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A malaria é a endemia tropical mais devastadora do mundo e esse ¢ Artemisinina
quadro é agravado pela auséncia de tratamento eficaz. Entretanto, ~ * Heme
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a resisténcia dos plasmodios a artemisinina ndo apresenta

e Reducdo catalitica

relevancia clinica e seu mecanismo de agdo esta associado ao grupo o
e Eletrodo modificado

heme, com formagdo de radicais livres e rompimento da ponte  , \\.1aria
endoperoxido. O comportamento voltamétrico da artemisinina foi
estudado por voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada.
O farmaco é irreversivelmente reduzido em eletrodos de carbono
vitreo e os valores de potencial de pico ndo sofrem influéncia da
acidez do meio, porém observou-se o maior valor de corrente em
pH 6,0. O comportamento voltamétrico da artemisinina foi
significativamente alterado na presen¢a do grupo heme,
provocando uma antecipa¢do de seu pico de redug¢do em cerca de
600 mV. Por voltametria de onda quadrada observou-se que este
novo pico foi sensivel a adi¢do crescente de concentra¢do de
hemina, atingindo valor de corrente cerca de 10 vezes maior em
relagdo ao pico original da artemisinina, numa relagdo de
concentragdo de 20 umol/L para o primeiro e 50 umol/L do
segundo. Além disso, resultados indicaram que esse processo
eletrocatalitico ocorreu pela formagdao de Fe(ll)-hemina na
superficie do eletrodo, com provavel processo de eletro-
polimerizacdo da hemina sobre o eletrodo de carbono vitreo. Esse
efeito adsortivo foi avaliado a partir da estimativa da concentragdo
superficial (I') de hemina sobre o eletrodo de trabalho em pH 6,0.
A modificag¢do do eletrodo de carbono vitreo por hemina mostrou
que a interagdo entre artemisinina e o grupo heme ocorre
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INTRODUCAO

A malaria é a endemia tropical mais devastadora no
mundo, com 300 a 500 milhdes de casos clinicos e quase
trés milhdes de Obitos a cada ano, sendo a maioria destas
mortes causada por infecgdo pelo Plamodium falciparum,
a mais nociva espécie de parasitas da malaria (WHO,
2005). Lamentavelmente, esse quadro ¢ agravado pela
auséncia de tratamento eficaz e pela existéncia de cepas de
P. falciparum resistentes a farmacos, principalmente, a
cloroquina (Ferreira, 2002; Burgess et al., 2006). Entre os
quimioterapicos disponiveis para o tratamento e
quimioprofilaxia da maldria, a artemisinina merece desta-
que por ser o antimalarico cuja resisténcia dos plasmodios
ndo possui relevancia clinica (Meshnick et al., 1996;
Dhigra et al., 2000; Olliaro, 2001). Entretanto, pesquisa
recente sugere que o uso descontrolado do farmaco, e de
seus derivados, pode criar condi¢des favoraveis para o
surgimento de resisténcia (Jambou et al., 2005). Nao
obstante, o Brasil ja detém a tecnologia necessaria para a
produgdo de artemisinina em escala industrial (Garcia et
al., 2000; Ereno, 2006) ¢, recentemente, modificacoes
moleculares do farmaco foram efetuadas com o intuito de
aumentar sua biosdisponibilidade com conseqiiente me-
lhora de sua eficacia terapéutica (Silva, 2006).

A artemisinina (Ar, Figura 1), extraida da Artemisia
annua (Rodrigues et al., 2006), é esquizonticida sangui-
neo que também acumula atividade gametocida (Silva,
20006). Este farmaco ¢ uma lactona sesquiterpénica con-
tendo uma ponte endoperoxido, essencial para atividade
antimalarica, sendo entre os antimaléricos o tinico a apre-
sentar essa ponte (Meshnick et al., 1996; Casteel, 1997).
Estudos in vitro demonstram que a artemisinina € toxica
ao parasita da malaria em concentragdes nanomolares,
enquanto que, em cé¢lulas mamiferas, esta toxicidade s
aparece em concentragdo na ordem de micromolar. Esta
seletividade pode ser explicada devido ao fato de as célu-
las infectadas pelo parasita terem maior captura do
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FIGURA 1 — Estruturas moleculares dos compostos
estudados.
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farmaco e, conseqiientemente, eritrocitos infectados con-
seguem reter cerca de 100 vezes mais artemisinina que os
ndo-infectados. Este comportamento pode estar associa-
do ao metabolismo do ferro, comumente encontrado alte-
rado em células infectadas, facilitando, assim, o acimulo
do farmaco (Meshnick et al., 1996; Creek et al., 2005).
Desta forma, pode-se afirmar que a a¢do da artemisinina
ocorre em duas etapas: primeiro haveria a geracao do ra-
dical livre e, em seguida, a alquila¢ao de proteinas espe-
cificas e fundamentais para a sobrevivéncia do parasita
(Silva, 2006). Com efeito, essa geracdo de radicais livres
dependeria do ion ferro presente no grupo heme, sendo
esta a etapa principal do mecanismo de agdo do farmaco,
pois a formagdo do complexo entre o grupo heme e
artemisinina provocaria o rompimento da ponte
endoperoxido por meio de redugdo catalitica (Zhang et al.,
1992; Haynes, Vonwiller, 1996; Wu et al., 1998; Chen et
al., 1999).

