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RESUMO 

 

 A malária é uma das patologias infecto-contagiosas mais graves no mundo, 

apresentando distribuição geográfica bastante extensa em zonas tropicais. Seu 

tratamento é baseado na administração de drogas específicas, como, a artemisinina 

e seus derivados: artesunato, o qual será objeto deste estudo, e artemeter. O 

artesunato, é um composto semi-sintético derivado da artemisinina, substância 

extraída da planta chinesa Artemisia annua L. Apesar da ampla utilização do 

artesunato na terapia antimalárica, e de haver fortes evidências de que outros 

antimaláricos como, a partenina e a cloroquina, apresentem efeitos genotóxicos in 

vitro; ainda hoje são escassos os trabalhos que demonstrem seus efeitos 

genotóxicos em linfócitos humanos. Em estudos prévios realizados no laboratório de 

citogenética humana, foi demonstrado que o artesunato induz danos genotóxicos e 

citotóxicos ao DNA de linfócitos humanos em cultura. Apesar destes achados, os 

mecanismos indutores de tais efeitos não foram devidamente caracterizados devido 

a limitações das técnicas utilizadas. Assim, o presente estudo teve como objetivo 

caracterizar in vitro os efeitos genotóxicos e citotóxicos do artesunato em linfócitos 

de sangue periférico humano utilizando técnicas como FISHMN, ensaios de estresse 

oxidativo e imunocitoquímica por imunofluorescência. Pretendeu-se através do uso 

de tais técnicas, elucidar os mecanismos responsáveis pelos efeitos do artesunato 

no DNA de linfócitos humanos.  A partir dos resultados encontrados no presente 

estudo foi possível inferir que o artesunato induz a formação de ROS e outros 

radicais livres e que estas substâncias estão causando danos no DNA dos linfócitos 

humanos em cultura. Assim, as células com o DNA danificado, não sendo capazes 

de reverter tal condição, ativam a apoptose pelas vias extrínseca e intrínseca.  

 

    Palavras-chave: artesunato. linfócitos. genotoxidade. citotoxidade. estresse oxidativo 

 

 



v 

 

ABSTRACT 

 

    Malaria is one of the most serious infectious disease in the world, with quite 

extensive geographic distribution in tropical areas. Its treatment is based on 

administration of specific drugs, as artemisinin and its derivatives: artesunate, which will 

be the subject of this study, and artemether. The artesunate is a semi-synthetic 

compound derived from artemisinin, a substance extracted from the Chinese plant 

Artemisia annua L. Despite the widespread use of artesunate in antimalarial therapy and 

the strong evidences that other antimalarials such as partenin and chloroquine present 

genotoxic effects in vitro; there are few studies that demonstrate artesunate genotoxic 

effects in human lymphocytes. In previous studies carried out in laboratory human 

cytogenetics, it was shown that artesunate induces cytotoxic and genotoxic effects in 

human lymphocytes in vitro. Despite these findings, the mechanisms of these effects 

have not been adequately characterized due to limitations of the techniques used. This 

study aimed to assess in vitro the cytotoxic and genotoxic effects of artesunate on 

human peripheral blood lymphocytes using assays such as FISHMN, oxidative stress 

and immunocytochemistry by immunofluorescence. We aimed through these tools 

elucidate the mechanisms responsible for the effects of artesunate in DNA of human 

lymphocytes. The results found in this study suggest that the artesunate induces the 

formation of ROS and other free radicals and that these substances are causing DNA 

damage in human lymphocytes in culture. Thus cells with damaged DNA, not being able 

to reverse this condition, activate apoptosis through the extrinsic and intrinsic pathways. 

 

 

Keywords: artesunate. lymphocytes. genotoxicity. cytotoxicity. oxidative stress 

 

 

 

 



vi 

 

LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

 

    FIGURA 1 - Distribuição de áreas afetadas pela malária no mundo........................... 2 

 

FIGURA 2 - Distribuição de áreas de risco de infecção por malária no Brasil em 2014 

..................................................................................................................................... 4 

 

FIGURA 3 - Mecanismo de ação das artemisininas nas hemáceas humanas ........... 8 

 

FIGURA 4 - Artemisia annua L., planta da qual é extraída a droga antimalárica 

artemisinina.................................................................................................................. 9 

 

FIGURA 5 - Esquema mostrando a obtenção de células binucleadas micronucleadas 

após exposição a um agente mutagênico e a distinção da origem do micronúcleo por 

FISHMN..................................................................................................................... 11 

 

FIGURA 6 - Desenho esquemático da estrutura molecular da droga antimalárica 

artesunato.................................................................................................................. 12 

 

FIGURA 7 - Via extrínseca de ativação da apoptose ............................................... 17 

 

FIGURA 8 - Via intrínseca de ativação da apoptose ................................................ 18 

 

FIGURA 9 - As múltiplas atividades de TP53 de acordo com o estado celular ........ 19 

 

FIGURA 10 - Desenho esquemático mostrando a produção de células sangüíneas 

com destaque para os linfócitos................................................................................. 20 

 



FIGURA 11 - Redução do NBT ao metabólito formazana por ânions radicais 

superóxidos ............................................................................................................... 25 

 

FIGURA 12 - Conversão do óxido nítrico em seus metabólitos estáveis ................. 26 

 

FIGURA 13 - Desenho esquemático ilustrando a origem do micronúcleo................. 28 

 

FIGURA 14 - Fotomicrografias ilustrando diversos aspectos de células binucleadas 

que se enquadram nos critérios de análise............................................................... 30 

 

FIGURA 15 - Fotomicrografias ilustrando células binucleadas micronucleadas....... 31 

 

FIGURA 16 - Fotomicrografias ilustrando células binucleadas e mononucleada com 

PNP e BN .................................................................................................................. 31 

 

FIGURA 17 - Fotomicrografias ilustrando células multinucleadas ............................ 32 

 

FIGURA 18 - Fotomicrografia ilustrando padrões de células binucleadas analisadas 

pelo método de FISHMN e visualizadas em microscópio de fluorescência 

................................................................................................................................... 35 

 

FIGURA 19 - Desenho esquemático mostrando o princípio da técnica de 

imunofluorescência ................................................................................................... 36 

 

FIGURA 20 - Efeito do artesunato nos níveis de ânion superóxido em cultura de 

linfócitos humanos analisado pelo ensaio do NBT no período de 1 h 

................................................................................................................................... 40 

 

FIGURA 21 - Efeito do artesunato nos níveis totais de nitrito em cultura de linfócitos 

humanos analisado pelo teste do Nitrito no período de 1 h 

................................................................................................................................... 41 



FIGURA 22 - Efeito do artesunato em cultura de linfócitos humanos analisados pelo 

teste do micronúcleo ................................................................................................. 42 

 

FIGURA 23 - Efeito do artesunato na indução de PNP em cultura de linfócitos 

humanos analisado pelo teste do micronúcleo ......................................................... 43 

 

FIGURA 24 - Efeito do artesunato na indução de BN em cultura de linfócitos 

humanos analisado pelo teste do micronúcleo ......................................................... 43 

 

TABELA 1 - Efeito do artesunato no índice de divisão nuclear (IDN) de linfócitos 

humanos analisado pelo teste do micronúcleo ......................................................... 44 

 

FIGURA 25 - Fotomicrografias de células de linfócitos humanos obtidas no presente 

estudo após o tratamento com o artesunato e a realização do teste do micronúcleo 

convencional ............................................................................................................. 44 

 

FIGURA 26 - Efeito clastogênico e aneugênico do artesunato em cultura de linfócitos 

humanos analisado pelo ensaio do FISHMN ............................................................ 45 

 

FIGURA 27 - Fotomicrografia de células de linfócitos humanos obtidas no presente 

estudo após o tratamento com o artesunato, realização do teste de FISHMN e 

visualização em microscópio de fluorescência ......................................................... 46 

 

FIGURA 28 - Efeito do artesunato na expressão da CASP 8 em cultura de linfócitos 

humanos analisado por imunocitoquímica ................................................................ 47 

 

FIGURA 29 - Micrografias de células de linfócitos humanos obtidas no presente 

estudo por imunocitoquímica de fluorescência, mostrando o efeito do artesunato na 

expressão da CASP 8 após 24 h de tratamento ....................................................... 48 

 



FIGURA 30 - Efeito do artesunato na expressão da CASP 9 em cultura de linfócitos 

humanos analisado por imunocitoquímica ................................................................ 49 

 

FIGURA 31 - Efeito do artesunato na expressão da Citocromo C em cultura de 

linfócitos humanos analisado por imunocitoquímica ................................................. 49 

 

FIGURA 32 - Micrografias de células de linfócitos humanos obtidas no presente 

estudo por imunocitoquímica de fluorescência, mostrando o efeito do artesunato na 

expressão da CASP 9 após 24 h de tratamento ....................................................... 50 

 

FIGURA 33 - Micrografias de células de linfócitos humanos obtidas no presente 

estudo por imunocitoquímica de fluorescência, mostrando o efeito do artesunato na 

expressão do Citocromo C após 24 h de tratamento ................................................ 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 

 

LISTA DE SIGLAS 

 

OMS - Organização Mundial de Saúde  

ARS - Artesunato  

TCA - Terapia de Combinação das Artemisininas  

AC - Aberração Cromossômica 

MN - Micronúcleo 

DNA - Ácido Desoxirribonucléico 

ROS - Espécies Reativas de Oxigênio  

QSH - Quinghaosu (outro nome dado às artemisininas) 

FISHMN - Hibridação Fluorescente In Situ para Micronúcleo 

C-MN - Micronúcleo Centrômero-Negativo 

C+MN - Micronúcleo Centrômero-Positivo 

NFκB - Factor Nuclear Kappa B 

NO - Óxido Nítrico  

NOS - Óxido Nítrico Sintase 

GSH - Glutationa  

SOD - Superóxido Dismutase  

CAT - Catalase  

GPx - Glutationa Peroxidade  

CASP8 - Caspase-8  

CASP9 - Caspase-9  

CASP3 - Caspases-3  

CASP6 - Caspase-6 

CASP7 - caspase-7  

APAF-1 - Fator de Ativação de Proteases Associado à Apoptose 1 

NBT - Nitroblue Tetrazolium 

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Eclarecido  

FBS - Fetal Bovine Serum (Soro Bovino Fetal) 



DMSO - Dimetilsulfóxido 

CtB - Citocalasina B 

IDN - Índice de Divisão Nuclear 

PNP - Ponte Nucleoplasmática 

BN - Broto Nuclear 

RNA - Ácido Ribonucléico 

SSC – Saline-Sodium Citrate Buffer (Tampão Salino de Citrato de Sódio) 

DAPI - 4´,6 – Diamidino - 2 – Phenylindole 

FITC - Fluorescein Isothiocyanate (Isotiocianato de Fluoresceína) 

TRITC - Tetramethylrhodamine Isothiocyanate (Isotiocianato Tetrametilrodamina) 

PBS - Phosphate Buffered Saline (Tampão Fosfato) 

BSA - Bovine Serum Albumin (Albumina Sérica Bovina) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................ 1      

1.1 Malária ...................................................................................................................... 2 

1.2 Artemisinina e Genotoxicidade de Drogas Antimaláricas ......................................... 6 

1.3 Artesunato ............................................................................................................... 11 

1.4 Radicais Livres e Estresse Oxidativo ...................................................................... 13 

1.5 Apoptose ................................................................................................................. 16 

1.6 Cultura de Linfócitos Humano como Modelo de Estudo ........................................ 20 

2 OBJETIVOS ............................................................................................................... 22 

2.1 Objetivo Geral .......................................................................................................... 22 

2.2 Objetivos Específicos .............................................................................................. 22 

3 MATERIAL E MÉTODOS .......................................................................................... 23 

3.1 Obtenção da Amostra e Delineamento Experimental ............................................. 23 

3.2 Cultura de Linfócitos Isolados ................................................................................. 23 

3.3 Tratamentos ............................................................................................................ 24 

3.4 Avaliação do Estresse Oxidativo ............................................................................ 25 

3.5 Teste do Micronúcleo .............................................................................................. 27 

3.6 Hibridação Fluorescente In Situ Para Micronúcleo (FISHMN) ................................ 32 

3.7 Análise da Expressão de CASP 8, CASP 9 e Citocromo C por Imunofluorescência 

........................................................................................................................................ 36 

3.8 Análise Estatística ................................................................................................... 39 

4 RESULTADOS ........................................................................................................... 39 

5 DISCUSSÃO .............................................................................................................. 52 

6 CONCLUSÃO ............................................................................................................ 60 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................................. 62 

ANEXO 1 ....................................................................................................................... 72 

ANEXO 2 ....................................................................................................................... 74 



 1 

1 INTRODUÇÃO 

 

  Doenças infectantes como a malária, febre amarela, dengue, dentre outras, 

há muito tempo estão presentes na vida do homem (COIMBRA, 1987). Segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), a malária é uma das patologias infecto-

contagiosas mais graves no mundo, apresentando distribuição geográfica bastante 

extensa em zonas tropicais, onde a temperatura e a umidade favorecem o 

desenvolvimento dos vetores (WHO, 2008). 

 

Esta doença é encontrada expressivamente na Região Amazônica, mais 

precisamente nos estados que compõem a Amazônia legal (Acre, Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins) 

(OLIVEIRA et al, 2009), com destaque para o estado do Pará (PA), que em 1996 foi 

o mais afetado pela malária no Brasil, seguido por Rondônia (RO) e Amazonas (AM) 

(OPS/PAHO/WHO, 1997).  

