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RESUMO

Com 263 milhdes de casos estimados em 2023, a malaria permanece como
um grave desafio de saude publica global, agravado pelo aumento da resisténcia aos
antimalaricos convencionais. Nesse contexto, a falcipaina-2 (FP2), uma cisteino
protease essencial para a degradacédo da hemoglobina durante o ciclo intraeritrocitario
de Plasmodium falciparum, tem se destacado como um alvo terapéutico promissor.
Esta monografia apresenta uma revisao critica da literatura sobre inibidores de FP2,
com foco em suas propriedades estruturais, atividade biologica e limitacbes para o
desenvolvimento clinico. Foram identificados e analisados 16 compostos
pertencentes a nove diferentes classes quimicas, incluindo moléculas sintéticas,
derivados naturais e farmacos reposicionados. Os compostos mais promissores foram
o Composto 8, uma vinil sulfona com ICs, de 0,003 uM contra P. falciparum, e o
Composto 16, uma chalcona modificada com ICs, previsto de 13 nM frente a FP2.
Apesar da alta poténcia, ambos apresentam viola¢cdes a Regra dos 5 de Lipinski, o
gue indica a necessidade de otimizagcbes para melhorar suas propriedades
farmacocinéticas. Observou-se ainda que a maioria dos candidatos permanece em
fase pré-clinica, com lacunas importantes nos dados de farmacocinética, toxicidade e
seletividade. Diante desses achados, refor¢ca-se a importancia da continuidade dos
estudos envolvendo a inibicdo da FP2, com énfase em abordagens integradas de
modelagem molecular, triagem racional, sintese de novos derivados e validagcdo
experimental in vitro e in vivo. O avanco nesses aspectos pode contribuir
significativamente para a identificacdo de novos candidatos a farmacos antimalaricos
mais eficazes e seletivos.

Palavras-chave: falcipaina-2; inibidor; malaria; plasmodium.



ABSTRACT

With an estimated 263 million cases in 2023, malaria remains a serious global
public health concern, further aggravated by the growing resistance to conventional
antimalarial therapies. In this context, falcipain-2 (FP2), a cysteine protease essential
for hemoglobin degradation during the intraerythrocytic cycle of Plasmodium
falciparum, has emerged as a promising therapeutic target. This monograph presents
a critical literature review on FP2 inhibitors, focusing on their structural properties,
biological activity, and limitations for clinical development. A total of 16 compounds
were identified and analyzed, distributed across nine distinct chemical classes,
including synthetic molecules, natural derivatives, and repurposed drugs. The most
promising candidates were Compound 8, a vinyl sulfone with an ICs, of 0.003 uM
against P. falciparum, and Compound 16, a modified chalcone with a predicted I1Cs, of
13 nM against FP2. Despite their high potency, both compounds violate Lipinski’'s Rule
of Five, indicating the need for structural optimizations to improve their
pharmacokinetic profiles. Moreover, most of the candidates remain at the preclinical
stage, lacking essential data on pharmacokinetics, toxicity, and selectivity. These
findings reinforce the relevance of continued research on FP2 inhibition, with emphasis
on integrated strategies involving molecular modeling, rational screening, synthesis of
novel derivatives, and experimental validation in vitro and in vivo. Advances in these
areas may significantly contribute to the discovery of more effective and selective
antimalarial drug candidates

Keywords: falcipain-2; inhibitor; malaria, plasmodium.
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1 INTRODUCAO

1.1. Malaria no contexto contemporaneo: impacto global e demandas por novos
alvos moleculares

Maldria € uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Plasmodium, sendo as espécies P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e
P.knowlesi conhecidas como patdgenos humanos, transmitidos por mosquitos dos
géneros Anopheles (Fikadu e Ashenafi, 2023), enquanto o ultimo é prevalente no
sudeste asiatico, sendo também o causador da malaria simia. No Brasil, embora o
vetor esteja presente em cerca de 80% do territério nacional, aproximadamente 99,8%
dos casos concentram-se na bacia do rio Amazonas. A espécie P. vivax responde por
83,7% dos casos registrados, enquanto P. falciparum corresponde aos 16,3%
restantes. Embora a infec¢ao por P. vivax seja tradicionalmente considerada menos
letal que a causada por P. falciparum, o aumento de complicacbes graves como
malaria cerebral, insuficiéncia renal ou hepéatica, disturbios da coagulacdo sanguinea,
edema pulmonar, e choque aliado aos relatos de resisténcia a cloroquina tém gerado
crescente preocupacao (Ferreira et al., 2017).

Em escala global, estima-se que ocorreram 263 milhdes de casos de maléria
em 2023, com aproximadamente 597 mil mortes (OMS, 2023), o que representa um
aumento em relacdo aos 245 milhdes de casos registrados em 2020. Ambos os
numeros superam os 230 milhdes estimados no plano “Global Technical Strategy for
Malaria 2016-2030" (OMS, 2022). Parte desse aumento — cerca de 13,4 milhGes de
novos casos — € atribuido ao impacto causada pela pandemia de COVID-19 entre
2019 e 2021 (World Malaria Report, 2022; OMS, 2022). Como consequéncia, 0s 0bitos
também aumentaram nesse periodo. Observa-se, contudo, que desde 2015 nédo
houve progresso significativo na redugdo da mortalidade por malaria (Figura 1).
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Figura 1. Obitos relacionados & malaria no mundo (2000-2022).
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Fonte: IHME, Global Burden of Disease (2024) — with minor processing by Our World in DataWorld.
WHO, World Malaria report 2023.

