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Resumo

O composto natural artemisinina e os seus derivados, sdo farmacos da classe dos
endoperdxidos usados ha varias décadas no tratamento de maléria, pois conduzem a

rapida diminui¢do da massa de Plasmodium e apresentam elevada tolerancia em
(1,2]
humanos. Devido ao desenvolvimento de resisténcia por parte do parasita a alguns

farmacos convencionais, a terapia de combinagao contendo endoperoxidos ¢ vivamente

recomendada pela Organizagdo Mundial de Satude e tem contribuido para uma diminui¢ao
[3]
da mortalidade e morbilidade devidas a maléria.

O potencial terapéutico das artemisininas esta igualmente em estudo enquanto

potenciais anti-neoplasicos, no tratamento de cancro da mama, colo-rectal ¢ do pulmao.
[2,4]
O mecanismo de agdo destes endoperdxidos € baseado na ativagdo dos mesmos

pela presenga de ferro existente em células de Plasmodium e em células cancerigenas,
altamente proliferativas. A sua ativa¢do celular gera espécies radicalares, de elevada

reatividade, com atividade farmacolodgica relativamente as células alteradas, conferindo
[5,6]
seletividade a abordagem terapéutica. Os alvos terapéuticos propostos sdo varios,

sendo o seu mecanismo de acdo alvo de um intenso debate cientifico.

Apesar de muito promissores, algumas questdes se levantam relativamente a
segurancga destes compostos, essencialmente com a possivel toxicidade inerente a terapia,
associada com o seu centro ativo. De facto, existem casos de neurotoxocidade e

embriotoxicidade reportados em estudos com animais, apesar de ndo relatados no uso
2, 7-9]

clinico. Relativamente a embriotoxicidade, assume-se que o beneficio estimado na

administracdo de alguns destes fdrmacos nos primeiros trimestres de gravidez

compensam o risco associado, evitando consequéncias de malaria tais como anemia, em

ambos gestante e feto, parto prematuro, atraso do desenvolvimento embrionario, baixo
[10]
peso do recém-nascido ou mesmo aborto.

Esta monografia pretende elencar e discutir as evidéncias recolhidas relativamente
a potencial toxicidade de farmacos antimalaricos contendo um centro ativo

endoperoxidico, abordando a tematica na perspetiva da razao custo / beneficio.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium, Artemisinina, Endoperoxido, Neurotoxicidade,

Embriotoxicidade.



Abstract

Natural artemisinin and its derivatives were used for several decades in the

treatment of malaria due to high efficacy, with rapid Plasmodium parasite clearance, and
[1,2]
high human tolerance. =~ Widespread selection of resistance by malaria parasites to most

conventional drugs, led to the use of Artemisinin Combination Therapy, a strategy

(3]
strongly recommended and supported by the World Health Organization.

Presently, the potential of Artemisinins as anticancer drugs is also under

evaluation, with studies underway for applications in breast, colorectal and lung cancers.
[2,4]
The action of endoperoxides requires activation by Fe(Il) or heme, and this metal is

present in both Plasmodium parasites and fast proliferating cancer cells. In situ bio-
activation generates highly reactive radical species that react with molecular targets inside

parasite cells or cancer cells. This therapeutic approach ensures efficacy and selectivity.
[5, 6]
Various molecular targets have been implicated in the mode of action of peroxides

but this matter remains in intense debate.

Although endoperoxide based drugs are widely used in malaria chemotherapy and
the chemotype is promising for cancer chemotherapy, safety questions are raised, mostly

related with neurotoxicity and embryotoxicity, which are not reported in clinical studies
[2,7-9]
but are observed in animal data.

Concerning embryotoxicity, it is assumed that the benefits of such drugs during
second and third trimesters of pregnancy reward the disadvantages inherent to the use of

this therapy, avoiding cases of anemia in both mother and embryo, premature birth, delay
[10]
in development, and/or low weight in babies and even abortion.

The aim of this report is to present and discuss available evidence on potential
toxicity associated to the use of endoperoxide-type drugs in the treatment of malaria,

considering the ratio cost/benifit.

Keywords: Malaria, Plasmodium, Artemisinin, Endoperoxide, Neurotoxicity,

Embryotoxicity.
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[Toxicidade inerente ao uso de antimaldricos endoperoxidicos]

1. Malaria

A malaria é uma doenca provocada por um parasita protozoario, Plasmodium. O
seu nome ‘mal aria’, ‘mau aire’, deriva do facto de se ter pensado que a malaria poderia
ser proveniente de pantanos fétidos. Em 1880, o parasita unicelular Plasmodium foi
identificado como sendo a causa da doenca e, mais tarde, Ross demonstrou que a sua
transmissao é feita de pessoa a pessoa, através da picada da fémea do mosquito Anopheles
(Figura 1.1). A infecdo é entdo causada pela transmissdao de uma das quatro espécies do
protozoario Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. ovale ou P. malariae, que entra na

corrente sanguinea. 1121

[10]
Figura 1.1. Fémea do mosquito Anopheles.

A tentativa de erradicagdo da malaria, entre 1955 e 1969, recorrendo ao uso de
inseticidas como o diclorodifeniltricloroetano (DDT) e recorrendo globalmente ao uso do
farmaco cloroquina (CQ, Figura 1.2), foi dissipada com o desenvolvimento de resisténcia
quer por parte do vetor de transmissdo, o mosquito, aos inseticidas, quer por parte do

Plasmodium, a CQ.
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Figura 1.2. Representacao da estrutura da Cloroquina (CQ).

Nos dias de hoje, e apesar de todos os esfor¢os no combate a doenga, 40% da
populacdao mundial ainda permanece em risco de contrair maléria. A doencga prevalece nos
paises mais pobres, nas regides tropicais e sub-tropicais de Africa, Asia e América Latina.
A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) aponta para que em 2010 tenham existindo 219
milhdes de casos de infe¢do pelo parasita da malaria e 660 000 mortes provocadas pelo
referido Plasmodium. Estudos da distribui¢do geografica de malaria mostram que, em
2010, 80% dos casos de mortalidade ocorreram em apenas 14 paises e 80% dos casos
estimados ocorreram em 17 paises. A Républica Democratica do Congo e a Nigéria
representam 40% da mortalidade por malaria, a nivel global. O P falciparum ¢é

responsavel pelos casos mais severos de maléria, e consequente mortalidade, sendo as
[10]
principais vitimas criangas com menos de 5 anos e mulheres gravidas.

A maldria continua a revelar-se uma das doencas com consequéncias mais
devastadoras ao nivel de satide publica mundial, representando uma preocupagao tanto a

nivel de satde como a nivel econdmico nos paises afetados.

Existem varias dificuldades associadas ao controlo da malaria uma vez que esta
representa uma doenca de paises pobres e a sua transmissao envolve 3 partes distintas de
um sistema complexo de hospedeiro humano-vetor de transmisséo-parasita protozoario.
Num passado recente, a situagdo agudizou com o desenvolvimento da resisténcia do
Plasmodium falciparum a CQ e a combinag&o sulfadoxina-pirimetamina, na maioria dos
paises endémicos, bem como com o desenvolvimento de resisténcia do mosquito
Anopheles ao DDT. A migracdo de populactes de refugiados em areas endémicas e as

alteracbes climaticas globais, também contribuiram para o agravamento global da
[10, 13]
situacao.
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2. Prevencéo e controlo

Nos dias de hoje, uma das estratégias de primeira linha no combate a maléria continua a
ser a utilizagdo de barreiras fisicas, como as redes mosquiteiras, € a gestdo ambiental, no

sentido de minimizar as condigdes de sobrevivéncia e reprodugdo do mosquito Anopheles,
[14]
transmissor do Plasmodium.  Nas zonas endémicas, o tratamentoda malaria é feito com

farmacos, selecionados de acordo com o padréo de resisténcia do parasita nas diferentes

areas e recorrendo maioritariamente a terapia de combinagao.

Assim, recorre-se frequentemente a combinagdo de farmacos como
artemeter+lumefantrina, artesunato+amodiaquina,  artesunato+sulfadoxina  ou
pirimetamina, artesunate+mefloquina (em &reas com baixa ou moderada transmissao) e

amodiaquina+sulfadoxina+pirimetamina (em &reas onde estas substancias se mantém

[15]
ativas, como por exemplo nos paises do Este Africano).

Apesar dos esforcos, a OMS alerta para o facto de os casos de malaria poderem

duplicar até 2020, caso nao se tomem medidas eficazes, tanto ao nivel da preven¢do como
[15]
ao nivel do tratamento (Figura 2.1).
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[15]

Figura 2.1. Incidéncia da Malaria Global.

3. Ciclo do parasita Plasmodium

Depois da picada pela fémea do mosquito Anopheles, os parasitas invadem os
hepatocitos através da corrente sanguinea (1, Figura 3.1), iniciando assim a fase
assintomética do ciclo exo-eritrocitario de infe¢do. Os esporozoitos iniciam a sua
reproducdo assexuada, resultando em milhares de merozoitos (2). Em seguida, 0s
parasitas séo libertados do figado e voltam a corrente sanguinea como merozoitos,
infetando os eritrdcitos (3). Nestes, verificam-se ciclos parasitarios de 48 horas, evoluindo
e passando por varios estadios, desde o estado de anel (4), tropozoitos (5) e finalmente
esquizontes (6). No estado de segmentacdo (7), cada esquizonte divide-se em 16
merozoitos eritrocitarios, que prontamente invadem novas hemacias (8), iniciando a fase
sintomatica do ciclo infecioso. Sob fatores de stress, uma pequena parte das formas

parasitarias, nesta fase do ciclo, sofre diferenciacdo em género, formando gametocitos

4
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sexualmente distintos (9 e 10), que se desenvolvem no mosquito, depois de este picar o
individuo infetado (11). J& no mosquito, os gametdcitos femininos desenvolvem-se em
macrogametas e os masculinos em microgametas (12 e 13, respetivamente). Estes
fundem-se originando o zigoto (14), que se transforma em od6cito (15), com mobilidade e
capaz de penetrar (16) e de se instalar na membrana externa do zigoto (17). A divisdo
assexuada do odcito resulta em varios esporozoitos, que depois de romperem a membrana

do odcito (18), migram para as glandulas salivares (19).

