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Artemisinina € uma lactona sesquiterpénica com um grupamento endoperoxido, a qual vem sendo usada contra
cepas de Plasmodium falciparum resistentes ao tratamento com cloroquina. Os compostos endoperdxidos agem
supostamente no grupo heme levando a redugéo da ligagédo perédxido e producéo de radicais que podem matar o
parasito. Estudos recentes mostraram que a artemisinina pode inibir a enzima ATPase calcio-dependente (PfATPG6)
localizada no reticulo sarco/endoplasmatico, ou seja, fora do vacuolo do parasito Plasmodium falciparum.
Atualmente, a malaria mata mais do que a AIDS e o pressuposto da crescente resisténcia adquirida pelo parasito
aos farmacos atuais endossa a necessidade pela busca de novas alternativas terapéuticas. Para a realizagdo do
estudo foi feito um levantamento bibliografico nos principais livros e peridédicos indexados no portal CAPES. A
artemisinina e os endoperoxidos séo representantes de uma nova classe de farmacos antimalaricos. Devido a
resisténcia adquirida pelo parasito aos derivados quinolinicos, a artemisinina e seus derivados estdo sendo
empregados como terapia de escolha para o tratamento de malaria. O mecanismo de ag&o destas substancias,
embora ainda nao totalmente esclarecido, € completamente diferente dos antimalaricos convencionais, sendo,
portanto, uma nova esperanca para o tratamento da maléria. Este artigo € a segunda parte de uma revisédo sobre o
provavel mecanismo de acao dos endoperdxidos antimalaricos.

Palavras-chave: Antimalaricos. Artemisinina. Endoperéxidos. Mecanismo de acéo

Artemisinin (QHS) is a sesquiterpene lactone with an endoperoxide function being currently used against strains of
Plasmodium falciparum. Endoperoxides are supposed to act on heme leading to reduction of the peroxide bond and
production of radicals that can kill the parasite. In addition, recent studies show that artemisinin can inhibit the
sarco/endoplasmic reticulum Ca’*-ATPase (SERCA) orthologue (PfATP6) of P. falciparum in Xenopus oocytes.
Nowadays, malaria kills more than AIDS and the assumption of increasing parasite resistance to current drugs
endorse the search for new therapies. To conduct the study a literature review of major books and journals indexed
by CAPES was conducted. Artemisinin and endoperoxide are a new class of antimalarial drugs. Because of the
resistance acquired by the parasite to quinoline derivatives, artemisinin and its derivatives are being used as therapy
of choice for treating malaria. Although their action mechanism is still not well known, it is completely different from
conventional antimalarial drugs and it brings fresh hope for malaria treatment. This paper is the second part of a
review, in which the mechanism of action ofthese compounds is presented in more detail
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INTRODUGAO

O desenvolvimento de novos farmacos
antimalaricos é emergencial, considerando-se a
eficacia variavel espécie-dependente, longo tempo
de tratamento (em média de 3 a 14 dias), perfil de
efeitos adversos graves (complicagcdes
gastrintestinais, tontura e efeitos psicoldgicos), e o
surgimento de cepas multirresistentes (FRANCA,;
SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; LEITE et al.,
2014).

No Brasil, trés espécies principais séo
responsaveis pela doenca em seres humanos: P.
vivax, P. falciparum e P. malariae. Estes parasitos
sao transmitidos para o homem pelo mosquito vetor
fémea do género Anopheles através do repasto
sanguineo. O parasita responsavel pela maioria das
infeccoes fatais da malaria, Plasmodium falciparum,
€ o principal causador da forma mais severa da
doenca e pode matar os pacientes em questéo de
horas.

Cerca de 214 milhdes de casos de malaria
foram registrados no cenario mundial, com 438 mil
mortes (WHO, 2015). Esta doenca esta presente em
mais de 90 paises com aproximadamente 3,2 bilhdes
de pessoas em risco de contrairem a doenca (WHO,
2014). No ano de 2013, foram registrados 177.783
casos de malaria no Brasil, sendo que 99,7%
ocorreram em estados da regido da Amazonia Legal
(DOS-SANTOS etal., 2014).

