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Ata da trigésima oitava defesa de tese de doutorado no Programa de Pos-Graduag&o em
Desenvolvimento e Inovacdo Tecnolégica em Medicamentos CINTHIA RODRIGUES
MELO, candidata ao Titulo de “Doutora” em Desenvolvimento e Inovagdo Tecnoldgica
em Medicamentos/UFPB.

As nove horas (09:00) do dia vinte de fevereiro do ano de dois mil e vinte quatro
(20/02/2024), na sala virtual, reuniram-se em carater de Solenidade publica os membros
da Comissao designada para examinar a CINTHIA RODRIGUES MELO, candidata ao
Titulo de “Doutora” em Desenvolvimento e Inovagdo Tecnoldégica em Medicamentos.
Foram componentes da Banca Examinadora os Professores Doutores: Margareth de
Fatima Formiga Melo Diniz (orientadora), Valter Ferreira de Andrade Neto (co-orientador)
Hilzeth de Luna Freire Pessda (examinadora interna), Abrahao Alves de Oliveira Filho
(examinador externo), Valeska Santana de Sena Pereira (examinadora externa) e Clarice
Abramo (examinadora externa). Dando inicio aos trabalhos a presidente da banca, Prof?
Dra. Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz, ap6s declarar os objetivos da reuniéo,
apresentou a candidata, CINTHIA RODRIGUES MELO, a quem concedeu a palavra para
que dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado
“INVESTIGAGAO DA TOXICIDADE E DO MECANISMO DE ACAO DO ADUTO DE
MORITA-BAYLISHILLMAN (CHsISACN) COMO UM ANTIMALARICO. Apds discorrer
sobre o referido tema durante cerca de 50 minutos, a candidata foi arguida pelos

examinadores na forma Regimental. Em seguida passou a comissdo, em carater secreto,
a proceder a avaliacdo e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito
APROVADA. Em face da aprovacdo declarou a presidente achar-se a examinada,
CINTHIA RODRIGUES MELO, legalmente habilitado a receber o Titulo de “Doutora” em
Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica em Medicamentos, area Farmécia, cabendo a
Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a expedi¢cdo do Diploma
gue a mesma faz jus. Os trabalhos foram encerrados determinando a leitura para fins de
aprovacgao e a lavratura da presente ata devidamente assinada por todos os membros da

Banca Examinadora.

Centro de Ciéncias da Saude, Cidade Universitaria
Campus 1 - Castelo Branco
http://www.ufpb.br/pos/ditm

e-mail: ditmufpb@gmail.com
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RESUMO

A malaria é uma doenca causada pela picada do mosquito fémea Anopheles,
que esta infectado por espécies do género Plasmodium. Apesar de existirem
diferentes antimalaricos, a resisténcia que os parasitos tem apresentado a estes
€ uma problematica, o que torna urgente o desenvolvimento de que novos
farmacos. 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 agao
como um antimalarico. O estudo toxicolégico 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 distribuidos em um grupo
controle e trés grupos tratados (75 mg/Kg, 150 mg/Kg, 300 mg/Kg). Cada grupo
continha 5 machos e 5 fémeas. Foram analisados o consumo de agua, ragao,
peso corporal, sinais clinicos e mortalidade. Apds 28 dias, os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico, e seu sangue coletado para
avaliagao de parametros bioquimicos e hematoldgicos, e seus 6rgaos coletados
para analise histopatoldgica. Foi realizado estudo de genotoxicidade seguindo a
OECD 474 (2014). Cada grupo continha trés animais, sendo: grupo controle
positivo (50 mg/Kg de ciclofosfamida), grupo controle negativo (veiculo), grupo
tratado 1 e 2 com 300 mg/Kg e 600 mg/Kg de CHsISACN respectivamente. A
administracdo foi em dose unica por gavagem, em 24 horas. Para avaliagado
farmacoldgica, foram separados 5 camundongos por grupo. Grupo 1: teste (250
mg/Kg do aduto); Grupo 2: controle negativo (veiculo); Grupo 3: controle positivo
(15 mg de cloroquina); Grupo 4: controle de 6rgaos. Inicialmente os animais
foram inoculados via intraperitoneal com eritrécitos infectados com P. berghei
ANKA, exceto o grupo 4. Receberam tratamento durante 4 dias consecutivos, e
no 5°7° dia apos a infecgdo, esfregagos sanguineos foram examinados para
determinacdo da parasitemia. A mortalidade cumulativa foi observada até a
morte de um dos animais do grupo 2. E os 6rgédos dos animais foram submetidos
a analise histopatoléogica. O mecanismo de agdao da CHsISACN como
antiplasmodial, foi investigado a partir de sua capacidade de inibir falcipainas
e/ou berghepainas. Para isso foram realizados abordagem de modelagem
molecular e calculos quanticos sendo aplicado andlise de docking, dinamica
molecular, calculos QM/MM, e MFCC. Os resultados toxicolégicos mostraram
que a CHs3ISACN nao provocou alteracbes comportamentais, fisiologicas e
histopatolégicas. Também, ndo promoveu genotoxicidade nas doses testadas.
Assim, os resultados obtidos ndo mostraram intoxicagao significativa, garantindo
maior seguranga para seu uso. A CH3ISACN foi ativa contra o P.berghei,
reduzindo a parasitemia dos animais infectados em 49,7% e em sua analise
histopatoldégica os animais tratados por CH3ISACN apresentaram poucas
alteracbes. Seu mecanismo de acao envolve a inibicao das FP-2, FP-3, BP-1 e
BP-2. A partir dos resultados ja obtidos, a CH3ISACN é promissora como
prototipo para novo antimalarico. Sendo importante a continuagao de seu estudo,
para alcancgar a fase clinica, e assim fazer parte do arsenal terapéutico contra a
malaria.

Palavras-chaves: Berghepainas, Falcipainas; Farmacologia; Malaria;
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 CHsISACN 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
CHsISACN 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. INTRODUGAO

Cerca de 249 milhdes de pessoas foram acometidas pela malaria em 2022
(WHO, 2023), um aumento de 2 milhées quando comparado ao ano de 2021 (WHO,
2022). Esta doenga é transmitida ao homem através da picada do mosquito fémea
Anopheles, quando infectado por espécies do género Plasmodium que causam a
malaria humana (Talapko et al., 2019). Os sinais e sintomas iniciais podem simular
uma gripe mais forte e/ou doencgas virais hemorragicas, e isso gerar um diagnéstico
tardio, prejudicando o tratamento. O paciente infectado pode apresentar sinais e
sintomas como: dores de cabeca, dores nas articulagdes, febre, calafrios, vomitos e
outros. Porém, os sintomas podem agravar, levando a anemia grave, dificuldade
respiratoria, acidose metabdlica, edema pulmonar, e se nao tratada pode levar a
morte (Cock; Selesho; Van vuuren, 2019).

Em algumas regides, como no continente africano, as infecgées provocadas
pela espécie Plasmodium falciparum sao 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 replicagdo e pode provocar
anemia grave, levando o paciente a oObito. Isto se deve pela capacidade do parasito
em invadir os eritrécitos e degradar a hemoglobina. Estas agbes sao provocadas por
diferentes enzimas, entre elas as falcipainas que sdo muito importantes para a
sobrevida do P. falciparum (Rosenthal, 2020). As falcipainas sao cisteinas
proteases, classificadas em: falcipaina-1 (FP-1), falcipaina-2’, falcipaina-2 (FP-2) e
falcipaina-3 (FP-3), sendo as duas ultimas alvos potenciais para candidatos a
antimalaricos contra o Plasmodium falciparum (Singh et al., 2007).

Para roedores, uma das espécies capaz de infecta-los € o Plasmodium
berghei, que €& a principal espécie utilizada quando se quer estudar novos
antimalaricos in vivo e/ou aspectos da interacdo parasito-hospedeiro. Esta espécie
também apresenta cisteinas proteases, sendo estas chamadas de berghepaina-1
(BP-1) e berghepaina - 2 (BP-2), com importante fungao na invasao eritrocitaria e
degradagao de hemoglobina respectivamente (Lin et al., 2015, Hopp et al., 2017).

Tendo em vista a resisténcia dos mosquitos aos inseticidas, a escassez de
vacinas eficientes disponiveis e o aumento de gendtipos de parasitos multi-

resistentes aos antimalaricos disponiveis, existe uma necessidade urgente no
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desenvolvimento de novos medicamentos para combater a malaria (Hopp et al.,
2017).

Assim, um potencial candidato a antimalarico que vem sendo estudado por
este grupo de pesquisa, € a substdncia 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il)
acrilonitrila, também chamada por CH3ISACN (Figura 1). No estudo de Melo (2020),
0 ensaio in vitro mostrou que a CH3ISACN nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL
reduziram o crescimento da parasitemia em 84-97%, respectivamente. O valor de
Clso obtido foi de 8,4 pg/mL. Além do mais, o estudo toxicolégico agudo in vivo,
demonstrou uma alta DLso >5000 mg/Kg, indicando assim ser uma substancia com
uma boa taxa de seguranga (Melo, 2020). Assim, é pertinente que mais estudos

toxicologicos e farmacologicos sejam realizados com a CH3ISACN.

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

HO

O

N

|
CH,

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

Apo6s o estudo toxicoldgico agudo, € importante que seja realizado o ensaio
subagudo, tendo em vista que este ultimo visa avaliar possiveis efeitos adversos,
apos a administracao da substancia em doses repetidas por um periodo 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 sao importantes para investigar a seguranga de uma substancia, e um dos
protocolos utilizados é a OECD 474 (2014), no qual investiga danos induzidos pela

substancia teste nos cromossomos ou no aparelho mitético dos eritroblastos.
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E sabido que a eficacia de varios antimalaricos est4d comprometida devido a
resisténcia 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 cientifico é
o teste de supressdo, que infecta animais com P. berghei, e trata-os com a
substancia teste durante 4 dias, sendo ao final observado a porcentagem de
parasitemia e a sua supressao (Alebachew et al., 2021).

Sabendo que a CHslSACN possui em sua constituicdo uma porgao
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 cisteina-proteases (Santos,
Moreira, 2007), é pertinente ser investigado a sua capacidade de inibicdo das
falcipainas e berghepainas. Para isso, o0 uso de ferramentas computacionais se faz
oportuno, pois associado aos estudos toxicologicos e farmacoldgicos, uma maneira
de otimizar o desenvolvimento de medicamentos, é através de ensaios in silico. O
Docking molecular, Dinamica de simulagdo molecular e o Método de Fragmentacéo
Molecular com Capas Conjugadas (MFCC), sdo exemplos de ferramentas in silico
bem consolidadas e que tem sido utilizadas para prever como a substancia teste é
capaz de se ligar ao seu alvo, facilitando assim a compreensdo sobre o seu
mecanismo de agao (Shaker et al., 2021; Santos et al., 2022).

Diante da necessidade de se encontrar novas terapias farmacoldgicas para o
tratamento da malaria, e tendo em vista os bons resultados obtidos anteriormente da
CH3ISACN como um antimalarico promissor, o seguinte trabalho se propds realizar
estudos toxicologico de doses repetidas e farmacoldgicos in silico e in vivo, além de
investigar o possivel mecanismo de agdo da substadncia como antagonista das

cisteina-proteases de Plasmodium spp.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 MALARIA

2.1.1 Epidemiologia

A malaria € um sério problema de saude global. Em 2022 ela acometeu cerca
de 249 milhdes de pessoas no mundo, provocando 608.000 mortes (WHO 2023).
Entre 2019 e 2021 devido a pandemia de COVID-19, ocorreram interrupgcdes nos
servicos essenciais de malaria, o que favoreceu ao nao tratamento da doenca de
forma adequada, e consequentemente acarretou em uma grande quantidade de
mortes (WHO, 2022). Além deste fator, devido a semelhanca dos sinais e sintomas
da malaria com a COVID-19 (febre, dificuldades respiratorias, cansago e dor de
cabecga aguda), acredita-se que alguns diagndsticos tenham sido incorretos, ou pode
ter ocorrido casos de co-infecgao (Hussein et al., 2020).

Os paises onde essa doenca é endémica tém a caracteristica de um clima
tropical, que ¢é propicio a reproducdo do mosquito e, consequentemente, a
transmissdo do parasito para o humano (Mbanefo, Kumar 2020). A Africa é o
principal continente acometido pela malaria, e esta € uma das principais causas de
morte no continente africano. Entre 2019 e 2021 os casos de malaria aumentaram
de 218 milhdes para 234 milhdes no continente (WHO, 2022).

As espécies capazes de infectar o homem sao seis: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale wallickeri, Plasmodium ovale curtisi,
Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi. Estas espécies passam por diferentes
estados morfologicos, e sdo capazes de se replicarem em até mais que 10.000
células (Milner 2018). A duragao de cada ciclo eritrocitico € 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 prevaléncia da malaria na Africa, é
a disseminagao local de P. falciparum clinicamente resistente aos derivados de
artemisinina, devido a mutagdes génicas (Balikagala et al., 2021).

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

incidéncia preocupante nos paises africanos. Desde 2010, o numero de estudos que
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identificam o P. vivax endémico na Africa aumentou consideravelmente, o que torna
ainda mais complicada a formulagdo de estratégias de eliminagdo desta doenca.
Sendo um desafio para os 6rgaos governamentais, a montagem de estratégias de
politicas e praticas de erradicacido voltadas para todas as espécies de plasméddios
que causam a malaria humana (Twohig et al., 2019).

Nas Américas tem sido observado uma boa reducdo de casos, porém os
numeros ainda sao elevados, cerca de 597.000 infectados por malaria. A Venezuela,
Brasil e Coldmbia representaram mais de 79% de todos os casos nesta regido
(WHO, 2022). No Brasil foram registrados 139.211 casos de malaria. Destes, 99%
tiveram transmisséo relatada dentro do Brasil, sendo 17% por P. falciparum e
malaria mista, e 83% por P. vivax e outras espécies (Figura 2) (Ministério da saude,
2022).

Figura 2 - Casos de malaria notificados segundo espécie parasitaria, Brasil,
2019-2021

180.000

160.000

140,000 |
120,000 |
100,000 |
E0.000
60,000
40.000
200000 .
0 | — 2

P. falciparum Mao falciparum Positivo geral

019 2020 2021

Fonte: Ministério da Saude, 2022.

A regido amazébnica é onde se concentram 99,9% dos casos de malaria no
Brasil, principalmente na regido rural e indigena. Porém, em 2021 foram registrados
surtos em regides extra-amazoénica. A maior parte dos casos de malaria nestas
regides é dita “malaria importada”. Isto se refere a doencga que foi diagnosticada fora

da area de infecgdo, sendo adquirida por migragdo para regido endémica
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(Albuquerque et al., 2019). Em 2021 foram registrados 1350 casos de malaria
importados de outros paises, sendo os principais: Bolivia, Colédmbia, Equador,
Guiana, Guiana Francesa, Nicaragua, Peru, Porto Rico, Suriname e Venezuela.
Com a reducao dos deslocamentos devido a pandemia, observou-se que em 2021
houve uma reducao de 26,3% do numero de casos de malaria importada em relacéo
a 2020 (Ministério da saude, 2022).

A fim de monitorar a doenga, a Organizagcdo Mundial da Saude tem
desenvolvido medidas de controle da malaria por todo mundo, através de acdes que
visem o fortalecimento da atenc&o primaria, objetivando o diagndstico da doenga de
forma precoce e do seu devido tratamento (Talapko et al., 2019).

No Brasil, o estudo da malaria vem de longos anos, e importantes
pesquisadores contribuiram para a investigagdo desta doenga. Maria Deane e
Lednidas Deane foram grandes pesquisadores da transmissibilidade da malaria e
formas de erradicacédo (Deane; Deane; Neto, 1966). Vitor e Ruth Nussenzweig
desenvolveram importante trabalho para que fosse despertado a pesquisa por
vacinas antimalaricas (Nussenzweig et al., 1967). Dentre outros pesquisadores
importantes para pesquisa de farmacos antimalaricos, como Antoniana Krettli (Krettli,
2009) e Alejandro Katzin (Crispim et al., 2022).

2.1.2 Infeccado e ciclo biolégico do Plasmodium e manifestagdes clinicas da

malaria

Para desenvolver novas possibilidades de terapia para o tratamento da
malaria, € importante entender a biologia do parasito, e como este se manifesta
dentro do hospedeiro (Meibalan; Marti, 2017). A transmissdo da malaria se da
através da picada da fémea do mosquito Anopheles. Este € um 6timo vetor, pois
além de permanecer ileso com a presenga do parasito, as suas caracteristicas
biolégicas e adaptabilidade ecoldgica garantem a transmissibilidade da doenca
(Mbanefo, Kumar 2020).

Ao picar o ser humano, o mosquito injeta o Plasmodium na forma de
esporozoitos. Estes atingem a circulagdo sanquinea e migram para o figado, onde
se alojam nos hepatocitos e replicam-se na forma de merozoitos, sendo

posteriormente liberados na corrente sanguinea. Os merozoitos invadem os
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eritrocitos (ciclo eritrocitico), e se desenvolvem no estagio de anel, seguindo na
forma de trofozoitos e esquizontes, quando novos merozoitos reinvadem novos
eritrocitos. Parte dos parasitos em estagio sanguineo se desenvolvem em estagios
sexuais chamados gametdcitos, que acabam sendo capturados por outro mosquito
quando estes realizam o repasto sanguineo. No intestino do mosquito ocorre a
fertilizacdo e o desenvolvimento esporogbnico, originando novos esporozoitos que
migram para as glandulas salivares do mosquito, e assim recomega todo ciclo
(Meibalan; Marti, 2017). Na fase em que os parasitos estdo sob a forma de
trofozoitos, é formado um vacuolo digestivo que € um lisossomo especializado. Este
€ visivel, e é nesta fase que a hemoglobina é captada pelo parasito através de um
citostomo e entregue no vacuolo digestivo, onde sofre digestdo por varias enzimas,
entre elas as falcipainas (Edgar et al., 2022).

Figura 3 - Ciclo do Plasmodium sp no ser humano
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Fonte: adaptada de Edgar et al., 2022.
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ApOs a captura da hemoglobina para o vacuolo, ocorre uma sucessao de
eventos dirigidos por proteases. Comegando pelas plasmepsinas, que iniciam o
processo de degradagdo da hemoglobina (Liu et al., 2005), seguido pelas cisteinas
proteases falcipainas. Todo esse processo leva a liberacdo de aminoacidos que
serao utilizados tanto para nutricdo do parasito, como para sintese proteica (Patra et
al., 2023).

As manifestacbes clinicas da malaria estdo associadas aos estagios
eritrociticos assexuados, no qual a forma de anel se desenvolve em forma de
esquizontes que por sua vez liberam merozoitos (Meibalan; Marti, 2017). Os sinais e
sintomas clinicos nos seres humanos podem se manifestar de diferentes formas,
que vao desde sintomas como febre, anemia, coma e até mesmo morte. O quadro
clinico no hospedeiro pode variar de acordo com o seu sistema imune e o grau de
parasitemia induzida pelo Plasmodium (Su et al., 2019). Na malaria ndo complicada,
a febre é o sintoma mais observado, mas sem sinais clinicos ou laboratoriais que
indiquem gravidade ou disfuncdo de o6rgéos vitais. Nesse caso, a doenga é
facilmente tratada através de antimalaricos. O paciente tendo uma boa adesao ao
tratamento, consegue uma boa recuperagdo (Milner 2018). E considerada uma
malaria grave, quando ha o comprometimento de érgéos vitais, além de provocar
choque, edema pulmonar, sangramento significativo, convulsdes, consciéncia
prejudicada e anormalidades laboratoriais, como insuficiéncia renal e acidose (Daily,
Minuti, Khan 2022).

Um dos maiores problemas ocasionados pela malaria, € a anemia. Esta pode
ocorrer em qualquer idade, mas sao as criangas e as mulheres gravidas que
apresentam as situagdes mais graves. Além de ocasionar a hemdlise dos eritrocitos,
a malaria ainda provoca diseritropoiese na medula 6ssea, 0 que prejudica a
producao de novos glébulos vermelhos, e consequentemente retarda a recuperagao
da anemia. A anemia provocada pela malaria pode se agravar, tendo muitas vezes o

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

2.1.3 Cisteina-Proteases: falcipainas

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

divididas em grupos de acordo com o seu mecanismo catalitico usado durante uma
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hidrolise. Os principais tipos cataliticos s&o: serina, treonina, aspartato, metalo e
cisteina proteases. As cisteinas-proteases apresentam algumas semelhangas com
as proteases de serina, mas devido a camada extra de elétrons presentes no
enxofre do grupo tiol, sdo melhores nucledfilos. E observado um grande interesse no
estudo pelas cisteinas-proteases, devido sua importancia 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
bioldgicos (Sajid, Mckerrow 2002).

