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Resumo

Introducdo: A Artemisia annua L. € uma planta nativa do Sudeste Asiatico,
conhecida por suas propriedades antimalaricas, cuja atividade ocorre devido a
molécula bioativa conhecida como artemisinina. Além de propriedades antiviral,
anti-inflamatdria e antioxidante, a artemisinina tem se mostrado como
um potencial quimioterdpico em decorréncia de sua alta especificidade em
relagdo as células cancerosas, tornando-se fundamental a identificacdo dos
mecanismos e das propriedades de acdo da artemisinina. Metodologia: As
estruturas quimicas da artemisinina e dos principais farmacos antitumorais
classicos foram modeladas e foi gerado um modelo farmacoférico entre ambos
a partir do programa Pharmagist. Enquanto potenciais alvos terapéuticos da
artemisinina foram extraidos através dos servidores Molinspiration, PASS,
SwissTargetPredicition, SEA e PharmMapper mantendo-se as caracteristicas
padrbes dos servidores. Resultados: O modelo farmacoférico de maior
pontuacdo entre a artemisinina e os farmacos antitumorais foi da classe dos
Agentes Alquilantes. Dentre os potenciais alvos contra 0 cancer encontrados,
destacam-se as enzimas do citocromo (CYP) P450 e a familia das proteinas
cinases ativadas por mitdgenos (MAPK). Dentre os alvos observa-se que
artemisinina ativa a via de sinalizacdo da MAPK por meio da fosforilacdo da p38
induzindo aumento da apoptose. Além disso, € capaz de interferir no
metabolismo de drogas por meio das CYPs, induzir a parada do ciclo celular em
G1 e também é responsavel por efeitos antiapoptéticos ao inativar procaspases.
Conclusdo: A artemisinina possui um potencial anticancer, porém,
provavelmente, ndo envolve os mecanismos classicos dos antineoplasicos. A
pesquisa permite inferir que existe um grande conjunto de alvos que a molécula

parece influenciar.

PALAVRAS-CHAVES: Artemisia annua; Antineoplasicos; Medicamentos

Fitoterapicos.



Introducéo

O género Artemisia, comumente conhecido como absinto, pertencente a
familia Asteraceae, € heterogéneo e possui mais de 500 espécies com ampla
distribuicdo geografica, porém, a maioria das espécies cresce preferencialmente
no hemisfério nortel. As folhas sdo alternadas, o odor é caracteristico e
aromatico, enquanto o sabor é amargo?. A Artemisia annua L. é nativa do
Sudeste Asiatico, em especial da China, Coreia e Mongdlia, conhecida
mundialmente por suas propriedades antimalaricas3. Usada tradicionalmente na
Medicina Chinesa, a planta pode ser consumida através de chas e sucos?. O uso
tradicional contra febre e calafrios decorrentes da malaria deve-se a uma lactona
sesquiterpeno endoperéxido conhecida como artemisinina, um dos principios

ativos da planta®.

Na Artemisia annua L. podem ser encontrados oito grupos de produtos
naturais, sendo eles os (1) monoterpenos; (2) sesquiterpenos; (3) diterpenos; (4)
esterdis e triterpenos; (5) hidrocarbonetos alifaticos, alcoois, aldeidos e acidos;
(6) alcoois aromaticos, cetonas e acidos; (7) fenilpropandides; e (8) flavonoéides®.

Sendo 0s monoterpenos e sesquiterpenos 0s compostos majoritarios?.

Véarios marcadores ativos da Artemisia annua L. foram identificados, cuja
concentracdo varia de acordo com o local geografico, material utilizado e como
€ tratada. Dentre os monoterpenos encontra-se 1,8-cineol, a-e-B-pineno,
canfeno, borneol, canfora, carvona, limoneno, a-terpineno, mirtenol!, artemisia
cetona, a-mirceno, crisantenona e a-copaeno®. Dentre 0s sesquiterpenos
encontrados, terpenos com trés unidades de isopreno, estédo o velleral, sabineno,
hidrato de cissabineno, germacreno A®, artemisinina, arteanuina B e &cido
artemisinico; j4 entre as cumarinas, compostos derivados da benzo-a-pirona,
encontradas na Artemisia annua L. destacam-se a escopolina, escopoletina® e

isofraxidina®.



Dentre esses compostos foram relatadas atividades anti-inflamatéria e
antitumoral da isofraxidina, antifingica da artemisia cetona, antibacteriana do
velleral e antimalarica da artemisinina®. Devido a essa variedade de moléculas
bioativas, a Artemisia annua L. tem se mostrado promissora contra uma

variedade de patologias e tem sido amplamente estudada.

