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Ata da trigésima oitava defesa de tese de doutorado no Programa de Pós-Graduação em 
Desenvolvimento e Inovação Tecnológica em Medicamentos CINTHIA RODRIGUES 
MELO, candidata ao Título de “Doutora” em Desenvolvimento e Inovação Tecnológica 
em Medicamentos/UFPB. 

 

1 Às nove horas (09:00) do dia vinte de fevereiro do ano de dois mil e vinte quatro 

2 (20/02/2024), na sala virtual, reuniram-se em caráter de Solenidade pública os membros 

3 da Comissão designada para examinar a CINTHIA RODRIGUES MELO, candidata ao 

4 Título de “Doutora” em Desenvolvimento e Inovação Tecnológica em Medicamentos. 

5 Foram componentes da Banca Examinadora os Professores Doutores: Margareth de 

6 Fátima Formiga Melo Diniz (orientadora), Valter Ferreira de Andrade Neto (co-orientador) 

7 Hilzeth de Luna Freire Pessôa (examinadora interna), Abrahao Alves de Oliveira Filho 

8 (examinador externo), Valeska Santana de Sena Pereira (examinadora externa) e Clarice 

9 Abramo (examinadora externa). Dando início aos trabalhos a presidente da banca, Profª 

10 Drª. Margareth de Fátima Formiga Melo Diniz, após declarar os objetivos da reunião, 

11 apresentou a candidata, CINTHIA RODRIGUES MELO, a quem concedeu a palavra para 

12 que dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado 

13 “INVESTIGAÇÃO DA TOXICIDADE E DO MECANISMO DE AÇÃO DO ADUTO DE 

14 MORITA-BAYLISHILLMAN (CH3ISACN) COMO UM ANTIMALÁRICO. Após discorrer 

15 sobre o referido tema durante cerca de 50 minutos, a candidata foi arguida pelos 

16 examinadores na forma Regimental. Em seguida passou a comissão, em caráter secreto, 

17 a proceder à avaliação e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito 

18 APROVADA. Em face da aprovação declarou a presidente achar-se a examinada, 

19 CINTHIA RODRIGUES MELO, legalmente habilitado a receber o Título de “Doutora” em 

20 Desenvolvimento e Inovação Tecnológica em Medicamentos, área Farmácia, cabendo a 

21 Universidade Federal da Paraíba, providências, como de direito, a expedição do Diploma 

22 que a mesma faz jus. Os trabalhos foram encerrados determinando a leitura para fins de 

23 aprovação e a lavratura da presente ata devidamente assinada por todos os membros da 

24 Banca Examinadora. 
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não te atemorizes, nem te espantes; porque o 

Senhor teu Deus está contigo, por onde quer que 

andares”. 
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RESUMO 

A malária é uma doença causada pela picada do mosquito fêmea Anopheles, 
que está infectado por espécies do gênero Plasmodium. Apesar de existirem 
diferentes antimaláricos, a resistência que os parasitos tem apresentado a estes 
é uma problemática, o que torna urgente o desenvolvimento de que novos 
fármacos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de 
doses repetidas do aduto 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila 
(CH3ISACN), e sua capacidade de reduzir a parasitemia utilizando  o modelo 
murinho Plasmodium berghei, bem como investigar seu mecanismo de ação 
como um antimalárico. O estudo toxicológico subagudo foi baseado na OECD 
407 (2008). A CH3ISACN foi administrada nos camundongos Swiss por via oral, 
durante 28 dias em diferentes doses. Os animais foram distribuídos em um grupo 
controle e três grupos tratados (75 mg/Kg, 150 mg/Kg, 300 mg/Kg). Cada grupo 
continha 5 machos e 5 fêmeas. Foram analisados o consumo de água, ração, 
peso corporal, sinais clínicos e mortalidade. Após 28 dias, os animais foram 
eutanasiados por sobredose de anestésico, e seu sangue coletado para 
avaliação de parâmetros bioquímicos e hematológicos, e seus órgãos coletados 
para análise histopatológica. Foi realizado estudo de genotoxicidade seguindo a 
OECD 474 (2014). Cada grupo continha três animais, sendo: grupo controle 
positivo (50 mg/Kg de ciclofosfamida), grupo controle negativo (veículo), grupo 
tratado 1 e 2 com 300 mg/Kg e 600 mg/Kg de CH3ISACN respectivamente. A 
administração foi em dose única por gavagem, em 24 horas. Para avaliação 
farmacológica, foram separados 5 camundongos por grupo. Grupo 1: teste (250 
mg/Kg do aduto); Grupo 2: controle negativo (veículo); Grupo 3: controle positivo 
(15 mg de cloroquina); Grupo 4: controle de órgãos. Inicialmente os animais 
foram inoculados via intraperitoneal com eritrócitos infectados com P. berghei 
ANKA, exceto o grupo 4. Receberam tratamento durante 4 dias consecutivos, e 
no 5º/7º dia após a infecção, esfregaços sanguíneos foram examinados para 
determinação da parasitemia. A mortalidade cumulativa foi observada até a 
morte de um dos animais do grupo 2. E os órgãos dos animais foram submetidos 
à análise histopatológica. O mecanismo de ação da CH3ISACN como 
antiplasmodial, foi investigado a partir de sua capacidade de inibir falcipaínas 
e/ou berghepaínas. Para isso foram realizados abordagem de modelagem 
molecular e cálculos quânticos sendo aplicado análise de docking, dinâmica 
molecular, cálculos QM/MM, e MFCC. Os resultados toxicológicos mostraram 
que a CH3ISACN não provocou alterações comportamentais, fisiológicas e 
histopatológicas. Também, não promoveu genotoxicidade nas doses testadas.  
Assim, os resultados obtidos não mostraram intoxicação significativa, garantindo 
maior segurança para seu uso. A CH3ISACN foi ativa contra o P.berghei, 
reduzindo a parasitemia dos animais infectados em 49,7% e em sua análise 
histopatológica os animais tratados por CH3ISACN apresentaram poucas 
alterações. Seu mecanismo de ação envolve a inibição das FP-2, FP-3, BP-1 e 
BP-2. A partir dos resultados já obtidos, a CH3ISACN é promissora como 
protótipo para novo antimalárico. Sendo importante a continuação de seu estudo, 
para alcançar a fase clínica, e assim fazer parte do arsenal terapêutico contra a 
malária. 
 Palavras-chaves: Berghepaínas, Falcipaínas; Farmacologia; Malária; 
Plasmodium berghei; Toxicologia 
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ABSTRACT 

Malaria is a disease caused by the bite of the female Anopheles mosquito, which is 
infected by species of the genus Plasmodium. Although there are different 
antimalarials, the resistance that parasites have shown to them is a problem, which 
makes the development of new medicines urgent. Thus, the present work aimed to 
evaluate the toxicity of repeated doses of the 2-(3-hydroxy-1-methyl-2-oxoindolin-3-
yl) acrylonitrile adduct (CH3ISACN), and its ability to reduce parasitemia using the 
model murine Plasmodium berghei, as well as investigating its mechanism of action 
as an antimalarial. The subacute toxicological study was based on OECD 407 
(2008). CH3ISACN was administered orally to Swiss mice for 28 days at different 
doses. The animals were distributed into a control group and three treated groups 
(75 mg/Kg, 150 mg/Kg, 300 mg/Kg). Each group contained 5 males and 5 females. 
Water consumption, feed, body weight, clinical signs and mortality were analyzed. 
After 28 days, the animals were euthanized by an overdose of anesthetic, and their 
blood was collected to evaluate biochemical and hematological parameters, and their 
organs were collected for histopathological analysis. A genotoxicity study was carried 
out following OECD 474 (2014). Each group contained three animals: positive control 
group (50 mg/kg of cyclophosphamide), negative control group (vehicle), group 
treated 1 and 2 with 300 mg/kg and 600 mg/kg of CH3ISACN respectively. 
Administration was a single dose by gavage, over 24 hours. For pharmacological 
evaluation, 5 mice were separated per group. Group 1: test (250 mg/kg of the 
adduct); Group 2: negative control (vehicle); Group 3: positive control (15 mg of 
chloroquine); Group 4: organ control. Initially, the animals were inoculated 
intraperitoneally with erythrocytes infected with P. berghei ANKA, except group 4. 
They received treatment for 4 consecutive days, and on the 5th/7th day after 
infection, blood smears were examined to determine parasitemia. Cumulative 
mortality was observed until the death of one of the animals in group 2. And the 
animals' organs were subjected to histopathological analysis. The mechanism of 
action of CH3ISACN as an antiplasmodial agent was investigated based on its ability 
to inhibit falcipains and/or berghepains. For this, a molecular modeling approach and 
quantum calculations were carried out, applying docking analysis, molecular 
dynamics, QM/MM calculations, and MFCC. The toxicological results showed that 
CH3ISACN did not cause behavioral, physiological or histopathological changes. 
Also, it did not promote genotoxicity at the doses tested. Thus, the results obtained 
did not show significant intoxication, ensuring greater safety for its use. CH3ISACN 
was active against P.berghei, reducing the parasitemia of infected animals by 49.7% 
and in its histopathological analysis, animals treated by CH3ISACN showed few 
changes. Its mechanism of action involves the inhibition of FP-2, FP-3, BP-1 and BP-
2. Based on the results already obtained, CH3ISACN is promising as a prototype for 
a new antimalarial. It is important to continue its study, to reach the clinical phase, 
and thus be part of the therapeutic arsenal against malaria. 
 
Keywords: Berghepains; Falcipains; Pharmacology; Malaria; Plasmodium berghei; 
Toxicology
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1. INTRODUÇÃO 

 

Cerca de 249 milhões de pessoas foram acometidas pela malária em 2022 

(WHO, 2023), um aumento de 2 milhões quando comparado ao ano de 2021 (WHO, 

2022). Esta doença é transmitida ao homem através da picada do mosquito fêmea 

Anopheles, quando infectado por espécies do gênero Plasmodium que causam a 

malária humana (Talapko et al., 2019). Os sinais e sintomas iniciais podem simular 

uma gripe mais forte e/ou doenças virais hemorrágicas, e isso gerar um diagnóstico 

tardio, prejudicando o tratamento. O paciente infectado pode apresentar sinais e 

sintomas como: dores de cabeça, dores nas articulações, febre, calafrios, vômitos e 

outros. Porém, os sintomas podem agravar, levando a anemia grave, dificuldade 

respiratória, acidose metabólica, edema pulmonar, e se não tratada pode levar a 

morte (Cock; Selesho; Van vuuren, 2019).  

Em algumas regiões, como no continente africano, as infecções provocadas 

pela espécie Plasmodium falciparum são as mais comuns e de maior gravidade em 

humanos, quando comparado com as outras espécies (Singh et al., 2007; Cock; 

Selesho; Van, 2019). O P. falciparum tem alta taxa de replicação e pode provocar 

anemia grave, levando o paciente a óbito. Isto se deve pela capacidade do parasito 

em invadir os eritrócitos e degradar a hemoglobina. Estas ações são provocadas por 

diferentes enzimas, entre elas as falcipaínas que são muito importantes para a 

sobrevida do P. falciparum (Rosenthal, 2020).  As falcipaínas são cisteínas 

proteases, classificadas em: falcipaína-1 (FP-1), falcipaína-2’, falcipaína-2 (FP-2) e 

falcipaína-3 (FP-3), sendo as duas últimas alvos potenciais para candidatos a 

antimaláricos contra o Plasmodium falciparum (Singh et al., 2007).  

Para roedores, uma das espécies capaz de infectá-los é o Plasmodium 

berghei, que é a principal espécie utilizada quando se quer estudar novos 

antimaláricos in vivo e/ou aspectos da interação parasito-hospedeiro. Esta espécie 

também apresenta cisteínas proteases, sendo estas chamadas de berghepaína-1 

(BP-1) e berghepaína - 2 (BP-2), com importante função na invasão eritrocitária e 

degradação de hemoglobina respectivamente  (Lin et al., 2015, Hopp et al., 2017). 

Tendo em vista a resistência dos mosquitos aos inseticidas, a escassez de 

vacinas eficientes disponíveis e o aumento de genótipos de parasitos multi-

resistentes aos antimaláricos disponíveis, existe uma necessidade urgente no 
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desenvolvimento de novos medicamentos para combater a malária (Hopp et al., 

2017). 

Assim, um potencial candidato a antimalárico que vem sendo estudado por 

este grupo de pesquisa, é a substância 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) 

acrilonitrila, também chamada por CH3ISACN (Figura 1). No estudo de Melo (2020), 

o ensaio in vitro mostrou que a CH3ISACN nas concentrações de 25 e 50 µg/mL 

reduziram o crescimento da parasitemia em 84-97%, respectivamente. O valor de 

CI50 obtido foi de 8,4 µg/mL. Além do mais, o estudo toxicológico agudo in vivo, 

demonstrou uma alta DL50 >5000 mg/Kg, indicando assim ser uma substância com 

uma boa taxa de segurança (Melo, 2020). Assim, é pertinente que mais estudos 

toxicológicos e farmacológicos sejam realizados com a CH3ISACN. 

 

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

 

 
Legenda: circulo vermelho indicando a porção acrilonitrila 
Fonte: Adaptada de Lima-Junior et al., 2016 

 

 

Após o estudo toxicológico agudo, é importante que seja realizado o ensaio 

subagudo, tendo em vista que este último visa avaliar possíveis efeitos adversos, 

após a administração da substância em doses repetidas por um período de tempo 

maior (Al-afifi et al., 2018; Negi; Pasam; Dandekar, 2022). Para realizar este ensaio, 

um dos protocolos é a OECD 407 (2008). Além deste, ensaios de genotoxicidade 

também são importantes para investigar a segurança de uma substância, e um dos 

protocolos utilizados é a OECD 474 (2014), no qual investiga danos induzidos pela 

substância teste nos cromossomos ou no aparelho mitótico dos eritroblastos. 
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É sabido que a eficácia de vários antimaláricos está comprometida devido a 

resistência das espécies de Plasmodium (Patel et al., 2017). E por isso, é urgente a 

necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos, sendo os estudos in vivo 

importantes para tal descoberta. Um ensaio comumente utilizado no meio científico é 

o teste de supressão, que infecta animais com P. berghei, e trata-os com a 

substância teste durante 4 dias, sendo ao final observado a porcentagem de 

parasitemia e a sua supressão (Alebachew et al., 2021).   

Sabendo que a CH3ISACN possui em sua constituição uma porção 

acrilonitrila, que se comporta como um aceptor de Michael (destaque em vermelho 

Figura 1) (Lima-Junior, et al., 2016), e que moléculas que apresentam tal estrutura 

tem se apresentado como potenciais inibidores de cisteína-proteases (Santos, 

Moreira, 2007), é pertinente ser investigado a sua capacidade de inibição das 

falcipaínas e berghepaínas. Para isso, o uso de ferramentas computacionais se faz 

oportuno, pois associado aos estudos toxicológicos e farmacológicos, uma maneira 

de otimizar o desenvolvimento de medicamentos, é através de ensaios in silico. O 

Docking molecular, Dinâmica de simulação molecular e o Método de Fragmentação 

Molecular com Capas Conjugadas (MFCC), são exemplos de ferramentas in silico 

bem consolidadas e que  tem sido utilizadas para prever como a substância teste é 

capaz de se ligar ao seu alvo, facilitando assim a compreensão sobre o seu 

mecanismo de ação (Shaker et al., 2021; Santos et al., 2022).  

Diante da necessidade de se encontrar novas terapias farmacológicas para o 

tratamento da malária, e tendo em vista os bons resultados obtidos anteriormente da 

CH3ISACN como um antimalárico promissor, o seguinte trabalho se propôs realizar 

estudos toxicológico de doses repetidas e farmacológicos in silico e in vivo, além de 

investigar o possível mecanismo de ação da substância como antagonista das 

cisteína-proteases de Plasmodium spp.  

 

 

 

 



Melo, CR 
 
 

26 
 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 MALÁRIA 

 

2.1.1 Epidemiologia 

 

A malária é um sério problema de saúde global. Em 2022 ela acometeu cerca 

de 249 milhões de pessoas no mundo, provocando 608.000 mortes (WHO 2023). 

Entre 2019 e 2021 devido a pandemia de COVID-19, ocorreram interrupções nos 

serviços essenciais de malária, o que favoreceu ao não tratamento da doença de 

forma adequada, e consequentemente acarretou em uma grande quantidade de 

mortes (WHO, 2022). Além deste fator, devido à semelhança dos sinais e sintomas 

da malária com a COVID-19 (febre, dificuldades respiratórias, cansaço e dor de 

cabeça aguda), acredita-se que alguns diagnósticos tenham sido incorretos, ou pode 

ter ocorrido casos de co-infecção (Hussein et al., 2020).  

Os países onde essa doença é endêmica têm a característica de um clima 

tropical, que é propício à reprodução do mosquito e, consequentemente, a 

transmissão do parasito para o humano (Mbanefo, Kumar 2020). A África é o 

principal continente acometido pela malária, e esta é uma das principais causas de 

morte no continente africano. Entre 2019 e 2021 os casos de malária aumentaram 

de 218 milhões para 234 milhões no continente (WHO, 2022).  

As espécies capazes de infectar o homem são seis: Plasmodium falciparum, 

Plasmodium vivax, Plasmodium ovale wallickeri, Plasmodium ovale curtisi, 

Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi. Estas espécies passam por diferentes 

estados morfológicos, e são capazes de se replicarem em até mais que 10.000 

células (Milner 2018). A duração de cada ciclo eritrocítico é de aproximadamente 48 

h para P. falciparum, P. vivax e P. ovale, 24 h para P. knowlesi e 72 h para P. 

malariae (Su et al., 2019). 

Um fator que tem provocado o aumento da prevalência da malária na África, é 

a disseminação local de P. falciparum clinicamente resistente aos derivados de 

artemisinina, devido a mutações gênicas (Balikagala et al., 2021). 

Além do P.falciparum, o P. vivax também começa a apresentar uma 

incidência preocupante nos países africanos. Desde 2010, o número de estudos que 
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identificam o P. vivax endêmico na África aumentou consideravelmente, o que torna 

ainda mais complicada a formulação de estratégias de eliminação desta doença. 

Sendo um desafio para os órgãos governamentais, a montagem de estratégias de 

políticas e práticas de erradicação voltadas para todas as espécies de plasmódios 

que causam a malária humana (Twohig et al., 2019). 

Nas Américas tem sido observado uma boa redução de casos, porém os 

números ainda são elevados, cerca de 597.000 infectados por malária. A Venezuela, 

Brasil e Colômbia representaram mais de 79% de todos os casos nesta região 

(WHO, 2022). No Brasil foram registrados 139.211 casos de malária. Destes, 99% 

tiveram transmissão relatada dentro do Brasil, sendo 17% por P. falciparum e 

malária mista, e 83% por P. vivax e outras espécies (Figura 2) (Ministério da saúde, 

2022). 

  

 

Figura 2 - Casos de malária notificados segundo espécie parasitária, Brasil, 
2019-2021 

 

Fonte: Ministério da Saúde, 2022. 

 

A região amazônica é onde se concentram 99,9% dos casos de malária no 

Brasil, principalmente na região rural e indígena. Porém, em 2021 foram registrados 

surtos em regiões extra-amazônica. A maior parte dos casos de malária nestas 

regiões é dita “malária importada”. Isto se refere à doença que foi diagnosticada fora 

da área de infecção, sendo adquirida por migração para região endêmica 
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(Albuquerque et al., 2019). Em 2021 foram registrados 1350 casos de malária 

importados de outros países, sendo os principais: Bolívia, Colômbia, Equador, 

Guiana, Guiana Francesa, Nicarágua, Peru, Porto Rico, Suriname e Venezuela. 

Com a redução dos deslocamentos devido à pandemia, observou-se que em 2021 

houve uma redução de 26,3% do número de casos de malária importada em relação 

a 2020 (Ministério da saúde, 2022). 

A fim de monitorar a doença, a Organização Mundial da Saúde tem 

desenvolvido medidas de controle da malária por todo mundo, através de ações que 

visem o fortalecimento da atenção primária, objetivando o diagnóstico da doença de 

forma precoce e do seu devido tratamento (Talapko et al., 2019).  

No Brasil, o estudo da malária vem de longos anos, e importantes 

pesquisadores contribuiram para a investigação desta doença. Maria Deane e 

Leônidas Deane foram grandes pesquisadores da transmissibilidade da malária e 

formas de erradicação (Deane; Deane; Neto, 1966). Vitor e Ruth Nussenzweig 

desenvolveram importante trabalho para que fosse despertado a pesquisa por 

vacinas antimaláricas (Nussenzweig et al., 1967). Dentre outros pesquisadores 

importantes para pesquisa de fármacos antimaláricos, como Antoniana Krettli (Krettli, 

2009) e Alejandro Katzin (Crispim et al., 2022). 

 

2.1.2 Infecção e ciclo biológico do Plasmodium e manifestações clínicas da 

malária  

 

Para desenvolver novas possibilidades de terapia para o tratamento da 

malária, é importante entender a biologia do parasito, e como este se manifesta 

dentro do hospedeiro (Meibalan; Marti, 2017). A transmissão da malária se dá 

através da picada da fêmea do mosquito Anopheles. Este é um ótimo vetor, pois 

além de permanecer ileso com a presença do parasito, as suas características 

biológicas e adaptabilidade ecológica garantem a transmissibilidade da doença 

(Mbanefo, Kumar 2020).  

Ao picar o ser humano, o mosquito injeta o Plasmodium na forma de 

esporozoítos. Estes atingem a circulação sanquínea e migram para o fígado, onde 

se alojam nos hepatócitos e replicam-se na forma de merozoítos, sendo 

posteriormente liberados na corrente sanguínea. Os merozoítos invadem os 
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eritrócitos (ciclo eritrocítico), e se desenvolvem no estágio de anel, seguindo na 

forma de trofozoítos e esquizontes, quando novos merozoítos reinvadem novos 

eritrócitos. Parte dos parasitos em estágio sanguíneo se desenvolvem em estágios 

sexuais chamados gametócitos, que acabam sendo capturados por outro mosquito 

quando estes realizam o repasto sanguíneo. No intestino do mosquito ocorre a 

fertilização e o desenvolvimento esporogônico, originando novos esporozoítos que 

migram para as glândulas salivares do mosquito, e assim recomeça todo ciclo 

(Meibalan; Marti, 2017). Na fase em que os parasitos estão sob a forma de 

trofozoítos, é formado um vacúolo digestivo que é um lisossomo especializado. Este 

é visível, e é nesta fase que a hemoglobina é captada pelo parasito através de um 

citóstomo e entregue no vacúolo digestivo, onde sofre digestão por várias enzimas, 

entre elas as falcipaínas (Edgar et al., 2022).  