A funcdo de cisteinas-proteases e dos efeitos de seus inibidores no P.
falciparum vem sendo estudada desde 1987 (Rosenthal, 1987). Posteriormente
foram codificados genes de cisteinas-proteases referentes a familia das papainas
(Rosenthal, Nelson 1992), sendo conhecidos como: falcipaina-1 (FP-1), falcipaina-2
(FP-2) (Shenai et al., 2000), falcipaina-3 (FP-3) (Sijwali et al., 2001) e falcipaina-2’
(Singh et al., 2006).

As falcipainas sdo de grande importancia para manutencdo do ciclo de vida
do P. falciparum. Estas enzimas atuam na invasdo aos eritrocitos, degradagao da
hemoglobina, e no seu desenvolvimento proteolitico de forma geral. Sendo assim
um o6timo alvo terapéutico, e por isso diversos estudos tém sido realizados para
buscar inibidores dessas enzimas (Rojas, Cabrera-Muiioz, Valonso-del-Rivero 2019;
Rosenthal, 2020). A inibicdo enzimatica bloqueia a hidrélise da hemoglobina de
forma a impedir o fornecimento de aminoacidos para a sintese de proteinas no
parasito (Sijwali et al., 2001; Ettari et al., 2021). As falcipainas se localizam dentro do
vacuolo alimentar, e tem um bom funcionamento em um pH acido (Sijwali et al.,
2004).

Estudos mostram que a falcipaina-1 (FP-1) apesar de ser expressa em
parasitos em seu ciclo eritrocitico, parece nado ser imprescindivel para o seu
desenvolvimento intraeritrocitico, ou para a invasao em novos eritrocitos (Rosenthal,
2020; SIJWALI et al., 2004). Ja as falcipainas 2 e 3 tem grande importancia durante
o ciclo do parasito, no qual a inibicao destas enzimas leva ao bloqueio da hidrélise
da hemoglobina, assim como também interrompe o ciclo de vida do parasito
(Rosenthal, 2020).

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

principais papainas nos parasitos eritrociticos. Ambas sao expressas por trofozoitos,
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sendo a FP-2 expressa principalmente nos trofozoitos iniciais e a FP-3 nos
trofozoitos maduros e esquizontes. Parecem estar localizadas no vacuolo alimentar,
local de hidrolise da hemoglobina (Rosenthal, 2020; Sijwali et al., 2001). Pelo fato da
similaridade, compartilhando cerca de 68% de homologia, algumas substancias
acabam inibindo duplamente essas enzimas (Rana et al., 2020).

A porcao catalitica da FP-2 e FP-3 consiste em um terminal amino que
contém um “nose-like” composto por dezesste aminoacidos e medeia o dobramento
destas falcipainas no seu estado ativo. Essa regido catalitica, denominada como
“nose-like” ndo esta presente em outras proteases da familia da papaina. Ja préximo
ao terminal carboxi (que n&o é catalitico) encontra-se um sequéncia de 14
aminoacidos (chamado de “arm-like”) que medeiam a interagdo com a hemoglobina
(Wang et al., 2006).

As regides de interagao entre a FP-2 e a hemoglobina sdo os aminoacidos:
glutamina-185 e valina-187 na regido C-terminal. Ja na falcipaina-3 o residuo
asparagina-194 € necessario para a hidrdlise da hemoglobina. Estas regides s&o
importantes alvos de inibicdo mediada por drogas (Pasupureddy et al., 2019).

Ambas se apresentam como bons alvos para antimalaricos, porém a inibicéo
da FP-3 se mostra melhor, ja 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, ndo ha uma maior elucidagao sobre o porqué do
parasito ndo conseguir se recuperar pelo bloqueio a FP-3.

A FP-2 ¢é sintetizada na forma de zimogénio, e sua regido pré-dominio é
capaz de inibir a atividade da enzima madura (Pandey et al., 2009). Estas enzimas
apresentam dominios “pr6é” e “maduros” que se ligam através de interagdes
conhecidas como “hot-spot”, importantes para a integridade estrutural da enzima no
estado de zimogénio. Ao romper tais ligagdes a enzima fica entdo ativa. Assim, esta
regido tem sido investigada como local para inibicdo alostérica, bloqueando o auto
processamento da enzima (Pant ef al., 2018). A regido de dominio e pro-dominio
maduro da FP-2 e da FP-3 interagem por meio de pontes salinas e interagbes
hidrofébicas (Sundararaj et al., 2012).

O estudo das falcipainas como alvos terapéuticos é valido por elas terem um

papel essencial na patogénese da malaria. O fato de terem estruturas cristalinas
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disponiveis, e por conter bolsos cataliticos facilita o desenvolvimento de novas
drogas (Patra et al., 2023).

2.1.4 Cisteina-Proteases: berghepainas

O Plasmodium berghei, é a espécie mais utilizada em estudos in vivo para
antimalaricos (Stoye et al., 2019; Udu, Oyweri, Gathirwa, 2021; Walter et al., 2021;
Uddin et al., 2022). E importante investigar os parasitos de roedores, tendo em vista
que os modelos murinos sao essenciais para descoberta de novos antimalaricos. Se
para o Plasmodium falciparum as cisteinas proteases presentes sao as falcipainas;
para o Plasmodium berghei, sdo as berghepainas. Porém, o P. berghei apresenta
um repertorio de proteases menor, sendo a berghepaina-1 (BP-1) um értologo da
FP-1 e a berghepaina-2 (BP-2) um 6rtélogo 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 infecgdo no estagio sanguineo apds a inoculagao do esporozoito. Foi
visto que esse mutante apresenta uma restrigdo de invasao a reticulocitos. Assim a
BP-1 tem funcdo importante em ampliar as possibilidades do parasito de infeccéo
eritrocitaria, podendo infectar normécitos. Além disso, foi visto que a BP-1 tem papel
importante para infectividade hepatica e eritrocitaria por merozoitos, principalmente
nos merozoitos derivados de hepatocitos, que embora estruturalmente semelhantes
aos merozoitos eritrociticos, ndo sao idénticos. Viu-se também uma fungdo desta
protease na infec¢ao de gldbulos vermelhos maduros.

Com arquitetura semelhante ao de falcipainas, a BP-2 é o unico homadlogo da
FP-2 e FP-3, com 53% e 49% se semelhancga respectivamente. Também apresenta
uma semelhanca de 78% com a vinckepaina-2, protease relacionada ao parasito P.
vinckei (Singh et al., 2007).

Apesar da BP-2 ser um ortdlogo da FP-2, ambas apresentam diferentes
atividades bioquimicas. Estudos mostram que a BP-2 apresenta atividade 6tima em
pH de 5,5-6,0, e estudos de mutagénese mostram substituicdo de aminoacidos
Val63 e Arg230 da BP-2, o que pode explicar essas diferengas bioquimicas 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 nao ter participacdo na clivagem de proteinas no citoesqueleto,
consequentemente ndo ocasionando ruptura eritrocitaria. Devido as diferencas
bioquimicas, existe uma preocupagcdo quanto ao uso de P.berghei em modelo
animal para triagem de inibidores FP-2 (Cheryl, Liuh-Ling; Tiow-Suan, 2005).

Assim como as falcipainas, a BP-2, estda envolvida na digestdo de
hemoglobina. Um estudo com mutantes de P. berghei, ausentes de BP-2,
demonstrou uma diminuicdo da presenga de hemozoina (pigmento proveniente da
degradagao de hemoglobina), e consequentemente um aumento da concentragéo
da hemoglobina no citoplasma de reticulocitos. Foi visto que o nocaute de BP-2
exibiu uma replicagdo reduzida em comparacdo com os parasitos controle. Mas
apresentaram resisténcia a cloroquina, podendo implicar em um mecanismo de

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

2.1.5 Antimalaricos e resisténcia parasitaria

A quimioprofilaxia e o tratamento para o combate a malaria sdo determinados
de acordo com a espécie do Plasmodium, e o estagio do ciclo em que as
substancias irdo atuar, podendo ser: esquizonticidas sanguineos (agindo no estagio
eritrocitico assexuado do parasito), esquizonticidas teciduais (0o alvo sédo os
hipnozoitos), gametocitocidas (acédo no estagio eritrocitico sexual do parasito) e
esporontocidas (inibem a formacg&o de oocistos). Os esquizonticidas sanguineos s&o
o primeiro o principal alvo da maioria dos antimalaricos (Shibeshi et al., 2020).

Atualmente os medicamentos antimalaricos sdo categorizados em trés tipos:
compostos  aril-amino-alcool (quinina, quinidina, halofantrina, lumafantrina,
cloroquina, amodiaquina, mefloquina, etc); antifolatos (proguanil, pirimetamina,
trimetoprim, etc) e lactonas sesquiterpénicas (artemisinina, dihidroartemisinina,
artesunato, arteméter, etc) (Kumar, et al., 2018) (Figura 4). Para a malaria grave, o

artesunato intravenoso € a terapia de primeira linha (Daily, Minuti, Khan 2022).
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Figura 4 - Compostos antimalaricos
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Os compostos quinolinicos como a cloroquina, afetam a polimerizacdo da
hemozoina, formando assim um complexo téxico ao protozoario. A cloroquina é um
dos medicamentos mais antigos utilizados, porém tem apresentado resisténcia
principalmente pela espécie Plasmodium falciparum, e vem sendo substituida pelos
derivados de artemisinina. O mecanismo de resiténcia se da por mutagdes nos
transportadores PfCRT  (Plasmodium falciparum  Chloroquine  Resistance
Transporter) resultando em um aumento do efluxo de cloroquina do vacuolo
digestivo. Assim como também para a mefloquina, cujo mecanismo de resisténcia
também se da por mutagdes no transportador PfMDR1 (Plasmodium falciparum
Multidrug Resistance 1), ocorre um aumento da expressdo das hemoglobinases
plasmepsina 2 e 3 (PM2/PM3, no vacuolo 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 formagdo das bases
purina e pirimidina e sintese do acido fdlico respectivamente, o que impede a
replicacdo do parasito. O mecanismo de resisténcia se da por mutagdes nos genes
de tais enzimas (Bansal et al., 2017 Shibeshi et al., 2020).

Os compostos como artemisinina e seus derivados, sdo antimalaricos muito
potentes e com rapida acdo. Seu mecanismo de agao é diverso, podendo alquilar
proteinas e lipidios, interrompendo fungdes biolégicas essenciais, levando o parasito
a morte (Wang et al., 2015). Apesar da sua alta eficiéncia, os parasitos apresentam
mecanismos de resisténcia aos derivados de artemisinina. Polimorfismos no dominio
hélice do gene kelch-13 (k13) de P. falciparum, podem ser usados como marcadores
moleculares para o monitoramento do surgimento e propagacgdo da resisténcia
nesses antimalaricos (Paloque et al., 2022). Assim, hoje a Terapia Combinada de
Artemisinina (TCA) é o tratamento de primeira linha, pois une a agéo rapida e curta
das artemisininas (ou derivados), com a agao mais prolongada de um outro
antimalarico (Kavishe et al., 2017). Portanto as TCAs atualmente recomendadas
sao: arteméter + lumefantrina, artesunato + amodiaquina, artesunato + mefloquina,
artesunato + sulfadoxina-pirimetamina e dihidroartemisinina + piperaquina,
artesunato + pironaridina (WHO, 2018).

O uso de medicamentos antimalaricos e de inseticidas para os vetores sao
formas de controlar a propagacdo da doenga. Porém a resisténcia do parasito a
estes medicamentos requer que mais produtos sejam desenvolvidos, sendo uma
das limitagdes para o controle da malaria (Mbanefo, Kumar, 2020). A resisténcia aos
antimalaricos consiste na capacidade que os parasitos apresentam de sobreviver
e/ou multiplicar-se mesmo diante da administracdo de medicamentos com potencial
para elimina-los. Os fatores que facilitam a resisténcia aos antimalaricos, podem ser
diversas, desde a baixa adesdo do paciente ao tratamento como também a baixa
eficiéncia do produto, o que promove mutagdes genéticas do parasito (Shibeshi et
al., 2020).

A resisténcia dos parasitos aos antimalaricos € uma complicagdo ndo so6 da
regido africana, mas também de outras regides do mundo. O P. falciparum
desenvolveu resisténcia a cloroquina em varios lugares do planeta, inclusive na

Africa (Daily, Minuti, Khan 2022). A prevaléncia de mutacdes génicas presentes nos
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parasitos aumentou significativamente, o que provocou até mesmo resisténcia a
terapias de primeira linha, como as artemisininas. Este fato representa uma forte
ameaca ao controle da malaria em todo mundo, e é por isso que terapias
combinadas tém sido necessarias para se obter respostas mais efetivas (Balikagala
et al., 2021). O estudo gendmico dos parasitos € de suma importancia para entender
as caracteristicas de cada espécie e os mecanismos de resisténcia que estes tem
desenvolvido aos antimalaricos. Assim como também para o desenvolvimento de
vacinas de combate a esta doencga (Su et al., 2019).

Ha muitos anos investigagdes vem sendo realizadas para a descoberta de
vacinas eficazes contra a malaria. Os pesquisadores Ruth e Vitor Nussenzweig
(1967) descobriram que os camundongos poderiam ser protegidos da malaria
através da imunizagdo com esporozoitos 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 tém investigado sobre o desenvolvimento de vacinas para o
tratamento da malaria, porém identificar o antigeno alvo ideal do parasito tem sido
um desafio. Varios antigenos contra diferentes estagios (esporozoitas, merozoita e
fase sexual) tem sido testado, mas devido a complexa antigenicidade e aos
mecanismos de ataque imunoldgico do P. falciparum, ainda ndo temos uma vacina
altamente eficaz contra a malaria. O que também justifica a busca por novas

substancias com potencial antimalarico (Bonam et al., 2021).

2.2 SUBSTANCIAS SINTETICAS

2.2.1 Sintese organica

A sintese organica possibilita maior rapidez na produg¢édo de novos
medicamentos. E, ao utilizar metodologias in silico, tem-se tido um aumento da
eficiéncia e diminuicdo de custos para produgao de novas moléculas (Somani et al.,
2017).

37



Melo, CR

Uma dificuldade quanto a sintese organica, é o uso de grandes quantidades
de solventes. Porém cada vez mais tem sido utilizado solventes mais ecoldgicos e
ambientalmente sustentaveis (Sheldon, 2019).

As universidades desempenham importante papel no desenvolvimento de
novas moléculas para producdo de medicamentos em laboratérios industriais. A
alianga entre industria e Academia possibilita a inovagcdo tecnolégica e
medicamentosa. Ha um bom retorno cientifico e financeiro sobre os investimentos
realizados na pesquisa de sintese organica. Mas, apesar das vantagens de inovagao
que a sintese organica oferece, esta também apresenta limitagdes, sendo, portanto,

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

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

A reacdo de Moryta-Baylis-Hillman consiste em uma condensagdo entre
olefinas, que atuam como nucledfilos, e compostos carbonilicos (aldeidos, cetonas e
iminas), que atuam como eletréfilos. Em geral esta reacéo é catalisada por bases de
Lewis, que levam a formagdo de uma nova ligagdo o carbono-carbono e de um
centro estereogénico, fornecendo assim compostos polifuncionalizados (Figura 5).
Os produtos desta reacdo sao utilizados para diversas transformacdes sintéticas,
podendo ser aplicadas para o desenvolvimento de substancias bioativas relevantes
(Santos et al., 2023).

Figura 5 - Representagao Geral da Reagcao Morita-Baylis-Hillman
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Moléculas que apresentam aceptores de Michael tém-se mostrado potenciais
inibidores de cisteina proteases. Tais estruturas alquilam irreversivelmente o residuo
de cisteina do sitio ativo das proteases por meio da adicdo de um conjugado. Esta
classe de inibidores inclui sulfonas vinilicas, derivados de carbonila a,B-insaturados
e derivados diversos. O mecanismo geral de inibigdo acontece através da adigdo do
aceptor seguido de um ataque ao carbono 3 pelo residuo de cisteina do sitio ativo, e
posteriormente de protonacédo do carbono a para formar o derivado tio éter (Figura
6) (Santos, Moreira 2007; Kunakbaeva; Carrasco; Rosas, 2003).

Figura 6 - Mecanismo de inibicao de cisteina-protease através de aceptores de
Michael
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Fonte: Santos, Moreira 2007

Na literatura ha diversos estudos de inibidores que realizam ligagoes
covalentes irreversiveis, e formam hemitiocetais e tiocetais com o tiol do residuo de
cisteina no sitio ativo (Kunakbaeva; Carrasco; Rosas, 2003). Aceptores de Michael
como vinil sulfonas sao inibidores covalentes de FP-2 que inibem irreversivelmente a
protease, se comportando como um eletrofilo. A inibicdo irreversivel de uma
protease parasitaria é o ideal, enquanto uma reacéao reversivel com ligacao flexivel 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 cisteinas proteases, revelou a formagdo de um
arranjo de reagentes que diminui a energia do sistema de forma a facilitar a
formacdo de um intermediario tetraédrico reativo, que é a etapa determinante da
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velocidade da reacdo. E formado um complexo inicial, no qual a acrilonitrila funciona
com um eletrdfilo, que reduz a energia total do sistema. Nos complexos com
acrilonitrila é formado uma ligacéo de hidrogénio (H-Bond) entre o derivado de tiol e
o aceptor de Michael. No estado de transigao foi visto que a dupla ligagédo Co=Cp do
aceoptor de Michael aumenta enquanto o Ca —C1 diminui. Simultaneamente, o préton
envolvido no H-Bond com o atomo de enxofre, migra de volta para o Cg. Finalmente,
quando o intermediario tetraédrico é formado, a ligagcdo Cp — Ca torna-se uma ligagéao
simples, enquanto o Ca — C1 atinge um carater de ligacdo dupla (Kunakbaeva;
Carrasco; Rosas, 2003).

O composto 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il)  acrilonitrila, também
chamado de CHsISACN (Figura 1), € um aduto (produto da reagao) de Morita-Baylis-
Hillman (AMBH) e possui um aceptor de Michael (porgéo 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 Clso
= 8,37 ug/mL (Melo, 2020). Ainda, em estudos in vitro de hemdlise, apresentou uma
baixa citotoxicidade e boa viabilidade celular. A CH3ISACN tem se mostrado uma
molécula bastante promissora para o desenvolvimento de um protétipo de
medicamento para utilizar no combate a malaria. O estudo toxicolégico agudo in vivo
realizado com a CH3ISACN, seguindo a OECD 423 (2001), ndo provocou morte aos
animais, sendo a substancia classificada com uma DLso de 5000 mg/Kg (Melo,
2020). Assim, sabendo que a CH3ISACN possui um aceptor de Michael, e que tem
apresentado atividade inibitéria contra P. falciparum, esta molécula € um potencial
antimalarico e que pressupde uma possivel agcdo como um inibidor das falcipainas,

devendo, portanto, ser investigada nesse aspecto.

2.3 ESTUDOS TOXICOLOGICOS

2.3.1 Ensaios in vivo

Modelos animais sdo amplamente utilizados em estudos cientificos para
investigacao de novos tratamentos terapéuticos (Santos et al., 2016; Silva et al.,

2020). Isso se justifica pois através destes ensaios, € possivel aprofundar os
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conhecimentos sobre uma determinada doenca e obter formas de trata-la. Além de
também saber como a droga é biodistribuida, e se o que € ativo é a droga ou seu
metabotilo. Porém, o uso de animais € desafiador, e requer que o modelo a ser
escolhido seja devidamente avaliado, para que se consiga reproduzir um resultado o
mais préximo possivel para os seres humanos (Savoji et al., 2019).

A utilizagdo de animais em estudos cientificos, devem seguir principios éticos,
sendo a estrutura dos trés R (Replacement, Refinement, Reduction) bastante
difundida, e que visa o bem-estar do animal. Mas isto s6 tem significado se a
pesquisa apresentar valor cientifico significativo, portanto, para além destes
principios, outros também s&o importantes: robustez, registro e relatorio (Strech,
Dirnagl, 2019). Sendo assim, pesquisas utilizando animais devem ser autorizadas e
devidamente supervisionadas por Comités de Etica de Animais, para averiguacdo do

cumprimento da lei (Macarthur, Sun 2020).

2.3.1.1 Toxicidade de doses repetidas

E primordial para o desenvolvimento de novos medicamentos, que sejam
realizados estudos toxicoldégicos in vivo, em abordagem nao-clinica, para que se
tenha uma maior seguranga sobre seu uso e diminua a probabilidade de riscos a
saude do individuo, em testes clinicos posteriores (Da Silva et al., 2021).

No Brasil, a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), € a
responsavel pela regulamentacdo dos testes toxicoldgicos através do “Guia para a
conducdo de estudos nao clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica
necessarios ao desenvolvimento de medicamentos” (ANVISA, 2013). Entretanto,
outros protocolos sdo amplamente utilizados, e reconhecidos mundialmente, que
sdo regulamentados pela Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD) (Burgdorf et al., 2019).

Existem diferentes tipos de ensaios toxicolégicos, e com diferentes
finalidades. Os toxicologistas costumam dividir a exposigcdo de uma substancia ao
animal em quatro tipos: aguda (exposicdo dentro de 24 horas, com uma unica
administracdo ou repetidas administragdes dentro deste periodo), subaguda

(exposicao repetida durante um més ou menos), subcrbnica (exposigdo repetida
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durante 1 a 3 meses) e cronica (exposi¢ao repetida por mais de 3 meses) (Klaassen,
Watkins 2009).