 

Dados atuais de junho de 2015 publicados pela Secretaria de Vigilância em 

saúde (SVS) do ministério da saúde (MS) demonstraram que o Pará já aparece em 

sexto lugar entre os nove estados da Amazônia legal acometidos por malária, 

apresentando 227 casos; e deixando o lugar de líder em prevalência para o estado 

do Amazonas, o qual no mesmo período apresentou 4.474 casos (MS, 2015). Desta 

forma, mesmo com os avanços no tratamento e com a redução de casos de malária 

em nosso estado, ainda assim, esta doença continua sendo motivo de preocupação 

em nosso território, uma vez que o Pará se encontra em área com adjacências 

endêmicas, o que o torna, portanto, uma área de risco, justificando a importância de 

estudos sobre esta doença em nossa unidade federativa. 

 

            O tratamento da malária é baseado principalmente na administração de 

drogas específicas, como por exemplo, as artemisininas e seus derivados: 

artesunato (ARS) e artemeter. A artemisinina é uma lactona sesquiterpênica, 

extraída da planta Artemisia annua L., que ainda é muito pouco estudada quanto 
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aos seus efeitos genotóxicos (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).  

             

Dentro deste contexto, torna-se de grande importância o estudo de drogas 

antimaláricas no estado do Pará, uma vez que a incidência de malária é grande 

nesta área (OLIVEIRA et al, 2009), o que expõe a população a um grave problema 

de saúde pública, uma vez que danos genotóxicos eventualmente provocados por 

medicamentos podem aumentar o risco de carcinogênese em pacientes que fazem 

uso dos mesmos (NATARAJAN, 1993). 

 

1.1 MALÁRIA 

 

             A malária é uma das parasitoses mais sérias e difundidas no mundo (Figura 

1), acometendo um grande número de pessoas ao ano, o que consequentemente a 

torna responsável por uma das maiores causas de mortalidade e morbidade em 

regiões endêmicas (WHO, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Distribuição de áreas afetadas pela malária no mundo (WHO, 2008). 

Áreas afetadas. 

Áreas com risco 
limitado. 

Áreas livres de 
malária. 
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 É uma parasitose causada por protozoários do gênero Plasmodium, 

pertencentes à família Plasmodiidae, ordem Eucoccidiidae, subordem 

Haemosporinae e filo Apicomplexa. Na natureza, existem cerca de 172 espécies de 

plasmódio, incluindo parasitas de primatas, roedores, entre outros. Destas espécies, 

apenas cinco são parasitas do homem: Plasmodium (Plasmodium) vivax, 

Plasmodium (Plasmodium) malarie, Plasmodium (Laverania) falciparum, 

Plasmodium (Plasmodium) ovale e Plasmodium knowlesi; sendo que apenas as três 

primeiras estão presentes em território brasileiro (LEVINE, 1988; MONTEIRO et al., 

2013). 

 

De acordo com Bruce-Chwatt (1985) são encontradas várias formas de 

malária quanto à espécie de plasmódio: P. vivax, e P. ovale, responsáveis pela 

malária terçã benigna; P. malarie, associado a forma quartã, com distribuição 

geográfica nas regiões tropicais e subtropicais; e por fim, o P. falciparum, causador 

da forma terçã maligna. Dentre estes parasitas, o Plasmodium falciparum, além de 

ser o agente causador da forma mais severa da malária, também é o parasita mais 

resistente ao tratamento com drogas antimaláricas (WHO, 2003), sendo responsável 

por pelo menos um milhão de mortes de crianças ao ano (HALDAR; MOHANDAS, 

2009). 

 

Segundo dados da OMS, a malária já era considerada como uma das 

maiores preocupações para a saúde pública em muitos países, especialmente os do 

Terceiro Mundo, onde se destaca o Brasil, o qual notificou em 1996 o maior número 

de casos da doença (426.510) (OPS/PAHO/WHO, 1997).  

 

O Brasil é considerado uma região endêmica de malária, sendo que 99% dos 

casos concentram-se na Amazônia Legal e 49 milhões de pessoas vivem em áreas 

de risco em território nacional (Figura 2) (MONTEIRO et al., 2013). Em 2002, o país 

foi responsável por cerca de 40,5 % dos 960.000 casos notificados nas Américas 

(PAHWO, 2002), no entanto, em 2011, constatou-se redução de 40% na incidência 
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da doença no país (MONTEIRO et al., 2013). Em 2012, 242.758 casos da doença 

foram confirmados (WHO, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quanto aos dados epidemiológicos mundiais, a malária em 2006 já totalizava 

aproximadamente 247 milhões de casos, sendo que mais de três bilhões de 

pessoas se encontravam em estado de risco (WHO, 2008). Em 2010, esta 

estimativa encontrava-se em torno dos 3,3 bilhões de pessoas com risco de adquirir 

a doença, havendo registro de 216 milhões de episódios. Já em 2013, esta 

estimativa subiu para 3,4 bilhões de pessoas em condição de risco de adquirir 

malária (WHO, 2013).  

 

 

Figura 2: Distribuição de áreas de risco de infecção por malária no Brasil em 2014 (MS, 2015). 
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O tratamento da malária é baseado principalmente na Terapia de 

Combinação das Artemisininas (TCA), sendo o artesunato e o artemeter, derivados 

da artemisinina, drogas bastante eficazes nesta terapia, uma vez que apresentam 

ótima eficiência na destruição dos parasitas. Esta terapia é recomendada como 

primeira escolha nos casos de malária causada por P. falciparum, o parasita mais 

perigoso e resistente ao tratamento da doença. E devido tal eficácia, em 2012, 79 

países e territórios haviam adotado as TCA como principal linha de tratamento no 

combate à malária causada por P. falciparum (WHO, 2013). 

 

Em contrapartida, dados atuais afirmam que os parasitas tornaram-se 

resistentes às artemisininas em quatro países da sub-região do Mekong: Camboja, 

Myanmar, Tailândia e Vietnã. Na província de Pailin no Camboja, foi encontrada 

resistência a ambos componentes de múltiplos TCA, desta forma, para esses casos 

é feita uma terapia de observação direta usando uma combinação não baseada nas 

artemisininas, com a administração de atovacuona-proguanil. Porém, apesar das 

mudanças observadas na sensibilidade dos parasitas às artemisininas, as TCA 

continuam sendo eficazes no tratamento dos pacientes em outras regiões afetadas 

(WHO, 2013). 

 

A literatura especializada tem demonstrado muitos estudos a respeito da 

avaliação citotóxica/genotóxica de medicamentos antimaláricos em geral, apesar 

disto, e a despeito das artemisininas serem utilizadas como drogas de primeira 

escolha no tratamento da malária, ainda não existem muitos trabalhos que 

demonstrem in vitro os mecanismos pelos quais os derivados das artemisininas 

(incluindo o artesunato, motivo de investigação deste trabalho) atuam nas células 

em geral. (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008). O presente trabalho pretende 

explorar tais mecanismos em diferentes contextos celulares. 
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1.2 ARTEMISININA E GENOTOXICIDADE DE DROGAS ANTIMALÁRICAS 

 

             É conhecido que populações humanas podem apresentar danos genéticos 

por exposição acidental, ocupacional ou ambiental a agentes mutagênicos químicos, 

físicos ou mesmo biológicos. Estes agentes podem interferir no adequado 

desenvolvimento da célula, causando danos em seu material genético 

(NATARAJAN, 1993).  

 

 Os danos no DNA induzidos por agentes mutagênicos podem ser reparados, 

porém, muitos deles podem levar à formação de alterações cromossômicas (AC), as 

quais podem ser estáveis ou não. As primeiras referem-se à danos como, 

translocações recíprocas e algumas aneuploidias, que não impedem a divisão e a 

proliferação celular; enquanto que as segundas, tais como, os cromossomos 

dicêntricos e em anel e as grandes deleções, normalmente são letais à célula. Em 

vista disso, diferentes alterações podem se acumular nas sucessivas divisões 

celulares e conseqüentemente produzir mutações em genes, os quais teriam um 

papel fundamental no processo de carcinogênese (LITTLE, 2000).  

 

 Os agentes químicos e físicos capazes de induzir a formação de AC são 

chamados de agentes clastogênicos, os quais podem ter seu potencial 

genotóxico/mutagênico detectado por vários testes, tais como: a análise de 

alterações cromossômicas em células metafásicas, o teste do micronúcleo (MN), o 

teste do cometa, o ensaio de Hibridação Fluorescente In Situ para Micronúcleo 

(FISHMN), entre outros (AL-SABATI et al, 1992; GUIMARÃES et al, 2003; 

MOVAJAGH et al, 2005).  

 

Nos últimos anos, o arsenal de armas terapêuticas na campanha global para 

a erradicação da malária ganhou um enorme impacto com a utilização das 

artemisininas. A artemisinina e seus derivados (dihidroartemisinina, artesunato, 

artemeter e arteeter) têm sido extensivamente utilizados como drogas antimaláricas 

em vários lugares do mundo (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).  
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Estas drogas são moléculas hidrofóbicas capazes de se difundir 

passivamente através das membranas biológicas; o que facilita os seus efeitos 

antimaláricos. Agem por meio do componente endoperóxido presente em sua 

estrutura molecular, com a consequente formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), tais como, ânion radical superóxido e radicais hidroxila, induzindo desta 

forma, vários danos celulares. Sabe-se ainda, que na presença de ferro livre, a 

artemisinina e seus derivados podem se converter em um radical citotóxico, um 

agente alquilante altamente potente, capaz de induzir danos oxidativos diretos às 

células (EFFERTH et al., 2003, 2004; FIRESTONE & SUNDAR, 2009; O'NEILL et 

al., 2010). 

 

Em vista disso, as artemisininas possuem a capacidade de destruir parasitas 

intra-eritrocitários da malária, prevenindo sua evolução para estágios patológicos 

mais avançados. Após penetrar o eritrócito, o parasita endocita a molécula de 

hemoglobina, removendo aminoácidos essenciais presentes em suas globinas, os 

quais são importantes para o seu crescimento. Em seguida, ocorre a liberação do 

grupamento heme, o qual, na forma livre, torna-se bastante tóxico às membranas 

celulares, porém, o parasita apresenta um mecanismo de defesa contra essa 

citotoxicidade. Ele agrega o grupamento heme na forma de um composto 

denominado hemozoína, o qual é hidrossolúvel e não tóxico para as células; e desta 

forma o parasita consegue sobreviver. Porém, na presença de alguns antimaláricos, 

como as artemisininas, ocorre a formação de metabólitos com grande potencial 

redox (radicais livres), os quais são provenientes da reação entre a droga e o 

grupamento heme. Estes metabólitos promovem a catálise da membrana vacuolar 

do parasita, provocando a liberação de proteases no interior de seu citosol, o que 

conseqüentemente levará a autodestruição do mesmo (Figura 3) (BERMAN; 

ADAMS, 1997). 
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A artemisinina, também conhecida como quinghaosu (QSH), é um composto 

natural extraído da planta chinesa Artemisia annua L. (Figura 4) (LIU et al, 1979). 

Esta substância foi isolada há mais de 60 anos por cientistas chineses que 

pesquisavam uma cura para a malária, sendo por muito tempo também utilizada no 

tratamento de febres e outras doenças (LIU et al, 1979; KLAYMAN, 1985). É 

considerada juntamente com seus derivados, uma lactona endoperóxida 

sesquiterpênica (LINDEGARDH et al, 2009), substância que segundo a literatura 

apresenta algumas evidências genotóxicas (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).  

 

 

 

 

 

 

Morte 

Figura 3: Mecanismo de ação das artemisininas nas hemácias humanas (MOTA, 2011). 

Plasmódio Hemáceas Hemoglobina Grupamento Heme 
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Segundo He et al. (2010) os sesquiterpenos são substâncias que têm atraído 

grande interesse científico pelo fato de apresentarem atividades biológicas 

importantes como ação antifúngica e citotóxica, entre outras. Vasconcellos et al. 

(2007) sugeriram fortes evidências do efeito genotóxico das lactonas 

sesquiterpênicas, uma vez que verificaram que o composto 15-deoxigoiazensolida 

induz mutações em Sacharomyces cerevisiae. Outro exemplo diz respeito à 

partenina, uma lactona antimalárica que induz a formação de micronúcleos e de 

outras AC em linfócitos periféricos (RAMOS et al, 2002).  

 

Sabe-se, de acordo com Al-Zubairi et al. (2010), que o sesquiterpeno 

Zerumbona, fármaco bastante utilizado como antiinflamatório na medicina tradicional, 

induz um aumento significativo na freqüência de MN em culturas temporárias de 

linfócitos. Outro exemplo do efeito genotóxico dos sesquiterpenos pode ser visto no 

trabalho de Burim et al. (2001), que ao estudarem o potencial clastogênico da 

centraterina em linfócitos humanos e camundongos, observaram efeito tanto na taxa 

de alterações cromossômicas quanto na freqüência de trocas entre cromátides-

irmãs.  

 

Artemisia annua L. 

Figura 4: Artemisia annua L., planta da qual é extraída a droga antimalárica 
artemisinina (http://images.google.com.br). 
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Outras drogas antimaláricas clássicas, como a primaquina e a cloroquina, 

usadas no tratamento contra a malária provocada por P. vivax, têm demonstrado 

efeitos genotóxicos in vitro (FAROMBI, 2006).  Chatterjee et al. (1998) observaram 

que estas drogas aumentam a freqüência de AC e de trocas de material genético 

entre cromátides-irmãs de células da medula óssea de ratos. 