 

Figura 3 - Ciclo do Plasmodium sp no ser humano 

 
Fonte: adaptada de Edgar et al., 2022. 
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Após a captura da hemoglobina para o vacúolo, ocorre uma sucessão de 

eventos dirigidos por proteases. Começando pelas plasmepsinas, que iniciam o 

processo de degradação da hemoglobina (Liu et al., 2005), seguido pelas cisteínas 

proteases falcipaínas. Todo esse processo leva a liberação de aminoácidos que 

serão utilizados tanto para nutrição do parasito, como para síntese proteica (Patra et 

al., 2023).  

As manifestações clínicas da malária estão associadas aos estágios 

eritrocíticos assexuados, no qual a forma de anel se desenvolve em forma de 

esquizontes que por sua vez liberam merozoítos (Meibalan; Marti, 2017). Os sinais e 

sintomas clínicos nos seres humanos podem se manifestar de diferentes formas, 

que vão desde sintomas como febre, anemia, coma e até mesmo morte. O quadro 

clínico no hospedeiro pode variar de acordo com o seu sistema imune e o grau de 

parasitemia induzida pelo Plasmodium (Su et al., 2019). Na malária não complicada, 

a febre é o sintoma mais observado, mas sem sinais clínicos ou laboratoriais que 

indiquem gravidade ou disfunção de órgãos vitais. Nesse caso, a doença é 

facilmente tratada através de antimaláricos. O paciente tendo uma boa adesão ao 

tratamento, consegue uma boa recuperação (Milner 2018).  É considerada uma 

malária grave, quando há o comprometimento de órgãos vitais, além de provocar 

choque, edema pulmonar, sangramento significativo, convulsões, consciência 

prejudicada e anormalidades laboratoriais, como insuficiência renal e acidose (Daily, 

Minuti, Khan 2022).  

Um dos maiores problemas ocasionados pela malária, é a anemia. Esta pode 

ocorrer em qualquer idade, mas são as crianças e as mulheres grávidas que 

apresentam as situações mais graves. Além de ocasionar a hemólise dos eritrócitos, 

a malária ainda provoca diseritropoiese na medula óssea, o que prejudica a 

produção de novos glóbulos vermelhos, e consequentemente retarda a recuperação 

da anemia. A anemia provocada pela malária pode se agravar, tendo muitas vezes o 

paciente que fazer transfusão de sangue (White, 2018). 

 

2.1.3 Cisteína-Proteases: falcipaínas 

 

As proteases consistem em uma grande família de enzimas, que podem ser 

divididas em grupos de acordo com o seu mecanismo catalítico usado durante uma 



Melo, CR 
 
 

31 
 

hidrólise. Os principais tipos catalíticos são: serina, treonina, aspartato, metalo e 

cisteína proteases. As cisteínas-proteases apresentam algumas semelhanças com 

as proteases de serina, mas devido à camada extra de elétrons presentes no 

enxofre do grupo tiol, são melhores nucleófilos. É observado um grande interesse no 

estudo pelas cisteínas-proteases, devido sua importância para o ciclo de vida e 

patogenicidade de muitos parasitos. Isto se deve por sua nucleofilicidade e 

adaptabilidade a diferentes substratos e estabilidade em diferentes ambientes 

biológicos (Sajid, Mckerrow 2002).  

 A função de cisteínas-proteases e dos efeitos de seus inibidores no P. 

falciparum vem sendo estudada desde 1987 (Rosenthal, 1987). Posteriormente 

foram codificados genes de cisteínas-proteases referentes à família das papaínas 

(Rosenthal, Nelson 1992), sendo conhecidos como: falcipaína-1 (FP-1), falcipaína-2 

(FP-2) (Shenai et al., 2000), falcipaína-3 (FP-3) (Sijwali et al., 2001) e falcipaína-2’ 

(Singh et al., 2006).  

As falcipaínas são de grande importância para manutenção do ciclo de vida 

do P. falciparum. Estas enzimas atuam na invasão aos eritrócitos, degradação da 

hemoglobina, e no seu desenvolvimento proteolítico de forma geral. Sendo assim 

um ótimo alvo terapêutico, e por isso diversos estudos têm sido realizados para 

buscar inibidores dessas enzimas (Rojas, Cabrera-Muñoz, Valonso-del-Rivero 2019; 

Rosenthal, 2020). A inibição enzimática bloqueia a hidrólise da hemoglobina de 

forma a impedir o fornecimento de aminoácidos para a síntese de proteínas no 

parasito (Sijwali et al., 2001; Ettari et al., 2021). As falcipaínas se localizam dentro do 

vacúolo alimentar, e tem um bom funcionamento em um pH ácido (Sijwali et al., 

2004). 

Estudos mostram que a falcipaína-1 (FP-1) apesar de ser expressa em 

parasitos em seu ciclo eritrocítico, parece não ser imprescindível para o seu 

desenvolvimento intraeritrocítico, ou para a invasão em novos eritrócitos (Rosenthal, 

2020; SIJWALI et al., 2004). Já as falcipaínas 2 e 3 tem grande importância durante 

o ciclo do parasito, no qual a inibição destas enzimas leva ao bloqueio da hidrólise 

da hemoglobina, assim como também interrompe o ciclo de vida do parasito 

(Rosenthal, 2020).  

A FP-2 e FP-3 são bioquimicamente semelhantes, e parecem ser as 

principais papaínas nos parasitos eritrocíticos. Ambas são expressas por trofozoítos, 
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sendo a FP-2 expressa principalmente nos trofozoítos iniciais e a FP-3 nos 

trofozoítos maduros e esquizontes. Parecem estar localizadas no vacúolo alimentar, 

local de hidrólise da hemoglobina (Rosenthal, 2020; Sijwali et al., 2001). Pelo fato da 

similaridade, compartilhando cerca de 68% de homologia, algumas substâncias 

acabam inibindo duplamente essas enzimas (Rana et al., 2020). 

A porção catalítica da FP-2 e FP-3 consiste em um terminal amino que 

contém um “nose-like” composto por dezesste aminoácidos e medeia o dobramento 

destas falcipaínas no seu estado ativo. Essa região catalítica, denominada como 

“nose-like” não está presente em outras proteases da família da papaína. Já próximo 

ao terminal carboxi  (que não é catalítico) encontra-se um sequência de 14 

aminoácidos (chamado de “arm-like”) que medeiam a interação com a hemoglobina 

(Wang et al., 2006). 

As regiões de interação entre a FP-2 e a hemoglobina são os aminoácidos: 

glutamina-185 e valina-187 na região C-terminal. Já na falcipaína-3 o resíduo 

asparagina-194 é necessário para a hidrólise da hemoglobina. Estas regiões são 

importantes alvos de inibição mediada por drogas (Pasupureddy et al., 2019). 

 Ambas se apresentam como bons alvos para antimaláricos, porém a inibição 

da FP-3 se mostra melhor, já que os estudos revelam que ao bloquear o gene da 

FP-2, o parasito tende a se recuperar, possivelmente por expressar a FP-3. Logo, o 

bloqueio da FP-3 se torna mais efetivo, sendo esta uma enzima essencial para o 

parasito (Rosenthal, 2020). Porém, não há uma maior elucidação sobre o porquê do 

parasito não conseguir se recuperar pelo bloqueio à FP-3. 

A FP-2 é sintetizada na forma de zimogênio, e sua região pró-domínio é 

capaz de inibir a atividade da enzima madura (Pandey et al., 2009). Estas enzimas 

apresentam domínios “pró” e “maduros” que se ligam através de interações 

conhecidas como “hot-spot”, importantes para a integridade estrutural da enzima no 

estado de zimogênio. Ao romper tais ligações a enzima fica então ativa. Assim, esta 

região tem sido investigada como local para inibição alostérica, bloqueando o auto 

processamento da enzima (Pant et al., 2018). A região de domínio e pró-domínio 

maduro da FP-2 e da FP-3 interagem por meio de pontes salinas e interações 

hidrofóbicas (Sundararaj et al., 2012). 

O estudo das falcipaínas como alvos terapêuticos é válido por elas terem um 

papel essencial na patogênese da malária. O fato de terem estruturas cristalinas 
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disponíveis, e por conter bolsos catalíticos facilita o desenvolvimento de novas 

drogas (Patra et al., 2023). 

 

2.1.4 Cisteína-Proteases: berghepaínas 

 

O Plasmodium berghei, é a espécie mais utilizada em estudos in vivo para 

antimaláricos (Stoye et al., 2019; Udu, Oyweri, Gathirwa, 2021; Walter et al., 2021; 

Uddin et al., 2022). É importante investigar os parasitos de roedores, tendo em vista 

que os modelos murinos são essenciais para descoberta de novos antimaláricos. Se 

para o Plasmodium falciparum as cisteínas proteases presentes são as falcipaínas; 

para o Plasmodium berghei, são as berghepaínas. Porém, o P. berghei apresenta 

um repertório de proteases menor, sendo a berghepaína-1 (BP-1) um órtologo da 

FP-1 e a berghepaína-2 (BP-2) um órtólogo da FP-2/3 (Rosenthal et al., 2002; Lin et 

al., 2015).  

Hopp et al., (2017), mostra que ao interromper a BP-1 no P.berghei, provocou 

um atraso da infecção no estágio sanguíneo após a inoculação do esporozoíto. Foi 

visto que esse mutante apresenta uma restrição de invasão a reticulócitos. Assim a 

BP-1 tem função importante em ampliar as possibilidades do parasito de infecção 

eritrocitária, podendo infectar normócitos. Além disso, foi visto que a BP-1 tem papel 

importante para infectividade hepática e eritrocitária por merozoítos, principalmente 

nos merozoítos derivados de hepatócitos, que embora estruturalmente semelhantes 

aos merozoítos eritrocíticos, não são idênticos. Viu-se também uma função desta 

protease na infecção de glóbulos vermelhos maduros. 

Com arquitetura semelhante ao de falcipaínas, a BP-2 é o único homólogo da 

FP-2 e FP-3, com 53% e 49% se semelhança respectivamente. Também apresenta 

uma semelhança de 78% com a vinckepaina-2, protease relacionada ao parasito P. 

vinckei (Singh et al., 2007).  

Apesar da BP-2 ser um ortólogo da FP-2, ambas apresentam diferentes 

atividades bioquímicas. Estudos mostram que a BP-2 apresenta atividade ótima em 

pH de 5,5–6,0, e estudos de mutagênese mostram substituição de aminoácidos 

Val63 e Arg230 da BP-2, o que pode explicar essas diferenças bioquímicas e 

consequentemente levar a diferentes sensibilidades aos inibidores durante a triagem 

dos medicamentos (Cheryl, Liuh-Ling; Tiow-Suan, 2005). A BP-2, diferentemente da 
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FP-2, parece não ter participação na clivagem de proteínas no citoesqueleto, 

consequentemente não ocasionando ruptura eritrocitária. Devido às diferenças 

bioquímicas, existe uma preocupação quanto ao uso de P.berghei em modelo 

animal para triagem de inibidores FP-2 (Cheryl, Liuh-Ling; Tiow-Suan, 2005).  

Assim como às falcipaínas, a BP-2, está envolvida na digestão de 

hemoglobina. Um estudo com mutantes de P. berghei, ausentes de BP-2, 

demonstrou uma diminuição da presença de hemozoína (pigmento proveniente da 

degradação de hemoglobina), e consequentemente um aumento da concentração 

da hemoglobina no citoplasma de reticulócitos. Foi visto que o nocaute de BP-2 

exibiu uma replicação reduzida em comparação com os parasitos controle. Mas 

apresentaram resistência à cloroquina, podendo implicar em um mecanismo de 

resistência a drogas (Lin et al., 2015). 

 

2.1.5 Antimaláricos e resistência parasitária 

 

A quimioprofilaxia e o tratamento para o combate a malária são determinados 

de acordo com a espécie do Plasmodium, e o estágio do ciclo em que as 

substâncias irão atuar, podendo ser: esquizonticidas sanguíneos (agindo no estágio 

eritrocítico assexuado do parasito), esquizonticidas teciduais (o alvo são os 

hipnozoítos), gametocitocidas (ação no estágio eritrocítico sexual do parasito) e 

esporontocidas (inibem a formação de oocistos). Os esquizonticidas sanguíneos são 

o primeiro o principal alvo da maioria dos antimaláricos (Shibeshi et al., 2020).  

Atualmente os medicamentos antimaláricos são categorizados em três tipos: 

compostos aril-amino-álcool (quinina, quinidina, halofantrina, lumafantrina, 

cloroquina, amodiaquina, mefloquina, etc); antifolatos (proguanil, pirimetamina, 

trimetoprim, etc) e lactonas sesquiterpênicas (artemisinina, dihidroartemisinina, 

artesunato, arteméter, etc) (Kumar, et al., 2018) (Figura 4). Para a malária grave, o 

artesunato intravenoso é a terapia de primeira linha (Daily, Minuti, Khan 2022).  
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Figura 4 - Compostos antimaláricos 

    
Fonte: adaptado de Kumar et. al., 2018 

 

Os compostos quinolínicos como a cloroquina, afetam a polimerização da 

hemozoína, formando assim um complexo tóxico ao protozoário. A cloroquina é um 

dos medicamentos mais antigos utilizados, porém tem apresentado resistência 

principalmente pela espécie Plasmodium falciparum, e vem sendo substituída pelos 

derivados de artemisinina. O mecanismo de resitência se dá por mutações nos 

transportadores PfCRT (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance 

Transporter) resultando em um aumento do efluxo de cloroquina do vacúolo 

digestivo. Assim como também para a mefloquina, cujo mecanismo de resistência 

também se da por mutações no transportador PfMDR1 (Plasmodium falciparum 

Multidrug Resistance 1), ocorre um aumento da expressão das hemoglobinases 

plasmepsina 2 e 3 (PM2/PM3, no vacúolo digestivo) (Kumar et. al., 2018; Shibeshi et 

al., 2020). 
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Os antifolatos agem bloqueando as enzimas dihidrofolato redutase (DHFR) e 

Dihidropteroato Sintetase (DHPS) do parasito, interferindo na formação das bases 

purina e pirimidina e síntese do ácido fólico respectivamente, o que impede a 

replicação do parasito. O mecanismo de resistência se dá por mutações nos genes 

de tais enzimas (Bansal et al., 2017 Shibeshi et al., 2020).  

Os compostos como artemisinina e seus derivados, são antimaláricos muito 

potentes e com rápida ação. Seu mecanismo de ação é diverso, podendo alquilar 

proteínas e lipídios, interrompendo funções biológicas essenciais, levando o parasito 

à morte (Wang et al., 2015). Apesar da sua alta eficiência, os parasitos apresentam 

mecanismos de resistência aos derivados de artemisinina. Polimorfismos no domínio 

hélice do gene kelch-13 (k13) de P. falciparum, podem ser usados como marcadores 

moleculares para o monitoramento do surgimento e propagação da resistência 

nesses antimaláricos (Paloque et al., 2022). Assim, hoje a Terapia Combinada de 

Artemisinina (TCA) é o tratamento de primeira linha, pois une a ação rápida e curta 

das artemisininas (ou derivados), com a ação mais prolongada de um outro 

antimalárico (Kavishe et al., 2017). Portanto as TCAs atualmente recomendadas 

são: arteméter + lumefantrina, artesunato + amodiaquina, artesunato + mefloquina, 

artesunato + sulfadoxina-pirimetamina e dihidroartemisinina + piperaquina, 

artesunato + pironaridina (WHO, 2018). 

O uso de medicamentos antimaláricos e de inseticidas para os vetores são 

formas de controlar a propagação da doença. Porém a resistência do parasito a 

estes medicamentos requer que mais produtos sejam desenvolvidos, sendo uma 

das limitações para o controle da malária (Mbanefo, Kumar, 2020). A resistência aos 

antimaláricos consiste na capacidade que os parasitos apresentam de sobreviver 

e/ou multiplicar-se mesmo diante da administração de medicamentos com potencial 

para eliminá-los. Os fatores que facilitam a resistência aos antimaláricos, podem ser 

diversas, desde a baixa adesão do paciente ao tratamento como também a baixa 

eficiência do produto, o que promove mutações genéticas do parasito (Shibeshi et 

al., 2020). 

A resistência dos parasitos aos antimaláricos é uma complicação não só da 

região africana, mas também de outras regiões do mundo. O P. falciparum 

desenvolveu resistência à cloroquina em vários lugares do planeta, inclusive na 

África (Daily, Minuti, Khan 2022). A prevalência de mutações gênicas presentes nos 
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parasitos aumentou significativamente, o que provocou até mesmo resistência a 

terapias de primeira linha, como as artemisininas. Este fato representa uma forte 

ameaça ao controle da malária em todo mundo, e é por isso que terapias 

combinadas têm sido necessárias para se obter respostas mais efetivas (Balikagala 

et al., 2021). O estudo genômico dos parasitos é de suma importância para entender 

as características de cada espécie e os mecanismos de resistência que estes tem 

desenvolvido aos antimaláricos. Assim como também para o desenvolvimento de 

vacinas de combate a esta doença (Su et al., 2019). 

Há muitos anos investigações vem sendo realizadas para a descoberta de 

vacinas eficazes contra a malária. Os pesquisadores Ruth e Vitor Nussenzweig 

(1967) descobriram que os camundongos poderiam ser protegidos da malária 

através da imunização com esporozoítos de P. berghei irradiados. Esta pesquisa 

serviu como base para demais pesquisas voltadas ao desenvolvimento de vacinas 

inclusive a vacina Mosquirix (RTS,S/AS01) (Nadeem et al., 2022). Muitos 

pesquisadores têm investigado sobre o desenvolvimento de vacinas para o 

tratamento da malária, porém identificar o antígeno alvo ideal do parasito tem sido 

um desafio. Vários antígenos contra diferentes estágios (esporozoítas, merozoíta e 

fase sexual) tem sido testado, mas devido à complexa antigenicidade e aos 

mecanismos de ataque imunológico do P. falciparum, ainda não temos uma vacina 

altamente eficaz contra a malária. O que também justifica a busca por novas 

substâncias com potencial antimalárico (Bonam et al., 2021). 

 

2.2 SUBSTÂNCIAS SÍNTÉTICAS 

 

2.2.1 Síntese orgânica  

 

A síntese orgânica possibilita maior rapidez na produção de novos 

medicamentos. E, ao utilizar metodologias in silico, tem-se tido um aumento da 

eficiência e diminuição de custos para produção de novas moléculas (Somani et al., 

2017). 
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Uma dificuldade quanto à síntese orgânica, é o uso de grandes quantidades 

de solventes. Porém cada vez mais tem sido utilizado solventes mais ecológicos e 

ambientalmente sustentáveis (Sheldon, 2019). 

As universidades desempenham importante papel no desenvolvimento de 

novas moléculas para produção de medicamentos em laboratórios industriais. A 

aliança entre indústria e Academia possibilita a inovação tecnológica e 

medicamentosa.  Há um bom retorno científico e financeiro sobre os investimentos 

realizados na pesquisa de síntese orgânica. Mas, apesar das vantagens de inovação 

que a síntese orgânica oferece, esta também apresenta limitações, sendo, portanto, 

necessário haver um investimento continuado na pesquisa (Blakemore, et al., 2018). 

 

2.2.2 Aceptor de Michael e adutos de Morita-Baylis-Hillman 

 

A reação de Moryta-Baylis-Hillman consiste em uma condensação entre 

olefinas, que atuam como nucleófilos, e compostos carbonílicos (aldeídos, cetonas e 

iminas), que atuam como eletrófilos. Em geral esta reação é catalisada por bases de 

Lewis, que levam à formação de uma nova ligação σ carbono-carbono e de um 

centro estereogênico, fornecendo assim compostos polifuncionalizados (Figura 5). 

Os produtos desta reação são utilizados para diversas transformações sintéticas, 

podendo ser aplicadas para o desenvolvimento de substâncias bioativas relevantes 

(Santos et al., 2023). 

 

Figura 5 - Representação Geral da Reação Morita-Baylis-Hillman 

 
Fonte: Santos et al., 2023 
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Moléculas que apresentam aceptores de Michael têm-se mostrado potenciais 

inibidores de cisteína proteases. Tais estruturas alquilam irreversivelmente o resíduo 

de cisteína do sítio ativo das proteases por meio da adição de um conjugado. Esta 

classe de inibidores inclui sulfonas vinílicas, derivados de carbonila α,β-insaturados 

e derivados diversos. O mecanismo geral de inibição acontece através da adição do 

aceptor seguido de um ataque ao carbono β pelo resíduo de cisteína do sítio ativo, e 

posteriormente de protonação do carbono α para formar o derivado tio éter (Figura 

6) (Santos, Moreira 2007; Kunakbaeva; Carrasco; Rosas, 2003). 

 

Figura 6 - Mecanismo de inibição de cisteína-protease através de aceptores de 

Michael 

 
Fonte: Santos, Moreira 2007 

 

Na literatura há diversos estudos de inibidores que realizam ligações 

covalentes irreversíveis, e formam hemitiocetais e tiocetais com o tiol do resíduo de 

cisteína no sítio ativo (Kunakbaeva; Carrasco; Rosas, 2003). Aceptores de Michael 

como vinil sulfonas são inibidores covalentes de FP-2 que inibem irreversivelmente a 

protease, se comportando como um eletrófilo. A inibição irreversível de uma 

protease parasitária é o ideal, enquanto uma reação reversível com ligação flexível é 

ideal no caso de alvos humanos (Ettari et al., 2021; Patra et al., 2023). 