Com o avanco no desenvolvimento de vacinas eficazes contra a malaria,
projeta-se uma possivel reducdo significativa nos casos e o6bitos relacionados a
doenca. No entanto, considerando a complexidade dos ensaios clinicos e a presencga
das fases sexual e assexual no ciclo de vida do Plasmodium, a previsdo para uma
aplicacao global efetiva permanece incerta. Ademais, mesmo com a disponibilidade
de vacinas, nao ha garantias de que estas chegardo adequadamente as regides mais
afetadas, especialmente no continente africano, que concentra cerca de 90% dos
casos globais (Fikadu e Asheanfi, 2023).

Diante desse cenério, o desenvolvimento de novos tratamentos continua sendo
essencial, especialmente para enfrentar a crescente resisténcia aos farmacos
atualmente utilizados. Uma das abordagens promissoras em investigacao € a inibicéo
da enzima falcipaina-2, por meio de diferentes compostos quimicos. Essa estratégia
explora a dependéncia do parasita pela hemoglobina eritrocitaria para a sintese de
aminoacidos essenciais (Pandey et al., 2025). O presente trabalho aborda os
mecanismos envolvidos na inibicdo da falcipaina-2, bem como exemplos relevantes

de compostos estudados com esse objetivo.
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1.2. Ciclo de vida do Plasmodium spp.

Plasmodium spp. sdo um protozoario unicelular que parasita os eritrocitos
humanos e apresenta duas fases distintas de reproducdo: uma fase sexuada, que
ocorre no intestino de mosquitos do género Anopheles apos a ingestao de sangue
contendo gametdcitos, e uma fase assexuada, que ocorre no hospedeiro humano
(Fundacdo Oswaldo Cruz, Rondbnia 2025). A infeccdo inicia-se com a picada do
mosquito, momento em que esporozoitos sdo inoculados na corrente sanguinea e
rapidamente migram para os hepatécitos, onde se replicam por esquizogonia. Essa
fase hepatica dura entre 6 e 18 dias para a maioria das espécies, com excecao de P.
falciparum, cuja duracdo € de 5 a 7 dias. Durante esse periodo, 0 parasita se
desenvolve em esquizontes contendo multiplos nucleos, gerando em média de 10.000
a 30.000 merozoitos, os quais eventualmente rompem as células hepaticas e sao
liberados na corrente sanguinea (Blut, 2009).

Em P. vivax e P. ovale, parte dos esquizontes pode entrar em laténcia,
originando os chamados hipnozoitos, responsaveis por recaidas clinicas que ocorrem
até seis meses apos a infeccdo primaria (Ministério da Saude, Guia Pratico de
Tratamento da Malaria no Brasil 2025). Uma vez na circula¢do, os merozoitos invadem
os eritrocitos, transformando-se em trofozoitos, que degradam a hemoglobina,

liberando novos merozoitos a cada ciclo e agravando progressivamente a doenca.

Figura 2. Ciclo de vida do Plasmodium
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Fonte: Sadikshya Dhakal, 2024 MicrobeNotes

1.3. Acao dos agentes P.falciparum, P.vivax e P.malariae

Embora sejam espécies do mesmo género e causem a mesma doenca, a
intensidade dos quadros clinicos varia significativamente entre P.falciparum, P. vivax
e P. malariae. Todas as espécies invadem hemacias humanas por meio do complexo
P113-RH5 presente na superficie do merozoito que se liga nos receptores basigina
na superficie das hemoglobinas, com o objetivo de obter aminoacidos essenciais
como principalmente isoleucina, o qual apds degradacdo em seu vacuolo digestivo
gera hemozoina (Sherman, 1977) , porém, segundo a Fiocruz, dentre as espécies, P.
falciparum se destaca por sua alta viruléncia, caracterizada por sua intensa replicacéo
e maior consumo de hemoglobina, levando a maior destruicdo de até 25% das
hemacias infectadas e a consequente anemia severa sendo considerada a forma mais
agressiva de maléria. Além disso, as hemacias parasitadas por P. falciparum sofrem
alteracOes estruturais que permitem sua adesdo entre si e as paredes dos vasos
sanguineos, formando pequenos coagulos que podem causar tromboses e embolias
(FIOCRUZ, 2025)

Por outro lado, as infec¢des por P. vivax e P. malariae sao geralmente menos
severas e apresentam caracteristicas clinicas semelhantes entre si. Essas espécies
causam a destruicdo de menos de 1% das hemacias, mas tendem a persistir por mais
tempo no figado, contribuindo para recaidas e episédios prolongados da doenca. Além
disso, estdo associadas a plaquetopenia, o que pode dificultar tanto o diagnéstico
guanto o tratamento (FIOCRUZ, 2025).

De forma geral, os sintomas da maléria incluem febre alta, calafrios, tremores,
sudorese e cefaleia. Nos casos graves, podem estar presentes prostracao, alteracoes
de consciéncia, dispneia ou hiperventilagcdo, convulsdes, hipotensao arterial, choque
e hemorragias (BRASIL, 2025)

1.4 Terapia utilizada atualmente

A terapia antimalarica no Brasil é definida com base em protocolos
padronizados do Ministério da Saude, os quais consideram a gravidade clinica da
infeccdo (formas simples ou complicadas) e a espécie de Plasmodium envolvida.

Essas diretrizes estdo em consonancia com as recomendac¢des da Organizagao


https://microbenotes.com/author/sadikshya-dhakal/
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Mundial da Saude (OMS), que preconiza o uso de terapias combinadas a base de
artemisinina (ACTs) como primeira linha para infec¢des por P. falciparum, devido a
sua eficacia comprovada e menor risco de resisténcia.

Para infeccdes por P. vivax ou P. ovale, 0 esquema terapéutico inclui cloroquina
por trés dias, associada a primaquina por sete dias, esta Ultima responsavel por
eliminar as formas hepaticas dormentes (hipnozoitos), prevenindo recaidas. Contudo,
a primaquina é contraindicada em gestantes, lactantes até um més pdés-parto e
criancas menores de seis meses. Nesses casos, administra-se apenas a cloroquina,
podendo-se considerar cloroquina profilatica em gestantes.