A artemisinina pode ser reduzida tanto quimica
quanto eletroquimicamente (Wu, Wu, 2000), envolvendo
o rompimento da ponte endoperoxido. O seu perfil ciclo
voltamétrico indica um processo de redugdo irreversivel,
com pico pouco definido e, geralmente, com valores de
potencial muito negativos (Zhang et al., 1992; Jiang et al.,
1997; Donkers, Workentin, 1998; Chen et al., 1999; Chen
etal.,1999; Yang et al., 2005). Adicionalmente, derivados
do farmaco, como artesunato (Chen ef al., 1998),
diidroartemisinina (Chen et al., 1999) e artemeter (Chen
et al., 1997; Debnath ef al., 2006) apresentam comporta-
mento voltamétrico idéntico ao da molécula original.

Por outro lado, o grupo heme (normalmente estuda-
do pelo uso de hemina, Figura 1) exibe um bem definido
sistema reversivel de redugao, envolvendo um elétron.
Porém, resultados mostram que este mecanismo de trans-
feréncia de carga ¢ determinado por meio da adsor¢ao do
composto sobre a superficie do eletrodo de trabalho, po-
dendo-se chegar até a modificagdo do eletrodo por um
processo de eletropolimerizacao (Zhang et al., 1992; Jiang
etal.,1997; Chen et al., 1997; Chen et al., 1998; Chen et
al., 2000; Nan et al., 2002; Zheng et al., 2002). Neste
caso, a presenca de pequena concentragdo de oxigénio
pode interferir no processo redutivo do grupo heme (Chen
etal., 1997; Chen et al., 1998; Chen et al., 2000; Zheng
et al.; 2002).

Resultados da literatura (Zhang et al., 1992; Chen et
al., 1997; Chenet al., 1998; Chen et al., 1999; Chen et al.,
1999; Yang et al., 2005) mostram que a reducao
voltamétrica de artemisinina é significativamente altera-
da na presenca de hemina, a partir do estabelecimento de
um processo eletrocatalitico. Assim, ¢ possivel observar a
formagdo de um pico de reducao com potencial menos
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negativo do que aquele registrado na reducao voltamétrica
do farmaco e a este resultado atribuiu-se ao processo
eletrocatalitico da artemisinina na presenca de hemina,
envolvendo uma antecipacdo de potencial que pode atin-
gir a diferenga de mais de 600 mV utilizando-se eletrodo
de carbono vitreo como eletrodo de trabalho. Vale ressal-
tar que ao se efetuar uma adicao de padrao, este novo si-
nal de corrente obtido também ¢é sensivel a concentracao
de artemisinina. Em contraste, o pico de reducao nao-
catalitico do farmaco decresce em sua altura, podendo
desaparecer completamente, a medida que se aumenta a
concentracdo de hemina em solugio (Zhang et al., 1992;
Chen et al., 1997).

Uma das caracteristicas importantes das técnicas
eletroquimicas ¢ a possibilidade de sua aplicacao ao estu-
do de farmacos que possuam como caracteristica de sua
acao bioldgica o envolvimento de processos de transferén-
cia de carga. Nesse sentido, as informagdes obtidas por
meio dessas técnicas podem exercer papel relevante para
a compreensao do mecanismo de a¢do desses farmacos
(Abreu et al., 2002). Desta forma, este artigo tem por ob-
jetivo apresentar novos resultados sobre o estudo do pro-
cesso eletrocatalitico de reducdo da artemisinina promo-
vido pela presenca de hemina, tendo o eletrodo de carbo-
no vitreo como eletrodo de trabalho, aplicando-se a
voltametria ciclica (VC) e, até o momento de forma iné-
dita, a voltametria de onda quadrada (VOQ). Além disso,
a possibilidade de obtengdo de eletrodo de carbono vitreo
modificado com hemina para a o estudo voltamétrico de
artemisinina também foi avaliada.

MATERIAL E METODOS
Reagentes

A solucdo estoque (10 mmol/L) de artemisinina
(Medyplantex) foi obtida por dissolugdo direta em
metanol. A solugao estoque (5 mmol/L) de hemina
(Sigma) foi preparada por dissolucao direta em 0,1 molL"!
de NaOH. Efetuaram-se as medidas em tampao universal
a partir da mistura de acidos fosforico, acético e borico
com NaOH, sendo estes reagentes de origem Merck, grau
analitico. Todas as solugdes foram obtidas com agua
purificada por meio do sistema Gehaka Master System.

Aparelhagem

Os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada fo-
ram registrados utilizando-se o potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 30, Eco-Chimie, acoplado a uma célu-
la eletroquimica com trés eletrodos: carbono vitreo como
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eletrodo de trabalho, Ag/AgCl como referéncia e Pt como
eletrodo auxiliar. Controlou-se o pH das solu¢des estuda-
das utilizando-se medidor de pH Metrohm 744 e eletrodo
de vidro combinado a temperatura ambiente.

Tratamento do eletrodo de carbono vitreo e
modificacao com hemina

O eletrodo de carbono vitreo (ECV, @ =2 mm) foi
manualmente polido com suspensio de alumina (Arotec)
de granulometria 0,3 pm sobre feltro metalografico para
polimento tipo DBM (Arotec) e, em seguida, o eletrodo foi
lavado exaustivamente com agua purificada. Apos esse
procedimento o ECV foi colocado em solugdo tampao e
aplicados os potenciais de 1,0 e -1,0 V durante 10 segundos
cada, seguido de varredura de potencial entre 0 e -1,0 V até
estabelecimento de linha base constante.

