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RESUMO

O Fluconazol ¢ um antifiingico triazélico de amplo espectro que ¢ bem estabelecido como
tratamento de primeira linha para infec¢des por Candida albicans. Apesar de seu uso extensivo,
os relatos sobre seus efeitos genotdxicos / mutagénicos sdo controversos, portanto, mais estudos
serdo necessarios para melhor esclarecimento de tais efeitos. Células de rim de macaco verde
africano (Vero) foram expostas in vitro a diferentes concentracdes de Fluconazol e foram
avaliadas quanto a diferentes pardmetros, tais como: citotoxicidade (ensaio MTT e morte
celular por corantes fluorescentes), genotoxicidade / mutagenicidade (teste do cometa e teste
do microntcleo) e indugdo de estresse oxidativo (ensaio do DCFH-DA). O Fluconazol foi
utilizado nas concentragdes de 81,6; 163,2; 326,5; 653; 1.306 ¢ 2.612,1uM para o ensaio do
MTT e 81,6; 326,5 e 1.306uM para os demais ensaios. Os resultados do MTT mostraram que a
viabilidade celular diminuiu a partir da concentracdo de Fluconazol de 1.306uM (85,93%),
sendo estatisticamente significativa (P <0,05) na concentracdo de Fluconazol de 2.612,1uM
(35,25%), em comparacdo com o controle (100%). O Fluconazol também induziu necrose (P
<0,05) quando as células foram expostas as concentragdes de 81,6; 3.26,5 e 1.306uM para
ambos os tempos de tratamento testados (24 e 48h) em comparagdo com o controle negativo.
Com relagdo a genotoxicidade / mutagenicidade, os resultados mostraram que o Fluconazol
aumentou significativamente (P <0,05) o indice de dano ao DNA, avaliado pelo ensaio do
cometa, a 1.306uM (ID = 1,17) em compara¢do ao controle negativo (ID = 0,28). A freqiiéncia
de micronucleos também aumentou até atingir signficancia estatistica (P <0,05) em 1.306uM
de Fluconazol (com 42MN / 1000 células binucleadas) em relagdo ao controle negativo (13MN
/ 1000 células binucleadas). Finalmente, a formacao significativa (P <0,05) de espécies reativas
de oxigénio foi observada em 1.306uM de Fluconazol (DO = 40,9), em comparagao ao controle
negativo (DO = 32,3). Nossos resultados mostraram que o Fluconazol foi citotoxico e
genotoxico nas condi¢des avaliadas. E provavel que tais efeitos possam ser devidos as
propriedades oxidativas do Fluconazol e / ou a presenca de FMO (Flavina monoxigenase) em
células Vero.

Palavras-chave: Fluconazol. Genotoxicidade. Citotoxicidade. Teste do Micronucleio. Teste do
Cometa. EROS.
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ABSTRACT

Fluconazole is a broad-spectrum triazole antifungal that is well-established as the first-line
treatment for Candida albicans infections. Despite its extensive use, reports on its
genotoxic/mutagenic effects are controversial; therefore, further studies are needed to better
clarify such effects. African green monkey kidney (Vero) cell line were exposed in vitro to
different concentrations of Fluconazole and were then evaluated for different parameters, such
as cytotoxicity (MTT/cell death by fluorescent dyes), genotoxicity/mutagenicity (comet
assay/micronucleus test), and induction of oxidative stress (DCFH-DA assay). Fluconazole was
used at concentrations of 81.6, 163.2, 326.5, 653, 1306, and 2612.1uM for the MTT assay and
81.6, 326.5, and 1306uM for the remaining assays. MTT results showed that cell viability
reduced upon exposure to Fluconazole concentration of 1306uM (85.93%), being statistically
significant (P<0.05) at Fluconazole concentration of 2612.1uM (35.25%), as compared with
the control (100%). Fluconazole also induced necrosis (P<0.05) in Vero cell line when cells
were exposed to all concentrations (81.6, 326.5, and 1306uM) for both tested harvest times (24
and 48 h) as compared with the negative control. Regarding genotoxicity/mutagenicity, results
showed Fluconazole to increase significantly (P<0.05) DNA damage index, as assessed by
comet assay, at 1306uM versus the negative control (DI=1.17 vs DI=0.28, respectively).
Micronucleus frequency also increased until reaching statistical significance (P<0.05) at
1306uM Fluconazole (with 42MN/1000 binucleated cells) as compared to the negative control
(13MN/1000 binucleated cells). Finally, significant formation of reactive oxygen species
(P<0.05) was observed at 1306uM Fluconazole vs the negative control (OD=40.9 vs OD=32.3,
respectively). Our experiments showed that Fluconazole is cytotoxic and genotoxic in the
assessed conditions. It is likely that such effects may be due to the oxidative properties of
Fluconazole and/or the presence of FMO (flavin-containing monooxygenase) in Vero cells.