Ja para P. malariae, o tratamento segue o0 mesmo esquema de cloroquina, mas
sem necessidade de primaquina, uma vez que essa espécie ndo forma hipnozoitos.

No caso de P. falciparum, sdo utilizados ACTs, como artemeter + lumefantrina
ou artesunato + mefloquina, ambos por trés dias, com adicdo de uma dose Unica de
primaquina para eliminar os gametocitos e reduzir a transmissao. Em infec¢des mistas
(ex: P. falciparum + P. vivax), 0 mesmo esquema com ACTs é mantido, associado a
primaquina por sete dias.

Para casos graves ou complicados, o tratamento deve ser iniciado com
artesunato intravenoso ou intramuscular por pelo menos 24 horas. Apos estabilizacdo
clinica, faz-se a transicdo para o tratamento oral adequado a espécie identificada
(Quadro 1).

Quadro 1. Farmacos da terapia padronizada e seus mecanismos de agao.

Farmaco Mecanismo de acao Estrutura Quimica

_ Inibicdo da heme polimerase HNJ\/\/N\/
Cloroquina gerando aumento de heme L
intracelular

C N/

~° N

. , N&o é completamente entendido, -~

Primaquina . N N
interfere na mitocondria L
H;N/v\l/
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. Inibica Agi xual
Artemisina b (;aoldc.) estagio assexual e
estagio V gametocito
Inibicdo de acido nucleico e sintese
Artemeter )
proteica
Inibicdo de acido nucleico e sintese
Lumefantrina proteica e da formagao de B-
hematina
Artesunato Metabolizacdo em radicais livres
Mefloquina | Incerto, Inibicdo de sintese proteica N
=

Fonte: Autor

1.5 Atuacéo de falcipaina-2 (FP2) no ciclo parasitéario

A falcipaina-2 (FP2) € uma cisteino protease da familia das enzimas tipo papaina,
com aproximadamente 27 kDa, localizada no vacuolo digestivo do Plasmodium
falciparum. Durante a fase de trofozoito, a FP2 atua na hidrdlise da hemoglobina,
enquanto na fase esquizonte, cliva proteinas estruturais dos eritrécitos, como
anquirina e proteina 4.1, essenciais para a estabilidade da membrana celular (Ettari
et al., 2009).

Essa enzima é considerada fundamental para a sobrevivéncia do parasita, pois
garante o suprimento de aminoacidos e mantém o equilibrio osmético intracelular
(Paula, 2017). Em funcéo de sua importancia funcional, a FP2 tem sido amplamente
estudada como um alvo terapéutico estratégico, visto que sua inibicdo pode
comprometer a viabilidade do parasita, reduzindo sua viruléncia e capacidade de

replicacdo no hospedeiro humano.
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Figura 3. Arquitetura da membrana eritrocitdria mostrando a disposi¢do de
importantes proteinas integrais e proteinas que formam o citoesqueleto celular.
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Fonte: Pinto, W. de J.; Marialva, J. E. de; Guida Cardoso, S. M.; Arcanjo Areas, M. Topologia das
principais proteinas da membrana e do citoesqueleto eritrocitario. Revista de Ciéncias Médicas e
Biologicas, Salvador, v. 12, n. 1, p. 106-120, jan./abr. 2013.

Outras cisteino proteases foram consideradas, descobriu-se que falcipaina-1
embora possa ter alguma importancia na invasdo do eritrocito, demonstrou ser
dispenséavel para o desenvolvimento intraeritrocitico conforme mostram estudos de
interrupcdo génica, ja as isoformas falcipaina-3 (FP3) e falcipaina 2° (FP2’) que
compartilham respectivamente uma semelhanca de 66,7% e 93% de identidade com
FP2 (Boyom et al, 2010) também sdo capazes de hidrolisar hemoglobina, a
semelhanca da FP2, isso foi descoberto pela interrupcéao do gene de falcipaina-2 que
levou a apenas um bloqueio temporario na hidrolise da hemoglobina (Rosenthal,
2004), e por isso acabam sendo consideradas juntas a FP2 em algumas pesquisas
pois sdo também atuantes no mesmo substrato e inibidas pelas mesmas moléculas
(Machin et al, 2019), além de que FP2 é mais abundante e sensivel a inibidores
comparado as duas isoformas, embora sua atividade seja ainda de menor
contribuicdo, seu genoma inclui outras cisteino proteases porém ainda sem

caracterizacao bioquimica o que as tornam possiveis alvos terapéuticos.
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2. Inibidores de FP2

Apés a identificacdo da FP2 como alvo essencial no metabolismo do Plasmodium
falciparum, diversos estudos foram direcionados ao desenvolvimento de inibidores
capazes de bloguear sua atividade proteolitica. O interesse por esse alvo terapéutico
remonta a década de 1990, mas, até o0 momento, nenhuma molécula foi aprovada
clinicamente com acao especifica sobre FP2 (Pandey et al., 2025)

A maioria das triagens iniciais envolveu inibidores peptidicos ou peptidomiméticos,
gue, embora potentes, apresentam baixa estabilidade in vivo, devido a
susceptibilidade a degradacé&o proteolitica e baixa biodisponibilidade oral (Chakka et
al., 2015). Esses compostos geralmente apresentam grupos farmacoforicos reativos,
como vinil sulfonas, halometil cetonas e aldeidos, 0s quais atuam sobre o sitio
catalitico da FP2.

