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Resumo

O tratamento para combater a Malaria, recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), ¢ feito com medicamentos derivados da artemisinina (tais como o artesunato), o
principio ativo extraido da Artemisia annua. Com base nesta informaggo, foi avaliado neste
projeto o potencial genotoxico da artemisinina (ATM) e do artesunato (ART) em células
HepG2 (Human hepatocellular liver carcinoma cell line), in vitro, além da investiga¢do do
potencial genotoxico e/ou mutagénico do artesunato, em células de camundongos in Vivo.
Nestas analises foram utilizados o ensaio cometa ¢ o teste de micronucleo, para a verificacio
da genotoxicidade e mutagenicidade; nos ensaios in vitro, também foram realizados testes de
citotoxicidade e analise da expressio dos genes SODI1 e Casp3. Nos ensaios in Vivo,
utilizando camundongos tratados com ART, foi verificado através do Ensaio Cometa que, nas
células de sangue periférico, apenas a maior dose testada (2000mg/kg) foi genotoxica, quando
comparada ao grupo controle negativo. Ja nas células de figado, as doses de Smg, 50mg e
2000mg/kg mostraram-se genotoxicas, com p<0,05. Quanto a mutagenicidade, os tratamentos
com ART nas doses de 50mg, 100mg e 2000mg/kg apresentaram aumento significativo no
numero de células micronucleadas em relagdo ao grupo controle. Nos testes in Vvitro, os
resultados do ensaio cometa com a ATM e o ART mostraram um aumento significativo
(p<0,001) no niamero de células com danos no DNA, em relagdo ao controle negativo, em
todos os tratamentos e para ambas as substancias, o que indica um efeito genotdoxico da ATM
e do ART. Ja na analise da expressdo génica, houve um aumento na expressio de Caspase 3,
nas células tratadas com as duas substincias, porém, a expressdo de SOD1 foi maior em
células tratadas com ATM, enquanto nas células tratadas com o ART, houve uma diminuigao
na expressdo deste gene. Apesar da analise da expressdo génica ndo ter atingido significancia
estatistica na concentragdo de ATM e ART estudadas, elas ajudam a entender um pouco do
mecanismo de acdo destas substancias. Os resultados obtidos permitem concluir que, tanto o
ART quanto a ATM, produziram efeitos genotoxicos em células metabolizadoras, além de
apresentar efeitos citotdxicos e, in vitro, ndo alteraram estatisticamente a expressio de RNAm
do gene Casp3, proteina efetora na cascata apoptotica e também o SODI, gene que produz
enzimas antioxidantes, podendo indicar que em concentragdes maiores, a citotoxicidade
encontrada pode ter relacdo com os elevados danos no DNA que, por sua vez, desencadeiam a

via de apoptose e citotoxicidade.



Abstract

The treatment to combat malaria, recommended by the World Health Organization (WHO), is
done with drugs artemisinin derivatives (such as artesunate), the active ingredient extracted
from Artemisia annua. Based on this information, and the lack of data on genotoxicity of
these compounds in mammalian cells, was evaluated in this project the genotoxic potential of
artemisinin (ATM) and artesunate (ART) in HepG2 cells (Human Hepatocellular liver
carcinoma cell line), in vitro as well as investigating the potential genotoxic and / or
mutagenic of artesunate, in mice in vivo. In these tests we used the comet assay and
micronucleus test, to check the genotoxicity and mutagenicity, in vitro assays were also
performed cytotoxicity tests and analysis of genes expression SOD1 and Casp3. In vivo tests
using mice treated with ART, was determined using the Comet assay that in peripheral blood
cells, only the highest dose tested (2000mg/kg) was genotoxic when compared to negative
control group. Already in the liver cells, doses of Smg, 50mg and 2000mg/kg were shown to
be genotoxic, p <0.05. For mutagenicity, treatment with ART in doses of 50mg, 100mg and
2000mg/kg showed a significant increase in the number of micronucleated cells in the control
group. In vitro tests, the results of the comet assay with the ATM and ART showed a
significant increase (p <0.001) in the number of cells with DNA damage, compared to
negative control in all treatments and for both substances, the indicates that a genotoxic effect
of ATM and ART. The analysis of gene expression, there was an increase in the expression of
Caspase 3, in cells treated with both substances, however, the expression of SOD1 was higher
in cells treated with ATM, whereas in cells treated with ART, there was a decrease in
expression of this gene. Although the analysis of gene expression did not reach statistical
significance in the concentration of ATM and ART studied, they help to understand a little of
the mechanism of action of these substances. The results showed that both the ART and the
ATM, produced genotoxic effects in metabolizing cells, besides its cytotoxic and, in vitro, not
statistically altered the mRNA expression of the gene Casp3, effector protein in the apoptotic
cascade and also the SOD1, gene that produces antioxidant enzymes, which may indicate that
at higher concentrations, the cytotoxicity observed may be related to high DNA damage
which, in turn, trigger the pathway of apoptosis and cytotoxicity.
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1. INTRODUGCAO

Nos dias atuais, o contato do homem com um grande nimero de agentes quimicos,
fisicos e bioldgicos tornou-se constante. Estes agentes podem interagir de varias maneiras
com o organismo humano e, por conseqiiéncia, atuar de maneira benéfica, neutra ou
prejudicial (NEGRAES, 2003). A utilizagdo cada vez mais acentuada de produtos como
farmacos, agroquimicos, cosméticos, corantes € muitos outros, tem demonstrado aumento nas
taxas de mutagénese ambiental (RIBEIRO et al., 2003. Evidéncias crescentes sugerem que o
dano no DNA, expresso principalmente como mutagdes, esta envolvido na indug@o de muitos
tipos de cancer (BARTSCH; TOMATIS, 1983; SARASIN, 2003). Por este motivo, a
avaliacdo da mutagenicidade ganha cada vez mais importancia a medida que a sociedade se
desenvolve e o numero de substincias externas ao organismo humano cresce
(REIFFERSCHEID & HEIL, 1996). Dentre estes agentes pode-se salientar os produtos
naturais, que sdo usados dentro da medicina tradicional de muitos paises, € o uso de
medicamentos alternativos para o tratamento de varias doengas, acdes que estdo cada vez
mais populares (JUNQUEIRA et al., 2007).

No Brasil, muitas plantas sdo utilizadas como extratos, emplastos e infusdes, sem
evidéncias cientificas que comprovem a eficacia desses tratamentos (HOLETZ et al., 2002). O
aumento do uso de fitoterapicos tem sido relacionado a alguns fatores, tais como: (1) a crenca
de que os fitoterapicos sdo indcuos, em contraste com as drogas convencionais, (2) a idéia de
que o que ¢é natural s6 pode ser bom, (3) a aten¢fo especial dada aos fitoterapicos nos paises
ocidentais por movimentos ecoldgicos e (4) a crenga de que os fitoterapicos sdo naturalmente
superiores as drogas sintéticas (CAPASSO, 2000).

Apesar de muitas agdes benéficas das plantas, ¢ importante verificar que alguns de
seus constituintes podem ser toxicos ao organismo, ¢ o metabolismo vegetal também pode
gerar metabdlitos com esta mesma atividade. Segundo Ames (1983), elementos presentes em
vegetais da dieta humana, além de outros tidos como medicinais, apresentam substancias
nocivas para o organismo. Plantas utilizadas por um grande numero de pessoas podem possuir
propriedades farmacologicas e, simultaneamente, também estar causando alteragdes no DNA
(MARQUES et al., 2003).

Para garantir a seguranga terapéutica de um agente farmacoldgico, natural ou sintético,
deve ser comprovado que o seu uso nio traz agravos a saide humana por meio de estudos

farmacolégicos, histopatologicos e toxicoldgicos, sendo entdo necessaria a avaliagio de uma
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possivel atividade genotoxica e/ou mutagénica deste agente. Esta pratica ¢ de especial
importancia no caso de produtos derivados das plantas medicinais, pois estas sintetizam
substancias toxicas que, na natureza, possuem o papel de defesa contra a herbivoria e outros
agentes patogénicos (KRICHER, 1997). Além disso, as plantas contém inumeros constituintes
em seus extratos que, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes
principios ativos, devido a presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes
(MACIEL, 2002). A fitoterapia deve, entfo, ser acompanhada de estudos cientificos que
levem em considera¢@o e correlacionem pesquisas de qualidade, eficacia e segurangca (KHAN,
2006).

A Genética Toxicoldgica ¢ uma das areas da ciéncia que tem se dedicado a pesquisa
das propriedades genotoxicas e mutagénicas de agentes aos quais 0s organismos estdo
expostos, fazendo uso de diversos ensaios que avaliam o dano que estes podem vir a causar ao
DNA na presenca ou auséncia de sistemas de metabolizagdo (COSTA, 2006).

Para avaliar a seguranga no uso dessas substincias, s@o utilizados testes de
genotoxicidade, como o Ensaio cometa ou Single-Cell Gel Electrophoresis (SCGE) e
mutagenicidade, como o Teste do Micronicleo, in vivo, utilizando, em geral, células de
mamiferos, geralmente camundongos, ou in Vvitro, quando se pode utilizar toda uma gama de
linhagens celulares, de roedores e humanos (metabolizadoras, como HTC e HepG2; ou ndo
metabolizadoras, como as de ovario, CHO ¢ OVCAR).

Deste modo, estudos de genotoxicidade ajudam na avaliagdo da seguranca e
efetividade dos produtos naturais (BAST, 2002). Por isso, a avaliagdio do potencial
genotdxico/mutagénico dos agentes terapéuticos, naturais ou sintéticos, é recomendada por
érgdos reguladores nacionais e internacionais (CNS, RESOLUCAO N° 251/97; OECD,
2007). Tendo em vista que os agentes mutagénicos estdo direta ou indiretamente ligados a
carcinogénese (TRICHOPOULOU et al., 1995), o estudo de substancias antigenotdxicas abre
um leque muito grande de possibilidades no que se refere a redugdo do numero de casos de
neoplasias, na diminui¢do do tempo ou mesmo no aumento da eficacia do tratamento das
pessoas acometidas com esse tipo de doenga.

Os testes de genotoxicidade/mutagenicidade sdo, portanto, de particular importancia,
pois sdo capazes de detectarem compostos que induzem danos genéticos direta

(metaboliza¢o) ou indiretamente (biotransformacdo) por diversos mecanismos.

1.2 MUTACAO
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Uma mutagfo ¢ definida quando surge uma alteragdo no DNA, que ndo ¢é resultado dos
processos naturais de recombinagio e segregacdo e pode modificar ou ndo a atividade normal
da unidade genética onde ocorreu (cromossomo ou gene) (LEWIN, 2000). As mutagdes
podem acarretar efeitos prejudiciais ao homem, tais como: malformagdes congénitas,
anomalias e distirbios metabodlicos de origem genética, como o cancer, resisténcia a
medicamentos em bactérias, virus ou parasitas, entre outros.

As mutagdes podem ocorrer tanto em células somaticas como em células germinativas.
Porém, apenas as mutagdes em células germinativas podem ser perpetuadas entre as geragdes,
sendo essas mutagdes as responsaveis pelas doengas hereditarias. Define-se Mutagio
Cromossomica como sendo aquelas em que ha quebra ou rearranjo cromossomico e Mutagéo
Génica quando ocorre a alteragdo de um alelo de um gene, tornando-se um alelo diferente,
sendo chamada também de “mutagdo de ponto”, uma vez que tal alteracdo ocorre dentro de
um uUnico gene e estd em um locus cromossomico (ponto) (GRIFFITHS et al., 2001,
NUSSBAUM et al., 2006).

Lesoes persistentes no DNA levam a um aumento da mutagénese pela maior
probabilidade de ocorrerem erros quando a replicagdo ocorrer em um molde alterado. Com o
objetivo de manter o genoma integro, as células desenvolveram mecanismos de reparago de
danos ao DNA (PINTO; FELZENSZWALB, 2003).