Key Words: Fluconazole. Genotoxicity. Cytotoxicity. Micronuclei. Comet assay. ROS.
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1 INTRODUCAO

Infeccdes fingicas invasivas constituem cada vez mais um importante problema de
saude publica devido ao crescimento de populagdes imunodeficientes, ao desenvolvimento de
antifungicos resistentes e limitagdes na eficacia e toxicidade dos antifiungicos atuais (CALUGI;
TRABOCCHI; GUARNA, 2011). O tratamento de tais infec¢cdes tem demonstrado ser bastante
limitado por problemas relacionados com a seguranga, resisténcia e eficdcia do fadrmaco
utilizado. Atualmente, a terapia usada no tratamento de micoses invasivas conta com poucos
farmacos, tais como: a anfotericina B, o itraconazol ¢ o Fluconazol (CARRILLO-MUNOZ et
al., 2000).

O Fluconazol ¢ o composto mais conhecido entre os triazois, pois ¢ uma alternativa
terapéutica habitual no tratamento de infec¢des fungicas sist€émico-especificas (FICA, 2004).
Esta droga exerce atividade sobre varias espécies de fungos causadores de micoses profundas
e mucocutineas, tendo amplo espectro de agdo, incluindo espécies como Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis e varias espécies de
candida (NETO; DE CASTRO, 1996; KOROLKOVAS, 2003).

O Fluconazol ¢ bem estabelecido como a primeira linha de tratamento das infecg¢des
sistémicas de Candida albicans (GOA; BARRADELL, 1995), sendo uma importante droga nas
areas da obstetricia e ginecologia para o tratamento de candidiase vaginal. E também utilizado
em pacientes com a imunidade comprometida, tais como os portadores de AIDS e pacientes
com neutropenia devido a quimioterapia para o cancer. Tais pacientes apresentam um risco
particular de desenvolver infec¢des por Candida albicans que podem tornar-se sistémicas
(MCCULLOUGH; ROSS; READE, 1996; VAZQUEZ, 1999).

No entanto, apesar de sua importancia, existem relatos de casos de efeitos teratogénicos
em recém-nascidos e embriotdxicos em animais apds utilizagdo da droga e sua passagem para
o leite materno (CATALAN; MONTEIJO, 2006; MENEGOLA et al., 2004; TIBONI, 1993).
Para Embirucgu et al. (2005), os teratogenos constituem agentes ambientais, quimicos, fisicos e
bioldgicos, que podem causar anormalidades obstétricas e (ou) fetais. A agdo teratogénica sobre
o embrido ou feto em desenvolvimento depende de diversos fatores, destacando-se o estagio de
desenvolvimento do concepto, a relacdo entre dose e efeito, gendtipo materno fetal e
mecanismo patogénico especifico de cada agente (SCHULER-FACCINI et al., 2002). O estudo
das agdes das drogas sobre diversas fases do processo reprodutivo visa detectar os efeitos da
fertilidade, transporte, embriogénese e organogénese, parto e recém-nascido. O risco

teratologico existe durante todo periodo gestacional, no entanto ¢ maior na fase de
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embriogénese, quando ocorrem a diferenciagdo tecidual e organogénese. E ainda possivel que
o desenvolvimento no periodo pds-natal possa sofrer alteragdes estruturais e metabolicas, a
custa de substancias utilizadas no periodo pré-natal. A embriotoxidade se refere a perturbagao
no desenvolvimento embrionério ou fetal, a custa de dosagens que ndo afetam o organismo
materno (RODRIGUES et al., 2011).