Mais recentemente, outras classes quimicas tém sido investigadas, incluindo
iIsoquinolinas, tiossemicarbazonas, chalconas, compostos naturais, e derivados
heterociclicos, com o objetivo de encontrar moléculas mais seletivas e estaveis, que
nao interfiram nas cisteino proteases humanas estruturalmente semelhantes, como
as catepsinas (Machin et al., 2019).

A seguir, serdo abordadas as principais classes de inibidores descritas na
literatura, com énfase em suas estruturas, mecanismos de agdo, poténcias (ICs,),
dados in vivo e limita¢des identificadas, das quais 16 moléculas foram selecionadas a
partir de revisdo bibliografica de artigos obtidos em portais como PubMed Springer,
ACS, ScienceDirect e outros utilizando as palavras-chave falcipain-2, inhibitors e FP2,

priorizando valores de I1Cso junto ao nivel de evidéncia demonstrado.

Quadro 2 - Inibidores de FP2 avaliados

H Molécula ‘ Classe Resultado
o}
{ O ‘ Composto 1 | Chalcona FP2 ICs0 8,8 mM
0 = NO,
o]
HO OH

P. falciparum W2 (ICsos
Composto 2 | S.Juglandifolia 16,5 uM) e FP2 (ICsos
35,4 uM)
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UM, (catepsina L) 8,4 uM

HQ OH
o - P. falciparum W2 (ICsos
Composto 3 | S.Juglandifolia 13.0 uM) e FP2 (6.1 uM)
A
HO
@Y Ki (uM) 0,93 / FP2
s Composto 4 | Pirazol-hidrazina Binding free energy
i o ligand (kcal/mol) -=10,02
. Ki (uM) 1,14 / FP2
,_ Composto 5 | Pirazol-hidrazina Binding free energy
[ 5 ligand (kcal/mol) -8,11
. . . ICso0 de 0,033 pM/mL
Composto 6 | Pirazol-hidrazina P_berghei
’N
N Composto 7 | Pirazol-hidrazina | /=0 d€ 6,706 pM/mL
D sonn P.berghei
T i iy . |ICso (UM) P.falciparum
0)\%‘/\{\/@@” Composto 8 | Grupamento vinil | o375 o L
e )—Q ICso P.falciparum = 9,3
N\( & oy Composto 9 | Vinil cetona UM, Ki (catepsina B) 6
O\)T(N\/LN/k/\ UM, (catepsina L) 5,9 um
. o ICs0 P.falciparum =12
' N\(“);‘/_Q fg mposto Vinil éster UM, Ki (catepsina B) 7,3
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? @ Composto
ol ‘ 11

Suramina ICs0 de 95 nM FP2
OOz
=i T
- O‘ O Composto Curamina- ICso de 4,21 pg/ml
n 12 pirazolina P.berghei e P.falciparum

Composto

g 13

Indol carboxamida

PfICs0 12,16 uM e 8,56
UM, Enzyme Inhibition
(%) 51 e 62, Dock Score
(kcal/mol) -7,76 —9,66
contra FP2 e FP3

PflCso 14,71 uM e 9,98
MM, Enzyme Inhibition

(fjr)mposto Quinolinil oxamida | (%) 53 e 61, Dock Score
(kcal/mol) -9,03 -7,07
contra FP2 e FP3

Composto i ICs0 (UM) 82,57, Ki (M)

15 Tetraciclinas 137 EP2

(1:é)mpost0 Chalcona ICsopreso 13 nM FP2

Fonte: Autor

2.1 Chalconas

As chalconas constituem uma classe de compostos sintéticos e naturais

amplamente estudada por suas diversas atividades bioldgicas, incluindo acdes anti-

inflamatéria, antidiabética, antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, antiparasitaria e

neuroprotetora (Salehi et al., 2021).
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No contexto da malaria, as chalconas tém se mostrado promissoras por
apresentarem mecanismos de interacdo diferenciados com a FP2, ligando-se em
regidbes posteriores a fenda catalitica da enzima, ao contrario dos inibidores
convencionais, que atuam diretamente no sitio ativo. Essa caracteristica estrutural é
relevante, pois as diferencas entre as falcipainas e as catepsinas humanas ocorrem
justamente nessas regides alostéricas, favorecendo a seletividade da inibicdo (Machin
et al., 2019).

Entre os derivados estudados, destaca-se o composto EC48 (Composto 1), que
apresentou Concentracao inibitoria de 50% (ICs,) de 8,5 uM e estrutura cristalografica
resolvida em 3,45 A. Em outro estudo com chalconas hibridas, como lactona-chalcona
e isatina-chalcona, foram triadas virtualmente mais de 2,6 milhdes de compostos, com
destaque para o Composto 125-1-1-H-lki-128 (Composto 16), que apresentou ICso
previsto de 13 nM (Koffi et al., 2019). Estes resultados reforcam o potencial dessa

classe como plataforma de otimizacéao racional para inibidores seletivos de FP2.

2.2 Sorindeia juglandifolia

A planta africana Sorindeia juglandifolia, pertencente a familia Anacardiaceae, tem
sido fonte de compostos bioativos com potencial antiplasmodico e inibitério da
falcipaina-2. Encontrada em paises como Gab&o, Congo, Camardes, Costa do Marfim
e Mali, essa espécie tem como principais constituintes ativos: acido 2,3,6-
trildroxibenzoico (Composto 2) e 2,3,6-trihidroxibenzoato de metila (Composto 3).

Ambas as substancias foram isoladas e purificadas a partir do fruto da planta e
demonstraram atividade significativa contra a linhagem resistente a cloroquina
P.falciparum W2, com ICso de 16,5 uM e 13,0 uM, respectivamente. Além disso,
inibiram a atividade da FP2 com ICso de 35,4 uM e 6,1 uM (Kerr et al., 2009; Kamkumo
et al., 2012; Kang et al., 2014).