[10]

Figure 3.1. Ciclo de vida do parasita Plasmodium.

A sintomatologia da doenca esta associada unicamente a fase eritrocitica da
infecdo pelo Plasmodium. Alguns sintomas, como tremores, febre, calafrios e cefaleias,
podem manifestar-se nas primeiras semanas, podendo depois evoluir para situacdes de
anemia, devida a rutura das hemécias induzida pelo parasita. Dependendo da estirpe
invasora e da intervengdo terapéutica, os casos podem dividir-se entre cronicos e agudos,
benignos ou letais (se ndo tratados ou se tratados insuficientemente). As espécies P. vivax
and P. ovale podem existir em estadios latentes, durante anos, no figado (como
hipnozoitos) e causar recaidas clinicas recorrentes. Os casos de maior gravidade sao
provocados pelo Plasmodium falciparum. Nos casos de infecdo por esta estirpe podem

observar-se sintomas como hipoglicemia, coma, insuficiéncia renal aguda, edema
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pulmonar agudo e também maléria cerebral, a qual pode conduzir & morte ao fim de
[10]
poucas horas.

4. Terapia antimalarica — dos primdrdios aos dias de hoje

O uso empirico da quinina (Figura 4.1), uma 4-aminoquinolina extraida das
arvores de 'Chincona’ na América do Sul, foi das primeiras abordagens terapéuticas da
maldria, no inicio do séc. XVII. A quinina foi purificada e isolada em 1820 e usada
posteriormente como farmaco puro no tratamento da doenca. Ainda é usada no tratamento
de malaria severa, pois a sua baixa eficicia contrasta com a sua alta solubilidade,
permitindo a administracdo por via endovenosa. E o primeiro farmaco da classe das
aminoquinolinas cujo papel no combate a malaria é inquestiondvel. Destacam-se nesta
classe o primeiro antimalarico sintético, azul-de-metileno (Figura 4.1) e, posteriormente,
outras aminoquinolinas ativas, tais como a pamaquina e mepacrina (Figura 4.1), usadas
extensivamente durante a 22 Guerra Mundial. A cloroquina, sintetizada em 1935, foi dos
farmacos mais eficazes no combate a malaria, revelando-se ativa contra todas as formas
de maléria e apresentando baixa toxicidade, pelo que foi utilizada na tentativa de
erradicacdo da doenca a nivel mundial. Infelizmente, no final dos anos 50, foram
reportados casos de resisténcia do parasita P. falciparum a CQ e este farmaco passou a

ser utilizado apenas em estirpes sensiveis e, por ser bem tolerado e a sua preparacdo de
[16, 17]
baixo custo, em abordagens de combinacao terapéutica ou profilaticas.
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Figura 4.1. Representacdo da estrutura do azul-de-metileno, quinina e alguns dos

seus derivados.

A amodiaquina, mais ativa, mas revelando uma maior hepatotoxicidade, surge
posteriormente. Em resposta ao desenvolvimento de resisténcia do parasita a CQ, durante
a guerra do Vietname, surgiu a mefloquina (Figura 4.2), que apresenta no entanto efeitos

neurotdxicos secundarios. A primaquina, uma 8-aminoquinolina, demonstrou ser ativa na
fase exo-eritrocitica, e o seu derivado, tafenoquina, apresentou um tempo de semi-vida
plasmatico muito superior ao do seu precursor, e ativo nas fases gametocitica e
eritrocitica, tendo como alvos a destoxificacdo do heme e processos mitocondriais do
parasita. Também alguns arilaminoalcoois, como a halofantrina e a pironaridina
(Figura 4.2), demonstraram atividade anti-malérica, com mecanismo de agdo semelhante
a CQ, mas a primeira revelou limitacGes ao nivel da cardiotoxicidade e a segunda, apesar
de se tratar do derivado quinolinico mais ativo contra estirpes resistentes a CQ, tem
elevados custos de preparacdo. Os antifolatos, como o cloroproguanil e as
diaminopirimidinas, inibidores da enzima di-hidrofolato redutase (DHFR), e a
sulfadoxina (Figura 4.2), inibidora da enzima di-hidropteroato sintase (DHPS), revelaram
atividade antiparasitaria por inibi¢do da biossintese do folato, substancia essencial para o

crescimento do parasita. O desenvolvimento de resisténcia a estes farmacos, devido
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essencialmente a mutacbes enzimaticas, e a hipersensibilidade ao componente
[13, 18-21]
sulfonamidico, levaram a restrigdes ao seu uso.

Sulfadoxina

Proguanil

Figura 4.2. Representacdo da estrutura de varios antimalaricos.

5. Artemisinina- uma alternativa farmacoldgica

A artemisinina (ART, Figura 5.1), uma lactona sesquiterpénica extraida da planta
Artemisia annua, foi isolada em 1972 e representou o inicio de uma nova geragédo de
farmacos com elevada atividade antimalérica. Os primeiros registos da utilizacdo de

quinghao no tratamento de febres relacionadas com a malaria remontam aos manuscritos
[18, 22,23]
de Taoist, do séc. I11.
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Figura 5.1. Representagao da estrutura da artemisinina.

A artemisinina mostrou-se ativa contra as formas eritrocitarias do parasita mas,
apesar da sua elevada atividade bioldgica, apresenta um tempo de semi-vida curto e
consequente eliminacdo répida do organismo, ndo tratando a infegdo por completo e
possibilitando situacBes de recrudescéncia do parasita. Além disso, apresenta baixa
solubilidade, pelo que a sua administracdo ¢ feita através de suspensdes,
intramuscularmente. Para contornar estas restricdes, foram preparados alguns derivados
semi-sintéticos de artemisinina. A dihidroartemisinina (DHA, Figura 5.2) é um lactol
obtido por reducdo quimica da artemisinina e demonstrou uma atividade duas vezes
superior a da lactona precursora, mas também um perfil de neurotoxicidade mais elevado
e biodisponibilidade limitada.

Com o objetivo de aumentar a solubilidade lipidica da ART e torna-la mais estavel
metabolicamente, melhorando o seu perfil farmacocinético, foram preparados os éteres
B-alquilados, artemeter e arteter (Figura 5.2). Infelizmente, verificou-se a sua répida
conversdo em DHA, acarretando as mesmas limitacdes que esta em termos de efeitos
secundérios e limitando assim o seu uso. Destes dois derivados, o artemeter € 0 mais

utilizado, sendo administrado por via intramuscular sob a forma de uma solugéo oleosa.
[24]

Na mesma linha de desenvolvimento, procedeu-se a sintese do artesunato
(Figura 5.2), um éster da DHA, soluvel em agua, podendo ser também administrado por
via endovenosa. O artesunato apresenta uma acao rapida e reduz drasticamente o indice
de parisitémia. Habitualmente é recomendado em terapias de combinagdo, uma maneira
de evitar recrudescéncia parasitaria devido a sua rapida metabolizacdo. Foi preparado um

outro derivado, o &cido artelinico (Figura 4.1.2), que mostrou ter um tempo de semi-vida
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superior ao do artesunato e menor toxicidade, apesar de uma atividade antiparisitaria

[10, 25]
menaor.

Artesunato

T}

.,”m
LT

H

0
CO,H

Artéter Acido Artelinico

Arteméter

Figura 5.2. Representacdo estrutural de derivados de artemisinina.

Foram preparados outros compostos semi-sintéticos de artemisinina,

nomeadamente alguns dimeros de ART, onde a ligacdo acetal C10 foi substituida,
conferindo mais estabilidade quimica a molécula. Entre eles, pode-se destacar o dimero
fosfato a) e os dimeros b) e C) de artemisinina (Figura 5.3). Todos promissores, 0 primeiro

mostrou ser 50 vezes mais ativo que o artemeter contra P. Falciparum, in vitro, e os 2
[26, 27]

ultimos revelaram-se mais eficazes que o préprio artesunato de sodio.

10
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Figura 5.3. Representacgdo estrutural de dimeros de artemisinina.

Apesar das suas limitacOes, a artemisinina e seus derivados tém sido muito
utilizados nas uUltimas décadas e continuam a ser farmacos a considerar no futuro,

especialmente na abordagem de terapia antimalarica de combinacgédo que a OMS promove.
[28]

6. Terapia de combinacéo

A terapia de combinacdo representa uma op¢do promissora para aumentar a
eficicia terapéutica e retardar o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte
do Plasmodium. Como verificado no uso de terapias de combinacao na terapéutica contra
a SIDA, tuberculose ou alguns tipos de cancro, também no tratamento da malaria ha
reducdo do risco de selecdo de mutantes resistentes dos parasitas Plasmodium, pela

combinacéo de farmacos que ndo partilhem o mesmo mecanismo de acéo e de resisténcia.
[10]

De uma maneira sucinta, um antimaldrico de combinacao deve ter as seguintes
caracteristicas:

e Combinar pelo menos dois farmacos dirigidos a alvos terapéuticos distintos ou a
pontos diferentes do mesmo alvo e atuando através de mecanismos de acédo
diferentes;

e Pelo menos um dos componentes deve ter uma acdo rapida, capaz de reduzir
drasticamente o nivel de parisitémia, nas primeiras 48h de tratamento;

e Os farmacos ndo devem ter interagdes negativas e o tempo de semi-vida do

farmaco combinado deve ser superior ao do farmaco de acdo rapida;

11
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e Atolerancia deve ser alta e a toxicidade baixa;

e O tratamento ideal deveria afetar a todos os estadios do parasita, incluindo a fase
gametocitica.

e O tratamento ndo deve prolongar-se por mais de 3 dias, por forma a garantir uma

boa adesdo terapéutica.

A ldgica inerente ao uso de terapias de combinagdo antimalaricas assenta na
exploracdo de efeitos sinérgicos na combinagdo de pelo menos dois farmacos.
Nomeadamente, na combinacdo atavoquona-proguanil (MALARONE®, Figuras 6.1 e

4.2), pensa-se que o proguanil aumenta o efeito inibidor da atavaquona, no sistema de
[29, 30]
transporte de eletrdes mitocondrial. E um tratamento eficaz, e vulgarmente usado
[31]
numa abordagem profilatica contra a maldria. A associagdo cloroproguanil-dapsona
(LAP DAP®, Figuras 4.2 e 6.1) € menos dispendiosa e estudos clinicos mostraram que €
[32, 33]
mais eficaz que a pirametamina-sulfadoxina, referida anteriormente.

