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Resumo 

 

A combinação de lumefantrina + artemeter tem sido usada como tratamento 

alternativo para malaria grave onde há uma resistência a cloroquina. No entanto, as 

atividades mutagênicas e genotóxicas dessas drogas ainda não são bem 

conhecidas. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos mutagênicos, genotóxicos 

e apoptóticos in vitro da lumefantrina e em combinação com o artemeter em 

linfócitos T humanos. Células de 8 (4 para teste com lumefantrina e 4 para 

lumefantrina + artemeter) doadores saudáveis foram tratadas com 100, 80 e 60 

µg/ml (C100, C80 e C60) de lumefantrina; para o tratamento combinado, as células 

foram tratadas com 80, 60, 30, 9 e 6 µg/ml de lumefantrina + 13,3, 10, 5, 1,5 e 1 

µg/ml de artemeter respectivamente (C80+, C60+, C30+, C9+ e C6+). Foram 

incluídos nos testes um controle negativo (CN), um controle de solvente (CS, DMSO 

2%) e um controle positivo (CP, 0,03 µg/ml de doxorrubicina). O efeito genotóxico foi 

avaliados pelo ensaio cometa, o mutagênico foi pelo teste do micronúcleo (MN) e 

apoptose foi avaliada pela presença de caspase 3 ativa. Os tratamentos C100 (TM = 

40,41 ± 2,58), C80 (TM = 28,09 ± 1,34), C60 (TM = 14,99 ± 1,46), C80+ (TM = 30,09 

± 2,54) e C60+ (TM = 14,31 ± 0,84) mostraram um aumento significativo (p<0.01) no 

efeito genotóxico quando comparado ao CS (TM = 6,23 ± 0,95). Alem disso, os 

tratamentos C100, C80 e C60 aumentaram significativamente (p<0.01) o numero de 

MN (MN = 70,75 ± 6,10, 83,25 ± 7,11 e 36,5 ± 3,7) e brotos nucleares (BrN = 26 ± 

5,03, 29 ± 8,75, 24 ± 10,23) quando comparado ao CS (MN = 9,25 ± 1,7; BRN = 4,5 

± 1,0), igualmente os tratamentos C80+ (MN = 75,25 ± 8,3; BRN = 25,25 ± 5,85) e 

C60+ (MN = 31 ± 4,96; BRN = 5,22 ± 5,44) em relação ao CS+ ( MN = 7,25 ± 0,5; 

BRN = 4,25 ± 1,7). O Índice de Divisão Nuclear (IDN) diminuiu significativamente (p 

<0.05) nos tratamentos C100 (IDN = 1,73), e também nos tratamentos C80+ (IDN = 

1,82) e C60+ (IDN = 1,94) comparados ao CS e CS+ (IDN = 2,25 e 2,06, 

respectivamente). Todos os tratamentos com exceção do C30+, apresentaram um 

aumento significativo (p<0.05) na apoptose em todos os tempos avaliados. Estes 

resultados demonstram que a lumefantrina e a lumefantrina + artemeter possuem 

efeitos mutagênicos e genotóxicos (possivelmente pelo aumento do estresse 

oxidátivo). Em adição, os tratamentos com a lumefantrina e a lumefantrina + 

artemeter elevaram a apoptose das células em resposta ao dano no DNA, alem de 

possivelmente parar o ciclo celular (efeito citostático). Entretanto, concentrações de 

lumefantrina + artemeter próximas das observadas no plasma após o tratamento de 

pacientes com malaria não apresentaram danos no DNA e, portanto, se mostraram 

seguras neste ponto de vista.   
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Abstract 

 

The lumefantrine + artemether combination has been used as an alternative 

treatment of severe malaria chloroquine-resistant. However, the genotoxicity and 

mutagenicity of these compounds are not known. The aim of this study was to 

evaluate the in vitro mutagenic, genotoxic and apoptotic effects of lumefantrine and 

lumefantrine+ artemether in human T lymphocytes. Cells of 8 (4 for testing with 

lumefantrine and 4 from lumefantrine+ artemether) healthy donors were treated with 

100, 80 and 60 µg/ml (C100, C80 and C60) of lumefantrine; to the combined 

treatment, cells were treated with 80, 60, 30, 9 and 6 µg/ml of lumefantrine plus 13.3, 

10, 5, 1.5 and 1 µg/ml of artemether, respectively (C80+, C60+, C30+, C9+, and 

C6+).  Negative control (CN), solvent control (CS, DMSO 2%) and positive control 

(CP, 0.03 µg/ml of doxorubicin) were evaluated in all experiments. The genotoxicity 

was assessed by comet assay, the mutagenic effect by the micronucleus assay (MN) 

and apoptosis by the presence of active caspase 3. C100 (TM = 40.41 ± 2.58), C80 

(TM = 28.09 ± 1.34), C60 (TM = 14.99 ± 1.46), C80+ (TM = 30.09 ± 2.54) and C60+ 

(TM = 14.31 ± 0.84) treatments showed significant (p<0.01) genotoxic effects when 

compared to CS (TM = 6.23 ± 0.95). Furthermore, C100, C80 and C60 treatments 

increased significantly (p<0.01) the number of MN (MN = 70.75 ± 6.10, 83.25 ± 7.11 

and 36.5 ± 3.7) and nuclear buds (BrN = 26 ± 5.03, 29 ± 8.75,  24 ± 10.23) when 

compared to CS (MN = 9.25 ± 1.7; BRN = 4.5 ± 1.0), as well as the treatments C80+ 

(MN = 75.25 ± 8.3; BRN = 25.25 ± 5.85) and C60+ (MN = 31 ± 4.96; BRN = 5.22 ± 

5.44) when compared to CS+( MN = 7.25 ± 0.5; BRN = 4.25 ± 1.7). The Nuclear 

Division Index (IDN) decreased significantly (p <0.05) in C100 (IDN = 1.73), and also 

in treatments C80+ (IDN = 1.82) and C60+ (IDN = 1.94) compared to CS and CS+ 

(IDN = 2.25 and 2.06, respectively). All treatments, except C30+, showed a 

significant increase (p<0.05) in apoptosis at all times evaluated. The results 

demonstrate that lumefantrine and lumefantrine + artemether have a mutagenic and 

genotoxic effect (possibly by increasing oxidative stress). In addition, the treatment 

with lumefantrine and lumefantrine+ artemether elicited apoptosis of the cells in 

response to DNA damage, and possibly cell cycle arrest (cytostatic effect). However, 

concentrations of lumefantrine + artemether close to those observed in plasma after 

treatment for malaria does not show damage in DNA and, therefore, are safe from 

that standpoint. 
 

 

Key words: Lumefantrine, Artemether, Mutagenic effect, Genotoxic , Apoptosis 
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1. Introdução 

1.1. Aspectos gerais e epidemiológicos da Malária 

A malária é uma doença tropical infecciosa aguda, causada por um protozoário 

do filo Apicomplexa, família Plasmodiidae, gênero Plasmodium e transmitida pelo 

repasto sanguíneo de fêmeas de mosquito do gênero Anopheles (Neves et al, 2007; 

Rey et al, 2008). Encontram-se cinco principais espécies para o Plasmodium (P. 

vivax , P. falciparum, P. ovale, P. malarie e P. knowlesi) cujo possui a capacidade de 

infectar o ser humano (Marelli et al, 1998; Mendis et al, 2001; Cox-Sigh and Sigh, 

2008; White, 2008). 

Mesmo sendo uma doença com relatos antigos, a malária ainda hoje é um dos 

principais problemas de saúde pública nos países da região tropical, onde são 

constatados cerca de 300 a 500 milhões de novos casos a cada ano, acarretando 

em cerca de 1 a 2 milhões de mortes, principalmente entre crianças menores de 

cinco anos e em mulheres grávidas (Breman, 2001; Snow et al, 2005; Neves et al, 

2007; SIVEP-malária, 2010). 

Apesar de grande parte da população mundial estar sob risco de contrair a 

doença, sua incidência maior é na África, que responde por 85% dos novos casos 

estimados (Breman et al, 2004; OMS, 2010).  

Já no Brasil, quase a totalidade dos casos se restringem a Amazônia Legal, da 

qual fazem parte os estados do Acre, Amapá, Amazonas, Pará, Rondônia, Roraima, 

Tocantins, Maranhão e Mato Grosso, sendo que casos esporádicos encontrados em 

outras partes do país geralmente são devido a visitantes vindos desta região (Loiola 

et al, 2002; SIVEP-malária, 2010). 

Um aspecto relevante é que a malária pode afetar a qualidade de vida e trazer 

problemas econômicos para as populações endêmicas, uma vez que durante as 
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crises febris o indivíduo fica debilitado dificultando sua atividade laboral (Mendis et 

al, 2001; Breman et al, 2004). 

Das quatro espécies mais relevantes que afetam o ser humano, o Brasil só não 

possui a espécie P. ovale, pois as condições climáticas do pais não são favoráveis 

ao desenvolvimento da espécie do vetor que carrega este agente (Ministério da 

Saúde, 2005). 

No Brasil a maior parte dos casos de malária deve-se a infecção com o P. 

vivax, correspondendo a 85% dos casos, seguido por P. falciparum, com 15% dos 

casos e menos de 1% dos casos são recorrentes da infecção por P. malarie (OMS, 

2009). 

As infecções pelo P. vivax no Brasil e no mundo tem aumentado nos últimos 

anos, pois, por não ser considerada tão letal quanto às infecções pelo P. falciparum, 

o P vivax tem sido visto como sendo benigno e com menor prioridade de pesquisas 

e atenção a este parasito (Price et al, 2007).  

Outro aspecto importante, é que o tratamento da malária por P. vivax é 

constituído por duas fases, o que faz com que muitos infectados abandonem o 

tratamento por ser prolongado, favorecendo assim as recaídas dos pacientes (Abdon 

et al, 2001). 

O P. falciparum é estimado como o mais perigoso por causar a malária grave e 

a malária cerebral, onde o risco de morte é muito alto. Apesar de ser o segundo mais 

encontrado no Brasil, ele é o mais comum em algumas regiões da África, Ásia e 

norte da América do Sul (Breman, 2001). 

Apesar de causarem a mesma enfermidade, os parasitos possuem morfologia 

e características específicas diferentes entre si, que acabam por resultar em 

algumas manifestações clínicas diferentes da doença. 
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O P. falciparum invade hemácias em todas as suas fases, desde jovens até 

hemácias velhas; possui uma fase de incubação de aproximadamente 12 dias 

(Torres e Domingos, 2005). Passa uma única vez pelos hepatócitos e, portanto, não 

possui forma latente (hipnozoítos). O que chama a atenção são seus gametócitos 

que apresentam o formato de lua crescente (Neves et al, 2007).  

Sua habilidade de invadir todas as fases da hemácia traz consequências 

graves, como um aumento muito rápido da parasitemia. Além disso, causa 

alterações nessas células, levando-as a adesão no endotélio vascular do hospedeiro 

(Heddini, 2002; Torres e Domingos, 2005). 

Dentre a sintomatologia causada pelo P. falciparum, se destaca o 

comprometimento cerebral, anemia severa, deficiências renais e pulmonares, 

podendo causar sequelas ou levar o indivíduo a morte (Heddini, 2002). 

