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Artigo

THEORETICAL STUDY OF THE INTERACTION BETWEEN ARTEMISININ AND HEME. The purpose of this work is to study
theoretically stereoelectronic aspects of the interaction between heme and artemisinin in the transitional heme-artemisinin complex.

Through semi-empirical calculations using the PM3 method, the potential energy barrier of artemisinin rotation relative to heme in the

heme-artemisinin complex was studied in vacuum and in the partially solvated state. The minimum heat of formation obtained for the
complex with and without water molecules is —=702.39 and —100.86 kcal mol™, respectively, which corresponds to the dihedral angle C-
Fe-0O1-02 of 43.93° and 51.90° around the iron-oxygen O1 bond, respectively. The water molecules bind to heme via 13 hydrogen
bonds and O-Hee*O and 6 C-Hee+O interactions, which accounts for -67.23 kcal mol™. It is observed that the inclusion of water molecules
does not affect significantly the stability of the heme-artemisinin complex.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude, hoje em dia,
a maldria € de longe a doenca tropical e parasitdria que mais causa
problemas sociais e econdmicos no mundo e s6 € superada em nu-
mero de mortes pela AIDS. A maldria ainda € uma das doengas que
mais crescem no mundo. O Plasmodium falciparum, responsavel
pela maldria mais grave, afeta severamente a populagdo mundial,
causando de 1-1,5 milhGes de mortes a cada ano, sendo a maioria
criancas de até 5 anos de idade'. A maldria ocorre principalmente
nos paises da Africa, Asia e América Latina, devido as inadequadas
estruturas na drea da satde e baixas condi¢des socioecondmicas.

Na década de 40, ocorriam cerca de 6 milhdes de casos de ma-
laria ao ano no Brasil, nimero que foi reduzido a 52 mil casos em
1970, gracas a campanhas federais e estaduais de combate a doen-
¢a®. Os dados da Fundagdo Nacional de Satde (Funasa) do ano de
2002, até abril, indicam que o nimero de casos de maldria caiu
14% em relagdo ao mesmo periodo de 2001.

Existem quatro membros do género Plasmodium, que afetam os
seres humanos. A maldria € transmitida através da picada do mosqui-
to fémea do género Anopheles infectado®. Ap6s a infec¢do do indivi-
duo pela picada do mosquito, os parasitas Plasmodium primeiramen-
te se acumulam nos hepatécitos (células do figado) na forma de
esporozoitos, onde se desenvolvem e tornam-se merozoitos. Em se-
guida, os merozoitos invadem os eritrécitos para o proximo estigio
de sua maturag@o. Neste estdgio os merozoitos desenvolvem-se, tor-
nando-se trofozoitos maduros (forma anelar) e, em seguida, tornam-
se esquizontes. Apés alguns dias, as células vermelhas infectadas
arrebentam e os merozoitos s@o liberados, causando as febres perio-
dicas da maldria. Cada esquizonte libera de 8-24 merozoitos e estes
infectam novos eritrécitos, dando seqiiéncia a um ciclo®.

Dentro dos eritrécitos o parasita degrada grande parte da
hemoglobina, liberando uma por¢ao protéica (globina) e o heme
(complexo ferro-porfirina). Em humanos, os parasitas da maldria
digerem mais de 70% da hemoglobina dentro das células verme-
lhas infectadas do sangue®. Cerca de 30% ou mais desta globina é
digerida pelo parasita e usada como fonte de aminoécidos para a
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sintese de suas proprias proteinas. O heme proveniente da
hemoglobina € téxico para o parasita, que o converte no pigmento
malarial. Neste processo, o parasita € destoxificado ao polimerizar
o heme, com o auxilio da enzima heme polimerase, produzindo o
pigmento da maldria (hemozoina)®. A Figura 1 mostra a estrutura
do heme, onde o 4tomo de Fe se encontra no estado de oxidacdo +2
e os propionatos, na forma idnica.
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Figura 1. Estrutura do heme

Os parasitas estdo se tornando resistentes aos formacos ja exis-
tentes, como por ex., a cloroquina, a quinina e a mefloquina’®. A
artemisinina (Figura 2), também conhecida como ginghaosu (QHS),
proveniente da Artemisia annua, € um potente agente antimaldrico e
foi isolada pela primeira vez em 1972, por pesquisadores chineses’.
Os farmacos antimaldricos atuais contém um sistema anelar
heterociclico contendo nitrogénio. Jd a artemisinina € uma lactona
sesquiterpénica que possui uma fungdo endoperdxido, a qual tem se
demonstrado essencial para a atividade antimaldrica'. Este farmaco
tem uma estrutura quimica peculiar, alta estabilidade térmica’, baixa
toxicidade e alta eficiéncia contra os parasitas resistentes a cloroquina.
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QHS