Sabe-se hoje que mutagdes génicas atuam em etapas da carcinogénese € que 0s ensaios
que detectam componentes genotdxicos possibilitam identificar substancias que apresentam
riscos a saude (CARDOSO, 2006). A avaliagdo da genotoxicidade de varios compostos pode
fornecer informagdes de grande interesse, permitindo, dessa maneira, o conhecimento do risco
em potencial a populagdo humana (MALUF; ERDTMAN, 2003).

Por outro lado, as mutagdes representam a principal fonte de diversidade genética que,
em conjunto com a sele¢do natural, permite que os organismos se adaptem as continuas
mudangas no ambiente, sendo, portanto, um elemento benéfico e fundamental para o qualquer
espécie viva na natureza (PACHECO et al., 2009). Ou seja, as mutagdes fornecem a variagdo

genética na qual a sele¢do da evolugdo opera (GRIFFITHS et al., 2001).

1.2.1 MUTAGENESE

A mutagénese ¢ a ciéncia que estuda o processo de indug¢do de danos no DNA pela
acdo de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, podendo resultar em mudangas hereditarias ao

organismo (ZEIGER, 2007; SCCNFP, 2003). Muitas mutagdes passam despercebidas, pois
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ndo implicam em mudangas detectaveis na atividade metabolica da célula ou do organismo,
mesmo aquelas que resultam em morte celular. A medida que aumenta a quantidade de
substancias atribuidas ao consumo humano, se torna imprescindivel a identificacdo dos
agentes potencialmente mutagénicos (REIFFERSCHEID & HEIL, 1996). A mutacdo consiste
em toda alteragdo do material genético que ndo resulta dos processos de segregacdo ou
recombinagdo, capaz de influenciar ou ndo a atividade normal da unidade genética onde
ocorreu (LEWIN, 2000). Qualquer substincia capaz de reduzir a freqiiéncia de mutagdes
espontdneas ou induzidas, independentemente do mecanismo de agfo, ¢ considerada
antimutagénica (DE FLORA, 1998). Ja os chamados agentes mutagénicos alteram a seqiiéncia
nucleotidica, podendo acelerar ou aumentar o aparecimento de mutacdes que estdo associadas

ao desenvolvimento de neoplasias (RIBEIRO et al., 2003).

TIPO EXEMPLO

Enddgenos Oxido Nitrico
Radicais livres de oxigénio
Formagéo de nitrosaminas enddgenas
Ocupacional Produtos Petroquimicos
Produg@o de energia nuclear
Produgio de ferro e aco
Dieta Mutéagenos naturais presentes na dieta
Mutagenos gerados durante o cozimento
de alimentos
Mutagenos gerados no processo de
conservagdo dos alimentos

Radiagéo Exposi¢do médica — Raio X
Exposi¢do a lixo nuclear

Poluicéo Efluentes industriais
Sub — produtos da cloragdo da agua
Emissdes por motores de veiculos
Pesticidas usados na agricultura
Incineragdo de lixo

Bioldgico Mutagenos originados de infec¢do cronica
por virus, bactérias ou parasitas

Figura 1. Fontes de exposi¢cdo humana a agentes mutagénicos. Extraido de Ribeiro &
Marques, 2003.

Um agente mutagénico ¢ capaz de produzir diferentes eventos mutacionais em
organismos com constitui¢cdo genética distintas. Contudo, a maior parte destes agentes exibem
um espectro de mutagdes caracteristico, que depende de varios fatores, incluindo a natureza

das alteragdes primarias no DNA (por ex.: modificagdes de base, de residuos de agucar ou
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fosfato, quebras de filamentos, ou incorporacdes de bases modificadas), e os efeitos
secundarios causados pela resposta do organismo a estas modificacdes. Estes efeitos
secundérios podem incluir a a¢do de varias formas de reparo do material genético e a
duplicacdo de cromossomos sobre moldes modificados (PRESTON et al., 1987; ZAHA,
1996). Esses agentes podem interagir diretamente com a molécula de DNA ou tornar-se
mutagénicos ao sofrer reagdes metabolicas no organismo vivo (VARELLA et al., 2004). Na
figura 1, sdo apresentados exemplos de fontes de exposi¢do humana a agentes mutagénicos.
Por isso, conhecer a propriedade mutagénica das substancias ingeridas ou utilizadas

pela populagio constitui um importante meio de prevengdo do desenvolvimento do cancer.

1.3 TESTES MAIS COMUNS PARA AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE E
MUTAGENICIDADE

Os testes de genotoxicidade e mutagenicidade fazem parte da bateria de estudos ndo
clinicos de seguranga durante o desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2010). A
mutagenicidade de substincias quimicas pode ser avaliada através de testes com
microorganismos e em organismos superiores. Os ensaios com microorganismos avaliam
basicamente o dano provocado ao DNA pelo agente indutor ou pelos produtos de
biotransformacgéo. Ja o estudo do potencial genotdxico de compostos em ensaios com animais
de laboratorio oferece grandes vantagens, especialmente a de reproduzir as condigdes de
exposi¢do ¢ metabolizagdo do homem (NTP, 1999; MULLER; STREFFER, 1994).

Valentin-Severin (2003) salientaram que a diferenca entre os testes do cometa e do
micronticleo consiste basicamente no tipo de alteracdo detectada no DNA: o teste do cometa
detecta lesdes primarias, que muitas vezes s@o reparaveis, enquanto o teste do micronucleo
detecta lesdes irrepardveis. O ensaio cometa e o teste do micronticleo tém grande aceitacdo na
comunidade cientifica; porém, aspectos envolvendo a escolha da metodologia, in vivo ou in
vitro, devem ser avaliados. Sempre que for possivel, aliar teste in vivo e in vitro de uma
mesma substincia é muito interessante, a fim de verificar a existéncia de cofatores na
metabolizagdo, ou mesmo se a substancia independe da metabolizagdo para que ocorra o

efeito.
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1.3.1 ENSAIO COMETA - SCGE

O Ensaio Cometa, também chamado Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)
consiste em uma técnica simples e sensivel para a detec¢do de danos primarios no DNA que
tem sido amplamente utilizada na genética toxicoldgica por ser um 6timo método capaz de
detectar um amplo espectro de danos no DNA, ser adaptavel a diversas espécies, sensivel,
rapido e de baixo custo (COLLINS et al., 1996; TICE et al., 2000; WITTE et al., 2007;
DHAWAN et al., 2008). Rydberg & Johanson (1978), foram os primeiros pesquisadores que
quantificaram diretamente danos no DNA de células individuais ao lisarem as células
embebidas em agarose em condi¢des levemente alcalinas (CONTILJO; TICE, 2003; WITTE et
al., 2007). O mecanismo principal, proposto por Ostling e Johanson (1984), é que o DNA ¢
organizado em grandes estruturas superenoveladas que, quando separadas por quebras na
dupla-fita de DNA, podem migrar para o anodo através da eletroforese. A aparéncia dos
nucledides submetidos ao teste levou Olive, em 1989, a sugerir o nome “Comet Assay” (TICE
et al., 2000; KLAUDE et al., 1995; RIBEIRO; MARQUES, 2003; DHAWAN et al., 2008).

Mais tarde, Singh et al. (1988), apresentaram algumas modificagdes no protocolo do
teste cometa, incluindo digestdo protéica mais completa e eletroforese em pH alcalino (pH
>13), o que tornaria a técnica mais sensivel e a mais utilizada pelos pesquisadores da area
(TICE et al., 2000). Nestas condicdes, a técnica permite detectar um mais amplo espectro de
dano ao DNA - quebras de fita simples e dupla. O Ensaio Cometa tornou-se cada vez mais
popular para mediar a dimens3o e heterogeneidade dos danos causados por agentes
genotoxicos em populagdes de células individuais. Para detectar o DNA, as laminas sfo
coradas e examinadas por microscopia de fluorescéncia. Diferentes técnicas para quantificar
cometas tém sido relatadas, que vao desde a simples medi¢do do comprimento da cauda a
calculos mais complexos (DURAND; OLIVE, 1997). A analise dos cometas gerados
(tamanho, intensidade da fluorescéncia, aspecto e outras caracteristicas) pode ser feita
visualmente ou de maneira automatizada, com programas computacionais proprios, sendo
bastante concordante os resultados fornecidos pelas duas formas de analise (TICE, 1995;
COLLINS, 2004). Para interpretagdo dos resultados, o “cometa” ¢ dividido entre cabega e
cauda. Assim células sem ou com pouco dano no DNA, no apresentariam cauda, enquanto
células com mais danos apresentariam caudas maiores. Segundo Kobayashi e colaboradores
(1995) os cometas sdo divididos em quatro classes, de acordo com a extensdo do dano gerado:

e cometa classe 0 — nucledides que ndo apresentam cauda;
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e cometa classe 1 — nucledides com cauda menor que o didmetro do nucledide;

e cometa classe 2 — nucledides com cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes o didmetro do

nucleoide;
e cometa classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes maior que o didmetro do nucledide.

A técnica do cometa avalia os danos no DNA de células individuais causados pela
substancia testada. Nesse teste, ¢ verificada a corrida de fragmentos de DNA em relagdo ao
nucleo principal, quando este é submetido a uma corrente em eletroforese, produzindo aspecto
semelhante a um cometa; ¢ um método rapido e sensivel para a deteccdo de danos primarios
no DNA que tem sido amplamente utilizado na Genética Toxicologica por ser um teste
relativamente simples, flexivel, de rapidos resultados, onde um pequeno numero de células
por amostra ¢ pequenas quantidades da substincia teste sdo suficientes para conduzir um
experimento (TICE et al., 2000).

Embora o teste seja amplamente aplicado, as técnicas de isolamento celular e as
condigbes do experimento nas quais os testes sdo conduzidos, variam consideravelmente.
Muitas variaveis técnicas podem afetar a sensibilidade do teste, tais como a natureza quimica
e 0 mecanismo de agdo do agente mutagénico, a concentragdo ¢ quantidade de agarose de
baixo ponto de fusdo (LMP), a composi¢do da solugido de lise e tempo de lise, o tempo de
desnaturagdo alcalina do DNA. Também sio fatores que interferem nos resultados dos testes:
composi¢do e temperatura do tampao de eletroforese e as condi¢des de corrida, coloragdo do
DNA, entre outros (OLIVE et al., 1992; SPEIT et al., 1996).

Comparada com outras técnicas, o ensaio cometa apresenta algumas vantagens, dentre
elas: (1) Apresenta sensibilidade em apontar baixo nivel de danos no DNA; (2) Requerimento
de baixo numero de células por amostras; (3) Flexibilidade; (4) Baixo Custo; (5) Facil
aplicacdo; (6) Habilidade de conduzir estudos utilizando pequena quantidade de substéncia; e
(7) Tempo relativamente curto para a realizagdo de experimentos (Tice et al., 2000). Muitos
autores tém utilizado a técnica do cometa em seus trabalhos para a avaliacio de
genotoxicidade (LEITE — SILVA, 2007; PEREIRA et al., 2008; ZOU et al., 2009; JIN et al.,
2009; MCART et al., 2009; HOELZL et al., 2009; SEVERIN et al., 2010; ANGELI et al.,
2010).

Além do seu amplo uso na investigagdo genotoxica in Vvitro e in vivo,

biomonitoramento humano, epidemiologia molecular e ecogenotoxicologia, o ensaio cometa
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constitui uma valiosa ferramenta para a investiga¢io dos aspectos fundamentais de danos no

DNA e seus mecanismos de reparo (COLLINS, 2004).