De acordo com Delrieu et al. (2015), desde
2000 houve aumento de medidas de prevencéo,
diagnostico e tratamento, o que resultou em uma
reducdo da incidéncia de malaria. Contudo, as
medidas aplicadas s&o insuficientes para o controle
eficaz da doenca por alguns fatores, dentre os quais
pode-se citar a resisténcia aos farmacos
convencionais e ando adesao a terapia.

MECANISMO DE AGAO DAARTEMISININA

Meshnick e colaboradores (1996) propuseram
que o mecanismo de acdo dos endoperoxidos
antimalaricos deve ocorrer em duas etapas. Na
primeira, a artemisinina € ativada pelo heme ou pelo
ion ferro (I) livre, produzindo radicais livres e
espécies citotoxicas. Na segunda etapa, estas
espécies reagiriam com uma proteina especifica
associada a membrana do parasita levando-o a
morte (Figura 1) (MESHNICK et al., 1996). Pandey et
al. (1999) propuseram um possivel mecanismo em
trés etapas, para explicar os efeitos dos
endoperéxidos sobre o parasita. Estas etapas
incluiriam inibicdo da degradagdo da hemoglobina,
inibicdo da polimerizacdo do heme e interagdo da
artemisinina com a hemozoina, o que resultaria na
quebra do pigmento malarico e formagdo de um
complexo com as unidades de heme. Estas
sugestdes explicam a formacgao rapida de heme livre
e a consequente geragao de uma fonte transitéria de
heme, responsavel pela acdo da artemisinina e dos
demais endoperoxidos antimalaricos. Isto explicaria
a acéo rapida destes farmacos quando comparados
com os antimalaricos quinolinicos (PANDEY et al.,
1999). Eckstein-Ludwing et al. (2003) apresentaram
um novo alvo molecular para a artemisinina. Neste
trabalho (RIDLEY 2003), foi demonstrado que além
da formacao de radicais livres que alquilam varias
proteinas, a artemisinina atua inibindo
irreversivelmente a enzima ATPase calcio-
dependente (PfATPG6) localizada no reticulo
endoplasmatico, ou seja, fora do vacuolo do parasita.

O mecanismo da reagao entre a artemisinina e
compostos contendo o ion ferro (ll) foi estudado
inicialmente por Posner etal. (1994). Em um trabalho
inicial, ele empregou um derivado reativo 1,2,4
trioxano marcado isotopicamente e o reagiu com

Figura 1. Representacéo da agéo da artemisinina proposto por Meshnick.
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FeBr, (acido de Lewis) em presenga de THF, levando
a formacao de trés produtos: dioxolona, aldeido e
hidroxidioxolona, todos produtos de metabolismo
(Figura 2). Em todos os casos ocorre inicialmente a
quebra daligagao perdxido apods transferéncia de um
elétron do ferro (Il) para a ligagdo O-O, seguida de
desoxigenacgédo, conforme mecanismo de agao dos

endoperdxidos descrito anteriormente (POSNER,
1992).

Em trabalhos subsequentes, ele avangou na
interpretacdo do mecanismo propondo que este
ocorria através de migracao de hidrogénio do tipo 1,5
(POSNER, 1994), levando a formagao de um radical
secundarioem C, (Figura 3).

Figura 2. Mecanismo inicial proposto por Posner. A rota A leva a formagao da dioxolona. Na rota B forma-se o
aldeido, enquanto na rota C ocorre a formagéo do derivado hidrodioxolona.
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Figura 3. Mecanismo proposto por Posner passando pela migracdo 1,5 do H. Na rota A tem-se a saida direta de
Fe(ll) levando a formagéo do derivado epoxi e pela rota B forma-se o alceno correspondente que por oxidagéo
origina a espécie epoxi.
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Esta conclusao estava relacionada a atividade
de compostos substituidos na posi¢cao C,, os quais
apresentam baixa atividade biolégica (Figura 4).

Posner sugeriu que, além da formacao de um
radical secundario, a atividade antimalarica da
artemisinina poderia originar-se na formacgéo de um
intermediario eletrofilico do tipo epdxi (POSNER,
1995), sendo este um potente agente alquilante, ou
na formagdo de uma espécie ferro-oxo de alta

valéncia.

