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RESUMO

O artesunato representa uma das principais drogas utilizadas como antimalaricos
em diversos paises. E um composto semi-sintético derivado da artemisinina, substancia
extraida da planta chinesa Artemisia annua L. Apesar da ampla utilizacdo do artesunato
na terapéutica antimalarica, estudos demonstrando seus efeitos genotoxicos e
citotoxicos em cultura de linfécitos humanos s&o ainda hoje quase inexistentes.
Portanto, no presente trabalho, avaliamos os efeitos genotoxicos e citotdxicos do
artesunato em cultura de linfécitos humanos. Nossos resultados demonstraram
aumento significativo (p<0,05) no indice de dano avaliado pelo teste do cometa, bem
como na freqiéncia de micronucleos em todas as concentragbes testadas. Foi
observado também, que o artesunato induz um aumento estatisticamente significativo
(p<0.05) no numero de células apoptéticas dos linfocitos, tanto em 24 quanto em 48 h
de tratamento. Desta forma, demonstrou-se em nosso trabalho, que o artesunato é uma
droga genotoxica e citotoxica em cultura de linfocitos humanos, nas condi¢bes

avaliadas.

Palavras-chave: artesunato. artemisininas. linfcitos. genotoxicidade.



ABSTRACT

Artesunate is one of the main drugs used as antimalarials in various countries. It
is a semi-synthetic compound from artemisinin, a substance extracted from the Chinese
plant Artemisia annua L. Despite the widespread use of antimalarial artesunate in
malaria treatment, studies demonstrating its cytotoxic and genotoxic effects in human
lymphocytes cultures are almost nonexistent. Therefore, in this study, we evaluated the
possible cytotoxic and genotoxic effects of artesunate on cultured human lymphocytes.
A significant increase (p<0,05) in the rate of DNA damage and micronucleus frequency
was observed after artesunate treatment. We also observed that artesunate induces a
statistically significant increase (p <0.05) in the number of apoptotic cells in both 24 and
48 h of treatment. Thus, we conclude in our work that artesunate is a highly cytotoxic

and genotoxic drug in cultured human lymphocytes.

Key-words: artesunate. artemisinin. lymphocytes. genotoxicity.
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1 INTRODUGAO

Doengas infectantes como a malaria, febre amarela, dengue, entre outras, ha
muito tempo estdo presentes na vida do homem (COIMBRA, 1987). Porém, ainda

hoje estas doencas s&o motivo de preocupagdo para a saude publica (WHO, 2008).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2008), a malaria é uma
das patologias infecto-contagiosas mais graves no mundo, apresentando
distribuicdo geografica bastante extensa em zonas tropicais, onde a temperatura e a

umidade favorecem o desenvolvimento dos vetores.

A malaria é encontrada expressivamente na Regido Amazbnica, mais
precisamente nos estados que compdéem a Amazbdnia legal (Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins)
(OLIVEIRA et al, 2009). O estado do Para (PA) desde 1996 vem se mostrando como
um dos mais afetados pela malaria no Brasil, totalizando 75,4 % dos casos, sendo
seguido por Rondonia (RO) e Amazonas (AM), o que ressalta a importéncia de
estudos sobre esta doenga em nosso estado (OPS/PAHO/WHO, 1997).

O tratamento da malaria é baseado principalmente na administracdo de
drogas especificas, como por exemplo, as artemisininas e seus derivados:
artesunato e artemeter. A artemisinina € uma lactona sesquiterpénica, extraida da
planta Artemisia annua L.; que ainda é muito pouco estudada quanto aos seus
efeitos genotdxicos (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).

Dentro deste contexto, torna-se de grande importancia o estudo de drogas
antimalaricas em nosso estado, uma vez que a incidéncia de malaria € bastante
grande nesta area (OLIVEIRA et al, 2009), o que expde a populagdo a um grave
problema de saude publica, pois os danos genotoxicos que por ventura possam ser
provocados por essas drogas podem aumentar o risco de desenvolvimento de

neoplasias em pacientes tratados com tais medicamentos (NATARAJAN, 1993).



1.1 MALARIA

A malaria € uma das parasitoses mais sérias e difundidas no mundo (Figura
1), acometendo aproximadamente mais de um milhdo de pessoas por ano, o que,
conseqlentemente, a torna responsavel pela maior causa de mortalidade e
morbidade em regides endémicas (WHO, 2008).

Areas afetadas.
— Areas com risco
limitado.

Areas livres de

|:| malaria.

Figura 1: Distribuicdo de areas afetadas pela malaria no mundo (WHO, 2008).

A malaria € uma parasitose causada por protozoarios do género
Plasmodium, pertencentes a familia Plasmodiidae, ordem Eucoccidiidae, subordem
Haemosporinae e filo Apicomplexa. Na natureza, existem cerca de 172 espécies de
plasmédios, incluindo parasitas de primatas, roedores, entre outros. Destas
espécies, apenas quatro sao parasitas do homem: Plasmodium (Plasmodium) vivax,
Grassi & Feletti (1890), Plasmodium (Plasmodium) malarie, Grassi & Feletti (1892),
Plasmodium (Laverania) falciparum, Welch (1897) e Plasmodium (Plasmodium)
ovale, Stephens (1922) (LEVINE, 1988).



De acordo com Bruce-Chwatt (1985) sdo encontradas varias formas de
malaria quanto a espécie de plasmodio: P. vivax, e P. ovale, responsaveis pela
malaria tercd benigna; P. malarie, associado a forma quartd, com distribuigdo
geografica nas regides tropicais e subtropicais; e por fim, o P. falciparum, causador
da forma terca maligna. Dentre estes parasitas, o Plasmodium falciparum, além de
ser o agente causador da forma mais severa da malaria, também é o parasita mais
resistente ao tratamento com drogas antimalaricas (WHO, 2003), sendo responsavel
por pelo menos um milhdo de mortes de criangcas ao ano (HALDAR; MOHANDAS,
2009).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude, a maléaria ja era
considerada como uma das maiores preocupacgdes para a saude publica em muitos
paises, especialmente os do Terceiro Mundo, onde se destaca o Brasil, o qual
notificou em 1996 o0 maior numero de casos da doengca (426.510)
(OPS/PAHO/WHO, 1997). No ano de 2002 o Brasil foi responsavel por cerca de
40,5 % dos 960.000 casos notificados nas Américas (PAHWO, 2002). Em 2006, ja
eram totalizados aproximadamente 247 milhdes de casos da doengca no mundo,
sendo que mais de trés bilhdes de pessoas se encontravam em estado de risco
(WHO, 2008).

O tratamento da malaria é baseado principalmente na terapia com drogas
especificas, sendo as artemisininas e seus derivados (artesunato e artemeter) as
drogas de primeira escolha para este fim, uma vez que apresentam 6tima eficiéncia
na destruicdo dos parasitas. Apesar das pesquisas atuais apresentarem muitos
estudos a respeito da avaliagdo genotoxica de medicamentos utilizados como
antimalaricos, ainda sdo muito escassos os trabalhos que demonstrem os efeitos in
vitro das artemisininas e seus derivados, entre eles, o artesunato, o qual sera motivo
de investigagao neste trabalho (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).



1.2 GENOTOXICIDADE DE DROGAS ANTIMALARICAS

E conhecido que populagdes humanas podem apresentar danos genéticos
por exposi¢éo acidental, ocupacional ou ambiental a agentes genotdxicos quimicos,
fisicos ou mesmo biologicos. Estes agentes podem interferir no adequado
desenvolvimento da célula, causando danos em seu material genético e conferindo
um grande risco para o desenvolvimento de doengas, como por exemplo, as
neoplasias (NATARAJAN, 1993).

Os agentes quimicos e fisicos capazes de induzir a formagao de aberragdes
cromossOmicas (AC) sao chamados de agentes clastogénicos, os quais podem ter
seu potencial genotdxico detectado por varios testes, tais como: a analise de
aberragdes cromossdmicas em células metafasicas, o teste do micronucleo (MN), do
cometa, entre outros (AL-SABATI et al, 1992; GUIMARAES et al, 2003; MOVAJAGH
et al, 2005).

Os danos no DNA induzidos por diversos agentes mutagénicos podem ser
reparados ou processados, porém, muitos deles podem levar a formacao de AC, as
quais podem ser estaveis ou ndo. As primeiras referem-se a pequenos danos como,
translocagdes reciprocas e algumas aneuploidias, que n&o impedem a diviséo e a
proliferacdo celular; enquanto que as segundas, tais como, 0s Cromossomos
dicéntricos e em anel e as grandes dele¢bes, normalmente sao letais a célula. Em
vista disso, diferentes alteragcbes podem se acumular nas sucessivas divisbes
celulares e, consequentemente, produzir mutagdes em genes, os quais teriam um
papel fundamental no processo de carcinogénese (LITTLE, 2000), o que ressalta a
importancia da avaliagdo genotoxica de substancias usadas como medicamentos,

como por exemplo, as artemisininas.



Nos ultimos anos, o arsenal de armas terapéuticas na campanha global para
a erradicagdo da malaria ganhou um enorme impacto com a utilizagdo das
artemisininas. A artemisinina e seus derivados (dihidroartemisinina, artesunato,
artemeter e arteeter) tém sido extensivamente utilizados como drogas antimalaricas
em varios lugares do mundo (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).