Respostas toxicologicas diferentes podem ser obtidas apds a exposi¢do de
uma substancia uma unica vez, comparando com a exposi¢cao da mesma de forma
repetida (Mohammadpour et al., 2019). Nos estudos toxicolégicos nao-clinicos in
vivo, 0 ensaio agudo antecede as demais etapas. Um dos protocolos agudos
bastante utilizado € o da OECD 423 (2001), no qual pode ser estimada a DLso e
determinado faixas de exposicdo a substancia nas quais a letalidade é esperada,
sendo seu principal objetivo a identificagdo ou ndo de mortes (Kalaimani, Mustafa
2017).

Ap0s a realizagédo do ensaio agudo, a depender dos resultados, € comum que
o estudo prossiga com a realizagdo do ensaio subagudo. Encontramos na literatura
varias pesquisas que realizam inicialmente a OECD 423 e seguem para a avaliagéao
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 administracdo da substancia repetidamente por 28 dias em ratos ou
camundongos. Através deste método, € possivel avaliar parametros importantes:
aspectos clinicos, perfil hematoldgico, bioquimico e histologico. As alteragdes
nesses parametros, podem sinalizar efeitos tdéxicos. Os érgaos reguladores exigem
que tais testes sejam realizados para caracterizar o potencial toxicolégico de uma
substancia (OECD, 2008).

A exposicao repetida a uma substancia durante um periodo de tempo permite
avaliar as possibilidades de efeitos cumulativos no organismo (Al-Afifi et al., 2018),
ajudando assim a compreender provaveis efeitos adversos. Além de ser considerado
um estudo base para realizagdo posteriormente de ensaios subcrénicos e crénicos
(Klaassen, Watkins 2009). Os testes toxicologicos de doses repetidas em animais
sdo considerados obrigatérios, antes que se avance para os demais estudos, até
chegar no estagio clinico e posterior comercializacdo do medicamento (Mirza,
Panchal 2020).
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2.3.1.2 Teste de microntcleo

Para melhor garantia da seguranca da substancia estudada, além destes
testes toxicologicos, também ¢é importante a realizacdo de ensaios de
genotoxicidade (Hayashi, 2016). Sabendo que substéncias quimicas podem
ocasionar mutagdes no DNA, resultando em cancer, testes de genotoxicidade s&o
exigidos pelas agéncias reguladoras, sendo o ensaio do cometa (CA) e o ensaio do
micronucleo (MNA) como os mais utilizados (Araldi et al., 2015).

O teste de micronucleo 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 presenga de eritrocitos
hipercromaticos com micronucleos visiveis ao microscépio (Do Carmo; Leal; Ribeiro,
2020; Uchba, Magalhaes 2020). Os micronucleos sao fragmentos de cromossomos
que nao sao incorporados no nucleo da célula-filha em uma divisao celular. A maior
frequéncia de micronucleos presentes em um organismo, maior é o indicativo para
realizacdo de métodos citogenéticos em individuos que foram expostos de forma
cronica a uma determinada substancia (Agostini 1993; Uchda, Magalhaes 2020).

A OECD 474 (2014) traz o protocolo para realizagdo do teste do micronucleo
in vivo em mamiferos, geralmente em ratos ou camundongos. A substancia
estudada é administrada ao animal (pela via apropriada, geralmente é gavagem), e
24 horas apés a exposicao, € coletado o sangue (medular ou periférico) do animal.
O objetivo é a identificacdo de danos induzidos pela substéncia teste nos
cromossomos ou no aparelho mitético dos eritroblastos. Como controle positivo de
referéncia utiliza-se, costumeiramente, a ciclofosfamida, um agente quimioterapico
utilizado no tratamento de varias doencgas, de uso limitado que ocasiona toxicidade
genética (Shokrzadeh et al., 2021).

2.4- AVALIACAO FARMACOLOGICA

2.4.1 Estudo antiplasmodial in vivo

O uso de animais na pesquisa cientifica ajuda a compreender a fisiopatologia
das doencgas, e é por isso que sao utilizados para obtencdo de maior conhecimento
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médico, ajudando a aliviar o sofrimento humano. E inegavel a contribuicdo dos
modelos animais para a saude humana, sendo importante também que sua
utilizac&o seja devidamente regulamentada (Robinson et al., 2019).

O uso de modelos animais em pesquisas farmacoldgicas para o tratamento
da malaria faz parte de muitos protocolos, seja para descoberta de vacinas ou
medicamentos (Holz et al., 2020)

Tendo em vista que os parasitos sao espécie-especifico, € comum que sejam
realizados inicialmente estudos in vitro com cepas de P. falciparum e para a mesma
substancia, nos estudos in vivo utilize cepas de P. berghei (Stoye et al., 2019; Walter
et al., 2021; Uddin et al., 2022). Assim, mesmo a substancia apresentando um
resultado com alta atividade antiplasmodial in vitro, e moderada atividade
antiplasmodial in vivo, a substancia pode ser considerada como um potente agente
antimalarico (Waiganjo et al., 2020).

O parasito realiza ciclos repetidos de invasdo e replicagdo nos eritrocitos
humanos, e é por isso que muitos medicamentos antimalaricos 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 sao realizados para melhor
investigacdo, e um dos ensaios vastamente utilizado € o teste de supressao (Peters,
1965).

O teste de supressio de quatro dias € um protocolo que permite avaliar se a
substancia estudada € capaz de reduzir a parasitemia do animal infectado por P.
berguei, comparando com o grupo controle. Os animais sao infectados no dia zero, e
posteriormente tratados por quatro dias. No ultimo dia de tratamento o sangue
caudal é coletado e realizado o esfregago. A porcentagem de parasitemia é
determinada pela contagem de hemacias parasitadas. Além disso, pode ser avaliado
se a substancia foi capaz de aumentar a sobrevida do camundongo infectado (Fang
et al., 2019). A infeccao por cepas ANKA de P.berghei é comumente utilizada em
estudos in vivo, e o teste de supressdo expressamente aceito na comunidade
académica (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 langado no mercado, s&0 necessarios
muitos estudos e experimentos, e, para acelerar este processo, varias estratégias
computacionais vém sendo utilizadas. O uso de metodologias in silico tem otimizado
a busca por medicamentos, reduzindo o tempo de pesquisa, mao de obra e custos.
Docking molecular, dindmica de simulagdo molecular (Shaker et al., 2021), e método
de fragmentagdo molecular com capas conjugadas (MFCC) s&o alguns dos estudos
in silico que permitem prever o nivel de afinidade e modo de interagdo 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 € uma estratégia significativa para o designer de
medicamentos, uma vez que possibilita a avaliacdo do acoplamento de um
candidato a farmaco ao seu alvo especifico (Rauf; Zubair, Azhar, 2015). A interagéo
do ligante com o receptor deve ter complementariedade geométrica e energeética,
para que se obtenha a estrutura mais estavel e de forma a minimizar a energia livre
(Fan, Fu, Zhang, 2019). Para realizagcdo da ancoragem molecular, a proteina pode
ser obtida do Protein Data Bank (PDB), que é o mais popular banco de dados
publico (Berman et al., 2000). Uma vez que a proteina alvo foi selecionada, existem
diferentes softwares para realizacdo do docking molecular. Um deles é o AutoDock
Vina, que apresenta uma rapida velocidade de processamento, e melhor precisao
das previsdes sobre o modo de ligagdo comparando com outros programas (Trott,
Olson, 2009).

As proteinas sao flexiveis, e isso implica na sua interagdo com o ligante. Por
isso, é importante que o candidato a farmaco seja submetido a procedimentos de
dindmica molecular, para que por meio desta simulagdo consiga prever o quéo
estavel é aquele complexo proteina-ligante (Shaker et al., 2021). A dindmica
molecular (DM) consegue reproduzir com sucesso os resultados experimentais, e
melhoram os resultados obtidos no docking (Rastelli et al., 2010). As simulagdes de
dindmica molecular permitem prever como cada atomo de uma proteina e outras
biomoléculas, irdo se comportar ao longo do tempo especificado, baseado em um
modelo geral da fisica. No decorrer desse tempo, produz um arquivo de trajetoria
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com os diferentes arranjos espaciais, movimentos e energias dos atomos
(Hollingsworth, Dror, 2018; Kanapp et al., 2010). Essas trajetérias podem ser
avaliadas pelos Métodos de Desvio Quadratico Médio (RMSD), e Flutuagado
Quadratica Média Raiz (RMSF) (Kanap et al., 2010).

O RMSD é uma medida obtida nas simulagcdes de dinamica molecular, que
permite avaliar o periodo de equilibrio do complexo e agrupar conformagdes
semelhantes (Sargsyan; Grauffel; Lim 2017). Ele permite avaliar o quanto as
conformagdes do complexo (proteina-ligante) se desviam da estrutura do cristal.
Sendo possivel avaliar a semelhanga das conformagdes ou se houve alguma
alteracdo conformacional, assim como se os complexos se estabilizaram. Ja o
RMSF calcula o deslocamento de um atomo ou de um grupo de atomos, comparado
a estrutura de referéncia, fazendo uma média sobre o numero de atomos, mostrando
como a proteina muda ao longo do tempo. Assim, o0 RMSF permite avaliar quais
regides tem maior flexibilidade. Geralmente os residuos terminais tém maior
flexibilidade. Quanto maior o valor do RMSF mais flexivel esta a proteina (Bhardwaj
et al., 2022).

Uma maneira de aprimorar as simulacdées de DM e simular os movimentos
dos atomos nas proteinas e ligantes alvo, é utilizando uma abordagem hibrida de
mecanica quantica e mecanica molecular (QM/MM). Permitindo assim entender o
comportamento dinamico de reagbdes quimicas a nivel molecular, sendo o
GROMACS um dos programas para realizagao de tais testes (Shaker et al., 2021).

O uso de métodos de mecanica quéantica (MQ) supera as limitagbes da
mecanica molecular (MM), permitindo uma maior precisdo na estimativa de afinidade
de ligacao entre um ligante e a proteina. O calculo mecanico quantico completo (ab
initio) das energias de interacdo intermolecular de proteinas, pode ser realizado
através do método de fracionamento molecular com capas conjugadas (MFCC). Este
ensaio in silico consiste em fragmentar a proteina nos seus aminoacidos, e calcular
a soma das energias de interacdo entre a molécula em estudo e cada residuo
fragmentado (Zhang, Zhang 2003). Essa € uma metodologia que vem sendo
bastante utilizada no desenvolvimento de novos farmacos, através da investigagéao

sobre os seus sitios de ligagao (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 eficacia antimalarica do
aduto CHsISACN, abordando a sua capacidade na redugdo da parasitemia, e

elucidar provavel mecanismo de acéao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar a toxicidade de doses repetidas da CH3ISACN in vivo

e Realizar triagem farmacolégica comportamental e observacao da
presenca de morte ou ndo dos animais;

e Avaliar o consumo de agua, ragao e evolugéo ponderal;

e Avaliar o efeito da substancia sobre os parametros hematoldgicos e
bioquimicos do sangue dos camundongos;

e Investigar os efeitos anatomopatolégicos e histopatolégico da
substancia em érgéos vitais dos camundongos;

e Pesquisar o potencial genotoxico da CHs3ISACN utilizando-se do
teste de micronucleo em eritrocitos de camundongos;

e Avaliar a atividade antiplasmodial da substancia através do teste de
supressao in vivo;

e Investigar o mecanismo de acdo do CHsISACN como um
antimalarico, através de sua inibicdo as cisteinas-proteases por
meio de ferramentas computacionais: Docking, Dindmica molecular
e MFCC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de Ensaios
Toxicologicos (LABETOX), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), coordenado
pela Prof?. Dr®. Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz. Os experimentos
antiplasmodiais foram realizados no Laboratério de Biologia da Malaria 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 Laboratério coordenado pelo Prof. Dr. Umberto Fulco, do

Departamento de Biofisica e Farmacologia da UFRN.

4.2 MATERIAIS

4.2.1 Substancia Teste

Foi utilizado o composto 2- (3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila
(CH3ISACN), que foi sintetizado e cedida pelo Laboratério de Sintese Organica
Medicinal da Paraiba (LASOM-PB), coordenado pelos professores Dr. Claudio
Gabriel Lima Junior e Dr. Mario Luiz Araujo de Almeida Vasconcellos, do
Departamento de Quimica da UFPB.

Para a preparacao de CHsISACN, duas etapas sintéticas foram realizadas
(Figura 7). A primeira envolveu a metilagao da isatina através de uma reagao do tipo
SN2 usando K2COs como base, e iodeto de metila como agente alquilante. Este
produto foi obtido como sdlido vermelho em rendimento de 98%. Posteriomente o
intermediario N-metil-isatina foi submetido a reagdo de Morita-Baylis-Hillman usando
acrilonitrila como aceptor de Michael e DABCO como catalisador, formando o aduto
CHs3ISACN em rendimento de 95% apds 90 minutos de reacgdo (Lima-Junior et al.,
2016).
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Figura 7 — Reagao para preparagao de CH3ISACN
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Fonte: Lima-Junior et al., 2016

4.2.2 Animais

Para o teste de toxicidade aguda foram utilizadas ratas Wistar (Ratus
novergicus), albinas, fémeas (nuliparas e ndo gravidas), 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 fémeas (nuliparas
e nao gravidas), com idade entre 8-10 semanas, pesando entre 25 e 30 g,
fornecidos pela Unidade de Producdo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), UFPB, e pela pela UPA da UFRN.

Todos os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno medindo
49X34X16¢cm contendo até 5 animais. Foram mantidos sob condi¢cées controladas
de temperatura de 22 + 3 °C, em ciclos de claro e escuro de 12 horas (6h00 as
18h00 claro e de 18h00 as 6h00 escuro) com livre acesso a agua e a uma dieta
controlada, a base de ragcdo do tipo pellets durante todo o periodo de
experimentagdo. Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da UFPB protocolo N°
1170270418 e 1572071218 (Anexo A) e da UFRN protocolo N° 278.005/2022
(Anexo B).

A eutanasia dos animais foi realizada por sobredose de solugcdo 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 METODOS

4.3.1 Ensaio toxicolégico in vivo

4.3.1.1 Toxicidade oral aguda

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o Guia para a
conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranga farmacoldgica
necessarios ao desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2013) e segundo a
OECD 423 (2001) com modificagdes. Os animais foram divididos em dois grupos:
controle e tratado. O grupo controle recebeu por via oral apenas o veiculo de
diluicdo (DMSO a 10%). Ja para o grupo tratado, foi administrado o derivado de
isatina CH3ISACN, sendo a dose de partida de 300 mg/kg com posterior repetigdo da
dose. A nao ocorréncia de morte direcionou o experimento a prosseguir utilizando a
dose de 2000 mg/kg, finalizando com uma nova repeticdo, 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 avaliacdo, os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestésicos (cetamina: 300 mg/kg e xilazina: 30 mg/kg), na intengcéo
de amenizar o sofrimento dos mesmos. Logo apds a eutanasia, o sangue dos
animais foi coletado para a realizacdo dos exames bioquimicos e hematoldgicos, e
entdo os 6rgaos coletados para analise anatomopatolégica e histopatologica. Os
resultados desta ultima analise serdo apresentados no seguinte trabalho, entretanto
os demais, ja foram divulgados na dissertagdo 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 substancia (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 distribuidos em um grupo controle e trés grupos tratados. Cada
grupo continha 10 animais, que foram separados por sexo (5 machos e 5 fémeas). O

grupo controle recebeu apenas o veiculo de diluigdo (DMSO a 1%), ja 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 avaliagdo, os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésicos (cetamina: 220 mg/kg e xilazina: 21
mg/kg), na intengdo de amenizar o sofrimento dos mesmos. Logo apds a eutanasia,

0 sangue dos animais foi coletado para a realizagdo dos exames bioquimicos.

4.3.1.3 Avaliagao comportamental

A triagem farmacol6gica comportamental € uma metodologia preliminar que
avalia parametros comportamentais nos animais que possibilitam caracterizar o
possivel efeito de uma droga no Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso
Autdbnomo (SNA) (Almeida; Oliveira, 2006). Apds a administragdo da CH3ISACN, foi
realizada a observacado de parametros 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 farmacolégica comportamental

ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

Quantificagao dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito

intenso

até 30 min

1h

2h 3h

4h

1-SNC

a — Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsoes

Piloerecao

Movimento intenso das
Vibrissas

Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedagao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

¢ — Outros comportamentos

Ambulacao

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega

Contorgdes abdominais

Abducéao das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO

Diarréia

Constipagao

Defecagdo aumentada

Respiragao forgada

Lacrimejamento

Micgao

Salivagao

Cianose

Tono muscular

Forga para agarrar

3 - MORTE

Fonte: Almeida; Oliveira, 2006
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4.3.1.4 Consumo de agua, alimento e avaliagao ponderal

Neste experimento foi avaliado o consumo de agua e racdo (na forma de
pellets) pelos animais durante todo experimento. Foram colocadas as mamadeiras
graduadas com agua e, no dia seguinte, era registrado o volume ingerido pelos
animais. Quanto ao consumo de alimentos, a racdo era colocada diariamente nas
gaiolas, e no dia seguinte, era contabilizado o peso consumido de ragdo. Ja a

pesagem dos animais foi realizada semanalmente.

4.3.1.5 Avaliagao laboratorial do sangue

Ao final dos 28 dias, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas.
Foram entdo administrados os anestésicos, e as amostras de sangue foram colhidas
a partir do plexo braquial, sendo coletadas em tubos contendo acido etilenodiamino
tetracético (EDTA) para determinagdo dos parametros hematolégicos. Foram
utilizados tubos com gel separador — Microtainer Becton Dickson® — posteriormente
centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm, para obtengcdo do soro para a

determinacao dos parametros bioquimicos.

4.3.1.5.1 Avaliagao dos parametros bioquimicos

Através das amostras de soro, foram realizadas as analises bioquimicas, que
consistiram nas dosagens de: glicose, colesterol total, ureia, triglicerideos, acido
urico (pelo método enzimatico), creatinina, transaminases aspartato amino
transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT), gama glutil transferase (GGT),
fosfatase alcalina (pelo método cinético) e proteinas totais (pelo método do biureto).
Foi utilizado o analisador bioquimico automatizado CHEMWELL-T. O potassio,
célcio, magnésio e cloreto foram determinados pelo analisador de ions seletivos
Electrolyte Analyzer AVLAB®.
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4.3.1.5.2 Avaliagao dos parametros hematolégicos

Nas analises hematoldgicas foram realizados estudos da série vermelha
(eritrograma), branca (leucograma) e contagem de plaquetas. No eritrograma houve
a contagem de hemacias, determinacéo do hematécrito, da hemoglobina, do volume
corpuscular médio (VCM), da concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM), da hemoglobina corpuscular média (HCM) e Red cell distribution width
(RDW). No leucograma foi realizado a contagem global dos leucdcitos. Para a
realizagcdo do hemograma e contagem de plaquetas, foi utilizado o analisador
hematolégico automatico (URIT-2900/3000 VETPLUS) com Software de

gerenciamento de dados.

4.3.1.6 Avaliagao anatomopatolégica e histopatolégica

Apoés a eutanasia, os orgaos foram examinados macroscopicamente. Em seguida
foi realizada a fixagcdo em solugdo de formaldeido a 10% dos 6rgéos: coragao,
pulmdes figado e rins. Apds 72 horas, os érgaos coletados foram desidratados por
imersdes sucessivas de 1 hora numa série crescente de alcool etilico a 70, 80, 90 e
100%. Em sequéncia foi realizada a diafanizagdo, com a impregnagao do material
em parafina. O material foi emblocado, e entdo realizado os cortes histolégicos e

preparacao das laminas para leitura.

4.3.1.7 Genotoxicidade

Para a avaliacdo do teste de micronucleo, foi seguido a OECD 474 (2014)
com modificagdes. Utilizamos doze camundongos fémeas, Swiss, com idade de 10
semanas. Estas foram divididas aleatoriamente em quatro grupos com trés animais
cada, sendo: grupo controle positivo (50 mg/Kg de ciclofosfamida), grupo controle
negativo (veiculo DMSO 1%), grupo tratado 1 (300 mg/Kg de CH3ISACN), grupo
tratado 2 (600 mg/Kg de CH3ISACN). A administracdo das substancias foi em dose
unica por gavagem, e 24 horas apoés foi realizada a coleta do sangue medular dos

animais via caudal. Os animais foram entdo 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 esfregago em laminas de
microscopio, secados ao ar, corados com pandtico, para a leitura das laminas via
microscopio com objetiva de 100x. Para avaliar o efeito mutagénico foi feito a
contagem de 1000 células por animal. A contagem foi realizada as cegas por um

unico avaliador.