1.3.2 TESTE DO MICRONUCLEO - MN

O Teste do Micronucleo foi desenvolvido por Schimid et al. (1971), tendo sido
melhorado alguns anos depois (SCHIMID, 1975). O ensaio foi desenvolvido primeiramente
em sistema-teste in vivo, em células de medula dssea de camundongos, e posteriormente teve
a versdo in vitro introduzida por Heddle, em 1976. Atualmente ¢ aplicado em varios tipos
celulares, sendo muito utilizado para a detec¢do de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos), ¢ de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacio
cromossdmica anormal). O teste ¢ amplamente recomendado para avaliagdo do potencial
mutagénico, para o registro de novos produtos quimicos que entram no mercado mundial
(HAYASHI et al., 1994; CHOY, 2001; SBMCTA, 2005; OECD, 2007). O teste do
micronucleo ¢ considerado um procedimento rapido, barato, que pode ser repetido varias
vezes, para a prevengdo e monitoramento de individuos sob risco carcinogénico, ndo
necessitando, em alguns protocolos, do sacrificio do animal (HAYASHI et al.,, 1990;
CARVALHO et al., 2002).

O micronucleo constitui em uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e
separada do nucleo principal. Os micronticleos sdo formados durante a teléfase da mitose,
quando o envelope nuclear ¢ reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas. Sao
resultantes de fragmentos cromossomicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo
foram incluidos no nucleo principal. Assim sendo, o micronucleo representa perda de
cromatina em conseqiiéncia de dano cromossomico estrutural (fragmento) ou dano no
aparelho mitotico (Figura 2).

E importante ressaltar que os micronicleos sdo formados durante a mitose,
independentemente do tipo de dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os danos no DNA
causados, por exemplo, pela exposi¢do a agentes mutagénicos, somente SA0 eXpressos em
micronticleos apds um ciclo de divisdo celular, sendo dependentes da proporgdo de células
que estdo se dividindo. Conseqiientemente, a comparacdo da freqiiéncia de micronticleos entre
populagdes de células em divisdo sé seria segura quando a cinética de divisdo nuclear apds o

dano ao DNA fosse idéntica (FENECH et al., 1999). Pensando nisso, Fenech ¢ Moley
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descreveram, em 1985, a versdo do ensaio utilizando células binucleadas (MNCB), obtidas
aplicando-se o bloqueio de citocinese, que permite identificar células que tenham passado por
um ciclo de mitose apds o tratamento. Isso possibilita identificar os micronucleos gerados
pela substancia teste (aqueles em células binucleadas, pois obrigatoriamente passaram por um

ciclo celular) e os ocasionados antes do tratamento (MN em células mononucleadas).
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Figura 2 - A origem do micronucleo a partir de um fragmento cromossémico acéntrico
ou de um cromossomo inteiro [a]; em [b], a formacdo de uma ponte citoplasmatica e de
um micronucleo a partir de um fragmento cromossémico acéntrico. Extraido de Ribeiro
& Marques (2003).

Os micronucleos s3o resultantes de dois fendmenos basicos nas células mitdticas:
quebra cromossomica e disfungdo do aparato mitdtico. Sdo formados pelos cromossomos
acéntricos ou fragmentos cromatidicos e cromossomos inteiros ou cromatides que se atrasam
na anafase e sdo excluidos do nticleo-filho na teléfase. Sistemas in vitro podem ser realizados
com diversas linhagens celulares e sdo eficientes para detectar efeitos clastogénicos e
aneugénicos. Segundo Valentin—Severin (2003), uma substdncia microntcleo positiva pode
ser considerada mutagénica. A distingdo do micronticleo contendo cromossomos inteiros de
um micromticleo contendo fragmentos cromossomicos acéntricos pode ser feita utilizando-se
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) com sondas de regides pericentroméricas
(MATEUCA et al., 2006).

Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrocitos de medula éssea de
camundongos, mas ¢ também realizado em ratos. A presenca de (MN) ¢ analisada em
eritrocitos policromaticos (PCE, eritrdcitos jovens) de medula 6ssea de camundongos, mas
pode, também, ser analisada em eritrocitos normocromaticos (NCE, eritrocitos maduros). Os

animais sdo expostos a substincia teste pela via mais adequada e sacrificados em tempos
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apropriados apos o tratamento, para a coleta da medula dssea. As preparacdes celulares sdo
coradas adequadamente (Giemsa ou Leishman) e analisadas para a presenga de micronucleos
(RIBEIRO et al., 2010).

Para a analise, alguns aspectos envolvendo o microntucleo devem ser observados,

segundo Ferrari (1991), Titenko-Holland et al. (1997) e Fenech (2000):

e forma arredondada ou ovalada;

e cor e textura semelhantes a do niicleo principal;

e estar no mesmo plano e ndo estar ligado ao nucleo principal;
e tamanho entre 1/16 e 1/3 do tamanho do nucleo principal;

e ndo ser birrefringente.

O Teste do Micronucleo (MN) ¢é o ensaio mais amplamente utilizado para a detecgio
de agentes clastogénicos e aneugénicos, sendo internacionalmente aceito como parte da
bateria de testes recomendados para avaliagdo do potencial mutagénico, para o registro de
novos produtos quimicos que entram no mercado mundial (CHOY, 2001). Muitos autores
vém utilizando o teste do microntcleo in vitro e in vivo para avaliar o potencial mutagénico
de determinadas substancias (RESENDE, 2007; ZOU et al., 2009; SEVERIN et al., 2010;
ANGELI et al., 2010; JIN et al., 2010).

O teste de micronicleo ¢ de extrema relevincia para a Toxicologia Genética e
Ambiental, tendo em vista que detecta mutagdes cromossdmicas; considerando que este tipo
de dano ¢ encontrado em células de pacientes com céncer, o teste de micronticleo pode ser
considerado um possivel indicador de susceptibilidade para a carcinogénese (BONASSI et al.,
2003; BONASSI et al., 2007). A forma¢do do micronicleo ¢ amplamente usada na
epidemiologia molecular como um biomarcador de danos cromossdmicos e instabilidade

gendmica (IARMARCOVALI et al., 2008).
1.4 APOPTOSE E DANOS CELULARES - Caspase 3 e SOD1

A apoptose ¢ um programa de morte celular extremamente regulado e de grande
eficiéncia, que requer a interagdo de inimeros fatores. As alteragdes morfologicas observadas
sdo conseqiiéncia de uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos especificos e
geneticamente regulados (SARASTE & PULKKI, 2000). A apoptose ocorre nas mais

diversas situagdes, como por exemplo, organogénese ¢ hematopoiese normal e patoldgica, na
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reposicdo fisiologica de certos tecidos maduros, na atrofia dos orgdos, na resposta
inflamatéria e na eliminacdo de células apds dano celular por agentes genotoxicos
(RANGANATH; NAGASHREE, 2001). Durante a apoptose, a célula sofre alteragoes
morfoldgicas caracteristicas desse tipo de morte celular, como retragdo da célula, perda de
aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensa¢do da cromatina,
fragmentac¢fo internucleossomica do DNA e formacio dos corpos apoptoticos.

A demonstrag@o de que a apoptose ¢ um mecanismo inato de defesa antineoplasica e
que varios agentes quimioterapicos agem através da indug@o desse tipo de morte celular levou
a uma intensa investigacdo dos mecanismos moleculares da apoptose e sua aplicagdo no
tratamento do cancer ( NICHOLSON, 2000).

Alguns genes estdo envolvidos nos mecanismos de apoptose, seja como protetores ou
como promotores (WU; XUE, 2003). A maioria dos estimulos desencadeiam a apoptose por
acdo das caspases, grupo de enzimas proteoliticas (cystenil aspartate specific proteases)
sintetizadas como pro-enzimas inativas. Dentre as 14 caspases humanas descritas até o
momento, a caspase 3 faz parte do grupo de caspases envolvidas diretamente na apoptose,
dentre o grupo das caspases efetoras (3, 6 ¢ 7) (BOATRIGHT; SALVENSEN, 2003;
MURPHY; MARTIN, 2003). O equilibrio entre a cascata das caspases, indutoras da morte
celular, e as proteinas inibidoras da apoptose, que inibem as caspases iniciadoras e efetoras,
constituem ponto fundamental no processo apoptético.

As caspases sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos levando a
condensacdo e fragmentagdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de membrana que irdo
sinalizar para estas células serem fagocitadas por macrofagos (NICHOLSON;
THORNBERRY, 1997; BOATRIGHT; SALVENSEN, 2003).

O gene SODI1 fornece instrugdes para a produgdo de uma enzima denominada
superdxido dismutase, que ¢ abundante nas células. Esta enzima neutraliza moléculas super
carregadas de oxigénio (radicais superdxido), que podem danificar as células se seus niveis
ndo sdo controlados. Os radicais superoxido sdo subprodutos de processos celulares normais,
especialmente das rea¢des de produgdo de energia que ocorrem nas mitocOndrias. Para
funcionar adequadamente, a enzima superoxido dismutase deve se ligar ao cobre e zinco
(GENETICS HOME REFERENCE, 2007). Uma mutacdo de SODI1 pode resultar em
deficiéncia da capacidade de neutralizar e, assim, levar a um desequilibrio na homeostase e do
excesso de radicais livres, deixando as células mais vulneraveis a a¢io de produtos toxicos,
principalmente os radicais livres (MIANA-MENA et al.,, 2010). Autores sugerem que a

alteracdo desta enzima pode causar a morte de neurénios motores (KUNST, 2004; RAO;
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WEISS, 2004; VALENTINI, 2005). Isso pode ser possivel através de um acumulo prejudicial
de radicais superoxido, aumento da produgio de outros tipos de radicais toxicos, mitocondrias
anormais que ndo podem atender as demandas de alta energia dos neur6nios motores, a
promocdo de morte celular (apoptose), a formacdo de grumos (agregados) de superdxido
dismutase, que sdo toxicos, ou a estimulacdo continuada de células nervosas
(excitotoxicidade).

Quando os efeitos genotoxicos e citotoxicos sdo encontrados em células tratadas com
determinadas substincias ¢ de fundamental importidncia que mecanismos moleculares de
citotoxicidade sejam definidos para avaliar a seguranca e uso efetivo desta classe de drogas na

area estabelecida.

1.5 ARTEMISININA E ARTESUNATO

A malaria ¢ a endemia tropical mais devastadora no mundo, com 300 a 500 milhdes de
casos clinicos e quase trés milhdes de dbitos a cada ano, sendo a maioria destas mortes
causada por infec¢do pelo Plasmodium falciparum, a mais nociva espécie de parasitas da
malaria (WHO, 2008). O principio ativo da Artemisia annua ficou conhecido como
artemisinina, sendo citada pelo Chemical Abstracts como “artemisinin” (KLAYMAN, 1985).
Entre os quimioterapicos disponiveis para o tratamento ¢ quimioprofilaxia da malaria, a
artemisinina merece destaque por ser o antimalarico cuja resisténcia dos plasmddios ndo
possui relevancia clinica (MESHNICK et al., 1996; DHIGRA et al., 2000; OLLIARO, 2001).

Em 1967, a Repuiblica Popular da China iniciou um programa sistematico em busca de
novos farmacos, empregando plantas nativas usadas como remédios em sua medicina
tradicional (KLAYMAN, 1985). Uma dessas plantas, Artemisia annua L., ja tinha uma longa
histéria de uso. Conhecida como “qing hao” desde 168 a.C., foi usada inicialmente no
tratamento de hemorroidas. As espécies A. annua L. e A. apiacea Hance apresentam um
principio ativo, denominado artemisinina, que foi identificada a partir de seu extrato etéreo e
demonstrou atividade antimalarica durante testes farmacologicos (MESHNICK, 2002).

Em 1979, o Qinghaosu Antimalaria Coordinating Research Group descreveu que
2.099 casos de malaria foram tratados com qinghaosu e todos os pacientes chegaram a cura
clinica. Desses casos, 143 eram causados por parasitas resistentes a cloroquina e 141 eram
casos de malaria cerebral, para os quais o tratamento gerou bons resultados (KLAYMAN,

1985). A artemisinina possui agdo rapida atuando contra Plasmodium vivax e P. falciparum,
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inclusive sobre as formas de malaria resistentes ao tratamento com cloroquinas € em casos de
malaria cerebral (KLAYMAN, 1985; RIDLEY, 2002). Da sua fonte natural, a Artemisia
annua, a artemisinina pode ser obtida por extragio (FREDERICH et al., 2002) das folhas e
flores, com rendimento de 0,01-0,8% do peso seco (BALINT, 2001).