O by
HN NH
Crdl =0 ™
0) OH

HN Cl
Cl
Atavoquona Cloroproguanil
0
(0]
Dapsona

Figura 6.1. Representacdo estrutural de alguns fa&rmacos antimalaricos usados

em terapia de combinacao.
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6.1. Artemisinina e seus derivados, como agentes de combinacao terapéutica

A terapia de combinacdo com ART ou com um dos seus derivados (ACT) é
recomendada como estratégia terapéutica de primeira linha no tratamento de malaria

causada por P. falciparum.

Em 2011, 79 paises e territorios adotaram a terapia combinada & base de

artemisinina (Artemisinin Combination Therapy) para tratar casos de infecdo por P.
[15]
falciparum. O uso de artemisinina e seus derivados na terapia de combinacdo

proporcionou novas abordagens terapéuticas, combinando um farmaco de acao rapida, o
endoperoxido, com um outro de eliminacdo lenta, e menos ativo. Esta combinacao resulta
numa répida reducdo de massa parasitaria e em menor exposicao do parasita apenas ao
farmaco de resisténcia, traduzindo-se numa menor oportunidade de selecdo para
resisténcia ao farmaco por parte do Plasmodium. A acrescentar também que as
artemisininas reduzem o carriage gametocitico e por consequéncia a transmissédo do
parasita, reduzindo a incidéncia da doenca, o uso de farmacos e o desenvolvimento de
resisténcia aos mesmos. De referir que as artemisininas sdo rapidamente eliminadas, ndo

estando por isso expostas por muito tempo ao parasita em concentracdes sub-terapéuticas.
[16]
Atualmente, a OMS recomenda as combinagfes artemeter-lumefantrina

(Figuras 5.2 e 6.1.1), artesunato-amodiaquina-mefloquina e artesunato-sulfadoxina-
pirimetamina. No sudeste asiatico, a juncdo mefloguina-artesunato resultou numa

resposta clinica rapida e a combinacgdo permitiu contornar o problema de resisténcia do
[34, 35]
parasita a mefloquina.

N/_/7

HO \—\_
. OO Cl
O Cl

Figura 6.1.1. Lumefantrina.
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A combinacdo lumefantrina-artemeter, resultou em elevadas taxas de cura de
malaria na Gambia e Téanzania, devido a acdo de ambos os farmacos no processo
parasitario de destoxificacdo do heme. Sabe-se que o uso de artesunato (Figura 4.2) reduz

4
a massa parasitaria em cerca de 10 , por cada ciclo replicativo. Apesar dos resultados

encorajadores da combinacdo LAP DAP® acima referida observou-se desenvolvimento
de resisténcia plasmodial em algumas areas, através da mutacdo de uma das enzimas-
alvo, a di-hidrofolato redutase (DHFR). A associacao de artesunato, a combinacdo LAP
DAP®, diminuiu a probabilidade de ocorréncia de resisténcia do parasita gragas ao seu
[36-38]

efeito rapido e alta taxa de eficacia antiparasitaria, originando o LAP DAP ®+.

Os recursos limitados da fonte natural da artemisinina, bem como o seu baixo
rendimento de extracdo (0.5-0.6% em massa, da planta seca), tornam este composto

natural uma matéria prima muito cara para tratar uma doenca caracteristica de paises
[18]
muito pobres.  Os relatdrios de falhas terapéuticas na abordagem de ACT na fronteira

entre a Tailandia e o Cambodja, também suscitam preocupacédo. Para além destes aspetos,
e como ja referido anteriormente, o perfil farmacocinético das artemisininas esta longe de
ser o ideal, tornando-se assim urgente identificar o seu centro ativo e perceber o seu
mecanismo de a¢ao, para poder mimetizar esta familia de antimaléricos, numa abordagem

sintética e, preferencialmente, pouco dispendiosa e mais eficaz.

7. Artemisinina e derivados — bioativacao do centro ativo

A ativagdo da ponte peroxidica do trioxano artemisininico e o alvo de ag¢do destes
farmacos continua a suscitar polémica, ndo havendo ainda um consenso na area. A base
mecanistica assenta na rutura da ligacdo peroxidica, gerando radicais de oxigénio que
rearranjam em radicais de carbono. Ambas as espécies sdo bastante reativas. Esta ativag@o
pode ser feita por ligagdo ao ferro hémico, existente nas células infetadas como resultado
da degradag¢do da hemoglobina por parte do plasmodio, ou pela ligagdo ao ferro livre,
existente num equilibrio de espécies de Fe(Il) e Fe(IIl). S&o varios os estudos e as

evidéncias encontradas na literatura, que suportam as propostas mecanisticas. Por um
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lado, num estudo realizado com um derivado semi-sintético de artemisinina, a presenca

de agentes quelantes do ferro antagonizou a agdo do mesmo, dando relevancia a presenca
[4, 5, 39]
e papel deste na ativagdo do farmaco. Num outro estudo, Meshnick demonstrou

que a artemisinina reage com heme intraparasitario, conduzindo a radicais livres toxicos.
[40, 41]

Meunier e Posner estudaram esta interacdo exaustivamente, e desses estudos
resultaram duas concluses relevantes: (i) tem de existir uma interacdo proxima entre o
perdxido e o centro contendo o metal para permitir a transferéncia de eletrdes necesséaria

a ativacdo do centro ativo (Figura 7.1.); (ii) a capacidade de alquilacdo é crucial para a
[29, 31, 42]
atividade antimalarica deste tipo de compostos.

Ponte Endoperoxidica-
centro ativo

N

Ferriprotoporfirina IX-
Heme

Figura 7.1. ‘Docking’ artemisinina-heme.

Contudo, outros estudos também demonstraram que a inibicdo da degradacéo da
hemoglobina e consequente privacao de heme disponivel para a ativagdo do peroxido ndo

antagoniza o mecanismo de a¢éo da dihidroartemisinina, sugerindo que provavelmente a
[43, 44]
interacdo com o0 heme ndo € a Unica forma de ativacao do farmacéforo.

Convém salientar o facto de estes estudos serem biomiméticos, conferindo

modelos semelhantes ao do possivel heme existente nas células infetadas pelo parasita, e
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disponibilizando fontes de ferro livre, mas ndo conseguindo substituir integralmente o

modelo bioldgico do eritrécito infetado pelo parasita Plasmodium.

8. Alguns endoperoxidos com potencial antiplasmodial: 1,2,4-trioxanos,

1,2,4,5-trioxolanos e 1,2,4,5-tetraoxanos

Com base nas conclusdes dos estudos mecanisticos realizados com os derivados
da artemisinina, e considerando a hipdtese de que a acdo destes compostos depende da
producédo de radicais livres através da clivagem redutiva da ligagdo O-O do seu centro
farmacofdrico, independentemente do catalisador que possa mediar o processo, procedeu-

se ao desenho e sintese de varios compostos sintéticos contendo um ndcleo peroxidico.

Foram preparados varios 1,2,4-trioxanos, com uma estrutura simplificada em
relagdo a ART, visando a possibilidade de variabilidade estrutural anexada ao seu centro
ativo. Assim, foram preparados ciclopenteno- e ciclohexeno-1,2,4-trioxanos que foram
subsequentemente testados em parasitas resistentes a CQ. Destes, o trioxano fenozan BO7

(Figura 8.1) mostrou possuir atividade elevada quando administrado por via oral em
[45]
animais. Foram desenvolvidos por Posner e seus colaboradores trioxanos mais

complexos, mantendo os aneis A, B e C da ART. Um destes compostos (trioxano b),

Figura 8.1) apresentou atividade antimaléarica semelhante ao cido artenilico, mas exibe
[46]
menor toxicidade que este.

16



[Toxicidade inerente ao uso de antimaldricos endoperoxidicos]

1,2,4-Trioxolanos

Fenozan BO7 Trioxano a), R=F a), R=OH
b), R=COOH b), R=OR
¢), R=NHR'
R R'= Alkyl, Aryl

Dispiro 1,2,4,5-tetraoxanos

<:><OO
a),R=H
’ _O
/ 0-0 o

=C=C
b), R Tetraoxano e)
g c), R= CH,CO,Et O-

0
d), R= CO,Et

Figura 8.1. Representacéo estrutural de alguns endoperoxidos sintéticos.

Na procura de novos compostos sintéticos contendo a ligacdo peroxidica, o
trabalho de Vennerstrom e seus colaboradores deve ser destacado, pelo desenvolvimento
de uma nova classe de compostos, os 1,2,4-trioxolanos (Figura 8.1). Estes ozonideos,
tendo o anel adamantano como substituinte, apresentam atividade contra P. falciparum

na escala nanomolar, em alguns casos superior a do artesunato, com um tempo de semi-
[47]
vida prolongado e melhor biodisponibilidade apds administracao oral.

A rota sintética para preparacdo destes compostos € simples e de poucos passos,
sendo o passo determinante de sintese uma co-ozondlise de um grupo cetonico e de uma
metil oxima. Assim, varios compostos foram preparados, com grande variabilidade
estrutural. Um destes compostos, o arterolano, também conhecido por OZ277 (Figura
8.2), chegou a fase Il de ensaios clinicos, na forma de maleato de arterolano e em
combinacdo com fosfato de piperaquina. Este composto apresenta um perfil
farmacocinético superior ao do artesunato e baixos niveis de toxicidade, mesmo em doses
mais elevadas (IT elevado), ndo se observando sinais de neurotoxicidade. No entanto
apresentou alguns problemas relacionados com estabilidade plasmatica durante a fase Il
dos ensaios clinicos, podendo implicar a utilizagdo de uma dosagem superior. A sua

metabolizacdo a nivel hepatico envolve a di-hidroxilagdo do anel adamantilico,
[48, 49]
resultando em metabolitos menos ativos que o precursor.