4.3.2 Estudo farmacolégico

4.3.2.1 Infecgao

A infecgao experimental foi realizada de acordo com a metodologia adaptada
de Andrade-Neto et al., (2012). Nesta instancia, foi escolhido um animal infectado
com Plasmodium berghei ANKA, espécie Mus musculus, linhagem Swiss, com uma
parasitemia de 20%, analisada a partir do esfregago sanguineo, por meio do sangue
coletado da veia caudal do animal doador, no 12° dia apds a infecgdo. A Iamina foi
fixada com metanol e corada com Giemsa (na diluicdo de 65 yL de Giemsa em
1.000 yL de agua tamponada) e analisada em microscopio Optico com uma
ampliacdo de 1000x.

O animal doador foi submetido a 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 Experimentagdo Animal (CONCEA). Este foi colocado na
posicdo de decubito dorsal e realizou-se uma incisdo na regido final do esterno,
préximo ao processo xiféide, em seguida o coragao foi exposto para realizacdo da
puncéo intracardiaca, inserindo uma agulha (26 G) no atrio esquerdo, formando uma
angulacéo de 30° em relagédo 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 pL de heparina para 1.000 pyL de sangue total.

Foi diluido 100 uL de sangue total em 1.000 pyL de PBS estéril para
formulac&o do concentrado de eritrocitos a ser utilizado na infecgdo. Em seguida foi
retirado 10 yL desta solugdo para contagem global de eritrocitos por mm?® no
hemocitdmetro da camara de Neubauer, utilizando como calculo a multiplicacédo de 4
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fatores: o numero de eritrocitos contatos, o inverso da diluicdo do concentrado de
eritrocitos, o inverso da profundidade da camara e o inverso da area contada.

Em seguida, calculou-se a quantidade de eritrécitos infectados do animal
doador, por meio da proporg¢ao entre o numero global de eritrécitos e a porcentagem
de eritrécitos infectados (20%). Por conseguinte, através da propor¢cdo de
concentragdes especificas, foi encontrado o volume necessario para que cada
animal recebesse intraperitonealmente 10° eritrocitos infectados com P. berghei
ANKA, partindo do principio de que a concentracao inicial € o numero total de
eritrocitos infectados, a concentracdo final refere-se ao indculo parasitario e o
volume final compreende a quantidade de PBS para eluir os eritrocitos necessarios
para o inoculo parasitario, de modo que cada animal recebesse um volume de 200
uL da solugéo, contendo 10° eritrécitos infectados com P. berghei ANKA.

4.3.2.2 Ensaio antiplasmodial in vivo

Os testes antimalaricos 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 agua com 1%
de DMSO; Grupo 3: controle positivo com 15 mg de cloroquina; Grupo 4: controle de
orgdos. Todos os animais foram inoculados intraperitonealmente com 1x10°
eritrocitos infectados com P. berghei ANKA, exceto o grupo 4. Apoés periodo de
infecgcdo, os animais receberam o tratamento que foi continuado por 4 dias
consecutivos por via oral (gavagem) de acordo com a especificagdo de cada grupo,
em volume final de 200 yL por animal. No 5° e/ou 7° dia apds a infeccédo por P.
berghei ANKA, esfregacos sanguineos corados com giemsa foram examinados em
microscopio optico contando de 1.000-5.000 hemacias, de acordo com a densidade
parasitaria, para determinagcdo da parasitemia. A supressado de crescimento do
parasito nos grupos teste foi calculada em relagdo aos grupos controle sem

tratamento antimalarico como na férmula abaixo:
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(Parasitemia controle negativo — Parasitemia grupo teste) i
Parasitemia controle negativo

% de inibicdo =

A mortalidade cumulativa dos animais foi observada até a 1° morte dos
animais do grupo controle negativo (tratados apenas com agua e 1% de DMSO).

4.3.2.3 Avaliagao do mecanismo de agao - estudos in silico

4.3.2.3.1 Obtengao da estrutura do cristal da falcipaina e do ligante

Para realizacdo dos calculos do estudo in silico, foram utilizadas estruturas
cristalograficas das falcipainas, obtidas do banco de dados Research Collaboratory
for Structural Bioinformatics - Protein Data Bank (RCSB/PDB). Tais estruturas sao
identificadas por cédigos (resolugdes), sendo selecionados: PDB ID 3BPF e PDB ID
3BPM (KERR et al., 2009). Estes possuem um inibidor ligado a eles, mas nao ligado
covalentemente. A escolha do cristal a se trabalhar foi baseada naquele que tivesse
menor resolugdo. A estrutura do ligante (CH3ISACN) foi obtida a partir do programa

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

Quanto ao estudo da interagdo com as berghepainas, por essas proteinas
nao ter a estrutura cristalografica no RCSB/PDB, foi entdo pesquisado o proteoma
das berghepainas 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/AOAS509APV9/entry) E BP-2
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/AOAS09AMD7/entry). Apds selegdo do proteoma

foi feito o modelo usando o AlphaFold Protein Structure Database.

4.3.2.3.2 Ancoragem molecular (Docking)

Inicialmente (apenas para as falcipainas) foi removido o inibidor do cristal
3BPM através do UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). A partir disso, para todas
as proteinas, criamos uma caixa para delimitagdo da regido do docking. A criagéo da
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caixa foi baseada na regido acoplada pelos inibidores dos cristais avaliados. A
conversdo da proteina 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
proteina e ligante separados foram convertidos de PDBQT para PDB usando o
UCSF Chimera.

4.3.2.3.3 Dindmica molecular (DM) do complexo proteina-ligante

Antes de proceder para a DM, a protonacdo da proteina em pH 7.4 foi

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

para gerar os parametros do ligante para ser usado no GROMACS. Trés simulagdes
de 500 ns do complexo proteina-ligante foram submetidas a DM. Para tanto, o
programa GROMACS na versdo 2022 foi usado. O campo de forga escolhido foi o
Amber ffO9SB-ILDN para proteina e GAFF2 para ligante.

Para preparar o sistema, uma caixa cubica foi construida ao redor da proteina
de forma que a distadncia minima entre a caixa e qualquer atomo da proteina fosse
12 A. A caixa foi entdo preenchida com agua do tipo TIP3P, a mais recomendada
para esse campo de forgca. O sistema foi neutralizado com 11 ions de sddio (Na*).
Dessa forma, o sistema ficou pronto para ir para etapa de minimizagcéo de energia.

A etapa de minimizagdo de energia é necessaria para garantir que o sistema
nao tenha nenhum choque estérico ou geometria impropria depois da adigdo da
agua. O procedimento é feito em duas etapas de minimizagédo de energia. O primeiro
consistiu em no maximo 500 passos ou quando forca maxima atuando em qualquer
atomo alcangasse o valor menor que 50 kd/mol/nm usando o algoritmo ‘steepest
descent. Nesse caso, a proteina e ligante estavam com a posigao restringida de
forma que o foco ficasse no relaxamento do solvente que circunda o complexo. O
segundo passo da minimizagcao de energia foi realizado sem a restricdo da posicao.
Nesse caso 0 numero maximo de passos foi de 10.000 ou quando a for¢a aplicada
em todos os atomos fosse menor que 250 KJ/mol/nm.

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

estrutura inicial, o proximo passo foi equilibrar o solvente e os ions ao redor da
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proteina. Para atingir esse objetivo, foram definidas a pressdo 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 pressédo). Para tanto, os algoritmos modificados de
Berendsen et al (1984) e Hutter (2012) foram aplicados para ajustar a temperatura e
a pressao do sistema, respectivamente. Em ambas as etapas, as ligagbes com o
hidrogénio foram restringidas pelo algoritmo LINCS (Hess, 2008) e as restricbes
posicionais foram aplicadas na proteina e ligante para equilibrar o solvente ao redor
do soluto.

O método de soma Particle Mesh Ewald foi usado para calcular as interacoes
eletrostaticas de longo alcance, e um corte de 1 nm foi definido para interagées n&o
ligadas. Por fim, o algoritmo de salto-sapo (Hockney et al., 1974) foi utilizado para
integrar as equagbes de movimento, com um passo de tempo de 0,2
femtossegundos (fs). Antes da execucdo de DM, um pequeno conjunto NPT de 1 ns
foi realizado sem restricdo na posicdo da proteina e ligante, e a execucédo de
producdo de cada sistema idéntico foi realizada em 500 ns sem restricdo na
conformacdo do complexo. Um total de 5000 conformagdes do complexo proteina-
ligante foram produzidas a partir de cada execugcdo de DM. Cada execugao é
referida aqui como uma réplica.

Ap0s finalizar a simulagéo das trés réplicas, foram gerados os graficos de root
mean square deviation (RMSD) e fluctuation (RMSF) usando os comandos “gmx” do
pacote do GROMACS. Para visualizagdo das trajetorias obtidas nas DMs, o
programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) foi usado.

4.3.2.3.4 Andlise de interagao proteina-ligante usando QM/MM GBSA

Com intuito de analisar o melhor complexo obtido nas trés réplicas de
dinamica molecular, foi usado o programa 'gmx_MMPBSA' (Valdés-Tresanco et al.,
2021), o qual permite usar os arquivos gerados na DM para célculo da energia de
interagdo. Para cada réplica, os ultimos 100 ns (correspondente aos ultimos 1000
frames) foram analisados usando Quantum Mechanics/Molecular Mechanics
Generalized Born Surface Area (QM/MM GBSA). O funcional semi-empirico usado

foi o PM6-DH+, restringindo apenas aos residuos com até 5 A de distancia do
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ligante. Todos os outros residuos sao descritos por um campo de forga da mecanica
molecular, nesse caso o mesmo usado na dinamica molecular (Amber ff99SB-ILDN).
Apos finalizar os calculos da energia de interagdao do complexo na DM, o complexo

de menor energia procedeu para MFCC.

4.3.2.3.5 Determinagao do estado de protonagao e otimizagao da estrutura

Para avaliacdo dos estados de protonagado dos ligantes, assim como os
aminoacidos da proteina no pH fisioldgico, foram verificados usando o codigo
MarvinSketch versédo 17.24 (Marvin Beans Suite - ChemAxon) e o pacote Propka 3.1
(Olsson, 2011), respectivamente. Atomos de hidrogénio e cadeias laterais de
aminoacidos, nao resolvidos por difragdo de raios-X e, portanto, inexistentes nos
arquivos cristalograficos, foram inseridos nas estruturas e submetidos a otimizagao
classica da geometria durante a fixagdo dos outros atomos. Os atomos de
hidrogénio apresentam densidade eletrdbnica minima sendo, portanto, nao
identificados, ou ainda, identificados incorretamente nos arquivos de coordenadas
cristalograficas. Apenas cristais com resolucdo menores que 1.2 A oferecem
estrutura para a visualizagdo dos atomos de hidrogénio. Essa otimizagdo foi
realizada usando o campo de forga classico CHRAMM (Chemistry at Harvard
Molecular Mechanics), o qual €& configurado especificamente para moléculas
organicas, resultando em uma maior precisdo dos calculos (Momany, Rone
1992). Os critérios utilizados para a tolerancia de convergéncia foram 10-5 kcal/ mol
(variagdo total de energia), 10-3 kcal/mol (raiz quadrada média do gradiente RMS) e

10-5 A (deslocamento atdmico maximo).

4.3.2.3.6 Determinagao das energias de interagao e simulagao computacional

Foi utilizado uma metodologia da mecanica quantica ab initio, com base no
DFT para realizagdo dos célculos energéticos. Assim como também se utilizou um
meétodo de fragmentagdo denominado MFCC - método de fragmentagdo molecular
com capas conjugadas. Este método permite calculos envolvendo macromoléculas
bioldgicas, que tem como objetivo apresentar informagdes precisas a respeito das

energias de interagao moleculares. A ideia central do MFCC ¢é a particdo da energia
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de interacdo entre moléculas de proteina em quantias individuais de interagdo que
podem ser facilmente calculadas. Assim, a proteina € decomposta em fragmentos
de aminoacidos cujas extremidades recebem porgdes de segdes vizinhas. Entéo, a
energia de interacdo entre uma proteina e uma molécula pode ser obtida por
instrumento de combinagdes de energias de interagcdo entre fragmentos individuais
do sistema analisado, permitindo ainda, uma representacdo do ambiente local
durante a fragmentagao individual. O MFCC possibilita uma maior eficiéncia
computacional e tem importancia significativa no estudo de sistemas bioldgicos
complexos (Zhang; Zhang, 2003; Gordon et al., 2011).

Baseando-se no fato de que a identificagdo das interagcdes entre os residuos
das proteinas 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 aminoacidos (Ri)
das falcipainas e berghepainas, o fracionamento do sistema cumprindo o método
MFCC pbde 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 aminoacidos vizinhos (Ci-1/Ci+1). Em outro momento, o
residuo da proteina foi retirado Ri, obtendo-se L - Ci-1Ci+1 (segundo fragmento).
Posteriormente, o ligante L também retirado apresentando o terceiro fragmento Ci-
1RIiCi+1. Por fim, excluiu-se o ligante L e o residuo Ri, logrando o quarto e ultimo
fragmento que € composto apenas pelos aminoacidos vizinhos ao residuo, Ci-1Ci+1.
Estes residuos vizinhos sdo as denominadas “capas” constituintes do MFCC. Estas
‘capas” sdo anexadas no intuito de preservar a valéncia das ligagdes, bem como,
imitar o ambiente local das moléculas.

A partir do exposto, as energias de interacao entre os residuos da FP2/FP3,
BP1/BP2 e inibidores foram calculadas utilizando-se a seguinte equagao: El (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 constituido pelo
ligante L e o residuo Ri, que interagem de forma reciproca e os aminoacidos
vizinhos ao residuo, ja o termo E(L - Ci-1Ci+1) refere-se a energia do ligante L
simultaneamente com a energia das “capas” de Ri, Ci-1Ci+1. Enquanto isso,
E(Ci1RiCi+1), & a energia do conjunto constituido por Ri e vizinhos, e finalmente, o
ultimo termo E(Ci-1Ci+1) representa a energia da porgao formada pelas “capas” de

Ri. Os célculos energéticos para cada residuo no local de ligagao foram realizados
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usando o cédigo Gaussian G09 (Frisch et al., 2009), dentro do formalismo da DFT
utilizando o funcional B97D (Grimme, 2006) que inclui termos de dispersdo para
melhorar a descricdo de interacbes nao-covalentes. Este funcional foi utilizado
também em conjunto com a corregado de dispersdao D3 sob vacuo e o modelo de
solvatacdo COSMO para calcular as energias de ligagdo de alguns complexos
proteina-ligante dentro do esquema MFCC (Antony; Grimme, 2012).

Sabe-se que a maioria das interacdes biomoleculares ocorre em um ambiente
eletrostatico 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
€ igual a 10, 20 e 40, para representar o ambiente em torno de cada fragmento
obtido pelo esquema MFCC. Para representar a expansdo dos orbitais de
KohnSham para todos os elétrons, foi utilizado o 6-311+G (d, p), uma pequena base
de valéncia tripla-zeta definida junto com uma funcdo difusa adicional (+) e fung¢des
de polarizagdo (d, p). Para evitar a auséncia de interagdes importantes, uma
avaliagcdo completa da convergéncia para a energia de ligagao foi produzida de
acordo com o raio da bolsa de ligagao ao ligante, estabelecendo um limite para o
numero de residuos de aminoacidos a serem investigados. Para isso, foi adicionado
a energia de interagdo individual desses residuos de aminoacidos, esferas
imaginarias, 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 préximo numero natural na sequéncia. Assim, o raio
da bolsa de ligagéo r alcanga convergéncia sempre que a variagao de energia no

raio consecutivo for menor que 10%.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para os estudos in vivo, a analise estatistica dos dados foi realizada através
do programa GraphPad Prism, versdo 6.0. Inicialmente foi realizado o teste de
normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. Os dados que obedeceram ao critério de
distribuicdo de normalidade foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA),
seguido pelo poés-teste de Tukey. Os dados que nédo atenderam ao critério de

normalidade foram analisados pelo Teste Nao-paramétrico de Kruskal-Wallis,
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seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Para analise in vivo antiplasmodial
foi utilizado o teste T- student. Foi considerado como significativo os testes que
apresentaram nivel de significAncia menor que 5% (p-valor<0,05). Ressalta-se ainda
que os resultados foram expressos em média e erro padrao (e.p.m.) ou desvio

padrao da média.
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5. RESULTADOS

5.1 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

5.1.1 Estudo in vivo nao-clinico de doses repetidas em roedores

5.1.1.1 Avaliagao comportamental

ApOs a administragado da substancia CHsISACN por via oral na dose de 300
mg/Kg, 150 mg/Kg, e 75 mg/Kg, foi realizada uma avaliagdo comportamental dos
animais, a cada 30 minutos por quatro horas no primeiro dia de administracao, e
depois diariamente durante os 28 dias. Em todos os grupos n&o foi notado nenhum
tipo de alteragdo comportamental dos animais em estudo. N&o sendo evidenciados
sinais depressores ou estimulantes do SNC, bem como nado foi demonstrado
nenhum sinal relacionado a alteragdo no SNA. Porém, na primeira semana de
experimentagdo, 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 estaveis durante todo experimento, nao

podendo considerar que estas mortes ocorreram pela administragdo da CH3ISACN.

5.1.1.2 Avaliagao do consumo de agua e ragao

O consumo de agua e ragédo dos animais foi monitorado durante todo periodo
de experimentacdo. Na tabela 1 podemos observar que nao houve nenhuma
alteracao estatisticamente significativa no consumo de agua das fémeas. Quanto ao
consumo de ragao, as fémeas tratadas com a dose de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg
consumiram menos ragdo em comparagdo com o0s animais do grupo controle
(Grafico 1).
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Tabela 1- Avaliagao do consumo de agua e ragao dos camundongos fémeas
tratadas com CHs3ISACN nas doses de 300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg.
Controle 300mg/Kg 150 mg/Kg 75 mg/Kg

Consumo de Agua 28,54+ 1,01 25,00+ 1,65 26,32 + 1,04 27,11 £ 1,82
(mL) Fémeas

Consumo de Ragédo 25,71+0,57 19,25 £ 0,902 19,68 £ 0,712 23,86 £ 0,84
(g) Fémeas

Os dados estédo apresentados como média + erro padrdo da média. Analise por Anova, seguido
também pelo pos teste de Tukey. Legenda: @ p<0,05 comparado com grupo controle

Grafico 1- Grafico 1 - Consumo de ragdao de camundongos fémeas tratadas
com a substancia CHsISACN
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Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Andlise por Anova, seguido
também pelo pds teste de Tukey. Legenda: 2 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 agua e ragao em relagdo ao
grupo controle (Graficos 2 e 3).

Tabela 2- Avaliagao do consumo de agua e ragao 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 Agua 44,43+1,89 32,21 + 2,242 35,61+ 1,902 43,61 £1,48
Machos (mL)

Consumo de Ragao 34,89%1,18 22,14 £ 1,702 20,04 + 1,062 30,46 + 1,23
Machos (g)

Os dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média. Andlise por Anova, seguido
também pelo pos teste de Tukey. Legenda: @ p<0,05 comparado com grupo controle
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Grafico 2 - Consumo de agua de camundongos machos tratados com a
substancia CH3ISACN.
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Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Andlise por Anova, seguido
também pelo pos teste de Tukey. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle

Grafico 3 - Consumo de ragdao de camundongos machos tratados com a

substancia CH3ISACN.
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Os dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média. Andlise por Anova, seguido
também pelo pos-teste de Tukey. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle.
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5.1.1.3 Avaliacao da evolugao ponderal

No estudo da evolugcdo ponderal dos animais, foi observado que as fémeas
tratadas nao tiveram alteragao significativa em seu peso ao comparar com 0 grupo

controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliagao da evolugao ponderal dos camundongos fémeas tratadas
com CHsISACN 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 26,00 + 1,6 28,40 +0,6 29,20+0,8 30,40 £ 1,01
ambientacao
1° semana 29,80 + 1,07 30,40 + 1,63 31,00 £ 0,84 34,40 £ 1,54
2° semana 31,00 £ 1,41 26,40 + 0,93 28,00 + 1,23 32,00+ 1,64
3° semana 32,20+ 0,97 29,20+ 1,02 29,60 + 1,21 33,40 + 2,86
4° semana 33,60+ 0,68 31,60+ 1,12 29,60 + 1,44 34,00 + 1,61

Os dados estédo apresentados como média + erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo pds-teste de Dunnett. Legenda: @ p<0,05 comparado com grupo 300 mg/kg.

Na tabela 4 pode-se observar a evolugdo do peso dos machos, e a Unica
alteracao significativa foi uma diminuigdo no peso dos animais que receberam a

dose de 150 mg/Kg na segunda semana, quando comparado ao grupo controle.