O eletrodo de carbono vitreo modificado com
hemina (ECV-H) foi obtido por aplicacdo de 10 puL de
solucdo estoque de hemina (5 mmol/L) sobre a superficie
de carbono vitreo. Esse eletrodo foi deixado a temperatura
ambiente até completa secagem da solugdo aplicada e, em
seguida, lavou-se com dgua purificada para eventual reti-
rada do excesso de hemina adsorvida fora da superficie de
carbono vitreo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Voltametria ciclica

A artemisinina apresentou tnico pico de redugdo por
voltametria ciclica em pH 6,0 tendo ECV como eletrodo
de trabalho, como pode ser observado pela Figura 2. Nes-
tas condi¢des experimentais e com velocidade de varredu-
ra (v) de 0,10 V/s esse pico registrou potencial (Epc, )
igual a-0,765 V. Além disso, a auséncia de registro de pico
no sentido reverso da varredura ¢ indicagao de processo
irreversivel. Se a reacdo de eletrodo for controlada por
difusdo, a corrente de pico para um sistema irreversivel é
proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura
(Brett, Brett, 1996). No entanto, o grafico apresentado
junto a Figura 2 mostra que a corrente de pico de redugio
da artemisinina (Ipc, ) varia linearmente com v, sendo, ao
contrario da descri¢do anterior, demonstracao de que este
processo de transferéncia de carga ¢ controlado por
adsorcdo do reagente sobre a superficie do eletrodo de
trabalho (Zhang et al., 1992; Chen et al., 1997).

Os valores de potencial de pico para redugdes
irreversiveis também sdo dependentes da velocidade de
varredura, com variagdo linear no sentido negativo dos
valores de potencial numa proporc¢ao de 30 mV/on por
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FIGURA 2 - Voltamograma ciclico de 0,10 mmol/L de
artemisinina em pH 6,0 utilizando-se ECV como eletrodo
de trabalho; v = 0,1 V/s. Detalhe: relagdo linear entre a
corrente de pico de redugdo de artemisinina (Ipc, ) € a
velocidade de varredura (v).

década de aumento dos valores de v (Brett, Brett, 1996),
lembrando que a corresponde ao coeficiente de transfe-
réncia de carga e n o niumero de elétrons envolvidos na
reacdo. Com efeito, os valores de Epc, sdo deslocados
linearmente (r=-0,997) para valores mais negativos numa
relagdo logaritmica com v, definida experimentalmente
pela equagdo: Epc, =-0,895V —0,0549 In v.

De forma complementar, os valores de an podem
ser determinados com aplicagao da equagdo que segue
(Brett, Brett, 1996):

4
Ep,, = Epcy, 178 mV,
on

sendo Ep,, o potencial a meia altura do pico catddico
(Epc,).

A Tabela I mostra os resultados obtidos por VC para
areducdo de 0,10 mmol/L de artemisinina em pH 6,0. Os
valores de an apresentados sdo compativeis com resulta-
dos publicados por Donkers e Workentin (1998) que en-
contraram valor médio de o igual a 0,26 para a redugao de
artemisinina também utilizando ECV, porém em meio
ndo-aquoso. Portanto, estes resultados indicam a partici-
pacao de dois elétrons na reducgdo voltamétrica do
farmaco, estando de acordo com registros anteriores

M. A. La-Scalea, H. S. R. C. Silva, E. I. Ferreira

TABELA I - Resultados obtidos por voltametria ciclica para
redugdo de 0,10 mmol/L de artemisinina em pH 6,0
utilizando ECV

v (Vs Epc (V) Epc —Ep, (V) on

0,010 -0,654 -0,079 0,61
0,020 -0,684 -0,078 0,62
0,030 -0,704 -0,083 0,58
0,050 -0,724 -0,080 0,60
0,070 -0,744 -0,084 0,57
0,10 -0,765 -0,087 0,55
0,12 -0,775 -0,086 0,56
0,15 -0,785 -0,084 0,57
0,20 -0,805 -0,087 0,55
0,25 -0,815 -0,084 0,57
0,30 -0,825 -0,083 0,58
0,40 -0,845 -0,091 0,53
0,50 -0,855 -0,088 0,54
0,60 -0,875 -0,094 0,51
0,80 -0,885 -0.087 0,55
1,0 -0,906 -0,095 0,51

(Zhang et al., 1992; Chen et al., 1997; Chen et al., 1998;
Chen et al., 1999; Debnath et al., 2006), que descrevem o
mecanismo de reducao da artemisinina envolvendo o rom-
pimento da ponte endoperoxido, como mostra a Figura 3
(Wu, Wu, 2000).

FIGURA 3 — Mecanismo de reducao da artemisinina.

Voltametria de onda quadrada e o efeito do pH

A voltametria de onda quadrada (VOQ) ¢ uma das
técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas e sensiveis.
Os limites de detec¢do podem ser comparados aos dos
métodos analiticos baseados nas técnicas de separagao,
como a cromatografia liquida, com detector espectro-
métrico. Além disso, a analise dos pardmetros caracteris-
ticos desta técnica também possibilita a avaliagdo cinética
e mecanistica de processos de eletrodo (Brett, Brett, 1996;
Souza et al., 2003).