O mecanismo reacional de complexos com acrilonitrila (apresentam aceptores 

de Michael) como inibidores de cisteínas proteases, revelou a formação de um 

arranjo de reagentes que diminui a energia do sistema de forma a facilitar a 

formação de um intermediário tetraédrico reativo, que é a etapa determinante da 
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velocidade da reação. É formado um complexo inicial, no qual a acrilonitrila funciona 

com um eletrófilo, que reduz a energia total do sistema. Nos complexos com 

acrilonitrila é formado uma ligação de hidrogênio (H-Bond) entre o derivado de tiol e 

o aceptor de Michael.  No estado de transição foi visto que a dupla ligação Cα=Cβ do 

aceoptor de Michael aumenta enquanto o Cα –C1 diminui. Simultaneamente, o próton 

envolvido no H-Bond com o átomo de enxofre, migra de volta para o Cβ. Finalmente, 

quando o intermediário tetraédrico é formado, a ligação Cβ – Cα torna-se uma ligação 

simples, enquanto o Cα – C1 atinge um caráter de ligação dupla (Kunakbaeva; 

Carrasco; Rosas, 2003).  

O composto 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila, também 

chamado de CH3ISACN (Figura 1), é um aduto (produto da reação) de Morita-Baylis-

Hillman (AMBH) e possui um aceptor de Michael (porção acrilonitrila) (Lima-Junior, 

et al., 2016). Esta molécula em estudos in vitro foi ativa contra a cepa W2 (cepa 

cloroquina-resistente; mefloquina-sensivel) de P. falciparum, apresentando uma CI50 

= 8,37 ug/mL (Melo, 2020). Ainda, em estudos in vitro de hemólise, apresentou uma 

baixa citotoxicidade e boa viabilidade celular. A CH3ISACN tem se mostrado uma 

molécula bastante promissora para o desenvolvimento de um protótipo de 

medicamento para utilizar no combate à malária. O estudo toxicológico agudo in vivo 

realizado com a CH3ISACN, seguindo a OECD 423 (2001), não provocou morte aos 

animais, sendo a substância classificada com uma DL50 de 5000 mg/Kg (Melo, 

2020). Assim, sabendo que a CH3ISACN possui um aceptor de Michael, e que tem 

apresentado atividade inibitória contra P. falciparum, esta molécula é um potencial 

antimalárico e que pressupõe uma possível ação como um inibidor das falcipaínas, 

devendo, portanto, ser investigada nesse aspecto. 

 

2.3 ESTUDOS TOXICOLÓGICOS 

 

2.3.1 Ensaios in vivo 

 

Modelos animais são amplamente utilizados em estudos científicos para 

investigação de novos tratamentos terapêuticos (Santos et al., 2016; Silva et al., 

2020). Isso se justifica pois através destes ensaios, é possível aprofundar os 
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conhecimentos sobre uma determinada doença e obter formas de tratá-la. Além de 

também saber como a droga é biodistribuída, e se o que é ativo é a droga ou seu 

metabótilo. Porém, o uso de animais é desafiador, e requer que o modelo a ser 

escolhido seja devidamente avaliado, para que se consiga reproduzir um resultado o 

mais próximo possível para os seres humanos (Savoji et al., 2019). 

A utilização de animais em estudos científicos, devem seguir princípios éticos, 

sendo a estrutura dos três R (Replacement, Refinement, Reduction) bastante 

difundida, e que visa o bem-estar do animal. Mas isto só tem significado se a 

pesquisa apresentar valor científico significativo, portanto, para além destes 

princípios, outros também são importantes: robustez, registro e relatório (Strech, 

Dirnagl, 2019). Sendo assim, pesquisas utilizando animais devem ser autorizadas e 

devidamente supervisionadas por Comitês de Ética de Animais, para averiguação do 

cumprimento da lei (Macarthur, Sun 2020).  

 

2.3.1.1 Toxicidade de doses repetidas  

 

É primordial para o desenvolvimento de novos medicamentos, que sejam 

realizados estudos toxicológicos in vivo, em abordagem não-clínica, para que se 

tenha uma maior segurança sobre seu uso e diminua a probabilidade de riscos a 

saúde do indivíduo, em testes clínicos posteriores (Da Silva et al., 2021).  

No Brasil, a Anvisa (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), é a 

responsável pela regulamentação dos testes toxicológicos através do “Guia para a 

condução de estudos não clínicos de toxicologia e segurança farmacológica 

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

outros protocolos são amplamente utilizados, e reconhecidos mundialmente, que 

são regulamentados pela Organization for Economic Cooperation and Development 

(OECD) (Burgdorf et al., 2019). 

Existem diferentes tipos de ensaios toxicológicos, e com diferentes 

finalidades. Os toxicologistas costumam dividir a exposição de uma substância ao 

animal em quatro tipos: aguda (exposição dentro de 24 horas, com uma única 

administração ou repetidas administrações dentro deste período), subaguda 

(exposição repetida durante um mês ou menos), subcrônica (exposição repetida 
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durante 1 a 3 meses) e crônica (exposição repetida por mais de 3 meses) (Klaassen, 

Watkins 2009). 

Respostas toxicológicas diferentes podem ser obtidas após a exposição de 

uma substância uma única vez, comparando com a exposição da mesma de forma 

repetida (Mohammadpour et al., 2019). Nos estudos toxicológicos não-clínicos in 

vivo, o ensaio agudo antecede as demais etapas. Um dos protocolos agudos 

bastante utilizado é o da OECD 423 (2001), no qual pode ser estimada a DL50 e 

determinado faixas de exposição à substância nas quais a letalidade é esperada, 

sendo seu principal objetivo a identificação ou não de mortes (Kalaimani, Mustafa 

2017). 

Após a realização do ensaio agudo, a depender dos resultados, é comum que 

o estudo prossiga com a realização do ensaio subagudo. Encontramos na literatura 

várias pesquisas que realizam inicialmente a OECD 423 e seguem para a avaliação 

de toxicidade de doses repetidas, como a OECD 407 (Abraham, Ahmad, 2021; GOH 

Bi et al., 2021).  

Seguindo a OECD 407 (2008), o teste de toxicidade de doses repetidas, 

consiste na administração da substância repetidamente por 28 dias em ratos ou 

camundongos. Através deste método, é possível avaliar parâmetros importantes: 

aspectos clínicos, perfil hematológico, bioquímico e histológico. As alterações 

nesses parâmetros, podem sinalizar efeitos tóxicos. Os órgãos reguladores exigem 

que tais testes sejam realizados para caracterizar o potencial toxicológico de uma 

substância (OECD, 2008).  

A exposição repetida a uma substância durante um período de tempo permite 

avaliar as possibilidades de efeitos cumulativos no organismo (Al-Afifi et al., 2018), 

ajudando assim a compreender prováveis efeitos adversos. Além de ser considerado 

um estudo base para realização posteriormente de ensaios subcrônicos e crônicos 

(Klaassen, Watkins 2009). Os testes toxicológicos de doses repetidas em animais 

são considerados obrigatórios, antes que se avance para os demais estudos, até 

chegar no estágio clínico e posterior comercialização do medicamento (Mirza, 

Panchal 2020).  
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2.3.1.2 Teste de micronúcleo 

 

Para melhor garantia da segurança da substância estudada, além destes 

testes toxicológicos, também é importante a realização de ensaios de 

genotoxicidade (Hayashi, 2016). Sabendo que substâncias químicas podem 

ocasionar mutações no DNA, resultando em câncer, testes de genotoxicidade são 

exigidos pelas agências reguladoras, sendo o ensaio do cometa (CA) e o ensaio do 

micronúcleo (MNA) como os mais utilizados (Araldi et al., 2015). 

O teste de micronúcleo é um bioindicador para previsibilidade de potencial 

citogenotoxicidade, devido seu baixo custo e boa sensibilidade. O teste foi 

desenvolvido por Howell em 1891 e se caracteriza pela presença de eritrócitos 

hipercromáticos com micronúcleos visíveis ao microscópio (Do Carmo; Leal; Ribeiro, 

2020; Uchôa, Magalhães 2020). Os micronúcleos são fragmentos de cromossomos 

que não são incorporados no núcleo da célula-filha em uma divisão celular. A maior 

frequência de micronúcleos presentes em um organismo, maior é o indicativo para 

realização de métodos citogenéticos em indivíduos que foram expostos de forma 

crônica a uma determinada substância (Agostini 1993; Uchôa, Magalhães 2020). 

A OECD 474 (2014) traz o protocolo para realização do teste do micronúcleo 

in vivo em mamíferos, geralmente em ratos ou camundongos. A substância 

estudada é administrada ao animal (pela via apropriada, geralmente é gavagem), e 

24 horas após a exposição, é coletado o sangue (medular ou periférico) do animal.  

O objetivo é a identificação de danos induzidos pela substância teste nos 

cromossomos ou no aparelho mitótico dos eritroblastos. Como controle positivo de 

referência utiliza-se, costumeiramente, a ciclofosfamida, um agente quimioterápico 

utilizado no tratamento de várias doenças, de uso limitado que ocasiona toxicidade 

genética (Shokrzadeh et al., 2021). 

 

2.4- AVALIAÇÃO FARMACOLÓGICA 

2.4.1 Estudo antiplasmodial in vivo 

 

O uso de animais na pesquisa científica ajuda a compreender a fisiopatologia 

das doenças, e é por isso que são utilizados para obtenção de maior conhecimento 
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médico, ajudando a aliviar o sofrimento humano. É inegável a contribuição dos 

modelos animais para a saúde humana, sendo importante também que sua 

utilização seja devidamente regulamentada (Robinson et al., 2019). 

O uso de modelos animais em pesquisas farmacológicas para o tratamento 

da malária faz parte de muitos protocolos, seja para descoberta de vacinas ou 

medicamentos (Holz et al., 2020) 

Tendo em vista que os parasitos são espécie-específico, é comum que sejam 

realizados inicialmente estudos in vitro com cepas de P. falciparum e para a mesma 

substância, nos estudos in vivo utilize cepas de P. berghei (Stoye et al., 2019; Walter 

et al., 2021; Uddin et al., 2022). Assim, mesmo a substância apresentando um 

resultado com alta atividade antiplasmodial in vitro, e moderada atividade 

antiplasmodial in vivo, a substância pode ser considerada como um potente agente 

antimalárico (Waiganjo et al., 2020). 

O parasito realiza ciclos repetidos de invasão e replicação nos eritrócitos 

humanos, e é por isso que muitos medicamentos antimaláricos visam este ciclo no 

intuito de reduzir a parasitemia e consequentemente suprimir os sintomas. Portanto, 

para além dos estudos in vitro os ensaios in vivo são realizados para melhor 

investigação, e um dos ensaios vastamente utilizado é o teste de supressão (Peters, 

1965). 

O teste de supressão de quatro dias é um protocolo que permite avaliar se a 

substância estudada é capaz de reduzir a parasitemia do animal infectado por P. 

berguei, comparando com o grupo controle. Os animais são infectados no dia zero, e 

posteriormente tratados por quatro dias. No último dia de tratamento o sangue 

caudal é coletado e realizado o esfregaço. A porcentagem de parasitemia é 

determinada pela contagem de hemácias parasitadas. Além disso, pode ser avaliado 

se a substância foi capaz de aumentar a sobrevida do camundongo infectado (Fang 

et al., 2019). A infecção por cepas ANKA de P.berghei é comumente utilizada em 

estudos in vivo, e o teste de supressão expressamente aceito na comunidade 

acadêmica (Peters, 1965; Stoye et al., 2019; Udu et al., 2021).  
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2.4.2 Estudos computacionais in silico 

 

Para que um novo medicamento seja lançado no mercado, são necessários 

muitos estudos e experimentos, e, para acelerar este processo, várias estratégias 

computacionais vêm sendo utilizadas. O uso de metodologias in silico tem otimizado 

a busca por medicamentos, reduzindo o tempo de pesquisa, mão de obra e custos. 

Docking molecular, dinâmica de simulação molecular (Shaker et al., 2021), e método 

de fragmentação molecular com capas conjugadas (MFCC) são alguns dos estudos 

in silico que permitem prever o nível de afinidade e modo de interação do ligante 

com seu alvo (Zhang, Zhang, 2003). 

Alguns estudos indicam resultados promissores de design de drogas e 

triagens in silico, baseado em estrutura, ou seja, docking molecular (Walter et al., 

2021). Esta ferramenta é uma estratégia significativa para o designer de 

medicamentos, uma vez que possibilita a avaliação do acoplamento de um 

candidato a fármaco ao seu alvo específico (Rauf; Zubair, Azhar, 2015).  A interação 

do ligante com o receptor deve ter complementariedade geométrica e energética, 

para que se obtenha a estrutura mais estável e de forma a minimizar a energia livre 

(Fan, Fu, Zhang, 2019). Para realização da ancoragem molecular, a proteína pode 

ser obtida do Protein Data Bank (PDB), que é o mais popular banco de dados 

público (Berman et al., 2000). Uma vez que a proteína alvo foi selecionada, existem 

diferentes softwares para realização do docking molecular. Um deles é o AutoDock 

Vina, que apresenta uma rápida velocidade de processamento, e melhor precisão 

das previsões sobre o modo de ligação comparando com outros programas (Trott, 

Olson, 2009). 

As proteínas são flexíveis, e isso implica na sua interação com o ligante. Por 

isso, é importante que o candidato a fármaco seja submetido a procedimentos de 

dinâmica molecular, para que por meio desta simulação consiga prever o quão 

estável é aquele complexo proteína-ligante (Shaker et al., 2021). A dinâmica 

molecular (DM) consegue reproduzir com sucesso os resultados experimentais, e 

melhoram os resultados obtidos no docking (Rastelli et al., 2010). As simulações de 

dinâmica molecular permitem prever como cada átomo de uma proteína e outras 

biomoléculas, irão se comportar ao longo do tempo especificado, baseado em um 

modelo geral da física. No decorrer desse tempo, produz um arquivo de trajetória 
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com os diferentes arranjos espaciais, movimentos e energias dos átomos 

(Hollingsworth, Dror, 2018; Kanapp et al., 2010). Essas trajetórias podem ser 

avaliadas pelos Métodos de Desvio Quadrático Médio (RMSD), e Flutuação 

Quadrática Média Raiz (RMSF) (Kanap et al., 2010). 

O RMSD é uma medida obtida nas simulações de dinâmica molecular, que 

permite avaliar o período de equilíbrio do complexo e agrupar conformações 

semelhantes (Sargsyan; Grauffel; Lim 2017). Ele permite avaliar o quanto as 

conformações do complexo (proteína-ligante) se desviam da estrutura do cristal. 

Sendo possível avaliar a semelhança das conformações ou se houve alguma 

alteração conformacional, assim como se os complexos se estabilizaram. Já o 

RMSF calcula o deslocamento de um átomo ou de um grupo de átomos, comparado 

à estrutura de referência, fazendo uma média sobre o número de átomos, mostrando 

como a proteína muda ao longo do tempo. Assim, o RMSF permite avaliar quais 

regiões tem maior flexibilidade. Geralmente os resíduos terminais têm maior 

flexibilidade. Quanto maior o valor do RMSF mais flexível está a proteína (Bhardwaj 

et al., 2022). 

Uma maneira de aprimorar as simulações de DM e simular os movimentos 

dos átomos nas proteínas e ligantes alvo, é utilizando uma abordagem híbrida de 

mecânica quântica e mecânica molecular (QM/MM). Permitindo assim entender o 

comportamento dinâmico de reações químicas a nível molecular, sendo o 

GROMACS um dos programas para realização de tais testes (Shaker et al., 2021).  

O uso de métodos de mecânica quântica (MQ) supera as limitações da 

mecânica molecular (MM), permitindo uma maior precisão na estimativa de afinidade 

de ligação entre um ligante e a proteína. O cálculo mecânico quântico completo (ab 

initio) das energias de interação intermolecular de proteínas, pode ser realizado 

através do método de fracionamento molecular com capas conjugadas (MFCC). Este 

ensaio in silico consiste em fragmentar a proteína nos seus aminoácidos, e calcular 

a soma das energias de interação entre a molécula em estudo e cada resíduo 

fragmentado (Zhang, Zhang 2003). Essa é uma metodologia que vem sendo 

bastante utilizada no desenvolvimento de novos fármacos, através da investigação 

sobre os seus sítios de ligação (Santos et al., 2022; Vianna et al., 2019). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 
Investigar a toxicidade de doses repetidas in vivo, e a eficácia antimalárica do 

aduto CH3ISACN, abordando a sua capacidade na redução da parasitemia, e 

elucidar provável mecanismo de ação. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a toxicidade de doses repetidas da CH3ISACN in vivo  

 Realizar triagem farmacológica comportamental e observação da 

presença de morte ou não dos animais; 

 Avaliar o consumo de água, ração e evolução ponderal; 

 Avaliar o efeito da substância sobre os parâmetros hematológicos e 

bioquímicos do sangue dos camundongos; 

 Investigar os efeitos anatomopatológicos e histopatológico da 

substância em órgãos vitais dos camundongos; 

  Pesquisar o potencial genotóxico da CH3ISACN utilizando-se do 

teste de micronúcleo em eritrócitos de camundongos;  

 Avaliar a atividade antiplasmodial da substância através do teste de 

supressão in vivo; 

 Investigar o mecanismo de ação do CH3ISACN como um 

antimalárico, através de sua inibição às cisteínas-proteases por 

meio de ferramentas computacionais: Docking, Dinâmica molecular 

e MFCC. 
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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. Os experimentos 

antiplasmodiais foram realizados 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. Os estudos in silico 

foram deselvolvidos no Laboratório coordenado pelo Prof. Dr. Umberto Fulco, do 

Departamento de Biofísica e Farmacologia da UFRN. 

 

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), coordenado pelos professores Dr. Claudio 

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

Departamento de Química da UFPB. 

Para a preparação de CH3ISACN, duas etapas sintéticas foram realizadas 

(Figura 7). 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-Júnior et al., 

2016). 
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Figura 7 – Reação para preparação de CH3ISACN 

 
Fonte: Lima-Junior et al., 2016 

 

 

4.2.2 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. Para o teste de doses repetidas foram 

utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) albinos, machos e fêmeas (nulíparas 

e não grávidas), com idade entre 8-10 semanas, pesando entre 25 e 30 g, 

fornecidos pela Unidade de Produção Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em 

Fármacos e Medicamentos (IPeFarM), UFPB, e pela pela UPA da UFRN.  

Todos os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno medindo 

49X34X16cm contendo até 5 animais. Foram mantidos sob condições controladas 

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

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

controlada, a base de ração do tipo pellets durante todo o período de 

experimentação. Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) da UFPB protocolo N° 

1170270418 e 1572071218 (Anexo A) e da UFRN protocolo Nº 278.005/2022 

(Anexo B). 

A eutanásia dos animais foi realizada por sobredose de solução anestésica 

contendo 220 mg/Kg de cetamina e 21 mg/Kg de xilasina, sendo administrado por 

via intraperitoneal (IP). 
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4.3 MÉTODOS 

 

4.3.1 Ensaio toxicológico in vivo 

 

4.3.1.1 Toxicidade oral 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 

fluxograma disponibilizado pela OECD (2001). 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 e hematológicos, e 

então os órgãos coletados para análise anatomopatológica e histopatológica. Os 

resultados desta última análise serão apresentados no seguinte trabalho, entretanto 

os demais, já foram divulgados na dissertação de mestrado (Melo, 2020). 

 

4.3.1.2 Toxicidade oral de doses repetidas  

 

O teste de toxicidade oral de doses repetidas foi realizado segundo a OECD 

407 (2008). A substância (CH3ISACN) foi administrada nos animais diariamente, por 

via oral, durante 28 dias em diferentes doses (75 mg/Kg, 150 mg/Kg, 300 mg/Kg). 

Os animais foram distribuídos em um grupo controle e três grupos tratados. Cada 

grupo continha 10 animais, que foram separados por sexo (5 machos e 5 fêmeas). O 

grupo controle recebeu apenas o veículo de diluição (DMSO a 1%), já os grupos 
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tratados receberam o derivado de isatina CH3ISACN em diferentes doses (75 mg/Kg, 

150 mg/Kg, 300 mg/Kg). Ao final dos 28 dias de avaliação, os animais foram 

eutanasiados por sobredose de anestésicos (cetamina: 220 mg/kg e xilazina: 21 

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. 

 

4.3.1.3 Avaliação comportamental 

 

A triagem farmacológica comportamental é uma metodologia preliminar que 

avalia parâmetros comportamentais nos animais que possibilitam caracterizar o 

possível efeito de uma droga no Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso 

Autônomo (SNA) (Almeida; Oliveira, 2006). Após a administração da CH3ISACN, foi 

realizada a observação de parâmetros comportamentais nos intervalos: 30, 60, 120, 

180 e 240 minutos, seguindo protocolo experimental elaborado pelo setor de 

psicofarmacologia do IPeFarM /UFPB (Quadro 1). 
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Quadro 1 - Protocolo experimental de triagem farmacológica comportamental 

ATIVIDADE 
FARMACOLÓGICA 

Quantificação dos efeitos 
(0) sem efeito, (-) efeito diminuído, (+) efeito presente, (++) efeito 

intenso 
até 30 min 1h 2h 3h 4h 

1 – SNC      
a – Estimulante      
Hiperatividade      
Irritabilidade      
Agressividade      
Tremores      
Convulsões      
Piloereção      
Movimento intenso das 
Vibrissas 

     

Outras      
b – Depressora      
Hipnose      
Ptose      
Sedação      
Anestesia      
Ataxia      
Reflexo do endireitamento      
Catatonia      
Analgesia      
Resposta ao toque diminuído      
Perda do reflexo corneal      
Perda do reflexo auricular      
c – Outros comportamentos      
Ambulação      
Bocejo excessivo      
Limpeza      
Levantar      
Escalar      
Vocalizar      
Sacudir a cabeça      
Contorções abdominais      
Abdução das patas do trem 
posterior 

     

Pedalar      
Estereotipia      
2 - SN AUTÔNOMO      
Diarréia      
Constipação      
Defecação aumentada      
Respiração forçada      
Lacrimejamento      
Micção      
Salivação      
Cianose      
Tono muscular      
Força para agarrar      
3 – MORTE      

Fonte: Almeida; Oliveira, 2006 
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4.3.1.4 Consumo de água, alimento e avaliação ponderal 

 

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

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

graduadas com água e, no dia seguinte, era registrado o volume ingerido pelos 

animais. Quanto ao consumo de alimentos, a ração era colocada diariamente nas 

gaiolas, e no dia seguinte, era contabilizado o peso consumido de ração. Já a 

pesagem dos animais foi realizada semanalmente. 