Estas substancias possuem a capacidade de destruir parasitas intra-
eritrocitarios da malaria, prevenindo sua evolugéo para estagios patolégicos mais
avancados. Apo6s penetrar o eritrécito, o parasita endocita a molécula de
hemoglobina, removendo aminoacidos essenciais presentes em suas globinas, os
quais sao importantes para o seu crescimento. Em seguida, ocorre a liberagédo do
grupamento heme, o qual, na forma livre, torna-se bastante téxico as membranas
celulares. Porém, na presenca de alguns antimalaricos, como as artemisininas,
ocorre a formacdo de um metabdlito com grande potencial redox, o qual é
proveniente da reacdo entre a droga e o grupamento heme. Este metabdlito
promove a catalise da membrana vacuolar do parasita, provocando a liberagdo de
proteases no interior de seu citosol, o que conseqlentemente levara a
autodestruicdo do mesmo (BERMAN; ADAMS, 1997).

A artemisinina, também conhecida como quinghaosu (QSH), € um composto
natural extraido da planta chinesa Artemisia annua L. (Figura 2) (LIU et al, 1979).
Esta substancia foi isolada ha mais de 30 anos por cientistas chineses que
pesquisavam uma cura para a malaria, sendo por muito tempo também utilizada no
tratamento de febres e outras doencas (LIU et al, 1979; KLAYMAN, 1985). E
considerada juntamente com seus derivados, uma lactona endoperdxida
sesquiterpénica (LINDEGARDH et al, 2009), substancia que segundo a literatura
apresenta algumas evidéncias genotoxicas (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).



Artemisia annua L.

Figura 2: Artemisia annua L., planta da qual é extraida a droga antimalarica
artemisinina (http://users.unimi.it/farmaco/giornale/extra/gazette006.html).

Segundo He et al. (2010), os sesquiterpenos sdo substancias que tém
atraido grande interesse cientifico pelo fato de apresentarem atividades bioldgicas
importantes como, antifungicos, citotoxicos, entre outros. Vasconcellos et al. (2007)
sugeriram fortes evidéncias do efeito genotdxico das lactonas sesquiterpénicas, uma
vez que verificaram que o composto 15-deoxigoiazensolida induz mutagdes em
Sacharomyces cerevisiae. Outro exemplo diz respeito a partenina, uma lactona
antimalarica que induz a formagé&o de micronucleos e de outras AC em linfécitos
periféricos (RAMOS et al, 2002).

Sabe-se de acordo com Al-Zubairi et al. (2010), que o sesquiterpeno
Zerumbona (ZER), farmaco bastante utilizado como antiinflamatério na medicina
tradicional, induz um aumento significativo na freqiéncia de MN em culturas
temporarias de linfécitos. Outro exemplo do efeito genotdxico dos sesquiterpenos
pode ser visto no trabalho de Burim et al. (2001), que ao estudarem o potencial
clastogénico da centraterina em linfécitos humanos e camundongos, observaram
efeito tanto na taxa de aberra¢gdes cromossdmicas quanto na frequéncia de trocas

entre cromatides-irmas.



Outras drogas antimalaricas classicas, como a primaquina e a cloroquina,
usadas no tratamento contra a malaria provocada por P. vivax, tém demonstrado
efeitos genotdxicos in vitro (FAROMBI, 2006). Chatterjee et al. (1998) observaram
que estas drogas aumentam a freqiéncia de AC e de trocas de material genético

entre cromatides-irméas de células da medula 6ssea de ratos.

Adicionalmente a estes achados, Krishnaja e Chauhan (2000), comprovaram
atividade genotdxica em outro antimalarico, dihidrocloreto de quinacrina. Segundo
os resultados destes autores, esta substancia induz a formacdo de aberragbes
cromossOmicas (cromossomos dicéntricos, translocagdes e inversdes) em cultura de

linfocitos periféricos humanos.



1.3 ARTESUNATO

O artesunato (Figura 3) é um derivado semi-sintético da artemisinina com
grande aceitacdo no tratamento da malaria (PRICE, 2000). E um farmaco bastante
recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude, uma vez que varios estudos
clinicos com pacientes malaricos mostram que esta droga € bem tolerada durante o

tratamento e apresenta poucos efeitos colaterais (HIEN et al, 1992).

Figura 3: Desenho esquematico da estrutura molecular da droga
antimalarica artesunato (KONKIMALLA et al, 2008).

De acordo com Arreesrisom et al. (2007), o artesunato age no parasita
malarico por meio de processos oxidativos, produzindo radicais livres na presenca
do Fe**, o qual é liberado pelo parasita no processo de degradagdo do grupamento
heme. Contudo, Li et al. (2008) observaram que em altas concentra¢des, esta droga
pode causar danos oxidativos ao DNA de células ovarianas de hamsters. Tais danos
podem causar quebras de fita simples e dupla, apoptose; além de induzir

neurotoxicidade.



Efferth et al. (2001), reportaram que além do seu bom efeito como
antimalarico, o artesunato também tem demonstrado uma profunda acgéo citotdxica
contra linhagens de células cancerigenas provenientes de diferentes tipos tumorais,
tanto na condicdo in vivo, quanto in vitro. Michaelis et al. (2009) demonstraram uma

efetiva agao anti-neoplasica do artesunato contra células de neuroblastoma.

Embora a citotoxicidade do artesunato contra células tumorais tenha sido
descoberta ha aproximadamente uma década (EFFERTH et al, 1996), os
mecanismos moleculares pelos quais esta droga exerce sua atividade anti-
neoplasica nédo estdo bem elucidados (EFFERTH et al, 2007). Estudos mais
recentes revelaram que o artesunato inibe a proliferacdo e induz apoptose em
linhagens de células de mieloma de rato (SP2/0), de forma dependente do tempo e
da concentragdo, e sugerem que seu efeito na inibicdo do crescimento destas
células pode estar sendo mediado pelo bloqueio da via de sinalizagdo do fator NFkB
(LI et al, 2009).

Outra propriedade importante do artesunato estad associada ao seu potente
efeito inibitorio contra certas viroses, tais como, o citomegalovirus humano e outros
membros da familia Herpesviridae; virus da hepatite B, hepatite C e também da
diarréia bovina, sendo ainda eficaz contra a esquistossomose (EFFERTH et al,
2008). Investigacdes laboratoriais com artesunato demonstraram que ele € um bom
agente contra trematodos, como Eschinostoma caproni, Fasciola hepatica,
Opisthorchis viverrini e Clonorchis sinensis (KEISER et al.; 2006a; KEISER et al.;
2006b; XIAO et al.; 2008).
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1.4 CULTURA DE LINFOCITOS HUMANO COMO MODELO DE ESTUDO

Os linfécitos sao células responsaveis pela extraordinaria especificidade das
respostas imuno-adaptativas de nosso organismo. Como pode ser visto na figura 4,
eles sdo produzidos na medula éssea e estao presentes em grande quantidade na
corrente sangiinea, na linfa (fluido incolor presente nos vasos linfaticos, que
conectam os linfonodos do organismo uns com os outros e com a corrente

sanguinea) e nos o6rgaos linféides (ALBERT et al, 2004).

medula 0ssea

o ey ¢ eritrocitos
ncutrﬁﬁlwmnmpﬂiétith‘ o,
=
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d e, i
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macréfago linfocitos Be T

Figura 4: (a) Desenho esquematico mostrando a produgéo de células sangiineas com destaque
para os linfécitos; (b) observa-se uma fotomicrografia com um linfécito corado com Giemsa; e em
(c), observa-se uma fotomicrografia de microscopia de varredura evidenciando linfécitos do tipo T e
B  (http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/corpo-humano-medula-ossea/corpo-humano-medula-

ossea-3.php).
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Devido a sua grande abundancia na corrente sanguinea, os linfécitos em
cultura tornaram-se um modelo in vitro bastante vantajoso para diversos estudos,
como por exemplo, os de genotoxicidade, citotoxicidade, entre outros; além de
oferecerem inumeras facilidades metodolégicas, uma vez que séo células de facil
obtencdo (pungdo venosa) e podem ser obtidos praticamente livres de
contaminagdo. Outra grande vantagem dos linfécitos é a sua facilidade de

desenvolvimento em cultura por longos periodos (WNUK et al, 2009).

Todas as vantagens citadas acima justificam a ampla utilizacdo das culturas
celulares de linfécitos em estudos citogenéticos, tanto os classicos (teste do
micronucleo, ensaio do cometa e aberracbes cromossdmicas), quanto os
moleculares (FISH), o que ressalta a utilidade destes modelos em estudos de

genotoxicidade, como o aqui proposto.

Portanto, devido a escassez de estudos acerca do potencial genotoxico do
artesunato e ao fato do mesmo ser extensivamente utilizado como antimalarico,
torna-se de importante o desenvolvimento do presente estudo, pois os danos
genotodxicos que por ventura possam ser gerados por esta droga, podem aumentar o
risco de carcinogénese em pacientes submetidos ao tratamento com ela. A
expectativa é de que os resultados produzidos nesta dissertacédo possam fornecer
subsidios que colaborem no sentido de implementar estratégias de tratamento mais

rigidas e multidisciplinares no controle da malaria.