No modelo in vivo com P. berghei, 0 Composto 2 demonstrou efeito supressor e
curativo em doses de 44,9 mg/kg e 42,2 mg/kg, respectivamente. A administracéo oral
foi considerada segura, com dose méxima tolerada de 7 g/kg em ratos, sugerindo um
bom perfil toxicolégico preliminar. Apesar dos resultados promissores, nenhum estudo
subsequente aprofundou essas investigacdes desde 2014, e os compostos de S.

juglandifolia passaram a ser citados apenas em revisdes. Isso ressalta a necessidade
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de retomada e aprofundamento dos estudos com compostos naturais, especialmente

aguelas com atividade confirmada contra FP2 (Kang et al., 2014)

2.3 Pirazol-hidrazina

Os derivados de pirazol-hidrazina vém ganhando destaque como potenciais
inibidores da falcipaina-2 (FP2), em razdo de sua versatilidade estrutural e ampla
gama de atividades biologicas ja descritas, incluindo efeitos anticancer,
antimicrobianos, antivirais, anti-inflamatorios e antiparasitarios (Aziz et al., 2020).

Dois estudos recentes relataram a atividade de quatro compostos com esse nucleo
guimico, sendo que dois deles — BepBeH (Composto 4) e BepINH (Composto 5) —
consistem em derivados de base de Schiff. Esses compostos apresentaram
desempenho notavel in vivo, promovendo significativa reducdo da carga parasitaria
em camundongos infectados, com valores de 0,76 e 0,79 no terceiro dia de
tratamento, em comparacdo com o controle negativo (16,37), a supressdo da
parasitemia ultrapassou 95% com doses de 15 mg/kg, valor comparavel a eficacia do
tratamento padrdo com artemeter + lumefantrina (99,38%) (Ibezim et al., 2022).

Estudos de modelagem molecular revelaram que a afinidade de ligagdo da FP2 ao
Composto 4 foi superior a do Composto 5, com energia livre de ligacdo estimada em
-10,02 kcal/mol (Ki = 0,93 pM) para o primeiro, e —8,11 kcal/mol (Ki = 1,14 uM) para o
segundo. Esses dados reforcam o potencial dos derivados de pirazol-hidrazina como
inibidores de FP2 com alta afinidade pelo alvo catalitico (Ibezim et al., 2022)

Outros dois compostos da mesma classe (Compostos 6 e 7) também foram
avaliados quanto a atividade antiplasmédica in vivo. O Composto 6 demonstrou 70,2%
de supressado parasitaria, com ICsp de 0,033 pM, enquanto o Composto 7 atingiu
90,4% de supresséo e ICso de 6,706 puM/mL. No entanto, apesar da elevada inibicao,
0 Composto 7 ndo prolongou significativamente o tempo de sobrevida dos animais
tratados, alcancando apenas 7,7 dias em comparacao aos 7,0 dias do grupo controle.
A reducédo da dose a metade resultou em aumento expressivo da sobrevida (9,8 dias),
sugerindo que a toxicidade em doses mais altas pode comprometer seu uso
terapéutico (Berhe et al., 2024).

A toxicidade aguda dos derivados pirazol-hidrazina acoplados a bases de Schiff foi
considerada moderada, com dose letal mediana de 50% (LDso) estimado em 141,42

mg/kg. Esses resultados indicam que, embora esses compostos apresentem
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excelente potencial inibitério contra FP2 e atividade antiparasitaria significativa,
ajustes estruturais e avaliacdo mais aprofundada de seguranca sao necessarios para

avancar no desenvolvimento pré-clinico.

2.4 Grupamentos Vinil

Os grupamentos vinil, representados pela estrutura geral CH.=CH-R, tém se
mostrado verséateis em sintese organica e no desenvolvimento de farmacos com
diversas aplicacOes terapéuticas. Dentre esses, as vinil sulfonas se destacam por
exibirem atividades anti-HIV, antitumorais, antitrypanossémica., antibacterianas e
antiparkinsonianas, ja no contexto da maldria, compostos contendo este grupo
funcional demonstraram notavel atividade inibitéria contra a falcipaina-2 (FP2) (Tong
et al., 2024).

Em um estudo classico conduzido por Rosenthal et al. (1996), dez compostos
derivados de vinil sulfonas foram avaliados in vitro quanto a sua capacidade de inibir
FP2 de P. falciparum e P. vinckei. O composto Mu-Leu-HphVSPh (Composto 8) se
destacou por suas poténcias, apresentando ICso de 0,003 puM contra P. falciparum,
embora sua eficacia tenha sido reduzida contra P. vinckei (ICso = 0,2 uM), sugerindo
gue mudancas na sequéncia peptidica podem alterar a especificidade para a enzima
parasitica. Essas moléculas também causaram inchaco no vacuolo digestivo dos
parasitas, um marcador morfolégico de inibicdo da degradacdo da hemoglobina
(Rosenthal et al., 1996).

Além disso, foi observado que esses compostos ndo eliminavam imediatamente
0s parasitas, mas impediam seu desenvolvimento por bloguear o acesso a
aminoacidos essenciais. O ensaio de contagem de formas anelares (pré-trofozoitos)
demonstrou ser mais sensivel para detec¢do do efeito inibitério do que os ensaios
baseados em captacao de hipoxantina radiomarcada. O tratamento oral com 30 mg/kg
por 28 dias ndo gerou sinais aparentes de toxicidade ou patologias em modelos
animais, reforcando o potencial terapéutico da classe (Rosenthal et al., 1996).