 

4.3.1.5 Avaliação laboratorial do sangue 

 

Ao final dos 28 dias, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas. 

Foram então administrados os anestésicos, e as amostras de sangue foram colhidas 

a partir do plexo braquial, sendo coletadas em tubos contendo ácido etilenodiamino 

tetracético (EDTA) para determinação dos parâmetros hematológicos. 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. 

 

4.3.1.5.1 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). 

Foi utilizado o analisador bioquímico automatizado CHEMWELL-T. O potássio, 

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

Electrolyte Analyzer AVLAB®. 
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4.3.1.5.2 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), da hemoglobina corpuscular média (HCM) e Red cell distribution width 

(RDW). No leucograma foi realizado a contagem global dos leucócitos. Para a 

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

hematológico automático (URIT-2900/3000 VETPLUS) com Software de 

gerenciamento de dados. 

 

4.3.1.6 Avaliação anatomopatológica e histopatológica 

 

Após a eutanásia, os órgãos foram examinados macroscopicamente. Em seguida 

foi realizada a fixação em solução de formaldeído a 10% dos órgãos: coração, 

pulmões fígado e rins. Após 72 horas, os órgãos coletados foram desidratados por 

imersões sucessivas de 1 hora numa série crescente de álcool etílico a 70, 80, 90 e 

100%. Em sequência foi realizada a diafanização, com a impregnação do material 

em parafina. O material foi emblocado, e então realizado os cortes histológicos e 

preparação das lâminas para leitura.  

 

4.3.1.7 Genotoxicidade 

 

Para a avaliação do teste de micronúcleo, foi seguido a OECD 474 (2014) 

com modificações. Utilizamos doze camundongos fêmeas, Swiss, com idade de 10 

semanas. Estas foram divididas aleatoriamente em quatro grupos com três animais 

cada, sendo: grupo controle positivo (50 mg/Kg de ciclofosfamida), grupo controle 

negativo (veículo DMSO 1%), grupo tratado 1 (300 mg/Kg de CH3ISACN), grupo 

tratado 2 (600 mg/Kg de CH3ISACN). A administração das substâncias foi em dose 

única por gavagem, e 24 horas após foi realizada a coleta do sangue medular dos 

animais via caudal. Os animais foram então eutanasiados por sobredose de 
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anestésico, 220 mg/Kg de cetamina e 21 mg/Kg de xilasina, sendo administrado por 

via intraperitoneal (IP). A cada coleta foi sendo realizado o esfregaço em lâminas de 

microscópio, secados ao ar, corados com panótico, para a leitura das lâminas via 

microscópio com objetiva de 100x. Para avaliar o efeito mutagênico foi feito a 

contagem de 1000 células por animal. A contagem foi realizada às cegas por um 

único avaliador. 

 

4.3.2 Estudo farmacológico 

 

4.3.2.1 Infecção 

 

 A infecção experimental foi realizada de acordo com a metodologia adaptada 

de Andrade-Neto et al., (2012). Nesta instância, foi escolhido um animal infectado 

com Plasmodium berghei ANKA, espécie Mus musculus, linhagem Swiss, com uma 

parasitemia de 20%, analisada a partir do esfregaço sanguíneo, por meio do sangue 

coletado da veia caudal do animal doador, no 12º dia após a infecção. A lâmina foi 

fixada com metanol e corada com Giemsa (na diluição de 65 µL de Giemsa em 

1.000 µL de água tamponada) e analisada em microscópio óptico com uma 

ampliação de 1000x. 

 O animal doador foi submetido à anestesia com uma dose combinada de 

cetamina: 220 mg/kg e xilazina: 21 mg/kg, de acordo com as normas do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Este foi colocado na 

posição de decúbito dorsal e realizou-se uma incisão na região final do esterno, 

próximo ao processo xifóide, em seguida o coração foi exposto para realização da 

punção intracardíaca, inserindo uma agulha (26 G) no átrio esquerdo, formando uma 

angulação de 30º em relação ao corpo do animal, utilizando uma seringa estéril de 1 

mL de volume. Deste modo, o sangue colhido foi acondicionado em um tubo do tipo 

epperdorf com 20 µL de heparina para 1.000 µL de sangue total. 

 Foi diluído 100 µL de sangue total em 1.000 µL de PBS estéril para 

formulação do concentrado de eritrócitos a ser utilizado na infecção. Em seguida foi 

retirado 10 µL desta solução para contagem global de eritrócitos por mm³ no 

hemocitômetro da câmara de Neubauer, utilizando como cálculo a multiplicação de 4 
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fatores: o número de eritrócitos contatos, o inverso da diluição do concentrado de 

eritrócitos, o inverso da profundidade da câmara e o inverso da área contada. 

 Em seguida, calculou-se a quantidade de eritrócitos infectados do animal 

doador, por meio da proporção entre o número global de eritrócitos e a porcentagem 

de eritrócitos infectados (20%). Por conseguinte, através da proporção de 

concentrações específicas, foi encontrado o volume necessário para que cada 

animal recebesse intraperitonealmente 105 eritrócitos infectados com P. berghei 

ANKA, partindo do princípio de que a concentração inicial é o número total de 

eritrócitos infectados, a concentração final refere-se ao inóculo parasitário e o 

volume final compreende a quantidade de PBS para eluir os eritrócitos necessários 

para o inóculo parasitário, de modo que cada animal recebesse um volume de 200 

µL da solução, contendo 105 eritrócitos infectados com P. berghei ANKA. 

 

 4.3.2.2 Ensaio antiplasmodial in vivo 

 

Os testes antimaláricos in vivo foram realizados segundo o método supressivo 

de Peters (1965) e modificado por Carvalho e colaboradores (1991). Foram 

utilizados camundongos com aproximadamente 6 semanas e peso de 25 g ± 2 g, 

estes foram separados em 4 grupos com 5 animais cada. Grupo 1: teste com 250 

mg/Kg do aduto com 1% de DMSO; Grupo 2: controle negativo com água com 1% 

de DMSO; Grupo 3: controle positivo com 15 mg de cloroquina; Grupo 4: controle de 

órgãos. Todos os animais foram inoculados intraperitonealmente com 1x105 

eritrócitos infectados com P. berghei ANKA, exceto o grupo 4.  Após período de 

infecção, os animais receberam o tratamento que foi continuado por 4 dias 

consecutivos por via oral (gavagem) de acordo com a especificação de cada grupo, 

em volume final de 200 µL por animal. No 5º e/ou 7º dia após a infecção por P. 

berghei ANKA, esfregaços sanguíneos corados com giemsa foram examinados em 

microscópio óptico contando de 1.000-5.000 hemácias, de acordo com a densidade 

parasitária, para determinação da parasitemia. A supressão de crescimento do 

parasito nos grupos teste foi calculada em relação aos grupos controle sem 

tratamento antimalárico como na fórmula abaixo:  
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A mortalidade cumulativa dos animais foi observada até a 1º morte dos 

animais do grupo controle negativo (tratados apenas com água e 1% de DMSO).  

 

4.3.2.3 Avaliação do mecanismo de ação - estudos in silico 

 

4.3.2.3.1 Obtenção da estrutura do cristal da falcipaína e do ligante 

 

Para realização dos cálculos do estudo in silico, foram utilizadas estruturas 

cristalográficas das falcipaínas, obtidas do banco de dados Research Collaboratory 

for Structural Bioinformatics - Protein Data Bank (RCSB/PDB). Tais estruturas são 

identificadas por códigos (resoluções), sendo selecionados: PDB ID 3BPF e PDB ID 

3BPM (KERR et al., 2009). Estes possuem um inibidor ligado a eles, mas não ligado 

covalentemente. A escolha do cristal a se trabalhar foi baseada naquele que tivesse 

menor resolução. A estrutura do ligante (CH3ISACN) foi obtida a partir do programa 

molinspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/galaxy).  

Quanto ao estudo da interação com as berghepaínas, por essas proteínas 

não ter a estrutura cristalográfica no RCSB/PDB, foi então pesquisado o proteoma 

das berghepaínas da cepa ANKA (a mesma utilizada no estudo in vivo), através do 

site Uniprot (https://www.uniprot.org/), sendo para BP-1 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A509APV9/entry) E BP-2 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A509AMD7/entry). Após seleção do proteoma 

foi feito o modelo usando o AlphaFold Protein Structure Database. 

 

4.3.2.3.2 Ancoragem molecular (Docking) 

 

Inicialmente (apenas para as falcipaínas) foi removido o inibidor do cristal 

3BPM através do UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). A partir disso, para todas 

as proteínas, criamos uma caixa para delimitação da região do docking. A criação da 
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caixa foi baseada na região acoplada pelos inibidores dos cristais avaliados. A 

conversão da proteína e novo ligante em PDB para PDBQT foi realizada pela 

ferramenta AutoDockTools (Morris et al., 2009). Feito isso, foi realizado um docking 

exaustivo (1000 dockings) usando o programa AutoDock Vina, sendo selecionado o 

complexo de menor energia (melhor afinidade). Posteriormente, os arquivos da 

proteína e ligante separados foram convertidos de PDBQT para PDB usando o 

UCSF Chimera. 

 

4.3.2.3.3 Dinâmica molecular (DM) do complexo proteína-ligante 

 

Antes de proceder para a DM, a protonação da proteína em pH 7.4 foi 

avaliada pelo servidor H++. O servidor https://www.bio2byte.be/acpype/ foi usado 

para gerar os parâmetros do ligante para ser usado no GROMACS. Três simulações 

de 500 ns do complexo proteína-ligante foram submetidas à DM. Para tanto, o 

programa GROMACS na versão 2022 foi usado. O campo de força escolhido foi o 

Amber ff99SB-ILDN para proteína e GAFF2 para ligante.  

Para preparar o sistema, uma caixa cúbica foi construída ao redor da proteína 

de forma que a distância mínima entre a caixa e qualquer átomo da proteína fosse 

12 Å. A caixa foi então preenchida com água do tipo TIP3P, a mais recomendada 

para esse campo de força. O sistema foi neutralizado com 11 íons de sódio (Na+). 

Dessa forma, o sistema ficou pronto para ir para etapa de minimização de energia.  

A etapa de minimização de energia é necessária para garantir que o sistema 

não tenha nenhum choque estérico ou geometria imprópria depois da adição da 

água. O procedimento é feito em duas etapas de minimização de energia. O primeiro 

consistiu em no máximo 500 passos ou quando força máxima atuando em qualquer 

átomo alcançasse o valor menor que 50 kJ/mol/nm usando o algoritmo ‘steepest 

descent’. Nesse caso, a proteína e ligante estavam com a posição restringida de 

forma que o foco ficasse no relaxamento do solvente que circunda o complexo. O 

segundo passo da minimização de energia foi realizado sem a restrição da posição. 

Nesse caso o número máximo de passos foi de 10.000 ou quando a força aplicada 

em todos os átomos fosse menor que 250 KJ/mol/nm.  

Depois de garantir uma geometria adequada e orientação do solvente para a 

estrutura inicial, o próximo passo foi equilibrar o solvente e os íons ao redor da 
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proteína. Para atingir esse objetivo, foram definidas a pressão e temperatura 

corretas para o sistema simulado, para 1 atm e 310 K em duas etapas separadas de 

100 picossegundos (ps), referidas como o conjunto NVT (ajuste da temperatura) e o 

conjunto NPT (ajuste da pressão). Para tanto, os algoritmos modificados de 

Berendsen et al (1984) e Hutter (2012) foram aplicados para ajustar a temperatura e 

a pressão do sistema, respectivamente. Em ambas as etapas, as ligações com o 

hidrogênio foram restringidas pelo algoritmo LINCS (Hess, 2008) e as restrições 

posicionais foram aplicadas na proteína e ligante para equilibrar o solvente ao redor 

do soluto. 

O método de soma Particle Mesh Ewald foi usado para calcular as interações 

eletrostáticas de longo alcance, e um corte de 1 nm foi definido para interações não 

ligadas. Por fim, o algoritmo de salto-sapo (Hockney et al., 1974) foi utilizado para 

integrar as equações de movimento, com um passo de tempo de 0,2 

femtossegundos (fs). Antes da execução de DM, um pequeno conjunto NPT de 1 ns 

foi realizado sem restrição na posição da proteína e ligante, e a execução de 

produção de cada sistema idêntico foi realizada em 500 ns sem restrição na 

conformação do complexo. Um total de 5000 conformações do complexo proteína-

ligante foram produzidas a partir de cada execução de DM. Cada execução é 

referida aqui como uma réplica. 

Após finalizar a simulação das três réplicas, foram gerados os gráficos de root 

mean square deviation (RMSD) e fluctuation (RMSF) usando os comandos “gmx” do 

pacote do GROMACS. Para visualização das trajetórias obtidas nas DMs, o 

programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) foi usado. 

 

4.3.2.3.4 Análise de interação proteina-ligante usando QM/MM GBSA 

   

Com intuito de analisar o melhor complexo obtido nas três réplicas de 

dinâmica molecular, foi usado o programa 'gmx_MMPBSA' (Valdés-Tresanco et al., 

2021), o qual permite usar os arquivos gerados na DM para cálculo da energia de 

interação. Para cada réplica, os últimos 100 ns (correspondente aos últimos 1000 

frames) foram analisados usando Quantum Mechanics/Molecular Mechanics 

Generalized Born Surface Area (QM/MM GBSA). O funcional semi-empírico usado 

foi o PM6-DH+, restringindo apenas aos resíduos com até 5 Å de distância do 



Melo, CR 
 
 

60 
 

ligante. Todos os outros resíduos são descritos por um campo de força da mecânica 

molecular, nesse caso o mesmo usado na dinâmica molecular (Amber ff99SB-ILDN). 

Após finalizar os cálculos da energia de interação do complexo na DM, o complexo 

de menor energia procedeu para MFCC. 

 

4.3.2.3.5 Determinação do estado de protonação e otimização da estrutura 

 

Para avaliação dos estados de protonação dos ligantes, assim como os 

aminoácidos da proteína no pH fisiológico, foram verificados usando o código 

MarvinSketch versão 17.24 (Marvin Beans Suite - ChemAxon) e o pacote Propka 3.1 

(Olsson, 2011), respectivamente. Átomos de hidrogênio e cadeias laterais de 

aminoácidos, não resolvidos por difração de raios-X e, portanto, inexistentes nos 

arquivos cristalográficos, foram inseridos nas estruturas e submetidos à otimização 

clássica da geometria durante a fixação dos outros átomos. Os átomos de 

hidrogênio apresentam densidade eletrônica mínima sendo, portanto, não 

identificados, ou ainda, identificados incorretamente nos arquivos de coordenadas 

cristalográficas. Apenas cristais com resolução menores que 1.2 Å oferecem 

estrutura para a visualização dos átomos de hidrogênio. Essa otimização foi 

realizada usando o campo de força clássico CHRAMM (Chemistry at Harvard 

Molecular Mechanics), o qual é configurado especificamente para moléculas 

orgânicas, resultando em uma maior precisão dos cálculos (Momany, Rone 

1992). Os critérios utilizados para a tolerância de convergência foram 10-5 kcal/ mol 

(variação total de energia), 10-3 kcal/mol (raiz quadrada média do gradiente RMS) e 

10-5 Å (deslocamento atômico máximo). 

 

4.3.2.3.6 Determinação das energias de interação e simulação computacional 

 

Foi utilizado uma metodologia da mecânica quântica ab initio, com base no 

DFT para realização dos cálculos energéticos. Assim como também se utilizou um 

método de fragmentação denominado MFCC - método de fragmentação molecular 

com capas conjugadas. Este método permite cálculos envolvendo macromoléculas 

biológicas, que tem como objetivo apresentar informações precisas a respeito das 

energias de interação moleculares. A ideia central do MFCC é a partição da energia 
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de interação entre moléculas de proteína em quantias individuais de interação que 

podem ser facilmente calculadas. Assim, a proteína é decomposta em fragmentos 

de aminoácidos cujas extremidades recebem porções de seções vizinhas. Então, a 

energia de interação entre uma proteína e uma molécula pode ser obtida por 

instrumento de combinações de energias de interação entre fragmentos individuais 

do sistema analisado, permitindo ainda, uma representação do ambiente local 

durante a fragmentação individual. O MFCC possibilita uma maior eficiência 

computacional e tem importância significativa no estudo de sistemas biológicos 

complexos (Zhang; Zhang, 2003; Gordon et al., 2011). 

Baseando-se no fato de que a identificação das interações entre os resíduos 

das proteínas FP-2, FP-3, BP-1, BP-2 e ligantes foi realizada utilizando-se um 

determinado raio a partir do ligante de interesse (L), englobando aminoácidos (Ri) 

das falcipaínas e berghepaínas, o fracionamento do sistema cumprindo o método 

MFCC pôde ser iniciado. Para cada Ri foram integrados quatro fragmentos. O 

primeiro, L - Ci-1RiCi+1, é formado pelo ligante (L) e, Ri (FP2/FP3) (BP1/BP2), 

juntamente com seus aminoácidos vizinhos (Ci-1/Ci+1). Em outro momento, o 

resíduo da proteína foi retirado Ri, obtendo-se L - Ci-1Ci+1 (segundo fragmento). 

Posteriormente, o ligante L também retirado apresentando o terceiro fragmento Ci-

1RiCi+1. Por fim, excluiu-se o ligante L e o resíduo Ri, logrando o quarto e último 

fragmento que é composto apenas pelos aminoácidos vizinhos ao resíduo, Ci-1Ci+1. 

Estes resíduos vizinhos são as denominadas “capas” constituintes do MFCC. Estas 

“capas” são anexadas no intuito de preservar a valência das ligações, bem como, 

imitar o ambiente local das moléculas. 

A partir do exposto, as energias de interação entre os resíduos da FP2/FP3, 

BP1/BP2 e inibidores foram calculadas utilizando-se a seguinte equação: EI (L – Ri) 

= E (L + C1-i Ri Ci+1) – E (L + C1-i Ci+1) – E (C1-i Ri Ci+1) + E (C1-i Ci+1) (Eq.1) 

Ou seja, E(L - Ci-1RiCi+1) refere-se a energia total do conjunto constituído pelo 

ligante L e o resíduo Ri, que interagem de forma recíproca e os aminoácidos 

vizinhos ao resíduo, já o termo E(L - Ci-1Ci+1) refere-se à energia do ligante L 

simultaneamente com a energia das “capas” de Ri, Ci-1Ci+1. Enquanto isso, 

E(Ci1RiCi+1), é a energia do conjunto constituído por Ri e vizinhos, e finalmente, o 

último termo E(Ci-1Ci+1) representa a energia da porção formada pelas “capas” de 

Ri. Os cálculos energéticos para cada resíduo no local de ligação foram realizados 
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usando o código Gaussian G09 (Frisch et al., 2009), dentro do formalismo da DFT 

utilizando o funcional B97D (Grimme, 2006) que inclui termos de dispersão para 

melhorar a descrição de interações não-covalentes. Este funcional foi utilizado 

também em conjunto com a correção de dispersão D3 sob vácuo e o modelo de 

solvatação COSMO para calcular as energias de ligação de alguns complexos 

proteína-ligante dentro do esquema MFCC (Antony; Grimme, 2012).  

Sabe-se que a maioria das interações biomoleculares ocorre em um ambiente 

eletrostático e, portanto, é importante considerar os efeitos das moléculas 

circundantes em muitos casos. Portanto, foi utilizado o modelo de Continuous 

Polarizable Continuum Model (CPCM) (Cossi et al., 2003) com a constante dielétrica 

ε igual a 10, 20 e 40, para representar o ambiente em torno de cada fragmento 

obtido pelo esquema MFCC. Para representar a expansão dos orbitais de 

KohnSham para todos os elétrons, foi utilizado o 6-311+G (d, p), uma pequena base 

de valência tripla-zeta definida junto com uma função difusa adicional (+) e funções 

de polarização (d, p). Para evitar a ausência de interações importantes, uma 

avaliação completa da convergência para a energia de ligação foi produzida de 

acordo com o raio da bolsa de ligação ao ligante, estabelecendo um limite para o 

número de resíduos de aminoácidos a serem investigados. Para isso, foi adicionado 

a energia de interação individual desses resíduos de aminoácidos, esferas 

imaginárias, com um raio de bolso r centrado no ligante e considerado igual a R/2, 

com R=1, 2, 3, 4, ...n, sendo n o próximo número natural na sequência. Assim, o raio 

da bolsa de ligação r alcança convergência sempre que a variação de energia no 

raio consecutivo for menor que 10%. 

 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para os estudos in vivo, a análise estatística dos dados foi realizada através 

do programa GraphPad Prism, versão 6.0. Inicialmente foi realizado o teste de 

normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. Os dados que obedeceram ao critério de 

distribuição de normalidade foram analisados por Análise de Variância (ANOVA), 

seguido pelo pós-teste de Tukey. Os dados que não atenderam ao critério de 

normalidade foram analisados pelo Teste Não-paramétrico de Kruskal-Wallis, 
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seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Para análise in vivo antiplasmodial 

foi utilizado o teste T- student. 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 ENSAIOS TOXICOLÓGICOS 

 

5.1.1 Estudo in vivo não-clínico de doses repetidas em roedores 

 

5.1.1.1 Avaliação comportamental 

 

 Após a administração da substância CH3ISACN por via oral na dose de 300 

mg/Kg, 150 mg/Kg, e 75 mg/Kg, foi realizada uma avaliação comportamental dos 

animais, a cada 30 minutos por quatro horas no primeiro dia de administração, e 

depois diariamente durante os 28 dias. Em todos os grupos não foi notado nenhum 

tipo de alteração comportamental dos animais em estudo. Não sendo evidenciados 

sinais depressores ou estimulantes do SNC, bem como não foi demonstrado 

nenhum sinal relacionado à alteração no SNA. Porém, na primeira semana de 

experimentação, ocorreram duas mortes de camundongos, um do grupo que 

recebeu a dose de 300 mg/Kg e um do grupo que recebeu a dose de 150 mg/Kg. 

Todos os outros animais mantiveram-se estáveis durante todo experimento, não 

podendo considerar que estas mortes ocorreram pela administração da CH3ISACN. 