Em solugao tampao (pH 6,0), artemisinina
(50 umol/L) apresentou tnico pico de redugdo por VOQ
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com valores de Epc, =-0,806 V ¢ Ipc, =4,26 A, utili-
zando-se incremento de potencial (AEs) de 5 mV, freqiién-
cia (f) de 100 Hz e amplitude de pulso (a) de 50 mV, sen-
do que estes dois ultimos pardmetros constituem-se os
mais importantes a otimizacao experimental para o uso da
voltametria de onda quadrada (Souza et al., 2003; Pedrosa
etal.,2003).

A freqliéncia de aplicagdo dos pulsos de potenciais
¢ parametro determinante para a intensidade do sinal ob-
tido, ou seja, a sensibilidade da técnica. Assim, confir-
mando os resultados discutidos anteriormente, para sis-
temas totalmente irreversiveis controlados por adsorg¢ao
das espécies em estudo sobre a superficie de eletrodo a
corrente de pico apresenta relagdo linear com a freqiién-
cia (Souza et al., 2003; Pedrosa et al., 2003), como con-
firma o grafico da Figura 4. Além disso, concordando
com estudos tedricos (Souza et al., 2003), valores de
Epc, registrados para a artemisinina também variam li-
nearmente com o logaritmo da freqiiéncia, sendo esta
proporg¢ao experimentalmente definida pela equagao:
Epc,, =-0,489 - 0,157 log f'(r = -0,998).

2,8

Ipcy,. (UA)

0 22 44 66 88

10
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FIGURA 4 — Relagio entre corrente de pico de redugdo da
artemisinina (Ipc, ) obtida por voltametria de onda qua-
drada e a freqiiéncia (f) de aplicagdo de pulso. AEs=5mV;
a=50mV.

A amplitude de pulso € outro parametro que influen-
cia os valores de corrente de pico registrados por VOQ
(Souza et al., 2003; Pedrosa et al., 2003). A Figura 5 ilustra
claramente este efeito com resultados obtidos para
50 pmol/L de artemisinina em pH 6,0, tendo ECV como
eletrodo de trabalho. Como descrito pela teoria (Lovri,
Komorsky- Lovri, 1988), a corrente de pico apresenta
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FIGURA 5 — Relagdo entre corrente de pico de redugdo da
artemisinina (Ipc, ) obtida por voltametria de onda
quadrada e a amplitude de pulso (a¢). AEs =5 mV;
f=100 Hz.

variagdo linear com amplitude de pulso até valor de 50 mV,
atingindo um patamar a partir deste ponto. Baseado nes-
tes resultados, para todo o estudo de artemisinina por VOQ
o valor de 50 mV foi selecionado para a.

Ap0s o estabelecimento dos pardmetros descritos,
observou-se por VOQ que o pH da solugdo néao produz
efeito sobre os valores de potencial de pico (Figura 6), o

}sua

pH=12

00 02 -04 -06 -08 -10 -12
E(V) vs Ag/AgCl

FIGURA 6 — Grafico-3D dos voltamogramas de reducdo
da artemisinina obtidos por voltametria de onda quadrada
em fun¢ao do pH. Detalhe: resultado obtido em pH 12.
AEs=5mV; =100 Hz; a = 50 mV.
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que pode indicar, baseando-se no mecanismo mostrado na
Figura 3, que o processo de protonagao ocorra apds a etapa
de transferéncia de elétrons. O valor de Epc, apresentou
valor mediano de -0,806 V com variagdo maxima de 15
mV para toda faixa de pH estudada (2<pH<12). E curio-
so observar que os diversos registros da literatura sobre a
redugdo voltamétrica da artemisinna ndo apresentam dis-
cussao a respeito do efeito do pH (Zhang et al., 1992;
Chen et al., 1997; Chen et al., 1999). Artigo recém-publi-
cado por Debnath e colaboradores (2006), envolvendo
estudo voltamétrico do artemeter, corrobora os resultados
aqui apresentados. Apenas o trabalho de Chen et al. (1998)
registra a variacdo de potencial de pico em funcao da aci-
dez do meio para a reducdo voltamétrica de artesunato,
envolvendo a varia¢ao de 70 mV dentro da faixa de uma
unidade de pH.

Por outro lado, pode-se, também, observar pela Fi-
gura 6 que o pH da solucdo promove significativo efeito
sobre o perfil dos voltamogramas de onda quadrada, alte-
rando nitidamente seus valores de Ipc, , a ponto de em pH
12 ndo apresentar o registro do pico de reducdo da
artemisinina, como mostra o detalhe da Figura 6. Assim,
pode-se concluir, ao se analisar a Figura 6, que o valor de
Ipc, atinge seu maximo em pH 6,0, o que mostra que
apesar dos valores de potencial de pico serem independen-
tes da acidez do meio, a corrente registrada pode ser afe-
tada por processos de protonagdo que ocorram apds a
transferéncia de carga.(Bard, Faulkner, 1980).

Reducao voltamétrica da hemina

A hemina apresenta unico pico de redugdo por
voltametria de onda quadrada em pH 6,0 com potencial
(Epc,,) igual a -0,228 V, envolvendo um elétron com a
reducdo de Fe(Ill) a Fe(Il) (Figura 7, voltamograma A), e
corrente (Ipc,,) de 2,48 pA correspondente a 35 umol/L do
composto. Considerando-se sistemas reversiveis, a cor-
rente de pico varia linearmente com a raiz quadrada da
freqiiéncia (Souza et al., 2003). Com efeito, esta relacao
linear (r = 0,995) pode ser confirmada entre 30 e 100 Hz,
sendo a equagdo que a define: Ipc =-4,22 + 0,886 /. Por
outro lado, a grafico apresentado junto a Figura 7 mostra
que valores de Epc sdo independentes da freqiiéncia.
Segundo Lovric e Komorski-Lovric (1988) esse compor-
tamento caracteriza sistemas reversiveis que envolvem a
adsorcao de reagente e produto sobre a superficie do ele-
trodo de trabalho durante o processo redox.

