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RESUMO 

 

 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade antibacteriana e os efeitos 
toxicológicos de moléculas sintéticas das classes das fenilacrilamidas (EEs), 
fenilacrilatos (ALs), benzilidenemalononitrilas (APMs) e hidrazina-1-carbotioamidas 
(GLs), todas obtidas por estratégia de modificação molecular. Na análise in silico 
Molinspiration©, todas apresentaram ótimo potencial de biodisponibilidade oral 
teórica. Segundo a análise toxicológica admetSAR©, as moléculas analisadas não 
são teoricamente cancerígenas, teratogênicas, mutagênicas nem carcinogênicas de 
classe III, apresentando DL50 em ratos entre 585,83 e 857,20 mg/kg. Quanto à 
toxicidade oral aguda, as EEs estão na categoria III, ALs e APMs na categoria II, e 
GLs na categoria I. Na análise in vitro, embora EEs, ALs e APMs não tenham 
proporcionado proteção anti-hemolítica, o composto químico dissubstituído EE-04 
(orto-para) e o fenilacrilato AL-09 (orto-orto) demonstraram Concentração Lítica 
Mínima (CLM) de 400 μg/mL, a qual causou ruptura de mais de 50% dos eritrócitos. 
Por outro lado, EE-01, AL-10 e as APMs não exibiram atividade hemolítica. As GLs 
apresentaram CLM de 200 μg/mL. GL-02 e GL-04 reduziram em aproximadamente 
15% a oxidação induzida pela fenilhidrazina, um comprovado agente oxidante; AL-10 
mostrou um perfil concentração-dependente, reduzindo em até 20%; as APMs foram 
as mais efetivas em reduzir a oxidação - cerca de 30% - em todas as concentrações 
testadas. Os índices de metaemoglobina das EEs, ALs e GLs estão dentro dos valores 
normais. Quanto aos testes de atividade antibacteriana, todas as moléculas 
destacaram-se na atividade frente às linhagens de Streptococcus do grupo Viridans. 
É digno de nota a atividade bactericida da GL-08, com CBM < 8 μg/mL contra 
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Na associação in vitro com cloranfenicol frente 
às linhagens de Staphylococcus aureus, EE-01 e APM-05 demonstraram sinergismo; 
e EEs e APMs modularam a atividade da tetraciclina, exceto na linhagem de S. aureus 
resistente à meticilina (MRSA 216). O isômero diclorado APM-04 (orto-orto) destacou-
se por sua atividade antibacteriana de amplo espectro contra Enterobacterales, 
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., além de modular a atividade da tetraciclina 
em linhagens de S. aureus sensíveis à meticilina (MSSA). A análise por docking 
molecular revelou uma boa afinidade de ligação teórica a PBP4 (-6,909±0,14 kcal/mol) 
e α-HL (-6,183±0,1 kcal/mol) quando comparada com o antibiótico penicilina, e uma 
ótima afinidade de ligação teórica à bomba de efluxo NorA (-7,5±0,14 kcal/mol) 
comparada ao ciprofloxacino. APM-04, 2,6-diclorobenzilidenemalononitrila, possui 
dois grupos receptores de prótons, podendo teoricamente desprotonar NorA e se 
posicionar entre as folhas β que conectam as cadeias A e B da PBP4. Além disso, é 
candidata a inibir a formação do canal transmembranar formado pela α-hemolisina. 
APM-04 faz uma ligação de hidrogênio com PBP4, podendo inibir sua atividade. As 
moléculas analisadas podem atuar como aceptores de Michael por terem porções 
nucleofílicas/eletrofílicas que interagem com proteínas de caráter oposto nas células 
bacterianas. A combinação de antibióticos licenciados com APM-04 pode potencializar 
a eficácia, contribuindo para o tratamento de infecções causadas por S. aureus. 
 
Palavras-chave: Citotoxicidade. Antioxidante. Modulação. Checkerboard. CIM.



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 
 

The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity and toxicological 
effects of synthetic molecules from the phenylacrylamide (EEs), phenylacrylate (ALs), 
benzylidenemalononitrile (APMs), and hydrazine-1-carbothioamide (GLs) classes, all 
synthesised through molecular modification strategies. According to the in silico 
analysis using Molinspiration©, all molecules exhibited excellent theoretical oral 
bioavailability. Based on the toxicological analysis via admetSAR©, the evaluated 
molecules are not theoretically carcinogenic, teratogenic, mutagenic, or Class III 
carcinogens, with LD50 values in rats ranging from 585.83 to 857.20 mg/kg. Regarding 
acute oral toxicity, EEs fall into Category III, ALs and APMs into Category II, and GLs 
into Category I. In vitro analysis, while EEs, ALs, and APMs did not demonstrate anti-
haemolytic protection, the disubstituted EE-04 (ortho-para) and phenylacrylate AL-09 
(ortho-ortho) demonstrated a Minimum Lytic Concentration (MLC) of 400 μg/mL, which 
caused the rupture of more than 50% of the erythrocytes, and APMs showed no 
haemolytic activity. GLs presented an MLC of 200 μg/mL, with GL-02 and GL-04 
reducing phenylhydrazine-induced oxidation—a known oxidative agent—by 
approximately 15%. AL-10 displayed a concentration-dependent profile, reducing 
oxidation by up to 20%, while APMs were the most effective, achieving a 30% reduction 
across all tested concentrations. The methaemoglobin levels of EEs, ALs, and GLs 
remained within normal ranges. In antibacterial activity assays, all molecules 
demonstrated significant efficacy against Viridans group Streptococcus strains. 
Notably, GL-08 exhibited bactericidal activity with an MBC < 8 μg/mL against 
Enterococcus faecalis ATCC 29212. In vitro combination assays with chloramphenicol 
against Staphylococcus aureus strains, EE-01 and APM-05 displayed synergism. 
Additionally, EEs and APMs modulated tetracycline activity, except against the 
methicillin-resistant S. aureus (MRSA 216) strain. The dichlorinated APM-04 isomer 
(ortho-ortho) stood out for its broad-spectrum antibacterial activity against 
Enterobacterales, Staphylococcus spp., and Streptococcus spp., as well as for 
modulating tetracycline activity in methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) strains. 
Molecular docking analysis revealed a strong theoretical binding affinity to PBP4 (-
6.909 ± 0.14 kcal/mol) and α-HL (-6.183 ± 0.1 kcal/mol) compared with the antibiotic 
penicillin, and excellent theoretical binding affinity to the NorA efflux pump (-7.5 ± 0.14 
kcal/mol) compared with ciprofloxacin. APM-04, 2,6-dichlorobenzylidenemalononitrile, 
possesses two proton-accepting groups, potentially enabling it to deprotonate NorA 
and situate itself between the β-sheets connecting chains A and B of PBP4. 
Furthermore, it is a candidate to inhibit the formation of the transmembrane channel 
created by α-haemolysin. APM-04 forms a hydrogen bond with PBP4, potentially 
inhibiting its activity. The analysed molecules may act as Michael acceptors due to 
their nucleophilic/electrophilic portions, which interact with proteins of opposing 
characteristics in bacterial cells. Combining licensed antibiotics with APM-04 could 
enhance efficacy, contributing to the treatment of infections caused by S. aureus. 
 
Keywords: Cytotoxicity. Antioxidant. Modulation. Checkerboard. MIC. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Conforme dados publicados em junho de 2023, por Balasubramanian e 

colaboradores, foi estimado que ocorrem 136 milhões de casos de infecções 

hospitalares por ano no mundo. A China é a nação mais afetada, com 52 milhões de 

registros, e o Brasil está em quinto lugar, com 4 milhões de casos. Em outro estudo, 

após analisar os dados do ano de 2015 da Rede Europeia de Vigilância da Resistência 

Antimicrobiana (EARS-Network), estimou-se que ocorreram 671.689 infecções 

causadas por bactérias multirresistentes (MDR), resultando em aproximadamente 

33.110 mortes (cerca de 91 por dia) na União Europeia, Noruega e Islândia (CASSINI 

et al., 2019). 

Com 14% da população mundial os 35 países das Américas, em 2019, 

concentram aproximadamente 11% das mortes por infecções bacterianas resistentes 

a antibióticos. Em números absolutos, as ocorrências estão concentradas nas nações 

mais populosas, como Estados Unidos e Brasil. No Brasil, foram registradas 33,2 mil 

mortes (cerca de 90 por dia) diretamente causadas por infecções resistentes e 138 

mil nas quais as bactérias MDR tiveram alguma participação (AGUILAR et al., 2023). 

O estudo, conduzido pelo economista Jim O'Neill (2014), propõe um plano 

estratégico que demanda investimentos bilionários para conter o avanço da 

resistência bacteriana. Caso medidas eficazes não sejam implementadas, projeta-se 

um cenário alarmante no qual, até 2050, as mortes anuais decorrentes de infecções 

bacterianas resistentes a antibióticos alcançarão 10 milhões, correspondendo a um 

óbito a cada três segundos. Tal panorama configura um retrocesso significativo para 

a medicina moderna, com potencial para reverter avanços científicos e tecnológicos 

impondo à humanidade desafios comparáveis aos enfrentados na era pré-antibiótica.  

Encontrar formas de encorajar a indústria farmacêutica a produzir novos 

antibióticos é um problema antigo. Nos últimos 40 anos, não foram descobertas novas 

classes de antibióticos clinicamente relevantes, com exceção de antimicrobianos de 

espectro estreito, como a daptomicina e a linezolida (CLATWORTHY; PIERSON; 

HUNG, 2007). Uma nova classe de antibióticos de espectro ampliado, a 

zosurabalpina, um peptídeo macrocíclico, que se encontra nos estágios iniciais de 
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desenvolvimento, representa uma esperança no combate às infecções, incluindo 

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenêmicos (PAHIL et al., 2024). 

A importância de avaliar as características toxicológicas reside no fato de 

que toda e qualquer substância química pode vir a ser tóxica (ZHANG et al., 2012). 

Surge então a necessidade de se conhecer ao máximo os riscos que uma molécula 

pode oferecer, a fim de estabelecer condições seguras de uso e/ou exposição 

(FERREIRA; PINTO, 2010). A avaliação citotóxica através da quantificação da 

hemólise é um modelo simples para investigar o efeito tóxico ou protetor de uma 

variedade de moléculas, sendo a hemólise caracterizada pela ruptura do eritrócito com 

liberação de hemoglobina, podendo assim causar danos sérios em órgãos vitais 

(CARVALHO et al., 2007). Dessa forma, qualquer alteração na membrana dos 

eritrócitos, seja em sua composição ou estabilidade, pode servir como ferramenta 

diagnóstica para uma série de doenças, bem como para estudos sobre 

comportamentos celulares (GOUVÊA-e-SILVA, 2006; KEMPAIAH; SRINIVASAN, 

2006; BATISTA et al., 2007). 

A hemoglobina (Hb) é uma proteína presente nos eritrócitos e desempenha 

um papel crucial no transporte de oxigênio e dióxido de carbono no organismo. Sua 

estrutura e função a tornam uma ferramenta valiosa em estudos de atividade oxidante 

e antioxidante in vitro. Ao medir a capacidade de um antioxidante em prevenir a 

oxidação da hemoglobina, é possível determinar sua eficácia em neutralizar espécies 

reativas de oxigênio (EROs). A oxidação da hemoglobina pode ser facilmente medida, 

tornando-a um excelente indicador de estresse oxidativo. A formação de 

metaemoglobina (MHb), uma forma oxidada da hemoglobina, é um marcador comum 

utilizado nesses estudos (DIAS, 2018). 

Na busca por novos antimicrobianos eficazes contra bactérias MDR, duas 

estratégias são consideradas: a descoberta de novos alvos e a potencialização de 

moléculas conhecidas (FERNANDES, 2006). Esta última é uma opção viável e 

contribui com estudos de planejamento e desenvolvimento de fármacos, sendo 

vantajosa em termos de investimento e tempo (REZENDE et al., 2002). Uma 

estratégia comum envolve a escolha de um alvo molecular, validação do alvo e do 

ensaio bioquímico/farmacológico, identificação de um composto-protótipo, e sua 

modificação/otimização até a aprovação nos testes clínicos em humanos (DIAS; 
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CORREA, 2001). O fragment-based drug design (FBDD) é uma estratégia para 

descobrir novas estruturas ativas, usando fragmentos privilegiados no design de 

medicamentos. Essas estruturas facilitam a interação com biomacromoléculas e são 

distintas dos ligantes endógenos (DUARTE; BARRERO; FRAGA, 2007).  A Química 

Combinatória é usada para preparar coleções dessas moléculas, aumentando a 

chance de encontrar um composto químico protótipo, com recursos computacionais e 

modelagem molecular sendo utilizados para planejar a diversidade química molecular 

(VILLAR; KOEHLER, 2000).  

Os resultados dos testes de atividade antibacteriana, expressos em 

concentrações inibitórias mínimas (CIM), de pares isômeros de fenilacrilamidas (EEs) 

por Santos (2017) e fenilacrilatos (ALs) por Pereira (2016) podem ser conferidos no 

Quadro 1. EE-01, 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida, e AL-09, etil 2-ciano-3-(2,6-

diclorofenil) acrilato, destacaram-se por sua atividade antibacteriana frente às 

linhagens de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e S. aureus resistente a meticilina 

(MRSA) de origem hospitalar. 

 

Quadro 1 – Avaliação da atividade antibacteriana de isômeros sintéticos. 

  Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) 

            Linhagens ⇒  
Moléculas ⇓   

S. aureus ATCC 25923 MRSA E. coli ATCC 25922 

EE-01 256 64 64 

EE-04 64 ND ND 

AL-09 16 128 ND 

AL-10 512 ND ND 

S.aureus = Staphylococcus aureus; MRSA = S. aureus resistente a meticilina; E.coli = 
Escherichia coli; µg/mL = micrograma por mililitro; ATCC = American Type Culture Collection; 
EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; 
AL-09 = Etil 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato; AL-10 = Etil 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; 
CIM = Concentração Inibitória Mínima; ND = CIM não determinada. 
 

Fonte: SANTOS, 2017; PEREIRA, 2016. 

 

Com base nessas informações, este trabalho teve como objetivo realizar 

estudos in silico para determinar as propriedades físico-químicas, farmacológicas e 

toxicológicas teóricas de derivados sintéticos de fenilacrilamidas, fenilacrilatos, 

benzilidenemalononitrilas e hidrazina-1-carbotioamidas, bem como avaliar in vitro 

seus efeitos antibacterianos e toxicológicos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Moléculas sintéticas e a química farmacêutica 

 

A seleção de moléculas sintéticas para o desenvolvimento de 

medicamentos requer a triagem criteriosa de moléculas, visando avaliar sua atividade 

biológica e potencial terapêutico. Nesse contexto, a síntese de novos derivados 

desempenha um papel fundamental. Para muitas doenças com alvos terapêuticos 

conhecidos, essa estratégia facilita o planejamento e a criação de ligantes específicos. 

Além disso, as moléculas sintéticas são essenciais na identificação de proteínas-alvo 

e no desenvolvimento de novos fármacos moduladores, especialmente para distúrbios 

sem alvos terapêuticos (ARAÚJO et al., 2015; SANGI, 2016). A síntese orientada pelo 

alvo, combinando análise retrossintética e design racional de medicamentos, permite 

realizar planejamento de síntese molecular específicos ou bibliotecas focadas de 

maneira eficiente e eficaz (SANGI, 2016). 

Com o crescente foco na sustentabilidade, o interesse pelo 

desenvolvimento de processos de síntese molecular limpos e economicamente 

viáveis tem se mostrado fundamental para a produção de insumos químicos finos. 

Nesse contexto, a reação de condensação de Knoevenagel tem sido amplamente 

empregada. Esta reação permite a formação de moléculas complexas com grupos 

funcionais específicos através da condensação de duas ou mais moléculas simples, 

utilizando uma base fraca como catalisador. As vantagens desta reação incluem sua 

simplicidade e facilidade de execução (PÉREZ et al., 2009; VELOSO et al., 2001).  

A síntese de isômeros é essencial na pesquisa farmacológica, pois permite 

explorar como diferentes arranjos espaciais de átomos em uma mesma molécula 

podem influenciar a interação com alvos biológicos. Isômeros podem apresentar 

diferenças significativas em termos de potência, seletividade e toxicidade. Assim, 

sintetizar e estudar isômeros é uma estratégia crucial para identificar formas mais 

eficazes e seguras de novas moléculas, contribuindo para o desenvolvimento de 

medicamentos com melhor perfil terapêutico (SILVERMAN; HOLLADAY, 2015). 

Investir nesses aspectos é essencial para enfrentar o desafio crescente da resistência 

bacteriana e garantir o sucesso contínuo no tratamento de infecções (CLATWORTHY; 

PIERSON; HUNG, 2007).  
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2.1.1 FENILACRILAMIDAS 

 

Os derivados sintéticos da 2-cianoacetamida possuem um considerável 

interesse científico, além de apresentarem importantes atividades biológicas. A 

acrilamida é uma molécula que pertence ao grupo das amidas, seu nome formal é 

prop-2-enamida.  As fenilacrilamidas contêm um grupo fenil e um grupo acrilamida em 

sua estrutura (COSTA; MENEZES, 2015). 

O interesse científico pelas acrilamidas começou em 1954, quando se 

descobriu seu potencial para produzir resinas com boa ação floculante. A Agência 

Internacional de Pesquisa em Câncer classificou a acrilamida como um provável 

carcinógeno para humanos. Na década de 50 e 60, pesquisadores realizaram estudos 

toxicológicos pioneiros sobre a exposição de animais a essa substância e a DL50 

média da acrilamida para animais de laboratório foi de 150-180 mg/kg de peso 

(McCOLLISTER; OYEN; ROWE, 1964). A acrilamida é formada em alimentos ricos 

em carboidratos quando submetidos a altas temperaturas (LIMA et al., 2022), é 

encontrada principalmente em batatas fritas, chips, grãos de café e bolachas “cream 

craker”, representando um risco à saúde humana (REIS; GONÇALVES; MARIM, 

2014). Recentemente, Wu e colaboradores (2024) desenvolveram uma estratégia 

para detectar acrilamidas em alimentos e no ambiente usando nanopartículas de 

emissão induzida por agregação (AIENPs), reduzindo a exposição ao risco, 

garantindo a saúde humana e a segurança ambiental. 

No planejamento racional de fármacos usa-se estratégias de modificação 

molecular com o intuito de diminuir a toxicidade e elaborar substâncias com perfis 

farmacológicos mais definidos. Santos (2017) sintetizou seis derivados de 2-

cianoacetamida, codificados por EE. As moléculas EE-01 e EE-04 demostraram 

atividade antibacteriana. EE-01 foi eficaz contra Escherichia coli ATCC 25922 

(CIM=64µg/mL), enquanto EE-04 demonstrou atividade contra Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 (CIM=64µg/mL). 

Conforme o Quadro 2, as fenilacrilamidas (EE) foram obtidas pela 

condensação do tipo Knoevenagel, pelo tratamento de uma amida acética, contendo 

um grupo funcional nitrilo, com aldeídos aromáticos. Em resumo, a reação foi feita 

com 1 equivalente de 2-cianoacetamida (reagente 1) e 300 miligramas do aldeído 
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aromático (reagente 2) na presença de etanol e trietilamina, sendo mantida em 

agitação, a 70 ºC, por aproximadamente 24 horas, para produzir os derivados 

sintéticos desejados. Informações sobre a estrutura molecular, o rendimento das 

reações, a massa molar e a faixa de fusão das fenilacrilamidas também podem ser 

conferidas no Quadro 2. 

 

 

Quadro 2 - Protocolo de sínteseA, estruturas molecularesA, rendimento, massa molarA                       
e faixa de fusão das fenilacrilamidas derivadas de 2-cianoacetamida. 

 
          
 
 
 
 
 
             1                                      2                                                   Fenilacrilamidas 

   

Sigla Estrutura molecular A 
Rendimento 

(%) 
Massa Molar A 

(g/moL) 
Faixa de fusão 

(ºC) 

EE-01 

 

80,64 241,07 
 

190-193 
 

EE-04 

 

82,96 241,07 201-213 

(1) = 2-cianoacetamida; (2) = aldeídos aromáticos; Et3N=trietilamina; EtOH=etanol absoluto; 
R=radical; (%) = percentagem; g/moL = grama por mol; (ºC) = grau centígrado; EE-01 = (2E) 2-
ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = (2E) 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; (A) 
Gerados no software ACS/ChemSketch©. 
 

Fonte: SANTOS, 2017. 

 

 

2.1.2 FENILACRILATOS 

 

Acrilatos são os sais e os ésteres do ácido acrílico, a nomenclatura IUPAC 

(International Union of Pure and Applied Chemistry) é propenoato. Os acrilatos contém 

o grupo vinil (dois átomos de carbono unidos por ligação dupla) ligados a um grupo 
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carboxila. Nos fenilacrilatos, o anel benzeno (fenil) é ligado ao carbono do grupo 

acrilato (COSTA; MENEZES, 2015).  

Os fenilacrilatos (ALs) foram obtidos pela condensação do tipo 

Knoevenagel entre diferentes aldeídos aromáticos substituídos e o grupo funcional 

nitrilo do 2-cianoacetato de etila. Em resumo, a reação foi feita com 1 equivalente 

molar de 2-cianoacetato de etila (reagente 1) e 1 equivalente molar do aldeído 

aromático (reagente 2) na presença de etanol e morfolina, sendo mantida em 

agitação, a 70 ºC, por aproximadamente 24 horas, para produzir os derivados 

sintéticos desejados, conforme ilustra a reação no Quadro 3. Outras informações 

sobre a estrutura molecular, o rendimento das reações, a massa molar e a faixa de 

fusão dos fenilacrilatos também podem ser conferidas no mesmo Quadro.  

 

 

Quadro 3 - Protocolo de sínteseA, estruturas molecularesA, rendimento, massa molarA                      
e faixa de fusão dos fenilacrilatos derivados de 2-cianoacetato de etila. 

 
          1                                         2                                                              Fenilacrilatos 

 

Sigla Estrutura molecular A 
Rendimento 

(%) 
Massa molar A 

(g/moL) 
Faixa de fusão(ºC) 

AL-09 

 

23,28 B 270,11 40-42 

AL-10 

 

71,02 270,11 68-70 

(1)=2-cianoacetato de etila; (2)=aldeídos aromáticos; (*)morfolina; EtOH = etanol absoluto; 
R=radical; (%) = percentagem; g/moL=grama por mol; (ºC) =grau centígrado; AL-09 = Etil 2-
ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato ou (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) prop-2-enoato de etila; AL-
10 = Etil 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato ou (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) prop-2-enoato de 
etila; (A) Gerados no software ACS/ChemSketch©;  (B) Comunicação verbal, Mestrando Misael 
de Azevedo Teotônio Cavalcanti, Laboratório de Desenvolvimento e Síntese de 
Fármacos/UEPB. 
 

Fonte: PEREIRA, 2016. 
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As moléculas que contêm o grupo acrilato em sua estrutura têm 

demonstrado um potencial bioativo significativo, despertando interesse devido à sua 

notável atividade anticancerígena. Eles exibem atividade citostática contra várias 

linhagens de células malignas, incluindo carcinomas pancreático, mamário, cervical, 

de laringe, de cólon, melanomas e fibroblastos humanos (HRANJEC et al., 2003). 

O ácido clorogênico (CGA), ou ácido 3-cafeioilquínico, um polifenol de 

fenilacrilato solúvel em água, tem várias funções biológicas, incluindo ação 

antioxidante, anti-inflamatória, antibacteriana e antitumoral. Ele também regula o 

metabolismo de lipídios e glicose, protege o sistema nervoso e mantém a integridade 

dos vasos sanguíneos. O CGA tem potencial para melhorar o crescimento e a saúde 

dos suínos, sendo considerado como um substituto para os antibióticos na produção 

de porcinos (WANG, L. et al., 2022; DAI et al., 2023).  

Os estudos sobre a atividade antibacteriana dos acrilatos são limitados. A 

pesquisa de Pereira (2016) sintetizou dez derivados fenilacrilatos. O derivado AL-09 

mostrou atividade antibacteriana contra S. aureus ATCC 25923 com uma CIM de 16 

µg/mL, enquanto o AL-10 obteve uma CIM de 512 µg/mL contra a mesma linhagem. 

 

 

2.1.3 BENZILIDENEMALONONITRILAS 

 

As nitrilas são moléculas orgânicas caracterizadas pela ligação tripla entre 

um átomo de carbono e um átomo de nitrogênio, apresentando o grupo funcional (– C 

≡ N). Nas nitrilas, o nitrogênio está na extremidade e o carbono está ligado diretamente 

à cadeia carbônica. Propanodinitrila (o), que tem como sinônimo malononitrila (o), 

possui dois grupos funcionais cianeto (– C ≡ N) (BARREIRO; FRAGA, 2014). As 

benzilidenemalononitrilas; ou fenilmetilidenopropanodinitrilas possuem um átomo de 

carbono com ligação dupla diretamente ligado a um anel benzênico, o que sugere que 

esta categoria contenha o nome do composto orgânico altamente reativo benzilideno. 

Conforme o Quadro 4, os derivados de propanodinitrila (APMs) foram 

sintetizados através da reação de condensação do tipo Knoevenagel entre o 

malononitrilo (reagente 1) e diferentes aldeídos aromáticos (reagente 2) em 

equivalência molar 1:1, para produzir as moléculas codificadas por APM. A 
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nomenclatura IUPAC (do inglês, International Union of Pure and Applied Chemistry), 

determinadas pelo ChemSketch©, e as siglas das moléculas são as seguintes: [(2,6-

diclorofenil)metilideno]propanodinitrila corresponde a APM-04, e [(2,4-diclorofenil) 

metilideno]propanodinitrila corresponde a APM-05. As nomenclaturas geradas pelo 

software Molinspiration© foram respectivamente, 2,6-diclorobenzilidenemalononitrila 

e 2,4-diclorobenzilidenemalononitrila. Informações sobre a estrutura molecular, massa 

molar e faixa de fusão também podem ser conferidas no Quadro 4. 

 

 

Quadro 4 – Reação de sínteseA, estruturas molecularesA e faixa de fusão das       

benzilidenemalononitrilas. 

 
         1                                            2                                            Benzilidenemalononitrilas 

 

Sigla Radical A 
Massa molar A 

(g/moL) 
Faixa de fusão(ºC) 

APM-04 

 

223.06 69-73 

APM-05 

 

223,06 155-159 

(1)=malononitrilo; (2)=aldeídos aromáticos; R=radical; g/moL=grama por mol; (ºC)=grau 
centígrado; (A)  A montagem da reação de síntese, das estruturas moleculares e o cálculo da 
massa molar foram geradas na ferramenta ACS/ChemSketch©;  APM-04 = [(2,6-
diclorofenil)metilideno]propanodinitrila e APM-05 = [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila, 
nomenclatura IUPAC gerada pelo ChemDraw©; APM-04 = 2,6-diclorobenzilidenemalononitrila e 
APM-05 = 2,4-diclorobenzilidenemalononitrila, geradas pelo Molinspiration©. 
 

Fonte: Elaborada pela autora, 2024. 
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2.1.4 HIDRAZINA-1-CARBOTIOAMIDAS 

 

As hidrazina-1-carbotioamidas são moléculas que contêm carbono, 

hidrogênio, nitrogênio e enxofre; são derivadas da reação da tiossemicabarzida com 

aldeídos aromáticos. São pequenas moléculas, também conhecidas como 

tiossemicarbazidas (BARREIRO; FRAGA, 2014).  

Conforme o Quadro 5, a reação de obtenção de cada hidrazina-1-

carbotioamida (GL), foi sintetizada com 100 miligramas de tiossemicarbazida 

(reagente 1) e um equivalente dos aldeídos (reagente 2) na presença de etanol e ácido 

acético à temperatura ambiente. Outras características das GLs podem ser conferidas 

no mesmo Quadro. 

 

Quadro 5 – Protocolo de sínteseA, estruturas molecularesA, rendimento, massa molarA                         
e faixa de fusão das hidrazina-1-carbotioamidas. 

 

                   1                                     2                                               Hidrazina-1-carbotiamidas 

 

Sigla Radical A Rendimento (%) Massa Molar A (g/moL) Faixa de fusão(ºC) 

 

GL-02 

 
 

 

81,96 

 

213,69 

 

230-233 

GL-04 

 

91,66 248,13 234-236 

GL-07 

 

84,24 248,13 234-237 

GL-08 

 

89,42 248,13 253-254 
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1=tiossemicarbazida; 2=aldeídos aromáticos; EtOH=etanol absoluto; AcOH=ácido acético; 
T.A.=temperatura ambiente; R=radical; (%) = percentagem; MM=massa molar; (g/moL) =grama por 
mol; (ºC) =grau centígrado; GL-02= (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-
04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-
diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; (A) Gerados no ACD/ChemSketch©.                                         

Fonte: SOUSA, 2019. 

 

Sousa (2019) sintetizou o derivado tiossemicarbazônico acridínico GLCL-

04, que inibiu 83,7% das células HL-60 a 50 µM e mostrou alto poder citotóxico no 

teste de hemólise, típicos de moléculas anticâncer por sua alta toxicidade para células 

normais. A nomenclatura do GLCL-04 é (E) -N-(acridin-9) (10H)-ilideno)-2-(2,4-dicloro-

benzilideno)hidrazinacarbotioamida. As moléculas hidrazina-1-carbotioamidas são 

intermediários desta reação para obter os derivados tiossemicarbazônicos acridínicos. 

 

2.2 Toxicologia não-clínica 

 

Após a identificação de moléculas com potencial terapêutico promissor, é 

essencial avaliar a segurança. A toxicologia não-clínica, utiliza estudos in silico para 

prever a toxicidade potencial de candidatos a medicamentos, e análises in vitro são 

fundamentais para se conhecer a citotoxicidade (FIGUEIREDO JÚNIOR et al., 2021), 

sendo fulcral para garantir a segurança de novos produtos farmacêuticos.  

 

2.2.1 ANÁLISE IN SILICO 

 

Os estudos in silico reduzem significativamente a necessidade de testes 

em animais de laboratório (KNOP; MARIA, 2016), contribuindo para uma pesquisa 

mais ética e eficiente. Essa prática tem sido alvo de críticas de diversos segmentos 

da sociedade devido ao sofrimento imposto aos animais, levando a uma crescente 

exigência por parte da comunidade científica e das autoridades para o 

desenvolvimento e uso de métodos alternativos à experimentação animal (VICTAL et 

al., 2014). A triagem in silico utiliza métodos computacionais para avaliar propriedades 

farmacocinéticas e prever a atividade biológica de moléculas, com softwares como 

Molinspiration©, PASS Online© e admetSAR©. 
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2.2.2 ANÁLISE IN VITRO 

 

Os testes in vitro são essenciais para garantir a segurança de novos 

medicamentos e produtos químicos. Eles fornecem informações valiosas sobre os 

possíveis impactos adversos das moléculas antes dos testes em animais e, 

posteriormente, em humanos, ajudando a identificar potenciais riscos à saúde e a 

minimizar esses riscos (ADLER et al., 2011). 

 

2.2.2.1 Potencial hemolítico 

 

O potencial hemolítico refere-se à capacidade de uma substância em 

causar lise ou ruptura dos eritrócitos (ADLER et al., 2011). A ausência ou baixa taxa 

de hemólise é importante para o desenvolvimento de um medicamento, pois a ruptura 

das células sanguíneas, que são as mais abundantes do tecido sanguíneo, libera 

hemoglobina no plasma. A hemoglobina livre pode causar danos a órgãos vitais como 

rins e coração (SILVA et al., 2022). O ensaio é utilizado para avaliar a toxicidade in 

vitro.  A avaliação do potencial hemolítico é usada como método de triagem para 

toxicidade de novas moléculas, com objetivo de estimar o dano que elas podem 

produzir in vivo em eritrócitos no organismo (PEREIRA et al., 2020). 

 

2.2.2.2 Fragilidade osmótica 

 

A fragilidade osmótica avalia a resistência dos eritrócitos à ruptura em 

diferentes condições osmóticas (ADLER et al., 2011). Em uma solução hipotônica, os 

eritrócitos absorvem água e se rompem. A fragilidade osmótica é definida pela 

capacidade dos eritrócitos de resistir à hemólise (ruptura da membrana celular) sob 

essas condições osmóticas (RODRIGUES, 2023). O Teste de Fragilidade Osmótica, 

também conhecido como Curva de Fragilidade Osmótica, permanece um método de 

triagem amplamente utilizado em análises clínicas ou patologia clínica, para avaliar a 

resistência ou fragilidade (lise) dos eritrócitos quando expostos a variações nas 

concentrações osmóticas de cloreto de sódio (QUADROS; BRITO, 2021). Em outras 

palavras, o teste baseia-se na avaliação da resistência dos glóbulos vermelhos à lise, 
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em função da redução na concentração de cloreto de sódio (FERNÁNDEZ-ALBERTI; 

FINK, 2000). 

 

2.2.2.3 Potencial oxidante e antioxidante 

 

O potencial oxidante refere-se à capacidade de uma substância em gerar 

espécies reativas de oxigênio (EROS), que podem causar danos às células e tecidos. 

Por outro lado, o potencial antioxidante indica a capacidade de uma substância em 

neutralizar essas espécies reativas e proteger as células. Esses testes são 

fundamentais para avaliar o potencial de moléculas sintéticas em causar danos 

oxidativos ou fornecer benefícios antioxidantes, sendo relevantes para a segurança e 

eficácia dos medicamentos em desenvolvimento (LOBO et al., 2010; PISOSCHI; POP, 

2015; SANTANA, 2020). O metabolismo normal produz continuamente ROS, que 

desempenham várias funções in vivo, especialmente na produção de energia, 

fagocitose, regulação do crescimento celular e sinalização entre células (HONG et al., 

2024). O estresse oxidativo ocorre quando a produção de compostos oxidantes 

excede a capacidade do organismo de neutralizá-los. Esse aumento descontrolado 

de moléculas altamente reativas pode resultar na oxidação de biomoléculas, como 

proteínas, aminoácidos, lipídios e DNA, causando danos celulares que podem 

culminar na morte celular (KOZLOV; JAVADOV; SOMMER, 2024).  