 

Adicionalmente a estes achados, Krishnaja e Chauhan (2000) comprovaram 

atividade genotóxica em outro antimalárico, dihidrocloreto de quinacrina. Segundo 

os resultados destes autores, esta substância induz a formação de aberrações 

cromossômicas (cromossomos dicêntricos, translocações e inversões) em cultura de 

linfócitos periféricos humanos.  

 

Portanto, estudos de mutagenicidade com técnicas que sejam capazes de 

distinguir entre efeitos clastogênicos (causam alterações estruturais) e/ou 

aneugênicos (causam alterações numéricas), como, por exemplo, a técnica de 

FISHMN (que utiliza sondas pan-centroméricas, as quais marcam regiões 

conservadas dos centrômeros dos cromossomos) são de grande importância na 

avaliação dos possíveis efeitos genotóxicos de determinados fármacos. Através 

desta técnica é possível se fazer a distinção entre micronúcleos provenientes de 

fragmentos cromossômicos acêntricos (C-MN: micronúcleo centrômero-negativo), 

caracterizando o efeito clastogênico; e aqueles provenientes de cromossomos 

inteiros (C+MN: micronúcleo centrômero-positivo), o que irá caracterizar o efeito 

aneugênico (CHUNG et al, 2002; WNUK et al, 2009) (Figura 5).  

 

De acordo com Kryscio et al. (2001), estudos baseados na avaliação 

genotóxica de minérios de urânio sugerem que baixas percentagens de C+MN 

podem representar importantes biomarcadores de instabilidade genômica e 

predisposição ao câncer. Estas constatações reforçam ainda mais a importância do 

presente estudo, uma vez que a artemisinina e seus derivados são as drogas de 

primeira escolha na terapia antimalárica, sendo, portanto, de grande relevância uma 

avaliação bem detalhada de seus efeitos no DNA das células em estudo. 
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1.3 ARTESUNATO 

 

             O artesunato (Figura 6) é um derivado semi-sintético da artemisinina com 

grande aceitação no tratamento da malária (PRICE, 2000). É um fármaco bastante 

recomendado pela Organização Mundial de Saúde, uma vez que vários estudos 

clínicos com pacientes maláricos mostram que esta droga é bem tolerada durante o 

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

 

 

 

 

 

Figura 5: Esquema mostrando a obtenção de células binucleadas micronucleadas 
após exposição a um agente mutagênico e a distinção da origem do micronúcleo 
por FISHMN (http://images.google.com.br).  

Mutágeno: aneugênico 
ou clastogênico 

  

 
Fluorescência 

 

Quebra cromossômica 
MN centrômero - 

 

Perda cromossômica 
MN centrômero + 

 

Giemsa 

FISH: sonda pan-centromérica 

Citocalasina B Citocalasina B 
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             De acordo com Arreesrisom et al. (2007), o artesunato age no parasita 

malárico por meio de processos oxidativos, produzindo radicais livres na presença 

do Fe2+, o qual é liberado pelo parasita no processo de degradação do grupamento 

heme. Contudo, Li et al. (2008) observaram que em altas concentrações, esta droga 

pode causar danos oxidativos ao DNA de células ovarianas de hamsters, e 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 

antimalárico, o artesunato também tem demonstrado uma profunda ação citotóxica 

contra linhagens de células cancerígenas provenientes de diferentes tipos tumorais, 

tanto na condição in vivo, quanto in vitro. Michaelis et al. (2009) demonstraram uma 

efetiva ação anti-neoplásica do artesunato contra células de neuroblastoma.  

 

Embora a citotoxicidade do artesunato contra células tumorais tenha sido 

descoberta há aproximadamente três décadas (EFFERTH et al, 1996), os 

mecanismos moleculares pelos quais esta droga exerce sua atividade anti-

neoplásica não estão bem elucidados (EFFERTH et al, 2007). Alguns estudos 

revelaram que o artesunato inibe a proliferação e induz apoptose em linhagens de 

Figura 6: Desenho esquemático da estrutura molecular da droga 
antimalárica artesunato (KONKIMALLA et al, 2008). 
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células de mieloma de rato (SP2/0), de forma dependente do tempo e da 

concentração, e sugerem que seu efeito na inibição do crescimento destas células 

pode estar sendo mediado pelo bloqueio da via de sinalização do fator NFκB (LI et 

al., 2009). 

 

Outra propriedade importante do artesunato está associada ao seu potente 

efeito inibitório contra certas viroses, tais como, o citomegalovírus humano e outros 

membros da família Herpesviridae; vírus da hepatite B, hepatite C e também da 

diarréia bovina, sendo ainda eficaz contra a esquistossomose (EFFERTH et al., 

2008). Investigações laboratoriais com artesunato demonstraram que ele é 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). 

 

1.4 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

As Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) constituem um dos principais 

radicais livres celulares. As ROS são substâncias produzidas naturalmente durante 

o metabolismo celular, sendo seu excesso eliminado por sistemas antioxidantes 

bem elaborados. Desta forma, em baixas concentrações fisiológicas, as ROS não 

representam perigo à célula, pelo contrário, apresentam um papel importantíssimo 

na regulação de mecanismos moleculares fundamentais, tais como, a transdução de 

sinal ou ainda a expressão gênica, por meio do balanço redox celular (SEN, 1998; 

DRÖGE, 2002; KNOW et al., 2003). 

 

Outro radical livre importantíssimo biologicamente é o óxido nítrico (NO), um 

gás instável produzido pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) a partir do 

aminoácido L-arginina. Este radical está envolvido em várias funções fisiológicas 

essenciais, como, por exemplo, atuando como vasodilatador, neurotransmissor, 

relaxante muscular e ainda participando da regulação imune (VASCONCELOS et 

al., 2007).  
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Quando produzido em excesso, o NO pode reagir rapidamente com várias 

moléculas, como, o ácido úrico, proteínas, DNA, e ainda com outros radicais livres, 

como algumas ROS, podendo causar danos à célula. Neste contexto, a reação do 

NO com ânión radical superóxido (O2
-), que é um radical livre, leva a formação de 

peroxinitrito, um composto extremamente reativo e tóxico para as células, capaz de 

nitrosilar resíduos de tirosina, levando a formação de proteínas modificadas ou com 

suas funções inibidas (MOSHAGE et al, 2009).  

 

Apesar de todas as funções e benefícios fisiológicos dos radicais livres, 

sabe-se que em condições patológicas, como por exemplo, durante os processos de 

inflamação, metabolismo de xenobióticos, estresse ou liberação de altas 

concentrações de íons metálicos, a formação destes compostos pode exceder a 

capacidade protetora da célula, levando, portanto, ao estresse oxidativo. Esta 

condição de estresse pode ser resultado de uma variedade de fatores, dentre os 

quais podemos citar a depleção significativa de glutationa (GSH), um dos principais 

agentes antioxidantes intracelulares, que tem seus níveis diminuídos na presença 

de estresse oxidativo na tentativa de manter o estado redox da célula balanceado 

(KEHRER, 2000; CHATGILIALOGLU; O’NEILL, 2001; DRÖGE, 2002). 

 

Desta forma, o estresse oxidativo pode ser definido como uma produção 

excessiva de ROS e outros radicais livres, como o NO, os quais em nível acima do 

normal, tornam-se descompensados em relação aos antioxidantes não-enzimáticos 

e às enzimas antioxidantes responsáveis pelos mecanismos de defesa oxidativa da 

célula. Portanto, uma alteração nos sistemas de defesa antioxidante levará ao 

estresse oxidativo, condição que poderá produzir uma série de danos celulares 

(NOH; HA, 2011).  

 

Segundo Brezniceanu et al. (2008), o sistema de defesa antioxidante das 

células envolve tanto um mecanismo enzimático, por meio das enzimas superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GPx), quanto um 

mecanismo não-enzimático, que tem como um dos seus principais componentes, o 
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tripepitídio glutationa. Estes mecanismos são de extrema importância para a 

manutenção dos níveis de ROS intracelular em estado fisiológico, e uma alteração 

neste sistema leva ao estresse. 

 

Sabe-se que o estresse oxidativo pode afetar de forma danosa uma grande 

variedade de macromoléculas biológicas, tais como os ácidos graxos insaturados 

presentes na bicamada lipídica, o DNA, entre outras. A ação destes radicais livres 

na molécula de DNA é de grande interesse para estudos que avaliam os efeitos 

genotóxicos de agentes químicos, como o desenvolvido no presente projeto; físicos 

e biológicos; uma vez que os danos induzidos nesta molécula podem causar uma 

série de eventos prejudiciais à célula, inclusive neoplasias (BASU et al, 2001; 

KOCHIAN et al, 2005). 

 

Os radicais livres, principalmente, o radical hidroxila (•OH), o mais reativo e 

lesivo radical conhecido, podem causar danos irreversíveis na molécula de DNA. O 

•OH, pode atacar açúcares desoxirribose das moléculas de DNA, e ainda, reagir 

com bases purínicas (adenina e guanina) e pirimidínicas (timina, citosina e uracila), 

reagindo preferencialmente com a guanina, gerando 8-hidroxi ou 8-oxoguanina, os 

quais são metabólitos considerados mutagênicos. Como resultado destes eventos, o 

radical hidroxila induz a quebra da cadeia de DNA, ligações cruzadas entre as fitas, 

e ainda, modificações de bases nitrogenadas, o que poderá levar à mutações e 

apoptose (VASCONCELOS et al., 2007). 

 

Em contrapartida, como mecanismo de defesa, a célula com o estado redox 

alterado ativa vias que permitem uma resposta adaptativa a essa nova condição. Tal 

ativação depende da intensidade de ROS produzida. Desta forma, se a produção for 

moderada, são ativadas vias que levam à transcrição de genes promotores de 

sobrevivência, os quais irão codificar moléculas antioxidantes, moléculas 

antiapoptóticas (Bcl-2), dentre outras. Por outro lado, se muito intensa, ocorre a 

ativação de vias que levam ao processo de morte celular, podendo ser apoptose ou 

necrose (BOGLIOLO, 2009).  
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1.5 APOPTOSE 

 

 O termo apoptose refere-se a um tipo de morte celular programada que 

ocorre por mecanismos altamente organizados. Este fenômeno é um processo 

evolutivo bem conservado, sendo, portanto, essencial para o desenvolvimento do 

organismo, remodelamento tecidual, resposta imune, supressão tumoral, dentre 

outros (NICHOLSON; THORNBERRY, 1997; HAJRA; LIU, 2004).  

 

 Diversos são os fatores que podem desencadear a apoptose, dentre eles 

estão: danos ao DNA, níveis aumentados de ROS, ligação de moléculas a 

receptores de membrana, agentes quimioterápicos, radiação ionizante, choque 

térmico, privação de fatores de crescimento e baixa quantidade de nutrientes 

(HENGARTNER, 2000). 

 

 De acordo com Nicholson e Thornberry (1997) e Hajra e Liu (2004) a morte 

por apoptose não induz resposta inflamatória ou imune, o que torna este tipo de 

morte o preferido na eliminação de células cancerígenas. Desta forma, a indução 

seletiva de apoptose em células cancerígenas tem sido considerada uma terapia 

promissora contra vários tipos de câncer.  

 

 Em seres humanos a apoptose pode ocorrer por duas vias: a extrínseca, ou 

via mediada por receptores de membrana e a intrínseca ou via mitocondrial, sendo 

que ambas utilizam a cascata enzimática das caspases (Figuras 7 e 8). A via 

extrínseca utiliza como principal componente a caspase-8 (CASP8), enquanto a via 

intrínseca tem como integrante chave a caspase-9 (CASP9). Ambas as vias 

convergem na utilização das caspases-3 (CASP3), caspase-6 (CASP6) e caspase-7 

(CASP7) como caspases efetoras, as quais são responsáveis por eventos bastante 

típicos, tais como, fragmentação de DNA, condensação da cromatina, dentre outros 

(NICHOLSON; THORNBERRY, 1997; HAJRA; LIU, 2004). Entre essas duas vias, 

está a proteína pro-apoptótica Bid, a qual age como uma molécula de transição 

entre elas, uma vez que após ser clivada pela caspase-8, induz a translocação de 
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proteínas pro-apoptóticas para a membrana mitocondrial, dentre as quais, está a 

proteína Bax (BILLEN et al, 2008). 

 

 A caspase-8 é um dos reguladores chave do processo apoptótico, 

participando de mecanismos de defesa de extrema importância na célula, como, por 

exemplo, contra a hiperproliferação e a tumorigênese. Mutações no gene que 

codifica esta enzima têm sido bastante relatadas por aumentar os riscos de câncer 

(COX et al., 2007). Song et al. (2005) observaram em seus estudos que o gene da 

CASP8 encontra-se mutado em pacientes com câncer gástrico avançado. Neste 

mesmo trabalho foi demonstrado que as mutações neste gene diminuem a atividade 

da caspase-8 durante o processo apoptótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 No que diz respeito à CASP9, sabe-se que se trata de uma das principais 

enzimas da via intrínseca, e sua ativação se dá por meio de danos mitocondriais, o 

que resulta na liberação da proteína carreadora de elétrons citocromo c. Após 

liberado no citosol, o citocromo c forma um complexo com a proteína adaptadora 

Figura 7: Via extrínseca de ativação da apoptose, em que DD: domínio de morte; DED: 
efetor do domínio de morte (GRIVICICH, 2007). 
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denominada fator de ativação de proteases associado à apoptose 1 (APAF-1), o 

qual irá se ligar à procaspase-9 tornando-a ativa, e desencadeando 

consequentemente a cascata da CASP9 (ALBERT et al, 2004; 

THEODOROPOULOS et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Outro gene envolvido na via intrínseca da apoptose é o TP53, o qual 

apresenta como suas principais atividades: a indução de parada no ciclo celular, 

principalmente na transição das fases G1/S quando na presença de danos ao DNA; 

ou então, o encaminhamento da célula para a apoptose, quando tais danos se 

tornam irreparáveis (BROWN et al., 2009; LEVINE; OREN, 2009; POLAGER; 

GINSBERG, 2009; ZILFOU; LOWE, 2009).  