Em um segundo estudo, Ettari et al. (2009) ampliaram a investigacdo sobre a
familia dos grupamentos vinil ao avaliar compostos derivados de vinil cetonas, vinil
ésteres, amidas e nitrilas. Os compostos mais ativos foram os derivados de vinil
cetona (Composto 9) e vinil éster (Composto 10), que apresentaram ICso de 9,3 uM e

12 uM contra FP2, respectivamente. Ambos também foram testados contra catepsinas
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B e L humanas, com valores de Ki variando entre 5,9 e 8,4 uM. No entanto, o
Composto 9 foi considerado toxico para a monocamada celular e instavel em solucao
100% DMSO para células hospedeiras, enquanto o Composto 10 demonstrou o
melhor equilibrio entre poténcia, seletividade e permeabilidade, sendo apontado como
o candidato mais promissor da série.

Esses resultados destacam o grupamento vinil como uma subestrutura
farmacoférica relevante para a inibicdo da FP2, com diferentes variacées estruturais
gue podem ser exploradas para melhorar a seletividade e reduzir a toxicidade. Em
especial, o Composto 8 segue como um dos mais potentes inibidores identificados até
hoje, com forte base experimental e aplicabilidade terapéutica potencial (Ettari et al.,
2009)

2.5 Suramina

A suramina é um farmaco antiparasitario desenvolvido no inicio do século XX,
utilizado clinicamente até hoje no tratamento da tripanossomiase africana. Apesar de
seu uso consolidado em outras doencas tropicais negligenciadas, sua aplicacdo no
contexto da malaria tem sido explorada mais recentemente com foco na inibicdo da
falcipaina-2 (FP2). Em um estudo conduzido por Marques et al. (2013), foi
demonstrado que a suramina, na concentracdo de 200 nM, foi capaz de inibir a
atividade hemoglobinasica mediada por FP2, impedindo a clivagem da hemoglobina
em ensaios enzimaticos in vitro. Esse efeito foi confirmado também em ensaios com
substrato fluorogénico, reforcando a eficacia da suramina como inibidor funcional da
enzima.

A investigacdo da interacdo entre suramina e FP2 revelou um padrdo
estequiométrico de ligacdo, sugerindo que a molécula atua de forma direta e
especifica sobre o alvo proteolitico. A ligacdo foi acompanhada por alteracdes na
fluorescéncia intrinseca da FP2, o que refor¢a sua acdo como inibidor reversivel por
ocupacao do sitio de ligacdo (Marques et al., 2013). Além da molécula original, foram
testados diversos analogos estruturais da suramina, nos quais os grupos metil foram
substituidos por diferentes radicais — desde substituintes polares, contendo
heteroatomos e halogénios, até cadeias alquilicas, fendis e grupos metoxila. De
maneira geral, esses analogos mantiveram a poténcia inibitéria em nivel nanomolar,

com valores de ICso proximos a 95 nM. A substituicdo mais efetiva foi a de um
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hidrogénio, sugerindo que modificagdes volumosas podem comprometer a eficiéncia
de ligacdo a FP2 (Marques et al., 2013)

Apesar da atividade potente e do historico clinico da suramina, um dos
principais obstaculos a sua aplicagdo como antimalérico reside em sua falta de
seletividade. A suramina apresenta multiplos alvos moleculares, o0 que resulta em
toxicidade sistémica significativa como nefro toxicidade, dermatites, anemia,
neuropatia periférica e toxicidade a medula 6ssea. Essa caracteristica limita seu uso
terapéutico direto contra Plasmodium, embora forneca uma base estrutural valiosa
para o desenvolvimento de novos derivados com maior especificidade pela FP2 e
menor risco de efeitos adversos (Wiedemar et al., 2020)

Assim, a suramina representa um exemplo classico de reposicionamento
farmacologico, no qual uma molécula com perfil terapéutico conhecido é redirecionada
para um novo alvo. Embora seus analogos apresentem potencial, sua otimizagédo
requer abordagens que priorizem seletividade, farmacocinética favoravel e baixa

toxicidade (Marques et al., 2013)

2.6 Cumarina-pirazolina

As cumarinas sdo metabdlitos naturais amplamente distribuidos em diversas
espécies vegetais e tradicionalmente utilizadas como aromatizantes em cosméticos e
produtos alimenticios. No entanto, além de sua funcdo sensorial, diversas cumarinas
demonstram propriedades farmacologicas relevantes, como atividade anti-
inflamatoria, anticoagulante, anti-hipertensiva, anticonvulsivante, antioxidante,
antimicrobiana e neuroprotetora (Flores-Morales et al., 2023).

No contexto do combate a maléaria, Himangini et al. (2018) exploraram a sintese
de 15 derivados hibridos contendo as estruturas de cumarina e pirazolina, 0os quais
foram avaliados in vitro contra cepas de Plasmodium falciparum, sensiveis e
resistentes a cloroquina. Os compostos com melhor desempenho foram entéo
selecionados para avaliacao in vivo em modelo murino infectado por P. berghei. Entre
eles, o Composto 12 apresentou atividade moderada, com ICso de 4,21 mg/mL, e foi
capaz de conferir protecdo completa aos animais tratados com 24 mg/kg por 4 dias.

A partir desses resultados, o Composto 12 foi submetido a ensaios de docking
molecular com FP2. As simulag¢des indicaram que sua ligagdo ocorre de forma

semelhante a de inibidores epoxissuccinatos classicos, com interacao significativa no
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sitio catalitico da enzima. Essa interagcdo sugere um mecanismo competitivo ou
semicompetitivo de inibicdo da FP2, sustentando sua utilidade como ponto de partida
para o desenvolvimento de novos derivados com perfil antiparasitario otimizado.
Apesar de seu potencial, a classe cumarina-pirazolina ainda requer melhorias
estruturais para alcangar poténcias comparaveis a outras classes mais desenvolvidas,
como as vinil sulfonas ou as chalconas modificadas. Ainda assim, seus resultados
positivos em modelos animais, aliados ao bom perfil de seguranca e a base em
produtos naturais, conferem relevancia ao grupo como um candidato viavel na busca

por novos inibidores seletivos de FP2.