Tabela 4 - Avaliacao da evolugao ponderal de camundongos machos tratados

com CHsISACN 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 29,40+ 1,3 29,40 + 0,68 30,80+ 0,73 29,40 + 0,51
ambientacao
1° semana 38,60 + 0,93 38,60 + 1,03 35,20 + 1,83 38,80 + 0,66
2° semana 41,40+ 1,08 34,00 + 1,61 33,00 £ 1,052 37,60 £ 2,58
3° semana 43,60+ 1,03 36,20 + 2,06 35,00+ 1,14 38,80 £ 2,48
4° semana 45,00 £ 1,14 37,80+ 1,07 37,80+ 0,49 40,60 £ 2,46

Os dados estado apresentados como média + erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,

seguido também pelo pés-teste de Dunnett. Legenda: @ p<0,05 comparado com grupo 300 mg/kg.
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5.1.1.4 Avaliagao bioquimica dos animais tratados com CHsISACN

Ao fim do experimento, o sangue periférico dos camundongos fémeas foi
coletado, e foi realizada a avalicdo bioquimica, estando os resultados expressos na
Tabela 5. Dos 15 parametros avaliados nos trés grupos tratados, houve alteragéo
em apenas 2 parametros. Foi observado que a glicemia do grupo tratado com a
dose de 300 mg/Kg teve redugao quando comparado com o grupo controle (Grafico
4). Uma outra alteracao foi com relagéo as proteinas totais dos animais tratados com
a dose de 75 mg/Kg que tiveram um aumento comparando com o grupo controle
(Grafico 5). Os demais parametros nao tiveram nenhum tipo de alteragao
significativa.

Tabela 5 - Avaliacao bioquimica do sangue periférico dos camundongos
fémeas tratadas com CHs3ISACN, 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 £ 19,292 186,7 + 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
Triglicerideos (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
Proteinas Totais 5,37 £ 0,02 5,49+ 0,10 5,58 + 0,09 5,89 + 0,062
(mg/dL)
Fosfatase Alcalina 308,30 + 34,07 273,70 £ 10,11 254,70 £ 56,38 275,00 + 58,53
(mg/dL)
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
Acido Urico (mg/dL) 1,06 £ 0,09 0,70+ 0,32 2,11+ 0,30 1,11 £ 0,50
Caélcio (mg/dL) 8,75+ 0,0 9,47 + 0,54 9,20 + 0,22 9,66 + 0,34
Fosforo (mg/dL) 9,09 + 0,36 10,14 + 0,87 8,64 + 0,50 10,59+ 2,14
LDH (mg/dL) 658,70 + 862,90 + 109,40 841,00 £ 18,52 778,50 + 31,47

160,70

Os dados estao apresentados como média * erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle.
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Grafico 4 - Concentragao de glicose no sangue periférico dos camundongos
fémeas tratadas com a substancia CH3ISACN.
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Os resultados estao expressos como média * erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle

Grafico 5 - Concentragao de proteinas totais no sangue periférico dos
camundongos fémeas tratadas com a substancia CH3ISACN.
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Os resultados estao expressos como média * erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle
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5.1.1.5 Avaliagao hematolégica

Foram analisados parédmetros hematolégicos do sangue periférico dos
camundongos machos e fémeas, sendo estudadas as séries: vermelha, branca e
plaquetaria. Como observado na Tabela 6, ao avaliar a série vermelha dos machos,
a unica alteragdo foi um aumento na concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) dos animais machos que receberam a dose de 300 mg/Kg, quando
comparado ao grupo controle (Grafico 6). Os demais parametros da série vermelha
nao apresentaram nenhuma alteracdo significativa. Quanto a série branca, nao
houve alteragdo nos leucdcitos totais, assim como também na avaliacdo plaquetaria
nao se observou nenhuma alteragdo comparando com o grupo controle.

Na avaliagdo hematolégica das fémeas (Tabela 7), o hematdcrito dos animais
tratados com dose de 300 mg/Kg apresentou-se diminuido ao comparar com o grupo
controle (Grafico 7). O CHCM das fémeas tratadas com a dose de 300 mg/Kg, assim
como dos machos, também teve um aumento significativo quando comparado ao
grupo controle (Grafico 8). O RDW das fémeas tratadas com a dose de 150 mg/Kg
teve um aumento significativo comparado com o grupo controle (Grafico 9). Assim
como o0s machos, a série branca e plaquetaria das fémeas nao apresentaram

nenhuma alterag&o significativa.

Tabela 6 - Avaliacao hematolégica dos camundongos machos tratados com
CHsISACN, nas doses de 300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg.

Controle 300 mg/Kg 150 mg/Kg 75 mg/Kg
Hemacias (10%/mm?) 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
Hematécrito (%) 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 £ 0,217 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
Leucécitos Totais (mm?3) 12,97 £ 1,33 6,07 + 1,29 6,03 + 1,15 12,93 £ 1,31
PLA (mm?) 1218 + 25,70 1527 + 140 1523 + 143 1285 + 72,63

Dados estao apresentados como média + erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis, seguido
também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle
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Grafico 6 - Avaliagao da Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM) no sangue periférico dos camundongos tratados com a substancia

CHsISACN.
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Os resultados estao expressos como média * erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle.

Tabela 7 - Avaliagao hematolégica dos camundongos fémeas tratadas com
CHsISACN, nas doses de 300 mg/Kg, 150 mg/Kg e 75 mg/Kg.

Controle 300 mg/Kg 150 mg/Kg 75 mg/Kg
Hemacias (108/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
Hematécrito (%) 51,90 £ 1,62 45,35+ 0,432 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 + 0,062 31,87 0,14 31,40 £ 0,06
RDW 13,97 £ 0,32 14,60 £ 0,23 16,17 £ 0,142 15,47 £ 0,14
Leucdcitos Totais (mms3) 8,87 + 1,27 5,87 + 0,53 8,70 + 1,65 5,87 + 1,16
PLA (mm?) 1368 + 40,13 1339 + 126,4 1355 + 74,77 1284 + 16,17

Dados estao apresentados como média + erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis, seguido
também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: @ p<0,05 comparado com grupo controle; ¢ p<0,05
comparado com grupo tratado com dose de 150 mg/Kg.
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Grafico 7 - Avaliagao do hematoécrito no sangue periférico das fémeas tratadas
com a substancia CH3ISACN.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: @ p<0,05 comparado com grupo controle.

Grafico 8 - Avaliagao da Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM) no sangue periférico das fémeas tratadas com a substéancia
CHsISACN.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: @ p<0,05 comparado com grupo controle.
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Grafico 9 - Avaliagao do RDW no sangue periférico das fémeas tratadas com a
substancia CH3ISACN.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Legenda: 2 p<0,05 comparado com grupo controle.

5.1.1.6 Peso dos 6rgaos dos animais

Apds a eutanasia dos animais foi realizada a necropsia, e analisado
macroscopicamente os seguintes érgaos: coragao, pulméo, figado, estdbmago, bago
e rins (direito e esquerdo). Nenhuma anormalidade foi encontrada na analise
macroscopica. Além disso, os orgaos foram pesados, e ndo houve nenhuma

alteracao significativa dos grupos tratados com o grupo controle (Tabela 8).
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Tabela 8 - Peso dos 6rgaos de camundongos Swiss fémeas e machos (n= 40)

tratados com CH3ISACN nas doses de 300, 150 e 75 mg/kg.

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

Coragao 0,13+ 0,01 0,13+ 0,01 0,12 £ 0,01 0,14 £ 0,01
Pulmao 0,47 £ 0,02 0,57 0,07 0,56 + 0,03 0,34 + 0,04
Figado 1,80 £ 0,06 1,78 £ 0,12 1,90 £ 0,05 2,06 +0,13
Estdbmago 0,41 + 0,01 0,49 + 0,02 0,53 + 0,04 0,49 + 0,05
Bago 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

Coragao 0,19+ 0,01 0,16 £ 0,01 0,15+ 0,01 0,17 £ 0,01
Pulmao 0,50 + 0,07 0,65 + 0,05 0,61 + 0,05 0,42 + 0,06
Figado 2,48 + 0,06 2,17 £ 0,06 2,2+0,03 2,35+ 0,10
Estdbmago 0,45 + 0,04 0,51 £ 0,02 0,53 + 0,01 0,47 + 0,04
Bago 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 estao apresentados como média * erro padrao da média. Analise por Kruskal-Wallis,
seguido também pelo pos-teste de Dunnett.

5.1.1.7 Avaliagao histopatolégica

Os cortes histologicos de coracdo, figado, estdbmago e rins dos grupos
experimentais foram analisados pela coloracdo H&E em microscopio éptico nos
aumentos de x40 e x100. Todas as laminas foram analisadas e para captura da

imagem digital foi escolhida a melhor Iamina para representag¢ao de cada grupo.

5.1.1.7.1 Avaliagao histopatolégica do estudo agudo com ratas Wistar

Foi realizado uma avaliagéo toxicoldgica aguda seguindo a OECD 423 (2001)
com a CHs3ISACN (Melo, 2020), sendo os resultados da analise histopatoldgica
apresentados neste trabalho.

No ensaio agudo, realizado em ratas, a analise do tecido cardiaco dos grupos
tratados nas doses de 300 mg/kg e 2.000 mg/Kg mostrou estruturas com
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caracteristicas morfolégicas preservadas para endocardio, miocardio e epicardio
quando comparado ao grupo controle (Figura 8).

Para o estdbmago, os grupos tratados apresentaram glandulas gastricas
normais, lamina prépria e muscular da mucosa preservadas, semelhante ao grupo

controle. Nao foram observadas alteragdes morfoldgicas sugestivas de toxicidade
(Figura 9).

Figura 8 - Parede atrial do coragao de ratas Wistar nos grupos experimentais

smoumt{
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Grupo controle (a), grupo tratado com 300 mg/Kg (b), grupo tratado com 2.000 mg/Kg (c). Nao houve
sinais de toxicidade no coragao. Epicardio (asterisco), miocardio (barra), endocardio (circulo). a, b, c —
H&E, ampliagdo 400x.

Grupo controle (a), grupo tratado com 300 mg/Kg (b), grupo tratado com 2.000 mg/Kg (c). Auséncia
de anormalidades indicativas de toxicidade. Camada mucosa (barra), camada submucosa (circulo),
camada muscular externa (seta) e camada serosa (asterisco). a, b, ¢ — H&E, ampliagdo 400x.
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A analise hepatica mostrou que os grupos tratados apresentavam
caracteristicas microscopicas semelhantes ao grupo controle, com arquitetura
lobular preservada, veias com paredes finas equidistantes, espagos portais
regularmente distribuidos, compativeis com a normalidade (Figura 10).

Para os rins, os grupos tratados (Figuras 11b e c) apresentaram
caracteristicas morfolégicas normais semelhantes ao grupo controle, com presenga

de células mesangiais, artérias e veias intralobulares regularmente distribuidas.

Figura 10 - Figado das ratas Wistar dos grupos experimentais agudo.

Grupo corle (a, gruo tratado com 300 m/Kg ,grupo trta com .000 mg/Kg (c). mo da
artéria hepatica (ponta da seta), ramo da veia porta (seta), via biliar (asterisco) e veia centrolobular
(ciclico). a, b, ¢ — H&E, ampliagao 400x.

Figura 11 — Regiao medular dos rins de ratas Wistar dos grupos experimentais

agudo
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rupo controle (a), grupo tratado com 300 mg/Kg (b), grupo tratado com 2.000 mg/Kg (c). a, b, ¢ —
H&E, ampliacdo 400x.
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5.1.1.7.2 Avaliagao histopatolégica do estudo de doses repetidas com

camundongos tratados pela CH3ISACN

Os camundongos fémeas 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 histolégicos com preservagao das trés camadas do coragdo: endocardio,
miocardio e epicardio (Figura 12 e Figura 13). O endocardio apresentando endotélio
integro, presenca de tecido conjuntivo frouxo e células de purkinje na camada
subendocardica. O miocardio apresentou células musculares cardiacas preservadas
em tamanho, forma e numero, com discos intercalares tipicos. Valvas cardiacas e
septo interventricular preservados. Epicardio integro e aderido ao miocardio, com
vasos sanguineos e nervos bem preservados. A parede ventricular apresenta
arquitetura preservada. As caracteristicas de normalidade do endocardio, miocardio
e epicardio foram encontradas nos grupos tratados quando comparados entre si

bem como com os controles.

77



Melo, CR

Figura 12 - Analise da parede do coragao (endocardio e miocardio) dos
camundongos fémeas.

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). Miocardio (seta), endocardio (asterisco). a, b, ¢, d— H&E, objetiva 10x,
A.T. x100.
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Figura 13 - Analise da parede do coragao (endocardio e miocardio) 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). Miocardio (seta), endocardio (asterisco). a, b, ¢, d— H&E, objetiva 10x,
A.T. x100.

Com relagao a analise do estdbmago, os camundongos fémeas apresentaram,
na camada mucosa, presenga de glandulas gastricas, lamina propria e muscular da
mucosa preservados. A camada submucosa bem caracteristica com presenga de
vasos sanguineos; a muscular externa com presenga das camadas circular interna e
longitudinal externa e a camada serosa integra. Esse perfil é caracteristico de
normalidade (Figura 14). Os machos apresentaram camada mucosa preservada,
camada submucosa e camada muscular externa e camada serosa com arquitetura

caracteristicas preservadas (Figura 15).
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Figura 14 — Analise do estomago das fémeas tratadas por CH3:ISACN 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 - Analise do estdmago 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 figado dos camundongos fémeas apresentou ao exame microscopico
arquitetura do tipo lobular preservada com congestdo venosa portal, veias de
paredes finas equidistantes, espagos portais regularmente distribuidos, comportando
triades hepaticas (ducto biliar, ramo da veia porta e ramo da artéria hepatica). Os
hepatdcitos apresentaram organizagdo em placas direcionadas para as veias
centrolobulares de paredes finas, com diferenga no tamanho dos nucleos, alteragéo
na afinidade ao corante, promovendo alteragcdo na coloragdo do citoplasma e do
nucleo, caracterizando proliferagdao celular (Figura 16). As caracteristicas
encontradas sdo compativeis com normalidade. A analise das laminas de figado de
todos os grupos dos camundongos machos demonstrou preservagao das
caracteristicas morfolégicas de normalidade a analise por microscopia 6ptica (Figura
17).
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Figura 16 - Andlise do figado das fémeas 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 hepatica (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 - Analise do figado 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 hepatica (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 fémeas apresentaram, na analise histoldgica,
caracteristicas de normalidade. Na regido cortical, os l6bulos estavam conservados
com corpusculos renais preservados, glomérulos envolvidos por fina capsula de
Bowmann (folheto visceral e folheto parietal). Os tubulos contorcidos proximais e
distais, al¢ga de Henle, tubulos e ductos coletores apresentando epitélio variavel, de
colunar a pavimentoso, tipico do epitélio de revestimento. Presenca de células
mesangiais, artérias e veias intralobulares regularmente distribuidas. Na regiao
medular, a estrutura das algas de Henle, tubulos coletores, ductos, e vasos retos
estavam conservados. As artérias e veias interlobares apresentavam-se
regularmente distribuidas. Os grupos apresentaram caracteristicas morfolégicas de

normalidade semelhantes (Figura 18 e 19).

83



Melo, CR

Figura 18 - Analise dos rins dos camundongos fémeas tratadas por CH3ISACN
no ensaio de doses repetidas.
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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). Corpusculo renal (seta), labirinto cortical (asterisco); a, b, ¢, d -H&E,
objetiva 10x, A.T. x100.
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Figura 19 - Anadlise dos rins dos camundongos machos tratados por CH3ISACN
no ensaio de doses repetidas.
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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). Corpusculo renal (seta), labirinto cortical (asterisco); a, b, ¢, d -
H&E, objetiva 10x, A.T. x100.

5.1.2 Estudo de genotoxicidade — teste do micronucleo

Foi observado uma diferenga significativa na quantidade de micronucleos de
camundongos fémeas tratadas com a dose de 300 mg/Kg (13,00 + 0,58) em
comparagao com o grupo controle positivo (ciclofosfamida 50 mg/Kg) com uma
média de 54,67 + 4,63. Também se observa que a frequéncia de micronucleos deste
grupo chegou a ser menor até mesmo que o grupo controle negativo com uma
média de 13,67 + 0,88 de micronucleos. Os animais tratados com a dose de 600
mg/Kg apresentaram uma média de 18,67 * 2,33, e também tiveram diferencga

significativa com o controle positivo (Grafico 10).
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Grafico 10 - Avaliagao da frequéncia de micronicleo em camundongos fémeas
tratadas com a substéncia CHsISACN.
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Os resultados estao expressos como média + erro padrao da média. Analise dos grupos tratados
com o controle positivo por Kruskal-Wallis, seguido também pelo teste post-hoc de Dunnett. Analises
entre os grupos controles por Mann-Whitney. Legenda: * p<0,05 comparado com grupo controle
positivo.

5.2 AVALIAGAO ANTIPLASMODIAL IN VIVO

O teste quimiossupressor foi realizado usando o teste supressivo padrao de 4
dias (atividade na infecgdo precoce) contra infecgdo por Plasmodium berghei em
camundongos inoculados com 1x10°% glébulos vermelhos parasitados (RBCs). No
quinto dia, foram preparados esfregagos de sangue finos da veia caudal de cada
camundongo em laminas microscopicas. A porcentagem de supressdo de
parasitemia foi calculada para cada concentracdo de teste comparando a
parasitemia em controles infectados com aqueles grupos que receberam diferentes
concentragbes de compostos (CH3ISACN e Cloroquina). Os compostos que
reduziram a parasitemia em 230% foram considerados ativos (Carvalho et al., 1991).

A Tabela 9 abaixo apresenta um resumo dos resultados. A relacdo entre o
composto CH3ISACN e a cloroquina (medicamento antimalarico de referéncia) é
mostrada na Grafico 11, com CHsISACN sendo parcialmente ativo quando

comparado a cloroquina.
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No 14° dia apos a infecgdo, houve a morte de 1 animal controle negativo
(grupo 2), e os demais animais deste grupo se encontravam fracos, trémulos,
magros, com piloerecéo e parestesia. Enquanto que os animais do grupo 1 (tratados

por CH3ISACN) e os demais, ndo apresentavam nenhum sinal clinico aparente.

Tabela 9 - Atividade quimiossupressora do composto CH3ISACN avaliada no 5°
dia contra infecgdo por Plasmodium berghei em camundongos.

Dose teste (oral) % Parasitemia Média" % Supressio Média'
Veiculo™ 4.97 + 0.01
CHsISACN 250 mg/Kg 2.50 + 0,02 49.7
CQ** 15 mg/Kg 0.01+ 0.001 99.7

Legenda: "Os valores sdo expressos como porcentagem e média + SD (n = 5).
** Veiculo: agua destilada mais DMSO (1%); CQ: cloroquina (droga de referéncia antimalarica)
A supressdo da parasitemia foi calculada para cada concentragdo comparando a parasitemia em
controles infectados com aqueles grupos que receberam tratamentos diferentes.

Grafico 11 - Relagao entre a atividade antimalarial do composto CH3ISACN
comparado a cloroquina.
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Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média. Analise dos grupos utilizando o
teste t-student.

5.2.1 Analise histopatoldgica dos animais infectados por Plasmodium berghei

ApoOs a eutanasia dos animais que participaram do teste de supressao, o seu
baco foi coletado, e entdo realizado a andlise histopatolégica. Na figura 20

apresentamos uma analise geral do bago dos quatro grupos. Os cortes histolégicos
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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 bago apresentando
polpa branca bem definidas exibindo areas focais de necrose. Na polpa vermelha
verifica-se areas de congestdo em seios esplénicos e em vasos sanguineos
trabeculares que por sua vez exibem no seu lumen hemacias e grande quantidade
de células mononucleares. Presenca de melanomacrofagos, tanto nos seios quanto
nos corddes esplénicos. 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 agua e
DMSO (Figura 20b), notamos uma maior desorganizagdo quanto ao arranjo
estrutural na polpa branca e polpa vermelha. Verifica-se na polpa branca, maior
presenca de areas de necrose, por vezes preenchida por macréfagos espumosos.
Constata-se a presenca de intensa congestdo nos seios esplénicos. No que tange a
presenga de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho, € possivel
constatar maior concentracdo nas por¢cdes mais periféricas do baco em relagao as
porcdes 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
areas com organizagdo na polpa branca, mas em outras areas se observa uma
desorganizagado desta regido. Na polpa vermelha se verifica um menor grau de
congestdo nos seios esplénicos, assim como em vasos sanguineos trabeculares.
Nao se observa area de necrose, contudo verifica-se maior concentracao 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 nao foi infectado
(Figura 20d), verificamos que este ultimo apresentou uma morfologia preservada
com polpa branca e polpa vermelha bem definidas. Contudo se verifica congestéo
vascular e de seios esplénicos, além da presenga de alguns melanomacrofagos,
tanto nos seios quanto nos corddes esplénicos. Observa-se também a presencga de
algumas células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho difusamente
distribuidas 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 alteragdes patoldgicas do que o

88



Melo, CR

grupo 2 (DMSO 1%+H20), porém as alteragdes foram maiores quando comparadas
com o o grupo 3 (15 mg/Kg de cloroquina).