Amostras de Artemisinina tém sido quimicamente modificados para a produgdo de
derivados, tais como: artesunato (sodium artesunate), artemether, arteether,
dihidroartemisinana e acido artelinico (Figura 3). Estes compostos tém sido formulados para
administragdo oral, retal e parenteral. Tem combinacdo potente, rapida atividade antimalarica
com um amplo indice terapéutico e auséncia de resisténcia clinicamente importante
(WOODROW et al., 2005). O Artesunato ¢ o mais versatil, sendo bastante soltivel em agua,
facilitando o desenvolvimento de formulagdes retal e oral, sendo bastante utilizado, tanto em
monoterapias como em tratamentos combinados com outras drogas (WHO, 2001; ANGUS et

al., 2002 ).
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Figura 3 — Estrutura da Artemisinina e seus derivados (DELFINO et al., 2002).

A combinagdo do artesunato oral e mefloquine ¢ bastante usada para o tratamento da
maléria no sudeste da Asia. A adi¢io de artesunato acelera a resposta terapéutica, reduz a taxa
de recrudescéncia, reduz a transmitibilidade, previne o aparecimento de resisténcia, aumenta a
complacéncia do paciente, ¢ também fornece um tratamento que ¢ altamente eficaz em
pacientes hiperparasitémicos e em infecgdes recrudescentes. (NOSTEN et al.,1994;

LUXEMBURGUER et al., 1995; PRICE et al., 1995; NOSTEN et al., 2000). O artesunato
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combinado com amodiaquine ¢ uma ACT (Terapia Combinada a base de Artemisinina)
recomendada pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) no uso de programas de controle da
malaria e primeira linha de tratamento para criangas africanas com malaria nio complicada
(WHO, 2004).

Alguns trabalhos em relagdo ao artesunato verificaram o potencial genotoxico em
células tumorais e células de roedores, in vitro (Efferth et al., 2003; Efferth et al., 2007; Hou
et al., 2008; Paul et al., 2008; Cai et al., 2010; Chen et al., 2010; Du et al., 2010). Porém, in
Vivo, sdo poucos os trabalhos na literatura. Além disso, em rela¢do a artemisinina, ndo ha
estudo publicado sobre seu potencial genotoxico/mutagénico sobre células HepG2, linhagem
humana de hepatocarcinoma. Diante do uso recomendado da artemisinina e seus derivados,
entre eles o artesunato, e da escassez de trabalhos referentes a toxicidade genética destas
substancias em células de mamiferos, principalmente in vivo, tornou-se necessario o estudo do
comportamento destas substincias em ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, tais como
o Teste de Microntcleo e o Ensaio Cometa, que avaliam a seguran¢a no uso em células

humanas e também in vivo, com a utiliza¢do de camundongos.

2. OBJETIVO

O presente estudo teve por objetivo geral avaliar a capacidade de diferentes
concentracdes da artemisinina e do artesunato de induzir danos ao material genético, in vivo e
in vitro, através da utilizagdo do Ensaio Cometa e do Teste do Micronucleo; e ainda avaliar se
existe alteracdo na expressdo dos genes envolvidos com o processo de apoptose (Casp 3) e

neutralizag@o de radicais superoxidos (SOD1), in vitro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxidade da artemisinina e do artesunato em diferentes concentra¢des, em

cultura de células HepG2, através de Teste com Rezasurina.

Investigar a indug@o de danos ao material genético em células HepG2 tratadas com as duas

substancias, através do Ensaio Cometa.

Avaliar a expressdo dos genes Casp 3 e SODI1, em células HepG2 tratadas com artemisinina e

artesunato, através da PCR em tempo real.
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Investigar a indugdo de danos ao material genético em células de sangue periférico, figado e
medula de camundongos Sui¢os albinos, tratadas com artesunato, através do Ensaio Cometa e

do Teste do Microntcleo, in vivo.
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ABSTRACT: Artesunate is a derivate of artemisinin that is both an antimalarial agent and
acts cytotoxically on tumor cells. Despite its therapeutic use, its in Vivo genotoxic potential
has still not been evaluated. This study, therefore, was an investigation into the effects of a
single oral administration of artesunate with an in vivo comet assay that analyzed leukocytes
from peripheral blood and liver cells and a micronucleus (MN) assay of bone marrow cells
from male Swiss mice. The doses of artesunate were administered by oral gavage at doses of
5, 50, 100 and 2000 mg/kg. Cytotoxicity was assessed by scoring 200 consecutive
polychromatic (PCE) and normochromatic (NCE) erythrocytes (PCE/NCE ratio). The results
demonstrate that high doses of artesunate caused an increase in the mean number of
micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) and that the highest dose induced
significant DNA damage, especially in liver cells. Under our experimental conditions,
artesunate showed weak genotoxic effects at low doses, high genotoxicity after
metabolization at 2000 mg/kg dose, and clastogenic effects at high doses. The PCE/NCE ratio
indicated cytotoxicity only at the 2000 mg/kg dose. The data suggest caution about either

continuous or high-dose use of artesunate by humans.
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INTRODUCTION

Malaria is the most devastating endemic tropical disease in the world, with between 300 and
500 million clinical cases and almost three million deaths every year. Most of these deaths are
caused by infection with Plasmodium falciparum, the most harmful species of malaria
parasite (WHO, 2008). The main active principle of the Artemisia annua plant is known as
artemisinin (Klayman, 1985). Artemisinin and its derivatives, such as artesunate, stand out
among the chemotherapy medicine available for the treatment and chemoprophylaxis of
malaria because this anti-malarial medicine presents no clinically relevant resistance to
plasmodium (Meshnick et al., 1996; Dhigra et al., 2000; Olliaro, 2001). Artemisinin has been
chemically modified to produce derivatives such as: sodium artesunate, artemether, arteether,
dihydroartemisinin, and artelinic acid. These compounds have been formulated for oral,
rectal, and parenteral administration. Combinations of these medicines have presented fast
antimalarial activity and an absence of clinically important resistance (Woodrow et al., 2005).
Artesunate is the most versatile of these derivatives, because it is easily soluble in water,
which has facilitated the development of oral and rectal formulas, and thus is often used both

in monotherapy and combined with other drugs (WHO, 2001; Angus et al., 2002).

The combination of oral artesunate and mefloquine is commonly used to treat malaria in
Southeast Asia. The addition of artesunate accelerates the therapeutic response, reduces
recrudescence rates and transmissibility, prevents the occurrence of resistance, increases
patient compliance, and also provides a highly effective treatment for hyperparasitemic
patients and recrudescent infections. (Nosten et al., 1994; Luxemburguer et al., 1995; Price et

al., 1995; Nosten et al., 2000).
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The combination of artesunate and amodiaquine is an ACT (artemisinin-based combination
therapy) recommended by the World Health Organization (WHO) for use in malaria control
programs, and is a first-line treatment for African children with non-complicated malaria

(WHO, 2004).

Considering the use of artesunate in the treatment of malaria and the inexistence of in vivo
mammal cell studies investigating its genetic toxicity, the main objective of this study was to
evaluate the genotoxic/mutagenic potential of artesunate in the peripheral blood cells, liver
and bone marrow of male albino (Mus musculus) Swiss mice, using the Comet assay (SCGE)

and the micronucleus test.

MATERIALS AND METHODS

Artesunate

Dihydroartemisinin was prepared from artemisinin using a routine procedure (Brossi et al.,
1988). The acid chloride RCOCI was prepared from the corresponding carboxylic acids by
heating them with thionyl chloride at 50-60°C for 2-3 h and reacting them with
dihydroartemisinin in the presence of triethylamine in dry dichloromethane at 0 °C for 2 h to
furnish ester derivatives in 49-58% yields. Artesunate was prepared from dihydroartemisinin
(DHA) by reacting it with succinic acid anhydride in basic medium. Pyridine was used as a
solvent, sodium bicarbonate as a base and DMAP (N,N-dimethylaminopyridine) and
triethylamine in 1,2-dichloroethane were used as catalysts, with yields of up to 100%. The

mixture was stirred up to 9 h to obtain artesunate in quantitative yield. The product was
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further re-crystallized from dichloromethane. Alpha-Artesunate was exclusively formed (m.p

135-137°C).

Chemicals

Doxorubicin (DXR, Oncodox®, Meizler) was used as the DNA damaging agent in the comet
and micronucleus assays, and was prepared by dissolving in sterile water. The other main
chemicals were obtained from the following suppliers: normal melting point (NMP) agarose
(Cat. No. 15510-019: Invitrogen) low melting point (LMP) agarose (Cat. No. 15517-014:
Invitrogen), sodium salt N-lauroyl sarcosine (L-5125: Sigma) and ethylenediaminetetraacetic

acid (EDTA) (Merck).

Animals and dosing

Experiments were carried out on 12-week old male Swiss albino mice (Mus musculus),
weighing 25-30 g. The animals were acquired from the animal house of the Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, Sao Paulo, Brazil and kept in polyethylene boxes (n =
6) in a climate-controlled environment (25 + 4°C, 55 + 5% humidity) with a 12h light/dark
cycle (7 am. to 7 p.m.). Food (NUVILAB CR1 — NUVITAL) and water were available ad
libitum. The mice were divided into experimental groups of six animals. Artesunate was
diluted in water and administered in a single dose of 0.5 mL by gavage at concentrations of 5,
50, 100 and 2000 mg/kg body weight. These concentrations were based on our acute toxicity
studies in mice, which used doses above 2000 mg/kg, as well as on studies of its antimalarial

effects (Angus et al., 2002). The negative control group received distilled water. The positive
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control group received an intraperitoneal injection of Doxorubicin 80 mg/kg. The animals
used in this study were sacrificed by cervical dislocation. The experimental design is
presented in Table 1. The Animal Bioethics Committee of FAMEMA, Marilia, Brazil,
approved this study on July 30, 2009 (protocol number 140/09), in accordance with federal

government legislation on animal care.

Comet assay

The Comet assay (SCGE) was carried out according to the method described by Speit and
Hartmann (1999), which is based on the original work of Singh et al. (1988), and the
guidelines discussed by Tice et al. (2000), as well as additional modifications. Twenty-four
hours after the treatment, peripheral blood leukocytes from six Swiss mice from each group
were sampled. A 10 pL aliquot of cells from each animal was mixed with 120 pL of 0.5%
low melting point agarose at 37°C, and rapidly spread onto microscope slides pre-coated with
1.5% normal melting point agarose. Coverslips were added and the slides were allowed to gel
at 4°C for 20 min. The coverslips were gently removed and the slides were then immersed in
cold, freshly prepared lysing solution consisting of 89 mL of a stock solution (2.5 M NacCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH set to 10.0 with ~8g solid NaOH, 890 mL of distilled water
and 1% sodium lauryl sarcosine), plus 1 mL of Triton X-100 (Merck) and 10 mL of
dimethylsulfoxid (Merck). The slides, which were protected from light, were kept at 4°C for 1
h and then placed in the gel box, positioned at the anode end, and immersed in a high pH
(>13) electrophoresis buffer (300 mM NaOH per 1 mM EDTA, prepared from a stock
solution of 10 N NaOH and 200 mM, pH 10.0, EDTA) at 4°C for 20 min prior to

electrophoresis in order to allow the DNA to unwind. The electrophoresis run was carried out
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in an ice bath (4°C) for 20 min at 300 mA and 25 V (0.722 V cm™). The slides were then
submerged in a neutralization buffer (0.4 M Tris-HCL, pH 7.5) for 15 min, dried at room
temperature and fixed in 100% ethyl alcohol for 10 min. The slides were dried and stored
overnight or longer before staining. For the staining process, each slide was briefly rinsed in
distilled water, covered with 30 puL of 1x ethidium bromide staining solution prepared from a
10x stock (200pug/ml) and covered with a coverslip. The material was evaluated immediately
at 400x magnification, using a fluorescence microscope (Olympus BX 50) with a 515-560 nm

excitation filter and a 590 nm barrier filter.