A presenga desta ultima espécie foi
demostrada em reag¢des de captura com
hexametilbenzeno de Dewar, que rearranja para
hexametil benzeno, com sulfeto de metilfenila, que
sofre oxidacdo para o sulféxido correspondente, e
com tetralina, que é oxidada para hidroxitetralina
(Figura 5).

Figura 4. Importancia da substituicdo em C,. Compostos com R, = Me , substituicdo em C,, possuem muito menor

atividade do que compostos equivalentescom R, = H.

Substituinte ICs0 (ng/ml)
R R, W2 D6
Indochina Africana
H Me 4,5 3,5
Me H >500 >500
Me Me >500 >500
Artemisinina 8 8

Figura 5. Evidéncias da formagéo do intermediario ferro-oxo.
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Outra observagao importante esta baseada no
fato de que derivados da artemisinina que
apresentam um bom grupo de saida na posicdo C,
ndo formariam o intermediario ferro-oxo e,
consequentemente, seriam compostos inativos
(Figura 6).

Finalmente, Posner propds que além dos fatos
citados acima, ocorreria também a formacéo de um
radical primario, oriundo da quebra homolitica da
ligacdo C,-C,, com formacao de dicetona e de
formiato de metila (Figura 7), os quais também
apresentam atividade antimalarica quando gerados
in situ (CUMMING et al., 1998).

No entanto, Posner foi duramente criticado por
Jefford (1996) quanto a formacdo das espécies
radicalares e formacao do produto intermediario do

tipo epoxi. Jefford (1996) propds que a atividade
antimalarica da artemisinina seria devida a
interrupgéo do processo de desintoxicagdo do heme
por transferéncia de um dos oxigénios do
grupamento peréxido para o heme, levando a
formacdo de um derivado oxiheme (Figura 8)
(JEFFORD etal., 1995).

Propds ainda, que a transferéncia de H, nao
poderia ocorrer devido a grande distancia entre o
hidrogénio de C, e o oxigénio O,, acimade 2,1 A, nao
havendo portanto a formagéo do radical secundario
em C, (Figura9).

Além disso, o agente redutor no meio reacional
de Posner seria o ion Br e ndo o Fe™ (Figura 10)
(JEFFORD, 1996).

Figura 6. Mecanismo de eliminagao de grupos de saida na posigéo C,.

X= Me3Sn

Figura 7. Mecanismo proposto por Posner explicando a formacao de um radical primario, de uma dicetona, de

formiato de metila e o derivado epéxido.
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Figura 8. Formacao do derivado oxiheme de por transferéncia de oxigénio da artemisinina para o heme.

QHS DeoxiQHS

N

QH

Quebra

Nao evidenciado

Figura 10. Mecanismo de rearranjo da artemisinina através da redugao com Br/THF.
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Calculos de orbitais moleculares usando
metodologias ab initio ou semi-empiricos (TARANTO
et al., 2002) mostraram que os anéis contendo o
grupamento peroxido podem assumir uma
conformagdo do tipo bote, com baixa energia de
ativagéo, resultando em facil migragéo do hidrogénio
em C, para o radical em O,. Porém, deve-se observar
que os mesmos calculos mostraram que a quebra
homolitica da ligagéo C,-C, pode ser competitiva com
amigracao 1,5 de hidrogénio.

Por sua vez, Avery (1996) tentou isolar o
epoxido através da sintese de um analogo mais
estavel, onde o O,, foi substituido por um grupo CH,.
Contudo, ndo houve evidéncias de que o epoxido
havia sido formado durante o processo de rearranjo.

Adicionalmente, um epdxido sintético semelhante a
artemisinina apresentou-se completamente sem
atividade antimalarica (Figura 11).

Posner et al. (1994) propuseram um
mecanismo via espécies radicalares e por
carbocations, que explicariam a formacdo dos
produtos encontrados. Estes compostos seriam
fontes de hidroperéxidos, os quais fornecem
espécies eletrofilicas, radicais hidréxidos ou radicais
alcéxidos, que seriam capazes de hidroxilar
biomoléculas ou abstrair atomos de hidrogénio
delas, levando consequentemente a morte do
parasita (Figura 12) (HAYNES et al., 1999; OLLIARO
etal.,2001).