Figura 2. Estrutura da artemisinina

Conhecer o mecanismo de ag¢do ¢ de suma importincia para o
desenvolvimento e descobrimento de um novo farmaco. Normalmen-
te, o farmaco tem seu efeito mediado por um alvo especifico, um
receptor. Caso a estrutura do complexo receptor-formaco seja conhe-
cida, as interagdes entre ambos podem ser investigadas com mais
detalhes. Estudos computacionais e quantitativos que correlacionam
a estrutura quimica e a atividade bioldgica de uma série de farmacos
e andlogos tém apontado para os mecanismos de agdo e t&ém dado
diretrizes para a sintese de novos derivados mais eficientes' .

No caso especifico do tratamento da maldria com artemisinina,
had evidéncias experimentais de que o mecanismo de agdo do farmaco
envolve a formagao de um complexo de transi¢cdo heme-artemisinina.
A oxidacdo da artemisinina mediada pelo heme ¢é apontada como
uma etapa critica na atividade bioldgica deste farmaco'®*.

A literatura sugere vdrias hip6teses sobre a interac@o entre o heme
e a artemisinina neste complexo transitério. Tonmunphean e colabo-
radores' estudaram teoricamente a intera¢do da artemisinina e 29
derivados com o heme, no vacuo (método ab initio a nivel HF). Os
resultados mostraram que eles se aproximam do heme preferencial-
mente por intermédio do dtomo de oxigénio Ol da ligacdo
endoperoéxido, em dire¢do ao dtomo de Fe do receptor heme. Este
resultado difere do proposto anteriormente por Shukla e colaborado-
res*, os quais sugeriram que o d4tomo de oxigénio O2 da artemisinina
e ndo O1 se liga ao ferro do grupo heme. Isto mostra a importancia da
intera¢do entre o Fe do heme e o grupo endoperdxido da artemisinina
ou de seus derivados. Tonmunphean e colaboradores'', em outro es-
tudo, utilizaram cinco tipos diferentes de estruturas do heme
interagindo com a artemisinina. Estes cdlculos mostraram que, em
todas as interacdes, o dtomo de oxigénio Ol da ligacdo endoperdxido
da artemisinina se aproxima preferencialmente do atomo de Fe do
heme e este mecanismo de aproximacdo € controlado por efeito
estereoeletronico. Ligantes proximos que aumentam o efeito estérico
na posicao do dtomo de ferro afetam significativamente as interagdes,
como € o caso do desoxi-heme. Este heme possui uma estrutura na
forma de “tigela”, devido a presenga de um grupo histidina ligado ao
Fe, fazendo com que a interacdo entre o endoperdxido da artemisinina
e o atomo de ferro do heme seja menos favordvel. Em outro estudo
recente, Tonmunphean e colaboradores® demonstraram novamente
que o ataque da artemisinina ao ferro do grupo heme ocorre via Ol.

Pinheiro e colaboradores' analisaram a intera¢do existente en-
tre a artemisinina e quatro andlogos da mesma com o heme, utili-
zando o método de mecéanica molecular. Diferencas significativas
foram observadas na conformacdo do ligante e na sua orientagdo
com relagdo ao heme e na conformag@o das cadeias livres do heme.
As cadeias laterais livres do heme (as quais ndo foram congeladas
durante os cdlculos) dirigiram-se em dire¢@o aos substituintes liga-
dos em C9 e C10 (Figura 2) da QHS.

Atualmente, o mecanismo mais aceito para a agdo da
artemisinina envolve a formagdo do complexo de transi¢do, por in-
termédio dos dtomos de ferro do heme e O1 do endoperéxido. A
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posicdo relativa da artemisinina com respeito ao heme ¢ determi-
nada por interagdes estereoeletronicas entre ambos, as quais afe-
tam o rearranjo do complexo até o rompimento da ligagdo Fe-O.
Portanto, a investigacdo em maiores detalhes de tais interacdes no
complexo é importante do ponto de vista do reconhecimento
molecular do heme com respeito a artemisinina. Os objetivos do
presente trabalho sdo estudar a posicdo relativa da artemisinina
com respeito ao heme no vicuo e parcialmente solvatado, e as
interagdes estereoeletronicas envolvidas no complexo de transi-
¢do. Este tipo de estudo pode auxiliar na descoberta de novos
farmacos mais eficientes contra a maldria, ja que para tal, torna-se
necessario saber como eles interagem com seus respectivos recep-
tores.