A Artemisia annua € alvo de muito interesse entre as demais espécies do
género Artemisia pelo fato de possuir, exclusivamente, a artemisinina, um
sesquiterpeno lactona, que € o composto ativo dos extratos de Artemisia annua
L.3. Além de sua reconhecida atividade no tratamento da malaria, a planta possui
outras potenciais propriedades terapéuticas, como a antiviral, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antioxidante, antidiabética, antiobesidade, na artrite reumatoide
e osteoartrite degenerativa, além da propriedade anticancer, cujos estudos
acerca de sua eficacia intensificaram-se desde o fim da década de 199024 7-10,

A busca por medicamentos cada vez mais potentes e eficazes no
tratamento dos mais diversos tipos de cancer tem favorecido a pesquisa em
fontes naturais, como por exemplo as plantas medicinais, que tém se mostrado
promissoras!!. A Artemisia annua L. é uma dessas plantas com potencial
qguimioterapico em decorréncia de sua alta especificidade em relacéo as células
cancerosas, seus efeitos de amplo espectro contra diferentes tipos de cancer e
sua atividade sinérgica com outras drogas anticancer'?.

O mecanismo de acdo da artemisinina e de seus derivados, como a
diidroartemisinina, esta associado com a inibicdo da proliferacdo celular, a
inducéo da parada do ciclo celular e da apoptose'?, além de inibir a angiogénese
e a invaséo do tecido do tumor, assim como as metastases?.

Yan et al. (2019)° mostrou que houve um aumento significativo no nimero
de células apoptéticas precoces e tardias em uma linha de células de cancer de
ovario humano que recebeu o tratamento com o extrato de artemisinina, além de
que caracteristicas tipicas de alteracdes morfolégicas apoptéticas, como a
condensacao da cromatina nuclear, fragmentacédo nuclear e a formacéo de
corpos apoptoticos, foram identificados nesse grupo. Além disso, o estudo de
Saeed et al. (2020)'* mostrou que animais tratados com A. annua apresentaram

uma taxa de sobrevida significativamente maior do que o grupo de animais (com



carcinomas e sarcomas) hao tratados e que a artemisinina € mais ativa em
tumores de crescimento rapido do que em tumores de crescimento lento.

A eficacia do extrato de Artemisia annua L. pode estar atribuida ndo
somente a artemisinina, mas também a outros compostos da planta, que também
possuem potencial anticancer. Lang et al. (2019)7 revelou que o tratamento com
um extrato da planta, no qual a artemisinina nao foi identificada, foi capaz de
diminuir seletivamente a viabilidade de linhas de células cancerosas resistentes
ao tratamento, induziu a apoptose em células de cancer de mama in vitro e
reduziu de forma dose-dependente o volume do tumor. Dentre 0s compostos
identificados nesse extrato, estavam presentes a arteanuina B, casticina,
crisosplenol D, acido artenuico e 6,7-dimetoxicumarina.

Diante disso e da necessidade crescente de medicamentos que possam
auxiliar ndo s6 no tratamento, mas na prevencao dos mais diversos tipos de
cancer, o estudo acerca das propriedades farmacoldgicas da Artemisia annua L.
devem ser intensificados ainda mais. Dessa forma, o principal objetivo do
presente estudo destinou-se a elucidar o papel da artemisinina enquanto
potencial farmaco antitumoral, assim como gerar modelos farmacoforicos entre
os farmacos antitumorais classicos e a artemisinina, além de sugerir seus

principais alvos biolégicos de atividade antitumoral.

Métodos

As estruturas quimicas da artemisinina e dos principais farmacos
antineoplasicos disponiveis na prética clinica, ja identificados e devidamente
caracterizados na literatura'4, foram modeladas em representacdes 2D e 3D por
meio do programa computacional ACD/ChemSketch Freeware Version. Arquivos
moleculares nos formatos mol e mol2 foram gerados para cada farmaco e as
moléculas foram agrupadas, segundo as classes farmacolégicas, através do

programa Discovery Studio 2021.

Os modelos farmacoféricos entre os farmacos antitumorais e a
artemisinina foram gerados a partir do programa Pharmagist'®. Para criacdo dos
modelos foi definido um namero de farmaco6foros de saida igual a 5, associado

a um namero minimo de caracteristicas farmacoforicas igual a 3. Nenhuma das



moléculas do arquivo foi estabelecida como molécula-chave. Os pesos das
caracteristicas farmacofoéricas foram atribuidos segundo a configuracao padréo
do programa, ou seja, aromatico igual a 3, carga formal igual a 1, aceptor e / ou
doador de ligacdo de hidrogénio igual a 1,5 e hidrofébico igual a 0,3.

A predicao de bioatividade da artemisinina foi realizada com os servidores
Molinspiration (https://www.molinspiration.com/), PASS16,
SwissTargetPredicition!” e SEA'8, empregando como input a descricdo SMILES
{C[C@@H]1CC[C@H]2[C@H](C(=0)O[C@H]3[C@@]24[C@H]1CC[C@](O3)(
004)C)} da artemisinina e tendo como ponto de corte alvos biologicos

relacionados a fisiopatologia do cancer.