Figura 20- Analise histopatolégica do baco dos camundongos usados no teste
de supre
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Legenda: a) grupo 1 tratado com 250 mg/Kg CH3ISACN + 1% DMSO; b) grupo 2 controle negativo
1%DMSO+H20; c) grupo 3 tratado com 15 mg/Kg cloroquina; d) grupo 4 controle de 6rgaos.
Seta preta: areas de necrose na polpa branca; Ponta de seta: células gigantes multinucleadas;
Circulo: areas de congestdo em seios esplénicos; Asterisco: capsula do bago; Seta branca: polpa
branca; Seta vermelha: polpa vermelha (Hematoxilina-Eosina (HE); Objetiva de 10; Ampliagdo de

100x).

Semelhantemente ao bacgo, o figado também foi avaliado, no qual o grupo 1
(Figura 21a) apresentou areas de intensa degeneragao balonizante dos hepatdcitos,
numerosos focos de infiltrado inflamatério mononuclear tanto na periferia de veias
centro lobulares quanto em vasos localizadas no espago porta hepatico. Evidencia-
se escassa quantidade de célula gigante multinucleada do tipo corpo estranho. Ao
compararmos com o grupo 2 (Figura 21b), identificamos extensas areas de
degeneragao balonizante, maior quantidade de focos de infiltrado inflamatério
mononuclear na periferia de veias centro lobulares quanto em vasos do sistema

porta hepatico. Evidencia-se ainda areas focais de necrose com a presenca de
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agregados linfociticos nessas regides e de células gigantes multinucleadas tipo
corpo estranho.

O grupo 3 (Figura 21c), que recebeu a cloroquina como tratamento, também
exibiu areas de degeneracao balonizante principalmente localizadas nas porg¢des
periféricas do parénquima hepatico e maior preservagao das porg¢des centrais do
orgao. Ainda, este grupo apresentou menor quantidade de focos de infiltrado
inflamatério mononuclear e menor quantidade de linfécitos em cada area de
inflamacéao. Entretanto, mostrou escassa area de necrose (o que nao foi evidenciado
no grupo 1) com presenga de linfocitos e menor evidéncia de células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho.

A degeneragao balonizante encontrada no grupo 1, também foi vista no grupo
4, além da evidéncia de focos de infiltrado inflamatdrio mononuclear no espaco porta
hepatico e areas de congestdo nos capilares sinusdides e nos demais vasos
hepaticos.

Assim como no bago, no figado o grupo 1 teve menos alteragdes patologicas

comparadas ao grupo 2, e maiores comparadas aos demais grupos.
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Figura 21 - Anadlise histopatolégica do figado dos camundongos usados no
teste de supressao

Legenda: a) grupo 1 tratado com 250 mg/Kg CH3ISACN + 1% DMSO; b) grupo 2 controle negativo
1%DMSO+H20; c) grupo 3 tratado com 15 mg/Kg cloroquina; d) grupo 4 controle de érgéos. Seta
preta: Areas de necrose contendo linfécitos; Ponta de seta: areas de infiltrado inflamatério
mononuclear; Asterisco: areas de degeneracao balonizante dos hepatdcitos; Circulo: célula gigante
multinucleada (Hematoxilina-Eosina (HE); Objetiva de 10; Ampliacdo de 100x).

5.3 DETERMINAGAO DO MECANISMO DE AGAO DA CHiSACN COMO
INIBIDOR DAS FALCIPAINAS - IN SILICO

5.3.1 Docking molecular das proteinas FP2/ FP3 com a CH3ISACN

As estruturas cristalograficas utilizadas para realizacdo do docking molecular
foram obtidas através do banco de dados de estruturas proteicas, Protein Data Bank
(PDB). Os cdédigos de acesso das estruturas da falcipaina-2 e falcipaina-3 sao 3BPF
e 3BPM, respectivamente. Ja a estrutura tridimensional do ligante CH3ISACN foi
obtida a partir da submissao do formato SMILES
(CN1C(=0)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 regido de ancoragem do ligante
CHsISACN.

Apds o docking exaustivo, avaliou-se os scores das 1000 melhores
conformacgdes do ligante geradas para cada proteina. 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 proximas etapas
do estudo. Nota-se que a distribuicdo dos scores Vina nas duas moléculas foi
distinto, com a FP-2 apresentando menores valores no geral (Grafico 12). Na Tabela
10 é possivel ver uma descricdo dos valores obtidos na ancoragem em cada uma
das proteinas. Ao comparar com o cristal, percebe-se que a regido de ligacdo da
CH3ISACN na proteina € muito semelhante ao local de ligagao dos inibidores E64 e

leupeptina (Figura 22).

Grafico 12 - Energias de interacao do ligante CH3ISACN com as proteases
falcipaina-2 e falcipaina-3.
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Tabela 10 - Energias de interagao do ligante CH3:ISACN com as proteases
falcipaina-2 e falcipaina-3.

Proteina Min 1° Quartil Média 3° 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 padrao).

Figura 22 - Comparagao do sitio de ancoragem do ligante CH3ISACN / E64 na
FP-2 e CH3ISACN / Leupeptina na FP-3.
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5.3.2 Analise de dinamica molecular da CH3ISACN com as proteases falcipaina-
2 e falcipaina-3

Com a finalidade de avaliar a estabilidade da proteina em solugado, foi
calculado a raiz do desvio quadratico médio (RMSD). Essa métrica visa comparar a
diferenca estrutural média entre duas conformacgdes diferentes com base nas
distancias dos seus carbonos alphas (C-alpha). A estrutura de referéncia utilizada foi
o primeiro frame da dinamica molecular. Observou-se que FP-2 as trés réplicas
variaram na faixa 0.13 nm e 0.38 nm, e apds os 300 ns estiveram majoritariamente
entre 0.15 nm e 0.3 nm (Grafico 13). Ja a FP-3 as trés réplicas variaram na faixa

entre 0.1 nm e 0.25 nm, o que sugere que a proteina se manteve estavel por todo
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tempo analisado (Grafico 14). Ao comparar as duas proteinas, nota-se uma maior
estabilidade para a FP3.

Grafico 13 - RMSD das réplicas da proteina falcipaina-2 e CH3ISACN.
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Grafico 14 - RMSD das réplicas da proteina falcipaina-3 e CH3ISACN.

0.4
~0.3
£ Repl
< eplica #
Q02 — Replica-1
) — Replica-2
> ~ Replica-3
o

o
a

o
o

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (ns)

Fonte: autoria propria

94



Melo, CR

A flexibilidade de cada residuo das proteinas foi medida através da raiz da
flutuagdo quadratica média (RMSF) no qual observou-se que para a FP-2 houveram
apenas dois pontos de flutuagdes entre os residuos (110-115; 188-195) (Grafico 15).
Ja para FP-3 foram identificados apenas quatro pontos de maiores flutuagdes entre
0os residuos (22-28; 68-72; 123-127; 198-202). Sendo a maior instabilidade
identificada aproximadamente entre os residuos 198-202 (Grafico 16).

Grafico 15 - RMSF das réplicas da proteina falcipaina-2 complexada com
CHsISACN.

__0s6
E Replica #
w 04 Replica-1
0 — Replica-2
= h — Replica-3
0.2 A

0.0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Residuo #

Fonte: autoria prépria

Grafico 16 - RMSF das réplicas da proteina falcipaina-3 complexada com
CHsISACN.
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Apoés a realizagdo da DM, foi avaliado o melhor complexo obtido das trés
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 (Grafico 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 interacdo entre a FP-3 e CH3ISACN
(Grafico 18). De ambos os complexos, as energias ao longo da trajetéria
apresentaram resultados negativos indicando que € uma interagdo espontanea e

favoravel. Os melhores complexos foram entdo enviados para realizacido do MFCC.

Grafico 17 - Analise da Interacao falcipaina-2 com a CH3ISACN através do
QM/MM.
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Grafico 18 - Analise da interagao falcipaina-3 com a CH3ISACN através do

QM/MM.
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5.3.3 Avaliagao da interagado entre CH3:ISACN usando o MFCC - Método de
Fragmentacao Molecular com Capas Conjugadas

Para melhor descrever as interagbes que ocorrem entre o ligante e as
proteinas FP2 e FP3 dividimos o ligante em duas regides (i e ii) (Figura 23).

Para cada complexo foram analisadas as energias de interagdo assim como
os critérios de convergéncia, no qual definimos seus raios no bolso de ligagéo r (A) e
por sua energia de ligagcao (kcal/mol). Para a avaliagdo das interagdes entre os
complexos observamos os residuos de aminoacidos atrativos e repulsivos
importantes. Levando em consideracdo que a interagdo atrativa € uma energia

negativa e a repulsiva € uma energia positiva.

97



Melo, CR

Figura 23 - Representagdo esquematica da estrutura quimica do ligante,
subdividido em duas regioes (i, ii).

Fonte: Autoria propria

A figura 24 representa a energia total calculada das interagbes entre os
complexos do ligante CH3ISACN com as proteinas FP2 (Figura 24a) e FP3 (Figura
24b). Foi realizada a soma das energias individuais de cada aminoacido avaliando
sua convergéncia. Ao realizar sua analise, verificamos que a convergéncia de
ambos os complexos na constante 40 teve inicio a partir do raio 4.5 A, tendo em

vista que nao foi observado uma variagao maior que 10% nos raios posteriores.

Ao avaliar o complexo FP2-CH3ISACN, no raio de 10 A houve um total de 51
interagdes, tendo uma energia total de -24.75 Kcal/mol, ja a constante de 40 houve
um total de -22.67 Kcal/mol. Para o complexo FP3-CH3ISACN, as analises em um
raio de até 10 A compreenderam um total de 57 interagdes. Foi verificado que a
energia total de interagcdo demonstrou valores € = 10 > € = 40, no qual a energia para
a constante 10 apresentou um total de -36.74 kcal/mol, ja a constante de 40 foi um
total de -32.07 kcal/mol. Assim, nota-se que a CH3ISACN apresenta uma maior
energia de interagdo com a FP3, pois foi mais negativa em ambas as constantes

comparando com as da FP2.
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Figura 24 - Representagao da energia total de interagao do complexo
falcipaina-2 (a) e falcipaina-3 (b) com o ligante CH3ISACN com o esquema
MFCC usando duas constantes dielétricas (¢ = 10, € = 40).
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5.3.3.1 Energia de interagao dos principais aminoacidos envolvidos na
formagao do complexo

Para avaliar as energias de interagao envolvendo a CH3ISACN como possivel
inibidor da FP2 e/ou da FP3, foram usados métodos de quimica quantica baseados
na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) na abordagem de Fragmentagao

Molecular com Capas Conjugados (MFCC).

O estudo das forcas intermoleculares que estdo envolvidas na interagao do
farmaco com o seu receptor é importante para melhor elucidacdo do seu possivel
mecanismo de acgdo. Portanto, foi investigado de forma especifica a interagao
aminoacido-ligante dentro de um raio de 10 A.

A figura 25 mostra as energias de interagao entre o ligante (CH3ISACN) e os
principais aminoacidos da FP2 (Figura 25a) e FP3 (Figura 25b). No lado esquerdo
dos graficos estao os principais residuos para a ligagéo entre o complexo. E também
apresenta as regides e atomos mais proximos de cada residuo. No lado direito estéo
as energias de interagdo (Kcal/mol) do residuo com o ligante, representado pelas
barras horizontais, que apontam os valores quantitativos para a constante € = 40.
Ainda no lado direito, esta a representacdo dos raios correspondentes a cada

residuo.

Para interagbes do complexo CH3ISACN-FP2 (Figura 25a), os residuos 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 interacao,
em ordem decrescente (em Kcal/mol) foram: His183 (-5.49) > Cys51 (-4.14) >
Trp215 (-3.28) > Asn182 (-2.77) > Gly49 (-1.97) > GIn45 (-1.71) > Cys48 (-1.63) >
Ala161 (-1.47) > Ser50 (-1.19).

Tendo em vista os resultados obtidos da CH3ISACN no teste de supresséo in
vivo, foi analisado se assim como para as falcipainas, a CH3ISACN também seria

capaz de interagir com as berghepainas, ja que estas sdo as proteinas cisteases do
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Plasmodium berghei. Portanto, foram repetidas todas as analises in silico, tendo

agora como proteinas a berghepaina-1 e berghepaina-2.

Figura 25 - Representagao das principais interagoes entre os dois complexos:
(a) CH3ISACN-FP2 (verde); (b) CH3ISACN-FP3 (azul).
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5.4 DETERMINAGAO DO MECANISMO DE AGAO DA CHiSACN COMO
INIBIDOR DAS BERGHEPAINAS - IN SILICO

5.4.1 Docking molecular das proteinas BP1/BP2 com a CH3ISACN

Apds obtencdo da estrutura das berghepainas, foi realizado o docking
exaustivo, no qual avaliou-se os scores das 1000 melhores conformagdes do ligante
geradas para cada proteina. 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 prdoximas etapas do estudo. No Gragico 19
observamos, que a BP-1 apresentou melhor energia de interacdo, como também
esta descrito na tabela 11.

Apesar da semelhanca estrutural entre as berghepainas, o sitio de ligagao da
CHs3ISACN na BP-1 e BP-2 é notavelmente diferente, porém em ambas houve uma

forte interacdo (Figura 26).

Figura 26 - Sitio de ancoragem do ligante CH3ISACN na BP-1 e BP-2

Proteins
BP-1 BP-2

Ligand
CH3ISACN

Fonte: Autoria propria
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Grafico 19 - Energias de interagao do ligante CH3ISACN com as proteases
berghepaina-1 e berghepaina-2.
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Tabela 11 - Energias de interagao do ligante CH3ISACN com as proteases
berghepaina-1 e berghepaina-2.

Proteina Min 1° Quartil Média 3° 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 padrao

5.4.2 Analise de dinamica molecular da CH3ISACN com as proteases
berghepaina-1 e berghepaina-2

Para avaliagdo da estabilidade das proteinas BP-1 e BP-2 em solucédo, foi
calculado a raiz do desvio quadratico médio (RMSD). Cujo objetivo é comparar a
diferenca estrutural média entre duas conformacgdes diferentes com base nas
distancias dos seus carbonos alphas (C-alpha). Como estrutura de referéncia, foi
utilizado o primeiro frame da dindmica molecular. Observou-se que a réplica 1 da
BP-1 se manteve estavel durante todo o tempo de analise, variando entre 0,1 nm-
0,24 nm. A réplica 2 apresentou estabilidade semelhante a réplica 1 até aos 175 ns,

apods esse tempo variou de 0,25 nm -0,60 nm. Quanto a réplica 3 houve variagao
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principalmente apos os 325 ns entre 0,40-0,80 nm (Grafico 20). Ja a BP-2 as trés
réplicas variaram na faixa entre 0.1 nm e 0.35 nm, o que sugere que a proteina se
manteve estavel por todo tempo analisado (Grafico 21). Ao comparar as duas

proteinas, nota-se uma maior estabilidade para a BP-2.

Grafico 20 - RMSD das réplicas da proteina berghepaina-1 e CH3:ISACN.
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Fonte: Autoria propria

Grafico 21 - RMSD das réplicas da proteina berghepaina-2 e CH3:ISACN.
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Quanto a avaliagao da flexibilidade de cada residuo das proteinas, utilizamos

a raiz da flutuagdo quadratica média (RMSF) no qual observou-se que para a BP-1
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houve uma flutuacao entre os residuos 170-188, e além deste, a réplica 3 também
flutuou entre os residuos 58-62 e 90-98 (Grafico 22). Para BP-2 foram identificados
apenas dois pontos de maiores flutuacdes entre os residuos 15-20 e 190-198, sendo

a maior instabilidade identificada aproximadamente nestes ultimos (Grafico 23).

Grafico 22 - RMSF das réplicas da proteina berghepaina-1 complexada com

CHsISACN.
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Grafico 23 - RMSF das réplicas da proteina berghepaina-2 complexada com
CHsISACN.
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Fonte: Autoria propria

Apos analise da dindmica molecular, foi realizado o QM/MM, para se ter o

melhor complexo das réplicas utilizadas. Para a berghepaina-1, foi selecionado o
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frame 4271 da réplica 1 com a energia de -27.21 kcal/mol. Ja para a berghepaina-2,
o frame 4327 da réplica 3 com a menor energia de -29.77 kcal/mol. Estas
informacgdes estdo descritas no grafico 24 e 25 referentes a BP-1 e BP-2
respectivamente. Apods analise, os melhores complexos foram enviados para
realizagao do MFCC.

Grafico 24 - Anadlise da Interagao berghepaina-1 com a CH3ISACN através do

QM/MM.
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Grafico 25 - Analise da interagcao berghepaina-2 com a CH3ISACN através do
QM/MM.
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5.4.3 Avaliagao da interagcao entre CH3ISACN usando o MFCC - Método de
Fragmentacao Molecular com Capas Conjugadas

Foram observadas as energias de interagdo dos complexos formados entre o
ligante (CH3ISACN) e cada proteina BP-1 e BP-2. Também foram analisados as
energias de interag&o e os critérios de convergéncia, sendo determinado seus raios
no bolso de ligagdo r (A) e a energia de ligagdo (kcal/mol). Ainda, ao avaliar as
interagdes entre os complexos, foram analisados os residuos atrativos (energia

negativa) e repulsivos (energia positiva) (Figura 27).

Foi avaliado a convergéncia e realizado a soma individual de cada residuo.
No qual, verificamos que a convergéncia do complexo BP1-CH3ISACN na constante
de 40 teve inicio a partir do raio 5 A, j4 o complexo BP2-CH3ISACN a convergéncia
teve inicio a partir do raio 6 A tendo em vista que nao foi observado uma variacdo

maior que 10% nos raios posteriores.

Analisando o complexo BP1-CH3ISACN, no raio de 10 A foi observado que
houve um total de 52 interagbes, 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 andlises em um raio de até 10 A compreenderam um total de 55
interagdes. No qual, a constante de 10 apresentou um total de -20,75 Kcal/mol, ja a
constante de 40 apresentou um total de -19,96 Kcal/mol. Portanto, nota-se que a
CH3ISACN apresenta maior energia de interagdo com a BP-2, ja que esta
apresentou uma energia de interacdo mais negativa em ambas as constantes

comparando com a BP-1.
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Figura 27 - Energia total de interagao do complexo berghepaina-1 (a) e
berghepaina-2 (b) com o ligante CH3ISACN com o esquema MFCC usando duas
constantes dielétricas (¢ = 10, € = 40).
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5.4.3.1 Avaliacido da energia de interagdo dos principais aminoacidos envolvidos na
formagao do complexo

Foram usados métodos de quimica quantica baseados na DFT na abordagem
de MFCC, para avaliar as energias de interacdo envolvendo a CH3ISACN como
possivel inibidor da BP1 e/ou da BP2.

Para melhor elucidar o possivel mecanismo de acdo da molécula, é
importante o estudo das forgas intermoleculares envolvidas na interagcdo do
candidato a farmaco com o seu possivel receptor. Desta maneira, analisamos a

interacdo aminoacido-ligante dentro de um raio de 10 A.

As principais energias de interagcao entre o ligante (CH.ISACN) e os principais
aminoacidos da BP-1 (Figura 28a) e BP-2 (Figura 28b) foram analisadas. A
esquerda dos graficos observa-se os principais residuos para a ligagdo entre o
complexo. Apresenta também as regides e atomos mais préoximos de cada residuo.
A direita, estdo as energias de interacdo (Kcal/mol) do residuo com o ligante,
representado pelas barras horizontais, que apontam os valores quantitativos para a
constante ¢ = 40. Ainda no lado direito, estda a representacdo dos raios

correspondentes a cada residuo.

Para o complexo CH.ISACN-BP1 (Figura 28a), foram selecionados 7 residuos
principais, em ordem decerescente (em Kcal/mol) sendo eles: His157 (-3,50) >
GIn19 (-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 residuos
principais, em ordem decrescente (em Kcal/mol) sendo eles: 1185 (-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 - Representacao das principais interagoées entre os dois complexos:

(a) CH3ISACN-BP1 (rosa); (b) CHsISACN-BP2 (azul).
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6. DISCUSSAO

As substancias derivadas da isatina tem sido estudada com o objetivo de
melhorar o arsenal terapéutico. E para garantir a melhor seguranga de seu uso, foi
realizado teste de toxicidade destes derivados (Fonseca, 2019). Uma destas
substéncias € a CH3ISACN, que ja 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 possivel avaliar a
seguranga da substancia 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 toxicologico 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 administragdo por ser a mais comumente
utilizada nos estudos de toxicidade, ter maior praticidade e nao 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 clinico relevante, visto que alteragdes
comportamentais sdo uma das principais indicagdes de intoxicacdo ao se fazer uso
de uma substancia (Sireeratawong et al., 2013). Os ensaios realizados com a
CH3ISACN se mostraram muito promissores. Durante toda avaliagdo nenhuma
mudanc¢a 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 variagao individual, ou
mesmo, alguma intercorréncia durante a administragdo das doses, ja que nenhum
outro animal veio a morrer nos demais dias, e nenhum sinal clinico foi apresentado
por estes. Apos a administracdo de uma substancia, o tempo que esta leva para
causar a intoxicacdo, € um dado relevante para avaliagcdo do risco que ela pode
apresentar. Além do que, a forma de administrar a substancia e o estado do animal
também influenciam na sua morte (Addy-Orduna; Brodeur; Mateo, 2019).
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Além do comportamento, outros parametros também foram avaliados durante
o tempo de experimentagdo, como: o consumo de agua, ragéo e alteragado do peso
corporal. Estes sdo quesitos basicos e importantes a serem analisados por fazerem
parte da manutencao corporal e fisiolégica do animal, e € por isso que sempre estao
presentes nas analises toxicoldgicas de doses repetidas (Yadav et al., 2019;
Fonseca, 2019).