A toxicidade de uma molécula pode estar relacionada ao seu potencial 

oxidante. Moléculas com alto potencial oxidante podem causar danos oxidativos às 

células, levando à citotoxicidade. No entanto, a relação entre o potencial oxidante e a 

toxicidade não é direta e depende de vários outros fatores, incluindo a concentração 

da molécula e a presença de outros antioxidantes no sistema (BARBOSA et al., 2010). 

As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua relação 

com certas doenças, agindo como causador ou agravante, impulsionou a busca por 

novas substâncias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos às células 

vivas (ALVES et al., 2010).  

O fundamento do teste in vitro é avaliar quantitativamente a 

metaemoglobina em relação a oxiemoglobina por meio da absorção 

espectrofotométrica em comprimentos de onda específicos (NAOUM et al., 2004). As 



14 

 

 

 

principais formas heme-estruturais das moléculas de hemoglobinas caracterizadas 

por oxiemoglobina, deoxiemoglobina, metaemoglobina e cianometaemoglobina, são 

físico-quimicamente identificadas pelos seus espectros de absorção. O espectro da 

deoxiemoglobina tem absorção máxima no comprimento de onda de 555 nm, a 

oxiemoglobina tem absorções específicas em 540 nm e 577 nm, a metaemoglobina 

tem dois comprimentos de onda com maior intensidade de absorção em 500 nm e 630 

nm, e a cianometaemoglobina em 540 nm (CAMARGO et al., 2007; CLARO et al., 

2006; NAOUM et al., 2004). 

 

2.3 Antibióticos e Resistência Bacteriana 

 

2.3.1 MECANISMO DE AÇÃO DOS ANTIBIÓTICOS 

 

Os antibióticos bactericidas promovem a morte dos microrganismos ao 

interromper processos essenciais à sua sobrevivência, como a síntese de parede 

celular, a replicação do DNA ou a função da membrana plasmática. Embora também 

possam impedir a multiplicação bacteriana, seu principal efeito está em causar a 

destruição das células bacterianas. Já os antibióticos bacteriostáticos atuam inibindo 

o crescimento e a multiplicação dos microrganismos, sem causar sua morte imediata, 

permitindo que o sistema imunológico do hospedeiro elimine os patógenos de forma 

mais eficaz. Geralmente, a combinação de antibióticos com atividade antimicrobiana 

semelhante produz um efeito sinérgico, enquanto a combinação de antibióticos com 

atividades diferentes pode resultar em antagonismo. Portanto, é preferível combinar 

antibióticos como a sulfa com o trimetropim, ou a penicilina com o enrofloxacino. Por 

outro lado, a combinação de penicilina com tetraciclina ou sulfa com enrofloxacino é 

desaconselhada. Exceções existem, mas seguir essa regra geral aumenta a 

probabilidade de sucesso terapêutico. Exemplos de antibióticos bacteriostáticos 

incluem cloranfenicol, tetraciclinas, macrolídeos, lincosamidas, sulfonamidas e 

trimetropima, enquanto aminoglicosídeos, quinolonas, penicilinas e cefalosporinas 

são exemplos de bactericidas (SILVA, 2013; ZHANG et al., 2016). 

A partir de 2000, poucos antibióticos foram introduzidos para a terapêutica 

antimicrobiana. Em 2001, apenas um antibiótico de origem sintética da classe das 
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oxazolidinonas foi introduzido no mercado farmacêutico, a linezolida; e de fonte 

natural, em 2003, o lipodepsipeptídeo daptomicina (PUPO et al., 2006, GUIMARÃES; 

MOMESSO; PUPO, 2010, grifo nosso). Segundo Oliveira e Aires (2016, grifo nosso), 

embora a investigação de novas moléculas antibacterianas não seja a prioridade da 

indústria farmacêutica, o interesse em dar resposta à emergência das “superbactérias” 

fica corroborado com os exemplos que seguem: Doripenem, carbapenem aprovado 

pelo FDA em 2007; telavancina, glicopeptídeo aprovado em 2008; tedizolida, 

oxazolidinona aprovada em 2014; dalbavancina e oritavancina, glicopeptídeos 

aprovados em 2014, sendo a oritavancina ativa em MRSA, VRE e VRSA; 

ceftolozano/tazobactam e ceftazidima/avibactam, combinações de cefalosporina 

com inibidor de β -lactamases aprovados em 2014; e ceftarolina, cefalosporina de 

quinta geração ativa contra MRSA, aprovada em 2015. Apesar das pleuromutilinas 

terem sido descobertas nos anos 1950, a lefamulina tornou-se o primeiro antibiótico 

dessa classe aprovado pelo FDA em 2019 para administração tanto oral quanto 

intravenosa em humanos, sendo indicado para o tratamento de pneumonia bacteriana 

adquirida na comunidade em pessoas adultas (WATKINS; FILE, 2020, grifo nosso).  

Entre os principais mecanismos de ação dos antibióticos, esquematizados 

na Figura 1, destacam-se: (1) Inibição da síntese da parede celular: β-lactâmicos 

(penicilinas, cefalosporinas) e glicopeptídeos (vancomicina) interferem na formação 

do peptidoglicano, essencial para a integridade da parede celular bacteriana; (2) 

Inibição da síntese proteica: antimicrobianos como aminoglicosídeos, macrolídeos 

e tetraciclinas atuam nos ribossomos bacterianos, impedindo a tradução; (3)  Inibição 

da duplicação do DNA ou da síntese do RNA: As fluoroquinolonas (ex., 

ciprofloxacino) inibem a DNA girase e a topoisomerase IV, a rifampicina inibe a RNA 

polimerase, enzimas vitais para a replicação do material genético; (4) Inibição da 

síntese do folato: Sulfonamidas e trimetoprima bloqueiam a síntese de folato, uma 

via metabólica essencial para a sobrevivência bacteriana; (5) Despolarização do 

potencial de membrana: Daptomicina  liga-se à membrana citoplasmática bacteriana 

de maneira dependente de cálcio, resultando na perda de íons essenciais, como 

potássio; isso interfere na produção de ATP e outros processos metabólicos; e (6) 

Lise da membrana plasmática: Polimixinas são moléculas cationicamente 

anfipáticas que atuam na membrana externa de bactérias Gram-negativas; se ligam 
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preferencialmente ao fosfato do lipídeo A, presente nos lipopolissacarídeos (LPS), 

neutralizando suas cargas negativas e desestabilizando a membrana externa; 

adicionalmente, inserem-se na membrana citoplasmática interna, comprometendo 

sua integridade estrutural e causando perda de componentes celulares essenciais, o 

que culmina em morte celular por lise osmótica. Esses mecanismos visam alvos 

específicos das células bacterianas, minimizando os efeitos sobre células humanas, 

embora possam ocorrer efeitos colaterais e o desenvolvimento de resistência 

bacteriana, fenômeno que representa um desafio crescente à eficácia terapêutica 

(CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007; LOUREIRO et al., 2016; OLIVEIRA; 

SILVA, 2018; SANTOS; COSTA, 2019; VENDICHETIS, 2021, grifo nosso). 

Figura 1 – Mecanismos de ação dos antibióticos. 

 
(1) Inibição da síntese da parede celular; (2) Inibição da síntese proteica; (3) Inibição da duplicação 
do DNA ou da síntese do RNA; (4) Inibição da síntese de folato; (5) Despolarização do potencial de 
membrana e (6) Lise da membrana plasmática. GTP = Guanosina Trifosfato; DHP = 
Dihidropteroato; DHF = Dihidrofolato; THF = Tetraidrofolato; dUMP = Desoxiuridina Monofosfato; 
dTMP = Desoxitimidina Monofosfato; dTTP = Desoxitimidina Trifosfato. 

 

Fonte: CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007, modificado por NANES-LIMA,2024. 
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Em 2019, o FDA também aprovou o cefiderocol, uma nova cefalosporina 

siderófora que utiliza uma estratégia inovadora para entrar na célula bacteriana, 

conhecida como ‘Cavalo de Troia’. Esse antibiótico se liga ao íon férrico (Fe³⁺) e 

aproveita o sistema de transporte de ferro das bactérias Gram-negativas para penetrar 

no interior da célula (SYED, 2021, grifo nosso). Uma vez dentro da célula, o cefiderocol 

se dissocia do ferro e se liga às proteínas de ligação à penicilina (PBPs), inibindo a 

síntese de peptidoglicano, o que resulta na lise e morte celular. A estratégia permite 

que alcance altas concentrações no espaço periplasmático. Além disso é estável 

contra todas as classes de β-lactamases, incluindo carbapenemases de serina e 

metalo-β-lactamases (VIM, IMP e NDM) e mantém sua atividade mesmo na presença 

de bombas de efluxo e alterações nos canais de porinas (KAZMIERCZAK et al., 2019). 

É eficaz contra bactérias MDR, incluindo linhagens de Enterobacterales, 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e Burkholderia cepacia (SYED, 2021).  

 
 

2.3.2 RESISTÊNCIA BACTERIANA 

 

A emergência da resistência bacteriana representa um desafio crescente e 

urgente para a saúde pública global. Desde a introdução pioneira da penicilina na 

prática clínica; que foi descoberta por Alexander Fleming em 1928 e produzida em 

escala industrial na década de 1940; as bactérias demonstraram uma notável 

capacidade de resistir a esses agentes terapêuticos, na mesma década foram 

isoladas linhagens de S. aureus resistentes. A resistência é atribuída a uma interação 

complexa entre características intrínsecas e adquiridas dos microrganismos, 

resultando na seleção de clones multirresistentes ao longo do tempo. Esse fenômeno 

é particularmente exacerbado em ambientes hospitalares, onde a pressão seletiva é 

significativamente elevada (SILVA, 2017; TAVARES, 2020).  

A resistência aos antibióticos pode ser alcançada através da aquisição 

horizontal de genes de resistência, carregados por plasmídeos ou transposons, por 

recombinação de DNA exógeno no cromossomo, ou por mutações em diferentes loci 

cromossômicos (DAVIES, 1997; MARTINEZ; BAQUERO, 2000). 

Além da ampla disseminação da resistência aos antibióticos convencionais, 

alternativas terapêuticas, como as fluoroquinolonas e as cefalosporinas, e a 
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emergência de resistência as polimixinas, uma classe de antimicrobianos de uso 

restrito hospitalar, suscitam preocupações adicionais. As polimixinas são reservadas 

para o tratamento de infecções hospitalares causadas por bacilos Gram-negativos 

MDR, devido à sua eficácia (DAVIES; DAVIES, 2010). 

Em 2016, foi relatada a descoberta do gene mcr-1 (mobilized colistin 

resistance), que confere resistência a colistina, também conhecida como polimixina E, 

e sua disseminação global foi rápida, estando presente em quase todos os 

continentes. Subsequentemente, novas variantes do gene surgiram em diferentes 

regiões, principalmente na Europa e Ásia, demonstrando a rápida evolução e 

disseminação dessa resistência bacteriana como um desafio significativo em escala 

mundial (FABRIN; VIZZOTTO, 2019). Martins (2022) descreveu a presença crescente 

dessa resistência em isolados provenientes de casos de infecção de corrente 

sanguínea na cidade de Salvador, BA; um total de 22,0% dos isolados foram 

resistentes a polimixina, destes 72,8% foram Klebsiella pneumoniae e 27,2% foram 

Escherichia coli.  

O uso intenso e desenfreado de antimicrobianos aumentou drasticamente 

a frequência de resistência entre os patógenos humanos, ameaçando assim uma era 

pós-antibiótica com a perda das opções terapêuticas (LEUNG et al., 2011), resultando 

na seleção de diferentes clones multirresistentes. Estas células bacterianas são 

resistentes a pelo menos dois grupos de antimicrobianos com diferentes mecanismos 

de ação (ALEKSHUN; LEVY, 2007). O grupo de bactérias conhecido como ESKAPE 

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae subsp. 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de 

Enterobacter spp.) é comumente associado a infecções cutâneas, especialmente em 

ambientes hospitalares, com inúmeras linhagens demonstrando multirresistência 

(VALE DE MACEDO et al., 2021).  

 

2.3.2.1 Mecanismos moleculares de resistência bacteriana 

 

Os mecanismos moleculares de resistência bacteriana aos antibióticos são 

diversos e estão esquematizados na Figura 2: (1) Inativação ou modificação 

enzimática do antibiótico: Esse mecanismo ocorre por meio da ação de enzimas 
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bacterianas que degradam ou modificam a molécula do antibiótico. A degradação 

enzimática, como a realizada pelas β-lactamases, envolve a hidrólise de grupos 

funcionais essenciais das penicilinas, cefalosporinas e carbapenens, tornando-os 

ineficazes (DE PASCALE; WRIGHT, 2010, grifo nosso). Já as enzimas modificadoras 

de antibióticos transferem grupos químicos (como acetil, fosforil ou adenil), impedindo 

que o fármaco se ligue ao seu alvo molecular, tais como as que conferem resistência 

aos aminoglicosídeos em estafilococos  (WRIGHT, 2005); (2) Modificação do sítio-

alvo: Este mecanismo reduz a afinidade entre o ligante e seu alvo bacteriano, 

frequentemente devido a mutações nos genes que codificam essas proteínas-alvo ou 

pela modificação enzimática do sítio de ligação. Exemplos incluem alterações na DNA 

girase e topoisomerase IV, que conferem resistência as fluoroquinolonas, e na PBP, 

característica de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (LOUREIRO et al., 2016; 

SCHAENZER; WRIGHT, 2020, grifo nosso); (3) Redução da permeabilidade da 

membrana externa:  A diminuição do influxo é mediada por alterações na estrutura 

da membrana bacteriana, por exemplo, a regulação negativa das porinas, que são 

proteínas transmembrana que permitem o transporte passivo de várias moléculas, 

como antibióticos, para a célula bacteriana. Ocorre em bactérias Gram-negativas 

como P. aeruginosa com perda da porina D2 resistente ao imipenem (FERNÁNDEZ; 

HANCOCK, 2012, grifo nosso); (4) Efluxo ativo de antibióticos: As bombas de 

efluxo, proteínas transmembrana, removem os antibióticos do interior da célula, 

reduzindo sua concentração intracelular e eficácia. Essas bombas podem ser 

específicas para um único fármaco ou multiespecíficas, expelindo diversas moléculas 

antimicrobianas. A bomba de efluxo NorA, presente em S. aureus, expele 

fluoroquinolonas, corantes e biocidas (WEBBER; PIDDOCK, 2003, grifo nosso); (5) 

Proteção do sítio-alvo: Fenômeno pelo qual uma proteína de resistência se associa 

fisicamente ao alvo do antibiótico impedindo a ação do fármaco. São exemplos as 

Proteínas de Proteção Ribossomal a Tetraciclina (do inglês, Tetracycline Ribosomal 

Protection Proteins - TRPP) em estreptococos, enterococos e estafilococos (WILSON; 

HAURYLIUK; ATKINSON; O’NEILL, 2020, grifo nosso); (6) Desvio (Bypass) do alvo 

molecular: A bactéria desenvolve vias alternativas ou utiliza novas proteínas para 

desempenhar a função do alvo inibido, tornando o alvo original redundante e o 

antibiótico ineficaz, inclui alteração metabólica de trimetoprima ou sulfonamidas e 
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hiperprodução de ácido p-aminobenzóico (THEN, 1982, grifo nosso). Esses 

mecanismos frequentemente coexistem, agravando o desafio terapêutico e exigindo 

estratégias integradas de controle e novas opções terapêuticas (DARBY et al., 2023). 

Figura 2 – Mecanismos moleculares de resistência bacteriana. 

 
(1) Inativação ou modificação enzimática do antibiótico; (2) Modificação do sítio-alvo; (3) Redução 
da permeabilidade da membrana externa; (4) Efluxo ativo de antibióticos; (5) Proteção do sítio-alvo; 
(6) Desvio (Bypass) do alvo molecular. 
 

Fonte: Adaptado de DARBY et al., 2023. 
 

2.3.3 BACTÉRIAS 

 

2.3.3.1 Staphylococcus spp. 

 

Nesse gênero destacam-se com multirresistência: S. aureus resistente a 

meticilina (MRSA, Methicilin-Resistant-Staphylococcus aureus) e resistente a 

vancomicina (VRSA, Vancomycin-Resistant-Staphylococcus aureus) (ALEKSHUN; 

LEVY, 2007). S. aureus continua sendo um dos principais causadores de infecções, 

tanto no ambiente hospitalar quanto na comunidade, com a prevalência de MRSA 

tendo importância mundial (ROSSOLINI; MANTENGOLI, 2008). No entanto, linhagens 
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sem mecA, denominadas resistentes a meticilina sem mec, MRLM (do inglês - 

Methicillin-Resistant lacking mec), também podem apresentar resistência aos β-

lactâmicos de nova geração. Este estudo revela que mutações nos genes que 

codificam PBP4 e GdpP podem sinergicamente mediar essa resistência, sugerindo 

novos mecanismos e a necessidade de reconsiderar os protocolos de diagnóstico e 

tratamento para infecções por S. aureus resistentes aos β-lactâmicos (LAI et al., 

2024). 

A infecção por Staphylococcus spp. resistentes a múltiplos antimicrobianos, 

incluindo Staphylococcus epidermidis multirresistente (MDRSE), é uma preocupação 

significativa em ambientes hospitalares. A vancomicina é frequentemente usada como 

terapia empírica, e outras opções como teicoplanina e daptomicina são consideradas 

dependendo do contexto clínico (SICILIANO et al., 2023).  

Staphylococcus saprophyticus pode ser responsável por 10% a 20% dos 

casos de infecção do trato urinário (ITU) em mulheres jovens sexualmente ativas, 

sendo considerada a segunda bactéria mais comum nas ITUs nesse grupo de 

indivíduos (WARREN et al., 1999). Em outro estudo realizado na cidade de São Paulo, 

no Brasil, também com isolados de trato urinário de ambos os sexos, a frequência de 

S. saprophyticus foi de 1,2%, demonstrando que o maior fator de risco ocorre nas 

mulheres entre 14 a 65 anos (MIRANDA et al., 2014). 

 

2.3.3.2 Streptococcus spp. 

 

Os antibióticos β -lactâmicos, incluindo a penicilina, são usados há mais de 

80 anos para tratar infecções causadas por Streptococcus pyogenes, ou 

Streptococcus β-hemolítico do Grupo A de Lancefield. Apesar de não se identificar in 

vitro linhagens resistentes a esta classe, falhas no tratamento clínico foram relatadas. 

Pesquisas sugerem que isso pode estar associada a vários fatores, incluindo redução 

da suscetibilidade, efeitos de inoculação bacteriana, formação de biofilme, efeito de 

bactérias coexistentes, persistência bacteriana e internalização nas células 

hospedeiras (GUO; YAO, 2024). Streptococcus agalactiae, outra espécie de 

estreptococo β-hemolítico, coloniza os tratos gastrointestinal e geniturinário de 

mulheres, de forma assintomática. Transmitido no parto, pode causar sepses e 
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meningites no neonato, aumentando os riscos de mortalidade. No estudo de Ribeiro 

e colaboradores (2021), penicilinas e cefalosporinas não apresentaram boa 

sensibilidade in vitro frente as linhagens isoladas de culturas de vigilância 

epidemiológica em gestantes. 

Estreptococos do grupo viridans são um grupo heterogêneo de organismos 

que podem ser comensais humanos, colonizando os tratos gastrointestinal e 

geniturinário, além da mucosa oral. Embora geralmente de baixo potencial patogênico, 

eles podem causar doenças invasivas em certas populações. A resistência 

antimicrobiana varia dentro do grupo, sendo o Streptococcus mitis geralmente mais 

resistente (DOERN; BURNHAM, 2010). Dois isolados de endocardite resistentes a 

penicilina, Streptococcus parasanguinis e S. mitis, desenvolveram resistência de alto 

nível a daptomicina (HLDR) durante a passagem in vitro da daptomicina (PERICÀS et 

al., 2019). Esses achados estão alinhados com os resultados de um estudo in vitro 

realizado em 2015, que demonstrou que linhagens de S. do grupo Viridans 

inicialmente susceptíveis a daptomicina adquiriram HLDR rapidamente quando 

expostas ao antibiótico (AKINS; KATZ; MONAHAN; ALEXANDER, 2015). Outro 

estudo de 2017 investigou o impacto da HLDR no grupo Streptococcus mitis/oralis. 

Os pesquisadores observaram que essas bactérias têm uma propensão a desenvolver 

rapidamente resistência significativa a daptomicina, o que representa um desafio no 

tratamento de infecções como a endocardite (GARCIA-DE-LA-MARIA et al., 2017). 

 

2.3.3.3 Enterococcus spp. 

 

Entre os enterococos destacam-se com maior frequência os isolados de 

Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE, Vancomycin-Resistant-

Enterococcus) (ALEKSHUN; LEVY, 2007).  Em 2005, a proporção de Enterococcus 

faecium resistente a vancomicina (VRE) entre isolados invasivos ultrapassou 30% em 

quatro países europeus (Grécia, Irlanda, Portugal e Reino Unido), bem como em 

Israel, enquanto em outros países, essa proporção permaneceu consistentemente 

baixa ou os VRE estavam praticamente ausentes. Alguns países afetados pelas taxas 

mais altas observaram uma tendência crescente, com um preocupante ressurgimento 

de E. faecium resistente a vancomicina, relatado na Inglaterra e no País de Gales em 
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2008. A proporção de linhagens resistentes a vancomicina permanece muito menor 

entre Enterococcus faecalis (ROSSOLINI; MANTENGOLI, 2008). 

 

2.3.3.4 Enterobacterales 

 

Nessa ordem, destacam-se com maior frequência os isolados de 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae com espectro estendido 

as β-lactamases (ALEKSHUN; LEVY, 2007). Normalmente, as bactérias 

multirresistentes (MDR) estão associadas a infecções nosocomiais. No entanto, 

algumas bactérias MDR tornaram-se causas prevalentes de infecções adquiridas na 

comunidade desde o início do século (VAN DUIN; PATERSON, 2016). 

Os produtores de β-lactamase de espectro estendido (ESBL) surgiram na 

década de 1980 devido à pressão seletiva causada pela introdução das cefalosporinas 

de terceira geração ou oximinocefalosporinas, que foram originalmente desenvolvidas 

como antibióticos capazes de superar a resistência causada pelas β- lactamases mais 

comuns (BRADFORD, 2001).  A evolução das ESBLs ocorreu por dois mecanismos: 

seleção de mutantes em plasmídeos TEM e SHV, e emergência de novas enzimas 

como VEB, GES, TLA, SFO e BES por transferência horizontal de genes (MEDEIROS, 

1997). Os carbapenêmicos são os únicos β-lactâmicos eficazes contra 

Enterobacterales produtoras de múltiplas ESBLs. A resistência adquirida aos 

carbapenêmicos podem surgir por dois mecanismos: perda de porinas em linhagens 

de Klebsiella spp. e Enterobacter spp., ou produção de uma carbapenemase 

(ROSSOLINI; MANTENGOLI, 2008). 

A primeira bactéria com o fenótipo de resistência associado à enzima KPC 

(Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) foi identificada nos Estados Unidos em 

2001, em um hospital na cidade de Raleigh, Carolina do Norte (YIGIT et al., 2001). 

Em relação ao Brasil, o primeiro surto de infecção por bactérias produtoras de KPC 

foi relatado em 2006, no Hospital Israelita Albert Einstein, em São Paulo (ANDRADE 

et al., 2006). Desde então, os casos de infecções por bactérias portadoras de KPC 

têm sido reportados em várias regiões do país, representando um desafio significativo 

para o controle de infecções hospitalares (ENDIMIANI et al., 2009). A NDM-1 (New 

Delhi metalo-β-lactamase) é outra carbapenemase produzida por enterobactérias, que 



24 

 

 

 

tem maior afinidade pelos carbapenêmicos, dificultando ainda mais a eficácia dos 

antibióticos (FORESTO et al., 2021). 

 

2.3.3.5 Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa é um patógeno bacteriano associado a uma 

ampla gama de infecções e utiliza diversas estratégias para estabelecer e manter a 

infecção, incluindo produção de biofilme, resistência a múltiplos medicamentos e 

tolerância a antibióticos. A resistência aos aminoglicosídeos, em particular, é uma 

grande preocupação nas infecções por P. aeruginosa (SINDELDECKER; 

STOODLEY, 2021). Nos países da Europa Oriental, são encontradas taxas de 

resistência a piperacilina, ceftazidima, carbapenêmicos, fluoroquinolonas e 

aminoglicosídeos que em alguns casos (por exemplo, na Romênia) pode ultrapassar 

50% desde a década passada (ROSSOLINI; MANTENGOLI, 2008). 

É ainda mais preocupante quando P. aeruginosa produz KPC, tornando o 

tratamento mais difícil e aumentando a morbidade e a mortalidade associadas a essas 

infecções (ANDRADE et al., 2006). O primeiro relato da produção da enzima KPC por 

P. aeruginosa ocorreu em Medellín, na Colômbia, em três linhagens com alto nível de 

resistência a carbapenêmicos (CIM ≥ 256 μg/mL). Essa informação pode ser 

encontrada no artigo publicado por Villegas e colaboradores em 2007. 

 

2.3.4 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIBACTERIANOS 

 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) é a menor concentração de um 

agente antibacteriano; apresentada em mg/L (ou μg/mL) que; sob condições in vitro 

estritamente controladas, impede completamente o crescimento visível do 

microrganismo teste (EUCAST, 1998). 

O caldo Müeller Hinton (cMH) é recomendado para testes de sensibilidade 

antimicrobiana devido à sua composição padronizada, que inclui teores específicos 

de cálcio e magnésio. Esses íons são importantes para garantir a uniformidade dos 

resultados das análises. O cálcio e o magnésio ajudam a estabilizar a atividade dos 
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antimicrobianos e a manter a integridade das células bacterianas durante o teste 

(JORGENSEN; FERRARO, 2009; CLSI, 2020; BrCAST, 2023). 

As raízes da determinação da CIM (ou MIC – do inglês Minimum Inhibitory 

Concentration) remontam ao início do século XX (TIWARI; NIZET; DILLON, 2023). Na 

Microbiologia Clínica a utilização dos valores de CIM pode facilitar a eficácia da 

antibioticoterapia, embora a determinação desse valor seja desafiadora nos 

laboratórios devido aos métodos recomendados pelo European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST e Clinical and Laboratory Standards 

Institute - CLSI. O método de microdiluição em caldo é amplamente reconhecido como 

o mais confiável; no entanto, quando realizado manualmente, é um processo 

minucioso e trabalhoso, que exige uma abordagem cuidadosa e demanda um tempo 

significativo para a obtenção dos resultados. Vale ressaltar que a informação sobre a 

suscetibilidade da linhagem, derivada da CIM, pode não ser totalmente precisa devido 

a mecanismos bacterianos como resistência heterogênea, tolerância ou persistência, 

que podem escapar da detecção rotineira no laboratório. Infelizmente, essas 

características dos microrganismos podem levar ao fracasso do tratamento, mesmo 

com a escolha adequada da terapia antibiótica (KOWALSKA-KROCHMAL; DUDEK-

WICHER, 2021). 

Além da determinação da CIM, outros testes in vitro são usados no 

laboratório de pesquisa para investigar a atividade antibacteriana, como a 

determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM), a modulação, a 

associação de moléculas sintéticas com antibióticos licenciados, por exemplo, o teste 

checkerboard (LORIAN, 2005; ODDS, 2003; TAHERPOUR; BEHNAM POUR, 2014), 

a avaliação da atividade antibiofilme (ROCHA, 2021) e a cinética de crescimento 

microbiano (Time-kill) (EDUARDO et al., 2018; ROSA, 2018). 

 

2.3.4.1 Docking molecular 

 

Usando o design computacional por meio de métodos como análise QSAR 

(Quantitative Structure-Activity Relationship), triagem virtual e acoplamento molecular, 

é possível prever a atividade biológica de moléculas, identificar novos inibidores e 

otimizar suas interações com alvos terapêuticos. Além disso, o uso de bancos de 
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dados e ferramentas computacionais especializadas, como algoritmos de aprendizado 

de máquina e análise de híbridos, permite a exploração e identificação de alvos 

terapêuticos promissores, como peptídeos de sensoriamento do quórum (QSPs), 

essenciais para o tratamento de infecções bacterianas. Essas abordagens 

computacionais permitem uma pesquisa mais eficiente e rápida, contribuindo para o 

desenvolvimento de novas terapias e biomarcadores contra patógenos infecciosos e 

resistência a antibióticos (KUMAR et al., 2022; KUMAR et al., 2023; QANDEEL et al., 

2024; THAI et al., 2015). 

O docking molecular destaca-se como um dos métodos mais amplamente 

utilizados na modelagem molecular. Essa abordagem computacional tem como 

objetivo principal alcançar uma interação precisa entre duas moléculas, simulando o 

processo de reconhecimento molecular. Através da previsão da orientação, é possível 

formar um complexo que serve de base para a estimativa da afinidade de ligação ou 

da força de associação entre as moléculas envolvidas, permitindo assim a priorização 

daquelas que apresentam uma melhor interação com seu parceiro molecular. Em 

palavras mais simples; o docking molecular envolve o estudo das interações entre 

uma molécula (como um candidato a fármaco) e uma proteína-alvo por meio de 

simulações computacionais (SANTOS, 2021). O Worldwide Protein Data Bank 

(wwPDB) é o repositório global de estruturas 3D de macromoléculas biológicas, como 

proteínas e ácidos nucleicos. Costa e colaboradores (2017) realizaram estudos de 

modelagem molecular de compostos, sendo possível selecionar os ligantes 17, 25 e 

68 derivados da acrilamida que fizeram interação com resíduos importantes da serino 

protease NS3/NS2B, enzima essencial para o ciclo de vida do vírus da Dengue. Este 

é um exemplo do uso desse tipo de design computacional realizado com acrilamida 

em alvos virais, podendo ser usado também para alvos de proteínas bacterianas. 

 

A contínua evolução da resistência bacteriana representa um desafio 

persistente na prática clínica, destacando a necessidade urgente de desenvolver 

estratégias inovadoras para combater infecções. É amplamente reconhecido que a 

resistência bacteriana é um fenômeno dinâmico, impulsionado pela capacidade 

adaptativa dos microrganismos em resposta à pressão seletiva exercida pelos 

antibióticos. No entanto, à medida que os mecanismos de resistência se diversificam 
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e se fortalecem, é essencial buscar constantemente novas abordagens terapêuticas 

(DAVIES; DAVIES, 2010; VENTOLA, 2015). 

Nesse contexto, a descoberta de novas classes de antibióticos e o 

desenvolvimento de compostos antimicrobianos inovadores desempenham um papel 

crucial na manutenção da eficácia dos tratamentos de infecções. As pesquisas em 

andamento nas duas últimas décadas têm explorado diversas fontes, incluindo a 

bioprospecção de microrganismos do solo e do mar (LING et al., 2015; LEWIS, 2020), 

bem como a síntese de moléculas (PEREIRA, 2016; SANTOS, 2017). Além disso, 

esforços contínuos têm sido direcionados para a identificação de moléculas que 

possam atuar de maneira sinérgica com antibióticos licenciados, restaurando assim a 

eficácia desses agentes contra linhagens resistentes (GUIMARÃES; MOMESSO; 

PUPO, 2010; SANGI, 2016).  

 

A crescente resistência bacteriana, evidenciada pelo aumento alarmante 

de isolados multirresistentes em ambientes hospitalares e na comunidade, destaca a 

necessidade urgente de um uso racional e criterioso dos antibióticos disponíveis. A 

descoberta de novas moléculas antimicrobianas e a otimização da eficácia dos 

antibióticos existentes são essenciais para enfrentar os desafios dessas infecções. 

Neste cenário, fenilacrilamidas e fenilacrilatos já demonstraram atividade promissora 

contra linhagens resistentes. Santos (2017) sintetizou derivados de 2-cianoacetamida, 

com as moléculas EE-01 e EE-04 mostrando atividade significativa contra E. coli 

ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923. Pereira (2016) também sintetizou 

fenilacrilatos, dos quais AL-09 demonstrou atividade promissora contra S. aureus 

ATCC 25923. É válido investigar a atividade antibacteriana destes e de outros grupos 

químicos de moléculas sintéticas em um número maior de linhagens bacterianas, pois 

essa abordagem é crucial para o avanço no desenvolvimento e inovação tecnológica 

em medicamentos. A análise de novas moléculas permite otimizar tratamentos e 

identificar potenciais terapias eficazes frente a bactérias multirresistentes. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a atividade antibacteriana e os efeitos toxicológicos de moléculas 

sintéticas das classes: fenilacrilamidas, fenilacrilatos, benzilidenemalononitrilas e 

hidrazina-1-carbotioamidas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Com relação as moléculas sintéticas 

 

• Avaliar as propriedades físico-químicas, farmacológicas, farmacocinéticas e 

toxicológicas teóricas, assim como a bioatividade relacionada a importantes 

alvos de moléculas, utilizando softwares para triagem in silico; 

• Avaliar a atividade hemolítica em eritrócitos humanos dos tipos sanguíneos A, 

B e O; 

• Avaliar o efeito sobre a fragilidade osmótica em eritrócitos humanos dos tipos 

sanguíneos A, B e O;  

• Avaliar a atividade oxidante e antioxidante sobre hemoglobina humana; 

• Avaliar a atividade antibacteriana frente a linhagens bacterianas de referência 

e isolados de importância clínica; 

• Avaliar a interferência sobre o efeito de antibióticos licenciados; 

• Avaliar a modulação do efeito de antibióticos licenciados; 

• Analisar a interação com possíveis alvos de antibióticos por ancoragem 

molecular. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Local da pesquisa 

 

O trabalho experimental foi realizado no Laboratório de Ensaios 

Toxicológicos (LABETOX II) no Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos 

(IPeFarM), no campus I da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

4.2 Produtos teste 

 

As moléculas foram sintetizadas e cedidas pelo Laboratório de 

Desenvolvimento e Síntese de Fármacos (LDSF), no campus I da Universidade 

Estadual da Paraíba, coordenado pelo Prof. Dr. Ricardo Olímpio de Moura. 