No servidor Molispiration, a classificacdo das provaveis atuacbes da
artemisinina foi realizada por meio da pontuacdo oferecida pelo préprio
programa. Nos servidores PASS e SwissTargetPrediction foram selecionadas as
moléculas e/ou atividades que possuiram Pa “ativo” (a probabilidade de a
atividade e/ou o substrato serem verdadeiros e apresentarem relacdo com a
artemisinina) e similaridade acima de 70% (>0,7), respectivamente.

Potenciais alvos terapéuticos da artemisinina foram selecionados também
através do servidor PharmMapper?®®. Foi inserido o arquivo no formato mol2 da
artemisinina selecionando-se apenas os alvos de proteinas humanas e limitando
a 100 alvos maximos a serem encontrados, demais configuracdes foram
mantidas de acordo com o padrdo do servidor. Dentre os alvos encontrados
foram selecionados aqueles com uma pontuacao de ajuste normalizada maior

que 0,9.

Resultados

A geragao dos modelos farmacoforicos revelou que a caracteristica de
aceptor de ligacdo de hidrogénio foi compartilhada pela artemisinina com todas
as classes de farmacos antineoplasicos. A segunda caracteristica espacial mais
compartilhada foi a aroméatica, que esteve presente em todas as classes, exceto

nos Agentes Alquilantes. Os doadores de ligacédo de hidrogénio somente estao



presentes nos Antimetabdlitos e Antibidticos Antitumorais, enquanto a
caracteristica hidrofébica esteve presente apenas no modelo dos Antimitéticos.

Os resultados s&o exibidos na Tabela 1 e mostram que o modelo de maior
pontuacdo, antes da inclusdo da artemisinina, foi da classe dos Antibioticos
Antitumorais (51.442), contendo cinco das oito moléculas do arquivo e
compartilhando 10 caracteristicas: aromaticos (n=3), doadores de ligacbes de
hidrogénio (n=3) e aceptores de ligacdo de hidrogénio (n=4).

Ao inserir a molécula da artemisinina, o modelo de maior pontuacéo foi da
classe dos Agentes Alquilantes (15.875), compartilhando 04 caracteristicas, das
quais todas sédo aceptores de ligacdes de hidrogénio. Curiosamente, esse
modelo apresentou as mesmas moléculas e pontuacdo do modelo em que a
artemisinina nao estava presente.

Com relacdo aos Antibidticos Antitumorais e os agentes Antimitoticos,
nenhuma caracteristica foi compartilhada com a artemisinina, o que revela total

dissimilaridade esteroeletronica entre essas duas classes e a artemisinina.



Tabela 1 - Caracteristicas dos Modelos Farmacoféricos obtidos através do servidor

Pharmagist.
Sem a artemisinina Com a artemisinina
N° de
moléculas N° de N° de
Classes Pontuaca N° de ) Pontuag o
o no ~ | molécula caracteristic
Farmacologicas o do caracteristic ao do
modelo/N° S no as
Modelo as Modelo
total de modelo
moléculas
_ _ 23.71
Antimetabodlitos 7/10 . 4 10 14.925 3
Agentes 27.78
4/4 5 5 12.728 3
Intercalantes 0
- 24.60
Antimitoticos 4/6 . 6 - - -
Agentes 15.87
. 7/15 4 8 15.875 4
Alquilantes 5
Antibidticos 51.44
_ _ 5/8 10 - - -
Antitumorais 2

Das quatro estratégias adicionais utilizadas, trés forneceram informacoes

que auxiliam na predicdo de bioatividade da artemisinina contra o céancer.

Através do servidor Molinspiration, foi possivel prever a atuacdo em potencial da

artemisinina como inibidor enziméatico (Tabela 2).



Tabela 2 - Predicédo de bioatividade da artemisinina obtida através do programa

Molinspiration.

Célculo das Pontuacdes de Bioatividade

Ligante de GPCR -0,17
Modulador de Canal 16nico -0,31
Inibidor de Quinase -0,65
Ligante de Receptor Nuclear -0,00
Inibidor de Protease -0,19
Inibidor Enzimatico 0,39

O programa PASS, que oferece nos resultados possibilidades de alvos e
de atividade biologica para a artemisinina, apresentou 29 possibilidades,
apresentadas nas Tabelas 3 e 4, incluindo as seguintes atividades:
antineoplésico, anti-melanoma, antileucémico, antagonista da interleucina 6,
imunossupressor, agonista de apoptose. O programa também forneceu dados
relativos aos seus possiveis alvos biolégicos, sugerindo a atuacdo da
artemisinina como substrato de: CYP1A2, CYP2A, CYP2A6, CYP2B, CYP2B6,
CYP2H, CYP3A, CYP3A2, CYP3A4, CYP3A5, UGT1Al, UGT1A6, UGT1A9 e
UDP-glucuronosiltransferase.