The extent and distribution of DNA damage indicated by the SCGE assay was
evaluated by examining at least 100 randomly selected and non-overlapping cells (50 cells per
coded slide) per animal in a blind analysis (six mice per group). These cells were scored
visually, according to tail size, into the following four classes: class 0- no tail; class 1- tail
shorter than the diameter of the head (nucleus); class 2- tail length 1 to 2 times the diameter of
the head; and class 3- tail length more than twice the diameter of the head. Comets with no
heads, with nearly all of the DNA in the tail or with a very wide tail were excluded from the
evaluation because they probably represented dead cells (Hartmann and Speit, 1997). The
total score for 100 comets, which ranged from 0 (all undamaged) to 300 (all maximally

damaged), was obtained by multiplying the number of cells in each class by the damage class.

Micronucleus assay

The assay was carried out following standard protocols, as recommended by Schmid (1975)
and Krishna and Hayashi (2000). The same six mice per group used in the Comet assay were

used in the micronucleus test. Animals were sacrificed 24 h after the treatment. The bone
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marrow from both femurs was flushed out using 2 mL of saline solution (NaCl 0.9%) and
centrifuged for 7 min. The supernatant was discarded and smears were made. The slides were
coded for a “blind” analysis, fixed with methanol and stained with Giemsa solution. For the
micronucleated cell analysis, 2,000 polychromatic erythrocytes (PCE) per animal were scored
to determine the mutagenic effects of artesunate. To detect possible cytotoxic effects, the
PCE/NCE (polychromatic/normochromatic erythrocyte) ratio from 200 erythrocytes/animal
was calculated (Gollapudi and McFadden, 1995). Coded slides were scored with a light
microscope at 1000x magnification. The mean number of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE) in individual mice was used as the experimental unit, with variability

(standard deviation) based on intragroup differences among animals.

Statistical Analysis

After verifying for normal distribution, the data obtained from micronucleus and SCGE
assays were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA) and the Tukey-Kramer
multiple comparison test (Sokal and Rohlf, 1995) with the GraphPad Instat” software (version

3.01). The results were considered statistically significant at P < 0.05.

RESULTS

The comet assay results are shown in Tables 1 and 2, where the animals results for the
different doses of artesunate and DXR-positive control are compared with the negative

control (water). As expected, when the positive control was compared with the negative
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control, we found that DXR induced a significant increase (P < 0.001 or greater) in comet
assay DNA migration for leukocyte and liver cells (Tables 1, 2). We found a significant
increase in DNA migration only at a 2000 mg/kg dose of artesunate in both leukocytes and
liver cells and at a 5 mg/kg dose in liver cells. There was no statistical difference in DNA
migration between the three tested doses of artesunate. At the dosage that induced a
significant increase in DNA damage in leukocyte cells, most of the damage was minor (class
1), with only a very few cells showing a large amount of damage (classes 2 and 3). However,
in liver cells, the 2000 mg/kg dose induced a great increase in DNA damage, with half of all

cells showing a large amount of damage (classes 2 and 3).

Table 3 shows the micronucleus test results obtained for male Swiss mice treated with
artesunate: the mean number of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) in
untreated controls and treated animals. As expected, the positive mutagen DXR induced a
statistically significant increase in MNPCE. The clastogenicity test revealed an increase in the
mean number of MNPCE at all tested doses, being statistically significant at the three highest
doses. The observed clastogenicity was not dose-related. The tested substance caused a
statistically significant decrease in PCE/NCE ratios only at 2000 mg/kg dose. These data
suggest that artesunate had a weak clastogenic effect on the bone marrow cells of mice and

cytotoxic effects when administered at high doses.

DISCUSSION

Before the approval of new pharmaceutical products, either natural or synthetic, both their
therapeutic and their toxicological effects must be evaluated, so that only substances free from

potential mutagenic effects are introduced (Rodeiro et al., 2006). Several studies have
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suggested that mutagenic agents produce carcinogenic effects (Chandra et al., 2006). The
combined use of the Comet Assay and micronucleus test in a single study has yielded good
results. Vasquez (2010), using the damage-inducing agents Mitomycin C and
Cyclophosphamide, tested both techniques concomitantly on different tissues of rats and
mice, and thus reduced the number of animals used without compromising the efficacy of the

test.

Through the Comet assay, it is possible to quantify and distinguish different DNA damage
levels, seeing that the evaluation of scores for each experimental group is highly important. In
this study, artesunate induced DNA damage in the peripheral blood cells of animals treated
with the highest dose (2000 mg/kg) (p<0.001). However, for the 5 mg/kg, 50 mg/kg and 100
mg/kg doses, the observed DNA damage was significantly lower than that observed in the
negative control group. In liver cells, the 5 mg/kg, 50 mg/kg and 2000 mg/kg doses were
genotoxic; the 100mg/kg dose also increased the total number of damaged cells, but this
increase was not statistically significant. Among the damaged nucleoids, class 1 comets were
predominant except in the liver cells of animals treated with the 2000mg/kg dose, where class
1 and 2 damage prevailed. However, in the group treated with doxorubicin, class 2 and 3
comets predominated. Thus, low doses of artesunate presented low genotoxicity, but at high

doses and after being metabolized by the liver, it presented high genotoxicity.

Li et al. (2008) analyzed CHO-9 (Chinese hamster ovary cell line) cells and V79-2 (hamster
lung fibroblast cell line) cells with the Comet assay and verified that, in vitro, artesunate
induced DNA damage and apoptosis. These authors also concluded that, in mammal cells,
artesunate generated damage through direct or indirect oxidative stress, resulting in DNA
strand breakage. The present study confirms such results in vivo and suggests that the

generation of reactive oxygen species could be involved in the genotoxicity of artesunate.
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Damage to the DNA molecule, such as adducts and breakage of single or double strands,
could become permanent lesions, and the micronucleus test is an excellent means of
investigating this type of damage in genetic material (Serpeloni et al., 2008). Furthermore, the
micronucleus test can detect cytotoxic effects with the PCE/NCE ratio. When the normal
proliferation of bone marrow cells is affected by a cytotoxic agent, there is a reduction in the
number of immature erythrocytes (PCE) compared to the number of mature erythrocytes
(NCE), thus reducing the PCE/NCE ratio (Gollapudi and McFadden, 1995). At the 2000
mg/kg dose, the PCE/NCE ratio observed in liver cells was 0.67 = 0.04 (p<0.001), even lower
than the Doxorubicin positive control, which presented a ratio of 0.98 = 0.04. This means that,
at the highest tested dose, artesunate affected the normal proliferation of erythrocytes in bone
marrow, which represents a cytotoxic effect. Considering that the micronucleus appears in
cells only after cell division, it is probable that, at the highest tested dose, artesunate
prevented cell division, and thus no evidence of macronucleated daughter cells could be

observed.

The frequency of micronucleated cells was analyzed after 24h of treatment. This treatment
time was determined according to recommendations in the literature, having taken into
account the kinetics of micronucleus formation and cell division (Chaubey et al., 1993;
Vikram, Ramarao & Jena, 2007). The results indicated that the positive control (Doxorubicin)
caused a significant increase (p<0.001) in the number of micronucleated cells compared to the
negative control, thus confirming the sensitivity of the test. In the groups treated with
artesunate at doses of 50 mg/kg, 100mg/kg and 2000mg/kg, there was a statistically
significant increase in micronucleated polychromatic erythrocytes compared to controls
(p<0.001 and p<0.05, respectively). This means that, under our experimental conditions,

artesunate presented clastogenic/aneugenic activity at the three highest doses tested.



48

Furthermore, at the 2000 mg/kg dose, the animals presented clinical signs of toxicity, such as

trembling, ruffled hair and apathy.

Generally speaking, antineoplastic drugs are cytotoxic, and some studies suggest that the
cytotoxic activity of artesunate may be effective against cancer by causing damage to cancer
cells, delaying the cellular cycle, inhibiting the proliferation of solid tumors, or even inducing
apoptosis (Efferth et al., 2003; Efferth et al., 2007; Hou et al., 2008; Cai et al., 2010; Chen
et al., 2010; Du et al., 2010). Nevertheless, it is necessary to rigorously investigate their
safety, given that artesunate presented genotoxic and clastogenic/aneugenic activity in the

present study, which might invalidate its use for treating both malaria and cancer.

In conclusion, the results indicate that artesunate presents cytotoxic effects at the highest
tested dose, as well as clastogenic/aneugenic activity in young bone marrow erythrocytes.
And although artesunate induced only mild DNA damage in cells that do not metabolize
peripheral blood, at high doses it caused severe DNA damage in cells that do, such as those in

the liver.
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Table 1 — DNA migration in the comet assay for the assessment of genotoxicity of Artesunate in
peripheral blood cells (collected 24 h after the treatment) from swiss mice male (M) in vivo.

Treatments Comet class
Animals Total' 0 1 2 3 Scores
M, 11 89 11 0 0 11
M, 9 91 9 0 0 9
Control M; 8 92 8 0 0 8
M, 9 91 9 0 0 9
M; 11 89 11 0 0 11
Mg 12 88 12 0 0 12
10+1,54 10+154
M, 1 99 1 0 0 1
M, 3 97 3 0 0 3
Artesunate M; 6 94 6 0 0 6
(5 mg/kg) M, 8 92 7 1 0 9
M; 4 96 4 0 0 4
Mg 6 94 6 0 0 6
4,66 + 2,50 4,83+2,78
M, 5 95 4 1 0 6
M, 6 94 4 2 0 8
Artesunate M; 4 96 3 1 0 5
(50 mg/kg) M, 1 99 1 0 0 1
M; 4 96 4 0 0 4
Mg 2 98 2 0 0 2
3,66 +1,86 4,33 +2,58
M, 5 94 3 2 0 7
M, 2 98 2 0 0 2
Artesunate M; 5 95 4 1 0 6
(100 mg/kg) M, 4 96 4 0 0 4
M; 1 99 1 0 0 1
Mg 3 97 3 0 0 3
3,33+1,63 3,83+2,31
M, 26 74 26 0 0 26
M, 21 79 19 2 0 23
Artesunate M; 19 81 19 0 0 19
(2000 ma/ka) M, 22 78 21 1 0 23
M; 26 74 24 2 0 28
Mg 27 73 24 3 0 30
23,5+ 3,27* 24,83 + 3,97*
M, 97 3 36 39 22 180
Doxorubicin M, 98 2 42 40 16 170
M; 98 2 33 34 31 194
(80 mg/kg) M, 100 0 45 35 20 175
M; 100 0 48 44 8 160
Mg 100 0 51 32 17 166
Mean + 98,8 + 1,32* 1741 +11,9*

* Significantly different from the negative control (P<0.001); 'Total number of cells with
damage (class 1+2+3).
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Table 2 — DNA migration in the comet assay for the assessment of genotoxicity of Artesunate
in liver cells (collected 24 h after the treatment) from swiss mice male (M) in vivo.