 

 Segundo Asai et al. (2011) o gene TP53 é responsável por múltiplas funções 

na célula, podendo variar sua expressão de acordo com o estado celular (condições 

fisiológicas ou estado de estresse). Portanto, dependendo da natureza, nível ou 

Figura 8: Via intrínseca de ativação da apoptose (GRIVICICH, 2007). 



 19 

duração do sinal de estresse, TP53 pode induzir uma variedade de respostas 

celulares. Assim, quando expresso em baixos níveis, sob condições fisiológicas, 

este gene assume um importante papel na homeostasia celular; em contrapartida, 

níveis aumentados de estresse, induzem um aumento na expressão de TP53, 

levando a célula conseqüentemente a entrar em apoptose (Figura 9). 

  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Baixo Alto 

- Antioxidante; 
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células tronco; 
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Figura 9: As múltiplas atividades de TP53 de acordo com o estado celular 
(Adaptado de Asai et al., 2011). 
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1.6 CULTURA DE LINFÓCITOS HUMANO COMO MODELO DE ESTUDO 

 

 Os linfócitos são células responsáveis pela extraordinária especificidade das 

respostas imuno-adaptativas de nosso organismo. Como pode ser visto na figura 10, 

eles são produzidos na medula óssea e estão presentes em grande quantidade na 

corrente sangüínea, na linfa (fluido incolor presente nos vasos linfáticos, que 

conectam os linfonodos do organismo uns com os outros e com a corrente 

sangüínea) e nos órgãos linfóides (ALBERT et al, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: (a) Desenho esquemático mostrando a produção de células sangüíneas com destaque 
para os linfócitos; (b) observa-se uma fotomicrografia com um linfócito corado com Giemsa; e em 
(c), observa-se uma fotomicrografia de microscopia eletrônica de varredura evidenciando linfócitos 
do tipo T e B (http://images.google.com.br). 

a b 

c 
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             Devido a sua grande abundância na corrente sangüínea, os linfócitos 

tornaram-se um modelo in vitro bastante vantajoso para diversos estudos, como por 

exemplo, os de genotoxicidade, citotoxicidade, entre outros; além de oferecerem 

inúmeras facilidades metodológicas, uma vez que são células de fácil obtenção 

(punção venosa) e podem ser obtidos praticamente livres de contaminação. Outra 

grande vantagem dos linfócitos é a sua facilidade de desenvolvimento em cultura 

por longos períodos (WNUK et al, 2009). 

 

Todas as vantagens citadas acima justificam a ampla utilização das culturas 

celulares de linfócitos em estudos citogenéticos, tanto os clássicos (teste do 

micronúcleo, ensaio do cometa e alterações cromossômicas), quanto os 

moleculares (FISH), o que ressalta a utilidade destes modelos em estudos de 

genotoxicidade, como o aqui proposto. 

 

Sendo assim, o presente projeto pretende caracterizar o potencial genotóxico 

e citotóxico do artesunato, uma vez que em estudos prévios realizados no 

laboratório de citogenética humana (MOTA et al. 2011) foi demonstrado que esta 

droga, um dos principais derivados da artemisinina, induz danos genotóxicos e 

citotóxicos ao DNA de linfócitos humanos em cultura, resultado este, constatado por 

ensaios clássicos de genotoxicidade e citotoxicdade.  

 

Portanto, para elucidar os mecanismos responsáveis pelos efeitos do 

artesunato no DNA de linfócitos humanos de sangue periférico, utilizamos no 

presente estudo técnicas como FISHMN, detecção de estresse oxidativo e 

imunocitoquímica por imunofluorescência. A ação de tal droga no DNA deve ser 

esclarecida, uma vez que efeitos genotóxicos podem aumentar o risco de 

carcinogênese em pacientes submetidos ao tratamento com a mesma. A expectativa 

é de que os resultados obtidos neste projeto possam fornecer subsídios que 

colaborem no sentido de implementar estratégias de tratamento mais rígidas e 

multidisciplinares no controle da malária, com redução de risco de doenças 

secundárias, como, por exemplo, o câncer. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

  Caracterizar os efeitos genotóxicos e citotóxicos da droga antimalárica 

artesunato em cultura de células linfocitárias humanas provenientes de sangue 

periférico.               

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os níveis intracelulares de ânion radical superóxido (O2
-) induzidos 

pelo artesunato em cultura de linfócitos periféricos humanos pelo ensaio do 

NBT (Nitroblue Tetrazolium); 

 

 Avaliar a produção de nitrito induzida pelo artesunato em cultura de linfócitos 

periféricos humanos pelo método de Griess; 

  

 Avaliar a freqüência de micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas, índice de 

divisão nuclear e brotos nucleares em cultura de linfócitos periféricos 

humanos tratados com diferentes concentrações de artesunato utilizando a 

técnica do micronúcleo convencional; 

 

 Avaliar os possíveis efeitos clastogênicos e/ou aneugênicos do artesunato 

em cultura de linfócitos periféricos humanos utilizando a técnica de 

Hibridação Fluorescente In Situ para Micronúcleo (FISHMN); 

 
 Avaliar por imunocitoquímica de fluorescência o efeito do artesunato na 

expressão das proteínas CASP8 (via extrínseca da apoptose) e citocromo C 

e CASP9 (via intrínseca da apoptose).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 OBTENÇÃO DA AMOSTRA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

              As amostras de sangue periférico foram coletadas de 3 (três) indivíduos, 

entre homens e mulheres, os quais se enquadravam nos padrões exigidos para a 

realização de testes genotóxicos: ser adulto com idade entre 18 e 40 anos de ambos 

os sexos; não fumantes de mais de 4 cigarros ao dia; não portadores de doenças 

agudas ou crônicas graves; que não tenham recebido tratamento à base de 

medicamentos nos últimos dois meses; que não sejam fármaco-dependentes, que 

não bebam quantidades significativas de álcool (mais de 200 mL) ao dia e/ou com 

exposição ocupacional ou outras atividades que causem genotoxicidade. O projeto 

foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal Pará (CEP-ICS/UFPA). Os voluntários foram entrevistados e 

forneceram consentimento escrito de participação no estudo através de um termo de 

consentimento livre e eclarecido (TCLE) (Anexo 1). O sangue foi coletado com o 

auxílio de seringas descartáveis de 20 mL, devidamente heparinizadas para evitar a 

coagulação, e em seguida submetido ao processo de isolamento de linfócitos para a 

preparação da cultura, a qual foi realizada de acordo com o descrito por Fenech 

(2000), com algumas modificações feitas em nosso laboratório.  

 

3.2 CULTURA DE LINFÓCITOS ISOLADOS 

 

 O sangue periférico foi coletado e em seguida realizada uma diluição na 

proporção de 1:1 em solução salina estéril 0,9 %. A amostra foi homogeneizada por 

inversão e submetida a uma nova diluição em Histopaque-®1077 na proporção de 3:1 

(1 parte de Histopaque-®1077: 3 partes de sangue diluído), sendo primeiramente 

acrescentado o Histopaque e posteriormente o sangue, tomando bastante cuidado 

para que não ocorresse a mistura. Após este processo, os tubos com a amostra 

foram centrifugados a 1500 rpm por 30 min para a separação dos linfócitos de outros 

elementos sangüíneos. O aspecto obtido após centrifugação foi a formação de 
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quatro camadas, com o plasma na porção superior seguido de uma fina camada 

mais esbranquiçada de linfócitos, outra um pouco mais clara contendo Histopaque e 

por último, na porção inferior, uma camada de glóbulos vermelhos. O conteúdo 

(plasma + linfócitos) foi coletado e transferido cuidadosamente para outro tubo com o 

auxílio de uma pipeta pasteur estéril. Em seguida foi homogeneizado com a mesma 

pipeta pasteur e então diluído em solução de Hanks (1X) estéril na proporção de 3:1 

(3 partes de Hanks: 1 parte da mistura de plasma + linfócitos). Posteriormente, o 

material foi centrifugado a 1500 rpm por 10 min. O sobrenadante foi coletado e 

descartado deixando-se 1 mL de conteúdo, o qual foi homogeneizado e completado 

com mais 4 mL de solução de Hanks, e em seguida levado novamente para 

centrifugação a 1500 rpm por 5 min. Após esta etapa, o sobrenadante foi descartado 

por inversão 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 concentração celular foram quantificadas pelo 

método de exclusão utilizando azul de tripan em uma diluição de 1:1 (10 µL da 

suspensão de células + 10 µL de azul de tripan 4%) e a contagem das células 

realizada com o auxílio de uma câmara de Neubauer, que nos fornece a quantidade 

de células para cada 1 mL da suspensão obtida. Ao final de todas estas etapas, 

foram cultivadas 1x106/mL de células em 5 mL de meio de cultura RPMI 1640 

suplementado com 20 % FBS e 4 % de Fitohemaglutinina A, uma substância 

mitogênica que faz com que as células retomem o seu potencial mitótico. A cultura 

foi incubada em estufa acondicionada com 5 % de CO2 e temperatura de 37°C.    

 

 3.3 TRATAMENTOS 

 

O artesunato (CAS no. 88495-63-0) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) foi 

diluído em meio RPMI, e em seguida acrescentado às culturas para se obter 

concentrações finais de 0,5; 1 e 2 µg/mL. Tais concentrações foram determinadas de 

acordo com dados da literatura (VEERASUBRAMANIAN et al, 2006; KELTER et al, 

2007).  
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3.4 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO  

 

3.4.1 Níveis Intracelulares de Ânion Radical Superóxido (O2
-) pelo Ensaio do 

NBT (Nitroblue Tetrazolium) – Princípio da Técnica. 

 

 Este método é baseado na redução do NBT por ânions radicais superóxidos, 

formando um composto de coloração azulada denominado formazana, o qual é 

passível de quantificação em espectrofotometria ou em leitores de microplaca em um 

comprimento de onda entre 570 e 620 nm (Figura 11) (CHOI et al, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.1.1 Procedimento Experimental 

 

 Após 20 h em cultura, os linfócitos foram tratados com as concentrações de 

artesunato (1 e 2 µg/mL) que demonstraram maior efeito nos ensaios de 

genotoxicidade realizados anteriormente no laboratório de citogenética humana 

(MOTA et al, 2011). Vale ressaltar que além do tratamento com a droga, foi também 

realizado um controle negativo, em que as células foram expostas apenas ao meio 

de cultura. Após 1 h de tratamento, as células foram centrifugadas à 1000 rpm por 5 

min. Posterior à centrifugação, o sobrenadante foi descartado e em seguida realizada 

uma lavagem em 1 mL de PBS 1 X. Após a lavagem, as células foram centrifugadas 

novamente à 1000 rpm por 5 min, o sobrenadante descartado e em seguida 

incubadas com 1 mL de 0,2 mg/mL de NBT (diluído em PBS 1X) por 2 h. Vale 

Figura 11: Redução do NBT ao metabólito formazana por ânions radicais 
superóxidos (MOTA, 2015). 

O
2

-

 +
 

Formazana 



 26 

ressaltar que a solução mãe de NBT (5mg/mL) foi diluída em PBS 1X à 1 % de 

DMSO. Após o período de incubação com NBT, as células foram centrifugadas a 

1000 rpm por 5 min e o sobrenadante descartado. Em seguida, foram adicionados às 

células 240 µL de KOH 2M seguido de 280 µL de DMSO 100 % e realizada uma 

dissociação mecânica. Posteriormente, as células foram agitadas delicadamente em 

vórtex por 10 min em temperatura ambiente. Após esse processo, as células foram 

transferidas para placas de 96 poços e os níveis de ânion radical superóxido 

quantificados em leitor de microplaca (BioTek ELX 800) em comprimento de onda de 

570 nm. 

 

3.4.2 Dosagem de Nitrito Total pelo Método de Griess – Princípio da Técnica. 

 

 O oxido nítrico (NO) é um radical de vida curta, ou seja, bastante instável, o 

qual reage rapidamente tanto com micromoléculas, como, por exemplo, o ácido úrico 

e a molécula antioxidante glutationa; quanto com macromoléculas, entre elas, 

proteínas e DNA. O princípio da técnica (Figura 12), se baseia no fato deste 

composto, além das interações citadas acima, também poder ser oxidado em 

metabólitos estáveis, tais como, nitrato e nitrito, sendo este último passível de 

quantificação em leitor de microplaca à 540 nm, quando em reação com uma solução 

reveladora denominada reagente de Griess, o qual é preparado a partir dos 

compostos N-(1-Naftil)-etilenodiamina 0,1 % em H2O, e Sulfanilamida 1% em 5 % de 

H3PO4 na proporção de 1:1; formando um composto de coloração rosa (MOSHAGE 

et al, 2009).  
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Figura 12: Conversão do óxido nítrico em seus metabólitos estáveis (nitrato e nitrito) 
(MOTA, 2015). 
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3.4.2.1 Procedimento Experimental 

 

 Semelhantemente ao ensaio do NBT, após 20 h em cultura, os linfócitos 

foram tratados com as concentrações de artesunato (1 e 2 µg/mL) pelos motivos 

citados anteriormente. Vale ressaltar que além do tratamento com a droga, foi 

também realizado um controle negativo, em que as células foram expostas apenas 

ao meio de cultura. Após 1 h de tratamento, as células foram centrifugadas à 1000 

rpm por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado por inversão e as células 

ressuspendidas em 1 mL de triton X 100 0,3 % diluído em meio de cultivo. 