Tabela 3 - Possibilidades de Atividades para a artemisinina fornecidas pelo

programa PASS.

Pa Pi Atividades
0,992 0,001 Anti-protozoario
0,974 0,001 Inibidor de células T
0,960 0,002 Anti-Leishmania
0,954 0,001 Anti-Plasmodium
0,903 0,001 Anti-esquistossomotico
0,895 0,002 Anti-Amoeba
0,889 0,003 Anti-melanoma
0,857 0,002 Antiparasitario
0,853 0,007 Antineoplasico
0,836 0,002 Antagonista da Interleucina 6
0,825 0,003 Imunossupressor
0,806 0,004 Antileucémico
0,793 0,005 Antifangico
0,789 0,009 Agonista de apoptose

0,768 0,002 Anti-Coccidiano




Tabela 4 - Provaveis alvos biologicos de acao da artemisinina fornecidos pela
analise com o programa PASS.

Pa Pi Alvos biolégicos
0,946 0,003 CYP2A
0,940 0,003 CYP2A6
0,929 0,002 CYP3A2
0,923 0,003 CYP2B6
0,912 0,004 CYP2B
0,887 0,007 CYP3A4
0,873 0,007 CYP3A
0,860 0,004 CYP3A5
0,853 0,004 UGT1A6
0,807 0,016 CYP2H
0,793 0,004 UGT1A9
0,796 0,007 UDP-

glucuronosiltransferase
0,723 0,005 UGT1Al
0,716 0,008 CYP1A2

O servidor SwissTargetPrediction, por sua vez, ao estimar os alvos
macromoleculares mais provaveis para a artemisinina, encontrou uma
similaridade de 1.000 em comparacdo 2D entre a artemisinina e os ligantes do
alvo CYP1A2 (citocromo P450 1A2), o que confirma que a artemisinina esta
presente nas bases de dados do programa como ligante da respectiva enzima.
Em analise de similaridade 3D, dos quinze alvos mais bem pontuados, 0s quais
apresentaram similaridade entre 0.750 e 0.905, onze estao associados a estudos
revelando o seu envolvimento com a fisiopatologia do cancer: CYP1A2202,
CDK22%223, GRM5%4, PTPN1?°>, CHRM12%6, CRHR1%’, MTNR1A%® e MTNR1B?°,
MAPKS8, 9 e 103932 Os resultados, juntamente com as pontuacdes, s&o

apresentados na Tabela 5.



Tabela 5 - Alvos macromoleculares provaveis para a artemisinina

Alvo Sigla Classe 3D: Similarid 2D: Similarid
N° de ade N° de ade
molécul molécul
as as
compara compara
das das
Citocromo CYP1 Citocro 2 0.821 — 1 1.000
P450 1A2 A2 mo 0.791
P450
Anandamid FAAH Enzima 40 0.905 — 0 0
a 0.751
amidohidrol
ase
Quinase CDK2 Outra 59 0.880 — 0 0
dependent CCNA protein 0.751
e de ciclina 1 a
2/cicina A CCNA citosoli
2 ca
Quinase CDK2 Quinas 79 0.880 — 0 0
dependent e 0.751
e de ciclina
2
Receptor GRMS5 Recept 233 0.880 — 0 0
metabotrop or 0.750
ico de acopla
glutamato do a
5 familia

da




Proteina-
tirosina
fosfatase
1B
Receptor
de
acetilcolina
muscarinic
oMl

Receptor 1
do fator de
liberacao
de
corticotropi

na

Receptor
de
melatonina
1A

Receptor
de

PTPN1

CHRM

CRHR

MTNR
1A

MTNR
1B

protein
aCG
Fosfata

se

Recept
or
acopla
do a
familia
da
protein
aAG
Recept
or
acopla
do a
familia
da
protein
aBG
Recept
or
acopla
do a
familia
da
protein
aAG
Recept

or

29 0.880 —
0.750
68 0.879 —
0.751
24 0.877 —
0.750
296 0.877 —
0.750
245 0.877 —
0.750




melatonina
1B

Citocromo
P450 1921

11-beta-
hidroxiester
oide
desidrogen
ase 1
c-Jun N-
terminal
guinase 1
c-Jun N-
terminal
quinase 3
c-Jun N-
terminal

guinase 2

CYP19
Al

HSD11
Bl

MAPK

MAPK
10

MAPK

acopla
do a
familia
da
protein
aAG
Citocro
mo
P450

Enzima

Quinas

Quinas

Quinas

e

167

135

124

80

58

0.877 —
0.750

0.877 —
0.750

0.876 —
0.750

0.876 —
0.750

0.876 —
0.750

No servidor SEA, gue busca avaliar os compostos através da similaridade
guimica e modelagem 2D, os resultados, apresentados na Tabela 6, revelaram
dois alvos: CYP1A2 e QIN6S8_ PLAFA (Cisteina proteinase falcipain 2a), sendo

que esse possui atividade contra o Plasmodium falciparum, parasita causador

de Malaria P. falciparum.