O P. vivax, possui um tempo de incubação maior, variando de 12 a 17 dias, 

com uma fase de latência que possibilitam recaídas da doença e invade apenas 

hemácias jovens, conhecidas como reticulócitos. Por este motivo, o aumento da 

parasitemia não é tão acentuado quanto à do P. falciparum (Ministério da Saúde, 

2005; Neves et al, 2007).  

O parasito da malária possui dois ciclos (Figura 1): um no hospedeiro 

vertebrado no caso o homem, e outro no hospedeiro invertebrado correspondente a 

fêmeas de mosquitos do gênero Anopheles. 
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Figura 1. Ciclo da malária, adaptado de 

http://www.cdc.gov/malaria/images/graphs/life_cycle/malaria_LifeCycle.gif , 2012. 

Na infecção natural nos humanos, o Plasmodium, na forma esporozoíta 

infectante, é “injetado” na corrente sanguínea via repasto do anofelino; cerca de 15 a 

200 esporozoítos são depositados no sangue do indivíduo. Em seguida o parasito se 

encaminha para os hepatócitos, onde se diferenciam em formas trofozoítas e, por 

reprodução assexuada, dão origem aos esquizontes teciduais e, posteriormente, a 

milhares de merozoítos. Esta primeira fase se chama exoeritrocítica ou tecidual, por 

não envolver as hemácias do hospedeiro e preceder o ciclo sanguíneo do 

Plasmodium (Banister et al, 2000; Neves et al, 2007;  Rey, 2008).. 

Após serem diferenciados alguns merozoítos permanecem em estado latente 

nos hepatócitos, sendo então denominados hipnozoítas. Esses são responsáveis 

pelas recaídas tardias, principalmente na malária causada pelo P. vivax. A grande 

maioria dos merozoítos são liberados para as vias sanguíneas invadindo as 

hemácias e iniciando, assim, o ciclo eritrocítico (Mota et al, 2001; Bannister et al, 

2003). 

http://www.cdc.gov/malaria/images/graphs/life_cycle/malaria_LifeCycle.gif
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O ciclo eritrocítico tem uma grande importância no desenvolvimento do 

parasito. O Plasmodium, neste ciclo, pode metabolizar a hemoglobina em 

aminoácidos que vão ser utilizados como fontes de nutrientes para sua maturação 

(Goldberg e Slater, 1992).  

Interessante ressaltar que a hemoglobina tem um papel importante no 

desenvolvimento do parasito e, em casos de algumas doenças falcêmicas onde o 

individuo se torna deficiente em hemoglobina, há uma diminuição tanto na 

contaminação quanto no crescimento dos parasitos (Joishy et al, 1988; Chotivanich 

et al, 2002). 

O desenvolvimento intra-eritrocítico do parasita se dá por esquizogônia, que é 

um tipo de reprodução assexuada onde um único parasito pode se dividir em 

aproximadamente 4 células filhas, novos merozoítos, que invadem novas hemácias 

(CDC, 2012). 

Depois de algumas gerações de merozoítas sanguíneos, essas se 

diferenciarão no estágio sexuado, os macrogametócitos (femininos) e os 

microgametócitos (masculinos), que não se dividem mais. Essas formas sexuadas, 

depois de ingeridas pelo vetor, seguem seu desenvolvimento dando origem a novos 

esporozoítos, que são as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado, no caso 

o homem (Neves et al, 2007; Rey, 2008). 

Após a fase de incubação do parasito existe uma fase sintomática inicial 

normalmente caracterizada para todas as espécies de Plasmodium, por causar um 

mal-estar, cefaleia, cansaço e dores no corpo, sintomas que precedem a clássica 

febre da malária. Esta tem início com calafrios que duram de 15 minutos à uma hora, 

seguidos por uma fase febril, com temperatura corpórea podendo atingir 41ºC ou 

mais, dependendo do sistema imunológico do hospedeiro. Após um período de duas 
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a seis horas, ocorre à baixa da febre e o paciente apresenta sudorese profusa e 

fraqueza intensa (Neves et al, 2005; Rey, 2008; Breaman, 2001; Ministério da 

Saúde, 2005). 

Após a fase inicial, a febre assume um caráter intermitente, dependente do 

tempo de duração dos ciclos eritrocíticos de cada espécie de plasmódio, sendo 48 

horas para P. falciparum e P. vivax (malária terçã) e 72 horas para P. malariae 

(malária quartã) (Ministério da Saúde, 2005). 

A malária pode causar vários sintomas, dependendo da quantidade parasitária, 

da resposta imunológica do indivíduo e da espécie do parasito, sendo que o P. 

falciparum é o principal causador da malária grave que pode ter um desfecho de 

óbito do indivíduo. Pode também tornar-se grave e complicada principalmente em 

indivíduos adultos não imunes, crianças e mulheres grávidas (Marsh et al, 1989). 

Alguns sintomas como: convulsões, anemia intensa, hemorragias, dispnéia, 

vômitos sucessivos, hipotensão arterial, oligúria, icterícia e distúrbios da consciência 

constituem sinais clínicos alertando o possível aparecimento da malaria grave 

(Neves et al, 2007).  

Estes sintomas podem ser acompanhados de outros mais graves que podem 

levar ao óbito, tais como a malária cerebral, insuficiência renal aguda, febre 

hemoglobinúrica, edema pulmonar agudo, hipoglicemia, acidose láctica, icterícia, 

coagulação intravascular disseminada, hemorragia e hiperpirexia (Neves et al, 

2007).  

Por ser em sua maioria benigna, a malária por P. vivax tem sido negligenciada 

e, por este motivo, tem causado alguns problemas graves na saúde pública (Price et 

al, 2007). Atualmente, tem aumentado os estudos que demonstram que a malária 

por P.vivax tem sido erroneamente caracterizada como benigna, uma vez que há 
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relatos de várias casos de onde houve problemas diferentes dos convencionais 

causadas por este parasito, pouco estudado em relação ao P. falciparum (Picot et al, 

2006; Lacerda et al, 2007; Lacerda et al, 2012). 

Quando os indivíduos tem baixa imunidade, os riscos podem aumentar, tendo 

sidos descritos complicações em vários níveis devido a este aspecto (Alecrim, 2000; 

Mendis et al, 2001). 

Muitos estudos demonstram que o P. vivax causam dificuldades respiratórias 

graves, sendo que na maioria das vezes, os infectados voltam a ser saudáveis após 

o tratamento (Saleri et al, 2006; Kochar et al, 2005; Lawn et al, 2003) ,mas em 

alguns casos o paciente é levado ao óbito ou a graves sequelas (Lacerda et al, 

2003; Kochar et al, 2005). 

Outros estudos mais atuais mostram que o P. vivax pode causar falhas renais 

agudas e outros sintomas que podem levar o individuo ao óbito (Vermehren et al, 

2005; Alexandre et al, 2010; Andrade et al, 2010). 

 

 

1.2. Terapia utilizada contra a malária 

Depois de feito o diagnóstico e comprovada à existência do parasito no 

sangue, o paciente deve receber o tratamento. Este varia de acordo com alguns 

quesitos tais como, idade, peso, estar gestante ou não, espécie do Plasmodium, 

suscetibilidade a doença, intensidade da doença entre outros (Ministério da Saúde, 

2010). 

No Brasil o Ministério da Saúde disponibiliza os medicamentos para o Sistema 

Único de Saúde (SUS), assim como os manuais técnicos de tratamento atualizados 

para a padronização do tratamento e um aumento na eficácia do mesmo, na 
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tentativa de evitar dosagens que possam ser tóxicas aos pacientes (Ministério da 

saúde 2010). 

Tomando como exemplo o Brasil, de maneira geral o tratamento é dado 

apenas com cloroquina e primaquina em adultos e crianças com mais de 6 meses de 

vida  contaminadas com o P. vivax e P. ovale, com exceção de gestantes e crianças 

até 6 meses, que recebem apenas a cloroquina; a cloroquina também é usada nas 

recaídas tardias (Ministério da Saúde, 2010). 

No caso do P. falciparum, o tratamento pode se dar de várias maneiras, 

dependendo também do biótipo do usuário. O mais comumente usado são as 

combinações de artemeter e lumefantrina em 3 dias e artesunato e mefloquina 

também em 3 dias. Também existe um tratamento mais longo de 6 dias, onde nos 3 

primeiros dias são administrados a quinina e doxicilina, seguidos de 2 dias somente 

de doxiciclina e, por fim no 6º dia se administra a primaquina (Ministério da Saúde , 

2010). 

O tratamento tem como principal objetivo curar o infectado da maneira mais 

rápida e efetiva possível, evitando assim que o paciente possa sofrer danos maiores 

causados pelo parasito,disseminar a doença e não permitir a possível resistência do 

mesmo (OMS, 2001) 

O tratamento para a malária visa atingir o parasito nas suas várias formas 

durante o ciclo evolutivo, seja na interrupção da esquizogônia sanguínea ou na 

destruição dos hipnozoítos no ciclo tecidual, não deixando que haja recaídas tardias, 

e/ou interrompendo a transmissão do parasito, ao eliminar as formas gametocíticas 

do Plasmodium (Ministério da Saúde, 2010). 

As drogas podem agir de várias maneiras nos parasitos como, por exemplo, 

inibindo a formação da hemozoína, tornando o ambiente tóxico para o parasito; ou 
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inibindo a produção do acido fólico, importante no metabolismo do Plasmodium; ou 

ainda podem funcionar como inibidores de transporte de elétrons mitocondriais ou 

da transcrição do Plasmodium (Cunico et al, 2008) 

Estas drogas são usadas de maneira a serem administradas de acordo com a 

área endêmica do mundo e dos perfis imunológicos dos indivíduos, tal qual a 

suscetibilidade do parasito ao antimalárico (Cojean et al, 2006; Afonso et al, 2006).  

Em muitas localidades do mundo os parasitas estão se tornando resistentes a 

medicamentos que são atualmente distribuídos pelos órgãos de saúde e usados em 

muitos locais indiscriminadamente (CDC, 2012). 

Essa resistência tem sido associada a polimorfismos em genes do parasito 

como, por exemplo, o Pfcrt que contribui para uma resistência a cloroquina e a 

primaquina (Cui et al, 2003; Imwong  et al, 2006). 

O uso racional das drogas no combate à malária tornou-se um ponto chave, 

pois a escolha e o uso adequado dos antimaláricos estão diretamente relacionados 

ao futuro das políticas de combate, à prevenção de epidemias e ao controle da 

morbidade e mortalidade da doença (Wongsrichanalai et al, 2002). 

As combinações são importantes no tratamento. Atualmente, os derivados de 

artemisina são a exceção às resistências, pois diminuem rapidamente o número de 

parasitos no sangue e tem uma meia vida muito curta (White, 2004). A lumefantrina, 

que possui uma meia vida um pouco mais longa, em combinação com o artemeter, 

ajudam na preservação destas drogas contra a resistência do P. falciparum visto que 

uma acaba com grande parte dos parasitos e a outra elimina os remanescentes. 

Desta forma, este tipo de terapia combinada é mais efetiva, rápida e por isto previne 

recaídas. 
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A combinação lumefantrina+artemeter é usada hoje em dia no tratamento do 

P. falciparum, e é a única atualmente produzida como comprimido e testada 

clinicamente (Ridley, 2002).  

Apesar de ser usada normalmente no tratamento contra o P. falciparum, a 

combinação lumefantrina + artemeter mostrou-se eficaz também contra o P. vivax, 

porém menos efetiva do que a cloroquina (Ambachew et al, 2011). Isto mostra que 

esta combinação pode ser uma possível saída para a resistência do P. vivax à 

cloroquina encontrada em diversos locais do mundo. 