Com vista a melhorar e contornar algumas limitagdes dos compostos ja existentes

e em teste, outros trioxolanos continuam a ser desenvolvidos. De entre estes, 0 composto
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0Z439 (Figura 8.2), ja se encontra na fase Il dos ensaios clinicos, apresentando até agora

resultados ainda mais promissores que o arterolano OZ277, no que respeita ao perfil
[50-52]
ADME e eficacia terapéutica.

0-0
3 w0
N NH; 2
@ O)Q‘)LH © N3
-
07277 07439

Figura 8.2. Representacdo estrutural dos trioxolanos OZ277 e OZ439.

Uma outra classe de derivados heterocicliclos desenvolvida por Vennerstrom, os
1,2,4,5-tetraoxanos (Figura 8.1), inclui na sua estrutura duas pontes peroxidicas. A sua
preparacdo tem como passo determinante de sintese a ciclizacéo de cetonas, com peroxido
de hidrogénio, em meio acidico, um processo pouco dispendioso. Recentemente, 0
tetraoxano €) (Figure 8.1) e seus analogos demonstraram atividade na escala nanomolar,

alguns mais ativos do que a artemisinina (IC =3 nMvs IC =10 nM para a artemisinina),
50 50

apresentando também atividade quando administrados oralmente, em ratos, e sem efeitos
[53, 54]
toxicos relevantes.

Nesta classe de endoperoxidos, destaca-se também o composto desenvolvido por
O’Neill e colaboradores, 0 RKA182 (Figura 8.3). Este composto apresentou atividade
antimalarica in vitro superior & ART, ao artesunato e a mefloquina, contra estirpes de
Plasmodium do sudoeste asiatico resistentes a ACT, e reduziu a parasitémia para niveis
indetetaveis, em 24h, em ratinhos infetados com P. berghei ANKA, em dose oral Unica
de 30mg/kg. Assim, este 1,2,4,5-tetraoxano, solivel em agua, demonstrou possuir
atividade antimalarica e estabilidade excelentes, associadas a uma baixa toxicidade. As
suas propriedades ADME ultrapassam a maioria das limitagdes associadas a outros
derivados endoperoxidicos semi-sintéticos e sintéticos que evoluiram para estudo pré-
clinico. Posto isto, e considerando que a sua sintese envolve apenas 4 passos nédo

dispendiosos e de rendimento aprecidvel, estamos perante um composto representativo
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do qudo promissora pode ser esta classe de endoperoxidos no controlo e mesmo

[55]

erradicacdo da malaria.

Figura 8.3. Representacdo estrutural do RKA182.

Dos estudos que relacionam estrutura e atividade, efetuados nas diferentes classes

de endoperoxidos aqui referidas, 1,2,4-trioxanos, 1,2,4-trioxolanos e 1,2,4,5-tetraoxanos,

podem destacar-se alguns aspetos em comum, que podem e devem ser considerados no

desenvolvimento de novos farmacos contra a malaria e que se destacam em seguida.

Lipofilicidade/hidrofilicidade — Deve existir uma relacdo de equilibrio entre as 2
propriedades para que haja uma boa disponibilidade oral, sem comprometer a
estabilidade metabdlica. O que se observa é que compostos mais lipofilicos sdo

mais ativos oralmente mas sdo mais suscetiveis metabolicamente.

Simetria vs assimetria e estereoquimica cis vs trans — Relativamente aos
substituintes, os endoperdxidos assimétricos apresentam atividades muito
superiores aos simétricos, que sdo quase inativos, na maioria dos casos. As
atividades maximas foram observadas para estruturas em que 0 volumoso e rigido
anel adamantilo era um dos substituintes do farmacdforo endoperoxidico,
conferindo estabilidade a molécula e evitando uma exposi¢do excessiva deste ao
seu ativador, com consequente degradacdo. O segundo substituinte ndo deve ser
tdo impeditivo estericamente (pode ser ciclohexilo, por exemplo), para que o

acesso do metal ao ndcleo ativo do farmaco seja possivel e a sua ativacdo suceda.

Mais uma vez, o quimico terapéutico depara-se com a necessidade de encontrar
um equilibrio entre a necessidade de rigidez e impedimento estéreo dos
substituintes e de acessibilidade ao farmacéforo. A mesma logica foi encontrada
para as conformacdes cis vs trans dos endoperdxidos, permitindo substituintes

axiais ou equatoriais relativamente ao centro ativo. As conformacges trans e
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substituintes equatoriais permitem aparentemente um acesso mais facil ao
farmacdforo. Estes fatores vao condicionar o acesso do metal de ativacdo ao
nacleo peroxidico, tendo por isso de existir um equilibrio entre os mesmos. O que
se verificou foi que os enantidbmeros cis se mostraram mais ativos que 0S
respetivos trans. Mais uma vez o que parece ser determinante é a ativacdo do
centro ativo, que ndo deve estar nem demasiado disponivel e por isso demasiado

reativo, nem inacessivel.

e Substituintes acidicos vs alcalinos e neutros — De uma maneira geral observa-se
que os endoperdxidos substituidos com bases fracas ou grupos neutros apresentam
um melhor perfil farmacocinético e maior atividade antimalarica que o0s

substituidos com grupos acidicos.

Além dos pontos comuns, foram também observadas algumas diferencas entre as
classes de endoperdxidos, que devem ser tidas em considera¢do em estudos futuros de
desenho e otimizagdo de farmacos. Verificou-se que os tetraoxanos apresentam maior
estabilidade metabolica que os respetivos trioxanos e trioxolanos. Em estudos
comparativos dos compostos trioxolano OZ277 e tetraoxano RKA182, em eritrocitos
infetados e ndo infetados com P. falciparum, in vitro, observou-se que apds 35 min o
trioxolano OZ277 ja se encontrava completamente degradado nas células infetadas pelo
parasita, enquanto que 79% do tetraoxano RKA182 foi recuperado, apo6s 4h de incubacéo.
A maior atividade destes compostos relativamente as outras classes pode estar
relacionada com a presenca de 2 liga¢cfes peroxidicas, com potencial de acdo duplicado
relativamente as restantes que s6 contém uma ligacédo endoperoxidica no seu centro ativo.
As duas ligagbes O-O podem também melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade. Os
tetraoxanos também exibem estabilidade quimica em meios acido e basico. Foram
realizados ensaios de cito- e genotoxicidade com estes compostos, ndo se tendo observado
indicios de citotoxicidade ou genotoxicidade para os tetraoxanos testados. De uma forma

geral, podemos afirmar que os tetraoxanos constituem a sub-classe mais promissora, na
[55]
classe dos endoperoxidos com atividade antiplasmodial.
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9. Artemisinina, seus derivados e endoperdxidos sintéticos — mecanismo e alvos de

acao

O mecanismo de acdo das artemisininas continua a suscitar muita investigacédo e a
constituir um topico de intenso debate entre 0s varios investigadores. Em termos dos alvos
terapéuticos envolvidos, sabe-se que a artemisinina modifica o grupo hémico, pois foram
identificados adutos, e que essa modificacdo contribui para a morte do parasita. Um dos
pressupostos € o de que o aduto artemisinina-heme inibe a destoxificacdo do heme,

evitando a formacao da hemozoina pelo parasita e levando & sua morte (Esquema 9.1.).
[56]

Hemoglobina (99% nao-membranar)

Proteases do Plasmodium

* AMINOACIDOS-
{ manutencao do parasita

HEME monomérico -

Toxico para o Parasita . ~
P Destoxificacdo do Heme

Hemozoina -
cristal ndo toxico para o Plasmodium

Esquema 9.1. Esquema representativo da degradacdo da hemoglobina e mecanismo

de destoxificagio do heme pelo Plasmodium."!

Outra hipdtese colocada é a alquilacdo de enzimas plasmodiais-chave na
degradacdo da hemoglobina, inibindo-as e privando o parasita da sua fonte de
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aminoéacidos, comprometendo deste modo o seu crescimento. De facto, foi demonstrada
a alquilacdo de 6 proteinas plasmodiais especificas pela ART e Chauhan e seus
colaboradores demonstraram que a ART inibe proteases cisteinicas do parasita, sendo
[57]

mais ativa quando se inclui heme na mistura de reacéo.

Um dos alvos mais importantes de alquilacdo da ART propostos é a proteina
P. falciparum TCTP (translationally controlled tumour protein), com grande afinidade
para se ligar ao grupo heme. Estudos por microscopia de fluorescéncia mostraram a
presenca desta proteina proxima do vacuolo de alimentagdo do parasita, onde decorre a
degradacdo da hemoglobina e consequente libertacdo de heme e aminoacidos,
representando mais um fator indicativo de que a interacdo ART- TCTP ocorre mediante

[58, 59]

a presenca de heme.

A formacdo de hemozoina (Figura 9.1.), polimero constituido por aglomeracao de

dimeros de hematina, através do qual o parasita destoxifica 0 heme, é dependente da acéo
[60]
proteica de proteinas ricas em histidina. A incubacdo de ART com hemozoina pura, a

pH acidico (tal como no vacuolo de alimentacdo do parasita) leva a acumulacdo de

unidades de hematina, sugerindo que a ART interfere com as proteinas responsaveis pela
[40, 57]
formacdo e manutencdo da hemozoina.

Posteriormente, num estudo desenvolvido por Krishna e seus colaboradores,
2+
verificou-se que a ART inibe a PFATP6, uma Ca "ATPase do reticulo endoplasmatico

(SERCA), do P. falciparum, sendo a inibi¢ao semelhante a observada com ‘thapsigargin’,
um inibidor especifico da SERCA. Foi observado que a ART antagoniza a acdo deste

inibidor, sugerindo uma competicdo para 0 mesmo alvo, e possivelmente um mecanismo
[35, 9]
de acdo semelhante. Tambem se verificou que a presenca de um agente quelante de

ferro limita a atividade antiparasitaria de ambos, o que é indicativo de um mecanismo
mediado pelo Fe(Il). Estudos de imagiologia demonstraram que tanto a ART como o

thapsigargin, marcados com sonda fluorescente, acumulam fora do vacuolo parasitario
[22]
apos ativados pelo ferro, inibindo a PfATPase6.