Os derivados sintéticos foram solvatados; no momento da realização dos 

testes de avaliação do potencial hemolítico, efeito sobre fragilidade osmótica, 

potencial oxidante, potencial antioxidante e testes de atividade antibacteriana; com 

20% de DMSO e 4% de Tween 80 [v/v] numa concentração de 10 mg/mL. Essa 

suspensão mãe posteriormente foi diluída nas concentrações padronizadas para os 

testes de citotoxicidade: 50 µg/mL, 100 µg/mL, 200 µg/mL, 300 µg/mL e 400 µg/mL. 

Para os testes de determinação de concentração inibitória mínima (CIM), a 

suspensão mãe foi diluída em caldo Müeller Hinton estéril na concentração de 4.096 

µg/mL para obter a suspensão estoque, a fim de que posteriormente fosse obtida a 

suspensão teste na concentração de 2.048 µg/mL. Para os outros testes de atividade 

antibacteriana, como os de associação e modulação, a suspensão mãe foi diluída de 

acordo com a concentração pré-estabalecida exigida para cada uma destas análises 

baseadas nas CIMs determinadas para cada uma das linhagens testadas. 

 

4.3 Linhagens bacterianas 

 

Foram obtidas da Bacterioteca do Laboratório de Resistência Microbiana 

Clínica e Contemporânea (LaRMiCC) do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde 

(CCBS) da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB). A linhagem ATCC 29213 
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(American Typing Culture Collection) foi cedida pelo Prof. Dr. Abrahão Alves de 

Oliveira Filho. No LABETOX II foram armazenadas em tubos contendo ágar BHI 

inclinado (Brain Heart Infusion ágar) e cobertos com óleo mineral estéril, mantidos a 

uma temperatura entre 4 e 8 ºC. Para a realização dos experimentos, foram reativadas 

em Fluido Thioglicolato (0,5 g tioglicolato de sódio; 5,5 g dextrose; 0,5 g de L-cistina; 

5 g extrato de levedura; 15 g caseína enzimática hidrolisada; 2,5 g NaCl; 0,001 g 

resazurina de sódio para 1 L; pH 7,1) e cultivadas em caldo BHI (12, 5 g pó infusão 

cérebro-coração bovino; 10 g peptona proteica; 2 g dextrose; 5 g NaCl; 2,5 g fosfato 

dissódico para 1 L; pH 7,4); ambos os meios foram incubados a 37 ºC, por 24 horas; 

a partir do caldo BHI foram diluídas de acordo com cada metodologia. 

 

 

A seguir, estão listadas as linhagens bacterianas utilizadas neste estudo e 

os locais de isolamento dos isolados clínicos: 

✓ Staphylococcus aureus ATCC 25923; 

✓ Staphylococcus aureus ATCC 29213; 

✓ Staphylococcus aureus 01 (Foliculite); 

✓ Staphylococcus aureus 02 (Foliculite. Da mesma secreção anterior.); 

✓ Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591; 

✓ Staphylococcus aureus MRSA 216 (Fossas nasais); 

✓ Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; 

✓ Staphylococcus saprophyticus (Urina); 

✓ Streptococcus pyogenes ATCC 19615; 

✓ Streptococcus agalactiae (Secreção vaginal); 

✓ Streptococcus do grupo Viridans (Orofaringe); 

✓ Streptococcus do grupo Viridans ZN (Orofaringe); 

✓ Streptococcus do grupo Viridans 216 (Orofaringe); 

✓ Enterococcus faecium ATCC 6569; 

✓ Enterococcus faecalis ATCC 29212; 

✓ Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299; 

✓ Escherichia coli ATCC 25922; 

✓ Escherichia coli ESBL+ (Abscesso); 

✓ Escherichia coli H2S+ ESBL+ (Ferida cirúrgica de membro amputado); 
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✓ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883; 

✓ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700603 ESBL+; 

✓ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae KPC+ (Sangue); 

✓ Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ESBL+ (Urina); 

✓ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; 

✓ Pseudomonas aeruginosa MDR (Ferida cirúrgica); 

✓ Pseudomonas aeruginosa PA01. 

 

 

Na Figura 3, é apresentado um fluxograma que ilustra a sequência das 

análises realizadas e os testes aplicados a cada grupo de moléculas. Este esquema 

detalha o processo metodológico executado cronologicamente, ajudando a visualizar 

claramente as etapas envolvidas na avaliação do perfil antibacteriano e efeitos 

toxicológicos. 

Figura 3 – Fluxograma das análises. 

 
EEs = fenilacrilamidas; ALs = fenilacrilatos; APMs = benzilidenemalononitrilas; EE-01 = (2E) 2-ciano-
3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; APM-04 = 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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4.4 Triagem in silico 

 

A obtenção dos dados dos softwares PASS Online© e admetSAR© foi 

realizada em parceria com Prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira Filho do Laboratório de 

Bioquímica da Unidade Acadêmica de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

de Campina Grande (UFCG).  

 

4.4.1 Molinspiration© 

 

Essa ferramenta de quimioinformática foi empregada, entre outros 

propósitos, para realizar cálculos das propriedades moleculares, incluindo coeficiente 

de partição etanol-água (miLogP) e área de superfície polar topológica (TPSA). 

Adicionalmente, foram geradas representações tridimensionais das estruturas 

moleculares usando o Galaxy Visualizer. Para tanto, fez-se uso do software 

Molinspiration©. www.molinspiration.com  

 

4.4.2 PASS Online© 

 

A previsão do espectro de atividade biológica teórica dos derivados 

sintéticos no organismo humano foi realizada utilizando o PASS Online©. Este 

software, que tem como base as estruturas moleculares, fornece um conjunto de 

atividades prováveis, oferecendo múltiplas possibilidades de ação biológica para uma 

substância específica. Isso é feito por meio da interpretação da taxa de probabilidade, 

sendo Pa a probabilidade de “ser ativo” e Pi a probabilidade de “ser inativo”. 

www.passonline.org/.  

 

4.4.3 admetSAR© 

 

A   análise   da   toxicidade   teórica   foi realizada utilizando o software 

admetSAR© que a partir de predições determina; entre outros parâmetros; o potencial 

mutagênico de AMES, potencial carcinogênico, toxicidade em Tetrahymena 

pyriformis, toxicidade   oral aguda, carcinogenicidade de classe III, e Dose Letal 50 

http://www.molinspiration.com/
http://www.passonline.org/
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(DL50) em ratos. O estudo é baseado em triagem in silico dos parâmetros ADME/T 

(Absorção, Distribuição, Metabolismo, Excreção e Toxicidade) 

http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1 (CHENG et al., 2012). A previsão das 

características ‘teste de micronúcleo’ e ‘toxicidade reprodutiva’ foi computada na 

versão 2.0 do software admetSAR© desenvolvido por Hongbin Yang e colaboradores 

(2018) http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2  

 

4.4.4 Docking molecular 
 

O design computacional foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Joelmir 

Lucena Veiga da Silva da Faculdade de Medicina de Olinda. Os experimentos de 

ancoragem molecular foram realizados usando o portal online Dockthor 

(MAGALHÃES et al., 2014).  

O resultado das simulações das moléculas teste foram ranqueadas em 

ordem de maior afinidade com os alvos PBP4, NorA e α-HL de linhagens de S. aureus. 

As descrições, códigos PDB (Protein Data Bank), DOI (Digital Object Identifier) e a 

data da última revisão das estruturas das biomoléculas utilizadas foram:  

- Para PBP4 - Crystal Structure of penicillin-binding protein 4 (PBP4) from 

Staphylococcus aureus / Código: 1TVF / PDB DOI: 

https://doi.org/10.2210/pdb1tvf/pdb; (23/agosto/2023). 

- Para NorA – Protonated state of NorA at pH 5.0 / Código: 8TTE / PDB DOI: 

https://doi.org/10.2210/pdb8tte/pdb / (03/ julho/2024). 

- Para α-HL - ALPHA-HEMOLYSIN FROM STAPHYLOCOCCUS AUREUS / Código: 

7AHL / PDB DOI: https://doi.org/10.2210/pdb7ahl/pdb / (06/março/2024). 

As três melhores configurações, isto é, com maior afinidade de ligação no alvo, 

foram escolhidas para análises mais detalhadas e visualizadas pelo programa 

Chimera (versão 1.14). As interações químicas entre as substâncias e os resíduos de 

aminoácidos envolvidos foram determinadas também pelo Chimera. As afinidades 

(energias) foram expressas como média mais ou menos e.p.m. (erro padrão da média) 

e comparadas utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0.1, com o teste “t”, onde 

valores de p < 0,05 foram considerados significantes. 

 

http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2
https://doi.org/10.2210/pdb1tvf/pdb
https://doi.org/10.2210/pdb8tte/pdb
https://doi.org/10.2210/pdb7ahl/pdb
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4.5 Eritrócitos humanos 

 

Os eritrócitos humanos dos tipos sanguíneos A, B e O foram oriundos de 

bolsas contendo concentrado de hemácias (CHM) de doadores saudáveis da Unidade 

Transfusional do Hospital Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal da 

Paraíba que não podem mais ser utilizadas para transfusão. A utilização do sangue 

para pesquisa científica foi autorizada pelo doador, em termo de consentimento livre 

e esclarecido, no momento da coleta do sangue pelo Hemocentro da Paraíba.  A 

utilização dos eritrócitos foi realizada em concordância com a RDC Nº 55 da ANVISA 

(Agência Nacional de Vigilância Sanitária, 2015), que dispõe sobre as boas práticas 

em tecidos humanos para uso terapêutico. O descarte foi realizado de acordo com as 

Normas de Segurança da referida Unidade Transfusional. 

 

4.6 Avaliação do potencial hemolítico 

 

As moléculas teste em concentrações de 50, 100, 200, 300 e 400 µg/mL 

foram misturadas com 2 mL de suspensão de hemácias humanas a 0,5% dos tipos A, 

B e O; e incubadas por 60 minutos a 22 ± 2 °C sob agitação lenta e contínua (80 rpm) 

em agitador de Kline. Uma suspensão de eritrócitos foi utilizada como controle 

negativo (0 % de hemólise) e uma suspensão de eritrócitos acrescida de Triton X-100 

a 1% como controle positivo (100 % de hemólise). Decorrido este tempo as amostras 

foram centrifugadas a 2.000 rpm durante 5 minutos e a hemólise quantificada por 

espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al., 1997; 

KUMAR; LOGANATHAN; RAO, 2011). Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata. Os resultados foram expressos como a média das três avaliações em 

porcentagem sendo calculada em relação ao resultado do controle positivo utilizando 

a fórmula. 

 

 

% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑒 =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 (540 𝑛𝑚) ×  100

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 (𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛 𝑋 − 100)
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4.7 Avaliação do efeito sobre fragilidade osmótica 

 

As moléculas teste em concentrações de 50, 100, 200, 300 e 400 µg/mL 

foram incubadas em tubos Eppendorf na presença de 2 mL de suspensão de 

eritrócitos humanos (0,5%); dos tipos sanguíneos A, B e O e mantidos em agitação 

lenta e contínua (80 rpm) por 1 h a 22 ± 2 °C. Em seguida, a preparação foi 

centrifugada a 2.000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi descartado. As hemácias 

foram ressuspensas em solução hipotônica de cloreto de sódio (0,24%) e colocadas 

em agitador de Kline a 80 rotações por minuto por 30 minutos a 22 ± 2 °C. A hemólise 

foi quantificada em espectrofotômetro a 540 nm. O controle negativo (0% de hemólise) 

foi uma suspensão de hemácias em solução fisiológica e o controle positivo (100% de 

hemólise) foi uma suspensão de hemácias na presença de cloreto de sódio 0,24% 

(DACIE; LEWIS, 2016).  Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os 

resultados foram expressos como a média das três avaliações em porcentagem, 

sendo calculada em relação ao resultado do controle positivo utilizando a fórmula. 

 

% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑒 =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 (540 𝑛𝑚) ×  100

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 (0,24% 𝑁𝑎𝐶𝑙)
 

 

 

4.8 Avaliação do potencial oxidante e antioxidante 

 

Para investigar o potencial oxidante das moléculas sintéticas frente a 

hemoglobina foi preparada uma suspensão de eritrócitos a 30% em tampão fosfato-

salino - PBS (16,97 g NaH2PO4.H2O; 3,83 g Na2HPO4 e 7,19 g NaCl para 1 L; pH 7,4) 

suplementado com glicose (200 mg/dL; pH 7,6) segundo Arbos e colaboradores 

(2008). Em seguida, as moléculas teste nas concentrações de 50, 100, 200, 300 e 400 

µg/mL; foram adicionadas a 2 ml da suspensão de eritrócitos e incubados por um 

período de 1 hora sob agitação lenta e constante (80 rpm) a 22 ± 2 °C. Em seguida as 

amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm durante 5 minutos, diluídas em tampão 

fosfato-salino PBS-M/60 (2,25 g Na2HPO4.12H2O; 1,43 g KH2PO4 para 1 L), segundo 

Naoum et al. (2004),  e a porcentagem de metaemoglobina (MHb) em relação a 
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hemoglobina (Hb) total foi quantificada por espectrofotometria em comprimento de 

onda de 630 nm e 540 nm, respectivamente. A porcentagem de MHb formada foi 

comparada com os valores obtidos para a fenilhidrazina (PH), um comprovado agente 

oxidante (WEFFORT-SANTOS et al., 2008). Para investigar o potencial antioxidante, 

após o período incubação de 1h referente a etapa descrita anteriormente, foi 

adicionado 1 mmoL/L do agente oxidante fenilhidrazina. As suspensões foram 

aeradas e mantidas sob agitação lenta e constante (80 rpm) por mais 30 minutos a 22 

± 2 °C. Decorrido este período, as amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm durante 

5 minutos, diluídas em tampão fosfato-salino PBS-M/60 (2,25 g Na2HPO4.12H2O; 1,43 

g KH2PO4 para 1 L) e a porcentagem de MHb em relação a Hb total foi quantificada 

por espectrofotometria a 630 nm e 540 nm. Os valores normais de MHb variam entre 

1,9 e 3,8%, acima de 4,0% considera-se elevada. A porcentagem de MHb formada foi 

comparada com os valores obtidos para a fenilhidrazina (CAMARGO et al., 2007).  

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos 

como a média das três avaliações em porcentagem, sendo calculada em relação ao 

resultado do controle positivo utilizando a fórmula. 

 

% 𝑀𝐻𝑏 =  
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 𝑒𝑚 630 𝑛𝑚 ×  100

𝐴𝑏𝑠. 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 𝑒𝑚 630 𝑛𝑚 + (𝐴𝑏𝑠. 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 𝑒𝑚 540 𝑛𝑚 𝑥 10)
 

 

 

4.9 Estatística 

 

Para a análise dos dados referentes à avaliação do potencial hemolítico, 

do efeito sobre a fragilidade osmótica, do potencial oxidante e antioxidante, foi 

calculado o desvio padrão amostral (SD), sendo então expressos em percentagem. 

Em resultados apresentados dessa forma, não há necessidade de incluir o SD no 

gráfico ou na tabela, já que a transformação em percentagem equaliza a escala dos 

valores e reduz a relevância de variações absolutas entre os pontos; ou seja; ao 

converter os resultados em percentagem, se reduz o peso das variações absolutas e 

prioriza-se a clareza na interpretação das tendências gerais dos dados, especialmente 

em gráficos concentração-resposta (CURRAN-EVERETT; BENOS, 2004; 
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LUDBROOK, 2008). Optou-se também por não calcular o erro padrão da média 

(SEM), pois o SD já reflete adequadamente a variabilidade dos dados (MACASKILL, 

2018). Além disso, as hemácias utilizadas em cada experimento provinham de uma 

única bolsa por tipo sanguíneo para cada molécula testada, o que minimiza variações 

biológicas entre os ensaios. Esse controle reduz a necessidade de métricas 

adicionais, como o SEM, mais indicadas em estudos com maior heterogeneidade, 

como aqueles que utilizam tecidos de diferentes doadores ou animais. Assim, em 

condições controladas como as descritas, o SD é suficiente para descrever a 

variabilidade, garantindo objetividade nos resultados e alinhando-se aos padrões de 

apresentação na área desta pesquisa (LUDBROOK, 2008; MACASKILL, 2018). 

 

4.10 Suspensão bacteriana 

 

As linhagens bacterianas foram cultivadas nas condições específicas de 

crescimento considerando-se os nutrientes necessários, a temperatura e o tempo 

adequado, conforme item 4.3. Em seguida foram diluídas em NaCl 0,9% ou em caldo 

Müeller Hinton - cMH (2 g extrato de carne bovino; 17,5 g hidrolisado ácido de caseína; 

1,5 g amido; pH 7,3), a depender do experimento realizado; até atingir uma turvação 

correspondente a 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a aproximadamente 

1,0 x 108 UFC/mL (CLSI, 2012; BrCAST, 2023). 

 

4.11 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Todas as linhagens bacterianas foram submetidas a teste de viabilidade 

em cMH na presença de DMSO e Tween 80, ambos a 5%, juntos e isolados, para 

eliminar a possibilidade de atividade antibacteriana pelos diluentes utilizados.  A 

determinação da CIM foi realizada através da técnica de microdiluição em microplaca 

estéril com 96 poços e fundo “U”. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata. As moléculas sintéticas foram submetidas a diluição seriada a metade em 

cMH, resultando em concentrações que variaram de 1.024 μg/mL a 8 μg/mL. Somente 

o meio de cultura foi utilizado em um dos poços como controle negativo. Para as 

bactérias Gram-positivas, os antibióticos utilizados como controle foram a clindamicina 
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e o cloranfenicol e para as bactérias Gram-negativas, a amicacina e o cloranfenicol, 

nas concentrações de 1.024 μg/mL a 8 μg/mL. Posteriormente, a suspensão 

bacteriana, em solução fisiológica na escala 0,5 McFarland, foi diluída 20 vezes (1:20) 

em cMH para obter densidade 5x106 UFC/mL, em seguida alíquotas de 10 μL da 

suspensão bacteriana foram adicionadas aos poços obtendo uma concentração de 

células 5x104 UFC/mL, as microplacas foram então incubadas a 35 ± 2º C por 16-20 

horas (CLSI, 2012). Passado este tempo foi adicionado 10 µL do corante resazurina, 

um indicador metabólico, na concentração de 0,02%, e as placas foram reincubadas 

em estufa bacteriológica por aproximadamente 2 horas. A leitura foi então realizada, 

a cor azul representa a ausência do crescimento bacteriano e a cor rosa a presença 

do crescimento bacteriano (PALOMINO et al, 2002). A concentração inibitória mínima 

foi definida como sendo a menor concentração onde não se detectou crescimento 

bacteriano (CLSI, 2012; CLSI, 2015). 

 

4.12 Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 

Para determinar se a concentração bactericida mínima, uma alíquota de 1 

µL dos poços que apresentaram inibição do crescimento bacteriano, durante a 

determinação da CIM, foi plaqueada em ágar Blood Ágar Base – ágar BAB (2 g pó de 

miocárdio bovino, 13 g de caseína pancreática digerida, 5 g extrato de levedura; 5 g 

de NaCl e 15 g de ágar para 1 L, pH 7,3) na ausência do produto teste e em seguida 

incubadas a 35 ± 2º C por 24h. A ausência de crescimento evidenciou o efeito 

bactericida enquanto que a ocorrência de crescimento comprovou o efeito 

bacteriostático. A CBM foi definida como a menor concentração da molécula - em 

μg/mL - capaz de eliminar todas as células bacterianas expostas (CLSI, 2012). 

 

4.13 Associação entre molécula teste e cloranfenicol - Checkerboard 

 

Para as linhagens da espécie S. aureus que tiveram CIM determinada 

frente as moléculas sintéticas; foi realizado ensaio de associação com o antibiótico 

licenciado cloranfenicol; pois esta espécie se destaca como patógeno e tem 

mecanismos de resistência bem determinados, sendo mais fácil encontrar alvos para 
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a realização do docking molecular no banco de proteínas. O estudo de associação foi 

conduzido utilizando a técnica de microdiluição por Checkerboard – em português, 

“tabuleiro de xadrez” - proposta por Lorian (2005) com modificações. 

Inicialmente, foram preparadas diluições da molécula teste em 

concentrações crescentes e dobradas, com base na Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) previamente determinada para a linhagem testada. Em tubos estéreis, foram 

obtidos 1.000 μL das soluções em concentrações quatro vezes maiores, de modo que, 

ao adicionar posteriormente 50 μL aos poços destinados à associação com o 

cloranfenicol na microplaca, as CIMs e suas concentrações sub-inibitórias 

correspondentes fossem alcançadas (CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4 e 

CIM/8), conforme esquematizado Figura 4.  

A solução mãe de cloranfenicol, com uma concentração de 50 mg/mL, foi 

preparada no dia do uso utilizando álcool etílico, e subsequentemente diluída para 

alcançar uma concentração de 8.192 μg/mL (Solução estoque: 0,820 mL da solução 

mãe com 4,18 mL de água destilada estéril). A partir dessa solução estoque, foram 

preparados 2 mL da solução teste de maior concentração (4.096 μg/mL), diluindo-se 

em proporção de 1:1 em cMH, seguido de uma série de diluições em série 1:1 até 

atingir o tubo com uma solução na concentração de 4 μg/mL. 

 
Figura 4 - Esquema das diluições da molécula sintética. 

 
Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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A suspensão bacteriana foi padronizada segundo a recomendação do 

documento M07-A10, para o método de microdiluição, do CLSI (2015) com 

modificações. A partir de uma cultura de 24 horas, em caldo BHI, adicionou-se solução 

fisiológica estéril até atingir turvação igual a escala 0,5 McFarland (aproximadamente 

1,0 x 108 UFC/mL), seguida de leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmação 

da concentração de microrganismo, ajustando quando necessário até obter leitura de 

absorbância entre 0,080 - 0,100%. Posteriormente, foi realizada diluição 1:1.000 com 

cMH, obtendo-se concentração de 1,0 x 105 UFC/mL, a qual foi utilizada no ensaio. A 

concentração final no poço é de cerca de 5 x 104 UFC/mL, após diluição 1:1, estando 

também de acordo com Lorian (2005).    

Com tudo pronto para iniciar o experimento, foi adicionado 100 μL de cMH 

ao poço H1 e 50 μL nos poços da coluna 1 e da linha H da microplaca. Em seguida, 

100 μL da suspensão bacteriana foram distribuídos em todos os poços. 

Posteriormente, 50 μL das concentrações da molécula teste foram adicionados 

horizontalmente, começando da linha A (com a concentração de CIMx8) e terminando 

na linha G (com a concentração CIM/8). Paralelamente, 50 μL das diferentes 

concentrações de cloranfenicol foram adicionados verticalmente na microplaca, 

começando da coluna 12 (com 1.024 μg/μL de cloranfenicol) e terminando na coluna 

2 (com 1 μg/μL de cloranfenicol), conforme mostrado na Figura 5. Os experimentos 

foram realizados em duplicata. 
 

Figura 5 - Esquema para realização da técnica Checkerboard. 

 
Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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As microplacas foram incubadas por 24 horas a 35 ± 2º C. Após esse 

período foi adicionado 10 μL de solução do indicador metabólico resazurina a 0,02% 

(0,2 mg/mL) em solução aquosa estéril em cada um dos 96 poços. A microplaca foi 

reincubada em estufa bacteriológica por 2 horas sendo realizada então a leitura visual 

da presença ou ausência do crescimento bacteriano. Para a avaliação da interação 

entre os diferentes tratamentos foi calculado o índice de concentração inibitória 

fracionada (ICIF) de acordo com a fórmula.  

 

𝐼𝐶𝐼𝐹 =  
𝐶𝐼𝑀 𝑑𝑎 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝐶𝐼𝑀 𝑑𝑎 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎 𝑖𝑠𝑜𝑙𝑎𝑑𝑎
+

𝐶𝐼𝑀 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖ó𝑡𝑖𝑐𝑜 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝐶𝐼𝑀 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖ó𝑡𝑖𝑐𝑜 𝑖𝑠𝑜𝑙𝑎𝑑𝑜
 

 

 

O ICIF foi calculado através da soma das concentrações inibitórias 

fracionadas (CIFs): CIF da molécula teste + CIF da molécula licenciada (o antibiótico 

cloranfenicol). Cada CIF, por sua vez, é calculado através da relação CIM da molécula 

associada / CIM da molécula isolada. 

 

 

𝐼𝐶𝐼𝐹 =   𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑎 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 + 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖ó𝑡𝑖𝑐𝑜 

 

 

A partir do ICIF obtido foi avaliada a interação seguindo a classificação 

descrita por Odds (2003), no Quadro 6. 

 

Quadro 6 - Valores de ICIF correspondentes às diferentes interações. 

Interpretação Resultado do ICIF* 

Sinergismo ≤ 0,5 

Aditivo >0,5 e <1 

Indiferente ≥1 e <4 

Antagonismo ≥4 

  *ICIF = Índice de Concentração Inibitória Fracionada 
 

Fonte: ODDS, 2003. 

 

 

 



42 

 

 

 

4.14 Modulação do efeito do cloranfenicol e da tetraciclina pela molécula teste 

 

Com a CIM da molécula sintética previamente determinada, a superfície 

seca da placa de ágar Müeller-Hinton foi inoculada utilizando swab embebido em 

suspensão, contendo aproximadamente de 1,0 x 108 UFC/mL (0,5 de McFarland) da 

linhagem testada, em toda a superfície. Repetiu-se o procedimento outras duas vezes, 

girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuição 

uniforme do inoculo. Como passo final, passou-se o swab na margem da placa de 

ágar. A tampa do recipiente foi mantida parcialmente aberta por um período de três a 

cinco minutos, garantindo que não excedesse 15 minutos, a fim de permitir a absorção 

do excesso de umidade, conforme recomendado pelo CLSI (2015). Em seguida, os 

discos impregnados com os antibióticos licenciados foram aplicados com o auxílio de 

uma pinça. Simultaneamente, um dos discos foi impregnado com 20 μL da 

concentração sub-inibitória da molécula sintética, enquanto o outro disco permaneceu 

sem a adição da molécula, para fins de comparação. Após a absorção do inoculo pelo 

ágar, a placa foi incubada a 35 ± 2º C por 18 ± 2 horas, e os halos de inibição foram 

posteriormente aferidos e comparados. Diferença de 3 mm ou mais indica atividade 

modulatória. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Análise in silico 

 

EE-01, (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida, e EE-04, (2E) -2-ciano-

3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; com suas fórmulas estruturais em 3D mostradas na 

Figura 6 (a-b), respectivamente; têm a mesma fórmula molecular (C10H6Cl2N2O) mas 

diferem na posição dos átomos de cloro no anel fenil. Na primeira molécula, os átomos 

de cloro (em verde) estão nas posições 2 e 6 do anel fenil, enquanto na segunda 

molécula, eles estão nas posições 2 e 4. Esses são chamados de isômeros de 

posição, pois a diferença entre eles está na posição dos substituintes no anel fenil. O 

“2E” refere-se à configuração geométrica da ligação dupla na molécula. Em química, 

“E” vem do alemão “entgegen”, que significa “oposto”. Nestes isômeros, os grupos de 

maior prioridade nos átomos de carbono que formam a ligação dupla estão em lados 

opostos. Esta nomenclatura é uma parte do sistema de nomenclatura E-Z usado para 

denotar a geometria de moléculas com ligações duplas (COSTA; MENEZES, 2015). 

Figura 6 - Fórmulas estruturais em 3D das fenilacrilamidas projetadas no software ACD/ChemSketch©. 

6.a) EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; 6.b) EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida. 

6.a) EE-01           6.b) EE-04  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

AL-09, Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, e AL-10, Etil (2E) -2-ciano-

3-(2,4-diclorofenil) acrilato; com suas fórmulas estruturais em 3D mostradas na Figura 

7 (a-b), respectivamente; têm a mesma fórmula molecular (C12H9Cl2NO2) e, assim 

como nas fenilacrilamidas analisadas, os isômeros fenilacrilatos diferem na posição 

dos átomos de cloro no anel fenil. Na primeira molécula, os átomos de cloro (em verde) 

estão nas posições 2 e 6 do anel fenil, enquanto na segunda molécula, eles estão nas 

posições 2 e 4.  
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Figura 7 - Fórmulas estruturais em 3D dos fenilacrilatos de etila projetadas no software 

ACD/ChemSketch©. 7.a) AL-09 = Etil (2E)-2-ciano-3-(2,6-diclorofenil)acrilato. 7.b) AL-10 = Etil (2E)-2-
ciano-3-(2,4-diclorofenil)acrilato. 

7.a) AL-09    7.b) AL-10  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

Os isômeros APM-04, [(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila, e APM-05, 

[(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; com suas fórmulas estruturais em 3D 

mostradas na Figura 8 (a-b), respectivamente; têm a mesma fórmula molecular 

(C10H4Cl2N2) mas diferem na posição dos átomos de cloro no anel fenil. Na primeira 

molécula, os átomos de cloro (em verde) estão nas posições 2 e 6 do anel fenil, 

enquanto na segunda molécula, eles estão nas posições 2 e 4.  

Figura 8 - Fórmulas estruturais em 3D das benzilidenemalononitrilas projetadas no software 

ACD/ChemSketch©. 8.a) APM-04 = [(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila. 8.b) APM-05 = [(2,4-
diclorofenil)metilideno]propanodinitrila. 

8.a) APM-04    8.b) APM-05  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

Três das moléculas hidrazina-1-carbotioamidas são isômeros de posição 

diclorados tendo a mesma fórmula molecular (C8H7Cl2N3S): GL-04= (2E) -2-[ (2,4-

diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) 

metilideno]hidrazina-1-carbotioamida e GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) 

metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; no entanto, GL-02= (2E)-2-[(4-

clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida tem apenas um átomo de cloro no anel 

fenil e fórmula molecular (C8H7ClN3S).   As fórmulas estruturais em 3D estão 

representadas na Figura 9 (a-d). Os átomos de cloro são os verdes. 
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Figura 9 - Fórmulas estruturais em 3D das hidrazina-1-carbotioamidas projetadas no software 

ACD/ChemSketch©. 9.a) GL-02= (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida. 9.b) GL-
04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida. 9.c) GL-07= (2E) -2-[ (2,6-
diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida. 9.d) GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida 

9.a) GL-02           9.b) GL-04  

  9.c) GL-07           9.d) GL-08  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

5.1.1 Molinspiration© 

 

- Propriedades moleculares teóricas - Molinspiration© 

As propriedades moleculares foram calculadas através do software 

Molinspiration©, são apresentadas na Tabela 1. De acordo com a “Regra dos 5 

(RO5)”, que afirma que uma molécula para ser um bom fármaco deve apresentar 

valores ideais para 4 parâmetros múltiplos de 5, que são: (a) log P calculado (Clog P) 

menor ou igual a 5, (b) Peso Molecular menor ou igual a 500 Da, (c) aceptores de 

ligação de hidrogênio menor ou igual a 10 (nON) e (d) doadores de ligação de 

hidrogênio menor ou igual a 5 (nOHNH) (SANTOS; GONSALVES; ARAÚJO, 2018). 

Para esta regra, mais conhecida como regra de Lipinski, as moléculas analisadas 

atenderam a esses critérios, sem violar nenhum parâmetro (nviolations=zero). 

Também foram analisadas a área de superfície polar topológica (TPSA) e 

o número de ligações rotativas (nrotb). A área de superfície polar topológica é 

reconhecida como um bom indicador de absorção intestinal de fármacos quando a 

TPSA for menor que 140 Å2, todos os derivados sintéticos analisados apresentaram 
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boa absorção intestinal teórica com valores entre 47,58 e 66,89 Å2; e como bom 

indicador de penetração da barreira hematoencefálica quando a TPSA for menor que 

60 Å2, das moléculas analisadas apenas as fenilacrilamidas apresentaram valores 

ligeiramente superiores (66,89 Å2), os outros grupos teoricamente atravessam essa 

barreira. 

Para avaliar a absorção oral, foi utilizada a equação %ABS = 109 - (0,345 

x TPSA). O cálculo é baseado no valor de TPSA de cada molécula. Obtiveram-se 

percentuais teóricos de absorção que variaram de 85,92% a 91,72%. Esses 

resultados são extremamente importantes, pois indicam que os derivados sintéticos 

analisados possuem alta absorção oral teórica, tornando-os potenciais candidatos 

viáveis para o desenvolvimento de medicamentos eficazes. Valores de TPSA mais 

baixos geralmente correspondem a uma melhor permeabilidade celular e, 

consequentemente, a uma maior absorção oral. Isso é fundamental para garantir que 

a quantidade adequada do fármaco chegue à corrente sanguínea e atinja os locais de 

ação necessários dentro do organismo. 

O Volume Molecular (VM) é uma medida do espaço tridimensional ocupado 

por uma molécula, expresso em Angströms cúbicos (Å³), e é calculado com base nas 

contribuições dos grupos funcionais presentes na substância analisada. As EEs 

estudadas têm VM de 185,66, significa dizer que, cada uma das moléculas em 

questão ocupa um espaço de 185,66 Å³; as ALs têm VM de 216,72 Å³, as APMs 

ocupam um espaço de 172,25 Å³, a GL-02 de 172,39 e as outras GLs de 185,93 Å³. 

Esta característica pode influenciar como o derivado sintético interage com seu 

ambiente e pode ser usado para prever várias características de transporte das 

moléculas, como a absorção intestinal ou a penetração da barreira hematoencefálica, 

portanto, é um parâmetro frequentemente utilizado em estudos QSAR para modelar 

propriedades moleculares e a atividade biológica. O coeficiente de partição octanol-

água, log P, calculado pelo método miLogP do software Molinspiration© com as 

contribuições da hidrofobicidade atômica, também é usado em estudos de QSAR e 

design racional de fármacos como uma medida de hidrofobicidade molecular, além de 

representar uma referência chave em estudos do destino ambiental de produtos 

químicos. Para boa absorção oral, o miLogP deve ser ≤ 5, característica de todas as 
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moléculas analisadas. Valores superiores indicam alta lipofilicidade, comprometendo 

absorção e biodisponibilidade (SANTOS; GONSALVES; ARAÚJO, 2018). 