12

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos genotoxicos e citotoxicos da droga antimalarica artesunato

em cultura de células linfocitarias humanas provenientes de sangue periférico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar o indice de dano ao DNA demonstrado pelas células apds o
tratamento com as diferentes concentragbes de artesunato utilizando o

ensaio do cometa;

% Avaliar a freqiéncia de micronucleos em cultura de linfécitos periféricos
humanos tratados com diferentes concentragcdes de artesunato utilizando a

técnica do micronucleo convencional;

+« Avaliar a viabilidade celular apés tratamento com o artesunato utilizando a

técnica de Apoptose pelo método da anexina V.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENGAO DA AMOSTRA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As amostras de sangue periférico foram coletadas de 3 (trés) individuos,
sendo duas mulheres e um homem (23, 27 e 24 anos respectivamente), os quais
obedeciam aos padrdes exigidos para a realizagcdo de testes genotdxicos. Os
voluntarios foram entrevistados e forneceram consentimento escrito de participagéo
no estudo. O sangue foi coletado com o auxilio de seringas descartaveis de 20 mL,
devidamente heparinizadas para evitar a coagulagcéo, sendo em seguida submetido
ao processo de isolamento de linfocitos para a preparagéo da cultura, a qual foi
realizada de acordo com o descrito por Fenech (2000), com algumas modificagdes

feitas em nosso laboratério.
3.2 CULTURA DE LINFOCITOS ISOLADOS

O sangue periférico foi coletado e, em seguida, diluido na proporg¢ao de 1:1
em solugdo salina estéril 0,85 %. A amostra foi homogeneizada por inverséo e
submetida a uma nova diluicio em Histopaque-®1077 (especifico para o isolamento
de linfécitos T) na proporgédo de 3:1 (1 parte de Histopaque-®1077: 3 partes de
sangue diluido), sendo primeiramente acrescentado o Histopaque e posteriormente
0 sangue, tomando bastante cuidado para que ndo ocorresse a mistura. Apos este
processo, os tubos com a amostra foram centrifugados a 1500 rpm por 30 min para a
separacao dos linfocitos de outros elementos sangiiineos. O aspecto obtido apds
centrifugacédo € a formagdo de quatro camadas, com o plasma na porgédo superior
seguido de uma fina camada mais esbranquicada de linfécitos, outra um pouco mais
clara contendo Histopaque e por ultimo, na porgao inferior, uma camada de glébulos
vermelhos. O conteudo (plasma + linfocitos) foi coletado e transferido
cuidadosamente para outro tubo com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril. Em
seguida, o material foi homogeneizado com a mesma pipeta Pasteur e entdo diluido

em solucdo de Hanks (1X) estéril na proporcao de 3:1 (3 partes de Hanks: 1 parte da
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mistura de plasma + linfocitos). Posteriormente, o material foi centrifugado a 1500
rom por 10 min. O sobrenadante foi coletado e descartado deixando-se 1 mL de
conteudo, o qual foi homogeneizado e completado com mais 4 mL de solugéo de
Hanks, sendo novamente submetido a centrifugacdo a 1500 rpm por 5 min. Apoés
esta etapa, o sobrenadante foi descartado por inversdo e as células ressuspendidas
em 0,5 mL de meio de cultura RPMI 1640 estéril, suplementado com 20 % de soro
bovino fetal (FBS) e 4 % de Fitohemaglutinina A. A viabilidade e a concentragao
celular foram quantificadas pelo método de excluséo utilizando azul de tripan em
uma diluicdo de 1:1 (10 yL da suspenséao de células + 10 yL de azul de tripan 4%), e
a contagem das células realizada com o auxilio de uma cadmara de Neubauer, que
fornece a quantidade de células para cada 1 mL da suspensao obtida. Ao final de
todas estas etapas, foram cultivadas 1x10%/mL de células em 5 mL de meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 20 % FBS e 4 % de Fitohemaglutinina A, uma
substancia mitogénica que faz com que as células retomem o seu potencial mitético.

A cultura foi incubada em estufa com 5 % de CO;, a uma temperatura de 37°C.

3.3 TRATAMENTOS

O artesunato CAS no. 88495-63-0 (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
utilizado no presente estudo foi diluido em meio RPMI, sendo em seguida
acrescentado as culturas para se obter concentragbes finais de 0,5; 1 e 2 ug/mL.
Tais concentragdes foram determinadas de acordo com dados da literatura
(VEERASUBRAMANIAN et al, 2006; KELTER et al, 2007).
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3.4 ENSAIO DO COMETA (VERSAO ALCALINA)

3.4.1 Principio da Técnica

Esta técnica foi desenvolvida por Singh et al. (1988) e, posteriormente,
modificada por Anderson et al. (1994). Corresponde a um ensaio de grande
sensibilidade para a detecgéo de vérios tipos de danos no DNA (quebra de fitas
duplas ou simples, danos oxidativos e ligagbes cruzadas) induzidos por compostos
genotoxicos e mutagénicos. Partindo-se do pressuposto de que o DNA encontra-se
fortemente compactado dentro do nucleo, formando algas de 5-200 Kpb, as quais se
encontram aderidas a uma rede protéica ou matriz nuclear (COOK; BRAZELL, 1976;
COOK et al, 1978; RAZIN et al, 1995; ERIKSSON et al, 2002); se células embebidas
em agarose tiverem suas membranas lisadas por detergentes e suas proteinas
nucleares (incluindo as histonas) extraidas com altas concentragdes de sais, o0 DNA,
sendo maior e mais pesado que o restante dos componentes ocupara um espago no
gel, o qual era anteriormente preenchido pela célula e sera retido em uma estrutura
residual semelhante a um nucleo denominada nucledide (COOK; BRAZELL, 1976).
Desta forma, o nucledide é por definicdo, uma série de algas superenoveladas de
DNA desprovido de histonas, aderidas a matriz nuclear residual do tamanho do
nucleo da célula. Portanto, caso existam quebras na molécula de DNA, a estrutura
do nucledide sofrera mudangas, uma vez que as algas de DNA se desenovelam,
tornando-se mais frouxas e formando um halo (COOK; BRAZELL, 1976; COOK et al,
1978; VOGELSTEIN et al, 1980).
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3.4.2 Procedimento Experimental

3.4.2.1 Preparagao das Laminas

As laminas foram previamente cobertas em solucédo de agarose (ponto de
fusdo normal - 1,5 %). Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até
a solidificagédo da agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdo na
segunda camada de agarose (baixo ponto de fusao - 0,8 %), na qual a amostra foi
diluida. Ap6és 3 h com a droga (23 h de cultura), foram coletados 450 uL de amostra
de cada grupo e em seguida feita uma centrifugacdo a 1000 rpm por 5 min.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado deixando 30 uL para a ressuspenséao.
Deste conteudo, 15 uL foram acrescentados em 300 pyL de agarose de baixo ponto
de fusdo (0,8 %), sendo em seguida homogeneizado. Subsequentemente, 100 uL
deste conteudo foram aplicados rapidamente sobre cada ldmina contendo agarose e,
em seguida, cada lamina foi coberta com uma laminula (24 x 60 mm). As laminas
foram mantidas a 4 °C por 5 min até a solidificacdo da agarose. Apos este periodo,
as laminulas foram removidas cuidadosamente, mergulhadas em solucgéo de lise (2,5
M NaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris, 1 % Triton X-100 e 10 % DMSO; pH: 10) e

mantidas a 4 °C protegidas da luz.

3.4.2.2 Eletroforese

Apoés a remocgéo das laminas da solugéo de lise, as mesmas foram dispostas
em posicado horizontal na cuba de eletroforese. Em seguida, a cuba foi preenchida
com a solugéo de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH; pH 213) a 4 °C recém-
preparada, a um nivel superior (0,25 cm, em média) as laminas. As laminas foram
mantidas em repouso por 20 min antes da eletroforese a fim de permitir o
desenovelamento do DNA, o afrouxamento de suas ligagdes e a exposi¢ao dos sitios
alcali-labeis. Apos este processo, a eletroforese foi realizada a uma tensao (d.d.p:
diferenca de potencial) de 34 V em corrente de 300 mA por um periodo de 25 min.

Vale ressaltar que todos esses processos foram realizados em baixa luminosidade.
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Apés a eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas rapidamente
em H>O destilada gelada (4°C) para a remog¢ao dos resquicios da solugdo de
eletroforese, sendo, em seguida, transferidas para um novo mergulho em H,O

destilada gelada por 5 min para a neutralizagao.

3.4.2.3 Coloracao

As laminas foram fixadas com etanol a 100% por 3 min e posteriormente
coradas com 50 pL de solu¢cdo de Brometo de Etidio (20 pg/mL). Em seguida foram

cobertas com laminula (24 X 60 mm) para a realizagéo das analises.

3.4.2.4 Analise das Laminas

As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia OLYMPUS
BX41, contendo trés filtros (DAPI/FITC/TRITC). O sistema de captura e a analise da
imagem foram realizados pelo programa “Applied Spectral Imaging”. A analise foi
realizada segundo o padrdo de escores (Figura 5), em que, de acordo com o
tamanho e intensidade da cauda do cometa (halo), podem ser obtidas cinco
categorias (0 - 4), levando-se em consideracao a percentagem de DNA na cauda do
cometa, o que ira indicar o grau de lesao sofrido pela célula (MALUF; ERDTMANN,
2000).

0 = sem danos (< 5 %)

1 = baixo nivel de danos (5 — 20 %)

2 = médio nivel de danos (20 — 40 %)
3 = alto nivel de danos (40 - 95 %)

4 = dano total (= 95%)

YV V. V V V

O indice de dano ao DNA (ID) foi calculado multiplicando-se o nimero de

células em cada nivel pelo escore ao qual ela se enquadra (0, 1, 2, 3 ou 4), somando
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esses valores, e por fim, o resultado obtido deve ser dividido por 100, que
corresponde ao total de células analisadas.

Nivel 0  Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

Figura 5: Fotomicrografia mostrando os niveis de dano analisados pela
técnica do cometa (http://images.google.com.br).