Posteriormente, as células foram transferidas para placas de 96 poços e reveladas 

com a solução de revelação denominada reagente de Griess (N-(1-Naftil)-

etilenodiamina 0,1 % em H2O, e Sulfanilamida 1% em 5 % de H3PO4 na proporção 

de 1:1) na proporção de 1:1 (1 parte da amostra: 1 parte do reagente de Griess). 

Após 10 min de reação, os níveis totais de nitrito foram quantificados em leitor de 

microplaca (BioTek ELX 800) em comprimento de onda de 540 nm. Ressalta-se 

ainda que além dos parâmetros experimentais com as amostras, uma curva de 

concentração de nitrito (0, 1, 2, 3, 5, 10, 25, 50, 75 e 100 µM) também foi realizada, 

no intuito de se estimar a concentração de nitrito em nossas amostras.  

 

3.5 TESTE DO MICRONÚCLEO 

 

3.5.1 Princípio da Técnica 

 

              Segundo Fenech (2000) e Chung et al. (2002) o MN constitui-se em uma 

pequena massa nuclear resultante de fragmentos cromossômicos acêntricos (C-MN: 

micronúcleo centrômero-negativo) ou de cromossomos inteiros (C+MN: micronúcleo 

centrômero-positivo) (Figura 13) que se atrasam em relação aos demais durante a 

anáfase; revelando assim a ação de agentes aneugênicos (causam alterações 

cromossômicas numéricas) e clastogênicos (causam alterações cromossômicas 

estruturais). Representa, portanto, um marcador simples, que pode ser examinado 

em preparações citológicas de rotina, sendo a técnica considerada bastante valiosa 
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na avaliação de danos citogenéticos de populações ocupacionalmente expostas a 

agentes mutagênicos e carcinogênicos. A distinção de micronúcleos originados a 

partir de cromossomos inteiros ou fragmentos cromossômicos pode ser feita através 

da técnica de Hibridação Fluorescente in Situ para Micronúcleo (FISHMN) utilizando-

se sondas pan-centroméricas (RABELLO-GAY et al, 1991; LINDBERG et al, 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2 Procedimento Experimental 

 

 Após 20 h em cultura, os linfócitos foram tratados com as diferentes 

concentrações de artesunato (0,5; 1 e 2 µg/mL). Vale ressaltar que além do 

tratamento com a droga, foram realizados também um controle negativo, em que as 

células foram expostas apenas ao meio de cultura e um controle positivo com 0,02 

µg/mL de doxorrubicina, uma droga reconhecidamente genotóxica. Passadas 24 h do 

tratamento (44 h de incubação após o início da cultura), foi adicionado à cultura 3 

µg/mL de citocalasina-B (CtB), substância que bloqueia a citocinese, por inibir a 

Figura 13: Desenho esquemático ilustrando a origem do 
micronúcleo. Em (a), dois micronúcleos, um proveniente 
de fragmento cromossômico acêntrico e outro oriundo de 
cromossomo inteiro; e em (b), a formação de uma ponte 
nucleoplasmática e de um micronúcleo a partir de 
fragmento cromossômico (adaptado de FENECH, 2000). 
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polimerização da proteína actina, responsável pela formação do anel de 

microfilamentos que induz a contração do citoplasma e a formação de duas células 

filhas; sendo de crucial importância para a obtenção de células binucleadas. Após 28 

h com CtB (72 h de incubação após o início da cultura), as células foram transferidas 

para tubos de centrífuga e centrifugadas a 800 rpm por 5 min. O sobrenadante foi 

descartado deixando 0,5 mL para leve homogeneização. Em seguida, foram 

adicionados vagarosamente pela parede do tubo 5 mL de solução hipotônica gelada 

(KCl 0,075 M) e o material novamente homogeneizado e levado para centrifugação a 

800 rpm por 5 min. Após esse processo, o sobrenadante foi descartado deixando 0,5 

ml para homogeneização. Logo em seguida, foram adicionados 5 mL de fixador 5:1 

(5 partes de metanol: 1 parte de ácido acético) recém preparado e 3 gotas de 

formaldeído, o qual  irá auxiliar na preservação do citoplasma; logo então o conteúdo 

foi novamente homogeneizado com cuidado. Em seguida, foi centrifugado mais uma 

vez a 800 rpm por 5 min e o sobrenadante descartado deixando 0,5 mL para a 

ressuspensão. Após esta etapa foram adicionados em leve agitação 5 mL de fixador 

3:1 recém preparado (3 partes de metanol: 1 parte de ácido acético). O conteúdo foi 

novamente homogeneizado e centrifugado a 800 rpm por 5 min. Por fim, o 

sobrenadante foi descartado deixando aproximadamente 400 µL de suspensão no 

tubo para a preparação das lâminas. Para cada lâmina foram utilizadas de 3 a 4 

gotas de suspensão celular, dependendo da quantidade de material. As lâminas 

foram secas à temperatura ambiente e coradas com Giemsa 3 % por 4 min. Por fim, 

a análise de diversos parâmetros como o micronúcleo convencional, o índice de 

divisão nuclear (IDN), a formação de pontes nucleoplasmáticas (PNP) e de brotos 

nucleares (BN) foi realizada em microscópio óptico de luz modelo L2000A BIOVAL 

em aumento de 1000 X. Parte da amostra também foi utilizada para a realização do 

teste de FISHMN, utilizando-se um mix de sondas centroméricas de marcação direta, 

com representantes de todos os cromossomos humanos (Cytocell aquarius), cuja 

análise foi realizada em microscópio de fluorescência modelo BX41 OLYMPUS em 

aumento de 100 X.  
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3.5.3 Critérios Para a Seleção das Células (Fenech, 2000) (Figura 14) 

 

 Mil (1000) células binucleadas com membrana intacta; 

 

 Núcleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais, mesmo padrão 

de coloração e dentro do limite citoplasmático; 

 

 Células claramente distinguíveis das células adjacentes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.4 Análise dos Micronúcleos (MN) 

 

 A análise foi realizada em 1000 células binucleadas para cada um dos 

diferentes grupos avaliados, com os micronúcleos obedecendo aos seguintes 

critérios: apresentar morfologia idêntica a dos núcleos principais; possuir diâmetro 

entre 1/16 até no máximo 1/3 dos núcleos principais; apresentar mesma coloração 

dos núcleos principais, mas ocasionalmente com maior intensidade; não apresentar 

refringências; não estar ligado ou conectado a um dos núcleos principais; e por fim, 

não se sobrepor aos núcleos principais (FENECH, 2000) (Figura 15). 

 

Figura 14: Fotomicrografias ilustrando diversos aspectos de células 
binucleadas (coradas com Giemsa) que se enquadram nos critérios de 
análise. Em (a) núcleos arredondados; (b) núcleos ovais; e (c) mostra o 
limite entre duas células adjacentes (RIBEIRO et al., 2003). 

a c b 
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3.5.5 Análise das Pontes Nucleoplasmáticas (PNP) e dos Brotos Nucleares (BN) 

 

 As freqüências de pontes nucleoplasmáticas e de brotos nucleares foram 

avaliadas em 1000 células binucleadas para cada parâmetro. As PNP correspondem 

a biomarcadores de instabilidade genômica que se expressam como ligações 

contínuas entre os núcleos das células binucleadas e que parecem ser resultantes 

de rearranjos cromossômicos envolvendo mais de um centrômero ou de cromátides 

que migram para pólos opostos da célula durante a anáfase; enquanto que, os brotos 

nucleares, são estruturas semelhantes aos micronúcleos, que, porém estão 

conectados ao núcleo, constituindo importantes indicadores de amplificação gênica 

(FENECH, 2000) (Figura 16).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Fotomicrografias ilustrando células binucleadas 
micronucleadas (coradas com Giemsa) com um (a), dois (b) e seis 
(c) micronúcleos. Todas as células obedecem aos critérios de 
análise para micronúcleo (RIBEIRO et al., 2003). 

a c b 

Figura 16: Fotomicrografias ilustrando duas células binucleadas e uma 
mononucleada (coradas com Giemsa) com PNP e BN. Em (a) observa-se uma 
célula binucleada com duas PNP e um MN, em (b) uma célula binucleada com 
uma PNP e em (c) uma célula mononucleada com um BN (RIBEIRO et al., 
2003). 

a b c 
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3.5.6 Análise do Índice de Divisão Nuclear (IDN) 

 

 O índice de divisão nuclear foi analisado em 500 células a partir da seguinte 

fórmula: IDN = [M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4)] / N, em que M1 à M4 = número de 

células com 1, 2, 3 e 4 núcleos, respectivamente e N = número total de células. Este 

parâmetro é um importante biomarcador utilizado na avaliação dos efeitos 

citostáticos dos agentes em estudo (FENECH, 2000) (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 HIBRIDAÇÃO FLUORESCENTE IN SITU PARA MICRONÚCLEO (FISHMN) 

 

3.6.1 Princípio da Técnica  

 

 A Hibridação Fluorescente In Situ (FISH) é um método baseado na 

propriedade de complementariedade do DNA, característica que torna possível por 

hibridação com sondas específicas (seqüências específicas de DNA ou RNA) a 

detecção e a localização de seqüências de DNA de interesse. É uma técnica 

bastante valiosa na identificação e quantificação de alterações cromossômicas, 

sejam elas numéricas ou estruturais (CHUNG et al, 2002; STAINO-FLORES et al, 

2009). 

Figura 17: Fotomicrografias ilustrando células multinucleadas (coradas com 
Giemsa). Em a: uma célula mononucleada; b: uma tetranucleada; e em c: uma 
célula multinucleada com 5 núcleos (RIBEIRO et al., 2003). 

 

a c b 
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3.6.2 Procedimento Experimental e Análise das Lâminas 

 

              O FISHMN foi realizado utilizando-se um mix de sondas centroméricas de 

marcação direta, com representante de todos os cromossomos humanos (Cytocell 

aquarius). 

 

3.6.2.1 Pré-tratamento das Lâminas 

 

 Após a obtenção das lâminas pelo procedimento do micronúcleo 

convencional, as lâminas separadas para o FISHMN foram primeiramente tratadas 

por 2 min com 2XSSC (Citrato de Sódio Salino) em temperatura ambiente (TA). Em 

seguida, na mesma temperatura, foram submetidas à desidratação em 

concentrações seriais crescentes de etanol 70, 85 e 100 %, por 2 min cada 

passagem e posteriormente levadas para secagem em TA. 

 

3.6.2.2 Desnaturação e Hibridação 

 

              Após a secagem das lâminas, a sonda foi diluída a 30 % em Hibrizol em um 

ambiente com baixa luminosidade, homogeneizada em vórtex e posteriormente 

incubada em banho-maria à 37 ºC por 5 min. Simultaneamente, as lâminas foram 

pré-aquecidas em estufa à 37 ºC também por 5 min. Em sequência, foram aplicados 

10 µL da sonda sobre cada lâmina e em seguida aplicadas as lamínulas. As bordas 

das lâminas foram vedadas com solução rubber e secas em TA. Após este 

procedimento, as amostras na lâmina e a sonda foram desnaturadas 

simultaneamente por aquecimento em placa quente à 75 ºC por 2 min e em 

sequência transferidas para câmara úmida e protegida da luz, e mantidas em estufa 

à 37 °C por aproximadamente 16 h. 
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3.6.2.3 Lavagem Pós-hibridação e Contra-coloração 

 

 Passada a etapa de hibridação, as lâminas foram incubadas em solução de 

0,25 X SSC à 72 ºC por 2 min sem agitação e em seguida deixadas secar em TA. 

Após a secagem, foram incubadas em solução de Tween 20 0,05 %/2 X SSC por 30 

segundos em TA e sem agitação e novamente deixadas secar em TA. Em 

sequência, foi realizada uma contra-coloração com a aplicação de DAPI antifade em 

cada lâmina. Para isso, foram administrados 20 µL de DAPI em cada lâmina, e em 

seguida as lamínulas foram aplicadas, removendo-se quaisquer bolhas que surgirem. 

Por fim, as lâminas foram transferidas para uma câmara úmida, protegida da luz e 

mantidas à 37 ºC por 10 min. 