Foi ainda demonstrado que a agdo dos endoperoxidos sintéticos, 1,2,4-trioxolanos

e 1,2,4,5-tetraoxanos, estd também dependente da bioativacdo pelo Fe(ll), atraves de um
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mecanismo semelhante ao descrito para a artemisinina e seus derivados. Estudos de
microscopia confocal, recorrendo a marcadores fluorescentes, revelaram a acumulagao
preferencial destes compostos em eritrocitos infetados pelo Plasmodium, no seu vacutolo
de alimentacéo e citoplasma, revelando também especificidade perante as células-alvo.
Estudos mecanisticos envolvendo as duas classes de endoperoxidos sintéticos
descritas, em presencga do composto TEMPO, conhecido pela sua elevada afinidade para

espécies radicalares, revelaram a formagdo de radicais centrados nos atomos de carbono
[61-63]
adjacentes ao farmacoforo.

Estas espécies radicalares, muito reativas, podem posteriormente proceder a
alquilacdo de heme, formando adutos, bem como a alquilacdo de outros alvos
moleculares, por exemplo proteinas parasitarias essenciais ao Plasmodium
(Esquema 9.2). Além desse poder alquilante, podem gerar stress oxidativo nos diferentes

processos e sistemas bioldgicos, nas células infetadas pelo parasita, contribuindo para a

sua atividade anti-plasmodial.
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Esquema 9.2. Esquema representativo do mecanismo e alvos de acéo das especies

radicalares formadas apos ativagdo do centro ativo endoperoxidico.
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Dos estudos realizados com as varias classes de endoperoxidos podem destacar-
se pontos em comum e pontos divergentes, no seu mecanismo de acdo e alvos
terapéuticos. E consensual que todos requerem uma ativacdo do seu nécleo peroxidico
pelo Fe(ll), livre ou ndo, apos acumulacdo seletiva em eritrocitos infetados pelo
Plasmodium, e que dessa bioativacdo resultam espécies radicalares, centradas em
oxigénio e em carbono, com poder de oxidacdo ou de alquilacdo, respetivamente. A
alquilacdo pode ocorrer em varios alvos, incluindo heme e proteinas vitais para o parasita,
como a PfATPase ou TCTP. Muito provavelmente, estes farmacos sdo multi-alvo, o que
justifica a elevada atividade e o desenvolvimento lento de resisténcia por parte do parasita
a estes compostos. As diferencas de atividade entre os compostos resulta da variabilidade
estrutural, conferindo-lhes reatividade e afinidade para as moléculas-alvo distintas.

10.  Toxicidade de endoperdxidos usados no tratamento de Malaria.

Na auséncia de uma vacina efetiva contra a maldria, a terapéutica farmacologica
continua a ser uma das armas mais importantes no combate a doenga, destacando-se o
papel das artemisininas. Contudo, ndo existe ainda um consenso no que diz respeito a
toxicidade associada a artemisinina, seus derivados e outros analogos que partilham o

mesmo quimiotipo.

Nesta monografia pretende-se discutir a toxicidade potencial de farmacos
contendo um centro ativo endoperoxidico, usados na terapia da malaria, com base nos

resultados disponiveis na literatura.

10.1. Neurotoxicidade de ART’s

Relativamente aos dados de neurotoxicidade obtidos para o tratamento da malaria
com compostos de artemisinina, verifica-se uma discrepancia entre os resultados obtidos
em culturas celulares ou em animais (ratos, caes € macacos) € em humanos. Os dados in
vitro e em animais revelam efeitos secundarios sérios e relevantes, contrariamente aos
dados obtidos em estudos clinicos ou pré-clinicos envolvendo humanos, que registam a

presenca de efeitos adversos nao relevantes ou mesmo a sua auséncia.

24



[Toxicidade inerente ao uso de antimaldricos endoperoxidicos]

Foram efetuados varios estudos-controlo, nomeadamente com pacientes
portadores de malaria aguda, residentes na zona endémica do sudeste Asiatico, e tratados

com artemeter e artesunato oralmente, durante 3 anos. Estes estudos revelaram auséncia

de neurotoxicidade, com base numa avalia¢do dos efeitos neurotdxicos, com particular

énfase em testes de audiometria. [%4

Num outro estudo envolvendo 863 pacientes portadores de maldria nao-
complicada, da fronteira este da Tailandia, foram administrados oralmente artemeter e
artesunato, em regimes de monoterapia e de terapias de combinagdo com mefloquina. Os
derivados artemisininicos administrados em combina¢do com mefloquina provocaram
episodios de nduseas, tonturas, vomitos e anorexia. Pelo contrario, quando administrados
individualmente, mostraram-se bem tolerados e seguros, ndo se destacando nenhum efeito

neuroldgico adverso. (6

Contudo, o baixo nimero de casos-controlo e as inumeras limitagdes inerentes aos
estudos realizados em zonas endémicas de malaria podem condicionar a recolha de dados
concretos, fazendo com que a neurotoxicidade associada aos endoperdxidos em humanos
continue a ser um foco de preocupagio. E necessario maior vigilancia e seria importante

aumentar o conhecimento acerca dos processos toxicologicos, em termos mecanisticos.

Os efeitos de neurotoxicidade descritos, inerentes ao uso de artemisininas em
ratos, cdes € macacos, sdo varios, incluindo distirbios motores, perda de reflexos visuais
e da dor, entre outros. [°] O processo de toxicidade que despoleta tais efeitos pode estar
associado a neurodegeneracdo induzida por esta classe de farmacos, pode envolver
diversas estruturas celulares e apresentar padrdes variados. Pode destruir estruturas
neuronais €/ou nao neuronais, como os axonios ou mesmo a mielina, ou levar a lise de
células da glia, células ndo-neuronais mas que contribuem para a manutencdo dos
neurdnios. Eventualmente, uma ou o conjunto destas alteracdes comprometem a
viabilidade celular dos neurdnios (Figura 10.1.1). E de salientar que estas alteracdes
morfoldgicas devem ser precedidas de desequilibrios bioquimicos e outras variagdes

celulares, tais como a integridade do citoesqueleto e o proprio equilibrio energético, e que

devem ser tidos em consideragao.
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Figura 10.1.1. Representagio de um neurénio. %%

Existem evidéncias in vitro de que as células neuronais sdo mais sensiveis a DHA,

artemeter e arteter do que as células da glia. (7> 8]

Schmuck e Haynes desenvolveram um sistema de ensaios para detecdo de
neurotoxicidade baseado em cultura de células estaminais cerebrais primarias do cortex
de rato. Com o objetivo de averiguar os possiveis mecanismos de neurodegeneragao,
culturas de células estaminais neuronais sensiveis a artemisinina foram comparadas com
ndo-sensiveis, tais como neuronios corticais e astrocitos. Foram observados efeitos
adversos no citoesqueleto de células estaminais cerebrais passados 7 dias de tratamento
com artemisinina, mas nao em células corticais. Contudo, 7 dias apds a recuperacao esse

efeito observou-se também nas culturas de células corticais e agravou-se nas estaminais.

Também se verificou que a artemisinina reduz os niveis de ATP intracelulares e o
potencial interno da membrana mitocondrial, abaixo do limite de citotoxicidade, com
maior relevancia em células estaminais. Nenhum efeito relevante foi observado no
mesmo estudo em neurdnios corticais passados 7 dias, ou em astrocitos, passado 1 dia.

Foi observado um aumento de ROS e de peroxidagdo lipidica em ambos os tipos celulares.
[70]
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Aparentemente a neurodegeneragao ¢ resultado de efeitos nocivos em varios alvos
intracelulares, podendo interferir com o citoesqueleto celular e com a modulagdo da
energia celular (ATP), através de defeitos mitocondriais ou metabolicos, e ainda causar

stress oxidativo ou efeitos excitotoxicos.

O mecanismo proposto, inerente a essa toxicidade, baseia-se na ativagdo da ponte
endoperoxidica do farmaco e consequente geracdo de metabolitos radicalares, entre eles
ROS, que podem vir a interagir com proteinas essenciais aos processos estruturais e
quimicos fundamentais para a manutengdo celular (ver sec¢do 10.2. para analise
mecanistica detalhada). Assim, foram efetuados varios estudos no sentido de averiguar o
papel de substancias antioxidantes na reducao da neurotoxicidade das artemisininas e do
seu impacto no desenvolvimento e diferenciacdo de estruturas neuronais, outros no
sentido de analisar o papel da concentagdo de ferro ou da presenca de ferriprotoprofirina

IX (heme) no seu mecanismo de acao.

Viarias sdo as evidéncias de toxicidade da artemisinina e derivados na
diferenciagdo de neuroblastos NB2a. "' Smith investigou o papel da glutationa endégena
na toxicidade dos antimalaricos artemeter ¢ DHA, em linhas de neuroblastos NB2a,
analisando a sua influéncia na crescimento de extensdes nervosas, que posteriormente se
diferenciam em astrdcitos ou dendrites. Foi verificado que a presenga de antioxidantes
como a dismutase superdxido, a catalase ou a glutationa diminuem a inibi¢do do
crescimento de tais prolongamentos celulares provocada tanto pela combinagdo
artemeter+heme, como pela DHA, confirmando a geragdo de espécies oxidativas neste

processo. 72!