METODOS COMPUTACIONAIS

Utilizou-se o método semi-empirico PM3% implementado nos
programas SPARTAN? e TITAN?, para realizar os cdlculos da
entalpia de formacdo entre o fairmaco (QHS) e o receptor (heme). A
estrutura do heme da oxi-hemoglobina (1THB, resolucio 1,50 A,
R=19,6%)* foi retirada do banco de dados cristalograficos “Protein
Data Bank” (PDB)*. A estrutura da artemisinina (QNGHSUO03)*
disponivel no banco de dados “Cambridge Structural Database”
(CSD)* foi utilizada para os cdlculos da barreira de energia poten-
cial da rotacdo da artemisinina em relacdo ao heme ao longo do
eixo Fe-Ol.

A molécula de oxigénio coordenada ao dtomo de ferro do heme
(1THB)® foi usada para construir o complexo heme-artemisinina.
O heme e a artemisinina foram orientados, isto €, posicionados pa-
ralelamente, com o auxilio do programa MATLAB*. A molécula de
oxigénio serviu para ligar o heme a artemisinina.

A distancia O1-Fe foi fixada em 2,7 A, a mesma encontrada em
outros estudos tedricos realizados por Tonmunphean e colaborado-
res'* e por Cheng e colaboradores”. A orientagdo da molécula de
artemisinina foi corrigida, fixando-se o angulo O2-O1-Fe em 115°.
Este angulo foi escolhido com base no dngulo Fe-O1-C12a que era
desta ordem de grandeza e, assim, a molécula da artemisinina ficou
em uma posi¢do aproximadamente paralela em relacdo ao plano do
heme, com os angulos das ligagdes Fe-O1-O2 e Fe-O1-C12a quase
trigonais. A Figura 3 mostra uma visdo estérea do complexo, indi-
cando os angulos mencionados.

Figura 3. Visao do complexo artemisinina-heme (dtomos. cinza - C; branco
- H; vermelho - O; violeta - N; verde - Fe)

Durante os célculos, alguns dtomos tanto da artemisinina quan-
to do heme foram congelados. Na molécula de heme foram fixados
o atomo de ferro, o anel rigido da porfirina, quatro carbonos
metilénicos, dois carbonos etilénicos, trés carbonos de cada grupo
propionato e um atomo de hidrogénio do carbono que estd entre os
dois grupos propionato. Este dtomo de H foi fixado apenas em al-
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guns dos célculos de otimizagdo, para evitar o aparecimento de um
comprimento irreal da ligagdo C—H. Os grupos propionato na for-
ma anidnica foram fixados pois, durante as otimiza¢des de geome-
tria no vdcuo, eles se aproximaram muito dos dtomos da QHS,
devido a auséncia de outros grupos ou moléculas presentes na es-
trutura cristalina com os quais pudessem interagir. Este método
difere do estudo feito por Cheng e colaboradores', os quais consi-
deraram a flexibilidade destes grupos, onde ambos o0s grupos se
posicionaram para cima. Por outro lado, Shukla e colaboradores®
também ndo consideraram a flexibilidade das cadeias laterais do
heme durante a simulag@o da interagcdo QHS-heme, semelhante ao
estudo em questdo. J4 na artemisinina foram fixados somente qua-
tro atomos: O1, O2 e dois carbonos adjacentes a estes dtomos.

Foi selecionado o dngulo diedro C-Fe-O1-O2 (Figura 3) para a
andlise conformacional do complexo, onde C € o dtomo de carbono
aromadtico do heme, situado entre os dois grupos propionato. O valor
inicial do angulo diedro foi +170,60° (-189,40°). Para cada angulo de
rotacdo, otimizou-se a geometria do complexo heme-artemisinina
obtendo como resultado o calor de formagdo de cada conformagio. A
varia¢do do angulo diedro C-Fe-O1-O2 foi realizada de 10 em 10°,
usando a ligacdo C-Fe como referéncia (Figura 3). O objetivo desta
andlise computacional foi investigar qual conformacio do complexo
era energeticamente mais favordvel e, portanto, a mais provavel para
a ativagdo da artemisinina. Antes de cada otimizag¢do de geometria
com o método PM3, realizou-se um célculo de mecanica molecular,
baseado no campo de forca MMFF943+% para haver melhor acomo-
dacdo dos dtomos livres de ambas as estruturas.