Tabela 6 - Alvos Potenciais para a artemisinina fornecidos pelo programa SEA.

Alvo Nome Descrigéao P-valor TC méximo
CP1A2_HUMAN CYP1A2 Citocromo 0.901 1.00
P450 1A2
QI9N6S8 PLAFA - Cisteina 1.253e-23 0.36
proteinase

falcipaina 2a

Apds andlise com a estratégia do servidor PharmMapper, cujo objetivo é
identificar candidatos a alvos terapéuticos para a molécula por meio de encaixe
em modelos farmacoforicos, dos doze alvos encontrados segundo a
metodologia, representados na Tabela 7, seis mostram correlacdo com a
fisiopatologia do cancer, incluindo: estromelisina-132, MAPK13%, MAPKS,
MAPK10, Caspase-7%° e glutationa S-transferase P36, Dentre esses alvos,
observa-se que o MAPK8 e o MAPK10 também foram sugeridos como alvos da

artemisinina através do servidor SwissTargetPrediction (Figura 1).



Tabela 7 - Provaveis Alvos Terapéuticos da artemisinina revelados pelo servidor

PharmMapper.
Posica PDB Nome Numero de Fit Fit Score Z'-
o] ID Caracteristic Scor Normaliza score
as e do
1 1PM Proteino- 3 2.95 0.9864 1.6219
\% guinase 9
ativada por
mitdbgenos
10
2 1E7A  Albumina 3 2.94 0.9801 1.44157
sérica
3 1P01 Colinesteras 3 2.92 0.9746 1.47654
e 3
4 1BM Estromelisin 3 2.86 0.956 1.14731
6 a-1 8
5 1UKI  Proteino- 3 2.86 0.9548 1.16176
guinase 4
ativada por
mitdgenos 8
6 1R50 Fator de 3 2.86 0.9533 1.23077
Complemen
to B
7 11IF4 Anidrase 3 2.81 0.9384 1.04721
carbonica 2 5
8 1LBK  Glutationa 3 2.78 0.9298 0.99769
S- 9 5
transferase
P
9 20JI Proteino- 3 2.78 0.9277 0.97404
quinase 3 4




ativada por

mitdégenos 1

10 1PQ Receptor de 3 2.77 0.922 0.92207
9 oxisterois 6 2
LXR-beta
11 1ws8 Peptidil- 3 2.77 0.9088 0.91195
M prolil cis- 6 4
trans
isomerase A
12 1SH Caspase-7 3 2.72 0.9088 0.67641
K 6 3

Figura 1. Intersecdo de potenciais alvos moleculares da artemisinina de acordo

com os resultados obtidos com os servidores PASS, PharmMapper e
SwissTargetPredicition.
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Discussao

A artemisinina, um dos principais compostos da espécie Artemisia annua
L., possui, comprovadamente, propriedades anticancer e antimalarica. Dentre os
mecanismos que podem explicar a sua atividade antitumoral, as maiores

evidéncias se concentram na interrupcdo da proliferacédo de células tumorais. A



principal hipotese é de que essa acao se da por meio da clivagem mediada pelo
ferro da ponte peroxido da artemisinina e de seus derivados, levando a producéo
de compostos citotéxicos com qualidades alquilantes®’38, Apés a construgéo dos
modelos farmacofoéricos entre farmacos antineoplasicos e a artemisinina, a maior
semelhanca quimica foi obtida justamente com os agentes alquilantes, o que
reforca a ideia da artemisinina atuar como agente citotoxico a nivel de DNA.

Além disso, propde-se também a participacdo da artemisinina na
apoptose de células tumorais, por meio do seu acumulo lisossomal e
consequente degradacao de proteinas, e na autofagia, na qual atua de maneira
independente. Entretanto, sugere-se que essa sua agao possa ocorrer por meio
de diferentes vias adicionais, incluindo a via intrinseca das caspases 3 e 9373,
Reacdes de dano oxidativo, comprometimento da angiogénese e regulacao do
microambiente tumoral também sdo acdes que podem ocorrer por meio da
atividade da artemisinina®4:,