 

Tabela 1 - Propriedades moleculares teóricas das moléculas sintéticas - Molinspiration©. 

Molécula miLogP TPSA natoms MW nON nOHNH nviol nrtbo VM %ABS 

EE-01 2,20 66,89 15 241.08 3 2 0 2 185.66 85,92 

EE-04 2.22 66.89 15 241.08 3 2 0 2 185.66 85,92 

AL-09 3.71 50.10 17 270,12 3 0 0 4 216.72 91,72 

AL-10 3.73 50.10 17 270.12 3 0 0 4 216.72 91.72 

APM-04 3.25 47.58 14 223.06 2 0 0 1 172.25 92,58 

APM-05 3.28 47.58 14 223.06 2 0 0 1 172.25 92,58 

GL-02 2.56 50.41 13 213.69 3 3 0 3 172.39 91,61 

GL-04 3.17 50.41 14 248.14 3 3 0 3 185.93 91,61 

GL-07 3.14 50.41 14 248.14 3 3 0 3 185.93 91,61 

GL-08 3.14 50.41 14 248.14 3 3 0 3 185.93 91,61 

Lipinski1 ≤ 5  ≤ 140 Å   ≤ 500 ≤ 10 ≤ 5  0 ≤ 10    

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09 
=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10 = Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; 
APM-04 = 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila; APM-05 = 2,4-Diclorobenzilidenemalononitrila; GL-02 = 
(2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04 = (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07 = (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08 = (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  (1) Valores 
ideais para 4 parâmetros múltiplos de 5 na regra de Lipinski; miLogP = coeficiente de partição octanol-
água; TPSA = área de superfície polar topológica em Å2 (Angstroms ao quadrado);  MW = peso 
molecular; natoms=número de átomos; nON = número de receptores de prótons, que incluem 
nitrogênio e oxigênio; nOHNH = número de doadores de prótons, que incluem nitrogênio e oxigênio; 
nviol = nviolations = número de violações da regra de Lipinski; nrtbo = número de ligações rotativas, 
exceto CN; VM=Volume Molar em Å³ (Angstroms cúbicos); %ABS = percentagem de absorção teórica. 

 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

 

- Galaxy Visualizer - Molinspiration© 

O Galaxy Visualizer desta ferramenta de quimioinformática permite 

visualizar o Potencial de Lipofilicidade Molecular (MLP) revelando quais partes da 

superfície são hidrofóbicas (representadas pelas cores violeta e azul) e quais são 

hidrofílicas (representadas pelas cores laranja e vermelho); e a Área de Superfície 

Polar Molecular (PSA). As estruturas em 3D revelando o MLP e PSA das moléculas 

estão representadas nas Figuras (10-13). Esse último parâmetro é calculado 

utilizando a metodologia detalhada no estudo de Ertl, Rohde e Selzer (2000), que é 

implementada no software Molinspiration© para gerar a chamada Área de Superfície 

Polar Topológica (TPSA). De forma resumida, a TPSA é definida como a soma das 
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superfícies dos átomos polares em uma molécula, que geralmente incluem oxigênio e 

nitrogênio, bem como os hidrogênios ligados a esses átomos. Já no cálculo do MLP 

faz-se a análise da distribuição tridimensional da hidrofobicidade na superfície 

molecular. MLP é particularmente útil ao explicar diferenças nas propriedades ADME, 

como penetração na membrana ou ligação às proteínas plasmáticas, observadas nas 

moléculas com o mesmo log P, uma vez que o parâmetro 3D contém muito mais 

informações do que o log P expresso apenas por um único valor.  

Observa-se na Figura 10(a-b) que EE-04 (miLogP=2,22) tem lipofilia 

modestamente superior quando comparada a EE-01 (miLogP=2,20). Na EE-04, os 

elétrons dos orbitais no anel benzeno tendem a se concentrar na extremidade próxima 

aos halogênios, posições 2 e 4, contribuindo para aumentar a natureza hidrofóbica, 

enquanto na EE-01 os elétrons no anel benzeno estão mais uniformemente 

distribuídos, característica que facilita a passagem pela membrana celular bacteriana. 

No PSA, figura 10(c-d), mostra-se a soma das contribuições superficiais tabuladas de 

fragmentos polares (em vermelho) dos átomos de oxigênio e nitrogênio em relação ao 

ambiente. 

 

Figura 10 - Estruturas em 3D das fenilacrilamidas; EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida e EE-
04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; geradas no Galaxy Visualizer do software Molinspiration© 
mostrando o Potencial de Lipofilicidade Molecular (MLP) nas figuras 10.a e 10.b; e a Área de Superfície 
Polar (PSA) nas figuras 10.c e 10.d. / 10.a) MLP da EE-01 / miLogP=2,20; 10.b) MLP da EE-
04/miLogP=2,22; 10.c) PSA da EE-01/TPSA=66,89Å2; e 10.d) PSA da EE-04/TPSA=66,89 Å2. 

10.a) EE-01    10.b) EE-04  
 

10.c) EE-01    10.d) EE-04  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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As estruturas tridimensionais das moléculas AL-09 e AL-10, exibindo o MLP 

e a PSA, estão representadas na Figura 11. Tanto na AL-10 quanto na AL-09 os 

elétrons no anel benzeno estão uniformemente distribuídos na Figura 11 (a-b); AL-10 

(miLogP=3,73) é discretamente mais hidrofóbica que AL-09 (miLogP=3,71) devido a 

posição dos halogênios no anel. No PSA mostra-se a soma das contribuições 

superficiais tabuladas de fragmentos polares (em vermelho) dos átomos de oxigênio 

e nitrogênio em relação ao ambiente (Figura 11.c-d). 

 

Figura 11 - Estruturas em 3D dos fenilacrilatos; AL-09 = Etil 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato; AL-10 

= Etil 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; geradas no Galaxy Visualizer do software Molinspiration© 
mostrando o Potencial de Lipofilicidade Molecular (MLP) nas figuras 11.a e 11.b; e a Área de Superfície 
Polar (PSA) nas figuras 11.c e 11.d. / 11.a) MLP da AL-09 / miLogP=3,71; 11.b) MLP da AL-10 / 
miLogP=3,73; 11.c) PSA da AL-09 / TPSA = 50,10 Å2; e 11.d) PSA da AL-10 / TPSA = 50,10 Å2. 

11.a) AL-09   11.b) AL-10  
 

11.c) AL-09   11.d) AL-10  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

Na Figura 12, estão representadas as estruturas tridimensionais das 

moléculas APM-04 e APM-05 exibindo a PSA e o MLP. A PSA ilustra a soma das 

contribuições superficiais tabuladas dos fragmentos polares (em vermelho) dos 

átomos de nitrogênio em relação ao ambiente (Figura 12.c-d). Tanto na APM-05 

quanto na APM-04 os elétrons no anel benzeno estão uniformemente distribuídos na 

Figura 12 (a-b); APM-05 (miLogP=3,28) é discretamente mais hidrofóbica que APM-

04 (miLogP=3,25), pois os halogênios nas posições 2 e 4 aumentam a hidrofilicidade 

da molécula.  
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Figura 12 - Estruturas em 3D das benzilidenemalononitrilas; APM-04 = [(2,6-

diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05 = [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; geradas 

no Galaxy Visualizer do software Molinspiration© mostrando o Potencial de Lipofilicidade Molecular 

(MLP) nas figuras 12.a e 12.b; e a Área de Superfície Polar (PSA) nas figuras 12.c e 12.d. / 12.a) MLP 

da APM-04 / miLogP=3,25; 12.b) MLP da APM-05 / miLogP=3,28; 12.c) PSA da APM-04 / TPSA = 

47,58 Å2; e 12.d) PSA da APM-05 / TPSA = 47,58 Å2. 

12.a) APM-04    12.b) APM-05  
 

12.c) APM-04     12.d) APM-05  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

As estruturas em 3D revelando o MLP da série GL está representada na 

Figura 13; observa-se que GL-04, GL-07 e GL-08 são mais lipofílicas do que GL-02 e 

exibem distribuição de hidrofobicidade 3D diferentes. A PSA ilustra a soma das 

contribuições superficiais tabuladas dos fragmentos polares (em vermelho) dos 

átomos de nitrogênio e enxofre em relação ao ambiente (Figuras 13.c, 13.d, 13.g e 

13.h). Na molécula GL-02 (miLogP=2,56) (Figura 13.a), os elétrons dos orbitais no 

anel benzeno tendem a se concentrar na extremidade próxima ao halogênio cloro, na 

posição 4, concentrando discretamente a natureza hidrofóbica. Já nas moléculas GL-

04 (miLogP=3,17), GL-07 (miLogP=3,14) e GL-08(miLogP=3,14), os elétrons no anel 

benzeno estão distribuídos de maneira mais uniforme (Figuras 13.b, 13.e e 13.f). 

Todas as moléculas analisadas nesta pesquisa apresentaram miLogP entre 2,20 e 

3,73. Estima-se que, as moléculas promissoras a fármacos devem possuir log P na 

faixa de -0,4 a +5,6 (SANTOS; GONSALVES; ARAÚJO, 2018). 
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Figura 13 - Estruturas em 3D das hidrazina-1-carbotioamidas; GL-02 = (2E)-2-[(4-

clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04 = (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07 = (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08 = (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; geradas no 
Galaxy Visualizer do software Molinspiration© mostrando o Potencial de Lipofilicidade Molecular (MLP) 
nas figuras 13(a,b,e,f) ; e a Área de Superfície Polar (PSA) nas figuras 13(c,d,g,h). / 13.a) MLP da GL-
02 / miLogP=2,56; 13.b) MLP da GL-04 /miLogP=3,17; 13.c) PSA da GL-02 / TPSA = 50,41 Å2; 13.d) 
PSA da GL-04 / TPSA = 50,41 Å; 13.e) MLP da GL-07 / miLogP=3,14; 13.f) MLP da GL-08 / 
miLogP=3,14. 13.g) PSA da GL-07 / TPSA = 50,41 Å2; 13.h) PSA da GL-08 / TPSA = 50,41 Å2. 

 

13.a) GL-02    13.b) GL-04  
 

13.c) GL-02    13.d) GL-04  
 

13.e) GL-07    13.f) GL-08  
 

13.g) GL-07    13.h) GL-08  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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- Propriedades farmacológicas teóricas - Molinspiration© 

De acordo com a plataforma Molinspiration©, uma pontuação acima de 

0,00 indica atividade biológica significativa para o alvo em questão, e pontuação entre 

-0,50 e 0,00 indicam atividade biológica moderada contra o alvo, e por fim, um escore 

inferior a -0,50 indica inatividade para o alvo (HUSAIN et al., 2016). Dentre os alvos 

farmacológicos que este programa utiliza para estimar possível bioatividade estão: 

atuação sobre “GPCR ligand” (receptor acoplado à proteína G), “Ion channel 

modulator” (modulador de canal iônico), “Kinase inhibitor” (inibidor de quinase), 

“Nuclear receptor ligand” (ligante de receptor nuclear), “Protease inhibitor” (inibidor de 

protease) e “Enzyme inhibitor” (inibidor enzimático) (ARRUDA et al., 2020). 

As propriedades farmacológicas teóricas das moléculas foram avaliadas 

pelo Molinspiration© e os resultados estão na Tabela 2. Especificamente, quando os 

derivados sintéticos de 2-cianoacetamida foram avaliados se revelaram valores 

inferiores a -0,50 para todos os parâmetros, com apenas uma exceção, sugerindo que 

as EEs, podem ser consideradas inativas teoricamente para os alvos farmacológicos 

em questão, de acordo com os critérios estabelecidos pela ferramenta. Enquanto que 

EE-01 apresentou resultado de -0,46 para inibidor enzimático, indicando atividade 

biológica moderada contra este alvo; no entanto, a EE-04 obteve score de -0,54 

sugerindo que a diferença na posição do cloro poderia diminuir a mesma atividade 

nesta última molécula. 

Quando os derivados sintéticos de 2-cianoacetato de etila foram avaliados 

encontraram-se valores inferiores a -0,50 para os parâmetros ligante GPCR, inibidor 

de quinase e inibidor de protease, sugerindo que as ALs, podem ser consideradas 

inativas teoricamente para estes alvos farmacológicos. Enquanto que AL-10 

apresentou resultado de -0,47 para modulador de canal iônico e AL-09 apresentou 

escore de -0,44 como inibidor enzimático, indicando atividade biológica moderada 

contra estes alvos. 

Os benzilidenemalononitrilos foram avaliados e apresentaram valores 

inferiores a -0,50 para todos os parâmetros, o que sugere que as APMs podem ser 

consideradas teoricamente inativas para os alvos farmacológicos citados. Os valores 

mais próximos de -0,5, que indicam uma discreta atividade como moduladores de 
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canais iônicos, foram -0,62 para a APM-04 e -0,54 para a APM-05, sugerindo que a 

diferença na posição do cloro poderia diminuir a atividade na APM-04. 

Por fim, as hidrazina-1-carbotioamidas também mostraram valores 

inferiores a -0,50 para todos os parâmetros, sugerindo que as GLs podem ser 

consideradas teoricamente inativas para os alvos farmacológicos analisados. 

Destaca-se que a molécula monoclorada, GL-02, caso tivesse atividade teórica, essa 

seria menor que as moléculas dicloradas, GL-04, GL-07 e GL-08. 

 

Tabela 2 - Propriedades farmacológicas teóricas das moléculas sintéticas- Molinspiration©. 

Molécula 
Ligante 
GPCR 

Modulador de 
canal de íons 

Inibidor de 
quinase 

Ligante de 
receptor nuclear 

Inibidor de 
protease 

Inibidor 
enzimático 

EE-01 -1.01 -0,59 -0,71 -0,75 -0,85 -0,46 

EE-04 -0.94 -0.52 -0.82 -0.77 -0.90 -0.54 

AL-09 -0.87 -0.54 -0.97 -0.53 -0.85 -0.44 

AL-10 -0.81 -0.47 -1.07 -0.55 -0.89 -0.51 

APM-04 -0.96 -0.62 -0.91 -0.85 -1.09 -0.65 

APM-05 -0.88 -0.54 -1.02 -0.88 -1.14 -0.73 

GL-02 -1.85 -1.43 -1.69 -2.20 -1.51 -0.85 

GL-04 -1.72 -1.35 -1.53 -2.08 -1.40 -0.77 

GL-07 -1.62 -1.30 -1.55 -2.01 -1.33 -0.71 

GL-08 -1.71 -1.31 -1.58 -2.06 -1.37 -0.75 

GPCR = receptor acoplado à proteína G; EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-
ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09 = Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato; AL-10 = Etil 
(2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-04 = [(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-
05 = [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07 = (2E) 
-2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-08 = (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida. Negrito = indica atividade biológica moderada contra o alvo. 
    

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

5.1.2 PASS Online© 
 

- Atividade farmacológica teórica PASS Online© 

 

Utilizando este recurso, foi possível verificar as probabilidades das moléculas 

testadas serem ativas (Pa). As estruturas EE-01 e EE-04 apresentaram várias 

atividades farmacológicas. Dentre as três atividades biológicas teóricas com Pa 

superior a 0,517 estão: atividade antineoplásica contra o Linfoma não-Hodgkin, 

antipsoriática e anti-anginosa. Nenhuma destas atividades é antibacteriana. Na 

Tabela 3, são apresentadas diferentes atividades antimicrobianas previstas pelo 

PASS Online©; foram encontrados 14 parâmetros mais prováveis, em ordem 
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decrescente de probabilidade de atividade com Pa superior a 0,039, computadas pelo 

PASS Online©. Entre as atividades previstas teoricamente, a mais significativa foi a 

atividade antiprotozoária contra Leishmania, com Pa=0,424 para a molécula EE-04 e 

Pa=0,358 para a EE-01, seguida da atividade antiviral contra Picornavirus, com 

Pa=0,381 para a EE-01 e Pa=0,321 para o derivado sintético EE-04. 

Existem sete referências científicas até o presente momento que contemplam 

a pesquisa “phenylacrylamides, biological activities” na plataforma CAPES, elas foram 

publicadas entre os anos de 2010 a 2022, todas em periódicos revisados por pares. 

A molécula 7s mostrou atividade antituberculostática contra Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv (BAIRWA et al., 2010), o derivado 8c de fenilacrilamida 

apresentou atividade anticancerígena frente a célula tumoral HCT116 (LI et al., 2012), 

a molécula 6a apresentou efeito citoprotetor potente contra a morte celular induzida 

por H2O2 em célula tumoral mensagial HBZY-1, diminuindo de forma dependente da 

dose e do tempo o acúmulo de ROS. Estudos preliminares do mecanismo antioxidante 

sugeriram que 6a inibiu a produção de NO e a atividade de NF-κB através da ativação 

de Nrf2, além de aumentar notavelmente a expressão de proteínas antioxidantes a 

jusante de Nrf2; possuindo ações de agente antioxidante e anti-inflamatório (GU et al., 

2019), o derivado piperamida NED416, (E)-3-(2,4-diclorofenil)-N-fenilacrilamida, 

obteve efeito cicatrizante em feridas cutâneas ativando a Sirtuína 1, Sirt1, que 

desempenha papel importante na migração celular e no reparo tecidual (WAHEDI et 

al.,2020), as moléculas  6b, 14g e 6k; cumarinas e sulfocumarinas ligadas à 

fenilacrilamida; mostraram efeito anticancerígeno inibindo  a atividade da anidrase 

carbônica (SWAIN et al., 2020), a fenilacrilamida AT-61 exibiu boa atividade inibitória 

da replicação do vírus da hepatite B com um valor para a concentração do fármaco 

que induz metade do efeito máximo - EC50 de 1,2 μM, e a  AT-130  demonstrou 

atividade anti-HBV modulando a montagem do capsídeo, com valor EC50 de 0,13 μM 

e valor da concentração citotóxica - CC50 > 61 μM (WANG, Y. et al., 2022), por fim, 

um polímero de impressão molecular específico para ácido cafeico (CA-MIP, do inglês 

“molecularly imprinted polymer specific to caffeic acid”) foi preparado por 

polimerização usando o radical N-fenilacrilamida como monômero funcional; CA-MIP 

quando testado em vinho, apresentou alta seletividade e boa reprodutibilidade, com 
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um limite de detecção de 0,06 mM, podendo ser usado na indústria alimentícia para 

determinação seletiva de compostos fenólicos (ELHACHEM et al., 2022). 

 

Tabela 3 - Atividades antimicrobianas teóricas previstas pelo PASS Online© para as 
fenilacrilamidas com probabilidade de atividade maior que 0,039. 

Moléculas ⇒ 
Pa* ⇓   

EE-01 EE-04 

1 Antiviral / Picornavirus (0,381) Antiprotozoária / Leishmania (0,424) 

2 Antiprotozoária / Leishmania (0,354) Antiviral / Picornavirus (0,321) 

3 Antiviral / Poxvirus (0,276) Antiprotozoária / Coccídeos (0,292) 

4 Antiprotozoária / Coccídeos (0,272) Antifúngica (0,264) 

5 Anti-helmíntica / Fasciola (0,227) Anti-helmíntica / Fasciola (0,247) 

6 Antiprotozoária / Amoeba (0,227) Antiviral / Poxvírus (0,242) 

7 Antiviral / Influenza A (0,210) Antiprotozoária / Amoeba (0,241) 

8 Antiviral / Citomegalovírus (0,209) Antiprotozoária / Toxoplasma (0,233) 

9 Anti-Rickettsia (0,168) Anti-infeccioso (0,221) 

10 Anti-helmintico (0157) Antituberculostático (0,220) 

11 Antiprotozoária (0,132) Antiprotozoária / Plasmodium (0,182) 

12 Antiviral / Parainfluenza (0,039) Antiprotozoária (0,178) 

13 - Anti-helmíntica (0,175) 

14 - Antiprotozoária / Babesia (0,114) 

Pa = probabilidade de ser ativo; ⇓ Em ordem decrescente; (*) Quanto mais próximo de 1, maior o 
potencial de atividade biológica teórica; EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-
ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida. Negrito = atividades antibacterianas.    
 

               Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
 

Para os fenilacrilatos, a melhor atividade biológica teórica foi a 

antiprotozoária contra Leishmania (LIMA et al., 2024a). Na Tabela 4, são 

apresentadas as quinze atividades antimicrobianas teóricas mais prováveis, em 

ordem decrescente de probabilidade de atividade, com Pa superior a 0,195, 

computadas pelo PASS Online©. Além do parâmetro citado, destacaram-se a 

atividade antiviral contra Picornavirus e Rhinovirus, ambas com Pa superior a 0,417. 

Entre as outras atividades biológicas destacaram-se a anti-anginosa e a anti-

eczemática (não mostradas na Tabela 4). 

Pesquisas anteriores, como o estudo de BOKOSI et al. (2021), 

demonstraram a eficácia de 2-(N-cíclicoamino)quinolinas acopladas a (E)-3-(2/3/4-

aminofenil)acrilatos de metila em testes in vitro para atividades antiplasmodiais e 

antitripanossômicas; neste estudo as estruturas moleculares contendo 

aminofenilacrilatos de metila foram analisadas no software SwissADME© para prever 
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propriedades ADME. Os resultados, computados pelo PASS Online© indicaram 

potencial atividade antiprotozoária teórica, especificamente contra Leishmania, com 

Pa=0,739 para AL-10 e Pa=0,647 para AL-09, o que sugere que a posição (orto-para) 

do isômero AL-10 favorece esta atividade quando comparado ao isômero AL-09, 

diclorada nas posições (orto-orto) (LIMA et al., 2024a). 

Desde o século passado, os acrilatos, como o copolímero de acrilatos/t-octil 

propenoamida, têm sido amplamente utilizados em produtos de cuidados com a pele 

devido à sua versatilidade, alto peso molecular e capacidade de formação de filme. 

Esses polímeros são encontrados em diversos produtos, como protetores solares 

resistentes a água, produtos para os olhos que não borram e umectantes para mãos 

e corpo. Esses polímeros oferecem promissoras aplicações na área de cuidados com 

a pele e no desenvolvimento de materiais antimicrobianos (GUTH et al., 1991). 

 

Tabela 4 - Atividades antimicrobianas teóricas previstas pelo PASS Online© para os  
fenilacrilatos, AL-09 e AL-10, com probabilidade de atividade maior que 0,195. 

Moléculas ⇒  

Pa* ⇓   
AL-09 AL-10 

1 Antiprotozoária / Leishmania (0,647) Antiprotozoária / Leishmania (0,739) 

2 Antiviral / Picornavírus (0,486) Antiviral / Rhinovírus (0,458) 

3 Antiviral / Rhinovírus (0,464) Antiviral / Picornavírus (0,417) 

4 Anti-helmíntica / Nematoda (0,307) Antifúngica (0,400) 

5 Antiprotozoária (0,290) Antiprotozoária (0,365) 

6 Antifúngica (0,286) Antiprotozoária / Plasmodium (0,319) 

7 Antiprotozoária / Coccídeos (0,285) Anti-helmíntica / Nematoda (0,319) 

8 Antiviral / Citomegalovírus (0,264) Antiprotozoária / Coccídeos (0,307) 

9 Antiprotozoária / Trichomonas (0,242) Anti-infeccioso (0,257) 

10 Antiprotozoária / Plasmodium (0,240) Antiviral / Citomegalovírus (0,246) 

11 Anti-infeccioso (0,236) Antiprotozoária / Amoeba (0,244) 

12 Anti-helmíntica (0,204) Antiprotozoária / Trichomonas (0,235) 

13 Antiprotozoária / Amoeba (0,230) Antiparasitária (0,231) 

14 Antiparasitária (0,202) Anti-helmíntica (0,224) 

15 Antiviral / Poxvirus (0,195) Antiprotozoária / Toxoplasma (0,213) 

Pa = probabilidade de ser ativo; ⇓ Em ordem decrescente; (*) Quanto mais próximo de 1, maior o 
potencial de atividade biológica teórica; AL-09 = Etil 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato; AL-10 = 
Etil 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato. Negrito = atividades antibacterianas. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

Entre as três atividades biológicas teóricas com Pa superior a 0,562 para 

as benzilidenemalononitrilas estão: atividade antipsoriática, antineoplásica contra o 
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Linfoma não-Hodgkin e antiseborréica. Entre os parâmetros mais frequentes não 

houve atividade antibacteriana. Na Tabela 5, são apresentadas as quinze atividades 

antimicrobianas mais prováveis, em ordem decrescente de probabilidade de atividade, 

com Pa superior a 0,155, computadas pelo PASS Online©. As cinco atividades 

antimicrobianas de maior destaque foram: antiprotozoária contra Leishmania e 

coccídeos, anti-helmíntica contra Fasciola e antiviral contra Picornavirus e Rhinovirus. 

Os estudos com derivados de malononitrilo contribuem significativamente 

para o desenvolvimento de novas moléculas com potencial terapêutico em diversas 

áreas, incluindo doenças neurodegenerativas e câncer. No entanto ainda é pouco 

explorado seu potencial antibacteriano. 

Sobre as atividades farmacológicas descritas para derivados semelhantes 

a benzilidenemalononitrilas, em 1993, Sasho e colaboradores sintetizaram derivados 

de 2-imidazolidinilideno propanonitrila, cujas atividades biológicas foram influenciadas 

pela modificação dos substituintes R1 e R2. A molécula 19 se destacou por sua 

atividade inibitória da acetilcolinesterase (AChE) e potencialização da contração ileal. 

Em 1994, o mesmo grupo sintetizou seis derivados de 3-aril-2-imidazolidinilideno 

propanodinitrila, avaliando sua atividade inibitória de AChE e aumento de motilidade 

gastrointestinal in vitro, com cinco moléculas sendo potentes em ambas as atividades. 

Em 2008, o grupo sintetizou derivados de diamina contendo imidazolidinilideno 

propanonitrila sendo esta uma nova classe de antagonistas do receptor H3 da 

histamina. 

Em 2007, Pojarova e colaboradores modificaram 2-fenilindol-3-

carbaldeídos antimitóticos, resultando em [(2-fenilindol-3-il)metileno]propanedinitrilas 

que inibiram o crescimento de células tumorais da mama MDA-MB 231 e MCF-7 com 

IC50 < 100 nM. A inibição ocorreu por parada do ciclo celular na fase G2/M e apoptose. 

Em 2011, Neca sintetizou nove moléculas, derivados de (metilideno)propanodinitrilo, 

e avaliou a inibição das isoenzimas MAO A (monoamina oxidase A) e MAO B 

(monoamina oxidase B). O derivado que apresentou maior potencial de inibição para 

a MAO A foi o de número 9 com um valor de IC50 de 0,72 ± 0,19 μM, e o inibidor com 

maior potencial para a MAO B foi o de número 5 com um valor de IC50 de 1,17 ± 0,66 

μM, sendo o último seletivo para esta isoenzima. Os inibidores de MAO A e MAO B 

foram inicialmente usados no tratamento da depressão e atualmente são alvos 
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terapêuticos no tratamento de doenças neurodegenerativas, como a doença de 

Parkinson. Em 2020, Silva e colaboradores sintetizaram moléculas contendo nitrila. A 

molécula 31 se destacou pela inibição trifuncional contra MAO A, MAO B e AChE. A 

molécula 63 mostrou potencial como líder no tratamento da doença de Alzheimer. 

Os derivados de 2-cianoacetamida, os fenilacrilatos e as 

bezilidenemalononitrilas estudadas nesta pesquisa não apresentaram destaque 

quanto à atividade antibacteriana teórica pela análise do software PASS Online©. 

Como o software se baseia em uma grande base de dados de substâncias conhecidas 

e suas atividades biológicas registradas para fazer a previsão, supõem-se que existam 

poucos estudos sobre atividade antibacteriana para estas três classes. 

 

Tabela 5 - Atividades antimicrobianas teóricas previstas pelo PASS Online© para as 
benzilidenemalononitrilas com probabilidade de atividade maior que 0,155. 

Moléculas ⇒  
Pa* ⇓   

APM-04 APM-05 

1 Antiprotozoária / Leishmania (0,647) Antiprotozoária / Leishmania (0,546) 

2 Antiviral / Picornavírus (0,419) Antiprotozoária / Coccídeos (0,363) 

3 Antiprotozoária / Coccídeos (0,341) Anti-helmintíca / Fasciola (0,359) 

4 Anti-helmíntica / Fasciola (0,335) Antiviral / Picornavírus (0,354) 

5 Anti-helmíntica / Nematoda (0,280) Anti-helmíntica / Nematoda (0,292) 

6 Antiviral / Poxvirus (0,270) Anti-infeccioso (0,283) 

7 Anti-infeccioso (0,261) Antiprotozoária / Toxoplasma (0,281) 

8 Antiviral / Citomegalovírus (0,247) Antiprotozoária / Amoeba (0,261) 

9 Antiprotozoária / Amoeba (0,246) Antiprotozoária (0,251) 

10 Antifúngica (0,238) Antiprotozoária / Plasmodium (0,182) 

11 Anti-helmintíco (0,229) Antituberculostático (0,240) 

12 Antiprotozoária / Trichomonas (0,194) Antiviral / Poxvírus (0,237) 

13 Antiprotozoária / Plasmodium (0,182) Antiviral / Citomegalovírus (0,230) 

14 Antimicobacteriano (0,191) Antimicobacteriano (0,209) 

15 Antiprotozoária / Babesia (0,155) Antiprotozoária / Trichomonas (0,186) 

Pa = probabilidade de ser ativo; ⇓ Em ordem decrescente; (*) Quanto mais próximo de 1, maior o 
potencial de atividade biológica teórica; APM-04 = [(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-
05 = [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila. Negrito = atividades antimicrobianas. 

 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
 
 
 

Entre as classes de moléculas analisadas neste estudo, as hidrazina-1-

carbotioamidas foram as únicas que o Pass online® previu teoricamente, com maior 
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probabilidade, atividades antibacterianas. Entre as cinco atividades biológicas teóricas 

com Pa maior que 0,474 para as GLs estão: antituberculostática, antimicobacteriana, 

antineoplásica frente a melanoma, antiviral frente à família Poxviridae e 

antiprotozoária frente a coccídeos. Na Tabela 6 são mostradas as quinze atividades 

antimicrobianas mais prováveis em ordem decrescente de probabilidade de ser ativo. 

As atividades antituberculostática e antimicobacteriana são variáveis, ou seja, ter 

atividade biológica frente ao Mycobacterium tuberculosis não implica dizer que tem 

atividade frente a todas as espécies de micobactérias, incluindo a M. leprae. As 

atividades antituberculostática (Pa=0,883) e antimicobacteriana (Pa=0,880) teóricas 

da GL-02, que é monossubstituída com o halogênio cloro em posição (para), é cerca 

de 8% superior ao resultado previsto para as outras hidrazina-1-carbotioamidas que 

são dissubstituídas com o mesmo átomo; GL-04 em posição (orto-para), GL-07 em 

posição (orto-orto) e GL-8 em posição (orto-meta). Esta percentagem aumenta para 

20% na atividade anti-hansenostática teórica da GL-02 (Pa=0,650) em relação às 

moléculas dissubstituídas, 0,539 para GL-07, 0,505 para GL-04 e 0,503 para GL-08. 

Algumas atividades biológicas foram relatadas in vitro para carbotioamidas. 

A molécula 3d, (2E) -2-[(4-nitrofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida, é um forte 

inibidora da tirosinase de cogumelo com IC50 de 0,05 μM, 128 vezes mais potente que 

o ácido kójico. A análise da cinética enzimática indica que a inibição de 3d é 

competitiva. Estudos de docking confirmaram o encaixe da molécula no sítio ativo da 

tirosinase (HOSSEINPOOR et al., 2020), que é responsável pela produção de 

melanina (SILVÉRIO; CASTRO; MIRANDA, 2013) e, portanto, pode ter ação 

clareadora em manchas escuras de pele. 

As ectonucleotidases, apesar de suas funções não serem totalmente 

compreendidas, têm a h-NTPDase3 como uma ectoenzima preferencial para ATP em 

vez de ADP (SCHRADER, 2022). A atividade indesejada dessa enzima pode levar a 

condições patológicas como câncer, diabetes, inflamação e trombose (BEGUM et al., 

2022). A molécula sintética 8m, (Z)-N-etil-2-(2-oxoindolin-3-ilideno)hidrazina-1-

carbotioamida, foi relatada como um potente inibidor da h-NTPDase3, estimulando a 

secreção de insulina induzida pela glicose (AFZAL et al., 2020).   

MePhPyC, uma molécula sintética derivada do pirazol, N-3,5-Trimethyl-

Nphenyl-1-H-Pyrazole-1-Carbothioamide, apresentou citotoxicidade com IC50 = 49 
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μg/mL e eficácia contra o carcinoma ascítico de Ehrlich-Lettre (EAC). A dose de 5 

mg/kg foi mais eficaz que as de 10 e 15 mg/kg. MePhPyC mostrou potencial 

anticancerígeno tanto in vitro quanto no tratamento de tumor ascítico in vivo (KUMAR; 

PRIYA.; ARAVINDAKSHAN, 2021). 

 

 

Tabela 6 - Atividades antimicrobianas teóricas previstas pelo PASS Online© para as hidrazina-1-
carbotioamidas com probabilidade de atividade maior que 0,354. 