No caso de gestantes e crianças até 6 meses, pode-se administrar a quinina + 

clindamicina. Os derivados de artemisina só devem ser administrados na gestante 

caso ela corra risco de morte. Caso contrário os outros medicamentos devem ser 

priorizados por serem mais seguros tanto para a mãe quanto para o feto. (Ministério 

as Saúde, 2010; OMS, 2010). 

Sendo o P. vivax o maior causador da malária no Brasil, e podendo causar 

complicações graves e até o óbito, é importante o teste de novas terapias diferentes 

das convencionais para tal parasito, a fim de diminuir os problemas graves 

possivelmente causados em decorrência destas infecções. 

Da mesma forma, existe uma importância muito grande em testar terapias que 

possam de certa forma funcionar contra o P. falciparum em infecções puras ou 

mistas com outro Plasmodium. 
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1.3. Drogas: Artemeter , Lumefantrina e a Combinação 

1.3.1. Artemisina e derivados 

A artemisina (Figura 2) é um antimalárico cujo princípio ativo é retirado de uma 

planta chinesa (Artemisia annua L). Esta planta, utilizada por muito tempo na China, 

apresenta diversas propriedades medicinais, porém, sua ação antimalárica só foi 

descoberta em 1972 (Price et al, 1999). 

 Desde então, muitos pacientes, predominantemente nos países asiáticos, tem 

sido tratados com esta droga ou com algum de seus derivados, tais como o 

artesunato e o artemeter (Figura 2) no tratamento de malária causada pelo P. 

falciparum.  

A artemisina e seus derivados pertencem à classe da lactona sesquiterpênica, 

uma classe que em sua formula contém uma ponte endoperóxido, sendo os únicos 

antimaláricos que possuem esta estrutura, que é essencial para atividade 

antimalárica, pois favorece sua ação sobre o parasito (Meshnick et al, 1996) 

O artesunato e o artemeter são os derivados da artemisina mais utilizados 

atualmente. Ambos são conhecidos como sendo de primeira geração e, quando 

metabolizados, dão origem a diidroartemisina, que é um metabólito ativo da 

artemisina e seus derivados (Lin et al, 1990). 

Alem de ter seu uso popularizado na Ásia, esta droga é também usada no 

mundo inteiro trazendo resultados satisfatórios, no entanto, ainda existe a 

necessidade de estudos sobre seus possíveis efeitos adversos (Qinghaosu, 1979; 

Wu, 2002). 

Um importante aspecto é a força da artemisina e seus derivados, podendo 

reduzir o número de parasitos em cerca de 10.000 a cada ciclo assexuado, 
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diminuindo rapidamente os sintomas, mais do que qualquer outro antimalárico 

(White, 1997; OMS, 2010). 

Uma desvantagem da artemisina e seus derivados é que estes possuem no 

plasma uma meia vida muito curta, disto resulta que, caso fossem administrados em 

monoterapia, o tempo de tratamento seria mais longo, pois o tempo não seria 

suficiente para eliminar todos os parasitos, o que poderia facilitar recrudescência e 

possíveis resistências do Plasmodium à droga (Menard et al, 2005). Sendo assim, 

uma saída para este problema, seria usar a artemisina em combinação a outras 

drogas (Olliaro e Taylor, 2003; Kremsner e Krishna, 2004). 

 

 

Figura 2. Estrutura química da artemisina, artesunato e artemeter 
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1.3.2. Lumefantrina 

A lumefantrina (Figura 3), conhecida antigamente também como benflumetol é 

uma droga que inicialmente foi utilizada para combater a resistência do P. falciparum 

contra a cloroquina, usada convencionalmente no mundo todo. 

Como outros antimaláricos (quinina, mefloquina, halofantrina), a lumefantrina 

pertence à família dos aril-amino-álcoois, é uma mistura racêmica de um derivado 

sintético do fluoreno (Ezzet et al, 2000).  

No homem, a lumefantrina é metabolizada principalmente pela enzima 

CYP3A4, sendo produzido o metabólito desbutil-lumefantrina que possui uma 

atividade antiparasitária maior do que a própria lumefantrina (Kerb et al, 2009).   

Leeb et al (2010) também observou que seu efeito pode ser potencializado em 

sinergia com outras drogas, sendo assim, seria eficaz buscar novas combinações 

para seu uso terapêutico. 

A lumefantrina, possui uma meia vida terminal em cerca de 3 a 5 dias em 

indivíduos com malária. Esse período longo de atividade pode favorecer muito no 

tratamento e na eficácia da cura (Ezzet et al, 1998). 

Uma desvantagem da lumefantrina é que sua absorção varia muito entre os 

indivíduos, sendo que há uma maior e melhor absorção com a ingestão junto a 

lipídios (White et al, 1999). Sendo assim, sua biodisponibilidade no plasma aumenta 

de acordo com a melhora do indivíduo acometido, que vai voltando a sua dieta 

normal, pois muitas vezes a malária pode trazer falta de apetite e má absorção 

intestinal (White et al, 1999; Ezzet et al, 2000; Ashley et al, 2007) 
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Figura 3. Estrutura química da lumefantrina 

 

 

1.3.3. COARTEM® (Artemether + Lumefantrina) 

Esta droga criada e registrada na China hoje é utilizada em forma associada 

sendo produzido sob a forma de comprimidos (Annerberg et al, 2005), sendo o mais 

conhecido o Coartem® da Novartis. O Coartem® é uma combinação na proporção 

de 1:6, onde cada comprimido contém 20mg de artemeter e 480mg de lumefantrina. 

Desta maneira, a lumefantrina tem sido utilizada em combinação sempre com 

este derivado da artemisina tanto para melhorar e agilizar a cura, quanto para evitar 

que os parasitos se tornem resistentes a estas drogas (White, 1997 e 1998; OMS, 

2006). 

O tratamento utiliza-se de 6 doses em 3 dias, sendo que a quantidade de 

comprimidos por dose varia de acordo com o peso do paciente (OMS, 2010). Esta 

mecânica do tratamento tem se mostrado muito efetiva e com bons resultado, sendo 

bem tolerada em adultos e crianças, mesmo contra cepas de Plasmodium falciparum 

multi resistente às drogas (van Vugt et al, 2000; Falade et al, 2005; Hatz et al, 2008; 

Falade e Manyando, 2009). 
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Interessante ressaltar que, sem a combinação, a dosagem da lumefantrina 

considerada segura para os pacientes não teria força suficiente para combater 

totalmente o P. falciparum em malárias não graves em todas as suas formas no ciclo 

(Ezzet et al, 2000). Da mesma forma, o tratamento com o artemeter seria muito mais 

prolongado devido a sua meia vida ser muito curta (Menard et al, 2005). 

Portanto, apesar de o tratamento ser mais caro, a lumefantrina em associação 

ao artemeter torna também o tratamento mais curto, ágil e eficiente. No entanto 

existem poucos estudos da ação desta droga no organismo humano, evitando o seu 

uso em mulheres grávidas ou em fase de amamentação (Cunico et al, 2008). 

 

1.4. Modo de ação 

Como já visto anteriormente, a combinação lumefantrina + artemeter é uma 

droga antimalárica de administração oral, facilitando a utilização e a continuidade do 

tratamento, visto que em terapias parenterais a rejeição é considerada maior. 

Estas duas drogas distinguem-se tanto na absorção quanto na eliminação; 

desta forma, a combinação no comprimido único se complementam para manter a 

eficácia da terapia (Djimdé e Lefèvre, 2009). Mostrando uma ação sinérgica, e 

altamente ligante as proteínas do soro facilitando a absorção pelas células (Colussi 

et al, 1999). 

O artemeter é absorvido rapidamente após ingerido e atinge um pico de 

concentração plasmática em 2 horas após a ingestão. É também rapidamente 

hidrolisado no fígado pela enzima CYP2B6 em seu metabólito principal e ativo a 

Diidroartemisina (Li et al, 1998 ; White et al, 1999). 
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Acompanhado da rápida absorção, o artemeter age de maneira a reduzir 

rapidamente a biomassa de parasitos no sangue, diminuindo, também, rapidamente 

os sintomas clínicos da malária (White et al, 1998). 

Já a lumefantrina tem uma absorção e eliminação um pouco mais lenta, tendo 

seu pico de absorção a partir de 3 a 4 horas, e sua eliminação em indivíduos com 

malária falciparum pode variar (Ezzet et al, 2000). 

 Esta demora faz com que haja um acúmulo da lumefantrina e um aumento na 

sua concentração plasmática durante o tratamento e, assim, contribui para a 

eliminação de parasitos residuais que possam estar em circulação mesmo após a 

ação do artemeter (White et al, 1999; Kokwaro et al, 2007).  

A ação do artemeter no parasito é muito rápida, sendo eficaz contra quase 

todas as fases do Plasmodium, tanto assexuadas quanto sexuadas (Chen et al, 

1994 ; Skinner et al, 1996). Vale ressaltar que sua ação gametocítica é importante 

pois, em áreas não endêmicas, pode evitar possíveis disseminações do parasito. 

O modo de ação da artemisina e seus derivados assim ainda não está 

totalmente esclarecido, visto que existem divergências a este respeito (Olliaro et al, 

2001; Haynes e Krishna, 2004;  Krishna et al, 2006). 

Os mecanismos propostos seriam a produção de radicais livres ou de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), formados através da clivagem da ponte de 

endoperóxido ocorrida durante a redução do grupo heme da hemoglobina (Zhang et 

al, 1992). Esses radicais livres alquilam ou oxidam proteínas e lipídios dentro das 

hemácias infectadas com o parasito, levando-os a morte (Kannan et al, 2005).  

 Outro mecanismo seria a via da inibição respiratória da mitocôndria, uma vez 

que foi demonstrado que a artemisina e seus derivados tem atividade no transporte 

de elétrons na membrana da mitocondrial, favorecendo a produção de ROS (Li et al, 
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2005). Dois mecanismos que favorecem a produção e/ou aumento de ROS nas 

células. 

Alguns estudos já demonstram uma modulação no estresse oxidativo do 

parasito, o qual reduz seus níveis de antioxidante quando tratados com artemisina e 

derivados (Krungkrai e Yuthavong, 1987; Meshnick, 2002). 

Outras possíveis vias discutidas que possam eliminar o parasito, é a via de 

polimerização da hemozoína, que é um pigmento não tóxico para o parasito. 

Quando há algo interfere em sua polimerização, existiria toxicidade causando a 

morte do parasito (Sulivan et al, 1998; Cunico et al, 2008). 

Já a lumefantrina, possui ação esquizonticida para todos os plasmódios 

humanos, e gametocida em P. vivax, P. ovale e P. malarie (Starzengruber et al, 

2007). Como o artemeter, a lumefantrina também age na formação do pigmento 

malárico, tendo como ação secundária a inibição da síntese protéica e acidos 

nucléicos. 

As duas drogas trabalham sinergicamente, havendo assim uma melhor ação 

sobre o parasito da malária, onde uma elimina rapidamente grande parte dos 

parasitos e consequentemente os sintomas, e a outra age posteriormente sobre 

parasitos remanescentes, evitando assim a recrudescência.  
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1.5. Mutagênese e antimaláricos 

O DNA celular é alvo constante de ataques que de certa forma alteram sua 

composição física e química, gerando assim as chamadas mutações. Estas 

mutações podem se dar de maneira endógena, por falhas nas maquinarias de 

reparo ou pela produção de espécies reativas de oxigênio e/ou nitrogênio (ROS e 

RNS), ou de maneira exógena, como radiação ionizante, medicação , alimentos, 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) contido na fumaça, entre outros  

(Gaubatz, 2001; Karwatka, 2008). 