Corroborando a descri¢do acima, trabalhos da litera-
tura (Chenetal., 1997; Chen et al., 1998; Chen et al., 1999)
afirmam que a reducdo voltamétrica da hemina ¢ processo
reversivel controlado por adsor¢do. Além do estudo de

M. A. La-Scalea, H. S. R. C. Silva, E. I. Ferreira

00 -02 -04 -0,6 -0,8

E(V) vs Ag/AgCl

-1,0

FIGURA 7 — (A) Voltamograma de onda quadrada para a
reducao de hemina em pH 6,0; (B) Voltamograma de onda
quadrada para a redugdo de hemina em pH 6,0 apds o
registro de 30 voltamogramas; (B,) registro da corrente
direta; (B) registro da corrente reversa. AEs = 5 mV;
f=100 Hz; a = 50 mV. Detalhe: Relagdo entre os valores
de potencial de redugao da hemina (Epc,,) € o logaritmo da
freqiiéncia.

parametros ja apresentados, foi possivel observar que o
comportamento voltamétrico da hemina sofre alteracao
apos sucessivas varreduras de potencial (cerca de 30
voltamogramas) utilizando-se a VOQ. O resultado final,
como mostra o voltamograma B da Figura 7, apresenta
potencial de pico (Epc, = -0,283 V) deslocado para valor
mais negativo, além do aumento no valor de corrente (Ipc,,
=4,16 nA). Essa alteragdo de comportamento pode estar
relacionada ao processo de eletro-polimerizagdo da hemina
sobre o eletrodo de carbono vitreo, como ja registrado an-
teriormente (Chen ef al., 2000; Zheng et al., 2002).

Vale destacar que uma das vantagens da VOQ ¢ que
aamostragem de corrente ¢ efetuada ao final de cada pulso
tanto em sentido positivo quanto em negativo de potenci-
al. Assim, os picos correspondentes a redugdo ou a oxida-
¢ao da espécie eletroativa podem ser obtidos na mesma
experiéncia e, por subtragao, a sua diferenca (Brett, Brett,
1996; Souza et al., 2003). Desta forma, pode-se registrar,
simultaneamente, a corrente resultante (voltamograma B,



Redugado voltamétrica de artemisinina e sua interagdo com grupo heme (hemina)

Figura 7) correspondente ao processo redox total da
hemina, como também suas componentes catodica (cor-
rente direta) e anddica (corrente reversa), denominadas
como B, ¢ B, confirmando, assim, a reversibilidade da
hemina.

O efeito adsortivo descrito pode ser melhor avalia-
do a partir da estimativa da concentragao superficial (I') da
espécie adsorvida sobre o eletrodo de trabalho. Lovri e co-
autores (1988) mostraram que a adsor¢ao de reagentes e/
ou produtos em qualquer reacao redox pode causar au-
mento significativo nas respostas da VOQ. Segundo a
equacdo de proporcionalidade linear obtida pelos autores,
pode-se definir a corrente de pico na VOQ, como:

Ip = (5 + 1)x10% gan*FafAEsI’,

sendo ¢ a area do eletrodo (0,031 cm?), F' a constante de
Faraday (96.485 C/mol), além dos parametros ja defini-
dos. Assim, utilizando-se oo = 0,5 (Wang et al., 2005) para
hemina, o valor de I' estimado corresponde a
1,3x10'° mol/cm? e 2,2x107'° mol/cm? para os voltamo-
gramas A e B, respectivamente. Esses resultados mostram
claramente o aumento da concentragao superficial de
hemina adsorvida sobre o eletrodo de carbono vitreo de-
pois de seguidas varreduras por VOQ.

Interacao da artemisinina com hemina e o processo
eletrocatalitico

O comportamento voltamétrico da artemisinina ¢é
significativamente alterado na presen¢a do grupo heme.
Por voltametria de onda quadrada observou-se que a adi-
¢do crescente de concentracdo de hemina em solugdo de
50 umol/L de artemisinina promoveu o surgimento de uma
segunda onda de redugdo com valor de potencial menos
negativo do que aquele apresentado pelo farmaco em pH
6,0. O voltamograma A da Figura 8 mostra o pico de redu-
cado (Epc'Ar =-0,806 V) de artemisinina na auséncia de
hemina. A medida que se aumenta a concentracao do gru-
po heme em solucdo, esse segundo pico de redugdo pode
ser observado em potencial menos negativo com Epc,
final igual a-0,273 V (voltamogramas B, C ¢ D, Figura 8).
Este comportamento estd em conformidade com os resul-
tados descritos pela literatura (Zhang et al., 1992; Chen et
al., 1997; Chenetal., 1998; Chen et al., 1999; Chen et al.,
1999; Yang et al., 2005), cuja antecipacao de 533 mV do
pico de reducdo do farmaco pode ser atribuida ao processo
eletrocatalitico de redugdo causado pela presenca da
hemina. Este deslocamento, como também o desapareci-
mento do pico original de redugao da artemisinina, pode
ser atribuido a diminui¢@o da energia de ativagdo de redu-
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FIGURA 8 — Voltamogramas de onda quadrada para a
reducdo de 50 umol/L de artemisinina na auséncia (A) e na
presenca de hemina: (B) 3,98; (C) 9,90 ¢(D) 56,6 umol/L.
AEs=5mV; =100 Hz; a = 50 mV.