 

3.6.2.4 Análise das Lâminas 

 

              A análise citogenética molecular foi realizada em microscópio de 

fluorescência OLYMPUS BX41, com filtro triplo DAPI/FITC/TRITC. A captura e a 

análise das imagens foram realizadas pelo programa “Applied Spectral Imaging”. Um 

total de 1000 células binucleadas foi analisado e os micronúcleos presentes foram 

distinguidos de acordo com a presença ou ausência de marcação centromérica, 

sendo classificados como centrômeros-positivos (C+MN) ou centrômeros-negativos 

(C−MN) (Figura 18).  
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Figura 18: Fotomicrografia com diversos padrões de células binucleadas (BIN) analisadas pelo método de FISHMN 
e visualizadas em microscópio de fluorescência. a1: célula BIN marcada com sondas centroméricas específicas; 
a2: mesma célula de a1, porém marcada apenas com DAPI II; b1: célula BIN micronucleada (1 MN) centrômero-
negativa (C-MN); b2: mesma célula de b1, porém marcada apenas com DAPI II; c1: célula BIN micronucleada (4 
MN) centômero-positiva (2 marcações vermelhas mostradas pela seta); e c2: mesma célula de c1, porém marcada 
apenas com DAPI II (adaptado de CHUNG et al, 2002). 
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a1 
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3.7 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE CASP8, CASP9 E CITOCROMO C POR 

IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

3.7.1 Princípio da Técnica 

 

       É um ensaio baseado na reação entre um antígeno, ou seja, uma proteína 

ou qualquer outra molécula de interesse; e um anticorpo, o qual se apresenta 

conjugado com uma molécula fluorescente denominada fluorocromo, composto este, 

que absorve luz em um determinado comprimento de onda e emite em outro maior 

(Figura 19). Um dos fluorocromos mais utilizados nesta técnica é o isotiocianato de 

fluoresceína (FITC), de cor verde, com absorção em 490 nm e emissão em 520 nm. 

A visualização e análise dos resultados obtidos por esta técnica, são realizadas por 

meio de microscópio de fluorescência ou confocal (AOKI et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anticorpo secundário 
marcado 

Anticorpo primário 
Proteínas 

Célula/Tecido 

Figura 19: Desenho esquemático mostrando o princípio da 
técnica de imunofluorescência (http://images.google.com.br) 
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3.7.2 Procedimento Experimental e Análise das Lâminas 

 

3.7.2.1 Fixação das Células 

 

  Após 20 h em cultivo, as células foram tratadas por 24 h com artesunato 2 

μg/mL, que foi a concentração que demonstrou maior efeito nos ensaios citotóxicos e 

genotóxicos realizados anteriormente no laboratório de citogenética humana (MOTA 

et al, 2011). Vale ressaltar que além do tratamento com a droga em estudo, foram 

realizados um controle negativo em que as células foram expostas apenas ao meio 

de cultura (RPMI 1640 suplementado com 20 % FBS e 4 % de Fitohemaglutinina A) 

e um controle positivo com 0,02 µg/mL de doxorrubicina, uma vez que estudos 

demonstram que esta droga é um agente genotóxico e citotóxico que induz morte 

celular pela via das caspases (LUANPITPON, et al. 2012). Passado o tempo de 

tratamento, as células foram centrifugadas à 1000 rpm por 5 min, em seguida 

lavadas três vezes com 1 mL de PBS 1X e então fixadas por 20 min em 1 mL de 

paraformaldeído 4 %. Após o período de fixação, as células foram centrifugadas 

novamente à 1000 rpm por 5 min, o sobrenadante descartado e as mesmas lavadas 

2 vezes com 1 mL de PBS 1X. Posterior à última lavagem, as células foram 

centrifugadas na mesma rotação e tempo das anteriores, o sobrenadante descartado 

e então ressuspendidas em 1 mL de PBS 1X. Deste 1 mL, foram aplicados 200 µL de 

amostra em cada lâmina, as quais foram levadas para secagem em TA de um dia 

para o outro, uma vez que o nosso modelo experimental são células em suspensão. 

Vale ressaltar que as lâminas foram delimitadas com cola de isopor anterior à 

aplicação da amostra, afim de realizar os tratamentos e lavagens.  

 

3.7.2.2 Permeabilização, Bloqueio e Incubação com o Anticorpo Primário 

 

      No dia seguinte, foram realizadas 3 lavagens com PBS 1X, sendo uma rápida 

e duas com agitação por 15 min. Após este processo, as células foram 

permeabilizadas com 150 µL de Triton X-100 0,5 % + DMSO 1 % + Normal Goat 

Serum 5 % em câmara úmida por 10 min em TA em leve agitação. Em seguida, a 
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solução de permeabilização foi removida, e as células bloqueadas com solução de 

BSA 5 % por 50 min em leve agitação. Após o bloqueio, as células foram incubadas 

com 150 µL de anticorpo primário 1:200 (CASP 8 – 8CSP03/sc-56070-mouse 

monoclonal IgG; CASP 9 – p10 F-7/sc-17784-mouse monoclonal IgG2a e Citocromo 

C – 2G8/sc-65396-mouse monoclonal IgG) em câmara úmida, protegido da luz à 4 

ºC de um dia para o outro. Vale ressaltar, que o controle da técnica incubado com 

solução de permeabilização (Triton X-100 0,5 % + DMSO 1 % + Normal Goat Serum 

5 %) também foi realizado.  

 

3.7.2.3 Incubação com o Anticorpo Secundário, Contra-coloração e Montagem das 

Lâminas 

 

      No terceiro dia, o anticorpo primário foi removido e então realizadas três 

lavagens com BSA 5 %, sendo uma rápida e duas de 20 min em leve agitação. Em 

sequência foi realizada a incubação com 150 µL de anticorpo secundário 1:100 (Anti-

Mouse IgG-Fab specific-FITC/SIGMA-Aldrich) em câmara úmida, protegido da luz 

por um período de 2 h à 4 ºC. Passada a incubação com o anticorpo secundário, 

foram realizadas quatro lavagens com PBS 1X, sendo uma rápida e três de 20 min 

em leve agitação, ressaltando que essas lavagens foram realizadas protegidas da 

luz, uma vez que o anticorpo secundário é conjugado com o fluorocromo (FITC). 

Após as lavagens, foi realizada uma contra-coloração com 150 µL de DAPI 

(1:10.000) por 2 min em baixa luminosidade. Após esse processo, o DAPI foi 

removido e realizada uma lavagem com PBS 1X por 10 min em leve agitação e 

protegida da luz. Posteriormente, a cola de isopor utilizada para delimitar a lâmina foi 

removida e então, aplicada uma gota de solução de montagem (FluoromountTM 

Aqueous Mounting Medium-SIGMA F4680) na superfície da lâmina seguida da 

lamínula. Por fim, as lâminas foram deixadas secar protegidas da luz de um dia para 

o outro e então levadas para análise em microscópio de fluorescência OLYMPUS 

BX41, com filtro triplo DAPI/FITC/TRITC. A captura e a análise das imagens foram 

realizadas pelo programa “Applied Spectral Imaging”. Análises qualitativas, com 

captura de imagens e análises quantitativas com a contagem de 300 células foram 
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analisadas, sendo que nesta última, as células foram distinguidas entre marcadas e 

não marcadas. 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para a comparação das freqüências dos vários parâmetros, os resultados 

foram submetidos ao teste de análise de variância (ANOVA), seguido pelo Teste 

Tukey do programa BIOESTAT 5.0 (AYRES et al, 2007). Em todas as análises o 

nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

4 RESULTADOS 

 

  Todos os resultados obtidos no presente estudo foram submetidos em revista 

internacional conceituada (Anexo 2). 

 

4.1 EFEITO DO ARTESUNATO NO ESTRESSE OXIDATIVO DE LINFÓCITOS 

HUMANOS IN VITRO  

 

       O estresse oxidativo foi avaliado por dois ensaios específicos, um que 

quantifica os níveis de O2
- no meio intracelular; e outro que avalia a quantidade de 

nitrito dentro e fora da célula. Desta forma, quando as células foram expostas ao 

ARS por um período de 1 h, observamos que houve um aumento nos níveis 

citosólicos de O2
- em ambas as concentrações estudadas, sendo mais expressivo e 

estatisticamente significativo em relação ao controle, na concentração de 1 µg/mL (p 

<0,05), como pode ser constatado logo abaixo na figura 20. 
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       No que diz respeito à avaliação dos níveis de nitrito total, demonstrou-se que 

o artesunato também induziu um aumento estatisticamente significativo em relação ao 

controle (p <0,05), na quantidade deste composto em nosso modelo de estudo nas 

duas concentrações testadas (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Efeito do artesunato (ARS) nos níveis de ânion superóxido em cultura de 
linfócitos humanos analisado pelo ensaio do NBT no período de 1 h. *p <0,05 
(ANOVA/pós-teste Tukey) em relação ao controle. 

ARS (µg/mL) 

* 
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4.2 EFEITO DO ARTESUNATO NA TAXA DE MICRONÚCLEOS EM CULTURA DE 

LINFÓCITOS HUMANOS  

 

       Quanto ao teste do micronúcleo observou-se que o artesunato induziu um 

aumento significativo (p<0,01) na freqüência de MN apenas na concentração de 2 

µg/mL. O controle negativo também diferiu significativamente (p<0,01) do positivo 

(doxorrubicina) (Figura 22). 

 

 

 

 

 

* 

ARS (µg/mL) 

Figura 21: Efeito do artesunato (ARS) nos níveis totais de nitrito em cultura de linfócitos 
humanos analisado pelo teste do Nitrito no período de 1 h. *p <0,05 (ANOVA/pós-teste 
Tukey) em relação ao controle. 
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  Com relação aos outros parâmetros analisados pelo teste do MN, foi 

demonstrado um aumento na indução de PNP das células em estudo, porém, com 

diferença estatística (p<0,05) somente na concentração de 2 µg/mL em relação ao 

controle (Figura 23). Diferença estatística (p<0,01) neste parâmetro também foi 

encontrada entre o controle negativo e o positivo (doxorrubicina). No que diz respeito 

aos BN, observou-se um comportamento semelhante ao das PNP, porém, neste 

caso, o artesunato induziu um aumento estatisticamente significativo nas taxas de 

BN tanto na concentração de 1 µg/mL (p<0,05), quanto de 2 µg/mL (p<0,01). Não 

houve diferença estatística entre o controle negativo e o positivo (doxorrubicina) 

(Figura 24). 

 

 

Figura 22: Efeito do artesunato (ARS) em cultura de linfócitos humanos analisados pelo 
teste do micronúcleo. *p <0,01 em relação ao controle, #p <0,01 (0,5 µg/mL vs. 2 µg/mL) 
e $p <0,05 (1 µg/mL vs. 2 µg/mL) (ANOVA/pós-teste Tukey). Média de 3 (três) 
experimentos. 
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Figura 23: Efeito do artesunato (ARS) na indução de PNP em cultura de linfócitos 
humanos analisado pelo teste do micronúcleo. **p <0,01; *p <0,05 em relação ao 

controle, 
##

p <0,01 (0,5 µg/mL vs. 2 µg/mL) e 
#
p <0,05 (0,5 µg/mL vs. 1 µg/mL) 

(ANOVA/pós-teste Tukey). Média de 3 (três) experimentos. 

Figura 24: Efeito do artesunato (ARS) na indução de BN em cultura de linfócitos 
humanos analisado pelo teste do micronúcleo. **p <0,01; *p <0,05 em relação ao 

controle, 
##

p <0,01 (0,5 µg/mL vs. 2 µg/mL); 
#
p <0,05 (0,5 µg/mL vs. 1 µg/mL) e 

$
p 

<0,01 (1 µg/mL vs. 2 µg/mL) (ANOVA/pós-teste Tukey). Média de 3 (três) 
experimentos. 
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  Quanto ao IDN, verificou-se uma tendência na diminuição da taxa de divisão 

nuclear dos linfócitos nas concentrações de 1 e 2 µg/mL de artesunato, no entanto, 

não houve diferença significativa em relação ao controle negativo (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Na figura 25, pode-se observar o aspecto das células binucleadas de 

linfócitos humanos obtidas no presente estudo, as quais foram analisadas dentro dos 

critérios de avaliação exigidos pelo teste do micronúcleo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Efeito do artesunato (ARS) no índice de divisão nuclear (IDN) de 
linfócitos humanos analisado pelo teste do micronúcleo. 

p>0,05 (ANOVA). 