No presente trabalho, o consumo de agua das fémeas n&o apresentou
nenhum tipo de alteragao significativa em relagdo ao grupo controle. Quanto a ragao,
as fémeas que receberam as duas maiores doses da substancia tiveram uma
diminui¢cdo do seu consumo. Apesar destas alteragées no consumo da ragdo, o peso
corporal das fémeas nao apresentou diferenga significativa em comparagdo com o
controle, estando dentro da normalidade. Como discutido por Qu (2022), a
diminuigcdo do consumo da ragcdo nao pode ser avaliada isoladamente, ndo tendo
significado de intoxicacao relevante.

Os machos que receberam as doses de 300 mg/Kg e 150 mg/Kg, diminuiram
tanto o consumo de agua como o de racao. Esses resultados sao corroborados pelo
estudo de Dias (2020), que avaliou um outro derivado de isatina (ISACN) nas
mesmas doses, e também obteve redugdo no consumo de agua e ragéo. Entretanto,
0 peso corporal dos machos nao apresentou alteragdes significativas quando
comparado com o grupo controle. Com exceg¢ao para o grupo que recebeu a dose
de 150 mg/Kg, que teve uma diminuigcdo em relagdo ao grupo controle. Mas esta
alteracdo nao chegou a 20%, estando, portanto, dentro da variagdo aceitavel pelas
diretrizes, n&o indicando toxicidade (OECD 420, 2002).

Quanto a analise bioquimica dos animais, dos 15 parametros avaliados,
apenas dois tiveram alteragdes: glicose e proteinas totais. A glicose é o
monossacarideo predominante na circulagdo sanguinea, sendo de suma importancia
para o fornecimento de energia para o corpo (Inada 2021). A concentragdo da
glicose sérica pode sofrer desregulacdo por diferentes fatores, dentre eles:
alteragdes no ciclo circadiano, inflamacgéao, estresse oxidativo e outros (Poggiogalle;
Jamshed; Peterson, 2018). Sua alta concentragdo pode levar a um estado de
hiperglicemia e ocasionar doengas como diabetes mellitus (Galicia-Garcia, et al.,

2020). No presente estudo, as fémeas que receberam a dose de 300 mg/Kg tiveram
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uma reducdo da glicose sérica comparada com o grupo controle. Essa mesma
reducédo foi encontrada em outros derivados de Isatina (Dias, 2020; Fonseca, 2019).

A concentragdo de proteinas totais séricas reflete as condicbes hepaticas e
renais (Kapoor et al., 2021). Os animais que receberam a dose de 75 mg/Kg de
CH3ISACN apresentaram um aumento das proteinas totais. Porém este dado nao
tem nenhum significado clinico tendo em vista que n&o foram observadas
anormalidades em outros parametros relacionados ao figado e rins. Além do que,
este aumento, ndo pode ser correlacionado com algum efeito causado pela
substéancia, ja que nas maiores doses nao apresentaram alteragdes significativas.

O figado é um orgao que dentre outras fungdes € responsavel pelo processo
de metabolizagdo das substancias do organismo. Através da analise de parametros
bioquimicos, como AST, ALT e FAL, é possivel avaliar a fungéo hepatica, e por isso
estudos de toxicidade comumente avaliam estes parametros (Bencheikh et al.,2019;
Kharchoufa et al., 2020; Kumari, Singh, 2021). Nao foi identificada nenhuma
alteracao significativa em tais parametros, o que demostra que a CH3ISACN n&o
interfere na funcdo hepatica. Além disso, a analise histopatolégica nao identificou
nenhuma anormalidade no tecido hepatico dos animais tratados pela CH3ISACN
(Figuras 16 e 17)

Por meio de exames bioquimicos também é possivel avaliar a funcéo renal,
através de parametros como ureia e creatina (Bencheikh et al.,2019). Ao contrario
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 ndo houve nenhum tipo de alteragdo bioquimica que pudesse relacionar
com tal disfungcédo renal. A analise histopatolégica renal dos animais tratados por
CHsISACN, nao identificou nenhuma anormalidade, demonstrando assim maior
seguranga do seu uso (Figura 18 e 19).

A avaliagdo hematolégica em animais de experimentagdo é importante, pois
alteracbes nestes parametros podem apontar sinais de intoxicagao, tendo este um
bom valor preditivo para intoxicagdes humanas (Sarma et al., 2022; Togbossi et al.,
2022). No presente estudo, o CHCM dos camundongos machos foi o unico
parametro da série vermelha que apresentou alteragéo significativa, estando maior
que o do grupo controle. O CHCM ¢é um indice hematimétrico relevante para

avaliagao da concentracao de hemoglobina presente no eritrocito, sendo importante

113



Melo, CR

na classificagdo das anemias juntamente com outros indices, como VCM e HCM
(Moreira et al., 2020). Estes ultimos ndo apresentaram diferenca significativa com o
controle, assim como também os demais indices da série vermelha. Assim, as
alteracbes encontradas apenas nestes resultados da série vermelha dos
camundongos foram consideradas como sem relevancia clinica, como também é
demonstrado no estudo de Vasconcelos (2020). Aléem do que, esses valores
permaneceram dentro do intervalo normal apresentado po camundongos Swiss
(Santos, et al., 2016).

Assim como ocorreu com 0s machos, as fémeas que receberam a dose de
300 mg/Kg tiveram um aumento do CHCM, mas além disto tiveram uma diminuigcéo
do hematdcrito quando comparado ao grupo controle. O hematocrito indica a
porcentagem de hemacias no volume total de sangue, sendo um indice também
muito importante para definir o quadro de anemia (De Santis, 2019). Entretanto tais
alteragcdes nao apresentam significado clinico, dado que outros parametros
relevantes para classificagdo de anemia, como a concentragdo de hemoglobina, se
encontravam dentro da normalidade.

O RDW é um indice hematimétrico que permite avaliar a variagao do tamanho
dos eritrécitos, quanto maior for seu valor, maior € heterogeneidade das hemacias,
podendo caracterizar a presenga de anisocitose (Rincon; Moreira; Castro, 2019). As
fémeas que receberam a dose de 150 mg/Kg tiveram um aumento significativo do
seu RDW em comparagdo com o grupo controle, porém nenhum outro parametro
deste grupo apresentou alteragao significativa. Apesar das diferengas em relagdo ao
grupo controle, comparando os resultados das fémeas com o estudo de Silva-
Santana (2019), em que os animais nao receberam tratamento, notamos que estes
se enquadram dentro da normalidade.

Além da série vermelha, também foi avaliada a série branca e palaquetaria
dos animais. No estudo agudo, as ratas Wistar que receberam a dose de 300 mg/Kg
tiveram um aumento no numero de leucdcitos totais (Melo, 2020). Entretanto, no
ensaio de doses repetidas nao houve alteragao significativa comparando ao grupo
controle em nenhuma das doses testadas, sendo este mais um indicio da baixa
toxicidade da CHsISACN. Pois, estudos mostram que a presenga de substancias
toxicas pode levar a processos inflamatérios que sdo sinalizados pelo aumento

sérico de leucdcitos totais (Yao et al., 2019; De Sousa et al., 2020).
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A avaliagdo plaquetaria é importante, pois pode sinalizar a presenca de
doengas como a trombocitopenia (Kharchoufa et al., 2020). No presente estudo
nenhuma alteracao plaquetaria foi identificada em ambos os sexos.

A anadlise do peso dos 6rgaos dos animais é frequentemente utilizada em
estudos toxicologicos, pois sua alteracdo pode indicar toxicidade causada pela
substancia estudada (Diez-Quijada et al., 2021; Sarma et al., 2022). Nao foi
observada nenhuma alteragdo macroscopica e nem no peso dos 6rgaos analisados.

Visto que este trabalho é uma continuidade dos estudos de Melo (2020), que
realizou a avaliagao toxicologica aguda com a CH3ISACN, neste estudo foi incluido a
analise histopatolégica do ensaio agudo. Em todos os 6érgdos analisados, nao foi
identificado nenhum tipo de alterag&o significativa que smostrasse uma intoxicagao
pelo uso da CH3ISACN, sendo assim considerada uma substéancia segura nas doses
estudadas. O presente resultado serviu como embasamento para a continuidade dos
estudos, e avango para a investigagao toxicolégica de doses repetidas seguindo a
OECD 407. O resultado do histopatologico do ensaio de toxicidade de doses
repetidas assim como no agudo, nas trés doses avaliadas (300 mg/Kg, 150 mg/Kg e
75 mg/Kg), ndo foi observada nenhuma alteracédo, estando os 6rgaos avaliados
dentro do padrdo de normalidade, ratificando assim a seguranca da CHs3ISACN nas
doses testadas.

Ainda dentro do presente trabalho, foi realizado ensaio de genotoxicidade. O
teste de micronucleo € comumente utilizado no meio cientifico para determinacéo de
doses de substancias que podem ocasionar citogenotoxicidade (Do Carmo et al.,
2020; Shokrzadeh et al., 2020). Ensaios in silico da CH3ISACN mostraram que a
substancia ndo apresenta potencial genotéxico (Melo, 2020). Porém, para assegurar
o resultado in silico & necessaria a realizagdo de estudos in vivo (Medrano-Padial et
al., 2021). A realizagao do teste de micronucleo, mostrou que os animais que foram
tratados pela CH3ISACN tiveram uma quantidade de micronucleos significativamente
inferior ao do grupo controle positivo. Desta maneira foi possivel inferir que a
CHs3ISACN nas doses testadas nédo apresenta potencial mutagéncio, reforgcando a
seguranca sobre seu uso.

A investigacdo da atividade antimalarial através do teste de supressao,
permite uma avaliagdo precoce, ja que a malaria promove uma infeccdo aguda,

podendo assim delimitar os dias de avaliagdo. Este padrao de teste € comumente
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utilizado por grupos de pesquisa, e permite estudar o quao biologicamente ativa € a
molécula contra a malaria (Lopes et al., 2021; Peters, 1965; Souza et al., 2023).

O potencial antimalarico 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 Cls, = 8.37 ug/mL. Tal atividade também foi vista no ensaio in vivo
(teste de supresséao) 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
biodisponivel para exercer seu efeito.

A via de administragdo de um medicamento influencia diretamente na
biodisponibilidade do composto, sendo menor a biodisponibilidade da via oral
comparativamente a administragdo intramuscular (Chu; Dorlo, 2023). Porém, a
administracdo de medicamentos antimalaricos por via oral € uma das principais
escolhas em estudos experimentais (Kouakou et al., 2019), e faz parte dos
esquemas terapéuticos da malaria no Brasil (Ministério da Saude, 2021). Além disso,
essa via foi a escolha para o teste de supressdo, pois a CH3ISACN no ensaio in
silico ter demonstrou uma boa biodisponibilidade tedrica oral (Melo, 2020).

A estrutura quimica da CH3ISACN influencia na sua boa biodisponibilidade, e
consequentemente na sua capacidade em reduzir a parasitemia. Ela se apresenta
como uma molécula anfipatica, na qual o anel aromatico confere carater lipofilico,
enquanto que os grupos amina, hidroxila e carbonila permitem um carater mais
hidrofilico (Figura 1). Deve haver um equilibrio destas caracteristicas, lipofilicidade e
hidrofilicidade, na molécula para que esta seja bem absorvida. Pois, aquelas que
sao muito hidrofilicas tem baixa permeabilidade pela membrana celular,
prejudicando a biodisponibilidade do farmaco. Da mesma forma, moléculas muito
apolares, tem baixa dissolugdo no ambiente biolégico (Lopes et al., 2021).

Ainda no teste de supressao, foi observado que houve uma atividade parcial
da CH3ISACN quando comparada com a atividade da cloroquina (Grafico 11). Porém
deve-se levar em consideragdo que a cloroquina € um medicamento com a
farmacocinética ja bem estabelecida e descrita na literatura ha muitos anos (Titus,
1989), enquanto que a CH3ISACN se trata de um protétipo, sem forma farmacéutica

e doses definidas, e mesmo assim teve um resultado promissor.
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Estes ultimos (forma farmacéutica e dose), sdo parametros importantes e que
interferem na biodisponibilidade do composto, e por isso, estudos farmacocinéticos
sdo realizados para maior investigacdo sobre como o organismo se comporta frente
a substancia (Kouakou et al., 2019; Chu; Dorlo, 2023). Além disso, é notério que o
esquema terapéutico atual para o tratamento da malaria conta com a associagao de
substancias, como € o exemplo do Artemeter 20 mg + Lumefantrina 120 mg
(Ministério da Salde, 2021). E relevante que futuramente seja realizada uma
investigacao da atividade da CH3ISACN associada a outro farmaco, possibilitando
assim uma maior eficacia terapéutica.

A analise histopatologica do bago dos animais que participaram do teste de
supressdo, nos revelou que o grupo 1 (tratado com CHs3ISACN) apesar de ter
apresentado pontos de necrose, estes foram focais, e quando comparado com o
grupo 2 que nao recebeu tratamento, identificamos uma maior desorganizagdo na
polpa branca e vermelha, além de muita congestdo. O bago é um 6rgao de grande a
importadncia para o ser humano, atuando no sistema imune, destruindo
seletivamente globulos vermelhos senescentes e no caso da malaria, hemacias
parasitadas por Plasmodium (Dell Portillo et al., 2012). Os resultados do grupo 1
mostram uma preservagédo tecidual proxima ao do grupo controle, porém com
maiores alteragdes que a do grupo 2 (tratado com cloroquina 15 mg/Kg).

Assim como o baco, o figado também foi avaliado, este que é um &rgao
importante para o ciclo de vida do Plasmodium, onde o0s parasitos migram
inicialmente, se alojam e ocorre intensa replicagdo, trazendo como consequéncia
danos ao orgao (Meibalan; Marti, 2017). O grupo tratado com a CHsISACN
apresentou menos alteragbes patolégicas do que o grupo 2, e ao contrario deste,
nao apresentou focos de necrose, como foi identificado no grupo 2 e 3. Também, é
importante salientar que nos estudos toxicologicos de doses repetidas, o resultado
histopatologico dos animais saudaveis que receberam a CH3ISACN em difentes
doses, mostrou que ndo houve nenhuma alteracdo hepatica significativa. Porém é
importante que estudos sejam conduzidos de modo a proporcionar um
melhoramento da molécula.

A fim de compreender a relagdo estrutura-atividade da CHsISACN como
possivel inibidor da FP-2, FP-3, BP-1 e/lou BP-2, foi realizado um conjunto de

estudos in silico para melhor elucidar tal agdo. Ensaios como docking e dinamica
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molecular foram aplicados para simular os provaveis modos de ligagéo do inibidor no
bolso de ligagdo das proteases. As falcipainas 2 e 3 sdo as mais estudadas, devido
a sua participagao na hidrélise de hemoglobinas (Pasupureddy et al., 2019). Apesar
de ambas falcipainas terem grande importancia no ciclo de vida do parasito, a FP-3,
tem se mostrado essencial (Rosenthal, 2020), sendo apontada assim como a
principal cisteina hemoglobinase do P.falciparum, importante para o seu
desenvolvimento, e, portanto, &€ considerada um 6timo alvo quimioterapéutico (Wang
et al., 2013).

O docking da FP-2 e FP-3 com a CHs3ISACN mostrou que a regidao de
interagdo era muito préxima a do inibidor Leupepitina (PDB ID 3BPM), apresentando
muitos residuos semelhantes. Ao comparar com os residuos de um outro inibidor, o
K11017 (PDB ID 3BWK), percebemos que também apresentou interagcdo com
residuos em comum (Rana et al., 2020). Sinalizando assim que a CH3ISACN tem
como alvo as cisteinas-proteases, FP-2 e FP-3.

Tendo em vista que o0 meio bioldgico € dindmico, o grupo de pesquisa realizou
simulagbées computacionais a fim de entender como o complexo proteina-ligante, se
comportaia, avaliando, portanto, sua estabilidade, e por isso foi realizado o estudo
do desvio quadratico médio (Sargsyan, Grauffel, Lim 2017). Os complexos com as
falcipainas se mantiveram estaveis e em equilibrio durante o tempo de simulagao
(Grafico 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 agdo como antagosnista da FP-2, foi
identificado um RMSD que variou entre ~0.2nm e ~0.31nm (Nema et al., 2022).

Para determinar as regides proteicas com maior flexibilidade, foi calculado o
RMSF (Grafico 15 e 16). Estudos mostram que nas falcipainas as regides de
flutuagbes mais altas ocorrem nas regides de loop (Musyoka et al., 2016). O
complexo FP2-CH3ISACN apresentou apenas dois pontos de flutuagdes, entre os
residuos 110-115; 188-195. Em outros estudos observamos que as flutuagdes
nestas regides sdo comuns (Danazumi, Balogun 2022; Nema et al., 2022; Rajguru et
al., 2022).
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Ao compararmos o0s complexos, observamos que o FP3-CH3ISACN
apresentou quatro flutuagdes, sendo a maior entre os residuos 198-202. Este
resultado corrobora com o RMSF do cristal 3BPM, que demonstrou que os residuos
195-203 exibiam um maior grau de flexibilidade quando comparados a estrutura
circundante (Kerr et al., 2009). Também, o RMSF do complexo 3BPM-8E

apresentou flutuagdes significativas na regiao entre 189-199 (Ezugwu et al., 2022).

As areas que apresentaram alteracido na flexibilidade das proteinas, nao
correspondem as regides de maior interagdo com o ligante conforme visto pelos
estudos de MFCC, estando assim a molécula (CH3ISACN) fortemente ligada a
ambas as proteinas.

Através do MFCC, foram descritos os principais aminoacidos envolvidos na
interacdo com a molécula estudada (Figura 25a). O aminoacido His174 apresentou o
maior valor energético dentre as interagdes observadas para o complexo
CH3ISACN-FP2, foram observadas interagbes do tipo H-bond e ligacédo de
hidrogénio ndo convencional [i(C8)OH]. O E64 € um conhecido inibidor da falcipaina-
2, e por isso & muito utilizado como parametro para avaliacdo da capacidade de
interacao de outras substancias com a FP-2. Um dos principais aminoacidos que
interagem com o E64 é o residuo His174. Este faz parte do sitio catalitico da FP-2,

por isso esta presente na maioria das interagdes que o inibem (Nema et al., 2022).

O segundo residuo de maior interacao da CH3ISACN com a FP-2 foi o residuo
Asn38. Foi observada uma ligacdo de hidrogénio com a regiao ii de CH3ISACN
[ii(C11)N] e duas ligagbes de hidrogénio ndo convencionais com a mesma regiao
[ii(C9)H). De acordo com um trabalho in silico de inibidores da falcipaina-2, foi visto
que o residuo Asn38 foi crucial na estabilizagdo do complexo FP2-STFAWT,
fazendo uma ligacdo de hidrogénio 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 €& importante para forte ligacdo do
E64 na FP-2, assim como os residuos Cys39, Asn173 e Serd41, que auxiliam no
processo de bloqueio da FP-2. A literatura também ressalta a importancia dos
residuos Trp206 e Val152, que estao presentes no revestimento do bolso de ligagao

conhecido (Nema et al., 2022). Ja o aminoacido Trp206 denota duas H-bonds com o
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ligante em ambas as regides [i(C7)OH, ii(C11)N]. Acredita-se que o residuo Trp206,
que também esta presente da FP-3, seja crucial para a correta orientacéo do ligante
no sitio catalitico (Grazioso et al.,2012). Em um estudo de interagdo foi observado
que a artemisinina forma interacdes hidrofébicas com o aminoacido Trp206 da FP-2
(Nema et al., 2022).

O residuo Gly40 também é importante para as interagbes entre a FP-2 e
CHsISACN, apresentando uma energia de interagao de -2.28 kcal/mol, ligagbes de
hidrogé&nio ndo convencionais foram observadas com a regido i do ligante [i(C4)O]. E
reconhecido que o residuo Gly40 € um dos aminoacidos que contribuem para a
interacéo favoravel de ligantes antagonistas ao FP-2, como é o caso da Deflazacort,

Cefalotina e Cefoxitina (Nema et al., 2022).

Na mesma linha, Asn173 denotou interagbes do tipo alquil-pi [i(C5)C] e
ligacao de hidrogénio ndo convencional [i(N)C] com o ligante. Asn173 pode ter um
papel muito importante para polarizagdo da His174, como foi visto em um estudo de
dinamica molecular, em que a FP-2 ligado a hemoglobina, demonstrou que a
distdncia minima entre seus atomos (Ans173 e His174) de amida e os atomos de
imidazol de His174 era inferior a 3,5 A. Além do que, a Asn173 juntamente com a
His174 e Cys42, fazem parte da triade catalitica de FP-2 (Omotuyi, Hamada 2014).