2.7 1,2,4-Trioxano

Os trioxanos, particularmente os derivados 1,2,4-trioxano, constituem uma
classe de compostos amplamente reconhecida na farmacologia antimalarica devido
ao seu papel como nucleo ativo da artemisinina, um dos principais agentes utilizados
no tratamento da malaria desde os anos 1970. Aléem de sua eficacia contra as formas
assexuadas do parasita, os trioxanos tém demonstrado potencial adicional em
aplicagOes anticancer e antibacterianas (Kumar et al., 2011).

Em um estudo recente, Ghosh et al. (2021) utilizaram abordagens
computacionais para o planejamento racional de novos inibidores de falcipaina-2
(FP2) com base no esqueleto 1,2,4-trioxano. Foram gerados e avaliados 15 derivados
sintéticos, desenvolvidos por meio de modificacdes moleculares guiadas por
ferramentas de planejamento assistido por computador (CADD). O estudo envolveu
triagem por docking molecular utilizando o protocolo LibDock, seguido por analises de
drug-likeness, predicdo de propriedades de Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo,
Excrecao e Toxicidade (ADMET) e simulagdes de dinamica molecular.

Dois compostos se destacaram por seus altos escores de docking, com valores
de LibDock de 117,166 e 117,200, indicando elevada afinidade tedrica com o sitio
ativo de FP2. Ambos apresentaram perfis farmacocinéticos satisfatorios, com
parametros favoraveis de solubilidade, permeabilidade e toxicidade predita,
demonstrando conformidade com critérios de drug-likeness. As simulacdes de
dindmica molecular confirmaram a estabilidade dos complexos ligante-enzima ao
longo do tempo, reforcando a viabilidade desses compostos como candidatos a

inibidores seletivos.
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Embora esses trioxanos ainda nao tenham sido avaliados in vitro ou in vivo, 0s
resultados computacionais sugerem que tais estruturas podem representar uma nova
geracdo de inibidores de FP2, com potencial para combinar a eficacia das
artemisininas com a seletividade molecular desejada para farmacos modernos. Esses
dados reforcam a utilidade de abordagens in silico como ferramenta inicial na triagem

e otimizacao de compostos bioativos.

2.8 Indol-carboxamida e derivado de quinolinil-oxamida

O uso de triagem virtual e docking molecular tem sido uma estratégia eficaz na
identificacdo de novos inibidores da falcipaina-2 (FP2), especialmente entre
compostos que apresentam potencial de acdo multitarget, como os derivados de indol-
carboxamida e quinolinil-oxamida. Em um estudo conduzido por Rana et al. (2020),
16 compostos candidatos foram selecionados a partir de triagens in silico e testados
guanto a sua atividade inibitéria frente as enzimas FP2 e FP3 de Plasmodium
falciparum.

Dois compostos destacaram-se por sua atividade: o Composto 13, um derivado
de indol-carboxamida, e o Composto 14, derivado de quinolinil-oxamida. O Composto
13 apresentou ICso de 12,16 pyM para FP2 e 8,56 pM para FP3, com inibigdo
enzimatica de 51% e 62%, respectivamente, além de apresentar pontuacdo de
docking (Docking Score) de —7,76 kcal/mol e —9,66 kcal/mol. O Composto 14, por sua
vez, apresentou ICso de 14,71 uM (FP2) e 9,98 uM (FP3), com inibicdo de 53% e 61%,
e Docking Scores de -9,03 kcal/mol e —=7,07 kcal/mol. Esses resultados indicam que
ambos os compostos possuem afinidade relevante por FP2 e FP3, reforcando seu
potencial como inibidores duais.

Além da avaliacdo bioquimica, os compostos foram testados quanto a sua
capacidade de interferir no desenvolvimento parasitario, por meio da observagéo
morfologica e da contagem de formas anelares do P. falciparum. O Composto 14 foi
capaz de inibir a formacdo de novos anéis por até 46 horas, efeito que foi revertido
parcialmente apés esse periodo, devido a inabilidade de manter concentracao efetiva
no vacuolo digestivo, possivelmente em razdo de sua menor lipofilicidade e

permeabilidade. Ja o Composto 13 apresentou interrupcdo completa do
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desenvolvimento parasitario por até 54 horas, indicando efeito mais duradouro e
potente.

Esses compostos foram comparados a um inibidor classico de cisteino
proteases e demonstraram efeitos semelhantes, com a vantagem adicional de
atuarem sobre duas isoformas de falcipaina. Tais caracteristicas tornam os derivados
de indol e quinolinil promissores candidatos a otimizagdo, especialmente em
estratégias que visam inibidores multitarget com seletividade para enzimas

parasitarias devido ao risco reduzido de resisténcia.

2.9 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibioticos de amplo espectro largamente utilizados no
tratamento de infeccdes bacterianas, sendo caracterizadas por um perfil de acéo
bacteriostatica que envolve a inibicdo da subunidade ribossomal 30S, bloqueando a
sintese proteica em organismos procariontes (Shutter e Akhondi, 2023). Apesar de
seu uso classico como antimicrobianos, essas moléculas também tém sido avaliadas
guanto ao seu potencial de inibicdo da falcipaina-2 (FP2), com foco em mecanismos
alternativos de agao.