 

5.1.1.2 Avaliação do consumo de água e ração  

 

O consumo de água e ração dos animais foi monitorado durante todo período 

de experimentação. Na tabela 1 podemos observar que não houve nenhuma 

alteração estatisticamente significativa no consumo de água das fêmeas. Quanto ao 

consumo de ração, as fêmeas tratadas com a dose de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg 

consumiram menos ração em comparação com os animais do grupo controle 

(Gráfico 1).  
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Tabela 1- Avaliação do consumo de água e ração dos camundongos fêmeas 
tratadas com CH3ISACN nas doses de 300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg. 

 Controle 300mg/Kg 150 mg/Kg  75 mg/Kg 

Consumo de Água 
(mL) Fêmeas 

28,54 ± 1,01 25,00 ± 1,65 26,32 ± 1,04 27,11 ± 1,82  

Consumo de Ração 
(g) Fêmeas 

25,71 ± 0,57 19,25 ± 0,90a 19,68 ± 0,71a 23,86 ± 0,84 

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Anova, seguido 
também pelo pós teste de Tukey. Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle 
 
 
 
 

Gráfico 1- Gráfico 1 - Consumo de ração de camundongos fêmeas tratadas 
com a substância CH3ISACN 

 
Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Anova, seguido 
também pelo pós teste de Tukey. Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle. 

 

Quanto aos machos, na tabela 2, observa-se que o grupo tratado com a dose 

de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg diminuiu o consumo de água e ração em relação ao 

grupo controle (Gráficos 2 e 3).  

 

Tabela 2- Avaliação do consumo de água e ração dos camundongos machos 
tratados com CH3ISACN nas doses de 300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg. 

 Controle 300mg/Kg 150 mg/Kg  75 mg/Kg 

Consumo de Água 
Machos (mL) 

44,43 ± 1,89  32,21 ± 2,24a 35,61 ± 1,90a 43,61 ± 1,48 

Consumo de Ração 
Machos (g) 

34,89 ± 1,18  22,14 ± 1,70a 20,04 ± 1,06a 30,46 ± 1,23 

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Anova, seguido 
também pelo pós teste de Tukey. Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle 
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Gráfico 2 - Consumo de água de camundongos machos tratados com a 

substância CH3ISACN. 

 
Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Anova, seguido 
também pelo pós teste de Tukey. Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle 
 

 

 

Gráfico 3 - Consumo de ração de camundongos machos tratados com a 

substância CH3ISACN. 
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Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Anova, seguido 
também pelo pós-teste de Tukey. Legenda: a p<0,05 comparado com grupo controle. 
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5.1.1.3 Avaliação da evolução ponderal 

 

No estudo da evolução ponderal dos animais, foi observado que as fêmeas 

tratadas não tiveram alteração significativa em seu peso ao comparar com o grupo 

controle (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Avaliação da evolução ponderal dos camundongos fêmeas tratadas 
com CH3ISACN nas doses de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg e 75 mg/Kg. 

 Controle 300 mg/Kg  150 mg/Kg 75 mg/Kg 

Semana de 

ambientação 

26,00 ± 1,6 28,40 ± 0,6 29,20 ± 0,8 30,40 ± 1,01 

1º semana 29,80 ± 1,07 30,40 ± 1,63 31,00 ± 0,84 34,40 ± 1,54 

2º semana 31,00 ± 1,41 26,40 ± 0,93 28,00 ± 1,23   32,00 ± 1,64 

3º semana 32,20 ± 0,97 29,20 ± 1,02 29,60 ± 1,21 33,40 ± 2,86 

4º semana 33,60 ± 0,68 31,60 ± 1,12 29,60 ± 1,44 34,00 ± 1,61 

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

 
 

Na tabela 4 pode-se observar a evolução do peso dos machos, e a única 

alteração significativa foi uma diminuição no peso dos animais que receberam a 

dose de 150 mg/Kg na segunda semana, quando comparado ao grupo controle.  

 

Tabela 4 - Avaliação da evolução ponderal de camundongos machos tratados 
com CH3ISACN nas doses de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg e 75 mg/Kg. 

 Controle 300 mg/Kg  150 mg/Kg 75 mg/Kg 

Semana de 

ambientação 

29,40 ± 1,3 29,40 ± 0,68 30,80 ± 0,73 29,40 ± 0,51 

1º semana 38,60 ± 0,93 38,60 ± 1,03 35,20 ± 1,83 38,80 ± 0,66 

2º semana 41,40 ± 1,08 34,00 ± 1,61 33,00 ± 1,05 a  37,60 ± 2,58 

3º semana 43,60 ± 1,03 36,20 ± 2,06  35,00 ± 1,14   38,80 ± 2,48 

4º semana 45,00 ± 1,14 37,80 ± 1,07  37,80 ± 0,49   40,60 ± 2,46 

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo pós-teste de Dunnett. Legenda: a p<0,05 comparado com grupo 300 mg/kg. 
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5.1.1.4 Avaliação bioquímica dos animais tratados com CH3ISACN 

 

Ao fim do experimento, o sangue periférico dos camundongos fêmeas foi 

coletado, e foi realizada a avalição bioquímica, estando os resultados expressos na 

Tabela 5. Dos 15 parâmetros avaliados nos três grupos tratados, houve alteração 

em apenas 2 parâmetros. Foi observado que a glicemia do grupo tratado com a 

dose de 300 mg/Kg teve redução quando comparado com o grupo controle (Gráfico 

4). Uma outra alteração foi com relação às proteínas totais dos animais tratados com 

a dose de 75 mg/Kg que tiveram um aumento comparando com o grupo controle 

(Gráfico 5). Os demais parâmetros não tiveram nenhum tipo de alteração 

significativa. 

 

Tabela 5 - Avaliação bioquímica do sangue periférico dos camundongos 
fêmeas tratadas com CH3ISACN, nas doses de 300 mg/Kg 150 mg/Kg e 75 

mg/Kg. 
 Controle 300 mg/Kg 150 mg/Kg  75 mg/Kg  

Glicemia (mg/dL) 224,30 ± 7,31 149,00 ± 19,29a  186,7 ± 7,67 202,30 ± 2,33 

Ureia (mg/dL) 45,33 ± 0,88 32,00 ± 5,00 49,33 ± 10,40 53,00 ± 6,93 

Creatinina (mg/dL) 0,22 ± 0,03 0,29 ± 0,06 0,32 ± 0,03 0,29 ± 0,01 

Triglicerídeos (mg/dL) 102,30 ± 10,40 117,70 ± 9,21 98,67 ± 44,18 155,7 ± 31,16 

Colesterol (mg/dL) 94,00 ± 2,52 88,00 ± 10,00 105,30 ± 10,48 117,30 ± 18,66 

Magnésio (mg/dL) 3,07 ± 0,19 3,25 ± 0,14  3,00 ± 0,04 3,22 ± 0,01 

Albumina (mg/dL) 1,99 ± 0,32 1,47 ± 0,15 2,04 ± 0,08 2,38 ± 0,29 

Proteínas Totais 

(mg/dL) 

5,37 ± 0,02 5,49 ± 0,10 5,58 ± 0,09 5,89 ± 0,06a 

Fosfatase Alcalina 

(mg/dL) 

308,30 ± 34,07 273,70 ± 10,11 254,70 ± 56,38 275,00 ± 58,53 

ALT U/L 50,67 ± 10,27 56,33 ± 7,86 54,00 ± 3,22 53,33 ± 0,88 

AST U/L 168,00 ± 8,5 146,00 ± 30,55 154,70 ± 25,37 128,00 ± 12,70 

Ácido Úrico (mg/dL) 1,06 ± 0,09 0,70 ± 0,32 2,11 ± 0,30 1,11 ± 0,50 

Cálcio (mg/dL) 8,75 ± 0,0 9,47 ± 0,54 9,20 ± 0,22 9,66 ± 0,34 

Fósforo (mg/dL) 9,09 ± 0,36 10,14 ± 0,87 8,64 ± 0,50 10,59 ± 2,14 

LDH (mg/dL) 658,70 ± 

160,70 

862,90 ± 109,40 841,00 ± 18,52 778,50 ± 31,47 

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 4 - Concentração de glicose no sangue periférico dos camundongos 
fêmeas tratadas com a substância CH3ISACN. 

 
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 5 - Concentração de proteínas totais no sangue periférico dos 
camundongos fêmeas tratadas com a substância CH3ISACN. 

 

 
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 
 

 



Melo, CR 
 
 

70 
 

5.1.1.5 Avaliação hematológica  

 

Foram analisados parâmetros hematológicos do sangue periférico dos 

camundongos machos e fêmeas, sendo estudadas as séries: vermelha, branca e 

plaquetária. Como observado na Tabela 6, ao avaliar a série vermelha dos machos, 

a única alteração foi um aumento na concentração de hemoglobina corpuscular 

média (CHCM) dos animais machos que receberam a dose de 300 mg/Kg, quando 

comparado ao grupo controle (Gráfico 6). Os demais parâmetros da série vermelha 

não apresentaram nenhuma alteração significativa. Quanto à série branca, não 

houve alteração nos leucócitos totais, assim como também na avaliação plaquetária 

não se observou nenhuma alteração comparando com o grupo controle. 

Na avaliação hematológica das fêmeas (Tabela 7), o hematócrito dos animais 

tratados com dose de 300 mg/Kg apresentou-se diminuído ao comparar com o grupo 

controle (Gráfico 7). O CHCM das fêmeas tratadas com a dose de 300 mg/Kg, assim 

como dos machos, também teve um aumento significativo quando comparado ao 

grupo controle (Gráfico 8). O RDW das fêmeas tratadas com a dose de 150 mg/Kg 

teve um aumento significativo comparado com o grupo controle (Gráfico 9). Assim 

como os machos, a série branca e plaquetária das fêmeas não apresentaram 

nenhuma alteração significativa. 

 

Tabela 6 - Avaliação hematológica dos camundongos machos tratados com 
CH3ISACN, nas doses de 300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg. 

 Controle 300 mg/Kg 150 mg/Kg 75 mg/Kg 
Hemácias (106/mm3) 9,91 ± 0,22 9,16 ± 0,32 9,64 ± 0,25 9,08 ± 0,28 
Hemoglobina (g/dL) 15,40 ± 0,50 14,40 ± 0,25 14,47 ± 0,48 15,27 ± 0,66 
Hematócrito (%) 51,57 ± 1,97 45,6 ± 0,50 46,67 ± 1,63 50,00 ± 2,27 
VCM (mm3) 52,07 ± 0,86 48,10 ± 0,46 48,47 ± 0,61 55,07 ± 1,05 
HCM (pg) 15,50 ± 0,18 15,13 ± 0,23 14,93 ± 0,15 16,77 ± 0,30 
CHCM (%) 29,83 ± 0,18 31,50 ± 0,21a 30,97 ± 0,09 30,50 ± 0,10 
RDW 16,00 ± 0,50 16,63 ± 0,45 16,87 ± 0,23 15,73 ± 0,61 
Leucócitos Totais (mm3) 12,97 ± 1,33 6,07 ± 1,29 6,03 ± 1,15 12,93 ± 1,31 
PLA (mm3) 1218 ± 25,70 1527 ± 140 1523 ± 143 1285 ± 72,63 
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 - Avaliação da Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média 
(CHCM) no sangue periférico dos camundongos tratados com a substância 

CH3ISACN. 

 
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. 
 
 
 
 
 
 

Tabela 7 - Avaliação hematológica dos camundongos fêmeas tratadas com 
CH3ISACN, nas doses de 300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg. 

 Controle 300 mg/Kg 150 mg/Kg 75 mg/Kg 
Hemácias (106/mm3) 9,23 ± 0,11 9,31 ± 0,05 9,73 ± 0,16 8,98 ± 0,07 
Hemoglobina (g/dL) 15,60 ± 0,35 14,57 ± 0,17 14,90 ± 0,06 15,60 ± 0,06 
Hematócrito (%) 51,90 ± 1,62 45,35 ± 0,43a  46,70 ± 0,06 49,60 ± 0,12 
VCM (mm3) 56,27 ± 1,07 48,80 ± 0,23 48,70 ± 0,46 55,40 ± 0,29 
HCM (pg) 16,87 ± 0,14 15,80 ± 0,12 15,50 ± 0,06 17,37 ± 0,09 
CHCM (%) 30,07 ± 0,26 32,20 ± 0,06a 31,87 ± 0,14 31,40 ± 0,06 
RDW 13,97 ± 0,32 14,60 ± 0,23 16,17 ± 0,14a 15,47 ± 0,14 
Leucócitos Totais (mm3) 8,87 ± 1,27 5,87 ± 0,53  8,70 ± 1,65 5,87 ± 1,16 
PLA (mm3) 1368 ± 40,13 1339 ± 126,4 1355 ± 74,77 1284 ± 16,17 
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; c p<0,05 

comparado com grupo tratado com dose de 150 mg/Kg. 
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Gráfico 7 - Avaliação do hematócrito no sangue periférico das fêmeas tratadas 
com a substância CH3ISACN. 

 

 
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 - Avaliação da Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média 
(CHCM) no sangue periférico das fêmeas tratadas com a substância 

CH3ISACN. 

 
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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Gráfico 9 - Avaliação do RDW no sangue periférico das fêmeas tratadas com a 
substância CH3ISACN. 

 

 
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. 
 
 
 
 

5.1.1.6 Peso dos órgãos dos animais  

 

Após a eutanásia dos animais foi realizada a necrópsia, e analisado 

macroscopicamente os seguintes órgãos: coração, pulmão, fígado, estômago, baço 

e rins (direito e esquerdo). Nenhuma anormalidade foi encontrada na análise 

macroscópica. Além disso, os órgãos foram pesados, e não houve nenhuma 

alteração significativa dos grupos tratados com o grupo controle (Tabela 8).  
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Tabela 8 - Peso dos órgãos de camundongos Swiss fêmeas e machos (n= 40) 
tratados com CH3ISACN nas doses de 300, 150 e 75 mg/kg. 

Fêmeas Controle 300 mg/Kg 150 mg/Kg 75 mg/Kg 

Coração 0,13 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,14 ± 0,01 

Pulmão 0,47 ± 0,02 0,57 ±0,07 0,56 ± 0,03 0,34 ± 0,04 

Fígado 1,80 ± 0,06 1,78 ± 0,12 1,90 ± 0,05 2,06 ± 0,13 

Estômago 0,41 ± 0,01 0,49 ± 0,02 0,53 ± 0,04 0,49 ± 0,05 

Baço 0,22 ± 0,02 0,17 ± 0,01 0,19 ± 0,01 0,17 ± 0,02 

Rim direito 0,19 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,17 ± 0,01 0,20 ± 0,03 

Rim esquerdo 0,18 ± 0,01 0,17 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,18 ± 0,02 

Machos Controle 300 mg/Kg 150 mg/Kg 75 mg/Kg 

Coração 0,19 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,15 ± 0,01 0,17 ± 0,01 

Pulmão 0,50 ± 0,07 0,65 ± 0,05 0,61 ± 0,05 0,42 ± 0,06 

Fígado 2,48 ± 0,06 2,17 ± 0,06 2,2 ± 0,03 2,35 ± 0,10 

Estômago  0,45 ± 0,04 0,51 ± 0,02 0,53 ± 0,01 0,47 ± 0,04 

Baço 0,21 ± 0,02 0,19 ± 0,01 0,19 ± 0,01 0,23 ± 0,03 

Rim direito 0,27 ± 0,01 0,23 ± 0,01 0,21 ± 0,04 0,29 ± 0,03 

Rim esquerdo 0,28 ± 0,01 0,23 ± 0,01 0,43 ± 0,16 0,24 ± 0,01 

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média. Análise por Kruskal-Wallis, 
seguido também pelo pós-teste de Dunnett. 

 

 

5.1.1.7 Avaliação histopatológica  

 

Os cortes histológicos de coração, fígado, estômago e rins dos grupos 

experimentais foram analisados pela coloração H&E em microscópio óptico nos 

aumentos de x40 e x100. Todas as lâminas foram analisadas e para captura da 

imagem digital foi escolhida a melhor lâmina para representação de cada grupo. 

 

5.1.1.7.1 Avaliação histopatológica do estudo agudo com ratas Wistar 

 

Foi realizado uma avaliação toxicológica aguda seguindo a OECD 423 (2001) 

com a CH3ISACN (Melo, 2020), sendo os resultados da análise histopatológica 

apresentados neste trabalho. 

No ensaio agudo, realizado em ratas, a análise do tecido cardíaco dos grupos 

tratados nas doses de 300 mg/kg e 2.000 mg/Kg mostrou estruturas com 
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características morfológicas preservadas para endocárdio, miocárdio e epicárdio 

quando comparado ao grupo controle (Figura 8).  

Para o estômago, os grupos tratados apresentaram glândulas gástricas 

normais, lâmina própria e muscular da mucosa preservadas, semelhante ao grupo 

controle. Não foram observadas alterações morfológicas sugestivas de toxicidade 

(Figura 9). 

 

 

 
Figura 8 - Parede atrial do coração de ratas Wistar nos grupos experimentais 

agudo 

 
Grupo controle (a), grupo tratado com 300 mg/Kg (b), grupo tratado com 2.000 mg/Kg (c). Não houve 
sinais de toxicidade no coração. Epicárdio (asterisco), miocárdio (barra), endocárdio (círculo). a, b, c – 

H&E, ampliação 400x. 
 
 
 

Figura 9 - Estômago de ratas Wistar nos grupos experimentais agudo. 

 
Grupo controle (a), grupo tratado com 300 mg/Kg (b), grupo tratado com 2.000 mg/Kg (c). Ausência 
de anormalidades indicativas de toxicidade. Camada mucosa (barra), camada submucosa (círculo), 

camada muscular externa (seta) e camada serosa (asterisco). a, b, c – H&E, ampliação 400x. 
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A análise hepática mostrou que os grupos tratados apresentavam 

características microscópicas semelhantes ao grupo controle, com arquitetura 

lobular preservada, veias com paredes finas equidistantes, espaços portais 

regularmente distribuídos, compatíveis com a normalidade (Figura 10). 

Para os rins, os grupos tratados (Figuras 11b e c) apresentaram 

características morfológicas normais semelhantes ao grupo controle, com presença 

de células mesangiais, artérias e veias intralobulares regularmente distribuídas. 

 

 

Figura 10 - Fígado das ratas Wistar dos grupos experimentais agudo. 

Grupo controle (a), grupo tratado com 300 mg/Kg (b), grupo tratado com 2.000 mg/Kg (c). Ramo da 
artéria hepática (ponta da seta), ramo da veia porta (seta), via biliar (asterisco) e veia centrolobular 

(cíclico). a, b, c – H&E, ampliação 400x. 
 

 

Figura 11 – Região medular dos rins de ratas Wistar dos grupos experimentais 

agudo 

 
Grupo controle (a), grupo tratado com 300 mg/Kg (b), grupo tratado com 2.000 mg/Kg (c). a, b, c – 

H&E, ampliação 400x. 
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5.1.1.7.2 Avaliação histopatológica do estudo de doses repetidas com 

camundongos tratados pela CH3ISACN 

 

Os camundongos fêmeas e machos tratados com a CH3ISACN nas doses de 

300 mg/kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg, assim como no ensaio agudo, apresentaram 

achados histológicos com preservação das três camadas do coração: endocárdio, 

miocárdio e epicárdio (Figura 12 e Figura 13).  O endocárdio apresentando endotélio 

íntegro, presença de tecido conjuntivo frouxo e células de purkinje na camada 

subendocárdica. O miocárdio apresentou células musculares cardíacas preservadas 

em tamanho, forma e número, com discos intercalares típicos. Valvas cardíacas e 

septo interventricular preservados. Epicárdio íntegro e aderido ao miocárdio, com 

vasos sanguíneos e nervos bem preservados. A parede ventricular apresenta 

arquitetura preservada. As características de normalidade do endocárdio, miocárdio 

e epicárdio foram encontradas nos grupos tratados quando comparados entre si 

bem como com os controles. 
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Figura 12 - Análise da parede do coração (endocárdio e miocárdio) dos 
camundongos fêmeas. 

 
Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 75 

mg/Kg (c) e grupo controle (d). Miocárdio (seta), endocárdio (asterisco). a, b, c, d– H&E, objetiva 10x, 
A.T. x100.   
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Figura 13 - Análise da parede do coração (endocárdio e miocárdio) dos 
camundongos machos. 

 
Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 75 

mg/Kg (c) e grupo controle (d). Miocárdio (seta), endocárdio (asterisco). a, b, c, d– H&E, objetiva 10x, 
A.T. x100.   

 

Com relação à análise do estômago, os camundongos fêmeas apresentaram, 

na camada mucosa, presença de glândulas gástricas, lâmina própria e muscular da 

mucosa preservados. A camada submucosa bem característica com presença de 

vasos sanguíneos; a muscular externa com presença das camadas circular interna e 

longitudinal externa e a camada serosa íntegra. Esse perfil é característico de 

normalidade (Figura 14). Os machos apresentaram camada mucosa preservada, 

camada submucosa e camada muscular externa e camada serosa com arquitetura 

características preservadas (Figura 15). 
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Figura 14 – Análise do estômago das fêmeas tratadas por CH3ISACN no ensaio 
de doses repetidas. 

 
Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 

75 mg/Kg (c) e grupo controle (d). Camada mucosa (seta maior), camada submucosa (seta menor), 
camada muscular externa (seta média) e serosa (revestimento externo). A, B, C e D – H&E, objetiva 

4x, A.T. x40.   
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Figura 15 - Análise do estômago dos machos tratados por CH3ISACN no ensaio 
de doses repetidas. 

 
Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 

75 mg/Kg (c) e grupo controle (d). Camada mucosa (seta maior), camada submucosa (seta menor), 
camada muscular externa (seta média) e serosa (revestimento externo). A, B, C e D – H&E, objetiva 

4x, A.T. x40.   
 