Foram conduzidos alguns estudos com o intuito de avaliar o impacto da presenga
de ferro ou heme na activagdo das artemisininas € no mecanismo de toxicidade
subjacente. Assim, McLean e seus colegas observaram que o artemeter, na presenca de
ferriprotoporfirina IX, ambos em concentragdes na escala micromolar, inibe o processo
de diferenciacdo de neuroblastos NB2a em 76%. Adicionalmente, foi observado que esta
inibicao foi bloqueada na presenca de acido ascorbico e glutationa (escala micromolar),

dados que concordam com outros, anteriormente reportados. [7*]

Ward e colaboradores " também investigaram o impacto da presenca de heme

no processo de neurotoxicidade, tratando linhas de células NB2a com artemeter, arteeter
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e DHA, na presenca de heme (a concentragdes numa escala nanomolar). Para todos os

derivados de artemisinina, observou-se um aumento da inibi¢ao da formagao de estruturas

neuronais por diferenciacdo das células NB2a, em cerca de 20%. Também foi reportado
um aumento da ligacdo destes farmacos a proteinas NB2a em cerca de 2x e a proteinas
cerebrais de rato, de 3 a 6x. Curiosamente, observou-se neste mesmo estudo que a
ferriprotoporfirina IX ndo tem qualquer impacto na neurotoxicidade do derivado
desoxigenado da artemisinina, refor¢gando a hipdtese de que o mecanismo de toxicidade
destes derivados passa pela ativagao da ponte O-O para producao de espécies radicalares

ou intermediérios electrofilicos toxicos para as células neuronais. 74

Mais recentemente, e com o fito de justificar a discrepancia dos resultados
encontrados em estudos de toxicidade em animais e humanos, foi sugerido que as
formula¢des intramusculares de artemisinina, administradas em estudos com animais,
levam a sua libertagdo lenta, e consequentemente a uma eliminagdo tardia, podendo
potenciar a sua toxicidade. Pelo contrario, em pacientes com malaria s3o administradas

formulagdes orais e, por isso, de mais rapida absorcao e eliminagao. [7®

Esta hipotese foi refor¢ada mais recentemente por resultados de estudos
conduzidos por Efferth e Kaina. Estes investigadores reuniram dados relativos a estudos
de toxicidade em culturas de células, em animais (ratos, coelhos caes e macacos) e em
humanos. Analogamente, ¢ sugerido que a causa de toxicidade no tratamento com
artemisininas em animais, que contrasta com a auséncia da mesma em humanos, se
justifica pela longa exposicao aos fArmacos, ap6s administracao intramuscular. No caso
da administragdo em humanos verificam-se picos de concentracdo dos farmacos, apos

administracdo oral dos mesmos, e rapida eliminacio. "]

7

E por isso importante salientar que o desfasamento de resultados em relacdo a
neurotoxicidade de artemisininas deverd estar relacionado com o perfil farmacocinético
dos compostos e diferentes modos de administracdo, o que determina a extensdo da

exposi¢ao aos seus metabolitos.
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10.2. Embriotoxicidade / Teratogenicidade associada a utilizacao de

endoperdxidos no tratamento da Malaria

A terapia de combinagdo farmacoldgica e, em particular, usando artemisininas

como um dos farmacos da combinagdo, ACT, é recomendada pela OMS para tratamento
[78]
de casos de malaria em zonas endémicas, tal como referido anteriormente.

Apesar de esta estratégia ter sido adotada em varios paises, a monitoriza¢ao da
sua utilizacdo, sobretudo no que diz respeito ao seu perfil de seguranga, ndo tem sido a
mais apertada, especialmente em populagdes africanas, onde outros fatores de
elevadissima importancia devem ser considerados. Nestas populagdes ¢ habitual

verificarem-se situacdes graves de comorbidade, tais como a presenca de SIDA,
[79]
tuberculose, malnutri¢ao entre outras, que merecem particular interesse.

E importante salientar que nesta realidade, e entre as vitimas de malaria, se
encontram também mulheres gravidas. Estima-se que engravidam anualmente cerca de
50 milhdes de mulheres em zonas endémicas. Na maioria destas zonas a transmissdo de
malaria ¢ intensa, e a doenca em gravidas mostra-se predominantemente assintomatica.
No entanto, esta doenca ¢ a maior causa de anemia severa e ¢ responsavel por 30-35%

dos casos de nascimento de bebés com baixo peso, levando a uma mortalidade anual que
[80, 81]
se situa entre 75000 e 100000 criangas, em Africa. Estes valores podem ser afetados

por dois fatores que podem mascarar o nimero real de casos de maldria clinica e morte
materno/fetal na Africa sub-Sahariana: por um lado, a falta de precisdo de dados e por
outro a ambiguidade de, em muitos casos, a maléaria ser diagnosticada com outras
patologias, tais como a infe¢do por SIDA, que aumenta o nivel de parasitémia e acentua
os sintomas de febre, anemia e mesmo a reducdo do peso dos bebés, ao mesmo tempo
que reduz drasticamente a eficacia dos tratamentos, quer por deficiéncia imunitaria quer
por intera¢dao intermedicamentosa. Por exemplo, indutores do CYP3A4 do citocromo
P450, tais como a rifampicina ou anticonvulsivos, aceleram a metabolizagao e eliminagao

da quinina e mefloquina, baixando a sua concentragdo e contribuindo para a falha
82, 83]
terapéutica destes antimalaricos.
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Ha indicios claros dos beneficios da profilaxia e controlo da malaria, na situagao
concomitante de gravidez. A utilizagao de barreiras fisicas, como por exemplo o uso de
redes mosquiteiras, ¢ de terapéutica profilatica com CQ, em regides onde esta ¢ ainda
ativa, ou da combinacdo sulfadoxina-pirimetamina, contribuiram para resultados
positivos, numa primeira abordagem. Estas medidas levaram a redu¢do dos riscos de
anemia severa materna em cerca de 40%, a reducdo do nascimento de bebés com peso

baixo em 20-45% e a reducdo da perda fetal ou mortalidade perinatal em cerca de 30%,
84, 85]
entre casos de primeira e de segunda gravidez

A malaria permanece como uma ameaga a saude publica, que se reflete
diretamente no desenvolvimento socioecondmico das populagdes, tornando-se urgente a
necessidade de contornar esta realidade. A ACT apresenta-se como uma opg¢ao no seu
controlo mas, apesar de o perfil de alguns derivados da artemisinina ser aparentemente
seguro para administragdo, ¢ preciso ter particular cuidado quando se trata da sua
administracao durante a gravidez. Dados de estudos publicados desde 1984 alertam para

casos de embriotoxicidade de artemisininas e potencial teratogenicidade, verificadas em
[86-88]
modelos animais, nado-humanos.

Foi demonstrado recentemente, na sequéncia de um estudo efetuado em ratos, que
o artesunato causa uma reducdo de eritrocitos fetais, desde uma fase inicial da
hematopoiese. A anemia resultante pode levar a danos celulares que podem resultar em
malformagdes ou mesmo morte fetal, logo apos 10-14 dias de gestacdo. Também se
verificou a diminui¢ao dos niveis do antioxidante glutationa, indicando que a toxicidade
deste farmaco pode passar por stress oxidativo celular. Nenhuma conclusdo relativamente
ao uso dos mesmos farmacos em humanos pode ser antecipada com base nestes
resultados, pois devem considerar-se as diferencas no desenvolvimento entre as espécies.
Apesar de a hematopoiese ocorrer de um modo semelhante nas 2 espécies, a extensao da
mesma ¢ distinta, durando 7 dias em ratos e 6 semanas em humanos, o que faz com que

a exposicdo ao farmaco seja distinta. Verificou-se contudo que os eritroblastos
[89]
embrionarios sdo, efetivamente, o primeiro alvo deste derivado de artemisinina.

Viarios estudos conduzidos pelos grupos de White e Clark reforcam os resultados
referidos anteriormente em relacao a embriotoxicidade do artesunato, em ratos e coelhos.

Quando se compara a toxicidade do derivado artesunato a da dihidroartemisinina,
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artemeter e arteter, em ratos e coelhos, apds 10 dias de administragdo oral, verifica-se que
todas as artemisininas apresentam o mesmo padrao de letalidade em relagdo ao embrido
e a mesma incidéncia de malformacgdes, quer ao nivel cardiovascular quer ao nivel do
esqueleto, em ambas as espécies. Adicionalmente, ambas as vias de administragdo de
artesunato, oral e IV, produziram uma exposicao sistémica semelhante a do metabolito
DHA, sugerindo que provavelmente este ¢ o metabolito toxico envolvido no processo.
De destacar que estes efeitos ocorreram na auséncia de toxicidade materna, tendo-se
apenas verificado alteragdes pouco significativas na contagem de reticuldcitos, em doses
[90,91]

proximas das administradas em humanos.

Apesar de se ter verificado embriotoxicidade de artemisininas em roedores,
associada a mecanismos de angiogenese, vasculogenese e eritropoiese fetais, numa fase
muito inicial da formagdo dos globulos vermelhos, Clark, e mais recentemente Li e
Weina, alertam para o facto de nenhum efeito secundario relevante se ter verificado em
ensaios clinicos efetuados com 1837 pacientes gravidas (das quais 176 no primeiro
trimestre), expostas a artemisininas, entre 1989 e 2009. A explicagdo pode residir no facto
de a fase sensivel de producdo de globulos vermelhos nos roedores ocorrer
sincronizadamente em 1 dia, podendo ocorrer multiplas exposicdes ao farmaco
administrado, levando a uma maior proporc¢do de células mortas. J4 nos primatas, sdo
necessarios 12 dias de tratamento até se verificar a perda de embrides. Nos humanos,
perante os dados disponiveis, e apesar da necessidade de estudos adicionais para reunir
dados conclusivos, antecipa-se que sera necessario um periodo mais extenso do que o da
exposi¢ao de 2-3 dias de tratamento com o antimaldrico, para se observarem efeitos
secundarios toxicos relevantes. Adicionalmente, os ACT orais, usualmente administrados
a mulheres gravidas, resultam num pico de concentracdo celular do farmaco muito baixo
e, por isso, pouco passivel de provocar embriotoxicidade. Clark salienta que existe uma
maior sensibilidade dos eritroblastos da medula 6ssea de um adulto as artemisininas, que
se traduz numa redu¢do mais acentuada no nimero de reticulocitos (quando sujeitos a
doses terapé€uticas do farmaco), alertando para a possibilidade de a deplecao de
eritroblastos embriondrios ¢ as malformagdes do embrido se poderem acentuar nestes
casos. Assim, as diferentes sensibilidades ao farmaco e os diferentes perfis
farmacocinéticos do mesmo resultam em diferencas consideraveis ao nivel da

embriotoxicidade entre os casos de administragdo do farmaco num animal vs num
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humano, mantendo os ACT como uma solug¢do adequada para o tratamento de mulheres
[92-95]
gravidas portadoras de malaria.