Duas abordagens foram adotadas nos cdlculos da andlise
conformacional. Na primeira delas, as rotacdes foram feitas partin-
do sempre da estrutura otimizada anterior. Na segunda, as rotacdes
foram feitas utilizando sempre uma mesma estrutura original (an-
gulo diedro = +170,60°). A seguir, foi feita uma andlise do perfil do
calor de formacdo com respeito ao angulo diedro e a regido de me-
nor energia foi refinada, variando-se o angulo diedro de 1 ou 2°.

Posteriormente, com intuito de avaliar melhor o efeito do solvente
dgua nas interagdes farmaco-receptor, foram realizadas novas
otimizacdes de geometria, seguindo os mesmos procedimentos
computacionais citados acima, mas com a presenca de algumas
moléculas de dgua. A conformac@o de menor calor de formacdo do
complexo no vécuo, obtida nos cédlculos acima, foi utilizada como
estrutura inicial para este estudo. A seguir, as dez moléculas de
dgua mais proximas do heme, segundo a estrutura do heme (1THB)%,
foram incluidas no sistema. Em seguida, foram realizadas rotacdes
em torno de 25° para a direita e 25° para a esquerda, tomando como
base o angulo diedro C-Fe-O1-O2 (Figura 3). Os cdlculos foram
realizados variando o angulo diedro de 2 a 4°. Este procedimento
foi adotado para que os resultados pudessem ser comparados com
os calculos conformacionais anteriores no vacuo. Portanto, calculos
de dindmica molecular ndo foram incluidos neste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior regido de carga negativa da artemisinina localiza-se ao
redor da ligacdo per6xido e a maior regido de carga positiva do
heme localiza-se ao redor do fon Fe*. A intuigdo quimica indica
que estas duas regides devem interagir quando a artemisinina se
aproxima do heme. Isto estd de acordo com experimentos relacio-
nados a ac¢do antimaldrica da artemisinina, que indicaram a produ-
¢do de uma série de radicais de oxigénio e carbono originados da
transferéncia de elétrons de Fe** para o grupo peréxido quando a
artemisinina interage com o heme®. Conforme citado na introdu-
¢do, os estudos anteriores indicaram que a interagdo mais provavel
entre a artemisinina e o heme ocorre por intermédio do dtomo O1
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da ligacio endoperdxido. Portanto, neste artigo optou-se por estu-
dar somente a interacdo O1-Fe, inclusive por ser esta a interaciio
mais favordvel do ponto de vista energético®.

No véicuo, um total de 72 célculos foi realizado, sendo 36 para
cada uma das abordagens utilizada, isto €, a otimizagdo de geome-
tria partindo sempre da estrutura anterior e a otimizagdo utilizando
sempre uma mesma estrutura inicial. Todos os calculos convergi-
ram normalmente e forneceram resultados semelhantes. Estes re-
sultados podem ser vistos na Figura 4, que mostra o perfil do calor
de formacdo obtido pelas duas abordagens. Percebe-se que a bar-
reira de energia entre o conformero menos estdvel e o mais estavel
¢é ligeiramente menor quando os célculos sdo realizados partindo
sempre da estrutura anterior.
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Figura 4. Perfil de energia potencial do complexo QHS-heme em fung¢do do
angulo diedro C-Fe-O1-02

Esta regido de menor energia compreende os angulos de rota-
¢do no intervalo entre 20,00 e 80,59°. Sendo assim, foi realizado o
refinamento do perfil da energia potencial (calor de formacéo) nes-
te intervalo, com incrementos de 1 ou 2° no angulo diedro. Os resul-
tados sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Perfil de energia potencial do complexo de transi¢cdo QHS-heme
na regido de menor energia

Este refinamento serviu para detalhar a regido do minimo de
energia. Ao analisar os resultados obtidos para o calor de formagao,
observa-se que a conformagdo de menor energia (AH, = -100,86
kcal mol™!) existente no complexo QHS-heme (Figura 6) corresponde
ao angulo diedro de 51,90°.