Moléculas   
⇓     Pa*⇒  

GL-02 GL-04 GL-07 GL-08 

1 
Antituberculóstatica 

(0,883) 
Antimicobacteriana 

(0,837) 
Antimicobacteriana 

(0,819) 
Antituberculóstatica 

(0,779) 

2 
Antimicobacteriana 

(0,880) 
Antituberculóstatica 

(0,810) 
Antituberculóstatica 

(0,808) 
Antimicobacteriana 

(0,775) 

3 
Antiviral / Poxvirus 

(0,793) 
Antiviral / Poxvirus 

(0,745) 
Antiviral / Poxvirus 

(0,775) 
Antiviral / Poxvirus 

(0,722) 

4 
Antiprotozoária / 

Coccídeos (0,700) 
Antiprotozoário / 

Coccídeos (0,650) 
Antiviral / Influenza 

(0,668) 
Antiviral / Influenza 

(0,606) 

5 
Antiviral / Influenza 

(0,698) 
Antiviral / Influenza 

(0,574) 
Antiprotozoária / 

Coccídeos (0,604) 
Antiviral / 

Picornavirus (0,561) 

6 
Anti-hansenostática 

(0,650) 

Antiprotozoária / 
Trypanossoma 

(0,523) 

Antiviral / 
Picornavirus (0,556) 

Anti-hansenostática 
(0,503) 

7 
Antiviral / Picornavirus 

(0,623) 
Anti-hansenostática 

(0,505) 

Antiprotozoária / 
Trypanossoma 

(0,551) 

Antiprotozoária / 
Trypanossoma 

(0,496) 

8 
Antiprotozoária / 

Trypanossoma (0,553) 
Antiséptica (0,497) 

Anti-hansenostática 
(0,539) 

Antiprotozoária / 
Coccídeos (0,474) 

9 Antiprotozoária (0,494) 
Antiviral / 

Picornavirus (0,490) 
Antiviral / Adenovírus 

(0,455) 
Antiparasitária 

(0,455) 

10 Antiparasitária (0,471) 
Antibacteriana 

(0,446) 
Antiséptica (0,450) 

Antibacteriana 
(0,451) 

11 
Antiviral / Adenovírus 

(0,456) 
Antiparasitária 

(0,436) 
Antibacteriana 

(0,401) 
Antiviral / Adenovírus 

(0,420) 

12 Antibacteriana (0,454) Antifúngica (0,428) 
Antiprotozoária 

(0,393) 
Antifúngica (0,400) 

13 Antifúngica (0,428) 
Antiviral / Adenovírus 

(0,408) 
Antifúngica (0,389) Antiséptica (0,400) 

14 Antiséptica (0,420) 
Antiparasitária 

(0,392) 
Antiprotozoária / 

Leishmania (0,382) 
Antiprotozoária / 

Leishmania (0,385) 

15 Anti-infeccioso (0,407) 
Antiprotozoária / 

Leishmania (0,382) 
Anti-infeccioso 

(0354) 
Antiprotozoária 

(0,373) 

Pa = probabilidade de ser ativo; ⇓ Em ordem decrescente; (*) Quanto mais próximo de 1, maior o 
potencial de atividade biológica teórica; GL-02 = 2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; 
GL-04 = 2-[(2,4-diclorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07 = 2-[(2,6-
diclorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-08 = 2-[(2,3-diclorofenil)metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida. Negrito = atividades antibacterianas. 

 
Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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5.1.3 admetSAR© 

 

- Análise por classificação e por regressão 

 A probabilidade de ser ativo (Pa), conforme indicado pelo admetSAR©, é uma 

previsão computacional da possibilidade de uma molécula apresentar uma atividade 

biológica específica. Essa previsão, baseada em características estruturais e físico-

químicas da molécula, é expressa como um valor entre 0 (zero) e 1 (um). Valores 

próximos a 1 sugerem alta probabilidade de atividade biológica, enquanto valores 

próximos a 0 indicam baixa probabilidade (CHENG et al., 2012). 

A previsão por classificação e regressão são duas abordagens comuns em 

aprendizado de softwares e análise de dados, e são usadas para prever propriedades 

de compostos químicos (HYNDMAN; ATHANASOPOULOS, 2018). A classificação é 

usada quando a saída desejada é uma categoria ou classe, por exemplo, no contexto 

da ferramenta admetSAR©, uma molécula pode ser classificada como ‘tóxica’ ou ‘não 

tóxica’. A classificação é útil quando queremos separar os dados em categorias 

distintas. A regressão é usada quando a saída desejada é um valor contínuo ou 

quantitativo, por exemplo, a regressão pode ser usada para prever a concentração de 

uma molécula que causa 50% da atividade máxima (AC50). A regressão é útil quando 

queremos prever um valor específico baseado em variáveis de entrada. As previsões 

computadas pelo admetSAR©, por classificação estão nas Tabelas 7,9,11 e 13, e por 

regressão, nas Tabela 8,10,12 e 14. 

 

- Toxicidade teórica das fenilacrilamidas – análise por classificação admetSAR© 

 

Na Tabela 7 estão as previsões teóricas para as EEs. A interpretação do 

resultado da toxicidade de Ames é binária, a molécula é classificada como 

‘mutagênica’ ou ‘não mutagênica’ (HANSEN et al., 2009). O mesmo princípio é usado 

para interpretar o potencial carcinogênico, o derivado sintético é classificado como 

‘cancerígeno’ ou ‘não cancerígeno’ (LAGUNIN et al., 2009). Eles são baseados em 

um modelo de aprendizado de máquina treinado em um conjunto de dados de 

moléculas com resultados de toxicidade de Ames e de carcinogenicidade conhecidos. 

Para os derivados de 2-cianoacetamida a análise in silico revelou possuírem potencial 

mutagênico AMES, ambos com valor de probabilidade de 0,639; quanto ao potencial 
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carcinogênico, o teste mostrou que teoricamente nenhum dos derivados testados 

apresenta efeitos cancerígenos, ambos com Pa mediano de 0,684. Para o parâmetro 

“mutagênese de Ames” (XU et al., 2012), contrariamente à previsão teórica da versão 

admetSAR©2012, revelou que as EEs não possuem potencial mutagênico, EE-01 

com Pa=0,710 e EE-04 com Pa=0,640. 

Destrinchando melhor a avaliação do parâmetro teórico Mutagenicidade Ames 

pelo admetSAR©, o termo benchmark refere-se ao conjunto de dados público. Esse 

conjunto serve como uma referência padrão para comparar o desempenho de 

diferentes ferramentas e métodos de previsão in silico. Em síntese, tanto Hansen et 

al. (2009), referência para o desenvolvimento do admetSAR©2012, quanto Xu et al. 

(2012), referência para o admetSAR©2019; utilizam benchmarks para a avaliação de 

modelos preditivos de mutagenicidade química. No entanto, Hansen et al. (2009) 

focam na criação de um benchmark público, contendo aproximadamente 6.500 

compostos não confidenciais, com o objetivo principal de padronizar e comparar 

diferentes ferramentas preditivas, comerciais e não comerciais. Por outro lado, Xu et 

al. (2012) desenvolvem um benchmark mais amplo e diversificado, com 7.617 

compostos, e o utilizam para construir e validar modelos preditivos robustos, avaliando 

algoritmos e descritores químicos em diferentes combinações. Enquanto Hansen et 

al. priorizam a disponibilização de um conjunto de dados padronizado, Xu et al. 

destacam o desempenho e a confiabilidade dos modelos gerados a partir de seu 

benchmark; ou seja; ambos os trabalhos contribuem significativamente para o avanço 

da previsão in silico de mutagenicidade química, utilizando bases de dados e técnicas 

de aprendizado de máquina. No entanto, diferem em escopo, tamanho dos conjuntos 

de dados e metodologias, apresentando abordagens complementares que 

enriquecem o campo de estudo. 

O micronúcleo, estruturalmente, é um pequeno núcleo que representa o 

material genético perdido pelo núcleo principal devido a um dano genético (RÉGIS; 

PESENTI, 2015). O ‘teste de micronúcleo’ utiliza células expostas a agentes químicos 

visando identificar possíveis aberrações cromossômicas com base no aumento da 

frequência de eritrócitos policromáticos com micronúcleos (UCHÔA; MAGALHÃES, 

2020). Este ensaio é um biomarcador para a detecção de danos citogenéticos, avalia 

o potencial clastogênico e aneugênico, podendo ser realizado tanto in vivo quanto in 
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vitro. A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2013) preconiza que o teste 

in vivo em medula óssea de roedores é amplamente aceito e recomendado para a 

avaliação e o registro de novos produtos farmacêuticos. A análise in silico surge como 

uma alternativa para prever a genotoxicidade, considerando o alto custo e o tempo 

envolvido nos ensaios com modelos animais. Adicionalmente, a quantidade da 

molécula teste empregada é consideravelmente superior à utilizada nos testes 

toxicológicos não-clínicos in vitro. Na versão 2.0 Copyright@2019 do software 

admetSAR, este parâmetro foi incorporado (FAN et al., 2018). A análise ‘micronuclear’ 

teórica das duas fenilacrilamidas indicou que, teoricamente, EE-01 não é genotóxico 

com probabilidade de 0,640, contrariamente EE-04 é genotóxico com Pa de 0,660. 

Outro parâmetro incluído na versão mais recente avalia possíveis riscos à 

reprodução humana (JIANG et al., 2019). A análise admetSAR@2019 nas moléculas 

EE-01 e EE-04 indicou probabilidades, respectivamente, de 0,667 e 0,633, indicando 

que elas não apresentam toxicidade reprodutiva. Os estudos in vivo de toxicidade 

reprodutiva visam identificar possíveis efeitos de uma ou mais substâncias ativas na 

fertilização e desenvolvimento embrionário inicial, no desenvolvimento pré e pós-natal, 

incluindo função materna e, no desenvolvimento embriofetal (BRASIL, 2013). 

Voltando aos parâmetros computados pelo admetSAR@2012, a análise 

indicou que os isômeros EE-01 e EE-04 se enquadram na categoria III de toxicidade 

oral aguda, com Pa mediano de 0,600, conforme classificação da Agência de Proteção 

Ambiental dos Estados Unidos (United States Environmental Protection Agency - 

USEPA), ou seja, implica que a dose letal média (DL50) dessas moléculas, que é a 

quantidade necessária para causar a morte de 50% de uma população em teste, varia 

entre 500 e 5000 mg/kg (CHENG et al., 2012). Vale ressaltar que essa é uma previsão 

teórica. Na prática, a rotulagem dos produtos químicos é baseada em resultados 

experimentais, seguindo a diretriz de teste de toxicidade oral aguda da OCDE 425 

(Organisation for Economic Co-operation and Development, 2022), sendo esta de 

grande importância, pois reduz o número de animais no protocolo experimental e 

possibilita o monitoramento de indícios de toxicidade, estabelecendo a DL50 de uma 

molécula e determinando os correspondentes intervalos de confiança. 

 A carcinogenicidade classe III é outra categoria de classificação que se refere 

especificamente a potência carcinogênica - TD50 - de uma substância. A base de dados 
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utilizada pelo admetSAR© para fazer a previsão é o Banco de Dados de Potência 

Carcinogênica (Carcinogenic Potency Database - CPDB), desenvolvido entre 1980 e 

2005 por Swirsky e colaboradores e atualizada em 2011. As substâncias são divididas 

em três classes de acordo com os valores de TD50 representando a dose diária em 

mg/kg de peso corporal/dia de exposição durante toda a vida, que induz tumores em 

50% dos animais que teriam permanecido livres de tumores na dose zero. Ambas as 

moléculas analisadas neste estudo obtiveram uma pontuação de 0,679 com resultado 

‘não carcinogênico’. 

Os dois derivados de 2-cianoacetamida, conforme análise teórica, apresentam 

uma probabilidade de 0,983 de serem inibidores fracos do gene hERG e 0,930 de não 

serem inibidores do gene hERG, que codifica a subunidade α de um canal de íons de 

potássio humano - também conhecido como gene humano Ether-à-go-go. Esses 

indicadores toxicológicos, não estão inclusos na Tabela 7, e foram obtidos 

matematicamente pelo software com base no estudo de Robinson, Glen e Mitchell 

(2011). 

A toxicologia ambiental é responsável pela avaliação dos efeitos de substâncias 

químicas em diversos organismos, abrangendo desde peixes e aves até animais 

terrestres e plantas. Um ramo específico dessa área, a ecotoxicologia, concentra-se 

nos impactos dessas substâncias na população de um ecossistema (OLKER et al., 

2022). O admetSAR©, é uma ferramenta importante nesse contexto, pois tem a 

capacidade de prever a toxicidade em peixes, protozoários de água doce, abelhas, 

além de avaliar a biodegradabilidade. Essa funcionalidade contribui significativamente 

para os estudos de toxicologia ambiental, auxiliando na avaliação do potencial impacto 

ecológico de um novo medicamento. Além disso, é valiosa a previsão in silico de 

atividades toxicológicas, pois auxilia na formulação de estratégias para mitigar 

possíveis danos ambientais. 

O modelo ‘Fish Toxicity’ do software prevê a toxicidade de uma molécula teste 

em Pimephales promelas e é baseado no banco de dados de toxicidade aguda da 

USEPA, construído com resultados de pLC50 (logaritmo decimal negativo da 

concentração letal mediana) conhecidos de 554 estruturas de pesticidas ou moléculas 

semelhantes a pesticidas. Os valores LC50 representam a concentração de uma 

molécula necessária para causar a morte de 50% dos “Fathead Minnows”, no teste in 
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vitro os peixes são expostos ao produto químico em estudo durante um período de 96 

horas, de acordo com a diretriz EPA-821-R-02-012 (United States Environmental 

Protection Agency, 2002). No caso das fenilacrilamidas analisadas pelo admetSAR©, 

eles apresentaram o mesmo resultado de probabilidade, 0,788, sendo classificados 

com ‘alta toxicidade teórica’.   

A ferramenta admetSAR© coleta os dados de Cheng e colaboradores (2011) 

para prever o parâmetro ‘Tetrahymena pyriformis Toxicity’. Se uma molécula tem um 

pIGC50 (o logaritmo negativo da concentração necessária para inibir 50% do 

crescimento em microgramas por litro) maior que -0,5 (> -0,5), ele possui ‘toxicidade 

potencial aguda’ para Tetrahymena, caso contrário, é classificada como ‘não tóxica’ 

para o protozoário de água doce. No caso das EEs analisadas, elas apresentaram 

alta toxicidade teórica, com Pa de 0,930. O ensaio in vitro serve como um bioindicador 

para avaliar a toxicidade de substâncias químicas no meio ambiente e o objetivo é 

estudar as respostas fisiológicas e bioquímicas à presença de diferentes compostos 

químicos neste protozoário ciliado (ROGERO et al., 2003). 

Como indicado no site da ferramenta admetSAR© elaborada pela equipe do 

‘Molecular Modeling and Design Laboratory’ (2012), o parâmetro ‘Honey Bee’ é 

coletado do ECOTOX – banco de dados que fornece elementos únicos de toxicidade 

química ambiental em espécies aquáticas e terrestres - da USEPA, e se baseia no 

valor de DL50. Se um composto tem um valor de DL50 menor que 100 microgramas 

por abelha (< 100 μg/abelha), ele é classificado como um composto de alta toxicidade 

aguda para abelhas – ‘High HBT’. Se o valor de DL50 for maior, o composto é 

classificado como de baixa toxicidade aguda para abelhas – ‘Low HBT’. No caso das 

fenilacrilamidas, elas foram classificadas como de alta toxicidade para Apis mellifera 

com Pa de 0,718, o que pode ter implicações significativas para a saúde das abelhas 

e, por extensão, para a polinização e o bem-estar do ecossistema. 

No contexto da ferramenta admetSAR©, uma molécula é classificada como 

‘ready biodegradable’ ou ‘not ready biodegradable’ se atender a determinados critérios 

estabelecidos pela Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico 

(OECD) no Teste Nº. 301 (1992). As moléculas EE-01 e EE-04 foram teoricamente 

classificadas como ‘não prontamente biodegradáveis’, com Pa de 0,972 para ambas. 
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Isso sugere que essas moléculas podem persistir por algum tempo em condições 

ambientais específicas antes de serem biodegradadas.   

 

Tabela 7 - Previsão de toxicidade teórica por classificação das fenilacrilamidas – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros Toxicidade Probabilidade* 

EE-01 

Potencial mutagênico AMES Mutagênico 0,639 

Potencial mutagênico AMESB Não mutagênico 0,710 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,684 

Teste de micronúcleoB Não genotóxico 0,640 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,667 

Toxicidade oral aguda III 0,600 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,600 

Biodegradação Não prontamenteC 0,972 

Pimephales promelas (1) Alta 0,788 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,930 

Apis mellifera (3) Baixa 0,718 

EE-04 

Potencial mutagênico AMES Mutagênico 0,639 

Potencial mutagênico AMESB Não mutagênico 0,640 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,684 

Teste de micronúcleoB Genotóxico 0,660 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,633 

Toxicidade oral aguda III 0,600 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,679 

Biodegradação Não prontamenteC 0,972 

Pimephales promelas (1) Alta 0,788 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,930 

Apis mellifera (3) Baixa 0,718 

(A) admetSAR© pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, 
Metabolização, Excreção, Toxicidade; (*) Quanto mais próximo de 1, maior a probabilidade de 
apresentar efeito biológico; (B) Parâmetros calculados pela versão 2.0 do admetSAR@2019;  
(C) Prontamente biodegradável; EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-
ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; (1) Previsão da toxicidade em ‘Fathead minnow’ (Teste de 
ecotoxicologia aquática); (2) Previsão da toxicidade em espécie de Ciliophora da família 
Tetrahymenidae (Teste de ecotoxicologia aquática); (3) Previsão da toxicidade em abelhas – 
‘Honey Bee’ (Teste de ecotoxicologia ambiental). 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 
 

- Toxicidade teórica das fenilacrilamidas – análise por regressão admetSAR© 
 

O admetSAR© usa modelos de regressão para prever a DL50 baseado na 

estrutura química dos compostos segundo Zhu e colaboradores (2009). Conforme 

Tabela 8, os isômeros EE-01 e EE-04 analisados em nossa pesquisa, não mostraram 

potencial carcinogênico teórico na previsão por classificação. Eles apresentaram uma 

DL50 teórica de 2,43 moles por quilograma (moL/kg) para toxicidade oral aguda em 

ratos. Considerando a massa molar de 241,08 gramas por moL (g/moL) desses 
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derivados sintéticos, a DL50 teórica corresponde a 585,83 miligramas por quilograma 

(mg/kg). Moléculas com DL50 oral entre 50 mg/kg a 5 g/kg são consideradas de média 

toxicidade para ratos (WONG, 2003). 

No teste de toxicidade aguda para peixes é determinado um log LC50 para cada 

molécula. A transformação logarítmica é frequentemente utilizada para simplificar a 

interpretação e a análise dos resultados. Pelo modelo de regressão, o admetSAR© 

calculou, em miligramas por litro (mg/L), para o parâmetro ‘Fish Toxicity”, pLC50 teórica 

de 1,83 mg/L para os duas fenilacrilamidas. Quanto menor o valor de pLC50, maior é 

a toxicidade da substância. Valores de pLC50 < -0.5 (log LC50< -0,5) são considerados 

como de alta toxicidade aguda para Pimephales promelas. 

O valor de pIGC50 é um logaritmo negativo expresso em microgramas por litro 

(log μg/L). O modelo de regressão utilizado pelo software foi desenvolvido usando um 

grande conjunto de dados de toxicidade, conforme descrito por Cheng e 

colaboradores (2012). No caso dos derivados de 2-cianoacetamida analisados, o 

admetSAR© calculou um valor de pIGC50 de 0,65 μg/L para ambas as moléculas; 

como o valor é maior que -0,5 as ALs possuem ‘toxicidade potencial aguda’ para 

Tetrahymena. 

 

 

Tabela 8 - Previsão de toxicidade teórica por regressão das fenilacrilamidas – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros Valor Unidade 

EE-01 

Toxicidade oral aguda em ratos (1) 2,43 DL50 (mol/kg) 

Toxicidade oral aguda em ratos (2) 585,83 DL50 (mg/kg) 

Pimephales promelas (3) 1,83 pLC50 (mg/L) 

Tetrahymena pyriformis (4) 0,65 pIGC50 (μg/L) 

EE-04 

Toxicidade oral aguda em ratos (1) 2,43 DL50 (mol/kg) 

Toxicidade oral aguda em ratos (2) 585,83 DL50 (mg/kg) 

Pimephales promelas (3) 1,83 pLC50 (mg/L) 

Tetrahymena pyriformis (4) 0,65 pIGC50 (μg/L) 

(A) admetSAR© pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, 
Metabolização, Excreção e Toxicidade; EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-
04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; moL/kg = moles por quilogramas; mg/kg = 
miligramas por quilograma; mg/L = miligramas por litro;  μg/L  = microgramas por litro; (1) 
DL50: Dose Letal mediana teórica em moL/kg: calculada por regressão pelo software; (2) 
DL50: Dose Letal mediana teórica em mg/kg: calculado pela autora utilizando a massa molar 
em gramas por moL; (3) pLC50: Concentração Letal Mediana para Pimephales promelas – 
‘Fathead minnow’ (Teste de ecotoxicologia aquática); (4) pIGC50: é o logaritmo negativo da 
concentração necessária para inibir 50% do crescimento de Tetrahymena pyriformis (Teste 
de ecotoxicologia aquática). 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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- Toxicidade teórica dos fenilacrilatos – análise por classificação admetSAR© 

 

 

Para os fenilacrilatos de etila, conforme a Tabela 9, a análise in silico 

revelou não possuírem potencial mutagênico AMES, ambos com valor de 

probabilidade de 0,869; quanto ao potencial carcinogênico, o teste mostrou que 

teoricamente nenhuma das moléculas testadas apresenta efeitos cancerígenos, 

ambas com Pa mediano de 0,577. A análise admetSAR@2019 nas ALs indicou uma 

probabilidade de 0,745 de que elas não apresentam genotoxicidade no teste de 

micronúcleo, e no teste de toxicidade reprodutiva teórica, os dois fenilacrilatos não 

foram considerados teratogênicos com probabilidade de 0,711.  

Voltando aos parâmetros computados pelo admetSAR@2012, a análise 

indicou que os isômeros AL-09 e AL-10 se enquadram na categoria II de toxicidade 

oral aguda, com Pa mediano de 0,425, conforme classificação da Agência de Proteção 

Ambiental dos Estados Unidos (United States Environmental Protection Agency - 

USEPA), ou seja, implica que a dose letal média (DL50) dos fenilacrilatos, que é a 

quantidade necessária para causar a morte de 50% de uma população em teste, varia 

entre 50 e 500 mg/kg (CHENG et al., 2012). Ambas as moléculas analisadas 

obtiveram uma pontuação de 0,706 com resultado ‘não carcinogênico’ no parâmetro 

carcinogenicidade (Classe III), que especificamente se refere a potência 

carcinogênica - TD50 - de uma substância. 

Os dois derivados de 2-cianoacetato de etila, conforme análise teórica, 

apresentam uma probabilidade de 0,822 de serem inibidores fracos do gene hERG, 

que codifica a subunidade α de um canal de íons de potássio humano -também 

conhecido como gene humano Ether-à-go-go. Esses indicadores toxicológicos, não 

estão inclusos na Tabela 9. 

No caso das previsões admetSAR© em relação a toxicidade ambiental, os 

fenilacrilatos de etila analisados apresentaram o mesmo resultado de probabilidade, 

0,986, sendo classificados com ‘alta toxicidade teórica’ para ‘Fathead Minnows’. 

Apresentaram alta toxicidade teórica, com Pa de 1,00, para o parâmetro ‘Tetrahymena 

pyriformis Toxicity’, e classificados como de alta toxicidade para Apis mellifera com Pa 

de 0,734. 
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Tabela 9 - Previsão de toxicidade teórica por classificação dos fenilacrilatos – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros Toxicidade Probabilidade* 

AL-09 

Potencial mutagênico AMES Não mutagênico 0,869 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,577 

Teste de micronúcleoB Não genotóxico 0,745 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,711 

Toxicidade oral aguda II 0,425 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,706 

Biodegradação ProntamenteC 0,755 

Pimephales promelas (1) Alta 0,986 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 1,000 

Apis mellifera (3) Alta 0,734 

AL-10 

Potencial mutagênico AMES Não mutagênico 0,869 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,577 

Teste de micronúcleoB Não genotóxico 0,745 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,711 

Toxicidade oral aguda II 0,425 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,706 

Biodegradação ProntamenteC 0,755 

Pimephales promelas (1) Alta 0,986 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 1,000 

Apis mellifera (3) Alta 0,734 

(A) admetSAR© pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, Metabolização, 
Excreção, Toxicidade; (*) Quanto mais próximo de 1, maior a probabilidade de apresentar efeito 
biológico; (B) Parâmetros calculados pela versão 2.0 do admetSAR@2019;  (C) Prontamente 
biodegradável; AL-09=Etil (2E)-2-ciano-3-(2,6-diclorofenil)acrilato; AL-10 = Etil (2E)-2-ciano-3-(2,4-
diclorofenil) acrilato; (1) Previsão da toxicidade em ‘Fathead minnow’ (Teste de ecotoxicologia 
aquática); (2) Previsão da toxicidade em espécie de Ciliophora da família Tetrahymenidae (Teste de 
ecotoxicologia aquática); (3) Previsão da toxicidade em abelhas – ‘Honey Bee’ (Teste de 
ecotoxicologia ambiental). 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 
 

As moléculas AL-09 e AL-10 foram teoricamente classificadas como 

‘prontamente biodegradáveis’ ou suscetíveis à degradação, com Pa de 0,755 para 

ambas. Isso indica que as moléculas analisadas podem ser rapidamente e 

completamente biodecompostas em condições ambientais específicas. Essa 

classificação pode ter implicações significativas para a avaliação do impacto ambiental 

dos fenilacrilatos, pois sugere que esses derivados podem ser decompostos de 

maneira eficiente no ambiente, minimizando potenciais efeitos nocivos. Além disso, é 

importante destacar que a reação de obtenção das fenilacrilamidas é a reação de 

condensação de Knoevenagel, um processo limpo e econômico para a obtenção de 

produtos químicos finos, caracterizado pela simplicidade e facilidade de execução. 

Essa abordagem reforça ainda mais a importância de considerar não apenas a 

biodegradabilidade dos compostos, mas também os métodos sustentáveis de 
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produção, promovendo a proteção do ambiente e a busca por soluções químicas mais 

ecoamigáveis. 

 

- Toxicidade teórica dos fenilacrilatos – análise por regressão admetSAR© 

 

Os isômeros fenilacrilatos analisados em nossa pesquisa, não mostraram 

potencial genotóxico nem carcinogênico teórico na previsão por classificação. Eles 

apresentaram uma DL50 teórica de 2,92 moL/kg para toxicidade oral aguda em ratos. 

Considerando a massa molar de 270,11 g/moL de ambas as moléculas, a DL50 teórica 

corresponde a 787,98 mg/kg. Moléculas com DL50 oral entre 50 mg/kg a 5g/kg são 

considerados de média toxicidade para ratos (WONG, 2003). 

Pelo modelo de regressão, o admetSAR© calculou para o parâmetro ‘Fish 

Toxicity” pLC50 teórica de 0,35 mg/L para os dois fenilacrilatos, sendo considerados 

como de alta toxicidade aguda para Pimephales promelas; e para T. pyriformis o 

admetSAR© calculou um valor de pIGC50 de 0,72 μg/L para ambas as moléculas; 

como o valor é maior que -0,5 as ALs possuem ‘toxicidade potencial aguda’ para 

Tetrahymena. Os resultados podem ser conferidos na Tabela 10. 

 

Tabela 10 - Previsão de toxicidade teórica por regressão dos fenilacrilatos – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros Valor Unidade 

AL-09 Toxicidade oral aguda em ratos (1) 2,92 DL50 (mol/kg) 

  Toxicidade oral aguda em ratos (2) 787,98 DL50 (mg/kg) 

  Pimephales promelas (3) 0,35 pLC50 (mg/L) 

  Tetrahymena pyriformis (4) 0,72 pIGC50 (μg/L) 

AL-10 Toxicidade oral aguda em ratos (1) 2,92 DL50 (mol/kg) 

  Toxicidade oral aguda em ratos (2) 787,98 DL50 (mg/kg) 

  Pimephales promelas (3) 0,35 pLC50 (mg/L) 

  Tetrahymena pyriformis (4) 0,72 pIGC50 (μg/L) 

(A) admetSAR© pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, 
Metabolização, Excreção e Toxicidade; AL-09 = Etil 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato;             
AL-10= Etil 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; moL/kg = moles por quilogramas; mg/kg = 
miligramas por quilograma; mg/L = miligramas por litro;  μg/L  = microgramas por litro; (1) 
DL50: Dose Letal mediana teórica em moL/kg: calculada por regressão pelo software; (2) 
DL50: Dose Letal mediana teórica em mg/kg: calculado pela autora utilizando a massa molar 
em gramas por moL; (3) pLC50: Concentração Letal Mediana para Pimephales promelas – 
‘Fathead minnow’ (Teste de ecotoxicologia aquática); (4) pIGC50: é o logaritmo negativo da 
concentração necessária para inibir 50% do crescimento de Tetrahymena pyriformis (Teste 
de ecotoxicologia aquática). 

 
Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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- Toxicidade teórica das benzilidenemalononitrilas – análise por classificação 

admetSAR© 

 

Para os derivados de malononitrilo, conforme a Tabela 11, a análise pelo 

admetSAR©2012 revelou potencial mutagênico AMES (HANSEN et al., 2009), ambos 

com probabilidade de 0,811. Quanto ao potencial carcinogênico, o teste mostrou que 

nenhum dos derivados apresenta efeitos cancerígenos, ambos com probabilidade de 

0,567. A análise teórica ‘micronuclear’ dos dois isômeros indicou que as moléculas 

APM-04 e APM-05 não são genotóxicas, com probabilidade de 0,640 para ambas. 

Para os testes de toxicidade reprodutiva, a análise admetSAR@2019 indicou uma 

probabilidade de 0,667 de que não são teratogênicos. Para o parâmetro “mutagênese 

de Ames” (XU et al., 2012), contrariamente à previsão teórica da versão 

admetSAR©2012, revelou que as benzilidenemalononitrilas não possuem potencial 

mutagênico, APM-04 com Pa=0,750 e APM-05 com Pa=0,710.  

Voltando aos parâmetros computados pelo admetSAR@2012, a análise 

indicou que os isômeros APM-04 e APM-05 se enquadram na categoria II (Pa=0,744) 

de toxicidade oral aguda, conforme classificação da Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos (United States Environmental Protection Agency - USEPA), ou 

seja, implica que a dose letal média (DL50) desses compostos varia entre 50 e 500 

mg/kg (CHENG et al., 2012). Quanto à carcinogenicidade classe III, ambas as 

moléculas analisadas neste estudo obtiveram uma pontuação de 0,730 com resultado 

‘não carcinogênico’. Os dois derivados de malononitrilo, conforme análise teórica, 

apresentam uma probabilidade de 0,886 de serem inibidores fracos do gene hERG. 

Resultados não estão inclusos na Tabela 11. 

Para o modelo ‘Fish Toxicity’ os derivados de propanodinitrilo computados pelo 

admetSAR©, apresentaram o mesmo resultado de probabilidade, 0,964, sendo 

classificados com ‘alta toxicidade teórica’. Para o parâmetro ‘Tetrahymena pyriformis 

Toxicity’ as diclorobenzilidenemalononitrilas analisadas, apresentaram alta toxicidade 

teórica, com uma probabilidade de 0,976; o mesmo resultado de alta toxicidade teórica 

foi detectado para Apis mellifera com uma probabilidade de 0,666, o que pode ter 

implicações significativas para a saúde das abelhas 

As moléculas APM-04 e APM-05 foram teoricamente classificadas como ‘não 

prontamente biodegradáveis’, com uma probabilidade de 0,904 para ambas. Isso 
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sugere que essas moléculas podem persistir por algum tempo em condições 

ambientais específicas antes de serem biodegradadas.  

Os resultados obtidos são compatíveis com os achados de Azad e 

colaboradores (2021) referentes a doze derivados de malononitrilo, os quais, de 

acordo com a previsão do admetSAR©, não evidenciaram carcinogenicidade, 

teratogenicidade ou efeito irritante. Esses compostos mostram-se promissores em 

diversas aplicações, destacando-se a possibilidade de serem utilizados como agentes 

anticancerígenos, frente a linhagem MDA-MB-231 oriunda de adenocarcinoma de 

glândula mamaria, e também como antibacterianos, com atividade frente a S. aureus 

e E. coli, pois foram testados in vitro apresentando as respectivas atividades.  

 

Tabela 11 - Previsão de toxicidade teórica por classificação das benzilidenemalononitrilas – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros Toxicidade Probabilidade* 

APM-04 

Potencial mutagênico AMES Mutagênico 0,811 

Potencial mutagênico AMESB Não mutagênico 0,750 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,567 

Teste de micronúcleoB Não genotóxico 0,640 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,667 

Toxicidade oral aguda II 0,744 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,730 

Biodegradação Não prontamenteC 0,904 

Pimephales promelas (1) Alta 0,964 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,976 

Apis mellifera (3) Alta 0,666 

APM-05 

Potencial mutagênico AMES Mutagênico 0,811 

Potencial mutagênico AMESB Não mutagênico 0,711 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,567 

Teste de micronúcleoB Não genotóxico 0,640 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,667 

Toxicidade oral aguda II 0,744 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,730 

Biodegradação Não prontamenteC 0,904 

Pimephales promelas (1) Alta 0,964 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,976 

Apis mellifera (3) Alta 0,666 

(A) admetSAR©2012 pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, Metabolização, 

Excreção, Toxicidade; (*) Quanto mais próximo de 1, maior a probabilidade de apresentar efeito biológico;  

(B) Parâmetros calculados pela versão 2.0 do admetSAR@2019;  (C) Prontamente biodegradável; APM-

04 = [(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05 = [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 

(1) Previsão da toxicidade em ‘Fathead minnow’ (Teste de ecotoxicologia aquática); (2) Previsão da 

toxicidade em espécie de Ciliophora da família Tetrahymenidae (Teste de ecotoxicologia aquática); (3) 

Previsão da toxicidade em abelhas – ‘Honey Bee’ (Teste de ecotoxicologia ambiental). 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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- Toxicidade teórica das benzilidenemalononitrilas – análise por regressão 

admetSAR© 

 

Os isômeros diclorobenzilidenemalononitrilos analisados nesta pesquisa, 

apresentaram uma DL50 teórica de 2,99 moles por quilograma (moL/kg) para 

toxicidade oral aguda em ratos. Considerando a massa molar de 223,06 gramas por 

mol (g/moL) destes isômeros, a DL50 teórica corresponde a 667,25 mg/kg. Moléculas 

com DL50 oral entre 50 mg/kg a 5g/kg são considerados de média toxicidade para ratos 

(WONG, 2003).  