3.5 TESTE DO MICRONUCLEO

3.5.1 Principio da Técnica

Segundo Fenech (2000) e Chung et al. (2002) o MN constitui-se em uma
pequena massa nuclear resultante de fragmentos cromossémicos acéntricos (C-MN:
micronucleo centrdbmero-negativo) ou de cromossomos inteiros (C+MN: micronucleo
centrdbmero-positivo) (Figura 6) que se atrasam em relagdo aos demais durante a
anafase; revelando assim a acdo de agentes aneugénicos (alteragcbes
cromossOmicas numéricas) e clastogénicos (alteracbes cromossOmicas estruturais).
Representa, portanto, um marcador simples, que pode ser examinado em
preparagdes citologicas de rotina, sendo a técnica considerada bastante valiosa na
avaliacdo de danos citogenéticos de populagbes ocupacionalmente expostas a
agentes mutagénicos e carcinogénicos. A distingdo de micronucleos originados a
partir de cromossomos inteiros ou fragmentos cromossémicos pode ser feita através
da técnica de Hibridagao Fluorescente in Situ para Micronucleo (FISHMN) utilizando-
se sondas pan-centroméricas (RABELLO-GAY et al, 1991; LINDBERG et al, 2008).
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Figura 6: Desenho esquemaético ilustrando a origem do micronucleo.
Em (a), dois microndcleos, um proveniente de fragmento
cromossémico acéntrico e outro oriundo de cromossomo inteiro; e em
(b), a formacg&o de uma ponte nucleoplasmética e de um micronucleo
a partir de fragmento cromossdémico (adaptado de FENECH, 2000).

3.5.2 Procedimento Experimental

Ap6s 20 h em cultura, os linfocitos foram tratados com as diferentes
concentragbes de artesunato (0,5; 1 e 2 ug/mL). Vale ressaltar que além do
tratamento com a droga foram feitos um controle negativo somente com meio de
cultura e um controle positivo com 0,02 ug/mL de doxorrubicina, uma droga
reconhecidamente genotoxica (BAUMGARTNER et al, 2004). Passadas 24 h do
tratamento (44 h de incubag&o apds o inicio da cultura), foi adicionado a cultura 3
pMg/mL de citocalasina-B (CtB), substancia que bloqueia a citocinese, por inibir a
polimerizacdo da proteina actina, responsavel pela formacdo do anel de
microfilamentos que induz a contragé&o do citoplasma e a formac&o de duas células
filhas; sendo de crucial importancia para a obtencao de células binucleadas. Apés 24
h com CtB (72 h de incubagao ap6s o inicio da cultura), as células foram transferidas

para tubos de centrifuga e centrifugadas a 800 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
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descartado deixando 0,5 mL para leve homogeneizacdo. Em seguida, foram
adicionados vagarosamente pela parede do tubo 5 mL de solugéo hipotdnica gelada
(KCI 0,075 M) e o material novamente homogeneizado e levado para centrifugagéo a
800 rpm por 5 min. Apés esse processo, o sobrenadante foi descartado deixando-se
0,5 ml para homogeneizagéo. Logo em seguida, foram adicionados 5 mL de fixador
5:1 (5 partes de metanol: 1 parte de acido acético) recém preparado e 3 gotas de
formaldeido, o qual ir4 auxiliar na preservacao do citoplasma; logo entéo o conteudo
foi novamente homogeneizado com cuidado. Em seguida, o conteudo foi
centrifugado mais uma vez a 800 rpm por 5 min e o sobrenadante descartado
deixando-se 0,5 mL para a ressuspensdo. ApoOs esta etapa, foram adicionados em
leve agitagdo 5 mL de fixador 3:1 recém preparado (3 partes de metanol: 1 parte de
acido acético). O conteudo foi novamente homogeneizado e centrifugado a 800 rpm
por 5 min. Por fim, o sobrenadante foi descartado deixando-se aproximadamente 400
ML de suspenséo no tubo para a preparagao das laminas. Para cada lamina foram
utilizadas de 3 a 4 gotas, dependendo da quantidade de material. As laminas foram
secas a temperatura ambiente e coradas com Giemsa 3 % por 4 min. Por fim, a
analise de diversos parametros como o micronucleo convencional, o indice de
divisdo nuclear (IDN) e a formagao de pontes nucleoplasmaticas (PNP) foi realizada

em microscopio optico de luz modelo L2000A BIOVAL em aumento de 1000 X.

3.5.3 Critérios Para a Selegao das Células (Fenech, 2000)

Para a selegcédo das células a serem analisadas foram utilizados os critérios

observados na Figura 7.

e Mil (1000) células binucleadas com membrana intacta;

e Nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais, mesmo padrao

de coloracgéo e dentro do limite citoplasmatico;

e Células claramente distinguiveis das células adjacentes.
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a b C

Figura 7: Fotomicrografias ilustrando diversos aspectos de células
binucleadas (coradas com Giemsa) que se enquadram nos critérios de
analise. Em (a) nucleos arredondados; (b) nucleos ovais; e (c) mostra o
limite entre duas células adjacentes (adaptado de FENECH, 2000).

3.5.4 Analise dos Micronucleos (MN)

A analise foi realizada em 1000 células binucleadas para cada um dos
diferentes grupos avaliados (controles negativo e positivo, e as trés concentragdes
de artesunato), com os micronucleos obedecendo aos seguintes critérios: apresentar
morfologia idéntica a dos nucleos principais; possuir didametro entre 1/16 até no
maximo 1/3 dos nucleos principais; apresentar mesma coloracdo dos nucleos
principais, mas ocasionalmente com maior intensidade; ndo apresentar refringéncias;
nao estar ligado ou conectado a um dos nucleos principais; e por fim, ndo se

sobrepor aos nucleos principais (FENECH, 2000) (Figura 8).

Figura 8: Fotomicrografias ilustrando células binucleadas
micronucleadas (coradas com Giemsa) com um (a), dois (b) e seis
(c) micronucleos. Todas as células obedecem aos critérios de
analise para micronucleo (adaptado de FENECH, 2000).
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3.5.5 Analise das Pontes Nucleoplasmaticas (PNP)

A freqliéncia de pontes nucleoplasmaticas foi avaliada em 1000 células
binucleadas. As PNP correspondem a biomarcadores de instabilidade gendmica que
se expressam como ligagdes continuas entre os nucleos das células binucleadas e
que parecem ser resultantes de rearranjos cromossdémicos envolvendo mais de um
centrbmero ou de cromatides que migram para poélos opostos da célula durante a
anafase (FENECH, 2000) (Figura 9).

Figura 9: Fotomicrografias ilustrando células binucleadas (coradas com
Giemsa) com PNP. Em (a) observa-se duas PNP e em (b) e (c) apenas uma
(adaptado de FENECH, 2000).

3.5.6 Analise do indice de Divisdo Nuclear (IDN)

O indice de divisdo nuclear foi analisado em 500 células a partir da seguinte
férmula: IDN = [M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4)] / N, em que M1 a M4 = numero de
células com 1, 2, 3 e 4 nucleos, respectivamente e N = numero total de células
(FENECH, 2000) (Figura 10).
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a b c

Figura 10: Fotomicrografias ilustrando células multinucleadas (coradas com
Giemsa). Em a: uma célula mononucleada; b: uma tetranucleada; e em c: uma
célula multinucleada com 5 nucleos (adaptado de FENECH, 2000).

3.6 TESTE DE APOPTOSE PELO METODO DA ANEXINA V

3.6.1 Principio da Técnica

O ensaio baseado na anexina V é um procedimento classico para a detecc¢ao de
apoptose. A Anexina V é uma proteina dependente de calcio que se liga a
fosfolipidios, sendo uma de suas caracteristicas principais, a sua afinidade pelo
fosfolipidio de membrana fosfatidilserina (PS). Uma das primeiras caracteristicas da
apoptose € a translocagdo da PS da camada interna para a externa da membrana
plasmatica, o que expde tal molécula aos fagécitos presentes no ambiente externo
da célula. Desta forma, a anexina V se liga as fosfatidilserinas expostas na superficie
celular e identifica as células em um estagio inicial de apoptose. O kit de anexina V
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) também utiliza o corante fluorescente iodeto de
propidio, o qual tem por finalidade determinar as células que perderam a integridade
da membrana, uma indicagdo de apoptose tardia ou necrose. Portanto, as células
coradas em azul (Hoesht), séo consideradas viaveis; as coradas em verde (anexina),
sdo classificadas como apoptéticas iniciais; as coradas em vermelho (lodeto de
propidio), sao classificadas como necréticas e as coradas em verde e vermelho, s&o

ditas apoptéticas tardias (Engeland et al., 1998).
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3.6.2 Procedimento Experimental