Em geral, para existéncia de uma interacdo (intra- ou inter-
molecular) entre um dtomo de H de uma ligagdo C-H e orbitais (C,N),
a distancia C-Heeet deve ser no méaximo de 3,1 A e o angulo C-Heeert
proximo de 180, i. e., o orbital do dtomo de hidrogénio deve estar
préximo e adequadamente orientado na diregéo dos orbitais * (orbitais
atdmicos p, dos dtomos do sistema 7). Isto decorre do fato de que o
comprimento de uma ligacio C-H estd em torno de 1,1 a 1,2 A ¢ os
raios de van der Waals do dtomo de carbono medem aproximadamente
del1,7al1,8 A. Portanto, a distancia destas interagdes C-Heeet deve ser
bem préxima da soma de ambos (comprimento da ligacdo C-H e o raio
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Figura 6. Conformagdo de menor energia do complexo heme-artemisinina
no vdcuo, mostrando as 17 interagdes C-Hes*C,N(7)

de van der Waals do dtomo de carbono), variando entre 2,8 e 3,0 A,
com uma toleréincia de + 0,1 A®. Tais interacdes sdo importantes em
sinteses organicas, empacotamentos cristalinos e eventos de cardter
bioldgico, especialmente na hemoglobina onde ocorrem interacdes en-
tre os aminodcidos e o heme. A importancia destas interagdes estd rela-
cionada com a estabilidade conferida & hemoglobina.

Na configuragdo de menor energia do complexo heme-
artemisinina (Figura 6) foram encontradas 17 interacdes C-Heeer,
uma vez que um unico dtomo de hidrogénio da artemisinina pode
interagir com mais de um orbital © do anel porfirinico. Assumindo
que os métodos semi-empiricos ndo sdo muito adequados para des-
crever interacdes fracas, novas distancias HeeeC,N(7) foram adotadas
(2,1a2,8 A), bem como novos angulos de interagdo, C-HeeeC,N(1r).
Estes angulos devem ser maiores que 130°, visto que um dtomo de
hidrogénio pode interagir com mais de um atomo do heme. Esta
escolha de pardmetros geométricos se encontra dentro dos interva-
los sugeridos por Jeffrey®, que para as interagdes X-Heeenr (X=C,
0, N) e C-He#O/N siio distancias Heseaceptor 2,2 — 3,2 A; angulos
doador-H-aceptor 90 — 150° e energias menores que 4 kcal mol™.

As interacdes C-HeeeC,N(7) ocorreram principalmente por inter-
médio dos dtomos de H ligados aos dtomos de carbono C9, C8a, C5a,
C4 e C7 da QHS, além de um dtomo de hidrogénio pertencente ao
grupo metila ligado a C3 (Figuras 2 e 6). Os resultados obtidos neste
trabalho concordam com os de Cheng e colaboradores', os quais tam-
bém detectaram interag¢des entre dtomos de H da QHS e o anel
porfirinico do heme em um estudo de docking flexivel e QSAR-3D,
ao considerar a flexibilidade das cadeias laterais do heme. Esta €
uma indica¢@o de que a interacdo farmaco-receptor ndo ¢ drastica-
mente afetada ao se fixarem estas cadeias, como foi feito neste estu-
do. No presente trabalho, as duas interacdes mais efetivas ocorrem
entre os dtomos de H ligados aos dtomos de carbono C4 e C5a da
artemisinina e dtomos de carbono do anel porfirinico do heme (Figu-
ra 2). Resultados semelhantes foram encontrados por Pinheiro e cola-
boradores', que observaram 19 interacdes C-Heeet entre dtomos de
hidrogénio da artemisinina e a estrutura planar do heme. A importan-
cia das intera¢des heme-substrato € evidente e foi notada por Ziegler
et al.¥, ao afirmarem que partes da porfirina sio mais importantes
para o reconhecimento molecular que, especificamente, o seu metal.

Analisando o potencial eletrostético da conformacéo mais esta-
vel do complexo QHS-heme (Figura 7A), tem-se uma idéia da dis-
tribuicdo das regides de maior densidade eletronica (em vermelho).

A regido que se encontra ao redor da ligagdo perdxido possui alta
densidade eletronica e € considerada como sendo de extrema impor-
tancia no mecanismo de a¢do da artemisinina. Os dois grupos propionato
do heme se posicionaram perpendicularmente ao anel porfirinico, um
grupo para cima, enquanto que o outro se posicionou para baixo. Ainda
neste estudo da interacdo QHS-heme considerou-se a flexibilidade das
cadeias de éster e €ter da artemisinina, o que favorece melhor interacdo
na formagao do complexo transitério. A orientagdo da artemisinina com
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relagdo ao heme exibe boa regularidade quando observada no estudo
conformacional usando o método semi-empirico PM3: as partes pola-
res e hidrofébicas (grupos metil) do farmaco estdo, respectivamente,
direcionadas para as partes polares (drea central Fe-N) e hidrofébicas
(grupos metil e etil) do receptor heme (Figura 7A).