No estudo de Hernandez Gonzalez, J. E. et al, a metaciclina (Composto 15) foi
testada como possivel inibidor da FP2, apresentando um ICso de 82,57 uM e Kj de 137
UM. A partir desse achado inicial, outros derivados comerciais de tetraciclina foram
investigados, incluindo minociclina, doxiciclina, tetraciclina, clortetraciclina e
oxitetraciclina (incluir na tabela). Todos demonstraram inibicdo da FP2 em
concentragcdes submilimolares, com valores de ICso variando entre 78,26 e 111,8 pM,
e Ki entre 121 e 190 uM, indicando consisténcia na inibicdo de FP2 associada a
estrutura plana e altamente funcionalizada das tetraciclinas, limitando sua interacao
com bolsos hidrofobicos profundos da FP2.

As andlises de ligacdo revelaram que as tetraciclinas atuam por mecanismo
nao competitivo, ligando-se a um sitio alostérico da FP2, diferente do sitio catalitico,
essa interacdo foi confirmada por simulacdes de dindmica molecular, que indicaram
uma energia de ligacao livre (AGbind) de -5,7 kcal/mol para a metaciclina um valor
considerado adequado, além de mudancas conformacionais na enzima que

comprometem sua atividade catalitica.



29

A descoberta de um sitio alostérico funcional abre novas perspectivas para o
desenvolvimento de inibidores de FP2 com mecanismos de acao diferenciados, o que
pode contribuir para a superacdo de problemas relacionados a seletividade e
toxicidade observados em inibidores que atuam diretamente no sitio ativo. Apesar da
baixa poténcia observada nos derivados testados, a estrutura das tetraciclinas pode
servir como modelo para o desenvolvimento de novos compostos com maior afinidade
e seletividade, especialmente por meio da exploracdo racional do sitio alostérico

identificado.

3. PERSPECTIVAS FUTURAS

Entre as classes quimicas analisadas, duas se destacaram pelo alto potencial
terapéutico: as vinil sulfonas e as chalconas modificadas. Representada pelo
Composto 8, a classe das vinil sulfonas apresentou a mais baixa atividade inibitéria
(ICso = 0,003 uM) contra Plasmodium falciparum, com seletividade para a FP2 e
auséncia de toxicidade em modelos murinos, mesmo apos 28 dias de tratamento
oral. J& o Composto 16, uma chalcona hibrida planejada por modelagem molecular,
demonstrou um ICs, previsto de 13 nM frente a FP2 e apresenta vantagens
estruturais, como potencial de ligacdo em regides alostéricas da enzima,
favorecendo seletividade em relagcéo as catepsinas humanas.

Ambos 0s compostos, embora potentes, violam critérios da Regra dos 5 de
Lipinski, incluindo peso molecular elevado e numero excessivo de aceptores de
hidrogénio. Apesar disso, a eficacia in vivo (Composto 8) e os resultados robustos in
silico (Composto 16) reforcam seu potencial como pontos de partida para
otimizagBes quimicas. Portanto, estratégias futuras devem focar na modificagéo
racional dessas estruturas, visando aumentar a seletividade, reduzir a reatividade
dos grupos funcionais e melhorar parametros farmacocinéticos.

Além da otimizacdo dessas classes, recomenda-se 0 uso integrado de
abordagens computacionais — como dinamica molecular, predi¢cdo de propriedades
ADMET e triagem virtual — em sinergia com validagdes in vitro e in vivo, para

acelerar o processo de desenvolvimento. A exploragéo de compostos multitarget,
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que atuem sobre FP2 e outras cisteino proteases, como FP3 e FP2’, também pode
contribuir para melhorar a eficicia terapéutica e mitigar a resisténcia.
Adicionalmente, considerando a predominancia de P. vivax no Brasil, torna-se
urgente a caracterizacdo da FP2 dessa espécie, bem como o teste cruzado dos
inibidores em diferentes variantes enzimaticas. Essas a¢fes podem ampliar o
espectro de aplicagcado dos compostos desenvolvidos e contribuir para a elaboragéo
de terapias mais abrangentes e eficazes. Assim, as investigacdes futuras sobre
inibidores de FP2 devem priorizar compostos com base experimental sélida, como
0s compostos 8 e 16, além de incorporar avaliagdes farmacologicas e toxicoldgicas

completas que possibilitem sua transicdo do meio académico para o contexto clinico.

Quadro 3- Propriedades fisico-quimicas preditas virtualmente via pkCSM e atividade

biologica declarada dos compostos 8 e 16

ProprleQades Composto 8 Composto 16
da molécula
Estrutura
quimica
Peso molecular 763,936 783,232
LogP 2,0668 5,50858
Ligacoes 18 14
Rotacionaveis
Aceptores 12 12
Doadores 5 3
Area de 304,793 325,528
superficie
ICs0 0,003 uM 13 nM
Teste P.falmparum Enzimatico
In vivo

Fonte: Autor



31

4. CONCLUSAO

Nesta monografia, foi analisado o potencial terapéutico da falcipaina-2 (FP2)
como alvo farmacolégico para o tratamento da maléria, por meio da revisao critica de
16 inibidores pertencentes a 9 classes quimicas distintas. Os compostos selecionados
incluiram moléculas sintéticas, derivados naturais e fArmacos reposicionados.

Entre os destaques, observaram-se o Composto 8, uma vinil sulfona com ICs, de
0,003 uM contra P. falciparum, e o0 Composto 16, uma chalcona modificada com ICs,
previsto de 13 nM frente a FP2. Apesar de violacGes a Regra de Lipinski, os dois
apresentaram perfis promissores em termos de poténcia e seletividade.

A andlise geral indicou que a maioria dos inibidores permanece em estagios pré-
clinicos, sem progressao significativa nos ultimos anos, o que representa um contraste
preocupante frente ao aumento da resisténcia aos antimalaricos convencionais.
Dessa forma, a falcipaina-2 se mantém como um alvo validado e promissor, cujo
bloqueio interfere diretamente na sobrevivéncia do parasita, justificando o

investimento em novas estratégias de inibicao.
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