Ap6s 20 h em cultura, os linfécitos foram tratados com as diferentes
concentragbes de artesunato (0,5; 1 e 2 yg/mL), sendo o ensaio realizado em dois
tempos experimentais (24 e 48 h). Desta forma, apos 24 h e/ou 48 h de tratamento,
as células foram transferidas para eppendorfs de 1, 5 mL e em seguida centrifugadas
a 2000 r.p.m por 5 min. O sobrenadante foi removido, as células ressuspendidas em
500 L de PBS e levadas novamente para centrifugagéo a 2000 rpm por 5 min. Apos
este processo, o sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas em 200 pL
de tampao de ligacdo 1X (componente do Kit de Anexina V). Em seguida, as células
foram centrifugadas mais uma vez a 2000 rpm por 5 min. Apos esta etapa, o
sobrenadante foi removido e as células incubadas em 50 pL de solugédo de anexina V
1 % (diluida em tampé&o de ligacdo 1X associado ao reagente de ligacdo presente no
Kit) por um periodo de 10 min a 4 °C. Apos este tempo, foram adicionados a amostra
2 uL de iodeto de propidio e 2 yL de Hoesht, e as células novamente incubadas por
10 min a 4 °C. Vale ressaltar que estes procedimentos com os corantes fluorescentes
foram feitos todos na auséncia de luz. Terminado o periodo de incubag¢ado, foram
adicionados 10 yL da suspensao de células nas laminas, as quais em seguida foram
cobertas com laminulas para a realizacdo das andlises em microscépio de
fluorescéncia OLYMPUS BX41, com filtros para DAPI/FITC/TRITC. No total foram

analisadas 300 células em cada lamina.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagao das frequéncias dos varios parametros, os resultados
foram submetidos ao teste de andlise de varidncia (ANOVA), seguido pelo Teste
Tukey do programa BIOESTAT 5.0 (AYRES et al, 2007). Em todas as analises o

nivel de significancia utilizado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

41 EFEITO DO ARTESUNATO EM CULTURA DE LINFOCITOS HUMANOS
ANALISADO PELO ENSAIO DO COMETA

Apo6s trés horas de tratamento das culturas com o artesunato, observou-se
um aumento significativo (p<0,05) no indice de dano ao DNA das células em todas
as concentragbes estudadas em relacdo ao controle negativo. Este aumento foi
dependente da concentragdo da droga. O indice de dano ao DNA do controle
negativo também diferiu significativamente (p<0,05) do indice das células tratadas

com a doxorrubicina (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do artesunato (ARS) em cultura de linfécitos humanos analisado pelo ensaio do
cometa. *p <0,05 (ANOVA/pés-teste Tukey) em relagdo ao controle.
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Abaixo na figura 12, observa-se o padrédo de cometas obtidos em nossos
ensaios, em que nitidamente conseguimos fazer a distincdo de escores adotados em

nossas analises.

Nivel 0 Nivel 2

Nivel 1

Nivel 3 Nivel 4

Figura 12: Micrografias de células de linfécitos humanos obtidas em nossos resultados apés o
tratamento com artesunato e a realizagdo do ensaio do cometa.
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4.2 EFEITO DO ARTESUNATO EM CULTURA DE LINFOCITOS HUMANOS
ANALISADO PELO TESTE DO MICRONUCLEO

Quanto ao teste do micronucleo observou-se um comportamento semelhante
ao ensaio do cometa com um aumento significativo (p<0,05) na freqiéncia de MN em
todas as concentragdes testadas, sendo este aumento também dependente da
concentragdo da droga. O controle negativo também diferiu significativamente do

positivo (doxorrubicina) (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do artesunato (ARS) em cultura de linfécitos humanos analisado pelo teste do
micronucleo. *p <0,05 (ANOVA/pds-teste Tukey) em relagédo ao controle.

Com relacdo aos outros parametros analisados pelo teste do MN, foi
demonstrado um aumento na indugdo de PNP das células em estudo, porém, com
diferenca estatistica somente na concentragdo de 2 pg/mL em relagdo ao controle
(Figura 14). Quanto ao IDN, verificou-se uma tendéncia na diminuicdo da taxa de

divisdo celular dos linfécitos de acordo com o aumento da concentragdo de
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artesunato, no entanto, ndo houve mudanga significativa em relagdo ao controle

negativo (Tabela 1).
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Figura 14: Efeito do artesunato (ARS) na indugdo de PNP em cultura de linfécitos humanos
analisado pelo teste do micronucleo. *p <0,05 (ANOVA/pés-teste Tukey) em relagédo ao controle.

Tabela 1: Efeito do artesunato (ARS) no indice de divisdo nuclear (IDN) de linfécitos
humanos analisado pelo teste do micronucleo.

indice de Divisdo Nuclear (IDN)

ARS (pg/ml)
Doxorrubicina
Individuos  Controle (0,02 pg/ml) 0,5 1 2
11 1,48 1,53 1,55 1,42 1,38
12 1,60 1,62 1,50 1,38 1,46
13 1,33 1,60 1,65 1,44 1,44
Média 1,47 1,58 1,56 1,42 1,43

Desvpad +0,14 +0,05 +0,08 +0,03 +0,04
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4.3 EFEITO DO ARTESUNATO NA VIABILIDADE DE LINFOCITOS HUMANOS
ANALISADO PELO ENSAIO DA ANEXINA V

Quando analisada a viabilidade celular ap6s o tratamento com artesunato,
percebeu-se que tanto em 24 quanto em 48 h houve um aumento significativo no
numero de células apoptédticas em todas as concentragdes testadas e de forma
dependente da concentragdo. No que diz respeito as células necréticas, observou-se
em 24 h um comportamento semelhante ao de células apoptéticas, com aumento
significativo em todas as concentracbes de ARS. Em contrapartida, em 48 h, o
aumento no numero de células necréticas s6 demonstrou-se significativo em 1 e 2

pMg/mL (Figura 15).

80 -

70 -

60 -

50 -
m Doxorrubicina 0,02 pg/ml

A\

E Confrole

40 / : 00,5 pg/ml
/'j %1 pg/ml
30 - %? =2 pg/ml

20 -

Viabilidade celular (% do total)

.

i B S #
i % ‘i i
U = ] £

Apoptose/24 h Apoptose/48 h Necrose/24 h Necrose/48 h

Figura 15: Frequéncia de apoptose e necrose induzida por artesunato (ARS) em cultura de linfécitos
humanos analisados pelo ensaio da anexina V apés 24 e 48 h de exposi¢éo. *#p <0,05 (ANOVA/pbs-
teste Tukey).



Na figura 16, observa-se o padrao de células normais, apoptéticas e
necroticas obtidas em nossos experimentos, em que por meio da distingdo do padréo
de fluorescéncia, conseguimos nitidamente classifica-las e assim realizar nossas

analises.

Células Normais Apobptose Inicial
Apobptose Tardia Necrose

Figura 16: Micrografias de células de linfécitos humanos obtidas em nossos resultados apdés o
tratamento com artesunato e a realizagéo do ensaio de Apoptose pelo método da anexina V FITC.
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5 DISCUSSAO

A malaria é uma das doencgas parasitarias mais sérias e mais difundidas no
mundo havendo iniUmeras drogas utilizadas em seu tratamento (WHO, 2008). No
entanto, muitas delas ndo tém o seu potencial genotdxico devidamente estabelecido.
Neste caso incluem-se as artemisininas e seus derivados. Visto que a exposi¢cao
ambiental a agentes quimicos, fisicos ou mesmo biolégicos pode interferir no
adequado desenvolvimento da célula causando danos em seu material genético
(NATARAJAN, 1993), objetivamos com o presente projeto avaliar in vitro os efeitos
genotoxicos, mutagénicos e citotoxicos do artesunato em linfécitos de sangue
periférico. Os parédmetros utilizados para detecgcdo de genotoxicidade e
mutagenicidade foram os testes do cometa e micronucleo em linfocitos binucleados,
respectivamente, enquanto que para a avaliagdo da citotoxicidade foi utilizado o teste

da anexina V.

Quando os linfécitos em cultura foram tratados com o artesunato e
analisados pelo ensaio do cometa, observou-se um aumento significativo (p<0,05) e
dependente da concentragcéo no indice de dano ao DNA destas células em todas as
concentragbes estudadas (Figura 11), ou seja, um claro efeito genotdxico da droga
foi observado em nossas condigdes experimentais. No que diz respeito ao teste do
micronucleo, nossos resultados demonstraram um aumento significativo (p<0,05) na
freqiéncia de MN em todas as concentracbes testadas, sendo este efeito também

dependente da concentragao (Figura 13).

Sdo inexistentes na literatura estudos que avaliem os efeitos
genotdxicos/mutagénicos do artesunato em linfécitos. No entanto, existem trabalhos
que avaliam tais efeitos induzidos por outros compostos sesquiterpénicos. Al-Zubairi
et al. (2010), por exemplo, ao estudarem o efeito in vitro da zerumbona (ZER),
farmaco utilizado como antiinflamatorio na medicina tradicional, observaram um

aumento significativo na freqiiéncia de MN em culturas temporarias de linfécitos. No
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entanto, no mesmo estudo, os autores demonstraram que a zerumbona ndo exerceu

efeito na frequiéncia de aberra¢cdes cromossémicas.

Burim et al. (2001), ao testarem o potencial clastogénico da lactona
sesquiterpénica centraterina em linfécitos humanos e em camundongos, observaram
que, nas culturas temporarias de linfécitos humanos, esta droga induziu um aumento
significativo tanto no total de aberragbes cromossdmicas quanto na frequéncia de
trocas entre cromatides-irmas. Este aumento significante na frequéncia de
aberragdes cromossOmicas também foi constatado para as concentragbes testadas
em camundongos. Canalle et al. (2001) avaliaram os efeitos genotoxicos do
licnofolido (LNP), uma lactona sesquiterpénica com atividades antitumoral,
tripanocida e antimicrobiana, em linfécitos humanos e células de medula 6ssea de
camundongos Swiss. Os autores verificaram que o LNP induz um aumento
significativo na frequéncia de aberragdes cromossdmicas em células expostas na
fase G2 do ciclo celular em todas as culturas tratadas. Apenas a concentragdo mais
elevada (26,67 mg/kg) mostrou um aumento significativo no numero total de

aberragdes cromossdmicas no tratamento in vivo.