¢do do farmaco e do aumento na velocidade de transferén-
cia de carga (Chen et al., 1997).

Com efeito, os valores de corrente correspondentes
também sdo alterados em fun¢ao do aumento da concen-
tracdo do grupo heme em soluc@o. Na presenca de
20 umol/L de hemina, o pico original do farmaco apresen-
tou valor de corrente igual a 0,69 pA, sofrendo diminui-
¢do em sua altura de mais de cinco vezes em relacao ao
valor inicial. J& o pico correspondente a reducao
eletrocatalitica ¢ significativamente maior, sendo o
Ipc, ;= 6,9 uA. Essas relagdes abrem excelente alterna-
tiva para o desenvolvimento de método analitico para a
determinagdo de artemisinina.

A Figura 9 representa de maneira clara o efeito da
presenca de hemina sobre a reducdo voltamétrica do
farmaco em estudo. Observa-se que o pico de reducio
catalitica atinge um patamar, indicando que apesar do
aumento da concentracdo de hemina, o valor de corrente
pode ser limitado pela concentracao do farmaco. Por ou-
tro lado a corrente correspondente ao pico de redugao ori-
ginal do farmaco atinge valor minimo, porém diferente de
zero, diferenciando-se um pouco ao registrado na literatu-
ra (Zhang et al., 1992; Chen et al., 1997; Chen et al.,
1999), ja que estes autores mostraram que quando o pico
catalitico atinge seu maximo o pico ndo-catalitico desapa-
rece completamente. Essas diferengas nos registros da
corrente final podem estar relacionadas a maior sensibili-
dade da VOQ quando comparada a VC. Como demonstra-
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FIGURA 9 — Variagdo das correntes de pico de redugdo de
artemisinina () e de pico de redugéo eletrocatalitica de
artemisinina (@) em fungdo da concentragdo de hemina.

do, a corrente registrada por VOQ sofre forte influéncia
de processos adsortivos, assim o ndo completo desapare-
cimento do pico original do farmaco pode corresponder &
presenca de Ar adsorvida na superficie de eletrodo. Além
disso, pode-se supor a existéncia de uma reagao competi-
tiva entre a redu¢do da hemina e a reducao catalitica de Ar,
0 que contribuiria para o aumento da corrente do pico
catalitico.

O sinal voltamétrico de reducao da hemina também
sofre influéncia na presencga de artemisinina. Porém, como
pode ser observado pela Figura 10, apenas com concentra-
¢do do farmaco acima de 39 pmol/L um tnico pico € re-
gistrado (Epc, , =-0,202 V). Adicionando-se concentra-
¢Oes menores de artemisinina fica evidente a sobreposicao
dos picos correspondentes a redugdo de hemina e a ante-
cipagdo da redugdo do farmaco, indicando que a ordem de
adi¢do dos reagentes altera o comportamento do proces-
so eletrocatalitico. Assim, o registro deste inico pico com
a adi¢do de Ar em excesso de hemina pode indicar uma
eficiente cobertura da superficie do ECV pelo grupo heme
na auséncia do farmaco, dificultando o sinal de redugao
nao catalitico da artemisinina como mostrado na Figura 8.
De fato, baseando-se nos resultados mostrados na sec¢do
anterior, pode-se inferir que com apenas a primeira varre-
dura do branco em solucdo de hemina a superficie de car-
bono vitreo pode ter sofrido alguma modificagdo, sugerin-
do que o processo eletrocatalitico de reducao do farmaco
ocorra preferencialmente com o grupo heme adsorvido na
superficie do eletrodo.

A possibilidade de registro das correntes direta e

M. A. La-Scalea, H. S. R. C. Silva, E. I. Ferreira
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FIGURA 10 — Voltamogramas de onda quadrada para a
reducao de 35 umol/L de hemina na presenca de
artemisinina: (A) 9,90; (B) 19,6 e (C) 38,5 umol/L.
Detalhe: registro das correntes direta e reversa corres-
pondentes aos voltamogramas apresentados, respecti-
vamente. AEs =5 mV; f= 100 Hz; a = 50 mV.

reversa mostra que o aumento da concentragdo de
artemisinina contribuiu para o crescimento na altura do
pico correspondente a componente catddica (detalhe da
Figura 10). Por outro lado, como visto anteriormente, a
reducgdo da artemisinina € um processo irreversivel. As-
sim, a corrente reversa registrada refere-se a presenca da
hemina em solugdo. Os picos mostrados no detalhe da
Figura 10 indicam claramente o desaparecimento da cor-
rente reversa com o aumento da concentrac¢do do farmaco,
o que representa forte indicio da participagao de Fe(II)-
hemina na reducao cletrocatalitica da artemisinina.
Variedade de compostos € registrada na literatura
(Haynes et al., 1996; Wu et al., 1998; Wu et al., 2000;
Chen et al., 1999; Sibmooh et al., 2001) como provaveis
produtos dessa redugdo catalitica, incluindo as espécies
indicadas na Figura 3, envolvendo tanto Fe(Il) quanto
Fe(IIl) em diferentes mecanismos, mas sempre com o
rompimento da ponte endoperoxido. Entretanto, compa-
rando-se os resultados aqui apresentados com os registros
voltamétricos da literatura (Zhang, et al., 1992; Chen et
al., 1997; Chen et al. 1999; Yang et al., 2005), pode-se
assumir que o esquema geral da Figura 11 representa de
forma conveniente a interacdo entre hemina e artemi-
sinina. Paralelamente, condigdes especificas seriam ne-
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Fe(Il)-hemina,; + 1e ——> Fe(II)-hemina,

!

