C2%3DC1C%3DCC%3DC2&action=A
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estudo in silico, no qual previa uma DL50 entre 500-5000 mg/Kg pela classificação  

da “Enviromental Protection Agency” (EPA). 

Alterações comportamentais do animal, bem como diminuição do seu 

consumo de água, ração, e redução do seu peso corporal, são parâmetros que 

indicam toxicidade de uma substância no animal (LEMOS et al., 2015). Entretanto, 

estudos mostram que alterações no peso corporal também pode estar relacionado a 

adaptação fisiológica normal do animal à substância administrada (WISMANDANU 

et al., 2016). 

Na avaliação do consumo de ração dos animais, foi observado um maior 

consumo de ração pelo grupo de 300 mg/Kg, possivelmente ocorreu por fatores 

externos. Já que os animais do grupo de 2000 mg/Kg não apresentaram alterações 

significativas no consumo de ração quando comparados com o grupo controle. Toda 

espécie animal apresenta mecanismos de controle para manuntenção do estado 

fisiológico. Entretanto, fatores instrínsecos e extrínsecos podem alterar a 

manuntenção do estado fisiológico (LIMA et al., 2014). 

Ainda, encontramos uma diminuição do peso dos animais do grupo tratado 

com a menor dose testada. Mas, os animais tratados com uma dose superior (2000 

mg/Kg) não tiveram nenhuma alteração significativa no seu peso. Diante disso, não 

podemos dizer que a substância CH3ISACN foi a responsável por causar as 

alterações no consumo de ração e peso dos animais que receberam a dose de 300 

mg/Kg. Tendo em vista que ao avaliarmos o grupo que recebeu a maior dose (2000 

mg/K), não houve nenhuma alteração quando comparado com o grupo controle. 

A análise de parâmetros bioquímicos permite uma melhor explicação quanto à 

investigação da toxicidade de uma substância teste (BEDI; KRISHAN 2019). Neste 

estudo não houve nenhuma alteração significativa dos parâmetros bioquímicos do 

grupo tratado 1 (300 mg/Kg). Já para o grupo tratado 2 (2000 mg/Kg), houve uma 

redução dos níveis de ureia comparado com o grupo controle.   

A ureia é o produto final do catabolismo proteico, e é o principal veículo para 

remoção de amônia tóxica do corpo. É produzido principalmente no fígado e é 

excretado pelos rins. Logo, seu aumento sérico pode estar relacionado a distúrbios 

metabólicos hepáticos. Bem como também o seu aumento pode ser considerado um 

marcador de disfunção renal, estando associado à nefrite, isquemia renal ou indicar 

que o animal encontra-se desidratado (EL-DEMERDASH; NASR 2014; GOTEP et 
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al., 2018; OLATOYE; ARUEYA, 2017).  Em casos de diminuição dos níveis séricos 

de ureia, pode estar relacionado com insuficiência hepática aguda ou superidratação 

(UGWAH-OGUEJIOFOR et al., 2019). Diante da avaliação bioquímica, a substância 

em estudo não causou danos renais, já que também não provocou nenhuma 

alteração significativa nos níveis de creatina, que é um indicador do índice de 

filtração glomerular, importante na avaliação da função renal (OLATOYE; ARUEYA, 

2017). Também podemos inferir que a CH3ISACN não ocasionou danos hepáticos 

significativos, tendo em vista que não houve alteração em nenhum outro parâmetro 

bioquímico. Como ALT (Alanino Aminotransferase), AST (Aspartato 

aminotransferase) e FAL (Fosfatase alcalina) que são marcadores de disfunção 

hepática, logo quando os seus níveis séricos estão aumentados indicam 

hepatotoxicidade (AMER et al., 2018; EL-DESOKY et al., 2017; MEHRZADI et al., 

2018). 

Tendo em vista que o sistema hematopoiético é um dos sistemas mais 

sensíveis à toxicidade em humanos e animais, estes são importantes aliados do 

estudo de toxicidade. Logo, a avaliação de parâmetros hematológicos permite uma 

melhor investigação quanto a extensão da toxicidade de uma substância ao 

organismo. Desajustes nos parâmetros hematológicos em estudos realizados em 

animais, podem indicar toxicidade humana (SILVA et al., 2019; UGWAH-

OGUEJIOFOR et al., 2019). No presente trabalho, a administração da CH3ISACN 

nas ratas Wistar, não provocou alterações significativas nos parâmetros 

hematológicos, exceto um aumento nos leucócitos totais do grupo 1 (300 mg/Kg) 

quando comparado com o controle. Bem como um aumento dos monócitos. 

Entretanto o grupo que foi tratado com a maior dose, não apresentou nenhuma 

alteração nos leucócitos e monócitos.  

Os leucócitos são responsáveis por defender o organismo de corpos 

estranhos, sendo os leucócitos diferenciais  como os monócitos, as principais células 

para avaliação da imunidade do corpo (BABAIY et al., 2018). O aumento sérico de 

leucócitos totais indica processo inflamatório, devido a presença de materiais 

estranhos tóxicos (MURTA et al., 2016; YAO et al., 2019), assim como também o 

aumento sérico de monócitos (MURTA et al., 2016). Entretanto não podemos afirmar 

que os animais do grupo passaram por um processo inflamatório, já que são 

necessários avalições histopatológicas para sua devida comprovação. Ainda, as 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844018359759?via%3Dihub#%21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844018359759?via%3Dihub#%21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844018359759?via%3Dihub#%21
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alterações ocorridas dos parâmetros hematológicos, se deram com os animais que 

receberam a dose de 300 mg/Kg, portanto podemos inferir que a substância teste 

CH3ISACN não foi a responsável por ocasionar as alterações, já que os animais que 

receberam uma dose superior (2000 mg/Kg), não apresentaram nenhuma alteração.  
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7. CONCLUSÕES 

 

Levando em consideração os resultados obtidos, podemos concluir que o 

derivado de isatina CH3ISACN é um potencial candidato a antimalárico, tendo em 

vista que reduziu a parasitemia in vitro do P. falciparum. Além do que, mostrou 

causar baixa hemólise em eritrócitos humanos, indicando assim uma baixa 

citotoxicidade e boa viabilidade celular. 

Na avaliação in silico o derivado de isatina CH3ISACN apresentou uma boa 

biodisponibilidade oral teórica, já que atendeu aos requisitos preconizados pela 

“Regra dos cinco” de Lipinski. Também, apresentou uma baixa toxicidade teórica.  

Os resultados do estudo de toxicidade aguda in vivo corroboraram com os 

resultados do estudo in silico, demonstrando baixa toxicidade do composto 

CH3ISACN.  

Desta forma, o composto CH3ISACN, apresenta-se como uma substância 

promissora para o desenvolvimento de um futuro medicamento antimalárico. Sendo 

assim, de grande valia a continuação de seu estudo, até alcançar testes de fase 

clínica, e assim ser incluído no arsenal terapêutico contra a malária. 
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Anexo B- Certidão do Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) 
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