Quando ocorrem estas mutações  nossas células passam por “checkpoints”,  e 

há uma verificação da célula onde detecta-se possíveis problemas. A partir dai, a 

célula poderá tomar 3 caminhos, a célula poderá reparar o erro no DNA, continuar a 

divisão de maneira errônea (problemas no “checkpoint”) ou pode ser levada a 

apoptose caso os erros sejam irreparáveis ou a célula não esteja mais viável 

(Friedbergue, 2003 e 2005). Estas lesões podem se dar como quebras nas fitas, 

adições de algum grupo, repetição ou deleção de nucleotídeos (Gaubatz, 2001). 

Quando o sistema de reparo falha, as lesões não são reparadas corretamente, 

afetando assim os processos celulares básicos, como a síntese de DNA e RNA, 

levando, então, à formação de mutações e morte celular (Ziegler et al, 1993; 

Benhamou e Sarasin, 2000). Desta forma, o reparo dos danos no DNA é uma ação 

fundamental para a proteção do genoma (Hartwell e Weinert, 1989). 

Dentre os tipos de reparos em células eucarióticas os principais são; o reparo 

por excisão de bases (BER) e o reparo por excisão de nucleotídeos (NER) sendo 

esta a via mais versátil, por reconhecer vários tipos de dano ao DNA (Hanawalt et al, 

2003). 
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Quando não reparado o dano, a célula pode então fixar este erro, caso 

permaneça em células germinativas poderá passar a mutação para gerações 

futuras, caso em outras células, se for prejudicial pode ser um inicio de 

carcinogênese. 

 Geralmente os danos causados no DNA que são irreparáveis levam a célula a 

apoptose, no intuito de minimizar possíveis danos aos tecidos, visto que neste tipo 

de morte a célula não são liberados resíduos celulares para o meio. Alem do dano 

no DNA, diversos estímulos podem induzir a sinalização para a apoptose como a 

perturbação do citoesqueleto ou a privação de fatores de crescimento entre outros 

(Hengartner, 2000 ; Grivicich et al, 2007). 

A apoptose pode se dar por duas vias, a via extrínseca  e a via intrínseca. 

A via extrínseca é desencadeada por ligações em ligantes específicos a um 

grupo de receptores de membrana de fatores de necrose tumoral, capazes de ativar 

as cascatas de caspases (Budihardjo et al, 2000). 

Já a via intrínseca é iniciada por estresse intra ou extracelular, onde inicia-se 

uma sinalização que converge para a mitocôndria (Hengartner, 2000). Quando a 

membrana da mitocôndria sofre colapsos, são liberadas moléculas que vão ativar as 

enzimas caspases e assim iniciar o mecanismo de apoptose (Grivicich et al, 2007). 

As caspases são proteases que estão envolvidas na ativação do processo de 

apoptose. São produzidas em formas inativas denominadas pró-caspases e são 

ativadas somente quando a célula recebe um sinal de morte (Spanos et al, 2002). A 

caspase 3  é uma caspase efetora, e quando  esta ativa e presente na célula, é um 

sinal de que a célula esta em apoptose (Chang e Yang, 2000).  
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Um ponto relevante e também bem conhecido é que as ROS podem induzir a 

ativação das caspases 9 e 3, sendo caspases efetoras, induzem consequentemente 

a apoptose (Gottlieb et al, 2000). 

O desenvolvimento de novas drogas requer estudos aprofundados, com o 

intuito de investigar a eficácia e a segurança destas substâncias. Os possíveis riscos 

avaliados devem considerar acima de tudo os benefícios do uso e os efeitos 

colaterais (Krishna et al, 1998). 

A investigação destas drogas, respondem às perguntas necessárias sobre sua 

ação no DNA aos quais podem causar alterações levando ao aparecimento de 

mutações genéticas. Sendo assim, os estudos de mutagênese com agentes 

exógenos tais como fármacos, tem uma grande importância para o uso destas 

substancias (Varanda, 2006). 

Uma classe importante de drogas usadas atualmente são as conhecidas como 

antimaláricas, que são utilizadas nas terapias para o tratamento da malária, 

enfermidade esta que é de grande importância na saúde publica. 

Poucos são os estudos sobre os efeitos mutagênicos e genotóxicos destas 

drogas que são usadas no mundo inteiro, alem do que, ainda existem drogas 

antimaláricas cujo os efeitos a níveis moleculares ainda são desconhecidos 

Em relação a estas drogas o artemeter, um derivado da artemisina, e a 

lumefantrina que é da classe dos aril-amino álcool, assim como a mefloquina, 

halofantrina e o quinino, são usadas em larga escala, e seus efeitos mutagênicos e 

genotóxicos ainda não estão completamente explicados. 

Mota et al (2011) demonstra que o artesunato pode causar danos mutagênicos 

e genotóxicos em linfócitos humanos, efeito que o autor atribui à geração de ROS, 

normal nestas drogas que contém ponte endoperoxitica.  
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Já Efferth e Kaina (2010) descreveram efeitos apoptóticos causados a 

artemisina e seus derivados como o artesunato, sendo a apoptose uma via de morte 

normal causada pelo artesunato. 

Alguns outros estudos como de Price et al (1999), Navaratnam et al (2000), 

Mohammad et al (2008), Raymond e Donald (2008), Li e Hickman (2011) e muitos 

outros, comentam sobre os aspectos neurotóxicos causados por elevadas 

concentrações de artemisina ou algum de seus derivados  no soro. 

Foley e Tilley (1998) sugerem varias ações destas drogas, sendo uma 

interessante para o estudo a interação da droga com o DNA, impedindo a síntese de 

RNA e a replicação do DNA e assim levando a morte do parasito. 

Por outro lado, Münzner e Renner (1982) após avaliar a mutagênicidade do 

quinino através do teste de Ames, e, dos ensaios de troca de cromátides irmãs, 

aberrações cromossômicas e micronúcleo, puderam constatar que o quinino mesmo 

em doses superiores as utilizadas em tratamentos convencionais da malária, 

apresentaram um potencial mutagênico muito fraco. 

Os efeitos mutagênicos da mefloquina são desconhecidos; no entanto, por ser 

uma droga de excreção tardia é possível que haja danos celulares e 

consequentemente no DNA por possíveis acúmulos da droga ou de seus 

metabolitos.  Sua ação no parasito tem enorme semelhança com a ação do quinino, 

mas diferentemente a mefloquina não se interpões no DNA (Goodman e Gilmar 

2007). 

Milatovic et al (2011), demonstrou que a mefloquina também eleva o estresse 

oxidativo em células neurais de ratos, aumentando também os níveis de apoptose 

apresentando um efeito concentração-dependente. 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DHaq,%2520Mohammad%2520Zia%2520Ul%26authorID%3D23987786000%26md5%3Dfb98ad5efd7267860870928121b12694&_acct=C000037559&_version=1&_userid=686451&md5=11eaf178c95cdf25411dfa4ce0d8506c
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Akerele e Obaseike-Ebor (2002) demonstraram que a mefloquina não 

apresenta efeito mutagênico e não tem potencial genotóxico nas concentrações 

testadas em seu trabalho, no entanto a droga mostrou efeitos citotóxicos dose-

dependente. 

Em testes com animais, foi verificado que a mefloquina pode causar danos no 

DNA em células germinativas, podendo assim ter efeitos em gerações futuras 

(Palmer et al, 1993 ; Howard, 1996 ; El-Habit e Al-Khamash, 2011).  

A halofantrina, outro antimalárico utilizado, tem sido evitado nos tratamentos 

por se mostrar cardiotóxico (Nosten et al, 1993; Touze et al, 2002 ; White, 2007) . 

Outros trabalhos como de Obi et al (2004) , Nwanjo et al (2007) , Adaramoye et 

al (2008) entre outros, mostram um efeito hepatotóxico causado por doses elevadas 

da halofantrina em animais. 

No entanto, não foram encontrados efeitos mutagênicos e genotóxicos 

importantes na administração da halofantrina. 

Em muitos locais do mundo, o Plasmodium tem se tornado resistente cada vez 

mais às drogas usadas no tratamento da malária. Esta resistência sugere que 

alterações no DNA desses parasitos então acontecendo rapidamente e em larga 

escala (Cowman et al, 1994; Nosten e White, 2007; Uhlemann et al, 2007).  

Já é comumente conhecido que agentes exógenos tais como as drogas 

utilizadas no tratamento de malária podem acelerar e facilitar o mecanismo de 

mutagênese.  

Tendo em vista que algumas drogas possam aumentar a quantidade de 

mutações no DNA dos parasitos, caráter este visto pelo grande numero de cepas 

resistentes a estas drogas nos trabalhos acima citados, pode-se sugerir que o 
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mesmo possa ocorrer no DNA de células humanas e consequentemente podendo 

levar ao desenvolvimento de doenças genéticas tais como o câncer. 

Desta forma, é de vital importância, efetuar testes relacionados à mutagênese 

para estas drogas, a fim de fornecer dados para a literatura que possam aumentar o 

conhecimento dos possíveis efeitos adversos destes medicamentos para um uso 

seguro. 

Importante também o estimulo de estudos para outras possíveis utilidades 

destas drogas, como por exemplo a aplicação em terapias contra o câncer. Visto que 

muitos estudos relatam a ação do antimalárico artemisina e seus derivados contra 

células cancerosas (Chen et al, 2003; Sigh e Lai, 2004; Lai et al, 2005; Nam et al, 

2006). 

Testes importantes para verificar possíveis danos no DNA causados por certas 

drogas são os testes de mutagênicidade e genotoxicidade como o ensaio cometa e 

o teste do micronúcleo. 

O ensaio cometa fornece dados sobre o efeito genotóxico da substância teste, 

mostrando os danos causados em um curto intervalo de tempo e que não são 

reparados pela célula. O ensaio feito após 3h de tratamento, não permite que as 

células passem por todas as fases de seu ciclo e consequentemente não tenham 

tempo de reparar os danos pelos mecanismos de reparo do DNA. Assim pode se 

observar as quebras que ocorreram no DNA devido ao uso da substância podendo 

ser analisados os níveis por parâmetros como o “tail moment” (TM) (Figura 4) que 

com auxilio de softwares calcula a porcentagem de DNA na cauda do cometa X o 

tamanho da mesma. 
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Figura 4. Representação do ensaio genotóxico onde em  A) as regiões do cometa e em B) os 

níveis de dano no DNA representado pelos diferentes tamanhos ta cauda do cometa. 

A técnica do micronúcleo é um utilizado para avaliar vários tipos de danos no 

DNA em nível cromossômico (clastogênicos ou aneugênicos), sendo uma 

ferramenta importante nas informações do potencial mutagênico de agentes físicos, 

químicos e biológicos (Fenech, 2000; Heddle et al, 2010).  