2Fe(I)-hemina, + Ar + 2H* + 2¢ ———> 2Fe(Ill)-hemina,  + Ar, , + H,O

FIGURA 11 — Esquema geral do processo eletrocatalitico de artemisinina na presen¢a de hemina.

cessarias para que este processo ocorresse dentro da cé-
lula parasitada, ja que existem indicagdes de que o meca-
nismo eletrocatalitico depende da formagao de Fe(Il)-
hemina. Nesse sentido, tiol-redutases presentes no para-
sita da malaria poderiam exercer essa fun¢ao (Chen, et
al., 1999; Krauth-Siegel, Coombs, 1999). Além disso, a
estequiometria da reacao apresentada baseia-se na possi-
bilidade de a hemina catalisar de forma analoga a reducao
de peroxido de hidrogénio com envolvimento de dois elé-
trons (Zhang et al., 1992). Com efeito, esta discussdo esta
de acordo com estudos de relagdo estrutura-atividade que
mostram a importancia da ponte endoperoxido para a ati-
vidade contra malaria (Jiang et al., 1997; Cheng et al.,
2002; Najjar et al., 2003), ja que os metabolitos isolados de
derivados de artemisinina sdo compostos que nao apresen-
tam essa parte da molécula, corroborando o modelo de que
a decomposicao do grupo endoperdxido € a etapa critica
da a¢do antimalarica (Meshnick et al., 1996; Casteel,
1997; Chen et al., 1997; Silva, 2006).

Eletrodo de carbono vitreo modificado com hemina

O pico registrado a -0,806 V, utilizando-se ECV e
correspondente a reducdo de artemisinina na auséncia de
hemina, responde de forma nao-linear a adi¢ao de padrao do
farmaco em solucdo aquosa em pH 6,0, cobrindo uma fai-
xa de concentragdo até 107 umol/L. Dentro desta faixa uma
pequena parcela linear pode ser observada entre 4,98 a
29,1 umol/L, como mostram os voltamogramas de onda
quadrada e a curva de calibragao apresentados na Figura 12,

assim como os dados de regressao linear arrolados na
Tabela II.

A 1 A 1 A "
0 28 55 83
[Ar] (pmol/L)

2uA

branco
1 2 1 2 [ ]

-0,3 -0,6 -0,8
E(V) vs Ag/AgCl

FIGURA 12 — Voltamogramas de onda quadrada para a
redugdo de artemisinina utilizando-se ECV em pH 6,0 na
auséncia de hemina e com diferentes concentragdes: (1)
4,98; (2) 9,90; (3) 14,8; (4) 19,6; (5) 29,1; (6) 38.5; (7)
47,6; (8) 65,4; (9) 82,6 ¢ (10) 107 umol/L. AEs =5 mV;
f=100 Hz; a = 50 mV. Detalhe: curva de calibragdo da
artemisinina obtida a partir dos voltamogramas
apresentados.

TABELA 11 - Resultados de regressdo linear e limite de deteccao para artemisinina obtidos em pH 6,0

Eletrodo Faixa linear Coeficiente linear Coeficiente angular Limite de deteccao
(umol/L) (nA) (mA L/mol) (umol/L)?

ECV 4,98 a 29,1 0,507 0,0716 2,71

ECV-H 2,99a19,6 1,57 0,337 1,91

a — Miller, Miller, 2005.
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Inspirado por trabalhos que mostram a possibilidade
da modificacao de eletrodos de carbono por hemina (Chen
et al., 2000; Zheng et al., 2002; Nan et al., 2002), 10 uL
da solug@o 5 mmol/L de hemina foram aplicados sobre o
ECV previamente polido, que foi mantido em temperatu-
ra ambiente até secagem completa. O voltamograma A
apresentado na Figura 13 corresponde ao sinal obtido por
este eletrodo modificado (ECV-H) em tampao pH 6,0. O
potencial de pico (Epc,.,, ,=-0,293 V) apresentou valor
ligeiramente mais negativo que o registrado anteriormen-
te em solucdo de hemina. Além disso, a estimativa do valor
" (4,8x10'° mol/cm?) indica que esta estratégia proporci-
onou aumento significativo na concentracdo de hemina
adsorvida sobre a superficie de carbono vitreo.

O ECV-H mostrou-se sensivel a presenca de
artemisina em solugdo. Com efeito, o valor de corrente
registrado pelo ECV-H em pH 6,0 aumentou com adigdo
de padrao de Ar, levando-se a conclusdo que a reagao
eletrocatalitica entre o firmaco e a hemina ocorre predo-
minantemente sobre a superficie do eletrodo de trabalho
modificada pelo grupo heme, indicando que esta interagao
se estabelece sem a necessidade de hemina em solucao.

M. A. La-Scalea, H. S. R. C. Silva, E. I. Ferreira

Este comportamento corrobora resultados anteriores da
literatura (Chen et al., 1997), que mostram que ions Fe(III)
nao-adsorvidos ndo apresentam efeito catalitico sobre a
artemisinina. Entretanto, a interagdo aqui observada, que
acontece sobre a superficie do ECV-H e ndo em solugdo,
pode ser fisiologicamente relevante para a completa expli-
cacdo do mecanismo de agdo da artemisinina.