Dos alvos sugeridos na etapa de predicdo de bioatividade, membros de
duas familias foram apresentados em uma maior frequéncia: as CYPs e as
MAPKs. As MAPKs (proteino-quinases ativadas por mitdgenos) desempenham
papel de extrema importancia na proliferacdo, desenvolvimento e morte celular,
incluindo o processo de apoptose celular, além de atuarem como moduladores
inflamatdrios. Wu et al. (2020)*? demonstraram, através de um estudo realizado
em células de Mieloma Multiplo, que o tratamento com diidroartemisinina, um
derivado da artemisinina, ativou a via de sinalizacdo da MAPK por meio da
fosforilacdo da p38 de modo dependente da dose e do tempo de uso do
composto, induzindo aumento da apoptose e reducéo da autofagia. Dessa forma,
os resultados obtidos sugerem que artemisinina apresenta potencial para atuar
pelo mesmo mecanismo.

Além disso, Li et al. (2019)*® constataram, por meio de um estudo
realizado em células de osteossarcoma, que a artemisinina € capaz de suscitar
a fosforilacéo da proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc (CREB)
através da ativacao da via p38/MAPK. Além do mais, a analise in vivo evidenciou

gue artemisinina também é apta a impossibilitar a angiogénese por meio da



regulacéo da via p38/MAPK/CREB/TSP-1 (secrecdo de trombospondina-1), de
modo a impedir, assim, a proliferacdo do osteossarcoma.

O desequilibrio da sinalizacdo por meio da via Ras/RAF/MEK/ERK,
pertencentes a via das MAPKSs, leva a proliferacao celular, desdiferenciacéo e
resisténcia a apoptose. Essa via € hiperativa, por causas mutacionais, em torno
de 85% das neoplasias malignas, estando constantemente alterada nos mais
diversos tipos de cancer, associando-se a progressdo da doenca*t. Essa via
tornou-se alvo de estudos com objetivos terapéuticos, que possuem como
finalidade a inibicdo contra Ras e RAF oncogénicos, a fim de atuarem nessa via
de sinalizacdo e auxiliar no tratamento contra o cancer4>46,

A familia dos citocromos P450 (CYPs), que foi numerosamente
apresentada no estudo como alvo de agao da artemisinina, por sua vez, abrange
um grande numero de proteinas com capacidade de catalisar o metabolismo
oxidativo de uma série de drogas e produtos quimicos. Os poliformismos sdo
frequentes e podem relacionar-se a resisténcia a medicamentos, suscetibilidade
ou protecao contra algumas doencas. Alteracdes na expressao, que pode estar
aumentada ou reduzida, em algumas dessas isoformas podem gerar ativagao de
procarcinégenos, sendo que CYP1Al, CYP1lA2 e CYP1B1 pareceram
apresentar essa relacéo®’.

As subfamilias CYP1, CYP2 e CYP3 desempenham papel importante na
metabolizacdo de farmacos, sendo a CYP3A a mais comumente envolvida,
sugerindo o envolvimento dessas isoformas no mecanismo de resisténcia a
drogas. Além disso, niveis aumentados da isoforma CYP3A4 parecem estar
relacionados a pior prognaéstico e maior progressao do tumor em casos de cancer
de mama, enquanto a isoforma CYP3A5 pode apresentar-se reduzida em tecidos
de carcinoma hepatocelular (CHC) como um recurso de sobrevivéncia do préprio
cancer, visto que a atividade normal dessa CYP pode ser capaz de impedir 0
crescimento dessa neoplasia*®.

Diversos estudos buscam avaliar o impacto da acéo da artemisinina nas
isoformas da familia CYP. Asimus et al. (2007)*° apresentaram que as atividades
de CYP3A e CYP2C19 foram induzidas apds a administragédo da artemisinina e

de seus derivados, ao passo que a atividade de CYP1A2 mostrou ser induzida e



inibida por esses compostos. De modo oposto, Ericsson et al. (2014)%°
expuseram que os endoperoxidos da artemisinina sdo capazes de atuar como
inibidores in vitro das CYPs, principalmente sobre as isoformas CYP1AZ2,
CYP2B6, CYP2C19 e CYP3A4. Por fim, Simonsson et al. (2006)°! demonstraram
gue a artemisinina é capaz de interferir no metabolismo de drogas por meio do
receptor CAR, que se sucede na regulacao positiva de genes como o CYP2B.

As quinases dependentes de ciclinas (CDKs), representadas no estudo
por meio da CDK2, atuam no ciclo celular através da fosforilagdo de substratos
necessarios para 0 seu seguimento, de modo que a regulacdo negativa da
atividade das CDKs envolvidas na fase G1 do ciclo celular vem sendo utilizada
como mecanismo de diversas drogas antitumorais®?. Tran et al. (2014)%3
apresentaram que a artemisinina foi capaz de induzir a parada do ciclo celular
em G1 por meio da regulacdo negativa sobre CDK2, CDK4 e CDK6, mas
principalmente em CDK4, em células de cancer de endométrio.