Os micronúcleos (MN) são corpos esféricos (pequenos núcleos), encontrados 

no citoplasma com forma e coloração semelhante ao do núcleo principal (Figura 5), 

formados durante a telófase da mitose ou meiose, quando a membrana nuclear é 

reconstituída ao redor dos cromossomos das células filhas. São resultantes de 

fragmentos cromossômicos acêntricos ou por algum cromossomo inteiro que não se 

juntou ao núcleo principal ao final da anáfase (Fenech, 2000; Fenech, 2006). 
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Figura 5. Linfócitos binucleados contendo um ou mais micronúcleos, adaptado Fenech, 2003. 

No entanto, o MN representa a perda de cromatina em consequência de dano 

cromossômico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitótico que ocorre 

durante o ciclo celular. Por isso, os danos no DNA causados, por exemplo, pela 

exposição a agentes mutagênicos, somente serão expressos em MN após passarem 

por pelo menos um ciclo de divisão celular (Fenech, 2000).  

Um segundo parâmetro analisado no teste do micronúcleo, são os brotos 

celulares (Figura 6). Sua origem é desconhecida, sendo que alguns autores 

sugerem que poderiam resultar de amplificação gênica será expulsa do núcleo 

principal formando estruturas semelhantes aos MN, com a diferença de estarem 

ligadas ao núcleo principal). Esta amplificação, assim como os MN, pode ocorrer 

devido a efeitos mutagênicos de algumas substâncias (Fenech et al, 2011). 
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Figura 6. Linfócitos binucleados apresentando brotos nucleares, adaptado Fenech, 2003. 

As pontes nucleoplasmáticas (Figura 7) são formadas pela presença de 

cromossomos dicêntricos. Durante a telófase, os cromossomos são puxados para os 

pólos opostos, e quando um cromossomo dicêntrico está presente, este é puxado 

para os dois lados simultaneamente formando uma estrutura que liga os dois 

núcleos filhos (Fenech et all 2011). Estudos revelam que as PNPs são encontradas 

em algumas síndromes genéticas tal como a síndrome de Bloom e a anemia de 

Fanconi (Chan et al, 2007 ; Naim e Rosselli, 2009). 

 

Figura 7. Linfócitos binucleados apresentando pontes nucleoplasmáticas, adaptado Fenech, 

2003. 
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A citocalasina –B impede que ocorra a citocinese nas células, permitindo 

apenas que ocorra a divisão nuclear e não a divisão celular.  Por este motivo é 

possível ver células com um, dois, três, quatro ou mais núcleos (Figura 8), nos 

indicando quantas vezes aquela célula passou por uma divisão nuclear (Fenech et 

al, 2002). 

 

Figura 8. Linfócitos apresentando um, dois, três e quatro núcleos após a divisão celular na 

presença de citocalasina -B, adaptado Fenech, 2003. 

 

Muitos são os testes que podem ser feitos para verificar possíveis danos 

causados por alguma droga e dessa forma demonstrar a segurança de seu uso. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar o potencial mutagênico, genotóxico, e apoptótico da droga 

antimalárica lumefantrina, assim como sua combinação com o artemeter em 

diferentes concentrações em leucócitos humanos; 

 

2.2. Objetivos específicos 

1- Detectar a frequência de micronúcleos, pontes nucleoplasmáticas e 

brotos nucleares em leucócitos humanos tratados com diferentes 

concentrações de lumefantrina, e sua combinação com o Artemeter; 

 

2- Verificar possíveis efeitos citotóxicos e citostáticos por diferentes 

concentrações de lumefantrina e sua combinação com o artemeter; 

 

3- Avaliar os danos genotóxicos causados por diferentes concentrações de 

lumefantrina e sua combinação com o artemeter; 

 

4- Verificar uma possível indução de apoptose causada por diferentes 

concentrações de lumefantrina e sua combinação com o artemeter;  

 

5- Verificar possíveis diferenças de genotoxidade e mutagênicidade entre a 

droga lumefantrina pura e combinada com o artemeter. 
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3. Material e Métodos  

3.1. Cultura de células  

Foram colhidas amostras de sangue periférico total de 8 doadores saudáveis (4 

para teste da droga lumefantrina e 4 para teste com a combinação lumefantrina + 

artemeter) sendo dois do sexo masculino e dois do sexo feminino, com idade acima 

de 18 e abaixo de 30 anos, não submetidos a radiografias recentes, que não utilizam 

ou utilizaram medicamentos nem contraíram algum tipo de enfermidade, que não 

foram expostos a agentes mutagênicos, não são usuários de bebidas alcoólicas e de 

tabaco, não utilizaram suplementos alimentares e hormônios. Estes dados foram 

colhidos mediante questionário oral. Os procedimentos foram efetuados após os 

doadores terem assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

aprovado no Comitê de Ética do Hospital Universitário Julio Muller, sob o número 

993/CEP-HUJM/2011. 

 Para as culturas foram utilizados 500L de sangue total semeadas em meio 

RPMI 1640 78%, com pH 7,0 (Sigma),  suplementado com 20% de soro bovino fetal 

inativado (Gibco) e 2% de fitohemaglutinina A (Cultilab) acrescidos de dos 

antibióticos penicilina (Sigma) 5 mg 10x106 U  e estreptomicina (Sigma) 10 mg/L. 

Foram feitas 6 culturas para cada amostra de lumefantrina e 9 para a combinação 

lumefantrina + artemeter onde foram armazenadas em garrafas de cultura em estufa 

B.O.D a 37ºC por 96h. 
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3.2. Escolha das concentrações das drogas para os testes 

As culturas foram tratadas com lumefantrina(C30H32Cl3NO , peso molecular 

528,94 ; Sigma) somente, ou com a combinação lumefantrina + artemeter. A escolha 

das concentrações de lumefantrina a serem testadas foi feita através do protocolo 

487 da OECD que sugere inicialmente uma concentração que possa atingir o C.I 50 

(concentração inibitória 50%), sendo aplicado o tratamento de exposição prolongada 

sem troca do meio de cultura e sem uso da enzima S9. Ao fim do teste seria 

calculado o índice de proliferação e bloqueio da citocinese (CBPI) pela fórmula: 

 

 

 

E aplicado na fórmula de citostase: 

 

 

 

Como para alcançar o C.I 50 à concentração de solvente excedia o limite 

máximo indicado para testes mutagênicos, à concentração então a ser testada era 

aquela no qual a concentração do solvente (DMSO) que a droga foi diluída ficasse 

no limite máximo (2%) para teste mutagênicos. Neste caso de 100µg/mL; a partir 

desta foram testadas também outras duas concentrações inferiores, sendo, 80 e 

60µg/mL. Assim foram tratadas da seguinte forma: 

C100 = 100µg/mL de lumefantrina 

C80 = 80µg/mL de lumefantrina 



47 
 

C60 = 60µg/mL de lumefantrina 

Para o tratamento combinado; com base nos resultados obtidos no teste 

mutagênico para a lumefantrina, foram selecionadas as concentrações desta droga 

a serem combinadas com o artemeter (C16H26O5, peso molecular 298,37 ; Sigma), 

optando-se por manter nessas combinações a mesma proporção entre as drogas 

usada no tratamento da malaria (1 parte de artemeter + 6 partes de lumefantrina, 

1:6). Foram incluídos também combinações com concentrações de artemeter + 

lumefantrina próximas às observadas no plasma dos pacientes com malária após o 

tratamento com o Coartem® (Navaratnan et al, 1995; Mansor et al, 1996; Shi et al, 

2006; Ashley et al, 2007; Hatz et al, 2008). 

Como a maior concentração C100 já possuía o limite de solvente permitido, 

este tratamento então foi retirado para não exceder o limite quando combinado com 

o artemeter que foi também diluído no mesmo tipo de solvente (DMSO). 

Sendo assim, para o tratamento combinado foram utilizadas as concentrações 

de lumefantrina + artemeter respectivamente: 

C80+ =80 + 13,34 µg/mL 

C60+ =60 + 10 µg/mL  

C30+ =30 + 5 µg/mL 

C9+ = 9 + 1,5 µg/mL 

C6+ = 6 + 1 µg/mL 

Em todos os experimentos foram utilizados um controle negativo (CN, sem 

nenhuma substância), um controle de solvente (CS, DMSO a 2%) e um controle 

positivo (CP, Doxorubicina a 0,03µg/mL) 
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Nos testes combinados, a nomenclatura dos controles foram adicionados o 

símbolo “+” (CN+, CS+ e CP+) para diferenciar dos testes com a droga lumefantrina 

pura.  

3.3. Teste do Micronúcleo 

Após 48h de cultivo celular, foi adicionada às culturas a Citocalasina-B (Sigma) 

na concentração final de 6g/mL para a obtenção das células binucleadas, assim 

como a lumefantrina, a doxorrubicina(Eurofarma) e o DMSO nas concentrações 

acima descritas.  Ao final da incubação, as culturas foram colocadas em tubos tipo 

cônicos de 15mL e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi 

removido e foram acrescentados 3mL de citrato de sódio (1%) a 4ºC e as células 

foram ressuspensas. Após 10s de hipotonização, foram acrescentados 5mL de 

fixador a 4ºC (3:1 metanol/ácido acético) e 4 gotas de formaldeído a 37% 

novamente, as células foram ressuspensas e centrifugadas a 1000 rpm por 5 min. O 

processo de fixação foi repetido por mais duas vezes. Ao final, o sobrenadante foi 

descartado deixando-se sobrenadante de 0,5mL, as células foram ressuspensas e 

gotejadas em lâminas limpas e geladas, previamente armazenadas em água 

destilada. Após a secagem das lâminas, em temperatura ambiente, as mesma foram 

coradas com Giemsa (Merck) a 5% dissolvido em tampão Sörensen (Na2HPO4 e 

KH2PO4 a 0,06M, pH 6,8)  na proporção 1:20 por 7min.  

A análise de micronúcleos foi feita em microscópio de luz de transmissão 

(Nikon). Foram analisadas 1000 binucleadas células por cultura quanto à presença 

de micronúcleo, brotos nucleares e pontes citoplasmáticas. Foram considerados 

como micronúcleos os fragmentos com tamanho entre 1/16 e 1/3 dos núcleos 

principais, com coloração semelhante à coloração dos núcleos principais, sem 

emissão de refringência e sem sobreposição a qualquer um dos núcleos principais. 
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Foram classificados como brotos nucleares os micronúcleos ligados ao núcleo e 

como pontes citoplasmáticas a ligação entre os dois núcleos principais (Fenech et al, 

2003).  

Para a obtenção do Índice de Divisão Nuclear (IDN) considerou-se a frequência 

de células mono, bi, tri e tetranucleares numa população de 500 células analisadas. 

O IDN é dado pela seguinte fórmula: 

IDN = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / N, onde: 

M1 – M4: número de células com 1, 2, 3 e 4 núcleos, respectivamente 

N: número total de células viáveis. 

 

A partir dai, pode-se calcular o índice de divisão nuclear, que nos mostra se 

houve ou não efeito citostático (diminuindo a divisão nuclear ou tornando-a mais 

lenta). 

 

3.4. Ensaio Cometa 

Após 48h de cultivo celular, foram adicionada às culturas a droga pura ou em 

combinação, a doxorrubicina e o DMSO nas concentrações anteriormente descritas. 

Passados 3h, foram retiradas alíquotas de 200µL das culturas. 15µL da cultura 

foram misturados com igual quantidade de azul de Tripan para o teste de viabilidade 

celular, admitindo-se o prosseguimento do ensaio cometa somente em condições de 

mais de 70% de viabilidade celular. 