Figura 25: Fotomicrografias de células de linfócitos humanos 
obtidas no presente estudo após o tratamento com o artesunato e 
a realização do teste do micronúcleo convencional. a: uma célula 
binucleada com um MN; b: uma célula binucleada com um BN; e 
em c, d, e, f: células com um, dois, três e quatro núcleos 
respectivamente. 

a b 

c d e f 
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4.3 EFEITOS GENOTÓXICOS (CLASTOGÊNICIDADE E ANEUGÊNICIDADE) DO 

ARTESUNATO EM LINFÓCITOS HUMANOS AVALIADOS PELO TESTE DE 

FISHMN 

 

     Como pode ser observado na figura 26, após o tratamento dos linfócitos 

com o artesunato, observamos que houve um aumento estatisticamente 

significativo (p<0,05), tanto nas taxas de MN C-, quanto de MN C+ em todas as 

concentrações avaliadas em relação ao controle negativo, sendo dependente da 

concentração para a formação de MN C-. Demonstrou-se ainda, diferença 

estatística (p<0,01), entre as taxas de MN C- e C+, evidenciando-se um 

comportamento clastogênico e aneugênico da droga, sendo o primeiro, 

predominante em relação ao segundo, uma vez que os níveis de MN C- foram 

maiores que os de MN C+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

** 

Figura 26: Efeito clastogênico e aneugênico do artesunato (ARS) em cultura de linfócitos 
humanos analisado pelo ensaio do FISHMN. *p<0,01 em relação ao seu respectivo controle; 
$$p<0,01; $p<0,05; #p<0,01 (MN C-: 2 µg/mL vs. 1 µg/mL) (ANOVA/pós-teste Tukey). Média 
de 3 (três) experimentos. 
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Na figura 27, observam-se células binucleadas de linfócitos humanos obtidas no 

presente estudo pelo ensaio de FISHMN, as quais foram analisadas de acordo com 

os padrões exigidos por este teste. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Fotomicrografia de células de linfócitos humanos obtidas no presente estudo após o 
tratamento com o artesunato, realização do teste de FISHMN e visualização em microscópio de 
fluorescência. a e b: células BIN sem MN; c e d: células BIN com C+MN; e e f: células BIN com C-MN.    
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4.4 EFEITO DO ARTESUNATO NA EXPRESSÃO DE CASP8, CASP9 E 

CITOCROMO C POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

        Após 24 h de tratamento com ARS, foi observado que os linfócitos 

apresentaram um aumento significativo na expressão de CASP 8 em relação ao 

controle negativo (p<0,01). Efeito semelhante foi encontrado com o tratamento com 

doxorrubicina, a qual foi utilizada como controle positivo (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figura 28: Efeito do artesunato (ARS) na expressão da CASP 8 em cultura de 
linfócitos humanos analisado por imunocitoquímica. *p <0,01 (ANOVA/pós-teste 
Tukey) em relação ao controle. 300 células com marcação positiva foram 
analisadas em cada concentração. Média de 3 (três) experimentos. 
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          Os dados quantitativos mostrados acima estão de acordo com os 

qualitativos (Figura 29), uma vez que o número de células marcadas após a 

exposição com o ARS e com a doxorrubicina, foi maior que o observado em células 

não expostas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Quando os linfócitos foram avaliados quanto à expressão de CASP 9 e 

Citocromo C, que são proteínas chave na ativação da via intrínseca da apoptose, 

pudemos observar que o ARS também apresentou um efeito estatísticamente 

significativo em relação ao controle negativo (p<0,01) na expressão destas 

moléculas, sendo a expressão de Citocromo C até mesmo maior em relação à 

doxorrubicina (p<0,01) (Figura 30 e 31). Semelhantemente ao observado no ensaio 

da CASP 8, a doxorrubicina também proporcionou aumento na expressão de CASP 

9 e Citocromo C (p<0,01).  

 

 

 Figura 29: Fotomicrografias de células de linfócitos humanos obtidas no presente estudo 
por imunocitoquímica de fluorescência, mostrando o efeito do artesunato (ARS) na 
expressão da CASP 9 após 24 h de tratamento. As setas indicam marcação positiva em 
verde. 
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Figura 30: Efeito do artesunato (ARS) na expressão da CASP 9 em cultura de 
linfócitos humanos analisado por imunocitoquímica. *p <0,01 em relação ao 

controle e 
$
p <0,05 (ANOVA/pós-teste Tukey). 300 células com marcação positiva 

foram analisadas em cada concentração. Média de 3 (três) experimentos. 

Figura 31: Efeito do artesunato (ARS) na expressão da Citocromo C em cultura de 
linfócitos humanos analisado por imunocitoquímica. *p <0,01 em relação ao 

controle e 
$
p <0,01 (ANOVA/pós-teste Tukey). 300 células com marcação positiva 

foram analisadas em cada concentração. Média de 3 (três) experimentos. 
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Quando comparamos estes dados com os resultados qualitativos, é 

possível perceber que eles se correlacionam, uma vez que se pode observar um 

número maior de células marcadas para CASP 9 e Citocromo C nos grupos 

tratados (ARS e doxorrubicina) em relação ao grupo não exposto à tratamento 

(Figuras 32 e 33).          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Fotomicrografias de células de linfócitos humanos obtidas no presente estudo por 
imunocitoquímica de fluorescência, mostrando o efeito do artesunato (ARS) na expressão da 
CASP 9 após 24 h de tratamento. As setas indicam marcação positiva em verde. 
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Figura 33: Fotomicrografias de células de linfócitos humanos obtidas no presente estudo por 
imunocitoquímica de fluorescência, mostrando o efeito do artesunato (ARS) na expressão do 
Citocromo C após 24 h de tratamento. As setas indicam marcação positiva em verde. 
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5 DISCUSSÃO 

 

   A malária é uma das doenças parasitárias mais sérias e difundidas no 

mundo havendo inúmeras drogas utilizadas em seu tratamento (WHO, 2008). A 

literatura especializada tem demonstrado muitos estudos a respeito da avaliação 

genotóxica e citotóxica de medicamentos antimaláricos em geral, apesar disto, e a 

despeito da artemisinina e seus derivados (artesunato e artemeter) serem utilizadas 

como drogas de primeira escolha no tratamento da malária, ainda hoje, não existem 

muitos trabalhos que demonstrem in vitro os mecanismos pelos quais estas drogas 

atuam nas células em geral (BOARETO et al, 2008; WHITE, 2008).  

 

   Em estudos prévios realizados no laboratório de citogenética humana, foi 

demonstrado que o artesunato (ARS) induz danos genotóxicos e citotóxicos no DNA 

de linfócitos humanos em cultura (MOTA et al., 2011). Apesar destes achados, os 

mecanismos indutores de tais efeitos não foram devidamente caracterizados devido 

a limitações das técnicas utilizadas. Assim, o presente estudo pretendeu caracterizar 

in vitro os efeitos genotóxicos e citotóxicos do artesunato em cultura de linfócitos de 

sangue periférico humano utilizando-se técnicas como FISHMN, ensaios de estresse 

oxidativo e imunocitoquímica por imunofluorescência. 

 

  O estresse oxidativo é um importante fenômeno indutor de danos ao DNA. 

Assim, quando os linfócitos periféricos foram avaliados em relação a tal parâmetro, 

observamos que o ARS induziu um aumento significativo tanto nos níveis citosólicos 

de ânions radicais superóxidos (O2
-) (p <0,05), quanto na quantidade total de nitrito 

(p <0,05) (Figuras 20 e 21), o que demonstra um claro efeito desta droga na indução 

de estresse oxidativo em nosso modelo experimental. De acordo com Moshage et al. 

(2009), o óxido nítrico pode reagir com O2
-, formando peroxinitrito, um composto 

extremamente reativo e tóxico para as células, o qual é capaz de nitrosilar resíduos 

de tirosina, levando a formação de proteínas modificadas ou com suas funções 

inibidas, além de causar danos ao DNA. 
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   Nossos resultados estão de acordo com Li et al. (2008), os quais 

demonstraram que de fato, o artesunato apresenta a capacidade de produzir 

espécies reativas de oxigênio (radicais hidroxila e ânions radicais superóxidos) em 

determinadas células por meio da reação de Fenton Fe (II). E segundo os mesmos 

autores, tais radicais podem causar danos oxidativos no DNA e, estes, por sua vez, 

podem induzir quebras de fitas simples e duplas nesta molécula, o que 

consequentemente poderá levar à apoptose. 

 

   Outro achado interessante no que diz respeito à participação do artesunato 

no estresse oxidativo pode ser visto no trabalho de Gopalakrishnan & Kumar (2015) 

que demonstraram que esta droga (artesunato) induz a produção de ROS por meio 

da ativação da enzima NADPH oxidase, a qual está envolvida na produção de O2
-. 

Os resultados destes autores corroboram com os encontrados no presente estudo, 

uma vez que o artesunato em nossas condições experimentais induziu claramente 

um aumento nos níveis de O2
- nos linfócitos em cultura. 

 

  Cheng et al. (2013), também demonstraram em seus estudos o efeito do 

artesunato no estresse oxidativo. Tais autores observaram que esta droga induz a 

formação de espécies reativas de oxigênio e outros radicais livres em diferentes 

modelos experimentais, incluindo células endoteliais vasculares humanas. Eling et al. 

(2015) em seu trabalho com células cancerígenas de pâncreas também observaram 

a produção de radicais livres estimulada por artesunato.  

 

  Radicais livres, principalmente, o radical hidroxila (•OH), o mais reativo e 

lesivo radical conhecido (o último a ser produzido na cascata de formação de ROS à 

partir de O2
-), podem causar danos irreversíveis na molécula de DNA. O •OH, 

apresenta grande afinidade pela base nitrogenada guanina, gerando 8-hidroxi ou 8-

oxoguanina, metabólitos considerados mutagênicos. Como resultado destes eventos, 

o radical hidroxila, induz quebra na molécula de DNA, ligações cruzadas entre as 

fitas, e ainda, modificações de bases nitrogenadas, o que poderá levar à mutações e 

apoptose (VASCONCELOS et al., 2007). 
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Em análises de microarrays, Youns et al. (2009) também observaram 

redução na expressão de SOD1 em células pancreáticas tratadas com artesunato e 

aumento na expressão desta enzima nas células tratadas com artemisinina. 

Segundo estes autores, é possível que a artemisinina tenha um maior potencial em 

gerar estresse oxidativo que o artesunato. Segundo Effert et al. (2003) e Effert & 

Volm (2005), células tumorais podem também apresentar resistência ao artesunato 

devido a expressão induzida de genes antioxidantes, porém esta hipótese deve ser 

futuramente melhor estudada.  

 

   Investigamos ainda os efeitos genotóxicos do artesunato quanto à 

clastogenicidade e aneugenicidade desta droga. Nossos resultados demonstraram 

pelo ensaio do MN convencional que o ARS induziu um aumento significativo (p 

<0,01) na taxa de micronúcleos em linfócitos apenas na maior concentração (2 

µg/mL) (Figura 22). Para avaliar se estes MN são provenientes de quebras 

cromossômicas ou de cromossomos inteiros, foi realizado o ensaio de FISHMN. 

Desta forma, quando as células foram expostas ao ARS e avaliadas pelo ensaio de 

FISHMN, observou-se um aumento estatisticamente significativo (p <0,05), tanto nas 

taxas de C-MN, quanto de C+MN em todas as concentrações avaliadas, com 

predominância estatística para C-MN (Figura 26). Estes achados evidenciam que o 

efeito genotóxico do artesunato se caracteriza por um comportamento tanto 

clastogênico, quanto aneugênico em linfócitos humano in vitro, sendo o primeiro, 

predominante em relação ao segundo, uma vez que os níveis de C-MN foram 

maiores que os de C+MN.  

 

   Nossos achados estão de acordo com Aquino et al. (2011), os quais 

verificaram in vivo, que o artesunato em baixas concentrações (5 mg/Kg), induziu 

danos genotóxicos significativos em células de fígado de rato. Neste mesmo estudo, 

também in vivo, os autores observaram que em altas concentrações (50 e 100 

mg/Kg), esta droga apresentou efeito clastogênico nas células da medula óssea do 

animal. Estes resultados, segundo os autores, sugerem bastante cautela quanto ao 
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uso prolongado ou de altas doses de artesunato por humanos submetidos a 

tratamento de qualquer tipo com esta droga. 

 

  Além do trabalho in vivo, Aquino et al. (2013) também estudaram os efeitos 

genotóxicos do artesunato em HepG2, uma linhagem de células de hepatoma 

humano. Neste estudo, os autores verificaram que o ARS induziu danos genotóxicos 

em concentrações bem similares (2,5, 5 e 10 µg/mL) às utilizadas no presente 

trabalho após 24 h de exposição. 

 

  De acordo com Li et al. (2008), o artesunato aumenta os níveis de γ-H2AX 

em células CHO-9, ainda que em concentrações maiores que as utilizadas em nosso 

estudo. Segundo estes mesmos autores, γ-H2AX é considerado um marcador para a 

formação de quebras de fita dupla de DNA, o que pode explicar o fato da taxa de C- 

MN ter sido maior que a de C+MN nos linfócitos expostos ao ARS no presente 

trabalho, uma vez que este tipo de MN é formado por quebras cromossômicas, no 

entanto, tal hipótese requer comprovação. 

 

Kryscio et al. (2001), em estudo baseado na avaliação genotóxica de 

minérios de urânio em linfócitos de trabalhadores expostos a este agente por longo 

prazo, sugerem que as baixas percentagens de C+MN encontradas nestes 

indivíduos podem representar importantes biomarcadores de instabilidade genômica 

e predisposição ao câncer. Outro estudo de Senthilkumar et al. (2015), 

demonstraram que indivíduos expostos ao composto isocianato de metil 

apresentaram um aumento na taxa de micronúcleos. Segundo estes autores, tais 

achados sugerem que estes indivíduos apresentam grande susceptibilidade ao 

câncer. 

 

  Em nosso estudo observamos ainda um aumento no índice de pontes 

nucleoplasmáticas (PNP) e de brotos nucleares (BN) nas células tratadas com 

artesunato. Contudo, este aumento no que diz respeito às PNP só foi 

estatisticamente significativo (p<0,05) na concentração de 2 μg/mL quando 



 56 

comparado ao controle (Figura 23). Quando avaliado o efeito do artesunato na 

indução de BN, verificamos que esta droga induziu um aumento estatisticamente 

significativo nas taxas de BN tanto na concentração de 1 μg/mL (p<0,05) quanto de 2 

μg/mL (p<0,01) (Figura 24). As PNP correspondem a biomarcadores de instabilidade 

genômica que se expressam como ligações contínuas entre núcleos de células 

binucleadas e que parecem ser resultantes de rearranjos cromossômicos complexos 

envolvendo mais de um centrômero. Presume-se que elas ocorram quando os 

centrômeros de cromossomos dicêntricos são puxados para pólos opostos das 

células durante a anáfase. Já os BN, são estruturas semelhantes aos micronúcleos, 

que, porém, estão conectados ao núcleo, constituindo importantes indicadores de 

amplificação gênica (FENECH, 2006). 