Devido ao Fluconazol ser a tnica substancia triazolica excretada quase que totalmente
pelo rim, as doses devem ser ajustadas em pacientes com deficiéncia renal (FICA, 2004).
Apesar disto, a resposta clinica a este fdrmaco pelos pacientes com candidiase ¢ bastante
satisfatoria, podendo, no entanto, haver recaidas devido a uma incompleta eliminagdo das
células fingicas nos pacientes tratados. Assim, o antifingico ideal para o futuro deve apresentar
um grande espectro de atividade fungicida, possuindo um mecanismo de a¢do que limite a
toxicidade no hospedeiro. Ou seja, um antifingico capaz de eliminar as células fingicas, sem
prejudicar as células humanas (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Neste sentido, é importante
que se conheca os efeitos celulares citotoxicos e genotdxicos do Fluconazol para que se possa

ter mais subsidios para a utilizag@o segura deste medicamento.

1.1 FLUCONAZOL

O Fluconazol (2-(2,4-difluorophenyl)-1,3-bis(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-2-propanol) ¢ um
antifingico triazolico do grupo dos azois, sendo um composto sintético contendo trés atomos
de nitrogénio no anel azol (Figura 1) (GROPPELLI et al., 2007). Este antifingico tem amplo
espectro e ¢ usado para tratar infecgdes causadas por fungos patogénicos diversos (NETO; DE
CASTRO, 1996). O Fluconazol, assim como outros azdis, tem como mecanismo de agdo a
inibi¢do da enzima oxidativa lanosterol 14-a-desmetilase, associada ao citocromo P450 (CYP)
[CYP3A4 e CYP2C9]. A inibigdo desta enzima bloqueia a conversdo de lanosterol a ergosterol,
um componente da membrana celular fiingica, essencial na bioregulagdo da fluidez, assimetria
e integridade da membrana celular. Como resultado, observa-se uma alteragdo na
permeabilidade da membrana das células fungicas e consequente acumulo de perdxido de
hidrogénio, o que danifica a estrutura das organelas celulares do fungo (CATALAN;

MONTEJO, 2006).
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Figura 1 — Estrutural quimica do Fluconazol.

OH
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Fonte: CORREA et al. (2012).

1.2 METABOLISMO E TOXICIDADE DO FLUCONAZOL

O Fluconazol ¢ a primeira geragio de triazéis disponivel na década de 90. E altamente
soluvel e disponivel na formulagao oral e intravenosa. A via oral ¢ reservada para os casos mais
leves e para terapéutica de manutengdo a longo prazo. Apds a administragdo de 50mg/dia por
via oral, niveis séricos de 1,0 mg/l sdo obtidos apos 2 horas (MAERTENS, 2004). Fluconazol
por via oral ¢ também utilizado no tratamento de micoses sistémicas tendo como tempo médio
no sangue 30 horas, com dose-hora de 400 mg ao dia (FICA, 2004). A dose recomendada para
o tratamento de infecgdes graves em adultos com fung¢do renal normal ¢ de 200 a 400 mg/d. A
duracdo do tratamento vai depender da natureza e da gravidade do processo (NETO; DE
CASTRO, 1996).

Uma caracteristica importante do Fluconazol ¢ sua boa penetracdo no sistema nervoso
central. Niveis da droga no liquor cefalorraquidiano representam 50 a 90% da concentragao
sérica concomitante. E o inico farmaco triazélico que é excretado inalterado na urina, tornando-
se o tratamento de escolha para infec¢des do trato urinario (MAERTENS, 2004). Cerca de 80%
da dose administrada ¢ eliminada de forma ativa pelos rins e sua vida média no soro ¢
prolongada na vigéncia de insuficiéncia renal, o que obriga a ajustes posoldgicos nestas
circunstancias (COLOMBO et al., 2002).