O metabolismo das lactonas sesquiterpénicas parece nao afetar a sua
capacidade em produzir efeitos clastogénicos. O presente estudo evidencia esta
afirmativa, uma vez que o aumento na frequéncia de micronucleos foi observado em
todas as condigbes testadas, mas sem a necessidade de ativagcdo metabdlica. Além
disto, o trabalho de Burim et al. (2001) demonstrou efeito clastogénico de outra

lactona (centraterina) tanto na condig¢ao in vivo quanto in vitro.

Em nosso estudo observamos um aumento no indice de pontes
nucleoplasmaticas (PNPs) nas células tratadas com artesunato. Contudo, este
aumento so6 foi estatisticamente significativo (p<0,05) na concentragéo de 2 pug/mL
quando comparado ao controle (Figura 14). As PNPs entre nucleos em células

binucleadas (BN) sdo provenientes de rearranjos cromossdmicas complexos.
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Presume-se que elas ocorrem quando os centrémeros de cromossomos dicéntricos

sdo puxados para polos opostos das células durante a anafase (FENECH, 2006).

Como ja descrito anteriormente, varios estudos tém demonstrado a
capacidade das lactonas sesquiterpénicas em danificar o DNA, porém nenhuma
evidéncia de interagdo direta entre as mesmas e a molécula de DNA foi observada.
Desta forma, é possivel que o DNA possa n&o ser uma molécula-alvo para a agao
direta destas drogas, uma vez que a maioria dos estudos tém demonstrado que as
lactonas atuam principalmente inibindo enzimas que desempenham um papel
importante na manutencdo da integridade celular e, conseqientemente, do
organismo (Burim et al. 2001). Assim, o efeito genotdxico observado no presente
estudo pode ser explicado de outra maneira. E sabido que derivados de
artemisininas, como o artesunato, tem a capacidade de produzir espécies reativas de
oxigénio (ROS), tais como, radicais hidroxila e &nions radicais superéxidos. Tais
radicais causam danos oxidativos ao DNA e tais danos, por sua vez, induzem
quebras de fitas simples e duplas no DNA, além de inducéo de apoptose (LI et al,
2008). E possivel que os efeitos genotdxicos e mutagénicos do artesunato,
observados no presente estudo, estejam associados a um aumento nos niveis de
ROS.

Nossos resultados indicam que o artesunato induz mudangas complexas nos
cromossomos das células tratadas. Nossa hipétese é que as quebras de fita simples
de DNA induzidas pelo artesunato (detectadas pelo ensaio do cometa) nédo estejam
sendo reparadas e consequientemente estejam sendo convertidas em quebras de fita
dupla. Estes danos evoluem para aberragcbes cromossOmicas estruturais
(NATARAJAN, 2002) e por fim, a formacdo das pontes nucleoplasmaticas

observadas.

De acordo com Li et al. (2008), o artesunato aumenta os niveis de y-H2AX
em células CHO-9, ainda que em concentracées maiores que as utilizadas em nosso

estudo. y-H2AX é considerada um marcador para a formacédo de quebras de fita



34

dupla de DNA. Além disso, lactonas sesquiterpénicas, como a partenina, sao

conhecidas por serem clastogénicas (RAMOS et al, 2002).

Muitos estudos de genotoxicidade ja foram também realizados com drogas
antimalaricas ndo sesquiterpénicas. A maior parte destes estudos aponta para um
efeito genotoxico destas drogas. Traore et al. (2000), demonstraram em seus
estudos que o antimalarico extraido de Nauclea latifolia induz aumento no indice de
dano ao DNA de linfécitos humanos, sendo desta forma considerado uma substancia
potencialmente genotoxica e mutagénica. Estes dados estdo de acordo com os
nossos resultados, uma vez que o artesunato também apresentou efeito genotoxico

no mesmo modelo experimental.

Efeitos genotdxicos também foram demonstrados pelo antimalarico
pirimetamina em diferentes modelos experimentais (figado, rim e pulmé&o de rato)
tanto na condicdo in vivo, quanto in vitro. Sasaki et al. (1997), perceberam que,
assim como o artesunato, esta droga induz aumento no indice de dano ao DNA das
células em estudo. Esses dados reforcam a sensibilidade e a importancia da técnica
do cometa na avaliagdo de substancias terapéuticas quanto ao seu potencial

genotdxico em diversos modelos experimentais.

Embora ndo tenhamos encontrado trabalhos prévios que avaliem os efeitos
mutagénicos do artesunato (ou outras artemisininas) usando o teste do micronucleo,
nossos achados estdo de acordo com Abou-Eisha e Afifi (2004), que também
observaram um aumento na freqiéncia de MN em cultura de linfécitos humanos
expostos a outro importante antimalarico denominado pirimetamina sulfadoxina

(Fansidar).

Efeitos genotdxicos do antimalarico pirimetamina também foram encontrados
por Vijayalaxmi & Vishalakshi (2000) em outros modelos experimentais in vivo, como

por exemplo, em medula éssea e células placentarias de camundongos, utilizando o
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teste do micronucleo. Eles observaram que esta droga em altas concentracbes

aumenta a freqiéncia de MN nestas células.

Krishnaja & Chauhan (2000), semelhantemente observaram efeito
genotoéxico em seus trabalhos com o antimalarico dihidrocloreto de quinacrina em
cultura de linfocitos periféricos humanos, segundo os quais houve um aumento na
frequéncia de aberragbes cromossémicas (cromossomos dicéntricos, translocacdes
e inversdes) apos o tratamento com a droga. Clarke et al. (2001), também
encontraram efeitos genotoxicos no que diz respeito ao dihidrocloreto de quinacrina,
porém ao invés de linfécitos humanos, seus estudos foram realizados em eritrécitos

de camundongos in vivo.

Diferentemente de nossos resultados, Alvarez et al. (2004) ndo encontraram
efeito genotdéxico em seu estudo com o antimalarico extraido da planta Solanum
nudum, quando administrado intraperitonealmente em rato e analisado pelo teste do

micronucleo.

No presente estudo, ndo encontramos uma diminui¢do significativa no indice
de divisdo nuclear (IDN) das células. Em outras palavras, efeitos citostaticos
induzidos pelo artesunato ndo foram detectados em nossas condigbes
experimentais. No entanto, modificagbes na cinética do ciclo celular induzidas pelo
artesunato ja foram observadas por outros autores. Veerasubramanian et al. (2006)
demonstraram que o artesunato em concentragdes similares as utilizadas em nosso
estudo apresentam a capacidade em reduzir a proliferacéo de linfocitos estimulados
por fitohemaglutinina. Zhou e Feng (2005) observaram que o artesunato bloqueia o
ciclo celular durante as fases G0/G1 em células musculares lisas da aorta de ratos.
Em ambos os estudos, técnicas mais acuradas, tais como, citometria de fluxo e
fluxometria foram utilizadas. Provavelmente, o IDN ndo € um parametro sensivel

para a detecgao de efeitos citostaticos nas condi¢gbes avaliadas.
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Os resultados observados por meio dos testes do cometa e micronucleo
mostraram que o ARS é um agente com grande potencial genotdxico e mutagénico,
em nossas condi¢cdes experimentais. De forma geral, as células reagem de trés
formas distintas em resposta aos agentes genotoéxicos: i) ativam mecanismos de
controle da progressado do ciclo — os chekpoints, que interrompem ou retardam a
progresséo do ciclo; ii) removem o dano no DNA e restauram a continuidade desta
molécula; iii) alternativamente ativam a apoptose (SANCAR et al, 2004). No que diz
respeito ao processo apoptotico, os resultados do presente trabalho demonstraram
que o artesunato induz um aumento estatisticamente significativo (p<0.05) no
numero de células apoptoéticas tanto em 24 quanto em 48 h de tratamento (Figura
15). Hou et al. (2009) também observaram que o composto SM934, um derivado
hidrossoluvel da artemisinina, tem a capacidade de induzir apoptose em células T de

ratos.

As artemisininas vém ganhando destaque como potenciais drogas
antineoplasicas. Por exemplo, um trabalho recente realizado por Li et al. (2009)
mostrou que o artesunato exerce uma atividade anticancerigena in vitro. Tais autores
demonstraram que esta droga tem a capacidade de bloquear o ciclo de células
SP2/0 (mieloma de ratos) na fase Go/G1 e induzir apoptose nestas células, porém o
mecanismo preciso deste efeito ainda é desconhecido. Chen et al. (2009)
demonstraram que a dihidroartemisinina, um dos principais metabdlitos do
artesunato, inibe a proliferacéo e induz apoptose em células de cancer pancreatico
de camundongos, tanto na condi¢do in vivo quanto in vitro. Segundo Nam et al.
(2007), a capacidade da artemisinina e seus derivados em induzir apoptose é uma
das principais caracteristicas que o0s destaca como potenciais agentes

quimioterapicos.

De acordo com Mercer et al. (2007), a morte celular induzida por
endoperoxidos, tais como as artemisininas, € uma conseqiéncia da ativacdo de
pontes endoperodxidas, condicdo esta que resulta na liberagdo de espécies reativas

de oxigénio, as quais sao as responsaveis pela ativacdo da via apoptotica
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dependente de caspase. Desta forma, além de provavelmente serem responsaveis
pelos efeitos genotdxicos, as espécies reativas de oxigénio poderiam também estar

induzindo a morte celular observada nos linfécitos tratados com o artesunato.