Ja o aminoacido Ser41 demonstrou interagbes de hidrogénio nao
convencionais [i(C4)0, ii(C10)C] com CH3ISACN. Assim como o His174, o residuo
Ser41 esta envolvido na ligagdo de hidrogénio entre o antagonista E-64 e FP-2 (Kerr
et al., 2009). O residuo Ser41 parece fazer parte do complexo da Cloroquina ao FP-
2 através de ligagbes de van der Walls, assim como um composto extraido das
folhas de Artocarpus altilis, que é um forte candidato a antimalarico (Hidayati et al.,
2020).

O residuo Val152, demonstrou interagdes do tipo alquil-pi [i(C2)C] com o
ligante. O residuo Val152, fica localizado na regidao S1’ (bolséo catalitico) da FP-2,
regido esta muito hidrofébica com interagbes de van der Wals e forgas hidrofébicas
(Li et al., 2009). Ja para o residuo Cys39, que apresentou energia de interagao no
valor de -1.17kcal/mol, foram vistas ligagdes do tipo dipolo induzido [i(C4)O]. A
falcipaina-2 apresenta em sua estrutura nove residuos de cisteina: Cys 39, 42, 73,
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80, 99, 114, 119, 168 e 229. O aminoacido Cys39 esta proximo ao Cys80, e fazem
uma ligagao dissulfeto, que juntamente com os residuos Asp 234, Tyr 78 e Trp 206,
revestem os bolsos cataliticos (S1,51°,S2 e S3) (Sabnis et al., 2002).

A estrutura cristalina da falcipaina-2 com seu inibidor, E64 (PDB 3BPF) e da
falciapina-3, com seu inibidor leupeptina, mostrou que os residuos cataliticos de FP-
2 e FP-3 compreendem os aminoacidos: GIn36/45, Cys42/51, His174/183,
Asn204/213, respectivamente (Keer et al., 2009).

Ao comparar os residuos de maior interagdo da FP-2 com a CHsISACN,
percebe-se que o unico semelhante foi a His174. Ja para o complexo CH3ISACN-
FP-3, observa-se que os residuos de maior interacdo energética coincidem com a
regido catalitica do cristal FP3-leupeptina, com exceg¢do do residuo Asn213.
Podemos dizer que a CH3ISACN tem maior interagdo com a FP-3 se comportando
como um antagonista, quando comparado com a FP-2, onde teve uma menor
energia de interagdo, e houve pouca similaridade de ligacdo com a regido catalitica
do inibidor E64.

Na figura 25(b) € descrito os principais aminoacidos que interagem com a
CH3ISACN. O residuo His183 é o que apresenta maior energia de interagdo com a
CHsISACN, pois faz uma ligagédo de hidrogénio [i(C7)OH], na mesma regido também
apresenta ligacédo de hidrogénio ndo convencional. A segunda maior interagdo que a
CHsISACN faz na FP-3, é com o residuo Cys51, que faz trés ligagées de hidrogénio,
estando uma na regido [i(C7)OH], e duas na regiao [i(C4)O]. Também apresenta

uma ligagéo alquil-sulfur [i(N)C8].

A falcipaina-3 se caracteriza por apresentar cinco hélices, seis fitas e seis
voltas. O residuo que constitue a regidao catalitica da FP-3, envolvem Cys51,
localizado no N-terminal da hélice-2 (Sabnis et al., 2003). A cisteina funciona como
um nucledfilo, 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 proximo a
Cys51, temos a His183, podendo estar envolvido na formagdo do par de ions
tiolato/imidazolio (Sabnis et al., 2003).
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O residuo Asn182 faz cinco ligagdes nao convencionais na regiédo i [i(C)H,
i(C8)H] com a CHsISACN. Esta ligagdao € importante para estabilizar o anel de
histidina. Posteriormente, ocorre um ataque tiolato ao substrato, que leva a formacéao

de um intermediario tetraédrico oxianion (Sajid, Mckerrow 2002, Sabnis et al., 2003).

A glutamina (GIn45) e o triptofano (Trp215) formam o “buraco oxyanion” que
consiste em um elemento crucial na formagdo de um centro eletrofilico para
estabilizar o intermediario tetraédrico durante a hidrdlise (Sajid, Mckerrow 2002,
Sabnis et al., 2003). No complexo CH3ISACN-FP3, o residuo GIn45 faz duas
ligacdes de hidrogénio na regiao [i(C4)0O], apresenta liga¢gdes de dipolo-induzido na
regiao [ii(C10)C9], e ligagdes de hidrogénio ndao convencional [ii(C11)C10]. Ja o
residuo Trp215 faz uma ligacdo de hidrogénio na regido [i((C7)OH]. Também

apresenta ligagdes dipolo-induzido na regiao [ii(C9)H].

O intermediario formado € entao estabilizado por ligagdes de hidrogénio com
os residuos glutamina (GIn36 e GIn45, para FP-2 e FP-3 respectivamente) e cisteina
(Cys42 e Cys51, para FP-2 e FP-3 respectivamente). Por fim, ocorre a protonagao
do grupo amina de saida, e formagdo de um segundo oxianion. E para regeneragao
do tiolato de cisteina, ocorre a desacilacao e liberagcdo do acido carboxilico (Patra et
al., 2023). Além destes, observou-se que Gly92, Trp215 também estdo envolvidos
no processo de ancoragem com os substratos formando ligagdes de hidrogénio
(Sabnis et al., 2003).

O residuo Gly49 faz ligagbes de hidrogénio ndo convencionais nas duas
regides, [ii(C11)N, i(C4)O] com a CHsISACN. Este residuo assim como outros
(His183, Trp215, Asn182, GIn45) também é relatado como um dos principais
aminoacidos envolvidos na interagao entre inibidores (leupepitina e K11017) com a
FP-3 (Rana et al., 2020). Os trés ultimos principais residuos da FP-3 que interagem
com a CH3ISACN, sdo: Cys48 que faz ligagdes de hidrogénio ndo convencionais na
regidao [ii(C11)N, (C9)H], Ala161 apresenta forgas de London, todos na regido
[i(H)C1, (H)C2], e Ser50 que faz ligagbes de hidrogénio ndo convencional [i(C8)H] e
[ii(CO)H].

Os principais residuos que interagem com o complexo CHslISACN-FP3,
coincidem com os residuos que participam do sitio ativo do complexo 7-
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aminocumarina-FP3. Esta nova molécula corresponde a uma substituicdo na
posicao 7-amino do nucleo da cumarina na inibicdo da falcipaina-3, que € um alvo

antimalarico bem aceito (Chintakrindi, Shaikh, Coutinho, 2011).

Com o intuito de investigar se a CH3ISACN também seria capaz de inibir as
proteases especificas do P.berghei, foi realizado as mesmas metodologias in silico
aplicadas as falcipainas. Ao realizar o docking da CHs3ISACN com a BP-1 e BP-2
observou-se uma boa ancoragem, principalmente a BP-1, com uma energia de
interacdo de -6,17 Kcal/mol (Tabela 11). Porém, a for¢ca de interagdo com as
falcipainas foi maior (Tabela 10). Quanto a estabilidade das proteinas em solugéao,
vemos que a BP-2 se manteve mais estavel (Grafico 21), e com variagdo proxima a
da que foi observada nas falcipainas. Assim como também na analise do RMSF, no
qual apresentou alguns pontos de flutuagdes em comum com as falcipainas, e como

estas, nao se mostrou com grandes instabilidades.

Ao partirmos para a analise comparativa da energia de interagdo entre os
complexos nas constantes dielétricas de 10 e 40, nota-se que a BP-2 apresentou
maior energia de interagdo com CHs3ISACN (Figura 27), porém menor comparando
com as falcipainas (Figura 24). Quanto a analise dos principais residuos envolvidos
na interagdo com os complexos, ndo foram encontradas semelhancas entre as
FP2/FP3 e BP1/BP2. Tendo em vista essa busca ser inédita, na literatura ndo temos

descrito outros trabalhos relacionado ao MFCC de berghepainas.

Tomados em conjunto os bioensaios e avaliagdes in silico, sugere-se que 0
aduto pode se comportar como antagonista das cisteinas proteases analisadas,
tendo maior afinidade pelas falcipainas, especificamente a FP-3. Sendo pertinente a
continuidade da sua investigacdo, direcionado para avaliagbes farmacocinéticas in
vivo bem como estudos envolvendo o melhoramento da molécula, otimizando seu

efeito farmacoldgico.
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7. CONCLUSAO

Os estudos toxicoloégicos de doses repetidas, revelou que a substancia
nas doses administradas aos animais, ndo provocou alteragdes
significativas nos parametros analisados, bem como n&o apresentou
alteragdes patoldgicas, o que mostra a seguranga do seu uso.
Corroborando com o ensaio agudo também realizado por nossso grupo
de pesquisa;

A CHsISACN apresentou baixa genotoxicidade, no qual mostrou
reducao significativa do numero de micronucleos em comparagdo com
0 grupo controle positivo;

O derivado de isatina CH3ISACN tem se apresentado como um
potencial antimalarico. Pois, apresentou atividade quimiossupressora
no 5° dia contra infecgdo por Plasmodium berghei em camundongos;
além de minimizar os sinais clinicos nos animais infectados, assim
como retardou sua mortalidade. Ainda, nos ensaios histopatoldgicos,
foi observado menos alteragdes patolégicas nos animais tratados com
CHsISACN do que no grupo controle negativo;

Ao realizar os estudos in silico, a CH3ISACN revelou uma boa interagéo
com as proteases, se ligando em regido muito préxima ao de inibidores
ja descritos na literatura. Assim, o seu mecanismo de agdo como
antiplasmodial esta envolvido em bloquear a acido das proteases: FP2,
FP-3, BP-1 e BP-2. Tendo maior interagdo com as falcipainas (estas
que sao as proteases encontradas no P. falciparum que infecta o ser
humano), principalmente a FP-3.

Pode-se concluir que a CHs3ISACN ¢é promissora para o
desenvolvimento de um futuro medicamento antimalarico. Sendo de
grande valia a continuidade de seu estudo, até alcancgar testes de fase

clinica, e assim ser incluido no arsenal terapéutico contra a malaria.
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9. ANEXOS

Anexo A- Certiddo do Comité de Etica em Uso Animal (CEUA)-UFPB

Universidade Comissdio de Etica no
Federal da Uso de Animais

,.. Paraiba

_
\\‘.:.

el

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao da toxicidade in silico, in vitro e in vivo de um Aduto de Morita-Baylis-Hillman
derivado da N-metil-isatina”, protocolada sob o CEUA n® 1572071218 0 0on4s7), sob a responsabilidade de Margareth de Fatima
Formiga Melo Diniz £ equipe; Cinthia Rodrigues Melo; Caliandra Maria Bezerra Luna Lima - que envolve a producdo, manutencéo
e/ou utilizacdo de animais pertencentes zo filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensinD - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de & de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), € foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 22/02/2018.

We certify that the proposal "Evaluation of in silico. in vitro and in vivo toxicity of a Morita-Baylis-Hillman Adduct derived from N-
methyl isatin”, utilizing 50 Heterogenics rats (males and femnales), 24 Heterogenics mice (males and females), protocol number
CEUA 1572071218 (o ooodam, under the responsibility of Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz and team; Cinthia Rodrigues
Melo; Caliandra Maria Bezerra Luna Lima - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings). for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8. 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 02/22/2019.

Finalidade da Proposta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 01/2020 Area: Ciéncias Farmacéuticas
Origem: Unidade de Producao Animal IPeFari

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 2 a4 semanas N: 50
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 1803 2200g

Qrigem: Unidade de Producdo Animal IPeFarM
E=pécie: Camundongos heterogénicas sexa: Machos e Fémeas idade: B a 10 semanas N: 24
Linhagem: Mus musculus - Swiss Pesor 25a30g

Local do experimento: Laboratdrio de Ensaios Toxicoldgicas (LABETOX) e no Biotério do Centro Universitdrio de Jodo Pessoa (Unipé).

Jodo Pessoa, 30 de abril de 2020

foile de e G Codos A4 Bl s

Profa. Dra. Jailane de Souza Aguina Prof. Dr. Carlos Augusto Alanis Clemente
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais ice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidmde Universitaria, =/n - Castelo Branco Il Prédio da Reitoria - Gabirete da Vios-reitoris - CEP SE051-085 - oo Peszon/FE - ted- 55 (83) 3716-T155
Hordrio de at=ndimento: 72 a 6% das 14 a5 17h : e-mail: couai@ufpb br
CEUA N 1572071218
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Universidade Comisséo de Etica no
Federa' da Uso de Animais

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DA TOXICIDADE NAO-CLINICA DE DERIVADOS 3-hidroxi-2-oxindo-
a-3-substituidos EM ROEDORES ", protocolada sob o CEUA n2 1170270418 (o oooa12), 50b a responsabilidade de Margareth de
Fatima Formiga Melo Diniz e equipe; Igor Gabriel da Silva Ramalho; Myrelle Ferreira Dias - que envolve a producao, manutencéo
efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 17/07/2018.

We certify that the proposal "EVALUATION OF NON-CLINICAL TOXICITY OF DERIVATIVES 3-hydroxy-2-oxindole-3-substituted in
RODENTS", utilizing 18 Heterogenics rats (18 females), protocol number CEUA 1170270418 (o ooo212), under the responsibility of
Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz and team; Igor Gabriel da Silva Ramalho; Myrelle Ferreira Dias - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 07/17/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 10/2018 a 10/2019 Area: Ciéncias Farmacéuticas
Origem: Unidade de Producao Animal - IPeFarM

Espécie; Ratos heterogénicos sexo; Fémeas idade: 2 a4 semanas N: 18
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 180a220g

Local do experimento: Laboratério de Ensaios Toxicoldgicos e Biotério Prof. Dr. Thomas George-|PeFarM-UFPB

Jodo Pessoa, 17 de julho de 2018

aloamug, Gato, M. Goniatss ’
{
Profa. Dra. Islania Gisela Albuguergue Gongalves Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba
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Anexo B- Certiddo do Comité de Etica em uso Animal (CEUA)-UFRN

=

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE s

MINISTERIO DA EDUCAGAD /,eﬁ.»,.,, .
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA \@.

Av. Salgado Filko, S/N - CEP: 59072-970 - Natal / RN
Fone: (84) 99229-6491 / e-mail: ceua@reitoriaufrn.br

CERTIFICADO
Natal (RN), 13 de abril de 2022.

Certificamos que a proposta intitulada “Andlise de novos Ccompostos
2-amino-1,4-naftoguinona contendo 1,2,3-triazol testados contra o Plasmodium
falciparum in wvitro e P. berghei em modele murinoe como estratégia terapéutica no
controle da malaria”, sob a responsabilidade de Valter Ferreira de Andrade Meto - e que
envolve a producdo, manutencdo efou utiizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n.* 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n.® 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normmas editadas pelo Conselho Macional de Confrole da
Experimentacio Animal (CONCEA), foi APROVADA, apds ajustes, pela COMISSAD DE ETICA
NO USD DE ANIMAIS da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — CEUAUFRN na
reunido do dia 07/04/2022.

Protocolo N® 005/2022 CERTIFICADO N® 278.005/2022
Finalidade Pasquisa
Vigéncia do Projeto MARGO 2025
RELATORIO Abril 2025
Quantidade:
Espécie Linhagem Idade Peso aprox. F Total
Mus musculus Swiss adulios 20-24 gramas i) 327 327
Origem/ Biotério Central - Centro de Biocigéncias - UFRN
Manutencao Biotério de Experimentacio Unidade Labmat - DMP - CB - UFRN

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13, do Regimento Intemno desta CEUA, &
fungdo do professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracio de relatdrio de
acompanhamenty gue devera ser entregue t50 logo a pesquisa seja concluida. O
descumprimento desta norma podera inviabilizar a submissio de projetos futuros.

oAl
ianda Maira Corndlio da Silva

Coordenadora da CEUA-UFRM
Gestdo 2021-2022

WwWw.celua propesg.ufim. br
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Anexo C- Artigo cientifico publicado resultante da presente tese
Revista Brasileira de Educacdo e Salide-REBES

Grupo Verde de Agroecologia e Abelhas-GVAA G/’E CVAA

ISSN: 2358-2391 CZ
DOI 10.18378/rebes.v13i4.10259

Artigo de Revisdo

Inibicao das cisteinas proteases como alvos de candidatos a antimalaricos: Uma
revisao narrativa

Inhibition of cysteine proteases as targets of antimalarial candidates: A narrative review

Cinthia Rodrigues Melo!, Claudio Gabriel Lima-Jinior?, Abrahdo Alves de Oliveira Filho!, Valter Ferreira de Andrade-
Neto*, Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz!

"Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brasil. E-mail: cinthia.rmmelo@gmail.com

2Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brasil. E-mail: claudio@quimica.ufpb.br

3Universidade Federal de Campina Grande, Patos, PB, Brasil. E-mail: abrahao.farm@gmail.com

4 Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, Rio Grande do Norte, Brasil. E-mail: vfan.aneto@gmail.com
SUniversidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brasil. E-mail: margarethdiniz ufpb@gmail.com

Resumo - A malaria ¢ uma doenga parasitaria com grande prevaléncia no mundo. Em 2021 acometeu 247 milhdes de pessoas
e provocou 619.000 mortes. Sua transmissdo ocorre através da picada do mosquito fémea do género Anopheles infectada
pelo Plasmodium. Das espécies que infectam o ser humano, o Plasmodium falciparum é o mais letal. Um dos principais
fatores que tem dificultado o controle da malaria, € o grande numero de parasitos que apresentam resisténcia aos antimalaricos
usuais, incluindo a artemisinina e derivados. Portanto, € necessario a descoberta de novos medicamentos que tenham maior
eficacia, e com acdo em alvos que interfiram apenas no parasito. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo,
discorrer sobre uma nova perspectiva de abordagem terapéutica para o tratamento da malaria, com alvo especifico no
P.falciparum. Dessa forma, foram analisados trabalhos cientificos publicados em bases de dados como: PubMed, Scielo e
Google académico. Apds analise dos dados encontrados na literatura, observou-se que as falcipainas (cisteinas proteases) sdo
de grande importancia para manutengao do ciclo de vida do P. falciparum, principalmente as falcipainas 2 e 3. Estas enzimas
atuam na invasdo aos eritrocitos, degradagido da hemoglobina, ¢ no desenvolvimento proteolitico do parasito. Portanto a
inibicdo destas enzimas sdo um bom alvo terapéutico. Também, identificamos que substancias que apresentam aceptores de
Michael em sua estrutura (como ¢ o caso de alguns adutos de Morita Baylis Hillman), sdo capazes de inibir as cisteinas
proteases, sendo assim bons candidatos a antimalaricos.

Palavras-chaves: Maldria. P. falciparum. resisténcia. falcipainas. aceptores de Michael

Abstract - Malaria is a parasitic disease that is highly prevalent throughout the world. In 2021, it affected 247 million people
and caused 619,000 deaths. Its transmission occurs through the bite of a female Anopheles mosquito infected by Plasmodium.
Of the species that infect humans, Plasmodium falciparum is the most lethal. One of the main factors that has hampered the
control of malaria is the large number of parasites that are resistant to the usual antimalarials, including artemisinin and
derivatives. Therefore, it is necessary to discover new drugs that are more effective, and that act on targets that only interfere
with the parasite. Given this, the present work aimed to discuss a new perspective of therapeutic approach to the treatment
of malaria, with a specific target on P.falciparum. In this way, scientific works published in databases such as: PubMed,
Scielo and Google Scholar were analyzed. After analyzing the data found in the literature, it was observed that falcipains
(cysteine proteases) are of great importance for maintaining the life cycle of P. falciparum, especially falcipains 2 and 3.
These enzymes act in the invasion of erythrocytes, degradation of hemoglobin, and in the proteolytic development of the
parasite. Therefore, the inhibition of these enzymes is a good therapeutic target. We also identified that substances that have
Michael acceptors in their structure (as is the case of some Morita Baylis Hillman adducts) are capable of inhibiting cysteine
proteases, thus being good candidates for antimalarials.

Keywords: Malaria. P. falciparum. resistance. falcipains. Michael acceptors

1 INTRODUCAO tratamento da doenga de forma adequada, e

Em 2021, aproximadamente 247 milhdes de pessoas
foram acometidas pela malaria, e 619.000 foram a 6bito
(World Health Organization, 2022). Esta doenca ¢
transmitida a0 homem através da picada do mosquito
femea Anopheles, quando infectado por espécies do
género Plasmodium que causam a malaria humana

consequentemente acarretou uma grande quantidade de
mortes (World Health Organization, 2022).

Os sintomas da malaria sdo diversificados, podendo
o paciente apresentar: febre, dores de cabega, dores nas
articulagdes, vomitos, calafrios, e outros. Inicialmente o
paciente infectado pode apresentar sintomas que simulem
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