Estudos adicionais comprovam a atividade da artemisinina e de seus
derivados na parada do ciclo celular por meio da parada da interacéo entre os
promotores da CDK2 e CDK4, levando a inativacédo e diminuicdo da expressao
desses genes®%°,

No presente estudo identificamos como um potencial alvo da artemisinina
relacionado ao cancer a caspase-7. Chen et al. (2018)%¢ e Ahmad et al, (2020)°’
observaram em seus estudos que a artemisinina inibe a proliferacéo de células
cancerosas devido a uma parada do ciclo celular e apoptose com participacdo
de enzimas desta familia. Observou-se um aumento de caspases devido a
capacidade da artemisinina de inibir a fosfo-AKT que € responsavel por efeitos
antiapoptoticos ao inativar procaspases.

A estromelisina-1, também conhecida como metaloproteinase-3 da
matriz, € uma enzima codificada pelo gene MMP3 conhecida por lisar o colageno
da membrana basal e induzir a sintese de outras metaloproteinas®. A
superexpressao do gene MMP3 esta positivamente associada a neoplasia,
incluindo o cancer de mama e préstata®®. Frieling et al. (2020)%8 observou em
seu estudo que a ablacdo de MMP-3 sugeriu diminuicdo da sinalizacao

mitogénica, além disso, ao ser suprimida transitoriamente ocorreu diminui¢cdo de



ARK fosforilada. Dessa forma, os dados oferecem indicios de que a artemisinina
possui atividade antineoplasica por estimular a apoptose ao inibir a fosfo-ARK.

As glutationa S-transferases (GSTs) sdo uma familia de enzimas
importantes para a desintoxicacdo de compostos enddgenos e exdgenos.
Estudos ja demonstraram que exibem uma atividade antiapoptotica por meio de
interacbes com c-Jun N-terminal quinase (JNK) inativando-as, o que pode
explicar altos niveis de glutationa S-transferase P (GSTP) em células tumorais
resistentes a drogas®’. J& foi relatado na literatura que a artemisinina inibe a
atividade de algumas GSTs®162, este mecanismo pode estar relacionado a
apoptose de células tumorais.

A familia das UDP-glucoronosiltranferase, as quais incluem os alvos
encontrados UGT1A1, UGT1A6 e UGT1A9, sdo responsaveis pela detoxicacdo
de compostos exdgenos, incluindo carcindgenos®. E provavel que a diminuicéo
dessas enzimas aumente a suscetibilidade de iniciagdo carcinogénica. A
expressdo de UGTs é variavel dependendo do cancer, podendo estar diminuida
em alguns, mas elevada em outros, como os de prostata, pancreas e pulmao,
indicando diversos padrdes de regulacdo da expressdo de UGT em tumores®.
Apesar da ligacdo dessas enzimas em processos neoplasicos, nao foi
encontrado nenhuma ponte concreta que as ligue a artemisinina na literatura.

O receptor metabotropico de glutamato 5 (GRM5) foi encontrado em
nossos estudos como um potencial alvo para a artemisinina. Os receptores
metabotropicos de glutamato (GRMs) séo receptores acoplados a proteina G,
ativados pelo glutamato e estimulam segundos mensageiros, como AKT e
MAPK. A expressdo mais alta de GRM5 foi relacionada ao carcinoma de células
renais?®. Somado a isso, Wu, et al. (2012)%° observou que a inativacdo de GRM5
suprime a proliferagdo de células de cancer 6sseo e hepético, bloqueando as
vias da MAPK. Apesar de ndo haver estudos relacionando diretamente a
artemisinina ao GRM5, observa-se que ela interfere nos segundos mensageiros
AKT e MAPK.

A PTPNL1, pertencente a familia das proteinas tirosina fosfatases (PTPs),
€ uma tirosina fosfatase ndo receptora que esta envolvida em processos de

proliferacédo celular, sobrevivéncia, migracdo, metabolismo e respostas imunes.



Chen J. et al. (2020)%, ao avaliarem os diferentes tipos de cancer do trato
digestivo, encontraram que diversos PTPNs estavam relacionados, além de que
PTPN1 estava altamente expresso em células de cancer de es6fago. Nunes-
Xavier et al. (2019)%’ relataram que a diminuicdo de PTPN1 em células SH-SY5Y
de neuroblastoma humano (NH) procedeu em aumento da fosforilagdo da
tirosina e proliferacdo celular, associando-se a metastases e mau progndéstico
neste tipo de cancer, além de sugerirem o PTPN1 como biomarcador do NH.