 

O fígado dos camundongos fêmeas apresentou ao exame microscópico 

arquitetura do tipo lobular preservada com congestão venosa portal, veias de 

paredes finas equidistantes, espaços portais regularmente distribuídos, comportando 

tríades hepáticas (ducto biliar, ramo da veia porta e ramo da artéria hepática). Os 

hepatócitos apresentaram organização em placas direcionadas para as veias 

centrolobulares de paredes finas, com diferença no tamanho dos núcleos, alteração 

na afinidade ao corante, promovendo alteração na coloração do citoplasma e do 

núcleo, caracterizando proliferação celular (Figura 16). As características 

encontradas são compatíveis com normalidade. A análise das lâminas de fígado de 

todos os grupos dos camundongos machos demonstrou preservação das 

características morfológicas de normalidade à análise por microscopia óptica (Figura 

17). 
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Figura 16 - Análise do fígado das fêmeas tratados por CH3ISACN no ensaio de 
doses repetidas. 

 
Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 75 
mg/Kg (c) e grupo controle (d).Ducto biliar (asterisco), ramo da artéria hepática (ponta de seta) e 

ramo da veia porta (seta preta). A, B, C e D – H&E, objetiva 10x, A.T. x100. 
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Figura 17 - Análise do fígado dos machos tratados por CH3ISACN no ensaio de 
doses repetidas. 

 
Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 75 

mg/Kg (c) e grupo controle (d). Ducto biliar (asterisco), ramo da artéria hepática (ponta de seta) e 
ramo da veia porta (seta preta). A, B, C e D – H&E, objetiva 10x, A.T. x100. 

 

Quanto aos rins, os machos e fêmeas apresentaram, na análise histológica, 

características de normalidade. Na região cortical, os lóbulos estavam conservados 

com corpúsculos renais preservados, glomérulos envolvidos por fina cápsula de 

Bowmann (folheto visceral e folheto parietal). Os túbulos contorcidos proximais e 

distais, alça de Henle, túbulos e ductos coletores apresentando epitélio variável, de 

colunar a pavimentoso, típico do epitélio de revestimento. Presença de células 

mesangiais, artérias e veias intralobulares regularmente distribuídas. Na região 

medular, a estrutura das alças de Henle, túbulos coletores, ductos, e vasos retos 

estavam conservados. As artérias e veias interlobares apresentavam-se 

regularmente distribuídas. Os grupos apresentaram características morfológicas de 

normalidade semelhantes (Figura 18 e 19). 
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Figura 18 - Análise dos rins dos camundongos fêmeas tratadas por CH3ISACN 
no ensaio de doses repetidas. 

Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 75 
mg/Kg (c) e grupo controle (d). Corpúsculo renal (seta), labirinto cortical (asterisco); a, b, c, d -H&E, 

objetiva 10x, A.T. x100.   
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Figura 19 - Análise dos rins dos camundongos machos tratados por CH3ISACN 
no ensaio de doses repetidas. 

 
Legenda: grupo tratado 300 mg/Kg (a), grupo tratado com 150 mg/Kg (b), grupo tratado com 

75 mg/Kg (c) e grupo controle (d). Corpúsculo renal (seta), labirinto cortical (asterisco); a, b, c, d -
H&E, objetiva 10x, A.T. x100.   

 

5.1.2 Estudo de genotoxicidade – teste do micronúcleo 

 

Foi observado uma diferença significativa na quantidade de micronúcleos de 

camundongos fêmeas tratadas com a dose de 300 mg/Kg (13,00 ± 0,58) em 

comparação com o grupo controle positivo (ciclofosfamida 50 mg/Kg) com uma 

média de 54,67 ± 4,63. Também se observa que a frequência de micronúcleos deste 

grupo chegou a ser menor até mesmo que o grupo controle negativo com uma 

média de 13,67 ± 0,88 de micronúcleos. Os animais tratados com a dose de 600 

mg/Kg apresentaram uma média de 18,67 ± 2,33, e também tiveram diferença 

significativa com o controle positivo (Gráfico 10).  
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Gráfico 10 - Avaliação da frequência de micronúcleo em camundongos fêmeas 
tratadas com a substância CH3ISACN. 

 
Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média.  Análise dos grupos tratados 

com o controle positivo por Kruskal-Wallis, seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Análises 
entre os grupos controles por Mann-Whitney. Legenda: * p<0,05 comparado com grupo controle 

positivo. 
 
 

5.2 AVALIAÇÃO ANTIPLASMODIAL IN VIVO  

 

O teste quimiossupressor foi realizado usando o teste supressivo padrão de 4 

dias (atividade na infecção precoce) contra infecção por Plasmodium berghei em 

camundongos inoculados com 1x105 glóbulos vermelhos parasitados (RBCs). No 

quinto dia, foram preparados esfregaços de sangue finos da veia caudal de cada 

camundongo em lâminas microscópicas. A porcentagem de supressão de 

parasitemia foi calculada para cada concentração de teste comparando a 

parasitemia em controles infectados com aqueles grupos que receberam diferentes 

concentrações de compostos (CH3ISACN e Cloroquina). Os compostos que 

reduziram a parasitemia em ≥30% foram considerados ativos (Carvalho et al., 1991). 

A Tabela 9 abaixo apresenta um resumo dos resultados. A relação entre o 

composto CH3ISACN e a cloroquina (medicamento antimalárico de referência) é 

mostrada na Gráfico 11, com CH3ISACN sendo parcialmente ativo quando 

comparado à cloroquina. 
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No 14º dia após a infecção, houve a morte de 1 animal controle negativo 

(grupo 2), e os demais animais deste grupo se encontravam fracos, trêmulos, 

magros, com piloereção e parestesia. Enquanto que os animais do grupo 1 (tratados 

por CH3ISACN) e os demais, não apresentavam nenhum sinal clínico aparente.  

 

Tabela 9 - Atividade quimiossupressora do composto CH3ISACN avaliada no 5º 
dia contra infecção por Plasmodium berghei em camundongos. 
Dose teste (oral) % Parasitemia Média* % Supressão Médiaϯ 

Veículo** 4.97 ± 0.01  
CH3ISACN 250 mg/Kg 2.50 ± 0,02 49.7 

CQ** 15 mg/Kg 0.01± 0.001 99.7 
Legenda: *Os valores são expressos como porcentagem e média ± SD (n = 5). 

** Veículo: água destilada mais DMSO (1%); CQ: cloroquina (droga de referência antimalárica) 
ϯA supressão da parasitemia foi calculada para cada concentração comparando a parasitemia em 

controles infectados com aqueles grupos que receberam tratamentos diferentes. 
 
 

Gráfico 11 - Relação entre a atividade antimalarial do composto CH3ISACN 
comparado a cloroquina. 

 
Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. Análise dos grupos utilizando o 

teste t-student. 
 

5.2.1 Análise histopatológica dos animais infectados por Plasmodium berghei 

 

 Após a eutanásia dos animais que participaram do teste de supressão, o seu 

baço foi coletado, e então realizado a análise histopatológica. Na figura 20 

apresentamos uma análise geral do baço dos quatro grupos. Os cortes histológicos 
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corados em hematoxilina-eosina do grupo 1, que recebeu o tratamento com a 

CH3ISACN 250 mg/Kg (Figura 20a), revelam fragmentos de baço apresentando 

polpa branca bem definidas exibindo áreas focais de necrose. Na polpa vermelha 

verifica-se áreas de congestão em seios esplênicos e em vasos sanguíneos 

trabeculares que por sua vez exibem no seu lúmen hemácias e grande quantidade 

de células mononucleares. Presença de melanomacrófagos, tanto nos seios quanto 

nos cordões esplênicos. Constata-se células gigantes multinucleares do tipo corpo 

estranho tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha.  

 Quando comparamos tal resultado com o grupo 2, que foi tratado com água e 

DMSO (Figura 20b), notamos uma maior desorganização quanto ao arranjo 

estrutural na polpa branca e polpa vermelha. Verifica-se na polpa branca, maior 

presença de áreas de necrose, por vezes preenchida por macrófagos espumosos. 

Constata-se a presença de intensa congestão nos seios esplênicos. No que tange a 

presença de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho, é possível 

constatar maior concentração nas porções mais periféricas do baço em relação as 

porções mais profundas tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha.  

 O grupo 3, que foi tratado com 15 mg/Kg de cloroquina (Figura 20c) exibiu 

áreas com organização na polpa branca, mas em outras áreas se observa uma 

desorganização desta região. Na polpa vermelha se verifica um menor grau de 

congestão nos seios esplênicos, assim como em vasos sanguíneos trabeculares. 

Não se observa área de necrose, contudo verifica-se maior concentração de células 

gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho tanto na polpa branca quanto na 

polpa vermelha. 

 Ainda, quando comparamos o grupo 1 com o grupo 4, que não foi infectado 

(Figura 20d), verificamos que este último apresentou uma morfologia preservada 

com polpa branca e polpa vermelha bem definidas. Contudo se verifica congestão 

vascular e de seios esplênicos, além da presença de alguns melanomacrófagos, 

tanto nos seios quanto nos cordões esplênicos. Observa-se também a presença de 

algumas células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho difusamente 

distribuídas tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha, assim como foi 

encontrado no grupo 1. 

 Portanto, a partir desses resultados, observamos que o grupo 1 (250 mg/Kg 

de CH3ISACN +1% DMSO) apresentou menos alterações patológicas do que o 
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grupo 2 (DMSO 1%+H2O), porém as alterações foram maiores quando comparadas 

com o o grupo 3 (15 mg/Kg de cloroquina).   

 

Figura 20- Análise histopatológica do baço dos camundongos usados no teste 
de supressão 

 
Legenda: a) grupo 1 tratado com 250 mg/Kg CH3ISACN + 1% DMSO; b) grupo 2 controle negativo 

1%DMSO+H2O; c) grupo 3 tratado com 15 mg/Kg cloroquina; d) grupo 4 controle de órgãos. 
Seta preta: áreas de necrose na polpa branca; Ponta de seta: células gigantes multinucleadas; 

Círculo: áreas de congestão em seios esplênicos; Asterisco: cápsula do baço; Seta branca: polpa 
branca; Seta vermelha: polpa vermelha (Hematoxilina-Eosina (HE); Objetiva de 10; Ampliação de 

100x). 

 

  

 Semelhantemente ao baço, o fígado também foi avaliado, no qual o grupo 1 

(Figura 21a) apresentou áreas de intensa degeneração balonizante dos hepatócitos, 

numerosos focos de infiltrado inflamatório mononuclear tanto na periferia de veias 

centro lobulares quanto em vasos localizadas no espaço porta hepático. Evidencia-

se escassa quantidade de célula gigante multinucleada do tipo corpo estranho. Ao 

compararmos com o grupo 2 (Figura 21b), identificamos extensas áreas de 

degeneração balonizante, maior quantidade de focos de infiltrado inflamatório 

mononuclear na periferia de veias centro lobulares quanto em vasos do sistema 

porta hepático. Evidencia-se ainda áreas focais de necrose com a presença de 
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agregados linfocíticos nessas regiões e de células gigantes multinucleadas tipo 

corpo estranho. 

 O grupo 3 (Figura 21c), que recebeu a cloroquina como tratamento, também 

exibiu áreas de degeneração balonizante principalmente localizadas nas porções 

periféricas do parênquima hepático e maior preservação das porções centrais do 

órgão. Ainda, este grupo apresentou menor quantidade de focos de infiltrado 

inflamatório mononuclear e menor quantidade de linfócitos em cada área de 

inflamação. Entretanto, mostrou escassa área de necrose (o que não foi evidenciado 

no grupo 1) com presença de linfócitos e menor evidência de células gigantes 

multinucleadas tipo corpo estranho.  

A degeneração balonizante encontrada no grupo 1, também foi vista no grupo 

4, além da evidência de focos de infiltrado inflamatório mononuclear no espaço porta 

hepático e áreas de congestão nos capilares sinusóides e nos demais vasos 

hepáticos. 

Assim como no baço, no fígado o grupo 1 teve menos alterações patológicas 

comparadas ao grupo 2, e maiores comparadas aos demais grupos. 
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Figura 21 - Análise histopatológica do fígado dos camundongos usados no 
teste de supressão 

 

 
Legenda: a) grupo 1 tratado com 250 mg/Kg CH3ISACN + 1% DMSO; b) grupo 2 controle negativo 
1%DMSO+H2O; c) grupo 3 tratado com 15 mg/Kg cloroquina; d) grupo 4 controle de órgãos. Seta 

preta: Áreas de necrose contendo linfócitos; Ponta de seta: áreas de infiltrado inflamatório 
mononuclear; Asterisco: áreas de degeneração balonizante dos hepatócitos; Círculo: célula gigante 

multinucleada (Hematoxilina-Eosina (HE); Objetiva de 10; Ampliação de 100x). 
 

 

5.3 DETERMINAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO DA CH3ISACN COMO 

INIBIDOR DAS FALCIPAÍNAS - IN SILICO  

5.3.1 Docking molecular das proteínas FP2/ FP3 com a CH3ISACN 

 

As estruturas cristalográficas utilizadas para realização do docking molecular 

foram obtidas através do banco de dados de estruturas proteicas, Protein Data Bank 

(PDB). Os códigos de acesso das estruturas da falcipaína-2 e falcipaína-3 são 3BPF 

e 3BPM, respectivamente. Já a estrutura tridimensional do ligante CH3ISACN foi 

obtida a partir da submissão do formato SMILES 

(CN1C(=O)C(O)(C(=C)C#N)C2=C1C=CC=C2) no servidor Molinspiration Galaxy 3D 

Generation (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/galaxy). Ambos cristais tinham 

complexado em suas estruturas um inibidor cada, o inibidor E64 na FP-2 e 
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Leupeptina na FP-3. Os locais de ancoragem dos inibidores, que foram removidos 

do complexo, serviram como base para delimitar a região de ancoragem do ligante 

CH3ISACN.  

Após o docking exaustivo, avaliou-se os scores das 1000 melhores 

conformações do ligante geradas para cada proteína. Os complexos da FP-2 e FP-3 

de melhores scores foram obtidos nas 172° e 698° ancoragens, respectivamente. 

Sendo, portanto, escolhidos os complexos de energia -7.06 kcal/mol e -6.962 

kcal/mol para FP-2 e FP-3, respectivamente para proceder para as próximas etapas 

do estudo. Nota-se que a distribuição dos scores Vina nas duas moléculas foi 

distinto, com a FP-2 apresentando menores valores no geral (Gráfico 12). Na Tabela 

10 é possível ver uma descrição dos valores obtidos na ancoragem em cada uma 

das proteínas. Ao comparar com o cristal, percebe-se que a região de ligação da 

CH3ISACN na proteína é muito semelhante ao local de ligação dos inibidores E64 e 

leupeptina (Figura 22). 

 

 

Gráfico 12 - Energias de interação do ligante CH3ISACN com as proteases 
falcipaína-2 e falcipaína-3. 

 

 
Fonte: autoria própria 
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Tabela 10 - Energias de interação do ligante CH3ISACN com as proteases 
falcipaína-2 e falcipaína-3. 

Proteína Min 1º Quartil Média 3º Quartil DP 

FP-2 -7.060 -6.104 -6.108 -6.025 0,1786 

FP-3 -6.962 -6.006 -6.020 -5.932 0.2130 

Legenda: DP (desvio padrão). 

 

 
 

Figura 22 - Comparação do sítio de ancoragem do ligante CH3ISACN / E64 na 
FP-2 e CH3ISACN / Leupeptina na FP-3. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

 

5.3.2 Análise de dinâmica molecular da CH3ISACN com as proteases falcipaína-
2 e falcipaína-3 

 

 Com a finalidade de avaliar a estabilidade da proteína em solução, foi 

calculado a raiz do desvio quadrático médio (RMSD). Essa métrica visa comparar a 

diferença estrutural média entre duas conformações diferentes com base nas 

distâncias dos seus carbonos alphas (C-alpha). A estrutura de referência utilizada foi 

o primeiro frame da dinâmica molecular. Observou-se que FP-2 as três réplicas 

variaram na faixa 0.13 nm e 0.38 nm, e após os 300 ns estiveram majoritariamente 

entre 0.15 nm e 0.3 nm (Gráfico 13). Já a FP-3 as três réplicas variaram na faixa 

entre 0.1 nm e 0.25 nm, o que sugere que a proteína se manteve estável por todo 
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tempo analisado (Gráfico 14). Ao comparar as duas proteínas, nota-se uma maior 

estabilidade para a FP3. 

 
 
 

Gráfico 13 - RMSD das réplicas da proteína falcipaína-2 e CH3ISACN. 

 
Fonte: autoria própria 

 

Gráfico 14 - RMSD das réplicas da proteína falcipaína-3 e CH3ISACN. 

 
Fonte: autoria própria 
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A flexibilidade de cada resíduo das proteínas foi medida através da raiz da 

flutuação quadrática média (RMSF) no qual observou-se que para a FP-2 houveram 

apenas dois pontos de flutuações entre os resíduos (110-115; 188-195) (Gráfico 15). 

Já para FP-3 foram identificados apenas quatro pontos de maiores flutuações entre 

os resíduos (22-28; 68-72; 123-127; 198-202). Sendo a maior instabilidade 

identificada aproximadamente entre os resíduos 198-202 (Gráfico 16). 

Gráfico 15 - RMSF das réplicas da proteína falcipaína-2 complexada com 
CH3ISACN. 

 
 Fonte: autoria própria 

 
Gráfico 16 - RMSF das réplicas da proteína falcipaína-3 complexada com 

CH3ISACN. 

 
Fonte: autoria própria 
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Após a realização da DM, foi avaliado o melhor complexo obtido das três 

réplicas usando QM/MM. Para a FP-2, de todas as réplicas, o frame 4900 obtido da 

réplica 2, foi o que teve menor energia -24.98 Kcal/mol (Gráfico 17). Para FP-3, o 

melhor frame foi o 4753 obtida na réplica 1, pois obteve a menor energia -25.33 

kcal/mol. Sendo este o melhor complexo de interação entre a FP-3 e CH3ISACN 

(Gráfico 18). De ambos os complexos, as energias ao longo da trajetória 

apresentaram resultados negativos indicando que é uma interação espontânea e 

favorável. Os melhores complexos foram então enviados para realização do MFCC. 

 
Gráfico 17 - Análise da Interação falcipaína-2 com a CH3ISACN através do 

QM/MM. 

 
Fonte: Autoria própria 
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Gráfico 18 - Análise da interação falcipaína-3 com a CH3ISACN através do 
QM/MM. 

 
Fonte: autoria própria 

 

5.3.3 Avaliação da interação entre CH3ISACN usando o MFCC - Método de 
Fragmentação Molecular com Capas Conjugadas 

 

Para melhor descrever as interações que ocorrem entre o ligante e as 

proteínas FP2 e FP3 dividimos o ligante em duas regiões (i e ii) (Figura 23). 

Para cada complexo foram analisadas as energias de interação assim como 

os critérios de convergência, no qual definimos seus raios no bolso de ligação r (Å) e 

por sua energia de ligação (kcal/mol). Para a avaliação das interações entre os 

complexos observamos os resíduos de aminoácidos atrativos e repulsivos 

importantes. Levando em consideração que a interação atrativa é uma energia 

negativa e a repulsiva é uma energia positiva. 

 

 

 



Melo, CR 
 
 

98 
 

 

Figura 23 - Representação esquemática da estrutura química do ligante, 
subdividido em duas regiões (i, ii). 

 

Fonte: Autoria própria 

A figura 24 representa a energia total calculada das interações entre os 

complexos do ligante CH3ISACN com as proteínas FP2 (Figura 24a) e FP3 (Figura 

24b). Foi realizada a soma das energias individuais de cada aminoácido avaliando 

sua convergência. Ao realizar sua análise, verificamos que a convergência de 

ambos os complexos na constante 40 teve início a partir do raio 4.5 Å, tendo em 

vista que não foi observado uma variação maior que 10% nos raios posteriores. 

Ao avaliar o complexo FP2-CH3ISACN, no raio de 10 Å  houve um total de 51 

interações, tendo uma energia total de -24.75 Kcal/mol, já a constante de 40 houve 

um total de -22.67 Kcal/mol. Para o complexo FP3-CH3ISACN, as análises em um 

raio de até 10 Å compreenderam um total de 57 interações. Foi verificado que a 

energia total de interação demonstrou valores ε = 10 > ε = 40, no qual a energia para 

a constante 10 apresentou um total de -36.74 kcal/mol, já a constante de 40 foi um 

total de -32.07 kcal/mol. Assim, nota-se que a CH3ISACN apresenta uma maior 

energia de interação com a FP3, pois foi mais negativa em ambas as constantes 

comparando com as da FP2. 
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Figura 24 - Representação da energia total de interação do complexo 
falcipaína-2 (a) e falcipaína-3 (b) com o ligante CH3ISACN com o esquema 

MFCC usando duas constantes dielétricas (ε = 10, ε = 40). 

a) 

 

 

b) 

         
Fonte: Autoria própria 
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5.3.3.1 Energia de interação dos principais aminoácidos envolvidos na 
formação do complexo 

 

Para avaliar as energias de interação envolvendo a CH3ISACN como possível 

inibidor da FP2 e/ou da FP3, foram usados métodos de química quântica baseados 

na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) na abordagem de Fragmentação 

Molecular com Capas Conjugados (MFCC). 

O estudo das forças intermoleculares que estão envolvidas na interação do 

fármaco com o seu receptor é importante para melhor elucidação do seu possível 

mecanismo de ação. Portanto, foi investigado de forma específica a interação 

aminoácido-ligante dentro de um raio de 10 Å. 

A figura 25 mostra as energias de interação entre o ligante (CH3ISACN) e os 

principais aminoácidos da FP2 (Figura 25a) e FP3 (Figura 25b). No lado esquerdo 

dos gráficos estão os principais resíduos para a ligação entre o complexo. E também 

apresenta as regiões e átomos mais próximos de cada resíduo. No lado direito estão 

as energias de interação (Kcal/mol) do resíduo com o ligante, representado pelas 

barras horizontais, que apontam os valores quantitativos para a constante ε = 40. 

Ainda no lado direito, está a representação dos raios correspondentes a cada 

resíduo. 

Para interações do complexo CH3ISACN-FP2 (Figura 25a), os resíduos mais 

importantes na ordem decrescente (em Kcal/mol) foram: His174 (-5.49) > Asn38 (-

2.99) > Trp206 (-2.53) > Gly40 (-2.28) > Asn173 (-1.94) > Ser41 (-1.23) > Val152 (-

1.38) > Cys39 (-1.17). 