Pelo modelo de regressão, o admetSAR© calculou, em miligramas por litro 

(mg/L), para o parâmetro ‘Fish Toxicity”, pLC50 teórica de 0,40 mg/L para os dois 

derivados de malononitrilo. Valores de pLC50 < -0.5 (log CL50< -0,5) são 

considerados como de alta toxicidade aguda para esses peixes; e também calculou 

um valor de pIGC50 de 1,38 μg/L para ambos os derivados de malononitrilo, como o 

valor é maior que -0,5 as APMs possuem ‘toxicidade potencial aguda’ para 

Tetrahymena. Os resultados podem ser conferidos na Tabela 12. 

 

 
Tabela 12 - Previsão de toxicidade teórica por regressão das benzilidenemalononitrilas – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros  Valor Unidade 

APM-04 

Toxicidade oral aguda em ratos (1) 2,99 DL50 (mol/kg) 

Toxicidade oral aguda em ratos (2) 667,25 DL50 (mg/kg) 

Pimephales promelas (3) 0,40 pLC50 (mg/L) 

Tetrahymena pyriformis (4) 1,38 pIGC50 (μg/L) 

APM-05 

Toxicidade oral aguda em ratos (1) 2,99 DL50 (mol/kg) 

Toxicidade oral aguda em ratos (2) 667,25 DL50 (mg/kg) 

Pimephales promelas (3) 0,40 pLC50 (mg/L) 

Tetrahymena pyriformis (4) 1,38 pIGC50 (μg/L) 

(A) admetSAR© pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, Metabolização, 

Excreção e Toxicidade; APM-04 = 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila; APM-05 = 2,4 

Diclorobenzilidenemalononitrila; moL/kg = moles por quilogramas; mg/kg = miligramas por quilograma; 

mg/L = miligramas por litro;  μg/L  = microgramas por litro; (1) DL50: Dose Letal mediana teórica em 

moL/kg: calculada por regressão pelo software; (2) DL50: Dose Letal mediana teórica em mg/kg: 

calculado pela autora utilizando a massa molar em gramas por moL; (3) pLC50: Concentração Letal 

Mediana para Pimephales promelas – ‘Fathead minnow’ (Teste de ecotoxicologia aquática); (4) 

pIGC50: é o logaritmo negativo da concentração necessária para inibir 50% do crescimento de 

Tetrahymena pyriformis (Teste de ecotoxicologia aquática). 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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- Toxicidade teórica das carbotioamidas – análise por classificação admetSAR© 

 

A previsão da toxicidade teórica das hidrazina-1-carbotioamidas pelo 

software admetSAR©, conforme Tabela 13, revelou não possuírem   potencial 

mutagênico AMES, com valores de probabilidade de 0,598 para GL-02 e, de 0,537 

para GL-04, GL-07 e GL-08; quanto ao potencial carcinogênico, o teste mostrou que 

teoricamente nenhuma das moléculas testadas apresenta efeitos cancerígenos, todos 

com valores entre 0,637 e 0,652. 

Ao aplicar o teste de micronúcleo in silico para moléculas GLs, padronizado 

na versão admetSAR@2019 pela pesquisa desenvolvida por Fan Defang e 

colaboradores (2018), observou-se que teoricamente foram consideradas genotóxicas 

com probabilidades que variaram de 0,870 e 0,940. Este parâmetro de genotoxicidade 

foi incorporado nesta versão, ampliando a capacidade preditiva em relação à versão 

anterior. No caso do parâmetro de mutagenicidade Ames, que existe nas duas versões 

admetSAR©, observou-se uma melhora significativa na precisão e confiabilidade dos 

modelos ao longo das versões, observado nas EEs e APMs, demonstrando a eficácia 

do aprimoramento contínuo dos algoritmos e das bases de dados. 

No teste de toxicidade reprodutiva teórica, também realizado na versão 

admetSAR@2019, as quatro moléculas de hidrazina-1-carbotioamidas não foram 

consideradas teratogênicas com probabilidade variando entres 0,600 a 0,622.  

Para toxicidade    oral    aguda, a    análise evidenciou classificação na 

categoria I para todas as hidrazina-1-carbotioamidas, o que significa que a DL50 é 

inferior ou igual a 50mg/kg, ou seja, a dose necessária de GL-02, GL-04, GL-07 e GL-

08 que mata 50% de uma população em teste é inferior a 50 mg/kg (WONG, 2003). 

Ao analisar a carcinogenicidade teórica de classe III, são considerados “não 

carcinogênico” com valores entre 0,666 e 0,675. 

Para Pimephales promelas as moléculas apresentaram alta toxicidade 

teórica com probabilidade entre 0,992 e 0,995. Para o parâmetro ‘Tetrahymena 

pyriformis Toxicity’ também apresentaram alta toxicidade teórica. No entanto o 

resultado foi de baixa toxicidade teórica para Apis melífera. 

As moléculas GLs foram teoricamente classificadas como ‘não prontamente 

biodegradáveis’, com uma probabilidade de 1,0 para todas. 
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Tabela 13 - Previsão de toxicidade teórica por classificação das carbotioamidas – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros Toxicidade Probabilidade* 

GL-02 

Potencial mutagênico AMES Não mutagênico 0,598 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,637 

Teste de micronúcleoB Genotóxico 0,870 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,622 

Toxicidade oral aguda I 0,545 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,666 

Biodegradação Não prontamenteC 1,000 

Pimephales promelas (1) Alta 0,992 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,999 

Apis mellifera (3) Baixa 0,526 

GL-04 

Potencial mutagênico AMES Não mutagênico 0,537 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,652 

Teste de micronúcleoB Genotóxico 0,940 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,600 

Toxicidade oral aguda I 0,511 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,675 

Biodegradação Não prontamenteC 1,000 

Pimephales promelas (1) Alta 0,995 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,999 

Apis mellifera (3) Baixa 0,598 

GL-07 

Potencial mutagênico AMES Não mutagênico 0,537 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,652 

Teste de micronúcleoB Genotóxico 0,940 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,600 

Toxicidade oral aguda I 0,511 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,675 

Biodegradção Não prontamenteC 1,000 

Pimephales promelas (1) Alta 0,995 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,999 

Apis mellifera (3) Baixa 0,598 

GL-08 

Potencial mutagênico AMES Não mutagênico 0,537 

Potencial carcinogênico Não cancerígeno 0,652 

Teste de micronúcleoB Genotóxico 0,940 

Toxicidade reprodutivaB Não teratogênico 0,600 

Toxicidade oral aguda I 0,511 

Carcinogenicidade (classe III) Não carcinogênico 0,675 

Biodegradação Não prontamenteC 1,000 

Pimephales promelas (1) Alta 0,995 

Tetrahymena pyriformis (2) Alta 0,999 

Apis mellifera (3) Baixa 0,598 

(A) admetSAR© pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, Metabolização, 
Excreção, Toxicidade; (*) Quanto mais próximo de 1, maior a probabilidade de apresentar efeito biológico; 
(B) Parâmetros calculados pela versão 2.0 do admetSAR@2019;  (C) Prontamente biodegradável; GL-
02= (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; (1) Previsão da 
toxicidade em ‘Fathead minnow’ (Teste de ecotoxicologia aquática); (2) Previsão da toxicidade em espécie 
de Ciliophora da família Tetrahymenidae (Teste de ecotoxicologia aquática); (3) Previsão da toxicidade 
em abelhas – ‘Honey Bee’ (Teste de ecotoxicologia ambiental). 
 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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- Toxicidade teórica das carbotioamidas – análise por regressão admetSAR© 

 

A DL50 teórica é de 3,45 mol/kg para GL-04, GL-07 e GL-08, e de 3,56 mol/kg 

para GL-02 (vide Tabela 15). A massa molar das hidrazina-1-carbotioamidas GL-04, 

GL-07 e GL-08 é 248,13 g/mol correspondendo a DL50 de 857,2 mg/kg; a massa molar 

da GL-02 é 213,69 g/mol correspondendo a DL50 760,2 mg/kg. 

Para o parâmetro ‘Fish Toxicity”, a pLC50 teórica foi 1,34 mg/L para GL-02 e 

1,24 mg/L para as outras GLs sendo considerados como de alta toxicidade aguda para 

esses peixes. Os valores de pIGC50 variaram entre 1,37 a 1,56 μg/L para as 

moléculas, como o valor é maior que -0,5 as hidrazina-1-carbotiomaidas possuem 

‘toxicidade potencial aguda’ para Tetrahymena. 

 
Tabela 14 - Previsão de toxicidade teórica por regressão das carbotioamidas – admetSAR©A. 

Molécula Parâmetros Valor Unidade 

GL-02 Toxicidade oral aguda em ratos (1) 3,56 DL50 (mol/kg) 

  Toxicidade oral aguda em ratos (2) 760,2 DL50 (mg/kg) 

  Pimephales promelas (3) 1,34 pLC50 (mg/L) 

  Tetrahymena pyriformis (4) 1,37 pIGC50 (μg/L) 

GL-04 Toxicidade oral aguda em ratos (1) 3,45 DL50 (mol/kg) 

  Toxicidade oral aguda em ratos (2) 857,2 DL50 (mg/kg) 

  Pimephales promelas (3) 1,24 pLC50 (mg/L) 

  Tetrahymena pyriformis (4) 1,56 pIGC50 (μg/L) 

GL-07 Toxicidade oral aguda em ratos (1) 3,45 DL50 (mol/kg) 

  Toxicidade oral aguda em ratos (2) 857,2 DL50 (mg/kg) 

  Pimephales promelas (3) 1,24 pLC50 (mg/L) 

  Tetrahymena pyriformis (4) 1,56 pIGC50 (μg/L) 

GL-08 Toxicidade oral aguda em ratos (1) 3,45 DL50 (mol/kg) 

  Toxicidade oral aguda em ratos (2) 857,2 DL50 (mg/kg) 

  Pimephales promelas (3) 1,24 pLC50 (mg/L) 

  Tetrahymena pyriformis (4) 1,56 pIGC50 (μg/L) 
(A) admetSAR© pesquisa perfis de propriedades ADME/T: Absorção, Distribuição, Metabolização, Excreção e 

Toxicidade; GL-02= (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-

diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-

carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; moL/kg = moles por 

quilogramas; mg/kg = miligramas por quilograma; mg/L = miligramas por litro;  μg/L  = microgramas por litro; (1) 

DL50: Dose Letal mediana teórica em moL/kg: calculada por regressão pelo software; (2) DL50: Dose Letal 

mediana teórica em mg/kg: calculado pela autora utilizando a massa molar em gramas por moL; (3) pLC50: 

Concentração Letal Mediana para Pimephales promelas – ‘Fathead minnow’ (Teste de ecotoxicologia aquática); 

(4) pIGC50: é o logaritmo negativo da concentração necessária para inibir 50% do crescimento de Tetrahymena 

pyriformis (Teste de ecotoxicologia aquática).        

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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No entanto, é importante lembrar que essas são apenas previsões e os 

resultados experimentais podem variar. Além disso, a toxicidade pode depender de 

vários fatores, incluindo a espécie de peixe, a espécie de protozoário ciliado, e as 

condições ambientais. Na era contemporânea, a biodegradabilidade da molécula ativa 

e a possível contaminação do ecossistema são considerações cruciais. O estudo de 

Rausch, Agostinetto e Siegloch (2023) revelou o descarte inadequado de 

medicamentos em Correia Pinto, cidade do estado de Santa Catarina, pela população 

rural. Em Jaboticabal, cidade do estado de São Paulo, análises de água revelaram a 

presença de substâncias farmacológicas e cafeína, representando riscos à saúde 

humana e ao ambiente aquático, mesmo em concentrações reduzidas. Esse 

fenômeno é resultado do alto consumo de medicamentos, cujos resíduos são 

excretados pelo organismo e acabam chegando às Estações de Tratamento de 

Esgoto (ETEs). Posteriormente, esses resíduos são liberados nos rios, juntamente 

com outros resíduos sanitários (CARVALHO, 2020). Ao adotarmos uma abordagem 

responsável em relação à síntese e uso dessas moléculas, podemos contribuir para a 

preservação de ecossistemas saudáveis e sustentáveis, reforçando assim nosso 

compromisso coletivo com a proteção do meio ambiente para as gerações futuras. 

 

 

5.2 Análises toxicológicas in vitro 

 

Os ensaios toxicológicos não-clínicos desempenham uma etapa crítica na 

fase de desenvolvimento de novos medicamentos. Quando as moléculas candidatas 

a fármacos são expostas a hemácias humanas, fornecem dados primários sobre suas 

interações com a bicamada lipídica dos eritrócitos, que abrigam dois tipos de proteínas 

de membrana: integrais e periféricas. A análise do potencial hemolítico e a avaliação 

do impacto na fragilidade osmótica, ambas realizadas in vitro utilizando 

espectrofotometria, constituem métodos simples e eficazes para a quantificação da 

hemólise e do efeito anti-hemolítico, respectivamente. Esses ensaios apresentam 

vantagens como baixo custo, rapidez e reprodutibilidade, contribuindo para a redução 

do uso de animais de laboratório em testes in vivo (FARAG; ALAGAWANY, 2018). 
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5.2.1 Avaliação do potencial hemolítico e do efeito sobre fragilidade osmótica 

 

Os resultados referentes à análise do potencial hemolítico e à avaliação do 

efeito na fragilidade osmótica das moléculas podem ser conferidos nas Tabelas 15 

(a-c) e 16(a-c), respectivamente. 

 

- FENILACRILAMIDAS 

 

Observou-se que EE-01 não demonstrou atividade hemolítica considerável 

Tabela 15 (a-c), e; EE-01 e EE-04 não reduziram o grau de hemólise causado pela 

solução hipotônica Tabela 16 (a-c). Diferentemente, EE-04 demonstrou efeito 

hemolítico nas maiores concentrações testadas, 300 μg/mL e 400 μg/mL, nos três 

tipos sanguíneos (A, B e O) em comparação com os controles negativos Tabela 15 

(a-c); por esse motivo, a análise dessas concentrações não foi considerada na 

avaliação do efeito sobre fragilidade osmótica Tabela 16 (a-c). 

A acrilamida têm sido envolvida em neurotoxicidade, hepatotoxicidade, 

imunotoxicidade, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade e carcinogenicidade em 

humanos e animais (RIFAI; SALEH, 2020; KOMOIKE; MATSUOKA, 2019; CHU et al., 

2020). No entanto, as fenilacrilamidas analisadas neste estudo não demonstraram 

toxicidade frente a eritrócitos humanos em concentrações abaixo de 200 μg/mL. 

A concentração lítica mínima (CLM) é a menor concentração da molécula 

teste que produz lise parcial ou total dos eritrócitos (LEE et al., 1999; LUIZE et al., 

2005). A CLM de EE-04 que causou lise de mais de 50% dos eritrócitos dos três tipos 

sanguíneos foi 400 μg/mL, esse derivado é dissubstituído em posição (orto-para); já 

o seu isômero, a molécula EE-01, cuja única diferença é a posição do halogênio cloro 

(orto-orto) não demonstrou citotoxicidade nas concentrações testadas. Possivelmente 

a conformação tridimensional da EE-04 favorece a interação com a membrana celular, 

o que pode influenciar na capacidade de causar hemólise. Nas Figuras 14.a e 14.b 

estão as estruturas moleculares em pontilhado (Dotted) das fenilacrilamidas 

representando como os elétrons estão distribuídos ao redor do núcleo de cada átomo. 

Há semelhança na região hidrofílica. No entanto, na EE-04, a disposição do átomo de 

cloro na posição 4 do anel benzeno sugere potenciais interações com as cabeças 
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polares dos fosfolipídios e outras regiões hidrofílicas da membrana das hemácias. 

Essas interações podem estender-se às proteínas transmembranares expostas ao 

meio aquoso, além de envolver possíveis ligações de pontes de hidrogênio ou forças 

de van der Waals com glicoproteínas e glicolipídios. Por outro lado, a porção 

hidrofóbica da EE-04 apresenta uma distribuição eletrônica que se estende até a 

extremidade do anel benzeno (Figura 14.b), quando comparada com a EE-01, que 

tem os elétrons nos orbitais do anel benzeno mais uniformemente distribuídos (Figura 

14.a); essa característica poderia explicar a interação da EE-04 com as caudas 

hidrofóbicas dos fosfolipídios na membrana plasmática das hemácias causando 

disruptura; enquanto a EE-01 não produziu hemólise em nenhuma das concentrações 

testadas.  

Polímeros à base de metacrilamida não demonstraram toxicidade para 

células de mamíferos em ensaio de hemólise com glóbulos vermelhos humanos 

(TYAGI; MISHRA, 2021). Devido às suas propriedades, os polímeros de 

metacrilamida são utilizados como agentes de floculação e são intermediários na 

produção e síntese de polímeros de alto peso molecular. Eles têm uma variedade de 

aplicações industriais, incluindo tratamento de águas residuais, exploração mineral, 

recuperação de petróleo, fabricação de papel, cosméticos, fabricação de tintas e 

têxteis. 

 

- FENILACRILATOS 

 

O aspecto visual do isômero AL-09 é de um óleo incolor, enquanto que o 

aspecto visual do isômero AL-10 é de um pó amarelo, o que sugere que essa 

característica pode ter contribuído para melhor solvatação em 20% de DMSO e 4% 

de Tween 80 [v/v] da molécula AL-09 quando solubilizada durante a preparação da 

suspensão mãe para realizar os testes in vitro. 

Após testar as moléculas sintéticas, diluídas em concentrações que variam 

de 50 a 400 μg/mL, em contato com suspensão de hemácias; e incubar em condições 

padronizadas; foi observado que AL-10 não possui atividade hemolítica significativa 

Tabela 15. (a-c), e AL-09 e AL-10 não alteraram a hemólise induzida por solução 

hipotônica Tabela 16. (a-c). Contudo, AL-09 apresentou potencial hemolítico nas 
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concentrações mais elevadas do ensaio citotóxico, 300 e 400 μg/mL, para os tipos 

sanguíneos A e O (Tabela 15.a e 15.c); revelando ter menor potencial hemolítico para 

o tipo sanguíneo B (Tabela 15.b), concentrações estas que foram excluídas na 

avaliação do efeito sobre a fragilidade osmótica Tabela 16. (a-c). 

AL-09, o fenilacrilato dissubstituído (orto-orto), apresentou CLM de 400 

μg/mL para os tipos sanguíneos A e O, causando lise de mais de 50% dos eritrócitos 

(LEE et al., 1999; LUIZE et al., 2005). Seu isômero, AL-10 (orto-para), não mostrou 

citotoxicidade nas concentrações testadas. A conformação tridimensional de AL-09, 

semelhante ao que ocorreu com a molécula EE-04, pode ter favorecido a interação 

com a membrana celular, influenciando sua capacidade hemolítica. Nas Figuras 15.a 

e 15.b estão as estruturas moleculares em pontilhado (Dotted) dos fenilacrilatos 

representando como os elétrons estão distribuídos ao redor do núcleo de cada átomo. 

O estudo dos grupo de pesquisa de Phillips e colaboradores (2017) relata 

um polímero catiônico, o poli(dimetilaminoetil metacrilato), PDMAEMA, com atividade 

antimicobacteriana potente e seletiva contra uma linhagem modelo de Mycobacterium 

tuberculosis para testes de atividade in vitro, não demonstrando atividade frente a 

bactérias Gram-negativas e nem atividade hemolítica, confirmando que tem um modo 

de ação único no exercício do seu efeito sobre as micobactérias. Outra estrutura 

polimérica, o Poli(acrilato de aminoetil) catiônico (PAEA), não possui características 

hidrofóbicas, e apresenta baixa capacidade hemolítica (CHEN et al., 2016).  A 

estrutura na forma polimérica destes dois acrilatos deve ter contribuído, 

respectivamente, para a ausência e a baixa atividade hemolítica detectada nas 

análises in vitro. Quanto a AL-09 e AL-10, os fenilacrilatos analisados neste estudo, 

embora pertençam à classe das acrilamidas, as fenilacrilamidas estudadas exibiram 

um perfil de segurança superior. Isso é promissor, pois a toxicidade celular é uma 

preocupação significativa no desenvolvimento de novas moléculas com potencial a 

fármaco. 

 

- BENZILIDENEMALONONITRILAS 

 

Para as benzilidemalononitrilas, nem APM-04, nem APM-05 possuem 

atividade hemolítica significativa Tabela 15. (a-c), e nem alteraram significamente a 

hemólise induzida por solução hipotônica Tabela 16. (a-c).  
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- HIDRAZINA-1-CARBOTIOAMIDAS 

 

Observou-se que na concentração de 200 μg/mL ocorreu hemólise em mais 

de 50% dos eritrócitos nos três tipos sanguíneos (A, B e O) em comparação com os 

controles negativos. O resultado foi semelhante para as quatro hidrazina-1-

carbotioamidas analisadas; sendo a concentração de 200 μg/mL, a CLM para a 

maioria dos tipos sanguíneos utilizados no teste Tabela 15. (a-c). Na Tabela 16. (a-

c) não há resultado da análise das GLs quanto à avaliação do efeito sobre a fragilidade 

osmótica devido à lise de cerca de 30% dos eritrócitos, em concentrações a partir de 

100 μg/mL, nos três tipos sanguíneos. 

Nas Figuras 17. (a-d) estão as estruturas moleculares em pontilhado 

(Dotted) das GLs representando como os elétrons estão distribuídos ao redor do 

núcleo de cada átomo. Há semelhança na região hidrofílica sem ter grandes 

diferenças entre as quatro moléculas. O coeficiente de partição de um fármaco (log P) 

é a medida de sua distribuição em um sistema de fase lipofílica/hidrofílica, e indica 

sua capacidade de penetrar sistemas biológicos multifásicos. Valores muito elevados 

podem manter as moléculas retidas na membrana, devido a sua alta lipossolubilidade. 

Todas as hidrazina-1-carbotioamidas do estudo tem log P maior que zero, indicando 

que as moléculas são lipofílicas e que a interação com os lipídeos de membrana pode 

ter favorecido a hemólise.  O valor de log P para GL-02 é 2,26; o valor de log P para 

GL-04, GL-07 e GL-08 é 2,81, calculados pelo ChemDraw©, um editor de moléculas. 

Apesar do risco potencial de hemólise, existem medicamentos que são 

amplamente utilizados na medicina devido aos significativos benefícios alcançados. A 

penicilina, que é um antibiótico, e a metildopa, que é um anti-hipertensivo, podem 

causar hemólise autoimune, na qual o sistema imunológico ataca seus próprios 

glóbulos vermelhos, o que pode ocorrer em concentrações clínicas (RIOS, 2020). A 

quinina também pode causar lise de eritrócitos durante o tratamento. Além disso, 

outros medicamentos são associados à anemia hemolítica incluindo: antibióticos, 

como as cefalosporinas; o uso prolongado de anti-inflamatórios não esteroides, como 

o ibuprofeno; alguns quimioterápicos, como a ciclofosfamida e o metotrexato; 

medicamentos como a procainamida e a quinidina; a isoniazida, que às vezes é usada 

como antidepressivo; e medicamentos usados na artrite reumatoide, como o auranofin 

(DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004; ABCMED, 2023). 
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Tabela 15.a - Avaliação do potencial hemolítico de diferentes concentrações em microgramas por 
mililitro (µg/mL) das moléculas sintéticas em eritrócitos humanos do tipo sanguíneo A. Resultado 
expresso em percentagem (%) de hemólise. 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 4,3 4,1 3,3 5,0 4,7 2,1 100 

EE-04 9,5 8,7 14,4 28,1 54,7 5,2 100 

AL-09 7,2 9,2 15,8 35,5 56,4 5,4 100 

AL-10 3,6 4,3 5,3 5,3 5,2 4,1 100 

APM-04 5,4 5,4 6,9 10,3 15,9 5,4 100 

APM-05 5,1 6,2 9,1 15,6 24,0 4,9 100 

GL-02 13,0 37,0 85,1 97,5 98,1 7,7 100 

GL-04 6,8 21,7 68,4 99,2 99,9 3,9 100 

GL-07 6,4 24,2 56,5 92,9 98,1 4,1 100 

GL-08 9,1 34,8 73,9 98,6 99,5 5,1 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; CN=Controle 
Negativo (Hemácias + NaCl 0,9%); CP=Controle Positivo (Hemácias + Triton X-100). Leitura em 540 
nm. Em fundo cinza estão resultados de hemólise superiores a 50%. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

Tabela 15.b - Avaliação do potencial hemolítico de diferentes concentrações em microgramas por 
mililitro (µg/mL) das moléculas sintéticas em eritrócitos humanos do tipo sanguíneo B. Resultado 
expresso em percentagem (%) de hemólise. 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 4,0 4,0 4,0 5,0 7,6 2,5 100 

EE-04 5,7 8,2 18,5 27,2 51,5 5,0 100 

AL-09 2,5 2,6 5,4 9,4 33,7 2,1 100 

AL-10 3,1 2,9 3,4 3,6 3,7 1,4 100 

APM-04 3,2 3,5 3,8 3,9 4,3 3,2 100 

APM-05 3,7 6,4 7,3 7,4 14,1 3,7 100 

GL-02 22,9 72,9 99,6 99,9 99,2 4,6 100 

GL-04 26,1 84,0 89,4 97,0 97,1 9,0 100 

GL-07 11,0 29,6 82,9 98,4 99,0 4,6 100 

GL-08 24,8 56,8 93,4 99,9 99,9 15,5 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; CN=Controle 
Negativo (Hemácias + NaCl 0,9%); CP=Controle Positivo (Hemácias + Triton X-100). Leitura em 540 
nm. Em fundo cinza estão resultados de hemólise superiores a 50%. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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Tabela 15.c - Avaliação do potencial hemolítico de diferentes concentrações em microgramas por 
mililitro (µg/mL) das moléculas sintéticas em eritrócitos humanos do tipo sanguíneo O. Resultado 
expresso em percentagem (%) de hemólise. 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 3,0 3,1 3,2 3,0 3,7 4,7 100 

EE-04 6,2 10,8 24,8 50,4 81,6 5,4 100 

AL-09 3,9 6,8 12,4 42,1 64,5 1,9 100 

AL-10 11,1 10,9 11,2 11,1 10,7 9,2 100 

APM-04 3,0 4,1 5,5 6,4 6,9 3,4 100 

APM-05 5,4 8,2 8,4 11,3 11,5 4,9 100 

GL-02 6,4 31,3 86,5 99,3 99,7 3,8 100 

GL-04 7,7 31,4 47,5 84,0 97,7 5,0 100 

GL-07 5,5 11,8 15,5 62,5 96,4 3,9 100 

GL-08 9,3 12,3 33,9 73,5 89,7 9,3 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; CN=Controle 
Negativo (Hemácias + NaCl 0,9%); CP=Controle Positivo (Hemácias + Triton X-100). Leitura em 540 
nm. Em fundo cinza estão resultados de hemólise superiores a 50%. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
 
 
 
 
 

Tabela 16.a - Avaliação do efeito sobre fragilidade osmótica de diferentes concentrações em 
microgramas por mililitro (µg/mL) das moléculas sintéticas em eritrócitos humanos do tipo sanguíneo 
A. Resultado expresso em percentagem (%) de hemólise. 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 98,6 98,8 99,6 98,2 96,1 2,3 100 

EE-04 96,2 97,1 89,8 - - 5,7 100 

AL-09 99,5 97,3 95,0 - - 6,5 100 

AL-10 100 98,3 98,0 96,9 96,9 4,2 100 

APM-04 100 100 100 93,1 89,1 6,3 100 

APM-05 97,7 97,7 97,8 89,9 82,1 5,1 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
CN=Controle Negativo (Hemácias+NaCl 0,9%); CP=Controle Positivo (Hemácias+NaCl 0,24%).Leitura 
em 540 nm. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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Tabela 16.b - Avaliação do efeito sobre fragilidade osmótica de diferentes concentrações em 
microgramas por mililitro (µg/mL) das moléculas sintéticas em eritrócitos humanos do tipo sanguíneo 
B. Resultado expresso em percentagem (%) de hemólise. 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 95,4 90,8 100,0 95,9 93,3 2,9 100 

EE-04 100 94,8 90,6 - - 6,4 100 

AL-09 100 99,8 98,3 - - 2,2 100 

AL-10 94,5 95,0 95,0 95,1 100 1,6 100 

APM-04 97,4 97,9 92,0 91,7 91,1 3,5 100 

APM-05 94,4 96,3 93,2 96,6 86,3 4,5 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
CN=Controle Negativo (Hemácias+NaCl 0,9%); CP=Controle Positivo (Hemácias+NaCl 0,24%).Leitura 
em 540 nm. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

Tabela 16.c - Avaliação do efeito sobre fragilidade osmótica de diferentes concentrações em 
microgramas por mililitro (µg/mL) das moléculas sintéticas em eritrócitos humanos do tipo sanguíneo 
O. Resultado expresso em percentagem (%) de hemólise. 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 94,0 93,6 97,6 99,1 99,7 5,4 100 

EE-04 100 91,4 80,4 - - 6,0 100 

AL-09 100 92,4 90,8 - - 1,9 100 

AL-10 96,5 92,2 89,1 85,6 96,6 10,9 100 

APM-04 99,9 99,9 97,8 92,2 92,6 4,0 100 

APM-05 96,9 92,0 97,3 95,8 95,2 6,2 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
CN=Controle Negativo (Hemácias+NaCl 0,9%); CP=Controle Positivo (Hemácias+NaCl 0,24%).Leitura 
em 540 nm. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

 

5.2.2 Avaliação do potencial oxidante e antioxidante 

 

O potencial oxidante, potencial antioxidante e os índices de 

metaemoglobina das moléculas, EEs, ALs, APMs e GLs, foram testados em 

concentrações que variaram de 50 a 400 µg/mL, foram avaliados pela quantificação 

da oxidação da hemoglobina humana, sendo comparados com os respectivos 

controles. Os resultados estão nas Tabelas 17, 18 e 19. 
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- FENILACRILAMIDAS 

Os derivados de 2-cianoacetamida não apresentaram potencial oxidante 

(7,7% para EE-01 e 9,6% para EE-04) e foram capazes de reduzir discretamente a 

oxidação induzida pela fenilhidrazina, um comprovado agente oxidante, em torno de 

5%. 

 

- FENILACRILATOS 

Os derivados de 2-cianoacetato de etila não apresentaram potencial 

oxidante (2,7% para AL-09 e 8,4% para AL-10). A AL-09 não foi capaz de reduzir a 

oxidação induzida pela fenilhidrazina, enquanto a AL-10 reduziu a oxidação em torno 

de 20% nas maiores concentrações mostrando um perfil concentração-dependente. 

 

- BENZILIDENEMALONONITRILAS 

Os derivados de malononitrilo apresentaram baixo potencial oxidante 

(10,0% para APM-04 e 9,6 % para APM-05). Ambos reduziram a oxidação produzida 

pela fenilhidrazina em torno de 30% em todas as concentrações. 

 

- HIDRAZINA-1-CARBOTIOAMIDAS 

As hidrazinas-1-carbotioamidas não apresentaram potencial oxidante 

(3,8% para GL-02; 7,9% para GL-04, 8,7% para GL-07 e 2,9% para GL-08). GL-02 e 

GL-04 foram capazes de reduzir a oxidação induzida pela fenilhidrazina, um 

comprovado agente oxidante, em torno de 15%. 

 

 

Os índices de metaemoglobina para as para EE-01 e EE-04, foram 

respectivamente, em torno de 4,0% e 3,8%; para AL-09 e AL-10, foram 

respectivamente, em torno de 3,3% e 4,0%; para APM-04 e APM-05, foram 

respectivamente, em torno de 5,9 % e 5,7 %; e para as GLs variaram entre 2,8% a 

4,0% estando entre os valores considerados normais por Carmargo et al. (2007). 

Valores acima de 4% são considerados elevados. 
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Tabela 17 - Avaliação do potencial oxidante de diferentes concentrações em microgramas por mililitro 
(µg/mL) das moléculas sintéticas em suspensão de hemoglobina humana. Resultado expresso em 
percentagem (%) Metaemoglobina (MHb). 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 7,5 7,5 7,1 7,1 7,7 8,0 100 

EE-04 8,1 8,3 8,1 8,3 9,6 8,5 100 

AL-09 2,7 2,7 2,6 2,6 2,7 2,8 100 

AL-10 8,1 7,6 8,0 8,0 8,4 7,8 100 

APM-04 9,2 10,0 9,6 9,9 10,0 8,0 100 

APM-05 9,6 9,4 9,1 9,1 9,5 8,0 100 

GL-02 3,7 3,7 3,3 3,8 3,6 2,3 100 

GL-04 7,9 7,9 7,9 7,9 7,9 8,0 100 

GL-07 8,4 8,5 8,7 8,4 8,5 8,5 100 

GL-08 2,6 2,6 2,4 2,9 2,8 2,4 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; CN=Controle 
Negativo (Hemoglobina); CP=Controle Positivo (Hemoglobina + Fenilhidrazina). Leitura em 540 nm 
(absorção específica da oxiemoglobina); 630 nm (absorção específica da MHb). 
 

Fonte:  NANES-LIMA, 2024. 
 

Tabela 18 - Avaliação do potencial antioxidante de diferentes concentrações em microgramas por 
mililitro (µg/mL) das moléculas sintéticas em suspensão de hemoglobina humana. Resultado expresso 
em percentagem (%) Metaemoglobina (MHb). 