Os estudos de Clark também demonstraram que a reducdo do numero de
reticuldcitos induzida pelas artemisininas em individuos saudaveis foi bastante superior
(cerca de 5 vezes) a observada em voluntarios portadores de maléria. O parasita
Plasmodium causa hipoferrémia, o que leva a concentracdo de farmacos nas células
infetadas. Assim, uma explicacdo para a menor diminuicdo da contagem de reticul6citos

induzida por artemisininas pode passar pelo facto de a maléria reduzir os niveis de tecido-

alvo do farmaco, funcéo de gradientes na concentracdo de Fe(ll). Aparentemente, o facto
de a gravida ser portadora de malaria diminui o risco de embriotoxicidade devida a

tratamento com artemisininas.

Apesar de ndo terem sido confirmados casos de embriotoxicidade induzida pelas
artemisininas no primeiro trimestre de gravidez, é de salientar que em Africa o
diagnédstico da doenca é baseado em febres altas e nem sempre h& confirmacdo de
parasitémia, levando a que certas mulheres corram o risco de ser tratadas com ACTS,
mesmo ndo sendo portadoras do parasita. Assim, poderdo ocorrer casos de
embriotoxicidade associada as artemisininas no inicio da gravidez. Por isso, sdo
necessarios estudos clinicos adicionais para determinar se efetivamente a doenca protege
0 hospedeiro de reticulocitopenia e embriotoxicidade quando tratado com artemisininas
e se 0 Plasmodium é um alvo mais ou menos sensivel do que o embrido ou o proprio

[96]
reticulécito.

Relativamente aos antimalaricos atualmente administrados a mulheres gravidas
para o tratamento de malaria nao complicada, a OMS recomenda a utilizacdo de ACT nos
2° e 3° trimestres de gravidez e de uma combinagdo de quinina com clindamicina no
primeiro trimestre. Um estudo publicado no Malaria Journal em 2012, baseado em 1103
casos de mulheres gravidas a quem foi administrada a combinagdo de artesunto e
lumefantrina (AL) para o tratamento da malaria, indica que nos 2° e 3° trimestres 0 uso
de AL ndo demonstrou qualquer efeito adverso relevante, comparativamente a utilizagcdo

de quinina ou a combinagdo sulfadoxina-pirimetamina (SP), apresentando a mesma
[971
eficacia terapéutica € uma maior tolerancia.
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Porém, e tal como ja referido anteriormente, existem indicios de que o perfil
farmacocinético dos antimaldricos se altere na gravidez, pelo que sdo necessarios estudos
adicionais que permitam averiguar a eficdcia e tolerncia no primeiro trimestre de
gravidez.

Apesar destes indicadores, o numero de estudos que reportam a exposicao de
mulheres gravidas a artemisininas, especialmente durante o primeiro trimestre de
gravidez, ¢ muito reduzido, ndo sendo representativo da realidade ao ponto de se poder
tragar um perfil clinico seguro.

Além disso, a rapida adesao ao uso de ACTs no tratamento da malaria pode levar
a situacdes de risco, quando administrados em mulheres com gravidez nao confirmada,
especialmente durante o primeiro trimestre. Por outro lado, a utilizacdo de ACTs em
gravidas durante os 2° e 3° trimestres também pode ocorrer com frequéncia, na auséncia
de uma confirmacao da infeg¢ao pelo Plasmodium.

Todos estes fatores podem contribuir para uma ma utilizacdo desta abordagem
terapéutica, levando a resultados negativos, gerando desconfianca e falta de adesdo aos
tratamentos por parte dos pacientes e, em ultima instancia, ao desenvolvimento de

resisténcia por parte do parasita aos antimalaricos do grupo da artemisinina.

Assim, a monitorizacdo e farmacovigildncia em gravidas expostas a estes
farmacos revelam-se urgentes, especialmente em populacdes de regides endémicas,
certamente mais representativas da realidade do que as pertencentes a sociedades
industrializadas e mais evoluidas, onde as condi¢des de saude e acesso a mesma sao

distintas, comprometendo os resultados globais.

Considerando a informag¢do disponivel, a OMS recomenda o uso de ACT, de
acordo com os dados de eficacia conhecidos para a regido em causa, nos 2° e 3° trimestres
de gravidez mas refere todavia que, face a falta de dados de toxicidade disponiveis, a
utilizacdo de ACT no primeiro trimestre apenas deve ser considerada se ndo restar

alternativa viavel.

Face ao exposto, ¢ consensual a necessidade de intensificar e aprofundar a
investigacdo relativamente a embriotoxicidade e teratogenicidade de antimaldricos

baseados no quimiétipo do perdxidos.

Da anélise dos dados obtidos resultam alguns pontos essenciais:
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e Investigar o potencial teratogénico destes farmacos em humanos mais
amplamente, usando amostras mais representativas da realidade, apesar das

limitagdes inerentes a inclusdo de mulheres gravidas em estudos clinicos;

e Efetuar estudos adicionais ao longo dos vérios estadios da gravidez para poder
avaliar o risco/beneficio das artemisininas no tratamento da malaria, fazendo a

distingdo entre as diferentes fases da gestagao;

o Efetuar estudos que permitam comparar concentracdes e eficacia de firmacos, em
mulheres gravidas e ndo gravidas, no tratamento da maldria, para poder tracar
perfis farmacocinéticos dos firmacos em ambos 0s casos e perceber se a gravidez
altera, e como altera, esses perfis (excluindo fatores como tipo de infe¢dao ou

sensibilidade do parasita, como variaveis);

e Efetuar estudos que permitam fazer uma distingdo entre os efeitos associados a
ACT e os da malaria: anemia, peso baixo do embrido e efeitos secundarios no

desenvolvimento embrionario;

Relativamente ao uso de artemisininas e seus derivados no tratamento ou
profilaxia da malaria durante a gravidez, ¢ prioritario compreender os mecanismos
responsaveis pela potencial embriotoxicidade e teratogenicidade observadas em animais,

apos exposi¢ao ao farmaco.

Esta informagdo ¢ crucial como ponto de partida para apurar se existe um risco
associado ao uso deste tipo de compostos na terapia/profilaxia da maléaria durante a
gravidez e, perante a informagao recolhida relativamente aos processos € mecanismos
indutores de toxicidade, tentar minimizar tal risco. A elucidagdo destes mecanismos para
os compostos em estudo poderia levar ao controlo dos efeitos secundarios indesejados,
por exemplo através da concecao e do desenvolvimento de derivados que minimizem essa
toxicidade. Adicionalmente, seria interessante investigar possiveis semelhangas e
diferengas mecanisticas entre as artemisininas e outros derivados endoperoxidicos, semi-

sintéticos e sintéticos, de forma a antever o seu impacto no desenvolvimento embrionario.

Foram propostas algumas hipdteses de mecanismos de toxicidade para
fundamentar a teratogenicidade dos derivados endoperoxidicos. De uma forma geral as
propostas envolvem a bioativacdo da ponte peroxidica pelo ferro livre ou hémico, tal
como proposto para o mecanismo de acdo contra o parasita, assumindo-se que a ligagao

peréxido € o toxdforo, na avaliacdo de toxicidade, e o farmacdforo, na avaliacdo da
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atividade antimalarica. Como anteriormente referido, a ativagdo do peroxido pode
originar uma clivagem homolitica da ponte endoperoxidica, gerando espécies reativas
capazes de desencadear varios processos, como por exemplo stress oxidativo e

peroxidacao lipidica das membranas celulares (Esquema 10.2.1), e também de alterar
[56]
significativamente a estrutura de biomoléculas essenciais, como proteinas ou o ADN.

. Abstracédo de H H
Cisdo R dos lipidos KY
Homolitica L I
» Radicais de carbono R R'

Heme presente
na bicamada lipidica

Clivagem de
Espécies Radicalares Fenton
de oxigénio

Peroxidacao

@ Lipidica

Oxidagao de Recetores e Proteinas
da membrana celular

Esquema 10.2.1. Representacdo esquematica dos processos que conduzem a

peroxidacao lipidica induzida por artemisinina.

Assume-se que a cisdo homolitica (Esquema 10.2.2) conduz a formagdo de
radicais centrados em oxigénio, que posteriormente rearranjam, formando radicais
centrados em carbono, primario ou secundario. As evidéncias destas vias mecanisticas
resultaram de estudos biomiméticos de degradagdo com ferro da artemisinina, nos quais
ambos os intermedidrios foram submetidos a técnicas de spin-trapping e os respetivos

adutos isolados, comprovando a formagao de radicais centrados em carbono primario e
[61-63]
secundario.

35



[Toxicidade inerente ao uso de antimaldricos endoperoxidicos]

Cisdo Homolitica
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] Desoxiartemisinina (DA)
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Esquema 10.2.2. Representacdo esquematica do mecanismo de clivagem

homolitica do farmacéforo endoperoxidico.
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Outra via de ativagdo dos perdxidos, proposta por Meunier e colaboradores,

envolve cisdo heterolitica do trioxano (Esquema 10.2.3), originando hidroperéxidos

insaturados, percursores de radicais hidroxilo e promovendo a formagdo de varias

espécies radicalares de oxigénio (ROS). [63-67]

Cisao Heterolitica

H

Fe(Il) l\¥

|

4-Hidroxi
Desoxiartemisinina (HDA)

Fe(ll)-Fenton

Chemistry
_—

L
1

Desoxiartemisinina(DA)

Esquema 10.2.3. Representacdo esquematica 0 mecanismo de clivagem

heterolitica da ponte endoperoxidica, catalisada pelo Fe(Il).
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Um outro mecanismo possivel de teratogenicidade envolve a interagdo de
peroxidases com os grupos hidroxilo resultantes da abertura do anel contendo o
endoperoxido, promovendo a formagao de espécies radicalares de oxigénio, com elevada

capacidade de oxidagdo.