Os resultados obtidos pelo presente estudo mostraram que o artesunato
apresenta um claro efeito genotoxico e citotéxico. Uma das grandes preocupacgdes
que surge a partir dessa conclusdo é a de que as modificagées induzidas no DNA
(efeito genotdxico/mutagénico) dos individuos que sdo submetidos a tratamento com
o artesunato possam resultar em um aumento no risco de carcinogénese nestes
pacientes. Além disto, a morte celular (efeito citotoxico) induzida poderia
desencadear doengas imunes ou promover infec¢cdo cronica; disfuncdo imune
poderia também influenciar no desenvolvimento e progressao do cancer (SHENKER
et al, 2000; ARARAGI, 2003).
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6 CONCLUSAO

*

O artesunato induz um aumento no indice de dano ao DNA de linfécitos

o
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O artesunato aumenta a freqiéncia de MN em linfécitos humanos;

¢

O artesunato induz um aumento na taxa de PNP em linfécitos humanos;
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hS

>

K/
*

O artesunato nao apresenta efeito no indice de divisdo nuclear de linfécitos

*,

humanos;

o
%

O artesunato induz apoptose e necrose em linfocitos humanos apds 24 e 48 h

de exposicéo.

7 PUBLICACOES

Os dados obtidos no presente estudo foram recentemente publicados (2011)
na revista Environmental and Molecular Mutagenesis “In vitro Evaluation of the
Genotoxic and Cytotoxic Effects of Artesunate, An Antimalarial Drug, in Human
Lymphocytes” (Anexo 1); e ainda aprovado e apresentado em 2 (dois) congressos
nacionais: 56° Congresso Brasileiro de Genética, que ocorreu em S&o
Paulo/Guaruja, no periodo de 14 a 17 de Setembro de 2010, no Casa Grande Hotel
Resort, intitulado “Avaliagado In Vitro dos Efeitos Genotéxicos do Antimalarico
Artesunato em Linfécitos Humanos”; e no X Congresso Brasileiro da Sociedade
Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese Ambiental, que ocorreu
em Sao Pedro/Sao Paulo, no periodo de 5 a 8 de Junho de 2011, no Hotel Fazenda
Fonte Colina Verde, intitulado “Artesunate Induces Apoptosis in Human
Lymphocytes as Evaluated by Annexin V Assay”.
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Artesunate is one of the main antimalarial drugs
used in several countries. It is a semisynthetic com-
pound derived from artemisinin, a substance
extracted from the Chinese plant, Arfemisia annua L.
Despite the widespread use of artesunate as an anti-
malarial drug, there is a lack of data regarding its
genotoxic effects in human lymphocytes. Therefore,
in this study, we used the comet assay and micronu-
cleus test to evaluate the possible genotoxic effects of
arfesunate in cultured human lymphocytes. In addi-

tion, cell death by necrosis and apoptosis was also
assessed. Cells exposed to different concentrations
of artesunate showed a significant concentration-de-
pendent increase (P < 0.05) in DNA damage index
and micronuclei frequency. A significant increase in
the frequency of apoptotic and necrotic cells was
also observed. Our results showed that arfesunate is
a genotoxic and cytotoxic compound in cultured
human lymphocytes. Environ. Mol. Mutagen.
00:000-000, 2011.  © 2011 Wiley-iss, Inc.
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INTRODUCTION

DNA damage induced by mutagens can be repaired but
extensive damage can lead to the formation of chromo-
somal aberrations, which may be stable (translocations,
insertions, and/or small deletions that not lead to cell
death). As a result gene mutations can accumulate after
successive cell divisions, and these mutations can play a
key role in the process of carcinogenesis [Little, 2000].
Therefore, it is important to assess the genotoxic effects
of medicinal compounds.

Artemisinin, also known as ginghaosu (QHS), is a natu-
ral sesquiterpene lactone endoperoxide present in the Chi-
nese plant, Artemisia annua L. [Li and Wu, 1998; Linde-
gardh et al., 2009]. Artemisinin was isolated more than
30 years ago by Chinese scientists searching for a cure
for malaria. However, it had been used much earlier for
the treatment of fevers and other diseases [Klayman,
1985; Li and Wu, 1998]. Sesquiterpenes have attracted
great scientific interest because of their important biologi-
cal activities, such as antifungal activity and cytotoxicity
[He et al., 2010]. Artesunate is a semisynthetic derivative
of artemisinin that has been accepted as a treatment for
malaria [Price, 2000]. Artesunate is recommended by the

© 2011 Wiley-Liss, Inc.

World Health Organization because several clinical stud-
ies involving malaria patients have shown that treatment
with this drug is well-tolerated and has few side effects
[Hien et al., 1992]. According to Arreesrisom et al.,
(2007), artesunate acts by inducing free radicals in the
presence of the Fe™? that is released by malarial parasites
during the process of heme degradation.

Despite the extensive use of artesunate as an antimalar-
ial drug, there are few studies that have evaluated the
genotoxicity and mutagenicity of this drug. However,
there is strong evidence for the genotoxic effects of
sesquiterpene lactones. For example, Vasconcellos et al.
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(2007) found that the compound, 15-deoxygoyazensolide,
induces mutations in S. cerevisiae. Ramos et al., (2002)
showed that parthenin, another antimalarial lactone, indu-
ces the formation of chromosomal aberrations and micro-
nuclei in peripheral lymphocytes. This study evaluates the
genotoxic, and cytotoxic effects of artesunate on mamma-
lian DNA, by exposing human lymphocytes to this drug
in vitro.

MATERIALS AND METHODS
Culturing Isolated Lymphocytes

Blood samples (20 mL) were obtained by venipuncture from three
healthy 20-to 30-year-old nonsmokers, two women and one men, with
no recent history of exposure to mutagens. The donors gave written
informed consent to participate in the study. Blood lymphocyte
isolation was carried out using the procedure described by Fenech
(2000). 1 X 10° cells/mL were seeded in 5 mL of RPMI 1640 medium
(Cultilab, Campinas, SP, Brazil) supplemented with 20% fetal bovine
serum (Cultilab, Campinas, SP, Brazil), 4% phytohemagglutinin A
(Gibco-Invitrogen, Carlsberg, CA), 0.05 mg/mL gentamicin sulfate
(Cultilab, Campinas, SP, Brazil), and 0.002 mg/mL amphotericin B.
Cells were cultured at 37°C in an incubator containing 5% CO,.

Culture Treatment

Artesunate, CAS.88495-63-0 (Sigma Chemical Co., St. Louis), was
diluted in RPMI and added to cultures at a final concentration of 0.5, 1,
or 2 pg/mL. These concentrations were chosen based on data from the
literature [Veerasubramanian et al., 2006; Kelter et al., 2007].

Comet Assay (Alkaline Version)

After 20 hr in culture, lymphocytes were treated with different con-
centrations of artesunate and with doxorubicin at a final concentration of
0.02 pg/mL as positive control. An aliquot of 450 pL from each culture
was taken after 3 hr of treatment to test for the alkaline version of the
Comet assay as described by Singh et al. (1988). Briefly, 450 pL aliquot
of the cell suspension from each experimental group was taken and cen-
trifuged at 1,000 rpm for 5 min in a microcentrifuge (Eppendorff). The
resulting pellet was homogenized with 300 pL of a low melting point
agarose (0.8%), spread onto microscope slides precoated with a normal
melting point agarose (1.5%) and covered with a coverslip. After 5 min
at 4°C, the coverslip was removed and the slides were immersed in cold
lysis solution (2.5M NaCl; 100 mM EDTA; 10 mM Tris, 10% DMSO,
and 1% Triton-X, pH: 10) for 1 week. According to Tice et al. (2000)
the lysis duration used by different investigators varies considerably.
One week was chosen since such period was suitable to our laboratory
routine. After lysis, the slides were placed in an electrophoresis chamber
and covered with freshly made electrophoresis buffer (300 mM NaOH; 1
mM EDTA, pH > 13). The electrophoresis was run for 25 min (34 V
and 300 mA). Afterward, the slides were neutralized by submersion in
distilled water (4°C) for 5 min and fixed in 100% ethanol for 3 min.
Staining of the slides was performed immediately before the analyses
using ethidium bromide (20 pg/mL). Slides were prepared in duplicate,
and 100 cells were screened per sample (50 cells from each slide) using
a fluorescent microscope (Olympus BX41) at 40X magnification. The
damage index (DI) was visually determined based on the size and inten-
sity of the comet’s tail. The following five categories (0—4) were used:
Class 0 (no damage); Class 1 (little damage with a short tail length
smaller than the diameter of the nucleus); Class 2 (medium damage with
a tail length one or two times the diameter of the nucleus); Class 3

(significant damage with a tail length between two-and-a-half to three
times the diameter of the nucleus); and Class 4 (significant damage with
a long tail of damage more than three times the diameter of the nucleus).
Categories were used according to Collins, (2004).

Micronucleus Test

This test was carried out using the procedure described by Fenech
(2000). After 20 hr in culture, lymphocytes were treated with different
concentrations of artesunate for 52 hr. Cytochalasin B (Sigma Chemical
Co., St. Louis) (3 pg/mL) was added to each culture 24 hr before harvest
to obtain binucleated cells. Seventy-two hours after the beginning of
incubation, cells were harvested, centrifuged (5 min at 800 rpm) and
quickly treated with a hypotonic solution (KCl 0.075 M). Afterward,
cells were washed once with 5 mL of a cold methanol:acetic acid (5:1)
(v/v) fixative and washed again with 5 mL of a cold methanol:acetic
acid solution (3:1) (v/v). The cell suspension was dropped onto slides
and stained in a solution of 5% Giemsa dye (Sigma Chemical Co., St.
Louis) in phosphate buffer (pH 6.8) for 5 min. Micronuclei (MN) were
scored in 1,000 binucleated cells using the criteria described elsewhere
[Fenech, 2000]. The analysis was performed using an optical microscope
(BIOVAL L2000A) at 100X magnification. As a measure of cytotoxic-
ity, the nuclear division index (NDI) was calculated using the following
formula: NDI = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N, where M1-M4
represent the number of cells with 1-4 nuclei as assessed in 500 cells.
The frequency of nucleoplasmic bridges (NPBs) in 1,000 binucleated
cells was also evaluated. As a positive control, doxorubicin was used at
a final concentration of 0.02 pg/mL.