O complexo CH3ISACN-FP3 (Figura 25b), as principais energias de interação, 

em ordem decrescente (em Kcal/mol) foram: His183 (-5.49) > Cys51 (-4.14) > 

Trp215 (-3.28) > Asn182 (-2.77) > Gly49 (-1.97) > Gln45 (-1.71) > Cys48 (-1.63) > 

Ala161 (-1.47) > Ser50 (-1.19). 

 Tendo em vista os resultados obtidos da CH3ISACN no teste de supressão in 

vivo, foi analisado se assim como para as falcipaínas, a CH3ISACN também seria 

capaz de interagir com as berghepaínas, já que estas são as proteínas cisteases do 
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Plasmodium berghei. Portanto, foram repetidas todas as análises in silico, tendo 

agora como proteínas a berghepaína-1 e berghepaína-2.  

 

Figura 25 - Representação das principais interações entre os dois complexos: 
(a) CH3ISACN-FP2 (verde); (b) CH3ISACN-FP3 (azul). 

a) 

 

b) 

                             
Fonte: Autoria própria 
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5.4 DETERMINAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO DA CH3ISACN COMO 

INIBIDOR DAS BERGHEPAÍNAS - IN SILICO  
 

5.4.1 Docking molecular das proteínas BP1/BP2 com a CH3ISACN 

 

 Após obtenção da estrutura das berghepaínas, foi realizado o docking 

exaustivo, no qual avaliou-se os scores das 1000 melhores conformações do ligante 

geradas para cada proteína. Foi escolhido os complexos de energia -6.17 kcal/mol e 

-5.896 kcal/mol para BP-1 e BP-2, obtidas nas rodadas 423 e 322 respectivamente, 

para dar continuidades com as próximas etapas do estudo. No Grágico 19 

observamos, que a BP-1 apresentou melhor energia de interação, como também 

está descrito na tabela 11.  

 Apesar da semelhança estrutural entre as berghepaínas, o sítio de ligação da 

CH3ISACN na BP-1 e BP-2 é notavelmente diferente, porém em ambas houve uma 

forte interação (Figura 26). 

 

 

Figura 26 - Sítio de ancoragem do ligante CH3ISACN na BP-1 e BP-2 

 
Fonte: Autoria própria 
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Gráfico 19 - Energias de interação do ligante CH3ISACN com as proteases 
berghepaína-1 e berghepaína-2. 

                                       
Fonte: Autoria própria 

 

 

 

 

Tabela 11 - Energias de interação do ligante CH3ISACN com as proteases 
berghepaína-1 e berghepaína-2. 

Proteína Min 1º Quartil Média 3º Quartil DP 

BP-1 -6.17 -5.41 -5.36 -5.29 0.108 

BP-2 -5.90 -5.34 -5.32 -5.28 0.085 
Legenda: DP= desvio padrão 

 

5.4.2 Análise de dinâmica molecular da CH3ISACN com as proteases 
berghepaína-1 e berghepaína-2 

 

Para avaliação da estabilidade das proteínas BP-1 e BP-2 em solução, foi 

calculado a raiz do desvio quadrático médio (RMSD). Cujo objetivo é comparar a 

diferença estrutural média entre duas conformações diferentes com base nas 

distâncias dos seus carbonos alphas (C-alpha). Como estrutura de referência, foi 

utilizado o primeiro frame da dinâmica molecular. Observou-se que a réplica 1 da 

BP-1 se manteve estável durante todo o tempo de análise, variando entre 0,1 nm-

0,24 nm. A réplica 2 apresentou estabilidade semelhante à réplica 1 até aos 175 ns, 

após esse tempo variou de 0,25 nm -0,60 nm. Quanto a réplica 3 houve variação 
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principalmente após os 325 ns entre 0,40-0,80 nm (Gráfico 20). Já a BP-2 as três 

réplicas variaram na faixa entre 0.1 nm e 0.35 nm, o que sugere que a proteína se 

manteve estável por todo tempo analisado (Gráfico 21). Ao comparar as duas 

proteínas, nota-se uma maior estabilidade para a BP-2. 

 

Gráfico 20 - RMSD das réplicas da proteína berghepaína-1 e CH3ISACN. 

 

 
Fonte: Autoria própria 

 

 

Gráfico 21 - RMSD das réplicas da proteína berghepaína-2 e CH3ISACN. 

Fonte: Autoria própria 

 

Quanto a avaliação da flexibilidade de cada resíduo das proteínas, utilizamos 

a raiz da flutuação quadrática média (RMSF) no qual observou-se que para a BP-1 
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houve uma flutuação entre os resíduos 170-188, e além deste, a réplica 3 também 

flutuou entre os resíduos 58-62 e 90-98 (Gráfico 22). Para BP-2 foram identificados 

apenas dois pontos de maiores flutuações entre os resíduos 15-20 e 190-198, sendo 

a maior instabilidade identificada aproximadamente nestes últimos (Gráfico 23). 

 
Gráfico 22 - RMSF das réplicas da proteína berghepaína-1 complexada com 

CH3ISACN. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

 

Gráfico 23 - RMSF das réplicas da proteína berghepaína-2 complexada com 
CH3ISACN. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

 Após análise da dinâmica molecular, foi realizado o QM/MM, para se ter o 

melhor complexo das réplicas utilizadas. Para a berghepaína-1, foi selecionado o 
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frame 4271 da réplica 1 com a energia de -27.21 kcal/mol. Já para a berghepaína-2, 

o frame 4327 da réplica 3 com a menor energia de -29.77 kcal/mol. Estas 

informações estão descritas no gráfico 24 e 25 referentes à BP-1 e BP-2 

respectivamente. Após análise, os melhores complexos foram enviados para 

realização do MFCC. 

 

Gráfico 24 - Análise da Interação berghepaína-1 com a CH3ISACN através do 
QM/MM. 

 
Fonte: Autoria própria 

 

Gráfico 25 - Análise da interação berghepaína-2 com a CH3ISACN através do 
QM/MM. 

           
Fonte: Autoria própria. 
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5.4.3 Avaliação da interação entre CH3ISACN usando o MFCC - Método de 
Fragmentação Molecular com Capas Conjugadas 

 

Foram observadas as energias de interação dos complexos formados entre o 

ligante (CH3ISACN) e cada proteína BP-1 e BP-2. Também foram analisados as 

energias de interação e os critérios de convergência, sendo determinado seus raios 

no bolso de ligação r (Å) e a energia de ligação (kcal/mol). Ainda, ao avaliar as 

interações entre os complexos, foram analisados os resíduos atrativos (energia 

negativa) e repulsivos (energia positiva) (Figura 27). 

Foi avaliado a convergência e realizado a soma individual de cada resíduo. 

No qual, verificamos que a convergência do complexo BP1-CH3ISACN na constante 

de 40 teve início a partir do raio 5 Å, já o complexo BP2-CH3ISACN a convergência 

teve início a partir do raio 6 Å tendo em vista que não foi observado uma variação 

maior que 10% nos raios posteriores. 

Analisando o complexo BP1-CH3ISACN, no raio de 10 Å  foi observado que 

houve um total de 52 interações, tendo uma energia total de -17.87 Kcal/mol, para a 

constante de 40 houve um total de -16.73 Kcal/mol. Para o complexo BP2-

CH3ISACN, as análises em um raio de até 10 Å compreenderam um total de 55 

interações. No qual, a constante de 10 apresentou um total de -20,75 Kcal/mol, já a 

constante de 40 apresentou um total de -19,96 Kcal/mol. Portanto, nota-se que a 

CH3ISACN apresenta maior energia de interação com a BP-2, já que esta 

apresentou uma energia de interação mais negativa em ambas as constantes 

comparando com a BP-1. 
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Figura 27 - Energia total de interação do complexo berghepaína-1 (a) e 
berghepaína-2 (b) com o ligante CH3ISACN com o esquema MFCC usando duas 

constantes dielétricas (ε = 10, ε = 40). 

a) 

 

b) 

 

Fonte: Autoria própria. 
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5.4.3.1 Avaliação da energia de interação dos principais aminoácidos envolvidos na 
formação do complexo 

Foram usados métodos de química quântica baseados na DFT na abordagem 

de MFCC, para avaliar as energias de interação envolvendo a CH3ISACN como 

possível inibidor da BP1 e/ou da BP2.  

Para melhor elucidar o possível mecanismo de ação da molécula, é 

importante o estudo das forças intermoleculares envolvidas na interação do 

candidato à fármaco com o seu possível receptor. Desta maneira, analisamos a 

interação aminoácido-ligante dentro de um raio de 10 Å. 

As principais energias de interação entre o ligante (CH3ISACN) e os principais 

aminoácidos da BP-1 (Figura 28a) e BP-2 (Figura 28b) foram analisadas. À 

esquerda dos gráficos observa-se os principais resíduos para a ligação entre o 

complexo. Apresenta também as regiões e átomos mais próximos de cada resíduo. 

À direita, estão as energias de interação (Kcal/mol) do resíduo com o ligante, 

representado pelas barras horizontais, que apontam os valores quantitativos para a 

constante ε = 40. Ainda no lado direito, está a representação dos raios 

correspondentes a cada resíduo. 

Para o complexo CH3ISACN-BP1 (Figura 28a), foram selecionados 7 resíduos 

principais, em ordem decerescente (em Kcal/mol) sendo eles: His157 (-3,50) > 

Gln19 (-2,12) >Trp209 (-1,99) > Val135 (-1,85) > Gly23 (-1,84) > Cys22 (-1,25) > 

Cys25 (1,84).  

Para o complexo CH3ISACN-BP2 (Figura 28b), foram selecionados 8 resíduos 

principais, em ordem decrescente (em Kcal/mol) sendo eles: Ile85 (-5,17) > Asn174 

(-3,11) > Trp44 (-2,26) > His175 (-1,71) > Ala176 (-1,51) > Ala41 (-1,33) > Ala173 (-

1,21) > Glu82 (2,47). 
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Figura 28 - Representação das principais interações entre os dois complexos: 
(a) CH3ISACN-BP1 (rosa); (b) CH3ISACN-BP2 (azul). 

a) 

 

 
b) 

  

Fonte: Autoria própria 
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6. DISCUSSÃO 

 

As substâncias derivadas da isatina tem sido estudada com o objetivo de 

melhorar o arsenal terapêutico. E para garantir a melhor segurança de seu uso, foi 

realizado teste de toxicidade destes derivados (Fonseca, 2019). Uma destas 

substâncias é a CH3ISACN, que já vem sendo estudada por este grupo de pesquisa, 

e vem apresentando resultados promissores, como o ensaio de toxicidade aguda 

que apresentou uma baixa toxicidade (Melo, 2020). Baseado neste resultado, foi 

realizado o teste de toxicidade de doses repetidas, no qual é possível avaliar a 

segurança da substância quando administrada diariamente por 28 dias (OECD 407, 

2008). 

 Assim como em outros estudos, a dose utilizada no ensaio de doses 

repetidas é determinada de acordo com o ensaio toxicológico agudo in vivo, sendo 

muitas vezes a mesma dose (Kumar, et al., 2022; Srisrimal, et al., 2022; Yadav et al., 

2019). A via oral foi escolhida como via de administração por ser a mais comumente 

utilizada nos estudos de toxicidade, ter maior praticidade e não causar dor aos 

animais (Al-Afifi, et al., 2018). 

Durante vinte e oito dias o comportamento dos animais foi analisado, a fim de 

avaliar se estes apresentavam algum sinal clínico relevante, visto que alterações 

comportamentais são uma das principais indicações de intoxicação ao se fazer uso 

de uma substância (Sireeratawong et al., 2013). Os ensaios realizados com a 

CH3ISACN se mostraram muito promissores. Durante toda avaliação nenhuma 

mudança comportamental foi identificada nos animais em teste. 

 Entretanto, ocorreram duas mortes de camundongos machos que receberam 

a dose de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg na primeira semana do ensaio. Possivelmente 

estas mortes isoladas se deram por algum fator externo, uma variação individual, ou 

mesmo, alguma intercorrência durante a administração das doses, já que nenhum 

outro animal veio a morrer nos demais dias, e nenhum sinal clínico foi apresentado 

por estes. Após a administração de uma substância, o tempo que esta leva para 

causar a intoxicação, é um dado relevante para avaliação do risco que ela pode 

apresentar. Além do que, a forma de administrar a substância e o estado do animal 

também influenciam na sua morte (Addy-Orduna; Brodeur; Mateo, 2019).  
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Além do comportamento, outros parâmetros também foram avaliados durante 

o tempo de experimentação, como: o consumo de água, ração e alteração do peso 

corporal. Estes são quesitos básicos e importantes a serem analisados por fazerem 

parte da manutenção corporal e fisiológica do animal, e é por isso que sempre estão 

presentes nas análises toxicológicas de doses repetidas (Yadav et al., 2019; 

Fonseca, 2019).  

No presente trabalho, o consumo de água das fêmeas não apresentou 

nenhum tipo de alteração significativa em relação ao grupo controle. Quanto a ração, 

as fêmeas que receberam as duas maiores doses da substância tiveram uma 

diminuição do seu consumo. Apesar destas alterações no consumo da ração, o peso 

corporal das fêmeas não apresentou diferença significativa em comparação com o 

controle, estando dentro da normalidade. Como discutido por Qu (2022), a 

diminuição do consumo da ração não pode ser avaliada isoladamente, não tendo 

significado de intoxicação relevante. 

Os machos que receberam as doses de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg, diminuíram 

tanto o consumo de água como o de ração. Esses resultados são corroborados pelo 

estudo de Dias (2020), que avaliou um outro derivado de isatina (ISACN) nas 

mesmas doses, e também obteve redução no consumo de água e ração. Entretanto, 

o peso corporal dos machos não apresentou alterações significativas quando 

comparado com o grupo controle. Com exceção para o grupo que recebeu a dose 

de 150 mg/Kg, que teve uma diminuição em relação ao grupo controle. Mas esta 

alteração não chegou a 20%, estando, portanto, dentro da variação aceitável pelas 

diretrizes, não indicando toxicidade (OECD 420, 2002). 

Quanto a análise bioquímica dos animais, dos 15 parâmetros avaliados, 

apenas dois tiveram alterações: glicose e proteínas totais. A glicose é o 

monossacarídeo predominante na circulação sanguínea, sendo de suma importância 

para o fornecimento de energia para o corpo (Inada 2021). A concentração da 

glicose sérica pode sofrer desregulação por diferentes fatores, dentre eles: 

alterações no ciclo circadiano, inflamação, estresse oxidativo e outros (Poggiogalle; 

Jamshed; Peterson, 2018). Sua alta concentração pode levar a um estado de 

hiperglicemia e ocasionar doenças como diabetes mellitus (Galicia-Garcia, et al., 

2020). No presente estudo, as fêmeas que receberam a dose de 300 mg/Kg tiveram 
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uma redução da glicose sérica comparada com o grupo controle. Essa mesma 

redução foi encontrada em outros derivados de Isatina (Dias, 2020; Fonseca, 2019). 

 A concentração de proteínas totais séricas reflete as condições hepáticas e 

renais (Kapoor et al., 2021). Os animais que receberam a dose de 75 mg/Kg de 

CH3ISACN apresentaram um aumento das proteínas totais. Porém este dado não 

tem nenhum significado clínico tendo em vista que não foram observadas 

anormalidades em outros parâmetros relacionados ao fígado e rins. Além do que, 

este aumento, não pode ser correlacionado com algum efeito causado pela 

substância, já que nas maiores doses não apresentaram alterações significativas. 

O fígado é um órgão que dentre outras funções é responsável pelo processo 

de metabolização das substâncias do organismo. Através da análise de parâmetros 

bioquímicos, como AST, ALT e FAL, é possível avaliar a função hepática, e por isso 

estudos de toxicidade comumente avaliam estes parâmetros (Bencheikh et al.,2019; 

Kharchoufa et al., 2020; Kumari, Singh, 2021). Não foi identificada nenhuma 

alteração significativa em tais parâmetros, o que demostra que a CH3ISACN não 

interfere na função hepática. Além disso, a análise histopatológica não identificou 

nenhuma anormalidade no tecido hepático dos animais tratados pela CH3ISACN 

(Figuras 16 e 17) 

Por meio de exames bioquímicos também é possível avaliar a função renal, 

através de parâmetros como ureia e creatina (Bencheikh et al.,2019). Ao contrário 

do estudo agudo da CH3ISACN em que a ureia nos animais que receberam a dose 

de 2000 mg/Kg esteve alterada (Melo, 2020), no teste de toxicidade de doses 

repetidas não houve nenhum tipo de alteração bioquímica que pudesse relacionar 

com tal disfunção renal. A análise histopatológica renal dos animais tratados por 

CH3ISACN, não identificou nenhuma anormalidade, demonstrando assim maior 

segurança do seu uso (Figura 18 e 19). 

A avaliação hematológica em animais de experimentação é importante, pois 

alterações nestes parâmetros podem apontar sinais de intoxicação, tendo este um 

bom valor preditivo para intoxicações humanas (Sarma et al., 2022; Togbossi et al., 

2022). No presente estudo, o CHCM dos camundongos machos foi o único 

parâmetro da série vermelha que apresentou alteração significativa, estando maior 

que o do grupo controle. O CHCM é um índice hematimétrico relevante para 

avaliação da concentração de hemoglobina presente no eritrócito, sendo importante 
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na classificação das anemias juntamente com outros índices, como VCM e HCM 

(Moreira et al., 2020). Estes últimos não apresentaram diferença significativa com o 

controle, assim como também os demais índices da série vermelha. Assim, as 

alterações encontradas apenas nestes resultados da série vermelha dos 

camundongos foram consideradas como sem relevância clínica, como também é 

demonstrado no estudo de Vasconcelos (2020). Além do que, esses valores 

permaneceram dentro do intervalo normal apresentado po camundongos Swiss 

(Santos, et al., 2016). 

Assim como ocorreu com os machos, as fêmeas que receberam a dose de 

300 mg/Kg tiveram um aumento do CHCM, mas além disto tiveram uma diminuição 

do hematócrito quando comparado ao grupo controle. O hematócrito indica a 

porcentagem de hemácias no volume total de sangue, sendo um índice também 

muito importante para definir o quadro de anemia (De Santis, 2019). Entretanto tais 

alterações não apresentam significado clínico, dado que outros parâmetros 

relevantes para classificação de anemia, como a concentração de hemoglobina, se 

encontravam dentro da normalidade. 

O RDW é um índice hematimétrico que permite avaliar a variação do tamanho 

dos eritrócitos, quanto maior for seu valor, maior é heterogeneidade das hemácias, 

podendo caracterizar a presença de anisocitose (Rincon; Moreira; Castro, 2019).  As 

fêmeas que receberam a dose de 150 mg/Kg tiveram um aumento significativo do 

seu RDW em comparação com o grupo controle, porém nenhum outro parâmetro 

deste grupo apresentou alteração significativa. Apesar das diferenças em relação ao 

grupo controle, comparando os resultados das fêmeas com o estudo de Silva-

Santana (2019), em que os animais não receberam tratamento, notamos que estes 

se enquadram dentro da normalidade. 

Além da série vermelha, também foi avaliada a série branca e palaquetária 

dos animais. No estudo agudo, as ratas Wistar que receberam a dose de 300 mg/Kg 

tiveram um aumento no número de leucócitos totais (Melo, 2020). Entretanto, no 

ensaio de doses repetidas não houve alteração significativa comparando ao grupo 

controle em nenhuma das doses testadas, sendo este mais um indício da baixa 

toxicidade da CH3ISACN. Pois, estudos mostram que a presença de substâncias 

tóxicas pode levar a processos inflamatórios que são sinalizados pelo aumento 

sérico de leucócitos totais (Yao et al., 2019; De Sousa et al., 2020).  
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A avaliação plaquetária é importante, pois pode sinalizar a presença de 

doenças como a trombocitopenia (Kharchoufa et al., 2020).  No presente estudo 

nenhuma alteração plaquetária foi identificada em ambos os sexos.  

   A análise do peso dos órgãos dos animais é frequentemente utilizada em 

estudos toxicológicos, pois sua alteração pode indicar toxicidade causada pela 

substância estudada (Diez-Quijada et al., 2021; Sarma et al., 2022). Não foi 

observada nenhuma alteração macroscópica e nem no peso dos órgãos analisados.  

 Visto que este trabalho é uma continuidade dos estudos de Melo (2020), que 

realizou a avaliação toxicológica aguda com a CH3ISACN, neste estudo foi incluído a 

análise histopatológica do ensaio agudo. Em todos os órgãos analisados, não foi 

identificado nenhum tipo de alteração significativa que smostrasse uma intoxicação 

pelo uso da CH3ISACN, sendo assim considerada uma substância segura nas doses 

estudadas. O presente resultado serviu como embasamento para a continuidade dos 

estudos, e avanço para a investigação toxicológica de doses repetidas seguindo a 

OECD 407. O resultado do histopatológico do ensaio de toxicidade de doses 

repetidas assim como no agudo, nas três doses avaliadas (300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 

75 mg/Kg), não foi observada nenhuma alteração, estando os órgãos avaliados 

dentro do padrão de normalidade, ratificando assim a segurança da CH3ISACN nas 

doses testadas. 

Ainda dentro do presente trabalho, foi realizado ensaio de genotoxicidade. O 

teste de micronúcleo é comumente utilizado no meio científico para determinação de 

doses de substâncias que podem ocasionar citogenotoxicidade (Do Carmo et al., 

2020; Shokrzadeh et al., 2020). Ensaios in silico da CH3ISACN mostraram que a 

substância não apresenta potencial genotóxico (Melo, 2020). Porém, para assegurar 

o resultado in silico é necessária a realização de estudos in vivo (Medrano-Padial et 

al., 2021). A realização do teste de micronúcleo, mostrou que os animais que foram 

tratados pela CH3ISACN tiveram uma quantidade de micronúcleos significativamente 

inferior ao do grupo controle positivo. Desta maneira foi possível inferir que a 

CH3ISACN nas doses testadas não apresenta potencial mutagêncio, reforçando a 

segurança sobre seu uso. 

A investigação da atividade antimalarial através do teste de supressão, 

permite uma avaliação precoce, já que a malária promove uma infecção aguda, 

podendo assim delimitar os dias de avaliação. Este padrão de teste é comumente 
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utilizado por grupos de pesquisa, e permite estudar o quão biologicamente ativa é a 

molécula contra a malária (Lopes et al., 2021; Peters, 1965; Souza et al., 2023).  