Em adicéo, St-Germain et al. (2015)% divulgaram que as PTPN1 e PTPN2
sdo capazes de modular a fosforilacdo de FGFR3 (receptor 3 do fator de
crescimento dos fibroblastos), cuja expressdo aumentada esta associada a
neoplasias malignas, e que a perda dessa capacidade pode culminar em sua
ativacdo. Por ultimo, a degradacdo da PTPN1 por meio da calpaina 1, um
promotor da progressdo do cancer, estd associada a pior comportamento na
neoplasia e resisténcia medicamentosa em casos de adenocarcinoma
pulmonar®®,

O receptor muscarinico de acetilcolina M1 (CHRM1) é expresso no
sistema nervoso e em oOrgdos de atuacdo dos neurbnios parassimpaticos,
acoplando-se a proteina Gq quando ativado. Yin et al. (2018)?’ revelaram que o
CHRML1 é capaz de atuar inibindo a migracéo e invaséo do cancer de préstata
por meio da sinalizacdo hedgehog, que envolve hedgehog sbnico (SHH), patch
1 (PTCHL1), smoothened (SMO) e proteina de dedo de zinco (GLI1), que contribui
para a hostilidade do tumor, por meio da estimulacdo da proliferacdo celular,
inducdo da angiogénese e inibicdo da apoptose. Ademais, Renz et al. (2018)7°
divulgaram que a via de sinalizacgo do CHRM1 é capaz de impedir o
desenvolvimento do tumor pancreatico através da regulacéo negativa de MAPK
e PIK3/AKT (fosfoinositideo 3-quinase; importante para o crescimento e
metabolismo celular) nessas células tumorais.

Os CRHRs séo receptores do horménio liberador de corticotropinas
(CRH), de modo que CRHR1, sugerido como alvo da artemisinina por este
estudo, estd expresso, principalmente, no cérebro, induzindo o hormdnio
corticotrépico adrenal. Lee et al. (2021)"! indicaram que a deficiéncia de CRHR1

€ capaz de impedir a progressao do cancer, por meio da inibicdo da expresséo



da ciclooxigenase (COX) 2 e da regulacdo positiva da fosfolipase A2, uma
promotora e uma supressora de tumor, respectivamente, em camundongos com
cancer de colon. Resultados semelhantes foram apresentados por Liu et al.
(2014)72, que expuseram que a deficiéncia de CRHRL1 auxilia para o alivio da
tumorigénese associada a colite (TAC), além de que seu papel pré-inflamatorio
e pro-tumorigénico na TAC deve-se ao estimulo para macrofagos liberarem
citocinas inflamatdrias e levar a ativacdo dos sinais NFKB-BCL2 e STAT3, que
resultam na diminuicdo da apoptose e o incentivo a proliferacéo celular tumoral.

Os receptores de melatonina MTNR1A e MTNR1B s&o os principais
responsaveis por mediar os efeitos da melatonina no organismo humano. A
melatonina tem importantes propriedades oncostaticas, por meio de
mecanismos dependentes e independentes de receptor’®. Os receptores de
melatonina participam da inibicdo da adenil ciclase e do AMP ciclico, como
consequéncia ocorre uma reducdo na captacdo de &cido linoléico, disto resulta
seus efeitos antiproliferativos, estdo associados ainda a atividade antioxidante,
regulacdo da apoptose e inibicdo da angiogénese’’®. Estudos sugerem que
polimorfismos nos genes desses receptores estdo relacionados ao cancer de
mama’®, tal fato é devido a ligacéo a proteina reguladora de Ca 2+ calmodulina
que eleva a fosfoativacdo de uma série de fatores que estdo envolvidos na
modulacdo da proliferacdo de células do cancer de mama’’. Apesar de
encontrarmos esses receptores em nosso estudo, eles mostram-se fracamente

relacionados com 0s mecanismos antineoplasicos da artemisinina.

Conclusao

A eficacia da artemisinina contra neoplasias malignas € evidente e os
resultados encontrados apontam que essa atividade nao deve ocorrer
majoritariamente  por mecanismos semelhantes aos dos farmacos
antineoplasicos citotoxicos disponiveis na pratica clinica. Por outro lado,
inUmeros alvos moleculares relacionados com a fisiopatologia dos mais diversos
tipos de cancer foram apontados como possiveis alvos de acdo da artemisinina,

com destaque para a familia dos CYPs e MAPKs. Além disso, para alguns dos



alvos sugeridos ndo foram encontrados trabalhos na literatura que os
relacionassem com a artemisinina, reforcando, entdo, que possam ser objetos
de pesquisas futuras que busquem explorar o mecanismo de acao do principio
ativo em questdo. Dessa forma, a atuacdo da artemisinina contra o cancer
parece ocorrer de forma alvo-dirigida através de mecanismos mdltiplos, o que
reforca a artemisinina como um excelente ponto de partida para a otimizacéo de

farmacos com propriedades antitumorais.
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