A B

Figura 7. Potencial eletrostdtico do complexo de transi¢do heme-
artemisinina. A: potencial eletrostdtico obtido neste estudo; B: potencial
eletrostdtico obtido em trabalho anterior’

Resultados diferentes foram encontrados em estudo anterior re-
alizado por Pinheiro et al."®, no qual a regido polar da artemisinina
(ligagdo perdxido e carbonila) interage por meio de uma interacio
polar com um dos grupos propionato do heme (parte polar) (Figura
7B). Esta diferenca nos resultados estd relacionada com a
metodologia computacional adotada por aqueles autores, em que o
anel porfirinico do heme permaneceu fixo, enquanto que os grupos
metil e vinil, um dos grupos propionato do heme, bem como a
artemisinina, permaneceram totalmente livres durante a otimizacio
de geometria em nivel de mecinica molecular. Além disto, os gru-
pos propionato estavam na forma neutra e a histidina ligada ao fer-
ro foi incluida nos cdlculos. No presente trabalho, devido os grupos
propionato na forma anidnica estarem fixos durante os célculos,
ndo se observaram interagdes efetivas entre os dtomos de oxigénio
destes grupos e os dtomos de hidrogénio da artemisinina.

Os resultados discutidos acima referem-se ao complexo de tran-
sicdo heme-QHS formado no vacuo. A mesma metodologia de célcu-
los foi aplicada para obtengdo do complexo parcialmente solvatado,
considerando as dez moléculas de dgua mais proximas do heme, se-
gundo a estrutura extraida do banco cristalografico PDB?. Ao anali-
sar os resultados obtidos para o perfil de energia potencial (Figura 8),
observou-se que o intervalo de menor calor de formagdo do complexo
parcialmente solvatado se encontra entre 25 e 75°. Fora desta regido,
os calores de formacdo tém valores significativamente altos (resulta-
dos ndo apresentados). Observa-se nesta Figura que 43,93° € o angu-
lo diedro que forneceu o menor calor de formagdo. Este resultado
estd préximo do obtido sem a inclusdo de moléculas de dgua (51,90°).
Estes resultados indicam que a inclusdo de moléculas de dgua ndo
afeta significativamente a estrutura do complexo heme-artemisinina.

Na configura¢do de menor energia do complexo heme-QHS par-
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Calor de Formagao (kcal/mol)
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Figura 8. Perfil de energia potencial do complexo QHS-heme solvatado em
fungdo do angulo diedro C-Fe-O1-02-, na regido de menor energia
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cialmente solvatado (Figura 9) foram identificadas 13 interagdes efe-
tivas C-HeeeC,N(m), adotando os mesmos critérios usados anterior-
mente. As principais interagdes ocorrem nos dtomos de H ligados
aos atomos de carbono C8a, C5a, C4 e C7 da QHS, além de um
atomo de hidrogénio pertencente ao grupo metila ligado a C3 (Figu-
ras 2 e 9). A grande diferenca entre as interacdes C-Heeert, em ambos
os complexos, estd relacionada com o decréscimo do nimero de
interacoes efetivas causado pela inclusdo das moléculas de dgua no
sistema.

Figura 9. Conformagdo de menor energia para o complexo de transi¢do
heme-QHS parcialmente solvatado, onde as ligacoes de hidrogénio aparecem

em verde e a artemisinina em cores

A conformac¢do de menor energia do complexo parcialmente
solvatado possui seis ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua,
e seis entre as moléculas de dgua e os grupos propionato, como pode
ser visto na Figura 9. Segundo Jeffrey*, estas interagdes sdo modera-
damente fortes, com energias variando entre 4 ¢ 15 kcal mol”. E razo-
avel esperar que as moléculas de dgua na vizinhanca dos grupos
carboxilicos formem ligacdes de hidrogénio com os mesmos e entre
si. Esta seria a situa¢@o esperada no interior da célula do parasita.
Portanto, estas ligagdes de hidrogénio observadas dificilmente se
constituiriam em um artefato do método PM3. Foram detectadas tam-
bém uma ligagdo de hidrogénio fraca entre uma molécula de dgua e
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um grupo propionato e outras seis interacdes C-HeeeO entre as molé-
culas de dgua e os grupos hidrofébicos do heme. Todas estas interagdes
mencionadas conferem maior estabilidade ao complexo.