Treatments Comet class
Animals Total* 0 1 2 3 Scores
M, 6 94 6 0 0 6
M, 9 91 9 0 0 9
Control M; 9 91 8 1 0 10
M, 10 90 9 1 0 11
M; 7 93 5 2 0 9
Mg 4 96 4 0 0 4
75+2,25 + + + + 8,16 + 2,63
M, 16 84 16 0 0 16
M, 18 82 16 2 0 20
Artesunate M; 21 79 21 0 0 21
(5 ma/ka) M, 17 83 17 0 0 17
M; 17 83 12 5 0 22
Mg 16 84 16 0 0 16
17,5 £1,87*%** + + + + 18,6 £ 2,65**
M, 8 92 8 0 0 8
M, 18 82 18 0 0 18
Artesunate M; 11 89 11 0 0 11
(50 ma/ka) M, 16 84 16 0 0 16
M; 17 83 17 0 0 17
Mg 15 85 13 2 0 17
14,1 + 3,86* + + + + 14,5+ 4,03
M, 9 91 9 0 0 9
M, 6 94 6 0 0 6
Artesunate M; 20 80 18 2 0 22
(100 ma/ka) M, 11 89 6 5 0 16
M; 7 93 7 0 0 7
Mg 16 84 14 2 0 18
11,5+5,46 + + + + 13 £6,57
M, 99 1 51 44 4 151
M, 99 1 49 46 4 153
Artesunate M; 97 3 56 41 0 138
( 2000 ma/ka) M, 96 4 50 44 2 144
M; 97 3 48 47 2 148
Ms 98 2 53 42 3 146
97,6 £ 1,21*** + + + + 146,6 £ 5,35 ***
M, 96 4 42 39 15 165
M, 98 2 43 38 15 164
Doxorrubicin M; 96 4 45 39 12 159
(80 ma/ka) M, 97 3 46 34 17 165
M; 95 5 42 32 21 169
Mg 98 2 43 38 17 170
Mean + SD 96,6 + 1,21*** + + + + 165,3 + 3,93***

*Significantly different from the negative control (P<0.05);

**Significantly different from the negative control (P<0.01);

*#**Sjonificantly different from the negative control (P<0.001); 'Total number of cells with
damage (class 1+2+3).
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Table 3 - Number of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) observed in the
bone marrow cells of male (M) Swiss mice treated with Artesunate, and respective controls.
Two thousand cells were analyzed. SDM = standard deviation of the mean.

Treatments Number of MNPCE per Animal MNPCE PCE/NCE

Mean + SD Mean + SD
M, M, M, M, M; Mg

Negative control 3 3 3 2 2 1 2,33+£0,81 1,10+ 0,02

(water)

Artesunate 2 1 3 4 3 3 2,66 +1,03 1,07 £0,03

(5 mg/kg)

Artesunate 8 5 4 5 8 7 6,16 £ 1,72** 1,08 £ 0,03

(50 mg/kg)

Artesunate 6 8 9 7 6 9 7,5+1,37** 1,1+0,04

(100 mg/kg)

Artesunate 6 4 4 5 3 5 4,5+ 1,04* 0,67 £ 0,04 **

(2000 mg/kg)

Doxorrubicin 83 83 82 83 81 82 82,3+£0,81** 0,98 £ 0,04**

(80 mg/kg)

Significantly different from negative control (p < 0.05).
** Significantly different from negative control (p < 0.001).
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Resumo

O tratamento para combater a Malaria recomendado pela Organizagio Mundial da Satde
(OMS) ¢ feito com medicamentos derivados da artemisinina, tais como o artesunato, o
principio ativo extraido da Artemisia (Artemisia annua L.). Com base nesta informagéo, este
trabalho teve por objetivo avaliar a citotoxicidade, o potencial genotdxico e a expressdo dos
genes SOD1 e CASP3, em celulas HepG2 (Human hepatocellular liver carcinoma cell line)
tratadas com a artemisinina (ATM) e o artesunato (ART). Foram testadas as concentra¢des de
2,5, 5, 7,5, 10 e 20 pg/mL, de ambas as substincias, no teste de citotoxicidade com
Resazurina, com base em dados da literatura. Através deste teste, determinou-se as
concentragdes utilizadas nos experimentos de genotoxicidade (2,5, 5 ¢ 10 pg/mL), e analise
de expressdo génica (5 pg/mL). Os resultados do ensaio cometa com a ATM e o ART
mostraram um aumento significativo (p<0,001) no nimero de células com danos no DNA, em
relacdo ao controle negativo, em todas as concentracdes avaliadas, o que indica um efeito
genotdxico destas substancias. J4 na analise da expressdo gé€nica, houve um aumento na
expressdo de CASP3, nas células tratadas com as duas substancias. Em relag@o a expresséo do
gene SOD1, houve um aumento na expressdo de mRNA em células tratadas com ATM,
enquanto nas células tratadas com o ART, houve uma diminui¢8o na expressdo deste gene.
Apesar da analise da expresso génica ndo ter atingido significdncia estatistica na
concentracdo de ATM e ART estudadas, as andlises ajudaram a entender um pouco do
mecanismo de ag¢do destas substincias. Frente aos dados obtidos conclui-se que tanto a ATM
quanto o ART apresentaram efeito genotoxico e alteraram a expressdo de MRNA da caspase 3,
proteina efetora na cascata apoptdtica, podendo indicar que em concentragdes maiores, a
citotoxicidade encontrada pode ser devida a elevados danos no DNA que por sua vez,

desencadeiam a via de apoptose.

Palavras-chave: Artemisinina, artesunato, HepG2, expressio génica, Ensaio Cometa.
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1. Introducéo

A artemisinina (ATM), uma lactona sesquiterpénica isolada da planta Artemisia
annua, ¢ uma droga amplamente utilizada para tratar cepas resistentes da malaria (Efferth et
al., 2007). Esta substéncia e seus compostos derivados fazem parte de todas as cinco terapias
de combinagio a base de artemisinina (ACTs) recomendadas pela OMS para o tratamento da
malaria falciparum ndo complicada (WHO, 2010). Diversos trabalhos in vitro, utilizando
linhagens celulares tumorais, sugerem que estas substincias apresentam efeitos citotoxicos,
alteram o ciclo celular ¢ induzem a apoptose (Hou et al., 2008; Li et al., 2008; Youns et al.,

2009; Du et al., 2010; Zhang et al., 2010).

Uma edigdo do “Guidelines for Carcinogen Risk Assessment” publicada pela EPA
(Agéncia de Protegio Ambiental dos Estados Unidos) aponta as alteragdes na expressdo
génica, reparo do DNA, controle do ciclo celular, instabilidade gendmica e danos
cromossdmicos como as principais conseqiiéncias da exposi¢do aos agentes ambientais e
eventos criticos envolvidos no processo da carcinogénese (U.S. EPA, 2005; Preston, 2007).
Dentre as metodologias utilizadas para a detec¢io destes danos, estdo o Ensaio Cometa ¢ a

analise da expressdo génica.

Pesquisas recentes indicam que o mecanismo de acdo dos antimalaricos, tais como
artemisinina e seus derivados, geram danos na estrutura das membranas, que podem
influenciar diretamente na fun¢do normal da célula, o que propicia o inicio de uma série de
reagdes bioquimicas e, finalmente, morte celular (Olliaro and Taylor, 2004; Voitchovsky et
al., 2006; Sato et al., 2007). Essas drogas sdo amplamente utilizadas, com mais de 100
milhdes de doses ministradas anualmente (WHO, 2004), apesar de terem sido relatados casos
de embriotoxicidade em ratos e coelhos (Clark et al., 2004; Longo et al, 2006) e
neurotoxicidade in vitro e in vivo (Brewer et al., 1994; Schmuck et al., 2002). Artemisininas ¢
seus derivados podem apresentar atividade citotdéxica na proliferacio das células de
mamiferos (Efferth et al., 2001; Posner et al., 2003; Jeyadevan et al., 2004; Disbrow et al.,
2005), e sugere-se que a toxicidade esta relacionada com a alta concentracéo intracelular de

ferro (Lai and Singh, 1995; Smith et al., 1997; Singh and Lai, 2001).

Além disso, foi demonstrado que endoperdxidos de ATM desencadeiam a produgéo de
espécies  reativas de  oxigénio, que também t€m sido implicados no

mecanismo de agdo citotoxica (Disbrow et al., 2005). E essencial que o potencial genotdxico
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e mecanismos moleculares de citotoxicidade sejam determinados para avaliar a seguranga ¢
uso efetivo desta classe de drogas na area estabelecida de maldria e seu uso potencial no

tratamento de cancer.

Neste estudo, investigamos a citotocixidade, o potencial genotoéxico da artemisinina
(ATM) e do artesunato (ART), através do Ensaio Cometa (SCGE) e as atividades de

expressao dos genes SOD1 e CASP3 sobre células HepG2 tratadas com estas substancias.

2. Material e Métodos

2.1. Artemisinina e Artesunato

As folhas de Artemisia annua L. — 39 x 5 - foram coletadas no campo experimental de
plantas medicinais do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA) — UNICAMP - na cidade de Paulinia, interior do estado de S3o Paulo. Uma
exsicata esta depositada no herbario do CPQBA (CPQBA 12.46). Folhas (5000 g) de A.
annua foram secas em estufa a 40 °C, trituradas e extraidas por macera¢do com hexano por
dois dias (20,0 ). O macerado foi filtrado acrescido de concentrado sob pressdo reduzida,
fornecendo 92g do extrato bruto hexanico (rendimento 1,84%). A purificagdo de artemisinina
foi conduzida em colunas cromatograficas utilizando silica gel 60 230 — 400 mesh (particulas
de 0,040 - 0,063 mm). A eluicdo dos componentes da amostra foi feita incorporando o
material com uma mistura de hexano:acetato de etila (9:1). Foi utilizada a mesma fase movel
para correr a coluna e as sucessivas fracdes obtidas monitoradas por cromatografia em
camada delgada (CCD). Apds purificacdo da amostra, foi realizada a cristalizagdo da
artemisinina com solventes selecionados (Rimada et al., 2009). Cristais incolores, com
aspecto tipico de agulhas longas foram obtidos no total de 16,4g de artemisinina (rendimento
de 0,33%). A analise foi confirmada por Ressondncia magnética Nuclear foi obtido. Os
espectros de ressoniancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em aparelho Bruker DPX
400 MHz, operando em 400 MHz para 'H e 100 MHz para PC. As amostras foram
solubilizadas em cloroféormio deuterado (CDCls, Aldrich Co.).

Diidroartemisina foi preparada a partir de artemisinina utilizando o procedimento

descrito por Brossi et al.(1988). Os cloretos de acila RCOCI foram preparados a partir dos
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acidos carboxilicos correspondentes por aquecimento com cloreto de tionila a 50-60 ° C por
2-3 horas e reagiram com diidroartemisina na presenca de trietilamina em diclorometano seco
a 0 ° C por 2 horas para fornecer ésteres em 49-58% de rendimento. O artesunato foi
preparado a partir da diidroartemisina (DHA) por rea¢do com anidrido de &cido succinico em
meio basico. A piridina foi utilizada como solvente, bicarbonato de sédio como base e
catalisador de DMPA (N, N-dimetilaminopiridina) e trietilamina em 1,2-dicloroetano, com
rendimentos de até 100%. A mistura foi agitada até 9 horas para o artesunato com rendimento
quantitativo. O produto foi novamente re-cristalizado a partir de diclorometano. Foi formado

exclusivamente Alpha-Artesunate (m.p. 135-137 ° C).

2.2. Linhagem Celular

A linhagem celular utilizada foi a HepG2, obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro, Brasil. Para os experimentos, as células foram mantidas em meio de cultura MEM -
Minimum Essential Medium (Gibco), com antibidtico e antimicotico (Gibco), suplementado

com 10% de soro fetal bovino (Gibco).

As células foram cultivadas em monocamada de 10 mL de meio de cultura utilizando-

se frascos estéreis descartaveis de 25 cm?” de 4rea (Corning) a 37° C em estufa de CO».

2.3. Determinacdo das concentracdes utilizadas e Ensaio de Citotoxicidade com Resazurina

Desde 1995 estudos vém sendo realizados com a utilizagdo de resazurina, como
indicador de crescimento celular (Yajko et al., 1995). Testamos as concentra¢des 2,5; 5; 7,5;
10; e 20 pg/mL, com base na literatura disponivel. Estes testes foram feitos em duplicata
bioldgica, com trés réplicas cada. Para cada repetigéo, utilizamos uma microplaca de cultivo
celular de 24 pogos, semeada com 5x10* células por pogo, por 24 horas. Apds este periodo,
foram realizados o tratamentos com as concentragdes de artemisinina e artesunato descritas
acima, bem como o controle positivo (Doxorrubicina 2 pg/mL) e controle negativo (Meio +
DMSO 1%). Apos 24 horas de tratamento, o meio com tratamento foi descartado, cada pogo

foi lavado com PBS e adicionamos 750uL de solugdo de resazurina 60pM em cada pogo,
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protegido da luz. Incubamos por mais 3 horas, a 37°C, 5% CO,. Apds este periodo, sempre
protegida da luz, a placa foi levada para leitura em espectrofotometro de fluorescéncia (Victor

3, Perkin-Elmer®), na faixa de 530-560 nm de excitagdo ¢ 580-600nm de emissao.