O potencial antimalárico da CH3ISACN vem sendo estudado desde 2018. 

Melo (2020) mostrou que em estudos in vitro, a molécula foi ativa contra a cepa W2 

(cepa cloroquina-resistente; mefloquina-sensivel) de Plasmodium falciparum, 

apresentando uma CI50 = 8.37 ug/mL. Tal atividade também foi vista no ensaio in vivo 

(teste de supressão) realizado, no qual a CH3ISACN apresentou-se ativa, reduzindo 

49,7% da parasitemia em animais infectados por Plasmodium berghei. Assim, este 

resultado indica que mesmo sendo administrada por via oral, a molécula esteve 

biodisponível para exercer seu efeito.  

A via de administração de um medicamento influencia diretamente na 

biodisponibilidade do composto, sendo menor a biodisponibilidade da via oral 

comparativamente à administração intramuscular (Chu; Dorlo, 2023). Porém, a 

administração de medicamentos antimaláricos por via oral é uma das principais 

escolhas em estudos experimentais (Kouakou et al., 2019), e faz parte dos 

esquemas terapêuticos da malária no Brasil (Ministério da Saúde, 2021). Além disso, 

essa via foi a escolha para o teste de supressão, pois a CH3ISACN no ensaio in 

silico ter demonstrou uma boa biodisponibilidade teórica oral (Melo, 2020).  

 A estrutura química da CH3ISACN influencia na sua boa biodisponibilidade, e 

consequentemente na sua capacidade em reduzir a parasitemia. Ela se apresenta 

como uma molécula anfipática, na qual o anel aromático confere caráter lipofílico, 

enquanto que os grupos amina, hidroxila e carbonila permitem um caráter mais 

hidrofílico (Figura 1). Deve haver um equilíbrio destas características, lipofilicidade e 

hidrofilicidade, na molécula para que esta seja bem absorvida. Pois, aquelas que 

são muito hidrofílicas tem baixa permeabilidade pela membrana celular, 

prejudicando a biodisponibilidade do fármaco. Da mesma forma, moléculas muito 

apolares, tem baixa dissolução no ambiente biológico (Lopes et al., 2021). 

Ainda no teste de supressão, foi observado que houve uma atividade parcial 

da CH3ISACN quando comparada com a atividade da cloroquina (Gráfico 11). Porém 

deve-se levar em consideração que a cloroquina é um medicamento com a 

farmacocinética já bem estabelecida e descrita na literatura há muitos anos (Titus, 

1989), enquanto que a CH3ISACN se trata de um protótipo, sem forma farmacêutica 

e doses definidas, e mesmo assim teve um resultado promissor.  
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Estes últimos (forma farmacêutica e dose), são parâmetros importantes e que 

interferem na biodisponibilidade do composto, e por isso, estudos farmacocinéticos 

são realizados para maior investigação sobre como o organismo se comporta frente 

à substância (Kouakou et al., 2019; Chu; Dorlo, 2023).  Além disso, é notório que o 

esquema terapêutico atual para o tratamento da malária conta com a associação de 

substâncias, como é o exemplo do Artemeter 20 mg + Lumefantrina 120 mg 

(Ministério da Saúde, 2021). É relevante que futuramente seja realizada uma 

investigação da atividade da CH3ISACN associada a outro fármaco, possibilitando 

assim uma maior eficácia terapêutica. 

A análise histopatológica do baço dos animais que participaram do teste de 

supressão, nos revelou que o grupo 1 (tratado com CH3ISACN) apesar de ter 

apresentado pontos de necrose, estes foram focais, e quando comparado com o 

grupo 2 que não recebeu tratamento, identificamos uma maior desorganização na 

polpa branca e vermelha, além de muita congestão. O baço é um órgão de grande a 

importância para o ser humano, atuando no sistema imune, destruindo 

seletivamente glóbulos vermelhos senescentes e no caso da malária, hemácias 

parasitadas por Plasmodium (Dell Portillo et al., 2012). Os resultados do grupo 1 

mostram uma preservação tecidual próxima ao do grupo controle, porém com 

maiores alterações que a do grupo 2 (tratado com cloroquina 15 mg/Kg).  

Assim como o baço, o fígado também foi avaliado, este que é um órgão 

importante para o ciclo de vida do Plasmodium, onde os parasitos migram 

inicialmente, se alojam e ocorre intensa replicação, trazendo como consequência 

danos ao órgão (Meibalan; Marti, 2017). O grupo tratado com a CH3ISACN 

apresentou menos alterações patológicas do que o grupo 2, e ao contrário deste, 

não apresentou focos de necrose, como foi identificado no grupo 2 e 3. Também, é 

importante salientar que nos estudos toxicológicos de doses repetidas, o resultado 

histopatológico dos animais saudáveis que receberam a CH3ISACN em difentes 

doses, mostrou que não houve nenhuma alteração hepática significativa. Porém é 

importante que estudos sejam conduzidos de modo a proporcionar um 

melhoramento da molécula. 

A fim de compreender a relação estrutura-atividade da CH3ISACN como 

possível inibidor da FP-2, FP-3, BP-1 e/ou BP-2, foi realizado um conjunto de 

estudos in silico para melhor elucidar tal ação. Ensaios como docking e dinâmica 
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molecular foram aplicados para simular os prováveis modos de ligação do inibidor no 

bolso de ligação das proteases. As falcipaínas 2 e 3 são as mais estudadas, devido 

a sua participação na hidrólise de hemoglobinas (Pasupureddy et al., 2019). Apesar 

de ambas falcipaínas terem grande importância no ciclo de vida do parasito, a FP-3, 

tem se mostrado essencial (Rosenthal, 2020), sendo apontada assim como a 

principal cisteína hemoglobinase do P.falciparum, importante para o seu 

desenvolvimento, e, portanto, é considerada um ótimo alvo quimioterapêutico (Wang 

et al., 2013). 

O docking da FP-2 e FP-3 com a CH3ISACN mostrou que a região de 

interação era muito próxima a do inibidor Leupepitina (PDB ID 3BPM), apresentando 

muitos resíduos semelhantes. Ao comparar com os resíduos de um outro inibidor, o 

K11017 (PDB ID 3BWK), percebemos que também apresentou interação com 

resíduos em comum (Rana et al., 2020). Sinalizando assim que a CH3ISACN tem 

como alvo as cisteínas-proteases, FP-2 e FP-3.  

Tendo em vista que o meio biológico é dinâmico, o grupo de pesquisa realizou 

simulações computacionais a fim de entender como o complexo proteína-ligante, se 

comportaia, avaliando, portanto, sua estabilidade, e por isso foi realizado o estudo 

do desvio quadrático médio (Sargsyan, Grauffel, Lim 2017). Os complexos com as 

falcipaínas se mantiveram estáveis e em equilíbrio durante o tempo de simulação 

(Gráfico 13 e 14). Estes resultados corroboram com outros estudos em que para as 

proteases analisadas (FP-2 e FP-3) e seus ligantes, os valores de RMSD foram 

0.18 ± 0.35 nm (Musyoka et al., 2016, Rajguru et al., 2022). Até mesmo o estudo com 

a artemisinina e seus derivados sobre sua ação como antagosnista da FP-2, foi 

identificado um RMSD que variou entre ~0.2nm e ~0.31nm (Nema et al., 2022). 

 Para determinar as regiões proteicas com maior flexibilidade, foi calculado o 

RMSF (Gráfico 15 e 16). Estudos mostram que nas falcipaínas as regiões de 

flutuações mais altas ocorrem nas regiões de loop (Musyoka et al., 2016). O 

complexo FP2-CH3ISACN apresentou apenas dois pontos de flutuações, entre os 

resíduos 110-115; 188-195. Em outros estudos observamos que as flutuações 

nestas regiões são comuns (Danazumi, Balogun 2022; Nema et al., 2022; Rajguru et 

al., 2022).  
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Ao compararmos os complexos, observamos que o FP3-CH3ISACN 

apresentou quatro flutuações, sendo a maior entre os resíduos 198-202. Este 

resultado corrobora com o RMSF do cristal 3BPM, que demonstrou que os resíduos 

195-203 exibiam um maior grau de flexibilidade quando comparados à estrutura 

circundante (Kerr et al., 2009).  Também, o RMSF do complexo 3BPM-8E 

apresentou flutuações significativas na região entre 189-199 (Ezugwu et al., 2022).  

As áreas que apresentaram alteração na flexibilidade das proteínas, não 

correspondem às regiões de maior interação com o ligante conforme visto pelos 

estudos de MFCC, estando assim a molécula (CH3ISACN) fortemente ligada a 

ambas as proteínas.  

Através do MFCC, foram descritos os principais aminoácidos envolvidos na 

interação com a molécula estudada (Figura 25a). O aminoácido His174 apresentou o 

maior valor energético dentre as interações observadas para o complexo 

CH3ISACN-FP2, foram observadas interações do tipo H-bond e ligação de 

hidrogênio não convencional [i(C8)OH]. O E64 é um conhecido inibidor da falcipaína-

2, e por isso é muito utilizado como parâmetro para avaliação da capacidade de 

interação de outras substâncias com a FP-2. Um dos principais aminoácidos que 

interagem com o E64 é o resíduo His174. Este faz parte do sítio catalítico da FP-2, 

por isso está presente na maioria das interações que o inibem (Nema et al., 2022). 

O segundo resíduo de maior interação da CH3ISACN com a FP-2 foi o resíduo 

Asn38. Foi observada uma ligação de hidrogênio com a região ii de CH3ISACN 

[ii(C11)N] e duas ligações de hidrogênio não convencionais com a mesma região 

[ii(C9)H). De acordo com um trabalho in silico de inibidores da falcipaína-2, foi visto 

que o resíduo Asn38 foi crucial na estabilização do complexo FP2-STFAWT, 

fazendo uma ligação de hidrogênio com Asn52, levando a uma maior afinidade e 

contribuindo para aumentar a especificidade do inibidor para a protease alvo 

(Chakraborty, Biswas 2023). Também, o Asn38 é importante para forte ligação do 

E64 na FP-2, assim como os resíduos Cys39, Asn173 e Ser41, que auxiliam no 

processo de bloqueio da FP-2. A literatura também ressalta a importância dos 

resíduos Trp206 e Val152, que estão presentes no revestimento do bolso de ligação 

conhecido (Nema et al., 2022). Já o aminoácido Trp206 denota duas H-bonds com o 
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ligante em ambas as regiões [i(C7)OH, ii(C11)N]. Acredita-se que o resíduo Trp206, 

que também está presente da FP-3, seja crucial para a correta orientação do ligante 

no sítio catalítico (Grazioso et al.,2012). Em um estudo de interação foi observado 

que a artemisinina forma interações hidrofóbicas com o aminoácido Trp206 da FP-2 

(Nema et al., 2022). 

O resíduo Gly40 também é importante para as interações entre a FP-2 e 

CH3ISACN, apresentando uma energia de interação de -2.28 kcal/mol, ligações de 

hidrogênio não convencionais foram observadas com a região i do ligante [i(C4)O]. É 

reconhecido que o resíduo Gly40 é um dos aminoácidos que contribuem para a 

interação favorável de ligantes antagonistas ao FP-2, como é o caso da Deflazacort, 

Cefalotina e Cefoxitina (Nema et al., 2022). 

Na mesma linha, Asn173 denotou interações do tipo alquil-pi [i(C5)C] e 

ligação de hidrogênio não convencional [i(N)C] com o ligante. Asn173 pode ter um 

papel muito importante para polarização da His174, como foi visto em um estudo de 

dinâmica molecular, em que a FP-2 ligado à hemoglobina, demonstrou que a 

distância mínima entre seus átomos (Ans173 e His174) de amida e os átomos de 

imidazol de His174 era inferior a 3,5 Å. Além do que, a Asn173 juntamente com a 

His174 e Cys42, fazem parte da tríade catalítica de FP-2 (Omotuyi, Hamada 2014). 

Já o aminoácido Ser41 demonstrou interações de hidrogênio não 

convencionais [i(C4)O, ii(C10)C] com CH3ISACN. Assim como o His174, o resíduo 

Ser41 está envolvido na ligação de hidrogênio entre o antagonista E-64 e FP-2 (Kerr 

et al., 2009). O resíduo Ser41 parece fazer parte do complexo da Cloroquina ao FP-

2 através de ligações de van der Walls, assim como um composto extraído das 

folhas de Artocarpus altilis, que é um forte candidato a antimalárico (Hidayati et al., 

2020). 

O resíduo Val152, demonstrou interações do tipo alquil-pi [i(C2)C] com o 

ligante. O resíduo Val152, fica localizado na região S1’ (bolsão catalítico) da FP-2, 

região esta muito hidrofóbica com interações de van der Wals e forças hidrofóbicas 

(Li et al., 2009). Já para o resíduo Cys39, que apresentou energia de interação no 

valor de -1.17kcal/mol, foram vistas ligações do tipo dipolo induzido [i(C4)O]. A 

falcipaína-2 apresenta em sua estrutura nove resíduos de cisteína: Cys 39, 42, 73, 
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80, 99, 114, 119, 168 e 229. O aminoácido Cys39 está próximo ao Cys80, e fazem 

uma ligação dissulfeto, que juntamente com os resíduos Asp 234, Tyr 78 e Trp 206, 

revestem os bolsos catalíticos (S1,S1’,S2 e S3) (Sabnis et al., 2002). 

A estrutura cristalina da falcipaína-2 com seu inibidor, E64 (PDB 3BPF) e da 

falciapína-3, com seu inibidor leupeptina, mostrou que os resíduos catalíticos de FP-

2 e FP-3 compreendem os aminoácidos: Gln36/45, Cys42/51, His174/183, 

Asn204/213, respectivamente (Keer et al., 2009). 

Ao comparar os resíduos de maior interação da FP-2 com a CH3ISACN, 

percebe-se que o único semelhante foi a His174. Já para o complexo CH3ISACN-

FP-3, observa-se que os resíduos de maior interação energética coincidem com a 

região catalítica do cristal FP3-leupeptina, com exceção do resíduo Asn213. 

Podemos dizer que a CH3ISACN tem maior interação com a FP-3 se comportando 

como um antagonista, quando comparado com a FP-2, onde teve uma menor 

energia de interação, e houve pouca similaridade de ligação com a região catalítica 

do inibidor E64. 

Na figura 25(b) é descrito os principais aminoácidos que interagem com a 

CH3ISACN. O resíduo His183 é o que apresenta maior energia de interação com a 

CH3ISACN, pois faz uma ligação de hidrogênio [i(C7)OH], na mesma região também 

apresenta ligação de hidrogênio não convencional. A segunda maior interação que a 

CH3ISACN faz na FP-3, é com o resíduo Cys51, que faz três ligações de hidrogênio, 

estando uma na região [i(C7)OH], e duas na região [i(C4)O]. Também apresenta 

uma ligação alquil-sulfur [i(N)C8]. 

A falcipaína-3 se caracteriza por apresentar cinco hélices, seis fitas e seis 

voltas. O resíduo que constitue a região catalítica da FP-3, envolvem Cys51, 

localizado no N-terminal da hélice-2 (Sabnis et al., 2003). A cisteína funciona como 

um nucleófilo, e isto se deve ao grupo –SH (tiol), ionizado pela histidina (His174 e 

His183 para FP-2 e FP-3 respectivamente) (Patra et al., 2023). Na FP-3 próximo a 

Cys51, temos a His183, podendo estar envolvido na formação do par de íons 

tiolato/imidazólio (Sabnis et al., 2003). 
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O resíduo Asn182 faz cinco ligações não convencionais na região i [i(C)H, 

i(C8)H] com a CH3ISACN. Esta ligação é importante para estabilizar o anel de 

histidina. Posteriormente, ocorre um ataque tiolato ao substrato, que leva a formação 

de um intermediário tetraédrico oxiânion (Sajid, Mckerrow 2002, Sabnis et al., 2003). 

A glutamina (Gln45) e o triptofano (Trp215) formam o “buraco oxyanion” que 

consiste em um elemento crucial na formação de um centro eletrofílico para 

estabilizar o intermediário tetraédrico durante a hidrólise (Sajid, Mckerrow 2002, 

Sabnis et al., 2003). No complexo CH3ISACN-FP3, o resíduo Gln45 faz duas 

ligações de hidrogênio na região [i(C4)O], apresenta ligações de dipolo-induzido na 

região [ii(C10)C9], e ligações de hidrogênio não convencional [ii(C11)C10]. Já o 

resíduo Trp215 faz uma ligação de hidrogênio na região [i(C7)OH]. Também 

apresenta ligações dipolo-induzido na região [ii(C9)H]. 

O intermediário formado é então estabilizado por ligações de hidrogênio com 

os resíduos glutamina (Gln36 e Gln45, para FP-2 e FP-3 respectivamente) e cisteína 

(Cys42 e Cys51, para FP-2 e FP-3 respectivamente). Por fim, ocorre a protonação 

do grupo amina de saída, e formação de um segundo oxiânion. E para regeneração 

do tiolato de cisteína, ocorre a desacilação e liberação do ácido carboxílico (Patra et 

al., 2023). Além destes, observou-se que Gly92, Trp215 também estão envolvidos 

no processo de ancoragem com os substratos formando ligações de hidrogênio 

(Sabnis et al., 2003). 

O resíduo Gly49 faz ligações de hidrogênio não convencionais nas duas 

regiões, [ii(C11)N, i(C4)O] com a CH3ISACN. Este resíduo assim como outros 

(His183, Trp215, Asn182, Gln45) também é relatado como um dos principais 

aminoácidos envolvidos na interação entre inibidores (leupepitina e K11017) com a 

FP-3 (Rana et al., 2020). Os três últimos principais resíduos da FP-3 que interagem 

com a CH3ISACN, são:   Cys48 que faz ligações de hidrogênio não convencionais na 

região [ii(C11)N, (C9)H], Ala161 apresenta forças de London, todos na região 

[i(H)C1, (H)C2], e Ser50 que faz ligações de hidrogênio não convencional [i(C8)H] e 

[ii(C9)H].  

Os principais resíduos que interagem com o complexo CH3ISACN-FP3, 

coincidem com os resíduos que participam do sítio ativo do complexo 7-
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aminocumarina-FP3. Esta nova molécula corresponde a uma substituição na 

posição 7-amino do núcleo da cumarina na inibição da falcipaína-3, que é um alvo 

antimalárico bem aceito (Chintakrindi, Shaikh, Coutinho, 2011). 

Com o intuito de investigar se a CH3ISACN também seria capaz de inibir as 

proteases específicas do P.berghei, foi realizado as mesmas metodologias in silico 

aplicadas às falcipaínas. Ao realizar o docking da CH3ISACN com a BP-1 e BP-2 

observou-se uma boa ancoragem, principalmente à BP-1, com uma energia de 

interação de -6,17 Kcal/mol (Tabela 11). Porém, a força de interação com as 

falcipaínas foi maior (Tabela 10). Quanto a estabilidade das proteínas em solução, 

vemos que a BP-2 se manteve mais estável (Gráfico 21), e com variação próxima à 

da que foi observada nas falcipaínas. Assim como também na análise do RMSF, no 

qual apresentou alguns pontos de flutuações em comum com as falcipaínas, e como 

estas, não se mostrou com grandes instabilidades.  

Ao partirmos para a análise comparativa da energia de interação entre os 

complexos nas constantes dielétricas de 10 e 40, nota-se que a BP-2 apresentou 

maior energia de interação com CH3ISACN (Figura 27), porém menor comparando 

com as falcipaínas (Figura 24). Quanto a análise dos principais resíduos envolvidos 

na interação com os complexos, não foram encontradas semelhanças entre as 

FP2/FP3 e BP1/BP2. Tendo em vista essa busca ser inédita, na literatura não temos 

descrito outros trabalhos relacionado ao MFCC de berghepaínas. 

Tomados em conjunto os bioensaios e avaliações in sílico, sugere-se que o 

aduto pode se comportar como antagonista das cisteínas proteases analisadas, 

tendo maior afinidade pelas falcipaínas, especificamente à FP-3. Sendo pertinente a 

continuidade da sua investigação, direcionado para avaliações farmacocinéticas in 

vivo bem como estudos envolvendo o melhoramento da molécula, otimizando seu 

efeito farmacológico. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 Os estudos toxicológicos de doses repetidas, revelou que a substância 

nas doses administradas aos animais, não provocou alterações 

significativas nos parâmetros analisados, bem como não apresentou 

alterações patológicas, o que mostra a segurança do seu uso. 

Corroborando com o ensaio agudo também realizado por nossso grupo 

de pesquisa; 

 A CH3ISACN apresentou baixa genotoxicidade, no qual mostrou 

redução significativa do número de micronúcleos em comparação com 

o grupo controle positivo; 

 O derivado de isatina CH3ISACN tem se apresentado como um 

potencial antimalárico. Pois, apresentou atividade quimiossupressora 

no 5º dia contra infecção por Plasmodium berghei em camundongos; 

além de minimizar os sinais clínicos nos animais infectados, assim 

como retardou sua mortalidade. Ainda, nos ensaios histopatológicos, 

foi observado menos alterações patológicas nos animais tratados com 

CH3ISACN do que no grupo controle negativo; 

 Ao realizar os estudos in silico, a CH3ISACN revelou uma boa interação 

com as proteases, se ligando em região muito próxima ao de inibidores 

já descritos na literatura. Assim, o seu mecanismo de ação como 

antiplasmodial está envolvido em bloquear a ação das proteases: FP2, 

FP-3, BP-1 e BP-2. Tendo maior interação com às falcipaínas (estas 

que são as proteases encontradas no P. falciparum que infecta o ser 

humano), principalmente a FP-3.  

 Pode-se concluir que a CH3ISACN é promissora para o 

desenvolvimento de um futuro medicamento antimalárico. Sendo de 

grande valia a continuidade de seu estudo, até alcançar testes de fase 

clínica, e assim ser incluído no arsenal terapêutico contra a malária. 
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9. ANEXOS 

Anexo A- Certidão do Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA)-UFPB 
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Anexo B- Certidão do Comitê de Ética em uso Animal (CEUA)-UFRN 
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Anexo C- Artigo científico publicado resultante da presente tese  
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Anexo D- Submissão de artigo científico relacionado a tese 

 