Molécula 50 100 200 300 400 CN CP 

EE-01 90,5 90,8 90,8 90,8 97,6 8,0 100 

EE-04 95,0 95,5 94,7 93,2 93,3 8,5 100 

AL-09 99,2 98,8 98,0 97,7 94,1 2,8 100 

AL-10 93,1 92,7 86,2 80,0 79,0 7,8 100 

APM-04 60,9 62,4 67,1 67,3 68,0 8,0 100 

APM-05 70,4 69,2 71,1 71,1 70,5 8,0 100 

GL-02 78,0 81,3 83,6 84,1 87,2 2,3 100 

GL-04 83,5 84,0 83,0 83,6 84,2 8,0 100 

GL-07 89,8 84,7 92,5 93,5 98,5 8,5 100 

GL-08 95,4 95,7 96,3 98,6 98,6 2,4 100 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; CN=Controle 
Negativo (Hemoglobina); CP=Controle Positivo (Hemoglobina + Fenilhidrazina). Leitura em 540 nm 
(absorção específica da oxiemoglobina); 630 nm (absorção específica da MHb). Em fundo cinza 
redução da oxidação induzida pela fenilhidrazina. 
 

Fonte:  NANES-LIMA, 2024. 
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Tabela 19 – Índice de metaemoglobina de diferentes concentrações em microgramas por mililitro 
(µg/mL) das moléculas sintéticas em suspensão de hemoglobina humana. Resultado expresso em 
percentagem (%) Metaemoglobina (MHb). 

Molécula 50 100 200 300 400 CN 

EE-01 4,0 3,8 3,6 3,6 4,0 4,0 

EE-04 3,8 3,8 3,8 3,8 3,7 3,9 

AL-09 3,2 3,2 3,0 3,3 3,3 3,3 

AL-10 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 3,8 

APM-04 5,4 5,9 5,6 5,5 5,9 4,0 

APM-05 5,1 4,9 5,7 4,6 4,7 4,0 

GL-02 3,8 3,8 4,0 4,0 4,0 2,3 

GL-04 4,0 3,9 4,0 3,9 3,9 4,0 

GL-07 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 

GL-08 2,8 2,8 2,8 3,0 3,0 2,5 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; AL-09= 
Etil (2E) -2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilato, AL-10=Etil (2E) -2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; APM-
04=[(2,6-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; APM-05= [(2,4-diclorofenil)metilideno]propanodinitrila; 
GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; CN=Controle 
Negativo (Hemoglobina); CP=Controle Positivo (Hemoglobina + Fenilhidrazina). Leitura em 540 nm 
(absorção específica da oxiemoglobina); 630 nm (absorção específica da MHb). 

 
Fonte:  NANES-LIMA, 2024. 

 

 
- Dotted das FENILACRILAMIDAS 
 

As estruturas moleculares das fenilacrilamidas, representadas em 

pontilhado (Dotted) nas Figura 14 (a-b), mostram como os elétrons estão distribuídos 

ao redor do núcleo de cada átomo. Há uma semelhança na região hidrofílica dessas 

moléculas. Apesar das diferenças, isso não parece ter influenciado na capacidade 

oxidante e nem antioxidante das EEs. 

 

Figura 14 - As estruturas moleculares em pontilhado (Dotted) dos derivados de 2-cianoacetamida; 14.a) 
EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; 14.b) EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; 
geradas no Galaxy Visualizer da ferramenta Molinspiration© mostrando distribuição eletrônica ao redor 
dos núcleos atômicos.  

  14.a) EE-01     14.b) EE-04  
 

 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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Além da formação da acrilamida nos alimentos, principalmente através da 

reação de Maillard entre açúcares redutores e asparagina (MOTTRAM; WEDZICHA; 

DODSON, 2002), o tabagismo e a exposição ao fumo passivo também são fontes de 

exposição com acrilamida variando de 1,1 a 2,34 μg/cigarro (SMITH et al.,2000). A 

acrilamida e seus produtos de degradação, ao interagirem com a hemoglobina, têm a 

capacidade de formar ligações covalentes, resultando em adutos de hemoglobina. A 

oxidação da hemoglobina induzida pela acrilamida pode comprometer sua estrutura e 

função, interferindo na eficácia do transporte de oxigênio. Adicionalmente, a 

determinação de adutos de hemoglobina e acrilamida é cada vez mais utilizada para 

melhorar a avaliação da exposição à acrilamida (PEDERSEN et al., 2022). As 

moléculas sintéticas, EE-01 e EE-04, analisadas neste estudo não demonstraram 

potencial oxidante sugerindo que não devam formar adutos de hemoglobina e EEs. 

Entre as atividades biológicas mencionadas anteriormente, demonstrou-se 

que o derivado 6a, (E) -2-ciano-N-(2-metoxifenil) -3-(2 (trifluorometil) fenil) acrilamida, 

possui um forte efeito citoprotetor contra a morte celular induzida por H2O2 em HBZY-

1. Adicionalmente, observou-se um aumento significativo na expressão de proteínas 

antioxidantes a jusante de Nrf2. Sendo 6a uma molécula promissora para a criação 

de um novo agente com propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, com potencial 

para prevenir enfermidades decorrentes de estresse oxidativo e inflamação (GU et al., 

2019). Outro estudo com o composto NED416 demonstrou um aumento expressivo 

na atividade de Sirt1 em fibroblastos dérmicos e queratinócitos epidérmicos, 

superando o resveratrol. Este aumento resultou em uma maior migração celular e 

angiogênese, ativadas por Rac1/Cdc42 e ERK/JNK, que desempenham papéis 

importantes na regulação da resposta celular ao estresse oxidativo e na manutenção 

do equilíbrio redox dentro da célula (WAHEDI, 2020). Contrariamente, EE-01 e EE-04 

não foram capazes de inibir a oxidação da hemoglobina. 

 

- Dotted dos FENILACRILATOS 

 

A distribuição eletrônica ao redor dos núcleos atômicos dos fenilacrilatos; 

AL-09 e AL-10, é mostrada na Figura 15 (a-b), respectivamente. Nenhuma tem grupos 

doadores de prótons, ambas têm 3 grupos receptores de prótons. Sugerindo que na 
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molécula AL-10, a distribuição eletrônica pode contribuir para neutralizar espécies 

reativas de oxigênio (ROS), como o radical superóxido (O2
_) e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), que podem causar danos oxidativos à hemoglobina; ou ainda; 

neutralizar intermediários reativos que estão envolvidos em reações de oxidação 

direta na hemoglobina (SMITH et al., 2000). A principal diferença entre AL-09 e AL-10 

está na posição dos substituintes no anel fenil, a posição 6 do cloro na molécula AL-

09 faz com que o cloro fique mais próximo do átomo de nitrogênio (LIMA et al., 2024b). 

 

Figura 15 - As estruturas moleculares em pontilhado (Dotted) dos fenilacrilatos; 15.a) AL-09 = Etil 2-
ciano-3-(2,6-diclorofenil)acrilato; 15.b) AL-10 = Etil 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil)acrilato; geradas no 
Galaxy Visualizer da ferramenta Molinspiration© mostrando distribuição eletrônica ao redor dos núcleos 
atômicos.  
 

15.a) AL-09    15.b) AL-10  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

- Dotted das BENZILIDENEMALONONITRILAS 

 

A distribuição eletrônica ao redor dos núcleos atômicos das 

benzilidenemalononitrilas; APM-04 e APM-05, é mostrada na Figura 16 (a-b), 

respectivamente, ambas não possuem nenhum grupo doador de prótons e tem 2 

grupos receptores de prótons. Pelos resultados obtidos nos testes in vitro, estes 

grupos parecem ter afinidade pela hemoglobina. Em teoria, se a molécula sintética for 

capaz de interagir com a hemoglobina de uma maneira que estabilize sua estrutura 

ou minimize sua exposição a agentes oxidantes, então ela poderia ajudar a proteger 

a hemoglobina contra a oxidação, ou seja, atuar como antioxidante. Embora as 

benzilidenemalononitrilas tenham demonstrado potencial antioxidante, os valores do 

o índice de metaemoglobina observado para APM-04 e APM-05, foram de 5,9% e 

5,7%, respectivamente; sendo, portanto, superior a 4,0%, o que é considerado 

relevante. Além disso, embora uma substância possa ter potencial antioxidante, isso 
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não significa necessariamente que ela impeça a formação de metaemoglobina. O 

potencial antioxidante se refere à capacidade de uma substância de neutralizar 

radicais livres, que são moléculas instáveis que podem causar danos às células. No 

entanto, a formação de metaemoglobina é um processo diferente que envolve a 

oxidação da hemoglobina, este é efeito que analisamos. Isso sugere que, 

possivelmente, nas benzilidenemalononitrilas tem dois locais de interação entre as 

moléculas e a hemoglobina, ou ainda que, a existência de outros fatores, além do 

potencial antioxidante, está influenciando a taxa de formação de metaemoglobina na 

presença das benzilidenemalononitrilas. 

 

Figura 16 - As estruturas moleculares em pontilhado (Dotted) das benzilidenemalononitrilas; 16.a) 
APM-04 = 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila; 16.b) APM-05 = 2,4-Diclorobenzilidenemalononitrila; 
geradas no Galaxy Visualizer da ferramenta Molinspiration© mostrando distribuição eletrônica ao redor 
dos núcleos atômicos.  
 

16.a) APM-04   16.b) APM-05  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

- Dotted das HIDRAZINA-1-CARBOTIOAMIDAS 

 

 Na Figura 17 (b-d) estão as estruturas moleculares em pontilhado (Dotted) das 

GLs (04, 07 e 08) representando como os elétrons estão distribuídos ao redor do 

núcleo de cada átomo. Cada um destes isômeros, apesar de ter a mesma fórmula 

molecular, ou seja, a mesma quantidade de átomos de cada elemento químico, 

apresentou uma superfície molecular pontilhada única, refletindo sua estrutura 

tridimensional distinta. Os isômeros, GL-07 e GL-08, são discretamente mais 

hidrofóbicos que o isômero GL-04, o que pode indicar uma maior solubilidade em 

ambientes lipídicos. No entanto, GL-02 (Figura 17.a), que tem um átomo de cloro a 

menos na sua estrutura molecular, quando comparado a outras hidrazinas estudadas, 

exibiu uma superfície molecular pontilhada com uma distribuição de carga levemente 
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mais polarizada, assemelhando-se a molécula GL-04 (diclorada em posição orto-

para), sugerindo que podem ter uma maior afinidade por alvos biológicos polares; esta 

característica pode ter contribuído com o potencial antioxidante detectado. Estas 

análises nos permitem prever e entender melhor as propriedades físico-químicas e a 

atividade biológica potencial de cada molécula. Isso destaca a importância de 

considerar a estrutura tridimensional na concepção e otimização de moléculas 

bioativas 

 
Figura 17.(a-d) - As estruturas moleculares em pontilhado (Dotted) das hidrazina-1-carbotioamidas; 
17.a) GL-02 = 2-[(4-clorofenil) metilideno] hidrazina-1-carbotioamida; 17.b) GL-04 = 2-[(2,4-
diclorofenil)metilideno] hidrazina-1-carbotioamida;  17.c) GL-07 = 2-[(2,6-diclorofenil)metilideno] 
hidrazina-1-carbotioamida; 17.d) GL-08 = 2-[(2,3-diclorofenil)metilideno] hidrazina-1-
carbotioamida;geradas no Galaxy Visualizer da ferramenta Molinspiration© mostrando distribuição 
eletrônica ao redor dos núcleos atômicos. 
 

17.a) GL-02     17.b) GL-04  

17.c) GL-07     17.d) GL-08  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

5.3 Atividade antibacteriana 

 

5.3.1 Concentração inibitória mínima e Concentração Bactericida mínima 

 

Os antibióticos utilizados como controle foram clindamicina e cloranfenicol, 

para as bactérias Gram-positivas, e amicacina e cloranfenicol, para as bactérias 

Gram-negativas em concentrações que variaram de 1.024 μg/mL a 8 μg/mL. Os 

resultados estão na Tabela 20 e, foram interpretados pelo CLSI M-100 S-30 (2020). 
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Tabela 20 – Determinação da Concentração Inibitória Mínima dos antibióticos controle. 

                                         Antibióticos controle ⇒     AMI CLI CLO 

Linhagens bacterianas ⇓                                    CIM μg/mL (Interpretação) 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - < 8 (S*) 8 (S) 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 - <8 (S*) 16 (S) 

Staphylococcus aureus 01 - <8 (S*) <8 (S) 

Staphylococcus aureus 02 - < 8 (S*) < 8 (S) 

MRSA ATCC 33591 - < 8 (S*) 16 (S) 

MRSA 216 - < 8 (S*) 8 (S) 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 - < 8 (S*) < 8 (S) 

Staphylococcus saprophyticus 360 - < 8 (S*) < 8 (S) 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 - < 8 (S) < 8 (S) 

Streptococcus agalactiae - < 8 (S) < 8 (S) 

Streptococcus do grupo Viridans 125 - < 8 (S) < 8 (S) 

Streptococcus do grupo Viridans ZN - < 8 (S) < 8 (S) 

Streptococcus do grupo Viridans 216 - < 8 (S) < 8 (S) 

Enterococcus faecium ATCC 6569 - 8  8 (S) 

Enterococcus faecalis ATCC 51299 - 8 8 (S) 

Enterococcus faecalis VRE ATCC 51299 - 16 16 (S) 

Escherichia coli ATCC 25922 <8 (S) - 8 (S) 

Escherichia coli ESBL+ < 8 (S) - 8 (S) 

Escherichia coli H2S+ ESBL+ < 8 (S) - 8 (S) 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883 < 8 (S) - 8 (S) 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700603 < 8 (S) - 8 (S) 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae KPC+  < 8 (S) - 256 (R) 

K. pneumoniae subsp. ozaenae ESBL+ < 8 (S) - 8 (S) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 < 8 (S) - 32 (S) 

Pseudomonas aeruginosa MR 1.024 (R) - 512 (R) 

Pseudomonas aeruginosa PA01  < 8 (S) - 16 (S) 

AMI = amicacina; CLI=clindamicina; CLO=cloranfenicol; CIM=concentração inibitória mínima; (-) =CIM 
não realizada; μg/mL= microgramas por mililitro; (<) = menor que; ATCC = American Type Culture 
Collection; MRSA=S. aureus resistente a meticilina; MR=multirresistente; (S)=sensível; (S*)=sensível 
no teste de disco difusão; (R)=resistente. Resultados interpretados pelo CLSI M-100 S-30 (2020). 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

- FENILACRILAMIDAS 

Entre as quinze atividades com maior probabilidade de serem ativos (Pa) 

para os derivados de 2-cianoacetamida identificadas pelo PASS Online©, não foi 

observada atividade antibacteriana.  

Na Tabela 21 estão os resultados da determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) das 
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fenilacrilamidas, EE-01 e EE-04, frente a linhagens de referência e isolados clínicos. 

Em relação ao gênero Staphylococcus spp., houve detecção de CIM=256 µg/mL para 

a EE-01 na linhagem S. aureus 02. No restante das linhagens de S. aureus a CIM não 

foi determinada (ND) até a maior concentração testada. Ambas as moléculas 

apresentaram atividade frente ao isolado clínico de S. saprophyticus, com CIM de 64 

µg/mL; no entanto, apenas a EE-01 teve CBM determinada, sendo igualmente 64 

µg/mL. Adicionalmente, observou-se que a EE-04 chegou a inibir consideravelmente 

o crescimento de S. saprophyticus pois houve crescimento de raras colônias 

bacterianas em ágar BAB até a concentração de 1.024 µg/mL. 

A atividade das fenilacrilamidas destacou-se frente ao gênero 

Streptococcus spp., especialmente nas linhagens de Streptococcus do grupo Viridans 

(125 e ZN), ambas as moléculas demonstraram boa atividade obtendo CIM e CBM 

inferiores a 8 µg/mL. A atividade frente a S. do grupo Viridans 216 foi discrepante em 

relação as outros isolados do mesmo grupo com CIM de 128 µg/mL e CBM de 1.024 

µg/mL para ambas as moléculas; possivelmente porque esta linhagem teve passagem 

por cinco antibióticos durante o tratamento de uma pneumonia causada pelo MRSA 

216, também analisado neste estudo, e isolado das fossas nasais da mesma paciente 

(Comunicação verbal); a pressão seletiva poderia explicar esse comportamento.  Para 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 detectou-se CIMs de 64 µg/mL (EE-01) e 128 

µg/mL (EE-04) obtendo assim atividade antibacteriana moderada. 

Não foram determinadas CIMs, até a maior concentração testada, para 

nenhuma das linhagens dos gêneros Enterococcus spp. e Klebsiella spp., nem para 

as de E. coli e P. aeruginosa, e nem para a de S. epidermidis ATCC 12228, nas 

concentrações padronizadas do teste de atividade antibacteriana sendo a maior 

concentração de 1.024 µg/mL. De acordo com Guimarães, Momesso e Pupo (2010), 

as bactérias Gram-negativas são mais resistentes a ação dos antibióticos devido à 

natureza mais complexa da parede celular que os impedem de cruzar efetivamente 

esta barreira lipídica. Não se detectou atividade antibacteriana para as EEs frente a 

nenhuma linhagem Gram-negativa testada. Para ter acesso à célula bacteriana, os 

antibióticos devem atravessar a parede celular através dos canais proteicos de porina, 

embebidos na estrutura lipídica, que apresentam o interior com características 

hidrofílicas. Assim, os antibióticos que possuem maior atividade frente a bactérias 
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Gram-negativas, são aqueles que apresentam grupos ionizáveis em suas estruturas 

químicas permitindo que os mesmos passem por estes canais de porina e alcancem 

o interior da célula bacteriana. 

 

Tabela 21 – Avaliação da atividade antibacteriana das fenilacrilamidas                                           
frente a linhagens de referência e isolados clínicos. 

Linhagens bacterianas                             
                                                                       

     CIM / ⬇️CBM das fenilacrilamidas 

EE-01 EE-04 

Staphylococcus aureus 02 256 / ND ND / ND 

Staphylococcus saprophyticus 64 / ⬇️64 64 / ND 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 64 / ⬇️1.024 128 / ⬇️1.024 

Streptococcus do grupo Viridans 125 <8 / ⬇️<8 <8 / ⬇️<8 

Streptococcus do grupo Viridans ZN <8 / ⬇️<8 <8 / ⬇️<8 

Streptococcus do grupo Viridans 216 128 / ⬇️1.024 128 / ⬇️1.024 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; ND = 
CIM não determinada; CIM = Concentração Inibitória Mínima em microgramas por mililitro (µg/mL); (<) 
= menor que; (⬇️) = CBM = Concentração Bactericida Mínima (µg/mL); ATCC = American Type Culture 
Collection. Em fundo cinza estão as CIMs e/ou CBMs menores. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

O estudo de Chen e colaboradores (2016) descreve uma estratégia 

eficiente e econômica para construir polímeros antimicrobianos com componente 

catiônico líquido e arquitetura hiper-ramificada. O poli(acrilato de aminoetil) catiônico 

(PAEA), escolhido por sua baixa atividade hemolítica e direcionamento para 

membranas bacterianas carregadas negativamente, mostrou alta eficácia contra 

Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

Os polímeros antibióticos, também conhecidos como imitadores sintéticos 

de peptídeos antimicrobianos (SMAMPs), são à base de metacrilamida, não tem 

resistência bacteriana detectável, e são uma alternativa promissora a 

antibioticoterapia. Estudos sugerem que esses polímeros atuam destruindo a 

membrana citoplasmática das bactérias. Além disso, não foram encontrados mutantes 

resistentes após 30 dias de exposição ao polímero AB-19 (TYAGI, MISHRA, 2021). 

Os resultados de atividade antibacteriana das EEs são promissores, 

especialmente contra isolados clínicos de Streptococcus do grupo Viridans, com 

concentrações bactericidas mínimas inferiores a 8 µg/mL. Apesar de pertencerem à 

classe das acrilamidas, as fenilacrilamidas apresentaram um perfil de segurança 

superior no estudo toxicológico não clínico, destacando-se o isômero EE-01 (diclorado 
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em orto-orto), que não exibiu potencial hemolítico nas concentrações testadas nesta 

pesquisa, que variaram de 50 a 400 µg/mL. Esses achados são encorajadores, 

considerando que a toxicidade celular é um desafio crítico no desenvolvimento de 

novas moléculas terapêuticas 

 

- FENILACRILATOS 

 

Entre as quinze atividades com maior probabilidade de serem ativos (Pa) 

identificadas pelo PASS Online© para os derivados de 2-cianoacetato de etila, não foi 

observada atividade antibacteriana. Na Tabela 22 estão os resultados da 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida 

Mínima (CBM) dos fenilacrilatos, AL-09 e AL-10, frente a linhagens de referência e 

isolados clínicos.  

Frente ao gênero Staphylococcus spp., ambas as moléculas apresentaram 

atividade frente ao isolado clínico de S. saprophyticus, com CIM de 256 µg/mL 

chegando a inibir consideravelmente o crescimento desta bactéria pois houve 

crescimento de poucas colônias bacterianas em ágar BAB até a maior concentração 

testada (1.024 µg/mL). No restante das linhagens de S. aureus a CIM não foi 

determinada (ND), ou seja, houve crescimento em todas as concentrações do teste.  

A atividade das ALs destacou-se frente ao gênero Streptococcus spp., 

especialmente nos isolados clínicos de S. do grupo Viridans (125 e ZN), ambas as 

moléculas demonstraram atividade considerável obtendo CIM < 8 µg/mL, exceto para 

a AL-10 frente a linhagem ZN com CIM=32 µg/mL, as CBMs variaram de 8 a 256 

µg/mL. A CIM determinada frente a linhagem S. do grupo Viridans 216 foi de 512 

µg/mL para AL-09. Para S. pyogenes ATCC 19615 detectou-se CIMs de 128 µg/mL 

(AL-09) e 256 µg/mL (AL-10) e CBMs de 1.024 µg/mL e 512 µg/mL, respectivamente. 

Não foram determinadas CIMs, até a maior concentração do teste, para 

nenhuma das linhagens dos gêneros Enterococcus spp. e Klebsiella spp., nem para 

as linhagens de E. coli, P. aeruginosa, e nem para os isolados clínicos de S. agalactiae 

e S. epidermidis ATCC 12228, nas concentrações padronizadas do teste de atividade 

antibacteriana. 
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Tabela 22 – Avaliação da atividade antibacteriana dos fenilacrilatos                                                 
frente a linhagens de referência e isolados clínicos. 

Linhagens bacterianas                     
    CIM / ⬇️ CBM dos fenilacrilatos 

AL-09 AL-10 

Staphylococcus saprophyticus 360 256 / ND 256 / ND 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 128 / ⬇️1.024 256 / ⬇️512 

Streptococcus do grupo Viridans 125 <8 / ⬇️64 <8 / ⬇️256 

Streptococcus do grupo Viridans ZN <8 / ⬇️<8 32 / ⬇️128 

Streptococcus do grupo Viridans 216 512 / ND ND / ND 

AL-09=Etil (2E)-2-ciano-3-(2,6-diclorofenil)acrilato; AL-10= Etil (2E)-2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilato; 
ND = CIM não determinada; CIM = Concentração Inibitória Mínima em microgramas por mililitro 

(µg/mL); (<) = menor que; (⬇️) = CBM = Concentração Bactericida Mínima (µg/mL); ATCC = American 
Type Culture Collection. Em fundo cinza estão as CIMs e/ou CBMs menores. 
 

 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
 

Poucas são as fontes que exploram a atividade antibacteriana dos 

fenilacrilatos, ao contrário dos acrilatos que são amplamente estudados. O grupo de 

pesquisa de Kenawy e colaboradores (2019) sintetizaram uma base de Schiff em 

quitosana funcionalizada com metil acrilato contendo grupos p-nitrobenzaldeído, 

resultando em um novo composto, o AmCs-pNBA, que mostrou atividades 

antimicrobiana, antioxidante e antibiofilme significativamente superiores às da 

quitosana original, além de apoiar a viabilidade e proliferação celular sem causar 

hemólise. AmCs-pNBA exibiu inibição do crescimento microbiano em concentrações 

variando entre 50 e 200 μg/mL em 16 linhagens, entre bactérias e leveduras. Frente 

a linhagem de S. aureus ATTC 25923 a CIM foi 100 μg/mL. Esses resultados 

destacam o potencial do AmCs-pNBA como um novo candidato a biomaterial com 

propriedades antibacterianas, antibiofilme e antioxidantes aprimoradas, abrindo uma 

nova perspectiva em aplicações biomédicas. A principal vantagem dessa 

funcionalização foi a sua preparação bem-sucedida à temperatura ambiente, que 

evitou a polimerização do acrilato de metila e permitiu que ele reagisse completamente 

com a quitosana. 

Outro estudo investigou as propriedades antibacterianas e a 

hemocompatibilidade de 27 polímeros sintéticos diferentes preparados por 

polimerização de transferência de cadeia por adição-fragmentação reversível (RAFT). 

As atividades antibacterianas foram testadas contra P. aeruginosa PA01 e E. coli K12. 

Os polímeros lineares, hiperramificados e estrelados foram correlacionados com sua 

topologia, demonstrando que os polímeros estrelados exibiram maior bioatividade em 
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comparação com os hiperramificados e lineares, sem toxicidade em relação às células 

sanguíneas, indicando uma promissora estratégia para desenvolvimento de polímeros 

antibacterianos sintéticos (AQUIB et al.,2024). 

 

- BENZILIDENEMALONONITRILAS 

 

Entre as quinze atividades com maior probabilidade de serem ativos (Pa) 

identificadas pelo PASS Online© para as benzilidenemalononitrilas, não foi observada 

atividade antibacteriana. Na Tabela 23 estão os resultados da determinação da CIM 

e da CBM das moléculas benzilidenemalononitrilas, APM-04 e APM-05, frente a 

linhagens de referência e isolados clínicos. 

Frente ao gênero Staphylococcus spp., ambas as moléculas apresentaram 

atividade no isolado clínico S. aureus 02, a CIM para a APM-04 foi 256 µg/mL e para 

APM-05 foi 1.024 µg/mL. Observou-se ainda atividade antibacteriana da APM-04 

frente a outras três linhagens de S. aureus com CIM variando entre 128 a 512 µg/mL, 

e CBM de 512 µg/mL para as linhagens S.aureus 01 e o isolado clínico MRSA 216. 

Ambas as moléculas apresentaram atividade frente a linhagem de S. saprophyticus, 

com CIM de 64 µg/mL; no entanto a CBM da APM-04 foi 64 µg/mL e a da APM-05 foi 

128 µg/mL. Adicionalmente, observou-se que a APM-04 chegou a inibir o crescimento 

de S. epidermidis ATCC 12228 com CIM de 256 µg/mL com atividade bactericida na 

concentração de 512 µg/mL. 

A atividade das benzilidenemalononitrilas destacou-se frente ao gênero 

Streptococcus spp., incluindo S. pyogenes, S. do grupo Viridans e S. agalactiae. A 

atividade da APM-04 foi quase idêntica à da APM-05, exceto pela primeira ter CIM 

não determinada para S. agalactiae. Nas linhagens de S. do grupo Viridans (125, ZN 

e 216), ambas as moléculas apresentaram boa atividade obtendo CIM e CBM 

inferiores a 8 µg/mL. Para S. pyogenes ATCC 19615 detectou-se CIMs de 256 µg/mL 

e CBM 512 µg/mL para a APM-04, e CIM de 128 µg/mL e CBM de 256 µg/mL para a 

APM-05, resultando assim em atividade antibacteriana moderada. 

A atividade da APM-04, contrariamente as outras moléculas testadas neste 

estudo - EEs, ALs e GLs - destacou-se frente a ordem Enterobacterales com atividade 

antibacteriana moderada com CIMs entre 512 a 1.024 µg/mL em linhagens de 
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referência e isolados clínicos de E. coli e K. pneumoniae de subespécies diferentes. 

Não foram determinadas CIMs das APMs para nenhuma das linhagens de P. 

aeruginosa, de Enterococcus spp. e nem para a ATCC 25922 de E. coli nas 

concentrações padronizadas do teste de atividade antibacteriana. 

 

Tabela 23 – Avaliação da atividade antibacteriana das benzilidenemalononitrilas                            
frente a linhagens de referência e isolados clínicos. 

Linhagens bacterianas                     

 CIM / ⬇️ CBM das 
benzilidenemalononitrilas 

   APM-04    APM-05 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 512 / ND ND / ND 

Staphylococcus aureus 01 256 / ⬇️512 ND / ND 

Staphylococcus aureus 02 256 / ND 1.024 / ND 

MRSA 216 128 / ⬇️512 ND / ND 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 256 / ⬇️1.024 ND / ND 

Staphylococcus saprophyticus 360 64 / ⬇️64 64 / ⬇️128 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 256 / ⬇️512 128 ⬇️1.024 

Streptococcus agalactiae (SVag) ND / ND 1.024 / ND 

Streptococcus do grupo Viridans 125 <8 / ⬇️16 <8 / ⬇️<8 

Streptococcus do grupo Viridans ZN <8 / ⬇️<8 <8 / ⬇️<8 

Streptococcus do grupo Viridans 216 <8 / ⬇️<8 <8 / ⬇️<8 

Escherichia coli ESBL+ (Abscesso) 512 / ND ND / ND 

Escherichia coli H2S+ ESBL+ 1.024 / ND ND / ND 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883 1.024 / ND ND / ND 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700603 ESBL+ 1.024 / ND ND / ND 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae KPC+  1.024 / ND ND / ND 

K. pneumoniae subsp. ozaenae ESBL+ 1.024 / ND ND / ND 

APM-04 = 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila; APM-05 = 2,4-Diclorobenzilidenemalononitrila; ND = 
CIM não determinada; CIM = Concentração Inibitória Mínima em microgramas por mililitro (µg/mL); (<) 
= menor que; (⬇️) = CBM = Concentração Bactericida Mínima (µg/mL); ATCC = American Type Culture 
Collection. Em fundo cinza estão as CIMs e/ou CBMs menores. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

As mesmas moléculas foram analisadas por Azad e colaboradores (2021); 

mostrando-se promissoras em diversas aplicações, destacando-se atividade 

anticancerígena, frente a linhagem MDA-MB-231 oriunda de adenocarcinoma de 

glândula mamaria, e também atividade antibacteriana frente a S. aureus e E. coli. O 

grupo usou as siglas C1, para APM-04, e C2 para APM-05, com os respectivos nomes 

químicos, 2-(2,6-dichlorobenzylidene) malononitrile e 2-(2,4-dichlorobenzylidene) 

malononitrile. 
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- HIDRAZINA-1-CARBOTIOAMIDAS 

 

Entre as quinze atividades com maior probabilidade de serem ativos (Pa) 

identificadas pelo PASS Online© para as hidrazina-1-carbotiamidas, foi observada 

atividade antibacteriana frente a Mycobaterium tuberculosis e frente a M. leprae. Na 

Tabela 24 estão os resultados da determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) das hidrazina-1-carbotioamidas, GL-

02, GL-04, GL-07 e GL-08, frente a linhagens de referência e isolados clínicos.  

Frente ao gênero Staphylococcus spp., apenas GL-02 inibiu 

moderadamente o crescimento de S. saprophyticus apresentando CIM = 256 µg/mL; 

nenhuma outra linhagem de Staphylococcus spp. foi inibida pelas GLs. A atividade 

antibacteriana das hidrazina-1-carbotioamidas destacou-se frente ao gênero 

Streptococcus spp., apresentando menores CIMs (<8 µg/mL) e CBMs (16 a 128 

µg/mL) frente aos isolados clínicos de S. do grupo Viridans, destaca-se a atividade da 

GL-02 na linhagem S. do grupo Viridans 125. Frente a S. pyogenes ATCC 19615 

obtiveram-se CIMs e CBMs semelhantes a determinadas para fenilacrilamidas, 

fenilacrilatos e benzilidenemalononitrilas. Não foram determinadas CIMs para 

nenhuma das linhagens de S. aureus, E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa, S. 

agalactiae e S. epidermidis ATCC 12228. 

É digno de nota a atividade da GL-08 frente a Enterococcus faecalis ATCC 

29212 com CIM/CBM menor que 8 µg/mL e da GL-04 frente a E. faecium ATCC 6569 

com CIM/CBM de 256 µg/mL. 

Han e İnce (2022) desenvolveram novos derivados de tetracaína 

tiosemicarbazida e avaliaram sua atividade antimicrobiana. As moléculas sintetizadas 

apresentaram uma variação de atividade antimicrobiana, com valores de CIM entre 4 

e 256 μg/mL. A molécula 2h, (2-[4-(butilamina) benzoil]-N-(3,5-bistrifluorometilfenil) 

hidrazina-1-carbotioamida), mostrou a melhor atividade, com CIM de 4 μg/mL para S. 

aureus e 8 μg/mL para Candida albicans. As moléculas 2e, (2-[4-(butilamina) benzoil]-

N-(2-fluorofenil) hidrazina-1-carbotioamida), e 2f, (2-[4-(butilamina) benzoil]-N-(4-

nitrofenil) hidrazina-1-carbotioamida), demonstraram atividade moderada contra C. 

albicans e S. aureus, com CIM de 16 μg/mL. As moléculas analisadas neste estudo 

não demonstraram atividade antibacteriana frente a E. faecalis ATCC 29212, E. coli 
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ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 apesar da complexidade das moléculas 

ser maior que as das hidrazina-1-carbotioamidas analisadas nesta pesquisa. 

 
Tabela 24 – Avaliação da atividade antibacteriana das hidrazina-1-carbotioamidas                        

frente a linhagens de referência e isolados clínicos. 

Linhagens bacterianas                
CIM / ⬇️ CBM das Hidrazina-1-carbotioamidas 

GL-02 GL-04 GL-07 GL-08 

Staphylococcus saprophyticus 360 256 / ND ND / ND ND / ND ND / ND 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 512 / ND 512 / ND 256 / ND 1.024 / ND 

Streptococcus do grupo Viridans 125 <8 / ⬇️16 <8 / ⬇️128 <8 / ⬇️128 <8 / ⬇️128 

Streptococcus do grupo Viridans ZN <8 / ⬇️128 32 / ⬇️32 128 / ⬇️128 128 / ⬇️128 

Streptococcus do grupo Viridans 216 128 / ⬇️128 128 / ⬇️64 128 / ⬇️128 128 / ⬇️128 

Enterococcus faecium ATCC 6569 ND / ND 256 / ⬇️256 ND / ND ND / ND 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 ND / ND ND / ND ND / ND <8 / ⬇️<8 

GL-02 = (2E)-2-[(4-clorofenil)metilideno]hidrazina-1-carbotioamida;  GL-04= (2E) -2-[ (2,4-diclorofenil) 
metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; GL-07= (2E) -2-[ (2,6-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-
carbotioamida; GL-08= (2E) -2-[ (2,3-diclorofenil) metilideno]hidrazina-1-carbotioamida; ND = CIM não 
determinada; CIM = Concentração Inibitória Mínima em microgramas por mililitro (µg/mL); (<) = menor 
que; (⬇️) = CBM = Concentração Bactericida Mínima (µg/mL); ATCC = American Type Culture 
Collection. Em fundo cinza estão as CIMs e/ou CBMs menores. 