2.4. Ensaio Cometa

O teste do Cometa foi realizado de acordo com as premissas de Tice et al., 2000.
Foram semeadas 10° células por frasco experimental e, apds 24 horas de estabilizagdo, as
células foram tratadas com ATM e ART, nas concentragdes 2,5, 5 e 10 ug/mL, por 3 horas.
Apbs este periodo, as células foram tripsinizadas (500 L de tripsina-EDTA 0,1%; 37°C), a
suspensdo celular centrifugada (5 minutos, 1000 rpm) e ressuspendida em 500 1L de meio de
cultura. Em seguida, foi adicionado 120 pL de agarose baixo ponto de fusdo (LMP — 0,5%),
sendo este material depositado em laminas pré-gelatinizadas (agarose de ponto de fusdo
normal; 1,5%) e levadas para solucdo de lise por pelo menos 1h. Apods desnaturagio (20
minutos) e eletroforese alcalinas (25 V, 300 mA, 20minutos), as laminas foram neutralizadas,
fixadas e mantidas sob refrigeragdo até o momento da andlise. A coloragdo das laminas foi
feita com brometo de etideo e a analise visual (Kobayashi, 1995) em microscopia de
fluorescéncia (filtro de excitacdo de 420-490 nm e filtro de barreira de 520 nm) e aumento de
400x. Os cometas foram classificados em: classe O — nucledides que ndo apresentam cauda;
classe 1 — nucledides com cauda menor que o didmetro do nucledide; classe 2 — nucledides
com cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes o didmetro do nucleodide; classe 3 — nucledides com
cauda 2 vezes maior que o didmetro do nucledide. Os experimentos foram realizados em
triplicata, sendo analisadas 300 células por tratamento. A analise da viabilidade celular foi
realizada pelo método de exclusdo por azul de trypan, sendo considerados somente os

tratamentos com indice superior a 80%.

2.5. Analise da expressdo génica por qRT-PCR em tempo real

Para analise da expressio génica, foram semeadas 10° células por frasco experimental
e, apos 24 horas de estabiliza¢ao, as células foram tratadas com ATM e ART, na concentragio

de 5 pg/mL, por 12 horas. Os experimentos foram realizados em duplicatas.
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A extracdo do RNA foi feita com TRIZOL LS (Invitrogen), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A avaliacdo da integridade do RNA foi feita por eletroforese em gel
de agarose 1% (visualizag¢@o do padrdo de bandas dos RNAr 18S e 28S) e por quantificagido
em espectrofotometro (razdo Ajeo/Asso). Apds a verificacdo da integridade do RNA, foi
realizada a sintese do cDNA. Para tanto, utilizou-se 2pL. de DNTP (Invitrogen — 10mM), 1pL
de oligo(dT) (10pmol/ pL), 500ng de RNA gendémico e completou-se o volume de 14,9ul.
com agua DEPC. Incubou-se por 5 minutos, no termociclador (TECHNE® TC 412), a 65°C.
Transferiu-se rapidamente para o gelo e, em seguida, acrescentou-se 4ul. de tampao MIv 5x
(Invitrogen), 0,1puL inibidor de ribonuclease (RNase out — Invitrogen) e 1uL de transcriptase
reversa (M-MIlv-RT —Invitrogen). Desta forma, totalizou-se o volume final de 20uL. Incubou-
se em termociclador a 37°C, por 50 minutos. O ¢cDNA foi acondicionado em freezer -80°C até

a realizac@o dos experimentos de PCR em tempo real.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em sistema de deteccdo de
fluorescéncia MJ Research DNA Engine Opticon (BIO-RAD) utilizando o corante SYBR
Green (Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG - Invitrogen) As condi¢des da PCR
foram as seguintes: desnaturagdo do cDNA a 50°C por 1 min, seguido de 95° por 3 minutos,
35 ciclos a 95°C por 20 segundos; anelamento do primer 60°C por 30 segundos; ¢ extensdo a
72°C por 20 segundos, seguidos de 95°C por 10 seg. e 40°C por 1 min. A analise da curva de
melting foi realizada no final da rea¢do com temperatura de 50°C até 95°C a cada 0,5°C por 5
seg. Os dados foram normalizados com primer de gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase
(GAPDH, de acordo com Sugaya et al, 2005) amplificados em cada conjunto de
experimentos de PCR. A sequéncia do primer SOD1 foi construida de acordo com Ding et al.
(2004) ¢ a seqiiéncia do primer CASP3 foi construida através do programa disponivel no site
do fornecedor (http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/), sendo Forward 5’

-GTGCTACAATGCCCCTGGAT-3’ e Reverso 5’- GCCCATTCATTTATTGCTTTCC-3".

2.6. Andlise Estatistica

Os resultados do Teste de Citotoxicidade ¢ do Ensaio Cometa foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey-Kramer de compara¢des multiplas (Sokal e
Rohlf, 1995), usando o software GraphPad Software Instat ® (vers@o 3.01). Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos em P < 0,05. J& os niveis de expressdo dos
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genes em estudo resultantes da qRT-PCR foram determinados pelo método de Pfaffl et al.

(2001), com analise estatistica realizada através do Software REST-384 (Pfaffl et al., 2002) .

3. Resultados

3.1. Ensaio de Citotoxicidade (Resazurina)

Os resultados do teste com resazurina realizados em duplicata indicaram que as
concentragdes 7,5, 10 e 20 pg/mL foram citotdxicas (Fig. 1). Desse modo, escolhemos com
base nestes dados as concentragdes de 2,5, 5 ¢ 10 ug/mL para a realizacdo do Ensaio Cometa

e a concentracdo de 5 pg/mL para a analise de expressdo génica.

3.2. Ensaio Cometa

Nas condi¢des do nosso experimento, em todas as 3 concentragdes (2,5; 5 ¢ 10 pg/mL)

.tanto os grupos tratados com Artemisinina quanto os com Artesunato tiveram aumento no
nimero de células com danos no DNA, bem como seus respectivos scores, com p<0,001, em

relagdo ao controle negativo (tabela 1). A maioria das células que sofreram danos no DNA

mostraram danos pequenos ¢ médios (classes 1 e 2), e uma minoria das células apresentaram

grande quantidade de danos (classe 3). A artemisinina, de um modo geral, apresentou um

nimero maior de células com danos médios (classe 2) em relagdo ao tratamento com o

artesunato.

3.3. Analise molecular

Na andlise da expressdo génica, todos os grupos mantiveram a integridade do RNA,
com quantidade e pureza satisfatorios. Através da qRT-PCR, pudemos observar se houve
modificacdo na expressdo de alguns genes de interesse. O gene Caspase 3 teve um pequeno

aumento de expressdo em relagdo ao controle. Porém, quando analisamos a expressdo do
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gene SODI, verificamos que nas células tratadas com Artemisinina houve um aumento da
expressdo, enquanto o mesmo ndo ocorreu nas células tratadas com Artesunato, onde houve
uma diminuicdo de sua expressdo. As diferencas observadas ndo foram estatisticamente

significativas. Estes resultados estdo expressos na figura 2.

4. Discussao

Muitos medicamentos e fatores ambientais podem danificar DNA, e experimentos que
visam compreender o resultado da exposicdo aos agentes prejudiciais ao DNA sdo de
fundamental importancia no desenvolvimento de medicamentos ¢ na pesquisa em saude
ambiental. No caso da artemisinina e do artesunato, o equilibrio entre os efeitos terapéuticos e

os efeitos toxicologicos é necessario para verificar a seguranga no uso destas substancias.

Para determinar as concentragdes utilizadas foi realizado o ensaio de citotoxicidade
com resazurina. Este teste é usado para determinar a citotoxicidade de substancias ¢ ¢ um dos
métodos mais empregados e mais sensiveis para detec¢do de citotocixidade in vitro (Fotakis
and Timbrell, 2006). Uma das vantagens desse ensaio ¢ que ele ndo avalia apenas a morte
celular, mas também pode indicar a inibicdo de crescimento celular, ou seja, o efeito
citostatico. Tratando células HepG2 com artemisinina e diidroartemisina (1-100Amol/L), Hou
e colaboradores (2008) observaram uma redugdo significativa na viabilidade celular, através
do teste de MTT, com a porcentagem de células viaveis variando de 84,7% para 15,5% (P
<0,01) apos uma exposicdo de 48 h. Ainda neste trabalho, o tratamento de células HepG2 com
ATM resultou em um maior nimero de células na fase G1 nas concentragdes utilizadas [10
Amol / L (67,41%), 25 Amol / L (70,72%), ¢ 50 Amol / L (69,21%)], respectivamente, em
comparagdo com células ndo tratadas (Hou et al., 2008). Nossos resultados mostram que
concentragdes 2,5 e 5 pg/mL de ATM e ART ndo apresentaram efeito citotoxico em células
HepG 2 apés 24 horas de tratamento. De acordo com esses dados foi realizado o ensaio do

cometa para verificar se essas concentragdes causam lesdes no DNA.

No presente trabalho, tanto a artemisinina quanto o artesunato induziram a danos no
DNA, que foram quantificados através do Ensaio Cometa, que determina as quebras de fita
simples ou dupla da molécula de DNA. Nossos resultados mostram que tanto os grupos

tratados com artemisinina quanto artesunato, nas 3 concentragdes testadas, apresentaram
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lesdes no material genético (p<0,001). Nas células tratadas com Doxorrubicina (controle
positivo) houve uma predominancia de danos no DNA das classes 2 e 3, resultado similar ao
encontrado em nosso experimento in vivo (dados ndo mostrados). Nas células tratadas com
artemisinina e artesunato, os nucledides danificados tiveram predomindncia de cometas de
classes 1 e 2. Li et al. (2008), utilizando células CHO-9 (Chinese hamster ovary cell line) e
V79-2 (hamster lung fibroblast cell line), verificaram através do Ensaio Cometa que, in vitro,
o artesunato induzia danos no DNA e também a apoptose. Eles concluiram ainda que, em
células de mamiferos, o artesunato gerava esses danos através de estresse oxidativo, direta ou
indiretamente, o que resultava nas quebras de fitas do DNA. Esses dados semelhantes aos
obtidos em nossos experimentos em células HepG2 tratadas com artesunato, além do
tratamento da artemisinina, ja que ambas as substincias, em todas as concentragdes testadas,
induziram a lesdes no DNA (p<0,001). Du e colaboradores (2010), testando o artesunato em
células pancreaticas tumorais Panc-1 e CFPAC-1, observaram, por intermédio de microscopia
eletronica, destruicdo das organelas celulares, incluindo a mitocondria, sugerindo que a
citotoxicidade do artesunato envolve alteragdo na funcdo normal da mitocondria. Além da
inducdo de danos no DNA, a citotoxicidade destas substancias, especialmente o artesunato ¢,
em parte, devido a diminuicdo da expressdo da Topoisomerase 2 (Top2A) (Youns et al.,
2009). A Top2A ¢ essencial para a proliferacdo celular e estd expressa em células em divisdo

(Toyoda et al., 2008).

A apoptose ou morte celular programada ¢ um regulador chave do controle de
crescimento fisiologico e regulagdo da homeostase dos tecidos. A morte de células tumorais
por meios utilizados atualmente em Oncologia Clinica, como a quimioterapia ou
imunoterapia, tem sido associada a ativacdo das vias de apoptose de transducdo de sinal em

células cancerosas.