 

   Nossos resultados indicam que o artesunato induz mudanças complexas 

nos cromossomos das células tratadas. Nossa hipótese é que as quebras de fita 

simples de DNA induzidas pelo artesunato (detectadas pelo ensaio do cometa em 

estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa) não estejam sendo 

reparadas e consequentemente estejam sendo convertidas em quebras de fita dupla. 

Estes danos podem evoluir para alterações cromossômicas estruturais 

(NATARAJAN, 2002) e por fim, levar à formação das pontes nucleoplasmáticas 

observadas. Esta hipótese é reforçada pelo que já foi exposto acima no trabalho de 

Li et al. (2008), os quais observaram que o ARS aumenta os níveis do biomarcador 

para quebras de fita dupla de DNA γ-H2AX em células CHO-9. Outro estudo que 

reforça o efeito do artesunato na formação de quebras de fita dupla de DNA é o de 

Berdelle et al. (2011), que demonstraram que esta droga induz danos oxidativos no 

DNA de linhagem de células de glioblastoma humano (LN-229), uma vez que o 

artesunato também aumenta os níveis de γ-H2AX nestas células. 

 

  No presente estudo, não encontramos redução significativa no índice de 

divisão nuclear (IDN) das células (Tabela 1). Em outras palavras, efeitos citostáticos 

induzidos pelo artesunato não foram detectados em nossas condições 

experimentais. No entanto, modificações na cinética do ciclo celular induzidas pelo 
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artesunato já foram observadas por outros autores. Veerasubramanian et al. (2006) 

demonstraram que o artesunato em concentrações similares às utilizadas em nosso 

estudo, apresenta a capacidade em reduzir a proliferação de linfócitos. 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 não seja um parâmetro sensível para a detecção de efeitos 

citostáticos nas condições avaliadas. 

 

  Mudanças na cinética do ciclo celular envolvendo a artemisinina, composto 

natural de onde é extraído o artesunato e dihidroartemisinina (DHA), metabólito ativo 

da artemisinina, também foram encontradas por Hou et al. (2008). Estes autores 

observaram que a artemisinina e a DHA após o ensaio de MTT, induziram uma 

redução significativa (de 84,7 para 15,5 % - p<0,01) na viabilidade das células 

HepG2 em concentrações entre 1 e 100 μM após 48 h de tratamento. Ainda neste 

mesmo estudo foi observado que após o tratamento de HepG2 com artemisinina nas 

concentrações de 10, 25, e 50 μM, houve um aumento no número de células na fase 

G1 do ciclo celular em comparação às células não tratadas. Estes resultados 

mostram claramente que estas substâncias estão diminuindo a proliferação e 

induzindo parada do ciclo celular nestas células. 

 

  Mota et al. (2011) observaram em seus estudos que o artesunato é uma 

droga genotóxica e citotóxica com grande potencial mutagênico, que induz apoptose 

em linfócitos humanos in vitro; porém, não demonstraram qual via estaria induzindo 

este tipo de morte celular.  Assim, observou-se no presente estudo que o tratamento 

das células com artesunato, aumentou de forma significativa (p <0,01) a expressão 

de CASP 8 (Figuras 28 e 29), CASP 9 (Figuras 30 e 32), e citocromo C (Figuras 31 e 

33); o que demonstra que o ARS induz apoptose nos linfócitos, tanto pela via 

extrínseca, constatada pelo aumento na expressão de CASP 8, quanto pela via 

intrínseca, devido ao aumento na expressão de CASP 9 e citocromo C.  
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  A apoptose é um regulador chave para o controle do crescimento fisiológico 

e para a regulação homeostática de tecidos expostos a determinados agentes 

(AQUINO et al., 2013). As artemisininas vêm ganhando destaque como potenciais 

drogas antineoplásicas. Por exemplo, um trabalho realizado por Li et al. (2009) 

mostrou que o artesunato exerce atividade anticancerígena in vitro. Tais autores 

demonstraram que esta droga tem a capacidade de bloquear o ciclo de células 

SP2/0 (mieloma de ratos) na fase G0/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 metabólitos do artesunato, inibe a proliferação e induz apoptose em células 

de câncer pancreático de camundongos, tanto na condição in vivo quanto in vitro. 

Segundo Nam et al. (2007), a capacidade da artemisinina e seus derivados em 

induzir apoptose é uma das principais características que os destaca como 

potenciais agentes quimioterápicos. 

 

  De acordo com Mercer et al. (2007), a morte celular induzida por 

endoperóxidos, tais como o artesunato, é uma conseqüência da ativação de pontes 

endoperóxidas, condição esta que resulta na liberação de espécies reativas de 

oxigênio e outros radicais livres, substâncias responsáveis pela ativação da via 

apoptótica dependente de caspases. Neste contexto, Mota et al. (2011) sugerem que 

além de provavelmente serem responsáveis pelos efeitos genotóxicos, os radicais 

livres produzidos pelo ARS, também poderiam estar induzindo a morte celular 

observada nos linfócitos. E de fato, esta hipótese parece ser verdadeira, uma vez 

que o ARS induziu a produção de ânions radicais superóxidos e nitrito em linfócitos 

humanos no presente trabalho. 

 

  Foi observado no trabalho de Hou et al. (2008) que a artemisinina e a 

dihidroartemisinina induzem citotoxicidade em células HepG2 expostas por 48 h, 

inibindo a proliferação e ativando apoptose por meio de CASP 3, uma caspase 



 59 

efetora que pode ser clivada tanto por CASP 8 quanto por CASP 9 levando à morte 

apoptótica.  

 

   Adicionalmente, Aquino et al. (2013), demonstraram efeitos genotóxicos da 

artemisinina e artesunato em células HepG2 nas concentrações de 7,5; 10 e 20 

μg/mL após 24 h de exposição. Porém neste mesmo estudo quando avaliada a 

expressão de CASP 3, não foi observado aumento estatisticamente significativo na 

expressão deste gene, o que sugere segundo os autores, que estas drogas em 

HepG2, podem alterar de certa forma o ciclo celular, porém não induzem a apoptose. 

Este resultado discordante de Aquino et al. (2013) em relação ao de Hou et al. 

(2008), pode ser também devido ao menor tempo de exposição à droga no estudo do 

primeiro (24 h). Estes resultados estão de acordo com os mostrados no presente 

estudo, uma vez que o artesunato em nossas condições experimentais estimulou um 

aumento na expressão de CASP 8 e CASP 9 em linfócitos humanos em cultura, 

sendo que ambas moléculas ativam CASP 3. 

 

  Mercer et al. (2011) observaram em linhagens de células HeLa que o 

artesunato induz aumento na expressão de CASP 3 e CASP 7. Demonstraram ainda 

que esta droga estimula a liberação de citocromo C, o qual consequentemente ativa 

CASP 9, levando à ativação da via intrínseca da apoptose. Interessantemente 

também demonstraram que estes efeitos citotóxicos que levam a morte podem ser 

devido à interação do grupo endoperóxido, presente no artesunato, com o 

grupamento heme durante o metabolismo mitocondrial gerando ROS; e que estas 

ROS seriam as responsáveis pelos efeitos citotóxicos encontrados.  

 

   Nossos resultados estão de acordo com o trabalho citado acima, uma vez 

que o artesunato aumentou a expressão de CASP 9 e citocromo C em nosso modelo 

de estudo, sugerindo a participação da via intrínseca da apoptose. Em nosso 

trabalho também observamos a participação da via extrínseca por meio da ativação 

de CASP 8. 
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Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o artesunato induz 

efeitos genotóxicos com comportamento clastogênico e auneugênico em linfócitos 

humanos. Demonstraram ainda, que esta droga é citotóxica e induz apoptose tanto 

pela via extrínseca, quanto pela via intrínseca nas células em estudo. E por fim, que 

o artesunato induz estresse oxidativo em linfócitos humanos em nossas condições 

experimentais. Uma das grandes preocupações que surge a partir dos resultados 

encontrados no presente estudo, é a de que as modificações induzidas no DNA 

(efeito genotóxico) dos indivíduos que são submetidos a tratamento com o 

artesunato possam resultar em um aumento no risco de carcinogênese nestes 

pacientes. Além disto, a morte celular (efeito citotóxico) induzida por esta droga 

poderia desencadear doenças imunes ou promover infecção crônica; e tais 

disfunções imunes poderiam influenciar no desenvolvimento e progressão do câncer 

(SHENKER et al, 2000; ARARAGI, 2003). 

 

  A partir dos resultados encontrados no presente estudo é possível inferir que 

o artesunato induz a formação de ROS e outros radicais livres e que estas 

substâncias estão causando danos no DNA dos linfócitos humanos em cultura. 

Assim, as células com o DNA danificado, não sendo capazes de reverter tal 

condição, ativam a apoptose pelas vias extrínseca e intrínseca.  

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

 O artesunato induz estresse oxidativo em linfócitos humanos por meio da 

formação de ânion radical superóxido e nitrito; 

 

 O artesunato aumenta a frequência tanto de MN C-, quanto de MN C+ em 

linfócitos humano, o que caracteriza que esta droga apresenta tanto 

comportamento clastogênico, quanto aneugênico; 

 
 O artesunato induz um aumento na taxa de PNP e BN em linfócitos 

humanos;  
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 O artesunato não apresenta efeito no índice de divisão nuclear de linfócitos 

humanos;  

 

 O artesunato induz morte apoptótica tanto pela via extrínseca (aumento na 

expressão de CASP8) quanto pela via intrínseca (aumento na expressão de 

CASP 9 e Citocromo C) em linfócitos humanos. 
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ANEXO 1 
 

               Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

 
CARACTERIZAÇÃO IN VITRO DOS EFEITOS GENOTÓXICOS E CITOTÓXICOS DA 

DROGA ANTIMALÁRICA ARTESUNATO EM LINFÓCITOS HUMANOS 
 

 As seguintes informações estão sendo fornecidas para sua participação 

voluntária neste estudo. 

 

 O Laboratório de Citogenética Humana do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Pará está desenvolvendo uma pesquisa que visa detectar os 

efeitos in vitro das drogas antimaláricas artesunato no DNA de indivíduos sadios. O 

artesunato já é usado rotineiramente no tratamento da malária, ainda assim, é 

importante aumentar os conhecimentos a respeito da ação desta droga no material 

genético de humanos, pois só assim se poderá minimizar ou eliminar a possibilidade do 

desenvolvimento de efeitos secundários indesejáveis sobre a saúde dos indivíduos. 

 

 Será obtida uma amostra de seu sangue (10 ml) através de punção venosa. A 

obtenção de seu sangue para a pesquisa pode implicar em riscos, tais como: dor e/ou 

hematoma local. No entanto, tais riscos são mínimos, uma vez que a coleta será 

realizada por profissional qualificado.  O sangue coletado primeiramente será tratado 

in vitro com a droga artesunato, em seguida, ele será utilizado para análise de dano ao 

DNA, testes de estresse oxidativo e imunofluorescência. Não há benefício direto para o 

participante. Trata-se de estudo experimental testando a hipótese de que o artesunato 

tem a capacidade de danificar o DNA em tubos de ensaio. Somente ao final do estudo, 

poderemos identificar a presença de algum benefício. 

 

 Em qualquer etapa do estudo, você ou seu responsável terão acesso aos 

profissionais relacionados com a pesquisa para esclarecimento de dúvidas. Os 

principais pesquisadores são os Prof. Dr. Marcelo de Oliveira Bahia e Prof. Dr. Rommel 

Burbano que podem ser encontrados no Laboratório de Citogenética Humana do 
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Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Pará, Av. Augusto Correa, 

01, Belém – PA, telefones (091)3201-7102. 

 

O Comitê de Ética ao qual o projeto está sendo submetido para análise e 

apreciação tem como endereço: Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de Ciências 

da Saúde da Universidade Federal Pará (CEP-ICS/UFPA), Complexo de Sala de 

Aula/ICS, Sala 14, Campus Universitário, nº 01, Guamá, CEP: 66075-110, Belém, Pará. 

Tel.: 3201-7735, E-mail: cepccs@ufpa.br; para maiores esclarecimentos.  

----------------------------------------------------------------------- 

 Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informações que li ou 

que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “CARACTERIZAÇÃO IN VITRO DOS 

EFEITOS GENOTÓXICOS E CITOTÓXICOS DA DROGA ANTIMALÁRICA 

ARTESUNATO EM LINFÓCITOS HUMANOS”. 

 

 Eu discuti com o Dr. Marcelo de Oliveira Bahia sobre minha decisão de participar 

do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as 

garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também 

que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a 

tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar 

deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou 

durante o processo, sem penalidades, prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu 

possa ter adquirido. 

 

___________________________________________ __________/____/____ 

Assinatura do voluntário 

 

 Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

esclarecido deste voluntário ou representante legal para a participação neste estudo. 

__________________________________________ _________/____/____ 

Prof. Dr. Marcelo de Oliveira Bahia 

Fone: (91) 3226-8298/98869-8332 

mailto:cepccs@ufpa.br
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ANEXO 2 
 

        Submissão da Tese na Revista Environmental and Molecular Mutagenesis 
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