Foi feito um cdlculo semi-empirico (PM3) para a molécula de
dgua e obtido o seu calor de formagdo (-53,43 kcal mol ™). Um sim-
ples cdlculo deste valor juntamente com os calores de formacdo dos
complexos parcialmente solvatados (AH, = —702,39 kcal mol™) e no
vécuo (AH, = -100,86 kcal mol™) mostra que a energia de interagdo
dgua — complexo QHS-heme ¢ —67,23 kcal mol™. Foi feita uma
andlise mais detalhada das energias das ligagdes de hidrogénio e
outras interagdes intermoleculares dgua-heme, e os resultados en-
contram-se na Tabela 1. Esta Tabela contém uma descri¢do das 19
interagdes encontradas no complexo. A primeira coluna descreve a
natureza da interacdo envolvida, enquanto que a segunda e terceira
colunas contém, respectivamente, o nimero e as distancias caracte-
risticas de cada tipo de interag@o. As duas tultimas colunas mos-
tram, em detalhes, as estimativas das energias envolvidas no pro-
cesso de formacdo do complexo (pelos métodos 1 e 2), onde os
valores atribuidos as contribui¢des das ligagdes de hidrogénio mo-
deradamente fortes foram extraidos de diferentes fontes da literatu-
ra**424_Conforme os resultados da Tabela 1, uma liga¢do de hidro-
génio moderadamente forte contribui para a estabilidade do com-
plexo com 4-5 kcal mol”, enquanto que a ligacdo de hidrogénio
fraca contribui com 0,5 kcal mol! e uma interacdo C-H...O com
1-2 kcal mol™. No total, as energias destas intera¢des foram estima-
das como sendo 3 kcal mol! menor (quando calculada pelo método
1) e quase 4 kcal mol”! maior (quando calculada pelo método 2) que
o valor obtido pelo método PM3 (-67,23 kcal mol™"). Em resumo,
estas energias estimadas para cada interacdo em particular estdo de
acordo com as sugeridas por Jeffrey*.

O potencial eletrostitico para o complexo parcialmente
solvatado € semelhante ao obtido para o complexo no vicuo (resul-
tado ndo mostrado). Observou-se que as partes polares e
hidrofébicas (grupos metil) da artemisinina estdo direcionadas,
respectivamente, para as partes polares e hidrofébicas do heme em
ambos os complexos. Houve apenas uma pequena rotagdo da
artemisinina (7,97°) com respeito ao complexo no véacuo, que €
visivel quando se superpdem as estruturas dos dois complexos (Fi-
gura 10). Esta pequena rotagdo € decorrente do aparecimento das
interacdes heme-agua e, por conseguinte, afeta as interacdes mais
fracas intermediadas por dtomos de hidrogénio, que sdo aquelas do
tipo C-HeeeN,C(m).

Tabela 1. Estimativa aproximada das energias de interacdo ndo covalentes envolvendo o atomo de hidrogénio, no complexo de transiciao

heme-artemisinina parcialmente solvatado

Tipo de interagdo Nimero de Distancias Energia / kcal mol”, Energia / kcal mol”,
interagdes caracteristicas / A método 1 método 2

Ligacoes de hidrogénio moderadamente fortes 6 1,78-1,79% -30,11¢ -27,06¢

(dgua-dgua)

Ligacdes de hidrogénio moderadamente fortes 6 1,78-1,79* -30,76¢ -27,06¢

(4gua-propionato)

Ligagdes de hidrogénio fracas 1 2,707 -0,53¢ -0,53¢

(4gua-propionato)