Analysis of Apoptosis by Annexin V FITC Apoptosis
Detection Kit

For these experiments the Annexin V FITC Apoptosis Detection
Kit (Calbiochem, Darmstadt, Germany) was used according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, cells were treated with different con-
centrations of artesunate (0.5, 1, and 2 pg/mL) for 24 and 48 hr. After
treatment, cells were centrifuged (2000 rpm/5 min) and resuspended in
200 pL of 1X coupling buffer. After recentrifugation, the supernatant
was removed and the cells incubated in 50 pL of annexin V solution for
10 min at 4°C. After incubation, propidium iodide (2 pL) and Hoechst
(2 pL) were added to the samples and cells were reincubated for 10 min
at 4°C. Cell suspension was put on slides, covered with coverslips and
observed on a fluorescence microscope Olympus BX41 with triple filter
DAPI/FITC/TRITC. A total of 300 cells were analyzed in each slide
according to the following criteria: cells stained in blue (Hoechst) were
viable; cells stained in green (annexin) or in green and red (annexin
and propidium iodide) were apoptotic cells and cells stained in red
(propidium iodide) were necrotic cells.

Statistical Analysis

The results were subjected to analysis of variance (ANOVA) followed
by the Tukey test. The BIOESTAT 5.0 software [Ayres et al., 2007] was
used to perform statistical analyses. In all tests, the significance level
was 5%.

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the DNA damage index (DI) observed
in human lymphocytes after 3 hr of treatment with differ-
ent concentrations of artesunate. A concentration-depend-
ent increase in DNA damage was observed. Moreover,
the increase in the DI was statistically significant (P <
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Fig. 1.  Effect of artesunate (ARS) in cultured human lymphocytes analyzed

by comet assay. *p < 0.05 (ANOVA/Tukey post-test) when compared to
negative control. Data are expressed as the mean values obtained from three
donors; n = 3.
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Fig. 2. Effect of artesunate (ARS) in cultured human lymphocytes assessed
by micronucleus test. *p < 0.05 (ANOVA/Tukey post-test) when compared
to negative control. Data are expressed as the mean values obtained from
three donors; n = 3.

0.05) for all evaluated concentrations when compared
with the negative control. Reports on the genotoxicity of
artesunate in mammalian cells are scarce. One of the few
studies that address this topic is that of Li et al., (2008).
These authors observed that, at high concentrations, arte-
sunate causes oxidative damage to the DNA of Chinese
hamster ovary cells (CHO-9), inducing single and double-
strand breaks and apoptosis. Our results are in agreement
with these findings [Li et al., 2008]. We observed a sig-
nificant increase in the level of DNA damage in lympho-
cytes exposed to all concentrations of artesunate.

The micronuclei data showed similar results to those
observed using the comet assay, with a significant
increase (P < 0.05) in the frequency of MN at all tested
concentrations compared to the negative control. This
increase was also dependent on the drug concentration
(Fig. 2). Although we did not find any previous reports
that evaluated the genotoxic effects of artesunate (or other
artemisinins) using the micronucleus test, our findings are
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Fig. 3. Effect of artesunate (ARS) in the induction of nucleoplasmic bridges
(NPBs) in cultured human lymphocytes assessed by micronucleus test.
*p < 0.05 (ANOVA/Tukey post-test) when compared to negative control.
Data are expressed as the mean values obtained from three donors; n = 3.

in agreement with authors that assessed the genotoxic
effects of others sesquiterpenes [Burim et al.,, 2001;
Canalle et al., 2001; Al-Zubairi et al., 2010].

Even though the ability of sesquiterpenes lactones to
damage DNA is clear, there is no evidence of a direct
interaction between such compounds and the DNA mole-
cule. It is possible that DNA is not a target for the direct
action of these drugs, since most studies have shown that
lactones act mainly by inhibiting enzymes that play an
important role in maintaining cellular integrity [Burim
et al. 2001]. Therefore, the genotoxic effect observed in
this study may be explained in another way. Artemisinins
harbor an endoperoxide bridge that results in the genera-
tion of reactive oxygen species (ROS) and carbon-cen-
tered free radicals when cleaved [Li et al., 2008]. One
possible explanation for the genotoxicity of artesunate
may be an increase in ROS levels because such an
increase can cause damage to DNA. In fact, the induction
of oxidative damage mediated by artemisinins plays an
important role in the antineoplastic effect demonstrated
by these substances [Efferth et al., 2003; Efferth and
Oesch, 2004].

In our study, we observed an increase in the induction
of nucleoplasmic bridges (NPBs) in cells treated with
artesunate. However, this increase was statistically signifi-
cant (P < 0.05) only at a concentration of 2 ng/mL when
compared with the control (Fig. 3). NPBs between nuclei
in binucleated (BN) cells provide a measure of chromo-
some rearrangement. The NPBs are presumed to occur
when the centromeres of dicentric chromosomes are
pulled to opposite poles of the cell during anaphase
[Fenech, 2006]. Thus, our results indicate that artesunate
induces complex changes in the chromosomes of treated
cells. Our hypothesis is that single-strand breaks induced
by artesunate (detected using the comet assay) do not
undergo repair and are converted into double-strand
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TABLE I. Effect of Artesunate (ARS) in the Nuclear Division

Index (NDI) of Human Lymphocytes Analyzed
by Micronucleus Test

Nuclear Division Index (NDI)
ARS (ug/ml)

Dox
Individuals  Control (0.02 pg/ml) 0.5 1 2
11 1.48 1.53 1.55 1.42 1.38
12 1.60 1.62 1.50 1.38 1.46
13 1.33 1.60 1.65 1.44 1.44
Mean 1.47 1.58 1.56 1.42 1.43
Standard + 0.14 + 0.05 + 0.08 +0.03 = 0.04
deviation

P > 0.05 (ANOVA).

breaks. This damage leads to structural chromosomal
aberrations [Natarajan, 2002] and the formation of the
observed NPBs. Li et al., (2008) showed that artesunate
increases the levels of v-H2AX foci in CHO-9 cells,
albeit at higher concentrations than those used in this
study. y-H2AX is considered a marker for the formation
of double-strand breaks in DNA.

In this study, we did not observe a significant decrease
in the nuclear division index (NDI) (Table I). In other
words, cytostatic effects induced by artesunate were not
detected in our experimental conditions. However, if the
controls are not considered, in each case there is a general
reduction in NDI after the lowest concentration tested,
which suggests that artesunate, in high concentrations,
appear to inhibit cell cycle progression. Changes in cell
cycle kinetics that are induced by artesunate have been
observed by other authors. Veerasubramanian et al.
(2006) reported that artesunate, in concentrations similar
to those used in this study, had the ability to reduce the
proliferation of lymphocytes stimulated by phytohemag-
glutinin. Zhou and Feng (2005) reported that artesunate
blocked the cell cycle during the GO/G1 phase in vascular
smooth muscle cells from the aortas of mice. In both
studies, more accurate techniques, such as flow cytometry
and flowmetry, were used to detect changes in cell cycle
kinetics. NDI may not be a sensitive parameter for detect-
ing cytostatic effects in the evaluated conditions.

Cell viability results observed in this study showed that
artesunate induces apoptotic and necrotic cells after 24 or
48 hr of treatment (Fig. 4). Chen et al. (2009) demon-
strated that dihidroartemisinin, a major metabolite of arte-
sunate, inhibits proliferation and induces apoptosis in pan-
creatic cancer in mice, both in vivo and in vitro, which is
in accordance with our results. According to Nam et al.
(2007), the ability of artemisinin and its derivatives to
induce apoptosis is a major feature that highlights such
drugs as potential chemotherapeutic agents.

As said by Mercer et al. (2007), cell death induced by
endoperoxides, such as artemisinins is a consequence of
activation of endoperoxide moiety, a condition that results

= Doxorubicin 0,02 pg/mi
@mControl

BARS 0.5 pg/ml

@ARS 1 ugimi

OARS 2 pgmi

Cell number (%)

Necrosis/24 h

Apoptosis/24 h Necrosis/48 h

Apoptosisidg h

Fig. 4. Frequency of apoptosis and necrosis induced by artesunate (ARS)
in cultured human lymphocytes evaluated by annexin V assay after 24 and
48 h exposure. *#p < 0.05 (ANOVA/Tukey post-test) related to control.
Data are expressed as te mean values obtained from three donors; n = 3.

in release of ROS, which are responsible for the activa-
tion of caspase dependent apoptotic pathway. Thus,
besides probably being responsible for the genotoxic
effects observed, the ROS may possibly induce the cell
death observed in lymphocytes treated with artesunate.

Our data shows that artesunate is a potent genotoxic
and cytotoxic compound in human lymphocytes. A major
concern that arises from this conclusion is that the
changes induced in the DNA of individuals using artesu-
nate as an antimalarial drug may result in an increased
risk of carcinogenesis.
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