De forma complementar, a Figura 13B mostra o re-
sultado da subtragao efetuada entre o sinal do branco
mostrado pela Figura 13A e cada adigdo de padrdo de
artemisinina registrada. Em razao das caracteristicas téc-
nicas da VOQ, a subtragdo dos valores de corrente é uma
alternativa para eliminagao de interferentes, estratégia
comumente utilizada para a remogao da corrente devida a
reducdo de oxigénio dissolvido em solugao (Brett, Brett,
1996). No entanto, neste caso, oxigénio foi eliminado por
borbulhamento de argdnio, ja que a literatura registra re-
sultados do estudo da interag@o do gas com hemina (Chen
etal.,2000; Zheng et al., 2002). Desta forma, considerou-
se como constante o sinal de corrente obtido pelo ECV-H
em tampao.

A relagdo entre corrente de pico e concentracdo de

1 1
-0,2 -0,4
E(V) vs Ag/AgCl

-0,1  -0,2 -03
E(V) vs Ag/AgCl

FIGURA 13 — (A) Voltamograma de onda quadrada obtido como branco em pH 6,0 utilizando-se o ECV-H; (B)
voltamogramas de onda quadrada para a reducao eletrocatalitica de artemisinina utilizando-se o ECV-H com diferentes
concentragdes: (1) 2,99; (2) 4,98; (3) 9,90; (4) 14,8; (5) 19,6; (6) 29,1; (7) 38.,5; (8) 47,6; (9) 65,4; (10) 82,6 ¢
(11) 107 umol/L. AEs =5 mV; f= 100 Hz; a = 50 mV. Detalhe: curva de calibragdo da artemisinina obtida a partir dos

voltamogramas apresentados.
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artemisinina utilizando-se ECV-H mostrou-se linear
(r=0,996) na faixa entre 2,99 ¢ 19, 6 mmol/L, sendo a
partir deste ponto registrado um patamar de corrente, in-
dicando saturac@o da superficie do eletrodo pelo aumen-
to da concentragao do farmaco. A Tabela 2 traz os resulta-
dos de regressdo linear para adi¢do de padrdo de
artemisinina. Apesar da estreita faixa linear obtida, os re-
sultados mostram ligeiro aumento de sensibilidade para a
analise do farmaco aplicando-se o eletrodo de carbono
vitreo modificado com hemina. Este aumento de corren-
te pode estar relacionado a regeneragao de Fe(I1l)-hemina,
promovida pelo processo eletrocatalitico (mecanismo
EC), associada a redu¢ao em conjunto da artemisinina
(Bard, Faulkner, 1980; Zhang et al., 1992; Chen et al.,
1997). Novos estudos serdo necessarios para estabelecer
a viabilidade de aplicacdo do ECV-H para determinacao
de artemisinina por técnicas eletroquimicas.

CONCLUSOES

A partir dos resultados aqui apresentados fica evi-
dente que artemisinina pode sofrer redugao eletroquimica
e que seu comportamento voltamétrico € significativa-
mente alterado na presenca de hemina. A essa alteracdo
atribuiu-se um efeito catalitico da hemina sobre o farmaco,
facilitando o rompimento da ponte endoperoxido, parte da
molécula considerada a principal responsavel pela ativi-
dade antimalarica da artemisinina. O conhecimento des-
te comportamento eletroquimico traz importantes infor-
magdes para melhor compreensao do mecanismo de agdo
de artemisinina e seus derivados, o que pode contribuir
para o planejamento e desenvolvimento de novos agentes
antimalaricos.
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ABSTRACT

Voltammetric reduction of artemisinin and its
interaction with heme (hemin)

Malaria is the tropical disease most devastating of the
world and this situation is worsened by the absence of
effective treatment. However, the plasmodium resistance
to artemisinin does not show clinical relevance. The drug
mechanism of action is associated to the heme group, with
free radical formation and endoperoxide moiety breakage.
The voltammetric behavior of artemisinin was studied
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by cyclic and square-wave voltametries. This drug was
irreversibly reduced on glassy carbon electrode and
the peak potential values are pH independent, however
the biggest value of current peak was observed at pH
6.0. The voltammetric behavior of artemisinin was
significantly changed in the heme group presence,
provoking an anticipation of about 600 mV on
cathodic peak. By square-wave voltammetry it was
observed that this new peak was sensitive to the hemin
concentration, reaching a value around 10 times larger
regarding the original cathodic peak of artemisinin,
being the concentration of 20 umol/L for the former and
50 umol/L for the latter. In addition, results indicated
that this electro-catalytic process depends on the
Fe(ll)-hemin formation on the electrode surface,
indicating the possible electro-polymerization of hemin
on the glassy carbon electrode. This adsorptive effect
was evaluated from the superficial concentration (T)
estimation of the hemin on the working electrode at pH
6.0. The modification of the glassy carbon electrode
using hemin showed that the interaction between
artemisinin and the heme group predominantly occurs
on the electrode surface and not in solution. Therefore,
clarifying artemisinin mechanism of action is
important in order to contribute for the design and
development of new antimalarial agents.

UNITERMS: Artemisinin. Heme. Voltammetry. Catalytic
reduction. Modified electrode. Malaria.
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