Foram adicionados 100µL da cultura a 300µL de agarose de baixo ponto de 

fusão a 0,5% e, após a homogeneização, a mistura foi colocada sobre uma lâmina 

previamente preparada com uma fina camada de agarose de ponto de fusão normal 

a 1,5%. O material foi coberto com lamínula (previamente limpa em álcool 98%) e 



50 
 

resfriado a 8ºC por 5 minutos. Em seguida a lamínula foi retirada cuidadosamente a 

fim de manter a camada do homogeneizado preso a lâmina com agarose de ponto 

de fusão normal, e a lâmina foi introduzida em cuba com solução de lise a 4ºC (NaCl 

2,5 M, Na2EDTA 100 mM, Tris 10 mM,  Triton X-100 1% e DMSO 10%, pH 10,0), 

protegida da luz e sendo mantida em geladeira durante até uma semana.  

As lâminas foram colocadas em uma cuba de vidro contendo tampão de 

eletroforese com pH alcalino (NaOH 0,3 M e Na2EDTA 1 mM, pH > 13) a 4ºC, e 

incubadas na mesma temperatura durante 20 minutos. Em seguida, foram 

transferidas para a cuba de eletroforese e submetidas a uma corrente de 25V e, 300 

mA por mais 25 minutos, a 4 ºC.  As lâminas foram lavadas com tampão de 

neutralização (Tris-HCl 0,4 M, pH 7,5) por três vezes e fixadas em etanol absoluto 

por alguns segundos. Para a visualização dos cometas, a coloração foi feita com 

50µL de Gel Red (Uniscience, 1µL de Gel red estoque para 1 mL de H20 destilada). 

Foram capturadas 100 células por indivíduo, para cada tratamento, utilizando um 

microscópio de epifluorescência,  (filtro 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm, 

aumento total de 400x). As imagens dos cometas foram capturadas aleatoriamente e 

analisado o parâmetro “Tail Moment” (TM) utilizando o software CometScore (TriTek 

Corp, 2003 - download livre no endereço www.autocomet.com). O TM é um 

parâmetro que analisa a % de DNA na cauda multiplicada pelo tamanho da mesma, 

isso baseado no numero de pixels dos fragmentos de DNA que são vistos pela 

microscopia de fluorescência e avaliado pelo software.  

 

 

 

http://www.autocomet.com/


51 
 

3.5. Separação de linfócitos por gradiente de densidade para 

os testes de necrose e apoptose 

Foram coletados 15 mL de sangue periférico total em tubo heparinizado de 

três doadores saudáveis nos mesmos parâmetros utilizados para os testes 

anteriores, sendo que neste caso foram utilizadas duas mulheres e um homem.  

O sangue foi misturado na mesma quantidade com salina estéril filtrada em 

millipore de 0,22µm , totalizando 30 mL de solução. 

Em 3 tubos cônicos de 15mL, foram colocados 5ml de histopaque 1077 

(Sigma) previamente filtrado e em temperatura ambiente, e adicionado 

cuidadosamente 10mL da mistura de sangue + salina em cada um.  

Foi centrifugado a 1000 rpm por 30minutos a fim de separa pelo gradiente de 

densidade. 

Foi retirada a camada leucocitária e colocada em outro tubo cônico estéreo, a 

mistura foi lavada com salina estéreo, onde foi adicionado 12mL de salina , 

ressuspendeu-se o tubo e colocou em centrifuga a 1000 rpm por 15 minutos , o 

procedimento foi efetuado duas vezes. 

O sobrenadante foi retirado deixando 1mL de salina, as células foram 

ressuspendidas e colocadas em cultura conforme descrito anteriormente. 

O tratamento foi realizado 24h após o cultivo, nas concentrações anteriormente 

descritas. As células foram analisadas nos tempos de 0, 24, 48 e 72h de tratamento. 

Foi feito também teste de 1 individuo em 0, 6, 12 e 24h. 
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3.6. Teste de Apoptose para de detecção de caspase-3 ativa 

Para o teste de apoptose foi utilizado o kit NucViewtm 488 Caspase-3 Assay Kit 

for Live Cells, conforme as instruções do fabricante. Este kit possui um substrato de 

caspase 3  ligado a um corante de DNA que quando em presença  de caspase 3 

ativa, este é clivado e libera o corante que penetra a membrana, liga-se ao DNA e 

emite fluorescência verde  que pode ser vista em microscópio de epifluorecencia.  O 

kit funciona em células intactas e não influencia ou inibe a progressão da apoptose. 

Basicamente, em cada tempo foi retirado 400µL da cultura celular, e centrifugado a 

1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e as células foram 

ressuspendidas com 70µl de PBS 1x + 2 µL do substrato NucView para caspase-3. 

As células foram incubadas em temperatura ambiente por 45 minutos, no escuro. A 

suspensão foi centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos e ressuspendida com 20µL de 

PBS 1x + 2µL de DAPI (100µM), transferida para a lâmina e coberta com lamínula. A 

observação foi feita em microscópio de epifluorecência (Nikon), com filtros 

excitação/emissão: 485/515 nm e excitação/emissão: 346/460 nm. Onde foram 

analisadas 500 células por individuo/por tratamento, sendo classificadas como 

apoptóticas aquelas coradas em verde (ou seja, com caspase 3 ativa) e como não 

apoptótica aquelas coradas em azul. 

 

3.7. Teste de Necrose 

Foi feito um teste de necrose em amostra de 1 doador para verificar esta via de 

morte celular. 

Após separar os leucócitos e colocar em cultura como descrito acima, as culturas 

foram tratadas com as concentrações descritas para C100, C80, C60, e C30, alem 

dos controles CP, CN e CS. Foram retirados 400µL da suspensão celular nos 
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tempos de 0, 6, 12 e 24hs. Foram preparadas soluções dos corantes que diluiu-se, 

Iodeto de Propídio (PI, Sigma) 1mg/mL de água destilada e deionizada, Diacetato de 

Fluorescência (DAF, Sigma) 1,5mg/mL de DMSO e Hoechst 33342 (HO, Sigma) 

1mg/mL de água destilada e deionizada. Da solução dos corantes foram misturados 

25% de PI + 50% de DAF +10% HO+ 15% de PBS formando uma nova solução. 

As células fora retiradas das culturas nos tempos acima e misturadas com 0,8µL 

da mistura de corantes, as células foram incubadas a temperatura ambiente por 5 

minutos. A observação foi feita em microscópio de epifluorecencia (Nikon) com filtros 

excitação/emissão: 485/515 nm e excitação/emissão: 346/460 nm. 

Foram analisadas 500 células por tempo/tratamento, sendo classificadas azuis 

as células normais e vermelhas as células necróticas. 

 

3.8. Análises estatísticas 

Os resultados obtidos foram submetidos a teste de normalidade e, em seguida, 

a Analise de Variância (ANOVA – one way) para dados paramétricos, seguido do 

pós-teste de Bonferroni. Para comparar os resultados obtidos no tratamento com a 

lumefantrina pura e da combinação com o artemeter nas concentrações de C80 x 

C80+, e C60 x C60+ foi utilizado o teste t de student  

 Foi utilizado o software brasileiro BIOESTAT 5.0 (Ayres et al, 2007) utilizando-

se os níveis de significância de 1% e 5% em todos os testes realizados.  
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4. Resultados 

 

4.1 Ensaio Cometa 

4.1.1. “Tail Moment” (TM)  

A lumefantrina causou um aumento significativo (p<0.01) no dano genotóxico 

em todas as concentrações testadas, C100, C80 e C60 em comparação com o CS 

(Figura 9; Tabela 1). 

 

 

 

O tratamento combinado elevou significativamente o TM (p<0.01) nas 

concentrações; C80+ e C60+ em relação ao CS+, o que não foi verificado para 

concentração C30+ (Figura 10; Tabela 2).  
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4.2. Teste do Micronúcleo 

4.2.1. Micronúcleos (MN) 

A lumefantrina, aumentou o número de MN nas concentrações C100, C80 e 

C60 em relação ao CS (Figura 11; Tabela 1).  
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 Quando a droga foi combinada com o artemeter, pode-se observar um 

aumento significativo (p<0.01) no número de MN nas combinações C80+ e C60+ em 

relação ao CS+. Apesar de ter um ocorrido um aumento sutil em C30+, C9+ e C6+, 

esse não se mostrou significativo em relação ao CS+ (Figura 12; Tabela 2). 
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4.2.2.  Brotos Nucleares (BrN) 

A lumefantrina aumentou significativamente (p<0.01) o número de BrN nas 

concentrações C100, C80 e C60 em relação ao CS (Figura 13; Tabela 1). 

 

 

 

Os tratamentos combinados C80+ e C60+, também elevaram o número de 

BrN em relação ao CS+, o que não foi visto para os tratamentos C30+, C9+ e C6+ 

(Figura 14; Tabela 2). 
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4.2.3. Pontes Nucleoplasmáticas (PNP) 

No presente estudo não foi detectada nenhuma alteração significativa 

(p<0.05) em relação a quantidade de PNPs nos tratamentos testados com a 

lumefantrina (Figura 15), nem com sua combinação com o artemeter  (Figura16).  
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4.2.4. Índice de Divisão Nuclear (IDN) 

A lumefantrina causou uma diminuição significativa (p<0.05) do IDN apenas 

na C100 em relação ao CS, o que não foi verificado em C80 e C60 (Figura 17; 

Tabela 1).  

 

 

 

 

 

 



62 
 

 O tratado combinado houve uma diminuiu significativamente o IDN nos 

tratamentos C80+ e C60+ em relação ao CS+, o que não foi verificado nas 

concentrações C30+, C9+ e C6+ (Figura 18; Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

 

Tabela 1. Média ± desvio padrão dos ensaios mutagênicos e genotóxicos da droga lumefantrina. 

*p <0.01 e **p<0.05 (ANOVA / pós teste de Bonferroni) quando em comparação ao controle de 

solvente (CS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tratamentos 

 

 
MN 

 
BrN 

 
PNP 

 
IDN (%) 

 
TM 

 

 

 
CP 

 
*69.25±11.32 

 
9.25±4.5 

 
*10.25±4.19 

 
**1.64±0.16 

 
*51.09±3.29 

 

 
 

   

CN 8.25±2.22 4.5±1.73 4.0±2.45 2.22±0.19 3.87±1.10  
 
 

   

CS 9.25±1.71 4.5±1.0 3.25±1.26 2.06±0.23 5.74±0.78  
 
 

   

C100 *70.75±10.63 *26.0±5.03 6.0±2.16 **1.73±0.21 *40.41±2.59  
 
 

   

C80 *83.25±11.73 *29.0±8.76 6.25±1.71 1.87±0.29 *28.10±1.34  
 
 

   

C60 *36.5±3.70 *24.0±10.23 5.25±1.89 1.98±0.27 14.99±1.47  
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Tabela 2. Média ± desvio padrão dos ensaios mutagênicos e genotóxicos da combinação das drogas 

lumefantrina + artemeter. 