 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

5.3.2 Associação entre molécula teste e cloranfenicol - Checkerboard 

 

A CIM determinada frente a S. aureus 02 para a molécula EE-01 isolada foi 

de 256 para µg/mL; após associação, com o antibiótico licenciado cloranfenicol, pelo 

método checkerboard; ao calcular o índice de concentração inibitória fracionada, 

observou-se que os valores obtidos foram 0,25 e 0,38, indicando que ocorreu 

sinergismo entre a molécula teste e o antibiótico licenciado. Para a molécula APM-05 

a CIM foi de 1.024 µg/mL, após associação, os valores foram 0,38 e 0,50, resultando 

também em sinergismo. 

No entanto, os valores da associação entre APM-04 e cloranfenicol frente 

as quatro linhagens de S. aureus testadas remeteram a interpretação de “indiferente”, 

ou seja, nem houve antagonismo e nem sinergismo. A única diferença estrutural entre 

APM-04 e APM-05 é a posição no anel de um dos átomos de cloro que parece ter 

influenciado o sinergismo entre APM-05 e cloranfenicol. Nesta última molécula, um 

dos átomos de nitrogênio fica mais distante do átomo de cloro na posição (para) do 

anel benzênico, modificando assim a distribuição eletrônica ao redor dos núcleos 

atômicos definindo melhor a distribuição hidrofílica e hidrofóbica quando comparada 
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a APM-04, que só tem átomos de cloro nas duas posições (orto) - Figura 12 - p. 50 - 

mostra o Potencial de Lipofilicidade Molecular (MLP) e a Área de Superfície Polar 

(PSA) e Figura 16 – p. 90 - mostra a distribuição eletrônica ao redor dos núcleos 

atômicos (Dotted), das APMs. Quando isolada, a atividade antibacteriana da APM-04 

foi de amplo espectro de ação, sugerindo que a posição (orto-orto) deve contribuir 

para interação do grupo farmacofórico com o(s) alvo(s) bacteriano(s). 

O sinergismo ocorre quando a combinação de dois ou mais antimicrobianos 

resulta em um efeito maior do que a soma dos efeitos individuais de cada substância. 

Em outras palavras, a ação combinada é mais potente do que o esperado com base 

nas concentrações individuais (GAUDERETO, 2018). Foi isso que aconteceu com as 

moléculas EE-01, uma fenilacrilamida, e APM-05, uma benzilidenemalononitrila, 

quando associadas ao cloranfenicol, os resultados estão na Tabela 25. 

  

Tabela 25 – Resultados do checkerboard das moléculas EE-01, APM-04 e APM-05 com cloranfenicol. 

Molécula Bactéria / CIM ICIF (1º exper.) ICIF (2º exper.) Interpretação 

EE-01  S.aureus 02/256 0,25 0,38 Sinergismo 

APM-04 
  
  
  

S.aureus ATCC 29213/512 2,00 3,00 Indiferente 

S.aureus 01/256 1,00 1,50 Indiferente 

S.aureus 02/256 2,25 1,50 Indiferente 

MRSA 216/128 1,50 2,50 Indiferente 

APM-05  S.aureus 02/1.024 0,38 0,50 Sinergismo 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; APM-04 = 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila; APM-05 
= 2,4-Diclorobenzilidenemalononitrila; CIM = Concentração inibitória mínima da molécula sintética 
isolada em microgramas por mililitro (µg/mL); ICIF = Índice de Concentração Inibitória Fracionada. 

 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
 

O cloranfenicol se liga especificamente e reversivelmente ao sítio peptidil 

transferase no rRNA 23S – RNA ribossômico 23 Svedberg - da subunidade 50S do 

ribossomo bacteriano. A peptidil transferase é uma enzima essencial para a formação 

das ligações peptídicas entre os aminoácidos durante a síntese proteica, inibindo 

assim a elongação da cadeia polipeptídica (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO 2010).  

Embora o efeito sinérgico possa ser um indicativo de mecanismos de ação 

diferentes, não é uma regra. Pode ocorrer mesmo quando os antibióticos têm 

mecanismos de ação semelhantes, por exemplo, ambos podem impedir a formação 

da parede celular bacteriana, mas de maneiras diferentes, resultando em um efeito 
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mais potente quando usados juntos. Havendo, pois, a possibilidade do mecanismo de 

ação da EE-01 e da APM-05 serem ou não semelhante ao do cloranfenicol. 

 

5.3.3 Modulação do efeito do cloranfenicol e da tetraciclina pela molécula teste 

 

A modulação refere-se à alteração da atividade farmacológica de um 

antimicrobiano quando combinado com outra molécula. A modulação não 

necessariamente resulta em um efeito maior do que a soma dos efeitos individuais, 

como no sinergismo (CRUZ et al., 2016). Os resultados para as EEs e ALs estão na 

Tabela 26. 

 

- FENILACRILAMIDAS 

 

Ocorreu modulação da atividade do antibiótico licenciado tetraciclina com 

256 µg/mL da molécula EE-01, que é a concentração sub-inibitória pré-determinada 

frente ao isolado clínico de S. aureus 02. A molécula EE-04 também foi analisada por 

ter demonstrado leve atividade bacteriostática a partir da concentração 32 µg/mL 

frente a mesma linhagem, curiosamente também houve modulação da tetraciclina 

com 32 µg/mL. As fenilacrilamidas não modularam a atividade do cloranfenicol, 

mesmo ocorrendo sinergismo deste antibiótico licenciado com a EE-01. 

 

- BENZILIDENEMALONONITRILAS 

 

A atividade do antibiótico tetraciclina foi modulada com 1.024 µg/mL da 

molécula APM-05, uma concentração sub-inibitória pré-determinada contra o isolado 

clínico de S. aureus 02. A molécula APM-04 também foi testada a 256 µg/mL contra 

a mesma linhagem, mostrando modulação da tetraciclina. 

A molécula 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila, APM-04, também modulou 

a atividade da tetraciclina nas linhagens de S.aureus ATCC 29212, S.aureus 01 e 

S.aureus 02, no entanto não modulou no isolado MRSA 216. Isto sugere que o 

possível mecanismo de ação desta molécula pode ser semelhante à dos antibióticos 

β-lactâmicos, pois na resistência a meticilina tem alteração da PBP2a, uma proteína 

ligante de penicilina de baixa afinidade, codificada pelo gene mecA. A PBP2a tem 
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baixa afinidade pelos β-lactâmicos, como a meticilina, o que permite que a síntese da 

parede celular seja mantida, mesmo quando as quatro PBPs clássicas são inativadas 

por esses antibióticos (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO 2010). 

 

Tabela 26 – Detecção da modulação das fenilacrilamidas e fenilacrilatos com antibióticos licenciados. 
Molécula Bactéria / CIM CLO(#) CLO + CIM(#) TET(#) TET + CIM(#) 

EE-01  S.aureus 02/256 26 26 25 30 ⤊ 

EE-04 S.aureus 02/ND 26 26 25 28 ⤊ 

APM-04 

S.aureus ATCC 29213 /512 20 20 17 23 ⤊ 

S.aureus 01/256 22 22 22 27 ⤊ 

S.aureus 02/256 26 26 25 30 ⤊ 

MRSA 216/128 21 21 10 10 

APM-05 S.aureus 01/ND 22 22 22 25 ⤊ 

   S.aureus 02/1.024 26 26 25 30 ⤊ 

EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; APM-04 
= 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila; APM-05 = 2,4-Diclorobenzilidenemalononitrila; CIM = 
Concentração Inibitória Mínima da molécula sintética isolada em microgramas por mililitro (µg/mL); ND 
= CIM não determinada; CLO=cloranfenicol; TET=tetraciclina; (#) = Halo em milímetros; (⤊) = aumentou 
o halo em combinação com 30 µg do antibiótico licenciado. 
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

As tetraciclinas exercem sua atividade antimicrobiana através da inibição 

da síntese de proteínas bacterianas, ligando-se ao centro de decodificação, impedindo 

assim a ligação do aminoacil-tRNA ao sítio A. Especificamente, a superfície hidrofílica 

conservada da tetraciclina interage com o sulco menor irregular da hélice 34 e o laço 

da hélice 31 do 16S (WARNER et al., 2022), componente da subunidade 30S do 

ribossomo procariótico.  

Tanto as fenilacrilamidas quanto as benzilidenemalononitrilas modularam a 

atividade da tetraciclina, antibiótico que age na subunidade ribossomal 30 S, nas 

linhagens de S. aureus sensíveis a meticilina; e nenhuma das moléculas modularam 

a atividade do cloranfenicol, antibiótico que age na subunidade ribossomal 50 S. 

A formação da ligação peptídica no ribossomo ocorre em um sítio ativo 

composto de RNA devido ação da enzima peptidil transferase ribossômica, a 

subunidade 50S sozinha possui todo o potencial de catalisar a formação de ligações 

peptídicas (WOHLGEMUTH; BERINGER; RODNINA, 2006). Essa informação é 

conhecida devido ao progresso das abordagens estruturais, bioquímicas e 

computacionais que forneceu detalhes do mecanismo catalítico da reação. O 
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ribossomo acelera a formação da ligação peptídica diminuindo a entropia de ativação 

da reação devido ao posicionamento dos dois substratos, ordenando a água no sítio 

ativo e fornecendo uma rede eletrostática que estabiliza os intermediários da reação. 

A transferência de prótons durante a reação parece ser promovida por um mecanismo 

combinado de transporte de prótons que envolve grupos hidroxila ribose no substrato 

de RNA transportador - tRNA (BERINGER; RODNINA, 2007). 

As bombas de efluxo são partes integrantes da membrana plasmática 

bacteriana e são responsáveis por muitos casos de resistência a antibióticos. Os 

moduladores da resistência aos medicamentos são considerados as novas terapias 

antibacterianas mais adequadas. A molécula EE-01 apresentou efeito sinérgico no 

teste de checkerboard com o cloranfenicol, modulou o efeito do antibiótico tetraciclina, 

adicionalmente não produziu hemólise. A molécula APM-05 também obteve os 

mesmos resultados. Sugerindo o direcionamento da investigação do mecanismo de 

ação da EE-01 e da APM-05 como inibidor de bomba de efluxo. Estas características 

o classificam como potencial candidato a adjuvante de antibióticos licenciados. 

NorA pertence à superfamília de facilitadores principais MFS, do inglês 

“Major Facilitator Superfamily”; sendo a primeira bomba efluxo a ser codificada 

cromossomicamente em S. aureus; ela expulsa antibióticos fluoroquinolônicos 

hidrofílicos, como norfloxacino e ciprofloxacino, que são substratos altamente 

eficazes. Adicionalmente pode expulsar cloranfenicol. É superexpressa em 43% das 

linhagens, especialmente MRSA. Possui 12 segmentos transmembranares TMS, do 

inglês “Transmembrane Segment “(DASHTBANI-ROOZBEHANI; BROWN, 2021). Ao 

analisar a estrutura da bomba de efluxo NorA em diferentes estados de protonação, 

adição ou remoção de prótons, de dois resíduos ácidos essenciais, Glu222 e Asp307, 

usando microscopia crioeletrônica, Li e colaboradores (2024) descobriram que quando 

os resíduos ganham prótons (protonação), a conformação da bomba se estabiliza em 

uma posição "inward-occluded" (fechada para dentro), onde formam ligações de 

hidrogênio com uma hélice no domínio N-terminal que bloqueia o local de ligação do 

substrato (ciprofloxacino); e  quando perdem prótons (desprotonação), as interações 

entre os domínios se desfazem, abrindo o bolso para a entrada do antibiótico. Ou seja, 

os resíduos Glu222 e Asp307 evitam que prótons e antibióticos se liguem ao mesmo 
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tempo, garantindo que a bomba funcione corretamente, conferindo proteção eficiente 

a sobrevivência da bactéria e determinando a resistência as fluoroquinolonas. 

As moléculas benzilidenemalononitrilas, APM-04 e APM-05, mostraram-se 

promissoras como inibidores de PBP4, isso poderia acontecer reduzindo a expressão 

de PBP4 ou afetando sua função. S. aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma 

preocupação global de saúde. Historicamente, a resistência ao MRSA tem sido 

atribuída à aquisição do gene mecA (ou mecC), que codifica a proteína alternativa de 

ligação à penicilina, PBP2a, com baixa afinidade para β-lactâmicos. No entanto, 

estudos recentes destacaram que a proteína de ligação à penicilina 4 (PBP4) também 

desempenha um papel crítico na resistência à meticilina do S. aureus, especialmente 

entre as linhagens de MRSA adquiridas na comunidade. A PBP4, codificada pelo gene 

pbp4, tem sido considerada um alvo terapêutico intrigante, pois seus inibidores podem 

restaurar a suscetibilidade do MRSA aos β-lactâmicos. Também é conhecido que a 

base molecular para o papel da proteína ligadora de penicilina 4 (PBP4) do S. aureus 

na resistência antimicrobiana é destacada pelo fato de que a PBP4 possui atividade 

de β-lactamase hidrolisando antibióticos, como ampicilina e cefotaxima (NAVRATNA 

et al., 2010). Além disso, descobriu-se que a PBP4 é essencial para a invasão e 

colonização de osteócitos lacunocanaliculares de S. aureus (OLCN) no osso, 

proporcionando um nicho para infecções ósseas recorrentes (YOUNG et al.,2022).  

 A α-hemolisina (AHL) é uma toxina importante na patogênese do S. aureus, e 

sua inibição pode ser uma estratégia eficaz para tratar infecções causadas por essa 

bactéria. Derivados de β-ciclodextrina, anticorpos monoclonais e medicamentos 

reposicionados, como a ivacaftor, mostram potencial na inibição da AHL em 

bicamadas lipídicas planares, representando avanços significativos no tratamento de 

infecções estafilocócicas. Além disso, o tamoxifeno (TEIXEIRA et al., 2021) e a 

furosemida, por análise de ancoragem molecular, teoricamente bloqueiam as 

correntes iônicas na constrição do canal causado pela AHL (TEIXEIRA et al., 2022). 

O software Molinspiration© previu atividade farmacológica teórica 

moderada como inibidor enzimático para as moléculas da classe das fenilacrilamidas, 

EE-01 (-0,46) e EE-04 (-0,54). Já a previsão teórica para as benzilidenemalononitrilas 

foi de uma possível atividade moderada como moduladores de canais iônicos, (-0,62) 

para APM-04 e (-0,54) para APM-05. 
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5.3.4 Docking molecular 

 

Foi avaliado a interação das fenilacrilamidas, EE-01 e EE-04, e das 

benzilidenemalononitrilas, APM-04 e APM-05, com três alvos de ligação proteicos do 

S. aureus usando docking molecular: (a) Proteína ligadora de penicilina 4 (PBP4), (b) 

a bomba de efluxo NorA e (c) α-hemolisina (AHL); determinando-se afinidade de 

ligação, em quilocalorias por mol, entre as moléculas e os alvos. Os resultados podem 

ser conferidos na Tabela 27. 

As fenilacrilamidas e as benzilidenemalononitrilas teoricamente se ligaram 

à PBP4 com afinidade de ligação que variou entre -6,591 ± 0,12 kcal/moL (EE-01) a  

-6,909 ± 0,14 kcal/moL (APM-04), resultados bem próximos, mas não superiores a 

afinidade de ligação da penicilina (-7,307 ± 0,2 kcal/moL); enquanto que a ligação a 

NorA variou entre -7,354 ± 0,04 kcal/moL (EE-01) a -8,241 ± 0,09 kcal/moL (APM-05), 

sendo maiores do que a afinidade de ligação ao ciprofloxacino (-6,641 ± 0,13 

kcal/moL). Quanto a afinidade de ligação a α-hemolisina a variação foi de -6,183 ± 0,1 

kcal/moL (APM-04) a -6,724 ± 0,2 kcal/moL (EE-04), mostrando semelhança com a 

molécula ligante penicilina (PEN) que teve afinidade de ligação -6,659 ± 0,2 kcal/moL. 

Os resultados indicam estratégias inovadoras para superar a resistência bacteriana, 

ao combinar as moléculas - EEs e APMs - com antibióticos licenciados, 

potencializando sua eficácia ou restaurando a atividade contra bactérias resistentes. 

 

Tabela 27 – Resultados da ancoragem molecular. 

                                Afinidade entre ligante e alvo (Kcal/mol) 

Ligantes PBP4 NorA α HL 

EE-01 - 6,591 ± 0,12  - 7,354 ± 0,04b  - 6,25 ± 0,005 

EE-04 - 6,764 ± 0,08  - 7,525 ± 0,07b   - 6,724 ± 0,2 

APM-04 - 6,909 ± 0,14   - 7,5 ± 0,14b  - 6,183 ± 0,1 

APM-05 - 6,844 ± 0,08 - 8,241 ± 0,09b   - 6,336 ± 0,08 

Ciprofloxacino -  - 6,641 ± 0,13 - 

Penicilina - 7,307 ± 0,2a - - 6,659 ± 0,2 

Dados expressos como média ± e.p.m.; ap < 0,05 (ANOVA one-way: ligante vs. molécula teste); bp < 
0,001 (ANOVA one-way: ciprofloxacino vs. ligantes);EE-01 = 2-ciano-3-(2,6-diclorofenil) acrilamida; EE-
04 = 2-ciano-3-(2,4-diclorofenil) acrilamida; APM-04 = 2,6-Diclorobenzilidenemalononitrila; APM-05 = 
2,4-Diclorobenzilidenemalononitrila; Kcal/moL= quilocalorias por mol; PBP4 = penicillin-biding protein 4 
(transpeptidase classe B); NorA = efflux pump (bomba de efluxo); α-HL = α-hemolysin (toxina 
estafilocócica).  
 

Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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Na análise de docking molecular com o alvo PBP4, as previsões indicaram que 

as moléculas APM-04 e penicilina (PEN) se posicionaram em regiões distintas entre 

as folhas β que conectam as cadeias A e B da proteína (Figura 18.A-B). APM-04 

formou uma ligação de hidrogênio com o resíduo TYR338 (tirosina) da cadeia A, com 

comprimento de 2,044 Å, envolvendo o nitrogênio (grupo receptor de próton) da 

molécula e o grupo hidroxila do anel benzênico da TYR, possivelmente influenciando 

sua atividade contra S. aureus. Já a penicilina apresentou uma ligação de hidrogênio 

com o resíduo LYS335 (lisina) da cadeia A e duas com o resíduo LYS264 da cadeia 

B, com comprimentos de 1,570 Å, 2,288 Å e 1,764 Å, respectivamente (Figura C). 

 
Figura 18 - Imagens espaciais 3D da interação entre APM-04 (azul), penicilina (laranja) e o alvo PBP4 
(cadeia A: bronze; cadeia B: dourado). A: Estrutura α-hélices e β-folha de PBP4 e molecular dos 
ligantes. B: Estrutura hidrofóbica de PBP4 e dos ligantes; C: Resíduos de aminoácidos TYR (cinza) e 
LYS (verde) que estabeleceram ligações de hidrogênio (linhas em vermelho) com APM-04 e penicilina. 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2024. 
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Com o alvo NorA, as previsões teóricas indicaram que os ligantes APM-04 e 

ciprofloxacino (CIP) se posicionaram em uma região semelhante, localizada entre 

duas α-hélices próximas das doze que compõem a bomba de efluxo, voltada para a 

porção intracelular da bomba (Figura 19.A-B). As interações teóricas que 

estabilizaram este posicionamento variaram de interações hidrofóbicas a ligações de 

hidrogênio mais fortes, com ambas as moléculas sendo previstas para se ligar ao 

resíduo LYS127 com comprimentos de 1,924 Å para APM-04 e 1,547 Å para CIP 

(Figura 19.C). Isso indica que APM-04 e ciprofloxacino compartilham pelo menos um 

sítio de ligação comum. Além disso, foi previsto que ciprofloxacino estabelece outra 

ligação de hidrogênio com o resíduo ASN307 (asparagina), com 1,889 Å de distância. 

Ao se ligar na bomba de efluxo NorA, o ciprofloxacino interfere no 

mecanismo de expulsão da molécula, reduzindo a capacidade da célula bacteriana de 

eliminar o antibiótico; sendo, portanto, um inibidor de bomba de efluxo. Isso resulta 

em uma maior concentração intracelular do ciprofloxacino, permitindo que ele exerça 

sua ação bactericida ao inibir a DNA girase e a topoisomerase IV, enzimas essenciais 

para a replicação e transcrição do DNA bacteriano. Dessa forma, o ciprofloxacino não 

só age diretamente contra o DNA bacteriano, mas também neutraliza a resistência 

mediada pela NorA, aumentando sua eficácia (ZIMMERMANN et al., 2019). A 

molécula APM-04 tem potencial para inibir bomba de efluxo, sugerindo que os dois 

grupos receptores de prótons poderiam desprotonar a bomba de efluxo NorA. 

Estudos recentes indicam que a inibição da bomba de efluxo NorA pelo 

ciprofloxacino pode ser evidenciada pela redução da CIM em linhagens que 

superexpressam NorA, como na linhagem SA1199B. Além disso, há evidências de 

sinergia quando o ciprofloxacino é administrado em combinação com inibidores 

específicos da NorA, como o nilotinibe, amplificando a inibição e aumentando a 

eficácia terapêutica (ZIMMERMANN et al., 2019). Inibidores da NorA, previamente 

identificados, também demonstraram reduzir significativamente a formação de 

biofilme em S. aureus (KAATZ; SEO, 1995). Considerando que a APM-04 se liga ao 

resíduo LYS127, um sítio também utilizado pelo ciprofloxacino, essa 

benzilidenemalononitrila poderia potencializar o efeito das fluoroquinolonas em 

associação, inibir o desenvolvimento de biofilmes e da bomba de efluxo NorA, além 

de aumentar sua concentração intracelular. 
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Figura 19 - Imagens espaciais 3D da interação entre APM-04 (azul), ciprofloxacino (amarelo) e o alvo 

NorA (cinza). A: Estrutura α -hélices de NorA e molecular dos ligantes; B: Estrutura hidrofóbica de NorA 

e dos ligantes; C:  Resíduos de aminoácidos ASN (rosa) e LYS (verde) que estabeleceram ligações de 

hidrogênio (linhas em vermelho) com APM-04 e ciprofloxacino. 

 
Fonte: NANES-LIMA, 2024. 

 

Ainda nos estudos de interação teórica, as previsões de docking molecular 

indicaram que APM-04 e PEN apresentaram posicionamentos semelhantes, com 

sobreposição observada entre esses dois ligantes e a α-hemolisina (AHL) (Figura 

20.A-B). Observou-se que os ligantes não se posicionaram sobre o poro do canal, 

mas em uma região próxima entre as folhas β (Figura 20.B). A sobreposição entre 
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APM-04 e PEN foi confirmada pelas previsões de ligações de hidrogênio de ambos 

com o resíduo ARG104 (arginina), com distâncias de 1,869 Å e 1,815 Å, 

respectivamente, indicando o mesmo sítio de ligação na AHL (Figura 20.C). Também 

foi previsto que a penicilina forma uma ligação de hidrogênio adicional com o resíduo 

TYR102 (tirosina), com comprimento de 1,717 Å. Devido à capacidade da α-HL de 

promover a formação de canais iônicos e causar lise celular, torna-se urgente 

desenvolver novas estratégias de tratamento. Com base nas previsões de docking 

molecular, presume-se que a APM-04 inibe a formação do canal transmembranar pela 

α-HL, o qual é ligeiramente seletivo para cátions, impedindo sua ação citotóxica e 

protegendo as hemácias do hospedeiro. 

 

Figura 20 (A-D) - Imagens espaciais 3D da interação entre APM-04 (azul), penicilina (laranja) e o alvo 
AHL (ciano). Estrutura β-folha da AHL (A, visão lateral; B, visão superior) e molecular dos ligantes. C: 
Estrutura hidrofóbica da AHL e dos ligantes; D: Resíduos de aminoácidos ARG (roxo) e TYR (cinza) 
que estabeleceram ligações de hidrogênio (linhas em vermelho) com APM-04 e penicilina. 

 
Fonte: NANES-LIMA, 2024. 
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A α-HL do S. aureus é uma toxina de alta virulência que forma poros na 

membrana celular de diversas células, incluindo hemácias, monócitos, linfócitos e 

células endoteliais. Esses poros funcionam como canais iônicos, permitindo a 

passagem de íons e outras pequenas moléculas, o que resulta na lise osmótica das 

células afetadas (RASHIDIEH et al., 2015). O poro (canal proteico heptamérico) é 

formado pela oligomerização de sete protômeros de α-HL na membrana celular. O 

protômero da α-HL se liga ao receptor ADAM10 da célula hospedeira; o 

estabelecimento do poro na membrana celular permite a saída de moléculas 

importantes como o ATP, causa o efluxo de íons K+ e o influxo de íons Ca2+, ativando 

o inflamassoma NLRP3 e a caspase-1, levando à lise celular (OLIVEIRA; BORGES; 

SIMÕES, 2018). 

A comunidade científica busca incessantemente por novos antimicrobianos 

para tratar infecções por bactérias multirresistentes, focando na descoberta de novos 

alvos e potencialização de moléculas conhecidas. Com avanços na modificação 

molecular, essa segunda opção é viável e promissora. Uma estratégia envolve a 

escolha de um alvo molecular, validação, identificação de um composto-protótipo e 

sua otimização até aprovação clínica (DIAS; CORREA, 2001). Outra estratégia é a 

FBDD, que é uma estratégia para descobrir novas estruturas ativas, usando 

fragmentos privilegiados no design de medicamentos. Essas estruturas facilitam a 

interação com biomacromoléculas e são distintas dos ligantes endógenos. Fragment-

based drug design usa fragmentos privilegiados para desenhar novas estruturas, 

essas estruturas, presentes em vários fármacos protótipos, fornecem pontos ligantes 

para vários biorreceptores, cuja seletividade pode ser modulada (DUARTE et al. 

2007). Dentre esses fragmentos privilegiados temos as moléculas sintéticas, tais 

como as fenilacrilamidas, os fenilacrilatos, as benzilidenemalononitrilas e as as 

hidrazina-1-carbotioamidas, que apesar de suas reatividades serem pouco discutidas 

na literatura frente a alvos biológicos, podem atuar como excelentes ligantes por 

apresentarem um perfil de aceptores/doadores de Michael, principalmente em 

biomoléculas nucleofílílicas/eletrofílicas (EKICI et al., 2006), podendo interagir com 

proteínas de caráter opostos, incluindo quaisquer um dos alvos proteicos de 

resistência bacterianos, tais como transpeptidases, bombas de efluxo e β-lactamases. 
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São características das quatro classes de moléculas analisadas neste 

trabalho científico, serem aceptores/doadores de Michael por participarem de uma 

reação de adição conjugada conhecida como adição de Michael. Essa reação envolve 

a adição nucleofílica de um nucleófilo a um composto carbonílico α, β-insaturado (ou 

seja, contendo uma ligação dupla entre os carbonos α e β) (MATTOS; MARZORATI, 

1999). Essa característica pode ser a responsável, de alguma maneira, por algumas 

das atividades citototóxicas e antibacterianas detectadas nas análises in vitro para as 

moléculas analisadas nesta pesquisa. 

Entre as moléculas estudadas neste trabalho, duas classes (EEs e APMs) 

foram selecionadas para avaliação da modulação com o antibiótico tetraciclina frente 

a linhagens de S. aureus. Considerando as dificuldades no tratamento de infecções 

causadas por linhagens MRSA e os alvos moleculares revisados disponíveis no 

Protein Data Bank para S. aureus, foi realizado o docking molecular com a APM-04. 

Diante do cenário atual, é imprescindível adotar abordagens que promovam 

o uso racional de antibióticos. Isso implica na prescrição criteriosa e adequada, 

limitando seu uso apenas às situações necessárias. A escolha dos agentes 

apropriados deve ser baseada em testes de sensibilidade. Além disso, a 

implementação de medidas preventivas contra infecções é fundamental para 

minimizar a necessidade da antibioticoterapia. Infecções causadas por bactérias 

multirresistentes são uma das principais ameaças à saúde global. Estima-se que, se 

não forem tomadas medidas eficazes, essas infecções poderão causar até 10 milhões 

de mortes anuais até 2050. Portanto, é crucial investir em pesquisa e desenvolvimento 

de novos antibióticos, bem como em estratégias de prevenção e controle de infecções. 

Com a redução das opções terapêuticas, infecções que hoje têm tratamento simples 

podem se tornar mais graves no futuro, à medida que os recursos para as combater 

diminuem. 

Os resultados obtidos incentivam que estudos in vitro para investigar outras 

atividades biológicas e toxicológicas das fenilacrilamidas, fenilacrilatos, 

benzilidenemalononitrilas e hidrazina-1-carbotioamidas sejam realizados visando 

contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos. É importante ressaltar que 

muitas moléculas promissoras estudadas em laboratório podem levar anos para 

serem aprovadas para uso clínico. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

➢ Contextualização do problema de Resistência Bacteriana 

- A resistência bacteriana representa uma ameaça crescente à saúde pública 

mundial e requer ação de todos os setores do governo e da sociedade. A busca por 

soluções inovadoras é essencial, considerando que, no Brasil, em 2019, foram 

contabilizadas aproximadamente 90 mortes por dia diretamente associadas a 

infecções causadas por bactérias multirresistentes. 

 

➢ Objetivo da pesquisa 

- Avaliar a atividade antibacteriana e os efeitos toxicológicos de moléculas sintéticas. 

 

➢ Importância das moléculas sintéticas estudadas 

- As fenilacrilamidas (EEs), fenilacrilatos (ALs), benzilidenemalononitrilas (APMs) e 

hidrazina-1-carbotioamidas (GLs) são moléculas promissoras para o desenvolvimento 

de novos agentes antimicrobianos, atuando como aceptores de Michael. 

 

➢ Pontos relevantes na análise in silico 

- Molinspiration©: todas as moléculas apresentaram ótima biodisponibilidade oral 

teórica, variando de 85,92% (EEs) a 92,58% (APMs). 

- admetSAR©: as moléculas analisadas não são teoricamente cancerígenas, nem 

teratogênicas, nem mutagênicas e nem carcinogênicas de classe III, apresentando 

DL50 em ratos entre 585,83 mg/kg (EEs) e 857,20 mg/kg (GLs dicloradas). Toxicidade 

oral aguda teórica: Categoria III (EEs), categoria II (ALs e APMs), categoria I (GLs). 

 

➢ Pontos relevantes na avaliação dos efeitos toxicológicos 

- EE-04 e AL-09 mostraram Concentração Lítica Mínima (CLM) de 400 μg/mL para 

tipos sanguíneos específicos. Todas as GLs apresentaram CLM de 200 μg/mL.  

- EE-01, AL-10 e APMs não exibiram atividade hemolítica. 

- Benzilidenemalononitrilas: As APMs reduziram em cerca de 30% a oxidação 

produzida pela fenilhidrazina. 
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➢ Pontos relevantes na Atividade Antibacteriana 

- Todos os grupos de moléculas demostraram atividade frente aos isolados clínicos 

de Streptococcus do Grupo Viridans e Staphylococcus saprophyticus. 

- APM-04: atividade frente a linhagem de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. 

- GL-04: bactericida, CIM e CBM de 256 μg/mL em Enterococcus faecium ATCC 6569. 

- GL-08: CIM e CBM inferior a 8 μg/mL em Enterococcus faecalis ATCC 29212.  

- Checkerboard com Cloranfenicol: EE-01 e APM-05 demostraram sinergismo quando 

analisadas frente ao isolado clínico Staphylococcus aureus 02 de foliculite. 

- Modulação da atividade da tetraciclina em linhagens de S. aureus: EE-01, EE-04, 

APM-04 e APM-05 modularam a tetraciclina, exceto APM-04 na linhagem MRSA 216. 

 

➢ Molécula destaque: APM-04 (2,6-diclorobenzilidenemalononitrila) 

- Redução de 30% na oxidação induzida pela fenilhidrazina. 

- Amplo espectro: Enterobacterales, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. 

- Modulou a tetraciclina: Em linhagens de S. aureus sensíveis a meticilina (MSSA). 

- Interação com proteínas bacterianas: Pode atuar como aceptores de Michael 

adicionando um nucleófilo a um composto carbonil insaturado. 

- Docking Molecular: Boa afinidade de ligação teórica a PBP4 (-6,909 ± 0,14 kcal/moL) 

e a α-HL (-6,183 ± 0,1 kcal/moL) quando comparadas com penicilina. Ótima afinidade 

de ligação teórica a NorA (-7,5 ± 0,14 kcal/moL) quando comparada ao ciprofloxacino. 

- APM-04 faz uma ligação de hidrogênio com PBP4 podendo inibir a sua atividade. 

- APM-04 tem 2 grupos receptores de prótons podendo desprotonar NorA. 

- APM-04 é molécula candidata a inibidora da ação da α-hemolisina. 

 

➢ Contribuições para o Desenvolvimento Tecnológico em Medicamentos 

- O estudo sugere que a combinação de APM-04 com antibióticos licenciados pode 

potencializar a eficácia do fármaco contribuindo para o desenvolvimento de 

medicamentos inovadores. 

 

➢ Impacto na Saúde Pública e Ciência Farmacêutica 

- A pesquisa contribui para o enfrentamento da resistência bacteriana e pode inspirar 

futuras investigações para ampliar o arsenal do tratamento de infecções bacterianas. 
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