Estas espécies radicalares podem levar a oxidagdo ou a alquilagao de biomoléculas
estruturais e essenciais para o desenvolvimento embrionario, tais como proteinas vitais
ou mesmo o ADN. Essas alteragdes podem ser irreversiveis, comprometendo a
funcionalidade das moléculas envolvidas e podendo conduzir a morte celular.
Considerando a elevada reatividade e o baixo tempo de vida destas espécies, que sdo por
isso rapidamente extintas, ¢ credivel considerar que se formem no proprio sistema

embriondrio para que os efeitos embriotoxicos se possam manifestar. % %]

Assim, os mecanismos de toxicidade propostos vao de encontro aos mecanismos
propostos e observados, tanto ao nivel da acdo destes compostos enquanto agentes
antiparasitarios, como na sua acdo indutora de apoptose em células tumorais, sendo
detonados pela ativacao in situ do farmacoforo/toxoforo que esta dependente da presenga

de Fe(II). 1%

11. O projeto ARTEMIP e a atualizacéo do estado da arte

Com vista a aprofundar os estudos mecanisticos relacionados com artemisininas
e outros farmacos do quimiotipo endoperoxidico no tratamento da maléaria durante a
gravidez, varios grupos com valéncias complementares e ativos na investigagdo em
maléria organizaram-se num consorcio, que incluiu também a OMS, e propuseram um
projecto conjunto intitulado ARTEMIP — “The safety pharmacology of Artemisinins when

(1011 Os objectivos e tarefas

used to reverse pathophysiology of malaria in pregnancy’.
foram definidos consoantes as diferentes especializagdes e valéncias dos grupos
envolvidos.

Nesta colaboracao pretendeu-se proceder a comparag¢do quimica e bioquimica de
compostos semi-sintéticos derivados de artemisinina, tais como o artesunato, ¢ de novos

endoperdxidos com atividade antimalarica, de origem sintética, tais como trioxolanos, e
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assim perceber e antecipar qualquer efeito toxico ou teratogénico do farmacédforo desta
nova classe de compostos. Em paralelo, também se propds o estudo de agentes
teratogénicos conhecidos, como a fenitoina, como termo de comparagao.

De realgcar que, nesta colaboragdo o grupo de investigacdo em Reatividade
Organica e Quimica Medicinal do Centro de Ciéncias do Mar do Algarve, liderado pela
Professora M° de Lurdes Cristiano, e ao qual a autora desta monografia pertencia, esteve
envolvido no primeiro objetivo do projeto, relativo a reparagdo de compostos
endoperoxidicos com potencial antimalarico, com variedade estrutural, semi- sintéticos e
sintéticos, para serem usados como sondas em estudos subsequentes de avaliacdo da
embriotoxicidade e teratogenicidade. Foram preparadas sondas fluorescentes, sondas
biotiniladas e sondas radioativas a partir de perdxidos com atividade antimaldrica
selecionados. Estas sondas foram seguidamente usadas, por exemplo em estudos de
afinidade e de bioacumulacao.

A base mecanistica proposta neste projeto para a embriotoxicidade dos compostos
em estudo, dando continuidade a estudos prévios desenvolvidos pelos diferentes grupos,
passa pela formagdo de espécies radicalares, tal como referido anteriormente, e sua
interacdo em processos vitais que podem conduzir a apoptose celular. Também no caso
dos endoperoxidos sintéticos, estudos biomiméticos com Fe(Il) e de ‘EPR spin-trapping’

desenvolvidos pelo grupo, confirmaram a formacdo de adutos resultantes de
[63,102]
intermediarios radicalares (Figura 11.1.) .

OR
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Esquema 11.1. Esquema representativo do processo de ‘spin-trapping’ de um

intermediério endoperoxidico radicalar. %!
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11.1.

Informagc&o relevante ARTEMIP 104

O projeto ARTEMIP forneceu dados muito relevantes relativamente aos mecanismos

de toxicidade de perdxidos e atualizacdo do estado da arte:

A ponte peroxidica representa o farmacoforo e o toxoforo, tanto nas artemisininas
como nos ozonideos sintéticos, sendo a atividade bioldgica destes compostos
dependente da sua presenca, facto comprovado quando comparada a atividade dos
peréxidos com a atividade dos compostos desoxigenados correspondentes,
também preparados no grupo de ROQM do CCMAR, e que serviram como
controlos negativos.

Verificou-se a formacao de adutos de espécies radicalares centradas em carbono
e concomitante aumento de stress oxidativo, como base na toxicidade destes
compostos.

Foi possivel confirmar que a embriotoxicidade dos endoperdxidos testados se
centra na deplecéo de eritrdcitos. A consequente anemia pode levar a uma situagéo
de hipoxia tecidular e a morte celular. Dependendo da severidade da anemia, pode
afetar o desenvolvimento fetal ou levar & morte do embri&o.

Dos estudos in vivo ad hoc, em ratos, definiu-se um intervalo de sensibilidade do
embrido as artemisininas, compreendido entre 0 9° e 0 14° dia ap0s gestacao (AG);
nos dias 9 e 10 AG observaram-se malformacdes ao nivel cardiovascular dos
membros; tratamentos ap6s o 15° dia AG ndo conduziram a impacto observavel
no desenvolvimento fetal.

A embriotoxicidade ndo foi especifica em relacdo a espécie, e o0 alvo da DHA séo
eritrocitos primitivos, metabolicamente ativos, tanto no rato como em ras.

A mitocondria representa o sitio de agdo sub-celular nos eritrdcitos.
Relativamente ao mecanismo de acdo, confirmou-se que apenas os farmacos
endoperoxidicos derivados de artemisinina com atividade antiplasmodial
interferiam com o desenvolvimento dos eritrocitos.

Os novos perdxidos sintéticos mostraram que as concentracdes inibitdrias para o
Plasmodium eram distintas das concentragéoes inibitorias para os eritroblastos, o
que podera ser promissor e traduzir-se num aumento da margem de seguranca dos
mesmos. Contudo, ainda existe toxicidade associada a estes novos candidatos a

farmacos, pelo que ainda ndo é seguro excluir qualquer risco na sua administracao.

40



[Toxicidade inerente ao uso de antimaldricos endoperoxidicos]

e Deste estudo antecipa-se que a exposi¢do de 48 horas aos peroxidos, numa fase
critica do desenvolvimento dos eritrocitos de aproximadamente 5 dias em ratos e
xenopus, afeta significativamente os glébulos vermelhos embrionérios; ja a
exposicdo aos farmacos durante algumas horas, ap6s um periodo de
desenvolvimento eritrocitico de pelo menos 28 dias em humanos, ndo provoca 0s
mesmos danos. Mais informacdo relevante sobre o desenvolvimento dos
eritrocitos em embrides humanos € absolutamente crucial, para se poderem retirar
mais conclusdes.

e Pode afirmar-se que o periodo critico no desenvolvimento da eritropoiese em ratos
é de 3 dias e que o correspondente em humanos é de 10 a 14 dias. O facto deste
ser mais extenso deve ser suficiente para reduzir a sensibilidade induzida pelas
artemisininas durante a sua exposicdo de 3 dias, mas ndo existem ainda dados
bioldgicos suficientes para reforcar esta hipotese e excluir a hipdtese de

embriotoxicidade.

Devido ao envolvimento da OMS como beneficiario no ARTEMIP, a informagao
gerada neste projeto pode ter impacto na recomendacdo do uso de antimalaricos durante
a gravidez. A observagdo de que a ativacdo da ponte endoperoxidica em todos os
compostos analisados ¢ responsavel quer pela sua atividade como antimaléricos quer pela
sua toxicidade, antevé que va ser dificil dissociar estas duas. O mesmo facto compromete
o uso destes farmacos durante a gravidez. Assim, a recomendacdo da OMS de evitar a
terap€utica antimaldrica com artemisinas durante o primeiro trimestre de gravidez
mantém-se. Mais dados serdo necessarios para tracar um perfil seguro dos mesmos

compostos para a terap€utica durante o restante periodo de gravidez, mesmo numa

abordagem de ACT. 1°U

12. Conclusao

Em conclusdo, a artemisinina e os seus derivados continuam a ser uma op¢ao
valida para o tratamento da maléria, especialmente numa abordagem de terapia de
combinagdo. Da mesma forma e numa perspetiva ainda mais promissora, alguns dos
derivados endoperoxidicos sintéticos apresentam excelente atividade antimalérica e
propriedades farmacocinéticas superiores aos artemisininicos, para além de serem de facil
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preparacdo. Verificou-se que 0s tetraoxanos apresentam maior estabilidade metabdlica
que os respetivos trioxanos e trioxolanos, podendo afirmar-se que os tetraoxanos
constituem a sub-classe mais prometedora, na classe dos endoperoxidos com atividade

antiplasmodial.

Aparentemente, as artemisininas e os derivados endoperoxidicos sintéticos
partilham o mesmo mecanismo de acéo antiplasmodial, baseado na formac&o de espécies
radicalares reativas ap0s ativacéo do centro endoperoxidico por Fe(ll) livre ou hémico.
Tais espécies interferem com processos essenciais para a sobrevivéncia do Plasmodium,

comprometendo assim a mesma.

Estas espécies responsaveis pela atividade desta classe de farmacos sdo também
responsaveis pela sua toxicidade, como consequéncia de uma interagdo nociva com

estruturas moleculares e celulares do hospedeiro.

E importante referir que essa toxicidade, das artemisininas e provavelmente dos
derivados endoperoxidicos sintéticos, devera estar relacionada com o perfil
farmacocinético dos diferentes compostos e seus modos de administracdo, fatores

determinantes para a extensdo da exposi¢ao aos seus metabolitos.

Perante as observagoes e na auséncia de mais dados relativos a embriotoxicidade
das artemisininas, mantém-se a recomendacdo da sua utilizacdo apenas nos ultimos

trimestres de gravidez.

O facto de por um lado as espécies radicalares resultantes da ativacdo destes
farmacos serem responsaveis pela atividade bioldgica dos mesmos e por outro
comprometerem a sua utilizacédo pela potencial toxicidade gerada, ¢ dificil de dissociar e
cabe aos investigadores desenvolver estratégias terapéuticas com abordagens cada vez

mais especificas e seletivas.

Mais estudos terdo de ser efetuados em relacao a atividade/toxicidade desta classe
de farmacos, e uma maior farmacovigilancia tera de ter lugar para obter mais evidéncias
e dados mais conclusivos relativamente ao uso de derivados endoperoxidicos no

tratamento da malaria e a sua implicagdo em termos de toxicidade.
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