 
Tratamentos 

 

 
MN 

 
BrN 

 
PNP 

 
IDN (%) 

 
TM 

 

 
CP 

 
*61.75±4.65 

 
*11.25±4.11 

    
   8.50±1.73 

    
   1.60±0.18 

 
*34.24±3.14 

 

 
 

   

CN 7.50±1.91 2.50±0.58 3.75±0.96 2.39±0.22 5.54±0.97  
 
 

   

CS    7.25±0.50 4.25±1.71 4.75±1.50 2.26±0.16 6.74±0.92  
 
 

   

C80+ *75.25±8.30 *25.25±5.85      6.0±1.41 **1.83±0.05 *30.10±2.55  
 
 

   

C60+ *31.0±4.97 *22.50±5.45 5.50±2.38 **1.94±0.03 *14.32±0.85  
 
 

   

C30+  14.0±1.41 7.75±0.96 4.75±0.50 2.06±0.23 8.26±0.92  
 
 

   

C9+ 12.25±3.95 6.50±0.58 6.50±2.08 2.23±0.28 -  
 
 

   

C6+ 10.75±1.50 5.0±0.82 4.75±0.96 2.16±0.29 -  

    

*p <0.01 e **p<0.05 (ANOVA / pós teste de Bonferroni) quando em comparação ao controle de 

solvente (CS) 
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4.3. Apoptose 

Os dados mostraram que a taxa de apoptose aumentou nos quatro tempos 

testados (Tabela 3). 

Tabela 3. % de apoptose em 0h, 24h, 48h e 72h de tratamento com as diferentes concentrações de 
lumefantrina e a combinação(+) lumefantrina + artemeter 

*p <0.01 e **p<0.05 (ANOVA / pós teste de Bonferroni) quando em comparação ao controle de 

solvente (CS) 

 

 

A lumefantrina aumentou significativamente (p<0,05) a quantidade de células 

apoptóticas em todos os tratamentos após 24h, em relação ao CS, sendo que 

 
 
 

Tratamentos 

 
Tempo de tratamento 

 
            0h                        24h                     48h                      72h  

 
Apoptose (%) 

     

 CP 
 

     5.87±1.17 **9.87±1.01 *16.00±1.60 *14.20±2.26 
 
 

 CN 
 

4.80±0.69 6.27±0.58 8.07±1.03 8.20±0.28 
 
 

 CS 
 

5.93±1.63 6.20±0.72 8.13±0.12 8.13±1.14 
 
 

    C100 
 
 

5.33±0.50 **11.40±0.92 *14.80±1.40 *20.27±5.83 

  C80 
 
 

6.27±1.30 **16.87±0.81 *21.60±1.97 *39.33±1.36 

    C80+ 
 
 

5.80±1.20 **16.27±0.50 *20.13±1.51 *37.13±3.31 

  C60 
 
 

     5.93±0.50 **10.13±1.50 *12.93±1.17 *17.13±1.40 

    C60+ 
 
 

5.20±1.25 **10.27±0.99 *12.93±1.53 *17.00±2.36 

    C30+ 
 

5.80±0.20   7.0±0.20 8.53±0.99 9.40±1.44 
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este aumento se tornou mais significativo (p<0,01) após 48 e 72h de tratamento 

(Figura 19; Tabela 3). 

 
 

Os tratamentos combinados C80+ e C60+ aumentaram significativamente 

(p<0.05) o número de células apoptóticas em relação ao CS, o que não foi 

observado para C30+, após 24h de tratamento (Figura 14). Semelhante ao 

observado para o tratamento com a lumefantrina, após 48h e 72h, o aumento se 

tornou mais pronunciado (p<0.01) em C80+ e C60+ em relação à CS, o que não 

foi observado para o tratamento C30+ (Figura 20; Tabela 3). 
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Em teste com 1 individuo foi verificado que nas primeiras 12h o tratamento C100 tem 

um maior número de celulas apoptóticas que C80, começando a diminuir após 24h 

(Figura 21). 



68 
 

 

 

 

4.4. Necrose 

No teste de necrose feito a partir de 1 doador, pode-se verificar que no 

tratamento C100 ocorreu um grande aumento no numero de células necróticas em 

relação aos demais tratamentos, onde também pode observar um pico de necrose no 

tempo de 12h (Tabela 4; Figura 22). 



69 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 

Tabela 4. % de necrose em 0h, 6h, 12h e 24h de tratamento com as diferentes concentrações de 
lumefantrina. 

 

 

4.5. Lumefantrina versus lumefantrina + artemeter (6:1) 

Como as concentrações C80 e C60 de lumefantrina foram utilizadadas 

sozinhas e em combinação com o artemeter (C80+ e C60+), foi realizado uma 

comparação entre os resultados obtidos nesses tratamentos para cada um 

dos parâmetros avaliados, para verificar se a associação de drogas poderia 

potencializar ou diminuir os efeitos observados para a droga lumefantrina. 

Quando comparados pelo teste t, os tratamentos C80 e C80+, bem 

como C60 e C60 +, não houve diferença significativa nos teste mutagênicos, 

genotóxicos (Figura 23) e de apoptose (Figura 24). 

 
 
 

Tratamentos 

 
Tempo de tratamento 

 
            0h                        6h                     12h                      24h  

 
Necrose (%) 

     

CP 
 
 

9,8 12,2 12,8 12,4 

CN 
 
 

10,4 10,0 9,4 11,8 

CS 
 
 

10,6 9,4 12,2 11,2 

   C100 
 
 

8,8 24,8 27,8 23,8 

 C80 
 

11,8 19,6 17,4 18,8 

     

 C60 
 

10,2 16,0 14,4 14,6 

     
C30 

 
11,2 10,6 13,2 10,0 
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5. Discussão 
 

Como visto anteriormente, o tratamento com a combinação lumefantrina + 

artemeter em dose única tem sido utilizado atualmente em vários locais do mundo 

onde a droga cloroquina tem se mostrado ineficiente contra cepas de P. falciparum 

resistente a essa droga. 

Este tratamento combinado é bem aceito, pois seus efeitos colaterais são 

poucos; além do mais, possui uma maior eficiência no alívio dos sintomas. Tanto a 

via do tratamento (oral), facilitando a administração da droga, quanto o curto tempo 

de tratamento (3 dias) permite que este não seja abandonado e evita recidivas, ou 

até mesmo que o parasito possa adquirir alguma resistência. 

No entanto, poucos são os estudos em relação aos efeitos a nível celular e 

molecular destas drogas quando utilizada em sub ou sobre doses. 

Neste estudo, verificou-se que tanto a droga lumefantrina pura quanto em 

combinação com o artemeter apresentam efeitos mutagênicos, genotóxicos, 

citostáticos e apoptóticos em linfócitos humanos. 

Em relação ao ensaio genotóxico, observou-se que a droga lumefantrina e a 

combinação com o artemeter podem causar danos genotóxicos nas concentrações 

aqui testadas, sendo este efeito concentração-dependente. 

Uma explicação para o efeito genotóxico da lumefantrina e da combinação 

seria que esses tratamentos podem ter aumentado o estresse oxidativo nas células, 

e assim produzir espécies reativas de oxigênio (ROS) que favorecem os danos no 

DNA. 

Em um estudo de Adaramoye et al (2008), os autores demonstraram uma 

diminuição nos níveis da defesa antioxidante ,tanto o sistema não enzimático quanto 
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o enzimático, em ratos aos quais foram administrados o artemeter, a combinação 

artemeter + lumefantrina e a halofantrina. 

Estas enzimas são a primeira linha de defesa contra o ROS, a sua alteração 

pode significar que as mesmas foram consumidas ou modificadas no combate ao 

estresse oxidativo (Hochstein e Atallah, 1988).  

Também foi demonstrado por Nduka e Tolulope(2011), que administraram a 

combinação de artemeter + lumefantrina em ratos e verificaram que a mesma pode 

modular a atividade de enzimas biomarcadoras de estresse oxidativo. 

Vale ressaltar que aumentando o estresse oxidativo, a célula acaba por 

perder sua homeostase e assim favorece o aumento de danos no DNA, os quais 

podem agir em vários mecanismos relacionados ao envelhecimento e o câncer 

(Sedelnikova et al, 2010; Kryston et al, 2011). 

Sabe-se que a formação de micronúcleos deve-se a danos clastogênicos e/ou 

aneugênicos que são irreparáveis no DNA, estes efeitos podem ser produzidos 

durante o ciclo celular pelo sistema de reparo da célula. Estes danos podem se dar 

de varias maneiras; como erro na maquinaria de reparo do DNA, erro na replicação, 

defeitos no mecanismo das fibras do fuso e quebra de fita dupla(Fenech et al,2011). 

Pode-se verificar que o efeito da droga foi concentração-dependente, visto 

que nas menores concentrações testadas da combinação que foram de 30, 9 e 6 

µg/ml de lumefantrina + 5, 1,5 e 1 µg/ml de artemeter respectivamente, não foram 

encontrados danos significativos, demonstrando que as concentrações próximas da 

encontrada no plasma são seguras às células. 

A quantidade de droga testada em nossos ensaios está acima daqueles 

encontrados no plasma, em alguns trabalhos a faixa avaliada de lumefantrina no 

plasma encontra-se entre 6 a 30000 ng/ml (Mansor et al, 1996; Ezzet et al, 2000; 
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Ashley et al, 2007; Hatz et al, 2008). Quanto ao artemeter, a concentração 

plasmática pode variar entre 10 a 1000 ng/ml (Navaratnan et al, 1995 ; Shi et al, 

2006).  

Estas concentrações são muito difíceis de serem avaliadas, pois a 

lumefantrina tem uma absorção muito variável, dependente da alimentação do 

individuo, do estagio da doença e de que alimente é usado para ingerir junto com a 

droga sendo que os alimentos mais gordurosos proporcionam maior 

biodisponibilidade da droga (Ashley et al, 2007).  

Em tratamentos prolongados e com concentrações de lumefantrina + 

artemeter acima do indicado é possível que haja um maior aumento do estresse 

oxidativo (Olufemi et al, 2009).  

Muitos estudos revelam que a elevação do estresse oxidativo causado pelo 

aumento das ROS, por causar danos no DNA, também causam um crescimento no 

número de micronúcleos e brotos celulares nas células (Bonassi et al, 2007). 

Parâmetros que também foram aumentados no presente estudo. 

Embora os dados mostrem uma relação concentração-dependente para a 

droga, verificou-se que o número de MN na concentração C100 foi menor que em 

C80. Isto pode ter ocorrido devido ao dano maior causado por essa concentração da 

droga lumefantrina, que possuiria efeito citostático e citotóxico mais prejudicial para 

as células. Desta forma, ou por não permitir a formação dos MNs, ou por eliminar os 

MNs formados juntamente com a célula, haveria uma diminuição do número de MN 

observados em relação a C80. 

Essa hipótese é favorecida pela observação que houve uma diminuição do 

IDN, mostrando que, de fato, nesta concentração há o bloqueio da divisão celular. 
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A diminuição do IDN também foi verificada nos tratamentos C80+ e C60+. 

Como este efeito não foi observado quando a lumefantrina pura foi usada nos 

tratamentos C80 e C60, é possível que o efeito citostático, neste caso, seja devido 

ao efeito do sinérgico da lumefantrina + artemeter. 

O efeito dos derivados de artemisina em células cancerígenas já é bem 

conhecido, inclusive do artemeter (Efferth et al, 2002; Efferth e Oesch, 2004; Ortiz e 

Wei, 2012). Sabe-se que o artemeter por si tem uma ação citotóxica em altas 

concentrações, sendo sugerida sua utilização no tratamento de células cancerígenas 

(Singh e Panwar, 2006; Duffy e Wade, 2012). 

Efferth (2005) também sugere que a artemisina e seus derivados podem ter 

como alvo proteínas que participam da proliferação celular, possuindo assim, efeitos 

anti-proliferativos.  