Figura 11. Derivado epodxido destituido de atividade bioldgica.

Hidroxilacio e oxidacéio
de biomoléculas
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Algumas observagdes podem ser feitas a
respeito dessa hipétese. (i) Se a reagéo de abertura
do anel endoperoéxido for rapida o suficiente para
competir com a reacao de geracao do radical livre,
ndo haveria pequenas concentragdes de ROOH e,
portanto, ndo poderia exercer um efeito fatal sobre o
parasita. (ii) Ainda nao foi caracterizada a
biomolécula que sofreria a agdo dos radicais
gerados. (iii) Em principio, o parasita seria capaz de
eliminar esses radicais através de enzimas contra o
estresse oxidativo (WU, 2002).

Finalmente, Wu et al. (1998) propuseram um
mecanismo para a reagao entre a artemisinina e o
heme que contempla os demais mecanismos
descritos na literatura, além de explicar a formacao

de outros produtos identificados por eles. Estes
autores estudaram o mecanismo de decomposicao
da artemisinina fazendo-a reagir com sulfato ferroso
em acetonitrila, obtendo assim os produtos
mostrados na Figura 13.

Similar ao mecanismo proposto por
outros autores, a degradagao da artemisinina
comecga com a transferéncia de elétrons do Fe
(II) para a ligagao endoperoxido, quebrando-a
e levando a formacao de dois anions radicais
(radical em O, ou radical em O,), os quais
podem ser interconvertidos. Estes, por sua
vez, através de rotas isoladas, levam aos
produtos finais conforme mostra a Figura 14.

Figura 13. Produtos isolados por Wu e colaboradores, como resultado da reacdo de decomposigcéo da artemisinina
napresencade FeSO,.
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Cabe ressaltar que durante o processo de
reducdo com Fe,SO, ndo foi obtida a
deoxiartemisinina, embora este composto seja
predominante na reagdo com outros agentes
redutores (POSNER; OH, 1992; POSNER et al.,
1994, 1995; CUMMING et al., 1998). Contudo, a sua
formacéao foi proposta. Outro fato importante foi o
isolamento do intermediario do tipo epoxido, obtido
inicialmente por Posner (POSNER; OH, 1992;
POSNER et al., 1994, 1995; CUMMING et al., 1998)
e criticado por outros autores (AVERY et al., 1996).
Entretanto, o proprio Wu (1998) descreve que este
apresentou rendimento muito baixo (1a2%) e que foi
isolado juntamente com outros produtos de alta
polaridade e baixo ponto de fusédo, sendo necessario
uma reacao de acetilagdo para que eles pudessem
ser completamente isolados.

Atualmente, 0 mecanismo mais aceito para a
acdo da artemisinina envolve a formacgédo do
complexo de transigéo, por intermédio dos atomos
de ferro do heme e O1 do endoperoéxido. A posigao
relativa da artemisinina com respeito ao heme é
determinada por interagdes estereoeletronicas entre
ambos, as quais afetam o rearranjo do complexo até
o rompimento da ligacdo Fe-O. O fato desse
mecanismo ainda ndo ter sido elucidado dificulta a
compreensao da resisténcia aos medicamentos bem
como a concepgao de novas moléculas ativas (BU et
al., 2016; GRUPTA; SAXENA, 2015). Portanto, a
investigagdo em maior detalhe de tais interacdes no
complexo é importante do ponto de vista do
reconhecimento molecular do heme com respeito a
artemisinina. (COSTAetal., 2007).

CONSIDERAGOES FINAIS

A literatura apresenta duas principais
propostas para acado dos endoperoxidos, uma
defendida por Haynes e a outra por Posner. Estas
séo divergentes entre si (OLLIARO et al., 2001). No
entanto, a teoria apresentada por Posner, a qual foi
defendida pelos argumentos apresentados por
Olliaro é a mais aceita pela comunidade cientifica
(POSNER; MESHNICK, 2001).

De qualquer forma, a melhor compreenséo do
mecanismo de agéo € uma etapa fundamental para
que se possa desenvolver farmacos mais eficazes,
muito embora esse avango seja mais afetado por
questbes econdmicas e politicas do que por
questodes cientificas (MESHNICK etal., 1996).
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