Hou et al., 2008; Li et al., 2008; Youns et al., 2009; Du et al., 2010; Zhang et al., 2010,
utilizando linhagens celulares tumorais, sugerem que a artemisinina e o artesunato apresentam
efeitos citotoxicos, alteram o ciclo celular ¢ induzem a apoptose. Em vista disso, analisamos
a expressio génica da caspase 3, uma vez que ¢ a via final comum de quase todas as vias
apoptoticas. Tanto no grupo tratado com artemisinina, quanto no grupo tratado com
artesunato houve um leve aumento na expressio desse gene, embora ndo significativo, o que
pode sugerir que ambas as substincias alteram o ciclo celular, porém nio induziram a
apoptose. Essa expressdo ndo significativa de caspase 3 também pode ser devido ao tempo de

exposicdo das células a essas substincias (12h). Youns et al. (2009) observou indugdo da
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caspase 3 em seus experimentos com artesunato, porém as células foram tratadas somente por

6 horas.

Devido a relacdo da artemisinina e artesunato com a inducdo de estresse oxidativo
(Michaelis et al.,, 2010), optou-se por estudar a expressdo génica de Cu/Zn superdxido
desmutase (SOD1). Nossos resultados mostram que o grupo de células tratadas com
artemisinina teve a expressdo de SOD1 aumentada em relagdo ao controle, enquanto o grupo
tratado com artesunato apresenta uma diminui¢do da expressdo deste gene, embora os dados
ndo sejam estatisticamente significativos. Youns et al. (2009) analisando a expressdo génica
por microarray também observou pequena diminui¢éo da expressdo de SOD1 ao tratar células
pancreaticas com artesunato. Como a SOD1 sd teve a expressdo aumentada pelo tratamento
com ATM, talvez ela tenha maior potencial de gerar estresse oxidativo do que o ART. De
acordo com Effert et al. (2002, 2003 e 2005), as células tumorais também podem apresentar
resisténcia ao artesunato devido a indugfo da expressdo de genes anti-oxidativos DHDH
(codifica dihydrodiol dehydrogenase), GCLC/GCLM (codifica GCL), GSTM4, GSTT2,
GSTZ1 (todas codificadoras de glutationas-S-tranferases), ¢ MGST3 (codifica microsomal

glutathione S-transferase 3 microssomal).

Apesar da analise da expressdo gé€nica ndo ter atingido significancia estatistica na
concentragdo de ATM e ART estudadas, as andlises ajudaram a entender um pouco do
mecanismo de ag@o destas substancias. Frente aos dados obtidos conclui-se que tanto a ATM
quanto o ART apresentaram efeito genotdxico e alteraram a expressdo de mRNA da caspase
3, proteina efetora na cascata apoptdtica, podendo indicar que em concentragdes maiores, a
citotoxicidade encontrada pode ser devida a elevados danos no DNA que por sua vez,

desencadeiam a via de apoptose.
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Tabela 1 — Total e scores de danos em células HepG2 tratadas com Artemisinina e

Artesunato. (Coletadas apds 3 horas de tratamento).

Tratamentos Classes dos cometas
Total* 0 1 2 3 Scores
Controle 9 91 8 1 0 10
11 89 9 2 0 13
13 87 10 2 1 17
11+2,0 13,3+35
Artemisinina [2,5 pg] 93 7 46 42 5 145
90 10 46 37 7 141
92 3 45 40 7 146
91,6 + 1,65*** 144 + 2,6***
| Artemisinina [5 pg] 90 10 42 35 13 151
95 5 48 38 9 151
91 9 41 39 11 152
92 +2,6*** 151,3 £ 0,5***
Artemisinina [10 pg] 94 6 42 33 19 165
96 4 46 37 13 159
97 3 38 36 23 179
95,6 £ 1,5*%** 167,6 £ 10***
Artesunato[2,5 ug] 52 48 40 12 0 64
62 38 48 14 0 76
70 30 53 16 1 88
61,3 +9,0%** 76 + 12%**
Artesunato[5 ug] 70 30 53 14 3 90
64 36 38 23 3 93
68 32 46 20 2 92
67,3 + 3,0%** 91,6 + 1,5***
Artesunato[10 ug] 92 8 41 34 17 160
94 6 31 43 20 177
98 2 29 53 16 183
94,6 + 3,0%** 173,3 +11,9%**
Doxorrubicina[2 pg] 95 5 15 39 41 166
91 9 29 46 16 169
92 8 25 52 15 174
91+45 169,6 £4,0

* Significativamente diferente do controle negativo (p < 0.05).

** Significativamente diferente do controle negativo (p < 0.01).
*** Significativamente diferente do controle negativo (p < 0.001).

Total de células com danos (Classes 1+2+3)



UNIDADES DE FLUORESCENCIA

Artemisinina (ATM) Artesunato (ART)
Controle 428426.5 + 21639 476632.5 + 33195
Doxorrubicina [2 pg/mL] 355638.5 £21385 317649.5 £ 27746%**
ART [2,5 pg/mL] 367915.8 + 41146 512187.1 + 36849
ART [5 pg/mL] 321101 +39443** 481540 £ 40981
ART [7,5 pg/mL] 281858.6 + 70448*** 368067.5 + 61374***

ART[10 pg/mL]

241393.1 +£23155%**

282615.8 £25120%**

ART [20 pg/mL]

152950.1 + 48643***

219852.5 + 32582***

Fig. 1. Resultados das médias das duplicatas do Ensaio de Citotoxicidade com Resazurina.
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Fig. 2. Expressdo relativa dos RNAm de CASP3 e SOD1, quantificado por PCR em tempo

real na linhagem HepG2.
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Anexo 1 — Confirmag¢do da submissdo do artigo “Genotoxicity assessment of the antimalaric

compound artesunate in somatic cells of mice” ao Journal of Applied Toxicology

httpe/fme. manuseripteentral .com/apptox 12/282010
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Anexo 2 — Parecer do Comité de Etica Experimental da Faculdade de Medicina de Marilia,

SP.

limed™) Sre.(*)
Prof. Dr Edson Luis Maistro
Marilig/SP

O Comité de Efica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Marilia,
recabeu o protocolo de estude n® 14005, intitulade: “Estudo da Athvidade Genotdxica efou Antigenctéuica do
Antimalarigeno Aresunalo em Células de Roedores in vive®, “foi considerads APROVADO “Ad
Referendum” apas responder as pandéncias apontadas em Reunido Ordindria — 27/04/08, de acordo com a
Resolugso 196/96 & suas Complementares do Conselho Macional de Sadde, podendo ser iniciade

Sendo s& para o momento, referamos protestos de consideraclo & apreca.

Atenciosaments,

o |
/ |
Prof. Dr. Valdeir Fagundes de Quelroz
Presidents do Comité de Etica em Pasguisa
Emvolvendo Seres Humanos
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Anexo 3 — Protocolo de Extragado de RNA de Cultura de Células (Invitrogen)

© g s~ e

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

Reservar o meio de cultura em tubo de centrifuga estéril
Lavar com PBS (2 mL)

Tripsinizar as células

Inativar com o meio reservado

Centrifugar 5 min, 1200 rpm

Descartar todo o sobrenadante (verter no descarte e retirar excesso no papel higi€nico)

Adicionar 250puL de agua DEPC e 750uL de Trizol

Homogeneizar levemente antes de transferir para microtubos de 2 mL

Incubar por 5 min, T ambiente (Obs: se aparecer 2 fases, adicionar mais Trizol)
Adicionar 200uL de cloroférmio e agitar vigorosamente por 15 seg na méo e incubar
por 5 a 10 min, T ambiente

Centrifugar 4°C, 12000 rpm, 15 min (Obs: o volume da fase aquosa seré cerca de 70%

do volume inicial do Trizol)

Transferir a fase aquosa para microtubos de 1.5 mL e Adicionar 500uL de isopropanol

por 0,75 mL de Trizol usado inicialmente

Incubar por 10 min, T ambiente

Centrifugar 4°C, 12000 rpm, 10 min

Descartar o sobrenadante e lavar o pellet de RNA com 1 mL de etanol 75% (750uL
agua etanol + 250 uL de 4gua DEPC) (soltar o pellet com leves batidas)

Centrifugar 4°C, 7500 rpm, 5 min

Descartar o sobrenadante e deixar secar o pellet brevemente (+/- 15 min; ndo deixar
ficar translicido). Dissolver em 30pL de 4gua DEPC, homogeneizando levemente

TRATAMENTO COM DNAse I (de acordo com instrucdes da bula)

- Adicionar 3pL do tampdo da DNAse 10 X e 1uL. de DNAse I (1u/uL)

19.

Incubar por 15 min, T ambiente

Incubar 5 min, T 55 °C a 60°C
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20. Transferir imediatamente para o gelo

Quantificar e preparar gel para verificar integridade do RNA:

L N3o se esquecer de deixar a cuba de eletroforese no NaOH (10N) por pelo menos 40

min, lavar, esperar secar e depois preparar o gel.
Gel 1% (40 mL), 70-80V, 30mA, 25-30 min
Aplicar 5 pLL amostra/ladder + 3 pL tampao de carregamento

Armazenar o RNA no freezer -80°C

21. SINTESE DO cDNA
OBS: Volume final/microtubo = 20 pL

a) &4gua DEPC 2 9,9 uL

b) dNTP 2,5mM mix =2 2 uL

¢) OligodT 10 pmol/uL > 1 pL

d) Tampédo MLV (agitar no vortex 5 seg) 2> 4 uL

e) RNAse Out - 0,1 puL

f) MLV > 1 puL

g) RNA (500 ng/mL) > 2 uL

% Fazer mix para a quantidade necessaria de microtubos de cDNA a ser sintetizado, sem

o RNA. Distribuir 18 pL em cada microtubo e adicionar os 2 pL. de RNA.

% Homogeneizar bem levemente. Incubar no termociclador por 50 min, 37°C, seguido de

15 seg a 70°C. Programa cDNA2.

Quantificar

Armazenar o cDNA no freezer -80°C

22. TESTE DE AMPLIFICACAO DOS PRIMERS
OBS: Volume final/microtubo = 25 pL
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Preparar o MIX (y + 1) de acordo com o niimero de primers (y) a ser testado.

a) &gua DEPC - 18,25 uL
b) Tampédoda Taqg10 X = 2,5 uL
c) dNTP 10mM mix = 0,25 uL
d) MgCl,50mM = 0,75 puL
e) Taq->025uL
& Homogeneizar e Distribuir 22 puL do mix/microtubo de cada primer a ser testado e

adicionar:

f) Primer F - 1 pL/microtubo

g) Primer R = 1 pL/microtubo

h) cDNA (500 ng) 2 1 pL/microtubo

% Incubar no termociclador (Programa GAPDH). Programar aparelho com Tm
desejada. Leva aproximadamente 2h.

Preparar gel para verificar amplificagéo: gel 1% (40 mL), 70-80V, 30mA, 60-70 min.

Aplicar 15 pL amostra ou 5 pL ladder + 3 pL tamp&o de carregamento

23. TESTE DE EFICIENCIA DOS PRIMERS (testar diluices na PCR em tempo
real) E ANALISE DA EXPRESSAO GENICA
EXEMPLO:

Diluigdes:

1:5 =1 uL cDNA + 4uL 4gua DEPC (MCF-7; OVCAR-3)

PREPARO DO MIX

a) Preparar 1 mix para cada primer

Volume total/microtubo = 20 pL

e H,ODEPC-7puL
e Primer F—0,5 uL
e PrimerR-0,5 pL
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e cDNA-2uL
e Sybr Green— 10 pL

& Fazer o mix de cada primer para a quantidade necessaria de microtubos a ser testado;
sem o cDNA. Distribuir 18 uLL em cada pogo da microplaca e adicionar os 2 pL do cDNA

correspondente. Manter tudo no gelo e proteger da luz.

Levar em consideracdo que temos 2 repeticdes bioldgicas e que cada uma delas seré

analisada em triplicata na PCR.
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