Interagdes C-H...O (dgua-heme) 6 3,33-3,74° -8,79¢ -8,79¢

Total 19 - -70,19 -63,44

Diferenga (estimado - PM3) - - -2,96 +3,79

“Distancia Hee+O; *Disténcia Ce*O; “Foi usado o potencial empirico de Gavezzotti para a ligagdo de hidrogénio com dlcool**: E/kcal mol™”! =
4509750%exp(-7,78*R/A) — 298*(R/A)*, onde R € a distdncia HeesO em A; ‘Foi usado o potencial empirico de Gavezzotti para a ligacio de
hidrogénio com &cido carboxilico*: E/kcal mol! = 6313670*exp(-8,75*R/;\) —205%(R/A)®, onde R é a distancia HeesO em A; O valor -4,51
kcal mol! de energia de interacdo dgua-dgua® foi usada para todas ligacoes de hidrogénio moderadamente fortes; 'A fun¢io de potencial foi
estabelecida baseando-se nos dados da literatura®® para interacio C-HeesO (valina-dgua): E/kcal mol"! = -3,35 + 2,5 *(R/A) para R > 3,35 A
e E/kcal mol”! = -3,35 - 2,5 *(R/A) para R < 3,35 A. R ¢ a distancia CeeeO em A.
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Figura 10. Visdo estérea da sobreposi¢do dos complexos de transi¢do heme-
artemisinina no vdcuo (heme em vermelho e artemisinia em azul) e

parcialmente solvatado (heme em verde e artemisinina em magenta)

Um estudo mais acurado e minucioso utilizando métodos ab
initio é recomendado para futuras investigacdes da interagdo exis-
tente entre o heme e artemisininas.

Os resultados da andlise conformacional do complexo no va-
cuo, como mostrado neste trabalho, sdo quase idénticos aos da li-
teratura'*. Por outro lado, a inclusdo das moléculas de dgua pode
provocar variagdes visiveis mas néo substanciais no angulo diedro
C-Fe-01-02, que irdo afetar intera¢des ndo covalentes entre o heme
e a artemisinina (C-Heeewt, hidrofébicas, de dispersdo, de correla-
¢do eletrdnica, etc). Este fenomeno pode ser considerado como um
efeito solvente do reconhecimento molecular QHS-heme. Espera-
se um comportamento semelhante da artemisinina e também de
seus derivados nos sistemas aquosos biolégicos.

Estendendo os resultados obtidos para os derivados da
artemisinina, deve-se considerar a influéncia que a presenca de
substituintes e outras transformagdes estruturais na artemisinina
podem causar no perfil de energia potencial dos complexos heme-
derivados da artemisinina. Um impedimento estérico da ligacdo
peréxido vai influenciar negativamente na atividade bioldgica dos
derivados da artemisinina'®!*#%_ Conseqiientemente, estes com-
plexos terdo diferente estabilidade e reatividade e, portanto, uma
diferente atividade biolégica, em compara¢do com a artemisinina.
As caracteristicas do complexo de transi¢do heme — derivados de
artemisinina sdo cruciais para sua atividade bioldgica e, portanto,
importantes do ponto de vista computacional. Concluindo, a ativi-
dade bioldgica das artemisininas por intermédio do seu reconheci-
mento molecular e ativacdo pelo heme € muito mais afetada por
mudancas estruturais na artemisinina que por efeitos do solvente.

CONCLUSOES

Ap6s o estudo tedrico da interagdo existente entre a artemisinina
e o heme, usando o método semi-empirico PM3, chegou-se a con-
clusdo de que as interagcdes mais efetivas entre os dtomos de H da
artemisinina e o anel porfirinico do heme ocorrem nos atomos de H
ligados aos dtomos de carbono C9, C8a, C5a, C4 e C7 da QHS.
Estas interacdes sdo importantes, especialmente para o reconheci-
mento molecular da artemisinina pelo heme. Assim, todas essas
interacdes estabilizam a estrutura do complexo, fazendo com que a
reatividade e a atividade do fidrmaco sejam efetivas durante sua
acdo no meio bioldgico. O angulo diedro do complexo artemisinina-
heme no véacuo € de 51,90° e no complexo hidratado € de 43,93°. As
moléculas de dgua interagem com o heme através de seis ligacdes
de hidrogénio moderadamente fortes, uma ligacdo de hidrogénio
fraca e seis interacdes C-HeeeO.

Quim. Nova

A parte polar da artemisinina, que compreende a regifio na qual
se encontram os dtomos de oxigénio, estd do lado oposto ao grupo
propionato do heme. Este fato foi observado em ambos os estudos,
isto €, cdlculos no vacuo e na presenca de dgua, o que estd de acor-
do com os conhecimentos quimicos.

Os resultados obtidos neste trabalho concordam com os obti-
dos na literatura e com a intui¢do quimica. A dgua interage com o
heme por meio dos grupos propionato no interior do parasita. Este
trabalho teve como um dos objetivos estudar este aspecto; os resul-
tados obtidos se mostraram satisfatérios. A atividade bioldgica das
artemisininas € muito mais afetada por mudangas estruturais na
artemisinina que por efeitos do solvente.
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