Quanto a frequência de PNPs, não foi observada diferença significativa entre 

os tratamentos. Uma hipótese é que as PNPs são formadas a partir de 

cromossomos dicêntricos que, ao final da anáfase, são puxados para cada lado. 

Após a telófase os núcleos vão se separar e as PNPs serão “arrebentadas” e seus 

resquícios possivelmente se tornariam MNs, por este motivo dificilmente veríamos as 

PNPs (Fenech et al, 2011). 

Diferente dos danos mutagênicos causados nos linfócitos, os efeitos 

genotóxicos em C100 foram maiores que em C80, assim podemos atribuir este 

efeito ao pequeno intervalo de tempo em que foram analisados e que permitiram 

visualizar a grande quantidade de danos causados no DNA pelo tratamento C100. 

Tais prejuízos possivelmente causariam rapidamente a morte das células, 

corroborando com os resultados obtidos pelo parâmetro do IDN, onde vimos uma 

diminuição significante no crescimento celular.  
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Quando analisado o efeito apoptótico, verificou-se que tanto a lumefantrina 

quanto a combinação com o artemeter aumentam a frequência de apoptose em 24h 

e esse aumento se torna mais substancial em 48h e 72h, em todos os tratamentos 

com exceção da concentração menor testada que foi a combinada de C30+.  

Esse efeito concentração-dependente pode ser visto em vários trabalhos 

onde se utilizou drogas antimaláricas, e de fato verificou-se que com o passar do 

tempo, este índice de apoptose aumenta como visto no trabalho de Alcantara et al 

(2011) com o artemeter e Mota et al (2011) com artesunato. 

Podemos sugerir que por ser uma droga de meia vida longa, a lumefantrina 

pode se acumular e propiciar a morte celular, pelo aumento do estresse oxidativo 

causando mais danos ao DNA, e quanto mais tempo à droga permanece em contato 

com as células, maior esse estresse, maiores os danos e consequentemente maior 

o índice de apoptose. 

Percebemos que o índice de apoptose do tratamento C100 em todos os 

tempos são menores que os de C80, esse fato pode ser devido a alta citotoxicidade 

da droga nesta concentração mais alta, levando as células rapidamente a morte nas 

primeiras 24h. 

Esta hipótese foi verificada por um teste de apoptose e necrose, onde 

verificou-se que, de fato, nas primeiras 12h de tratamento, ocorre um maior numero 

de mortes por apoptose e por necrose no tratamento C100 (13,6%; 27,8%) em 

relação a C80 (11%; 17,4%), demonstrando que de fato C100 esta sendo mais 

tóxico  nas primeiras 12h. 

Em todos os testes, quando comparados às concentrações de C80 com 

C80+, e C60 com C60 +, não foram observadas nenhuma diferença estatística. 
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Esses resultados sugerem que pode-se atribuir os danos mutagênicos, genotóxicos 

e apoptóticos a lumefantrina mais que do artemeter. 

Em trabalho de Alcantara et al (2011),  o mesmo verificou danos mutagênicos 

, genotóxicos e apoptóticos causado pelo artemeter. No entanto, os danos 

encontrados foram em concentrações de artemeter pelo menos 10 vezes maiores do 

que as testadas no presente trabalho, sendo que em concentrações menores, não 

foram observados efeitos significativos.  

Como vimos anteriormente os tratamentos C80 e C80+, C60 e C60+, não 

demonstraram diferenças significativas entre si. No entanto, foi possível observar 

uma diminuição significativa no IDN, quando comparados C80+ e C60+ em relação 

ao CN+ e CS+, o que não foi observado com C80 e C60. Este dado pode indicar que 

possivelmente as concentrações da combinação lumefantrina associadas ao 

artemeter podem potencializar o efeito citostático, efeito este, importante no 

tratamento de células cancerosas.  

Os resultados obtidos são importantes para fortalecer a pesquisa em relação 

aos efeitos destas drogas diretamente no DNA, pois ainda são escassos ou pouco 

trabalhados. Sendo essa combinação uma arma eficiente contra uma das doenças 

que mais mata no mundo, seu conhecimento em todos os aspectos é importante, 

para evitar efeitos colaterais indesejados e possíveis doenças de caráter genético. 

Este trabalho vem contribuir para pesquisas futuras que possam aprofundar-

se nas vias de apoptose causados por estas drogas , assim como fortalecer as 

pesquisas moleculares em células humanas, visto que grande parte dos estudos 

realizados são em animais modelo. 
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6. Conclusão 

 
          Com estes resultados pode se concluir que a lumefantrina tanto pura 

quanto em combinação com o artemeter (6:1) possui efeitos mutagênicos, 

genotóxicos e apoptóticos nas concentrações aqui testadas, onde causou um 

aumento no número de micronúcleos e brotos nucleares demonstrando uma 

relação concentração-dependente, o que não aconteceu em relação ao 

parâmetro pontes nucleoplasmáticas.  

           Houve também um aumento nos danos genotóxicos, concentrações-

dependentes, observado pelo parâmetro “tail moment” tanto quando usado a 

lumefantrina quanto em combinação com o artemeter.  

          Os resultados também demonstraram um aumento da apoptose nos 

tratamentos em todos os tempos testados quando usada a lumefantrina pura 

e em combinação com o artemeter. 

          Em nenhum dos teste foram verificadas diferenças no aumento dos 

danos mutagênicos, genotoxicos e apoptóticos quando comparados os 

resultados da droga lumefantrina pura e em combinação, demonstrando 

assim que o artemeter não potencializa os danos causados pela lumefantrina 

quando combinados. 
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Questionário 

Data P.A.:___/___/______ 

Data do Retorno:___/___/______ 

Data da Coleta: ___/___/______ 

 

REGISTRO:______________________      PACIENTE           CONTROLE          CÓDIGO:______________ 

NOME:____________________________________________________________________________________ 

DATA DE NASCIMENTO:______________IDADE:______________NACIONALIDADE:_______________ 

LOCAL DE NASCIMENTO:__________________________________________________________________ 

ENDEREÇO ATUAL:________________________________________________________________________ 

TELEFONE P/ CONTATO:___________________________________________________________________ 

CIDADE:________________________ ETNIA:__________________________________________________ 

FAZ USO DE HORMÔNIOS: ( ) SIM   ( ) NÃO    QUAIS?:_________________________________________ 

TEMPO DE USO DE HORMÔNIOS:___________________________________________________________ 

JÁ TEVE ALGUM TIPO DE CÂNCER?: ( ) SIM   ( ) NÃO  QUAL?:__________________________________ 

JÁ FEZ QUIMIOTERAPIA?: ( ) SIM   ( ) NÃO  POR QUANTO TEMPO?:_________ 

____________________ 

POSSUI CASOS DE CÂNCER NA FAMÍLIA (tipo de grau de 

parentesco):_____________________________ 

__________________________________________________________________________________

________ 

FUMA?: ( ) SIM   ( ) NÃO   HA QUANTO TEMPO?:__________Nº DE CIGARROS/DIA:________________ 

JÁ FUMOU?: ( ) SIM   ( ) NÃO  POR QUANTO TEMPO:_____________________________ 

HÁ QUANTO TEMPO PAROU DE FUMAR?:___________________________________________________ 
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CONVIVE COM PESSOAS QUE FUMAM?: ( ) SIM   ( ) NÃO 

É ETILISTA?: ( ) SIM   ( ) NÃO HÁ QUANTO TEMPO?:___________________ QUANTO BEBE POR 

DIA?:___________________________ 

FAZ USO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES: ( ) SIM   ( ) NÃO     QUAIS?:________________________ 

HÁ QUANTO TEMPO?:______________________________________________________________________ 

FAZ USO DE MEDICAMENTOS: ( ) SIM   ( ) NÃO      QUAIS?:____________________________________ 

FAZ OU JÁ FEZ USO DE DROGAS ILÍCITAS: ( ) SIM   ( ) NÃO POR QUANTO TEMPO?______________ 

TEVE ALGUMA VIROSE RECENTEMENTE?: ( ) SIM   ( ) NÃO  HÁ QUANTO TEMPO  FOI 

CURADO?:________________________________________________________________________________ 

VOCÊ FOI SUBMETIDO A ALGUMA RADIOGRAFIA RECENTEMENTE?: ( ) SIM   ( ) NÃO   HÁ QUANTO TEMPO 

ATRÁS?:__________________________________________________________________ 
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO MATO GROSSO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(CONTROLES) 

 
Você está sendo convidado a participar desta pesquisa que pretende entender melhor as diferentes formas de 

apresentação da malária causada pelo Plasmodium vivax em nosso meio e também identificar em seu sangue, alterações 
que possam ser provocado pelo parasito ou pela resposta aos remédios que usamos para combater a sua doença. A 
participação de pessoas sem malária é importante para que nós possamos comparar os resultados com aqueles das 
pessoas com a doença, por isso você está sendo convidado a colaborar.  Para isto, precisamos conversar com você durante 
alguns minutos, fazer um pequeno exame médico e tirar um pouco de sangue de sua veia, para a realização dos seguintes 
exames: hemograma, pesquisa de DNA do parasito, exame do DNA de suas células sanguíneas, exame de anticorpos do seu 
sangue contra o parasito da malária e outros, sempre relacionados à infecção malárica. Não há risco para você nesta 
pesquisa. Apenas o desconforto do exame médico e da retirada de sangue com agulha, que pode causar um pouco de dor. 

Vários exames não serão realizados hoje. Portanto, um pouco do seu sangue ficará devidamente identificado e 
congelado até o momento da realização do exame. Os resultados, quando estiverem prontos, estarão disponíveis e você 
poderá consultá-los entrando em contato conosco no endereço abaixo. 

Todas as informações obtidas nesta pesquisa serão utilizadas exclusivamente para atender aos objetivos da mesma. 
As informações e resultados dos exames serão confidenciais, ficando sob o poder dos médicos responsáveis pela pesquisa, 
os quais garantirão o sigilo dos nomes das pessoas envolvidas. 

Os organizadores do projeto serão responsáveis por fornecer orientação e atendimento médico, sempre que 
necessário.  

Você tem o direito de recusar a participação e de retirar-se desse projeto assim que desejar, sem que isso acarrete 
em impedimento de qualquer natureza para seu seguimento no serviço médico envolvido na pesquisa. 

 

Eu, ________________________________________, entendi o que me foi explicado sobre o estudo 

e concordo com minha participação (ou com a participação de meu dependente acima 

 

.................................................................................              ............................................................ 

Assinatura do participante (ou do responsável, se menor)                   Assinatura do pesquisador principal   

           

Testemunha*............................................................................................ 

* Testemunha só é exigido caso o participante não possa por algum motivo, assinar o termo.   

Data (Cidade/dia mês e ano) ____________ ___ de ______________de 20___ 

Contato: Prof. Dra. Carmen Lucia Bassi 

Av. Fernando Correa da Costa, s/n 
Universidade Federal de Mato Grosso 
Laboratório de Investigação da Faculdade de Ciências Médicas 
Bloco do CCBS 3, fone (65) 3615-8856 

Para esclarecimentos sobre questões éticas do projeto, entrar em contato com : 
Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Júlio Muller 
Av. Fernando Correa da Costa, 2367 
Bairro Boa Esperança- Coxipó, Cuiabá (MT) 
CCBS I – 1º Piso – Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT) 
Telefone : (65)  3615-8254 
E-mail: cepahujm@cpd.ufmt.br 

 

 



97 
 

 

 

 