O Fluconazol ¢ utilizado na clinica para profilaxia e tratamento de candidiases
orofaringeas e esofagicas em pacientes com AIDS, assim como em pacientes neutropénicos, ou

que passaram por procedimentos cirurgicos e desenvolveram candidiase invasiva (LOEFFLER;
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STEVENS, 2003). Este composto ¢ utilizado como medicamento na quimioprofilaxia
secunddria de pacientes com meningite criptococécica (TAPIA et al., 2003). O amplo uso do
Fluconazol na clinica tem como resultado uma mudanga na microbiota hospedeira para espécies
resistentes a esses agentes antifungicos (LOEFFLER; STEVENS, 2003). Essa mudanca leva a
selecdo de micro-organismos resistentes e favorece infec¢des por candida ndo-albicans, como
Candida glabrata, que ¢ intrinsicamente menos suscetivel ao Fluconazol (SPAMPINATO;
LEONARDI, 2013).

Os pacientes com AIDS sdo os maiores acometidos por infec¢des orofaringeas causadas
por C. glabrata resistentes ao Fluconazol e isso ocorre por que esses pacientes apresentam
imunodepressdo e prolongada exposicio aos azélicos (LOEFFLER; STEVENS, 2003; MASIA
CANUTO et al., 2000). O Fluconazol ¢ também bem tolerado e amplamente utilizado em dose
unica de 150 mg para o tratamento de candidiase vaginal. No entanto, em muitos casos este
antifingico apresenta uma série de efeitos colaterais como nduseas, dor de cabega, erup¢ao
cutanea, dor abdominal, vomitos e diarreia. A incidéncia global destes efeitos adversos foi de
16% entre 4000 pacientes tratados com Fluconazol (GRANT; CLISSOLD, 1990).

O uso de Fluconazol durante a gestagdo de animais e seres humanos tem sido largamente
investigado. Estudos tém mostrado o potencial teratogénico desta droga quando administrada
pela via oral em doses mais altas em ratas gravidas. A administra¢do desta droga em doses que
variam de 80 mg/kg a 320 mg/kg a ratas gravidas (20 - 60 vezes a dose recomendada para o
homem) resultou em malformagao fetal e embrioletalidade (PURSLEY et al., 1996). Pursley et
al. (1996) relataram anomalias fetais no tratamento com Fluconazol de coccidioidomicose em
400 mg/dia e 800 mg/dia durante a gestagdo. Van Cauteren et al. (1990) demonstraram em
animais in vivo que altas doses de Fluconazol podem ser teratogénicas induzindo defeitos
craniofaciais. Por fim, o Fluconazol produziu efeito teratogénico na concentragdo de 500uM,
interferindo no mecanismo celular e molecular em culturas embriondrias de ratos in vitro
(MENEGOLA et al., 2003), em embrido de ratos (MENEGOLA et al., 2004) e no aparelho
branquial (TIBONI, 1993).

No que diz respeito a gestagdo em seres humanos, existem na literatura alguns relatos
de casos de criangas diagnosticadas com ma formagdo congénita apds o tratamento materno
prolongado com doses elevadas de Fluconazol durante o primeiro trimestre de gravidez. As
anomalias relatadas foram caracteristicas dismorficas, fenda palatina e anomalias esqueléticas
(ALECK; BARTLEY, 1997; LEE, FEINBERG, ABRAHAM, 1992; LOPEZ-RANGEL; VAN
ALLEN, 2005; PURSLEY et al., 1996).
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A avaliagdo de qualquer agente antifingico azolico potencialmente teratogénico ¢
importante, pois mulheres gravidas sdo mais susceptiveis a candidiase vaginal (SOBEL, 2007)
que ¢ a indicacdo clinica mais comum para estes farmacos. O Fluconazol ¢ reconhecido como
um agente teratogénico desde 1992, no entanto, ainda ¢ frequentemente utilizado durante a
gravidez (FIRTH; HUGHES, 2014). Por conta de sua teratogenicidade, o Fluconazol ¢
classificado pelo FDA (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION) como Categoria C na
gravidez (estas drogas devem ser usadas durante a gravidez somente se o beneficio justificar o

risco para o feto) (AMARAL; NUNES, 2008).

1.3 AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE

A genética toxicoldgica (que estuda a genotoxicidade) ¢ uma especialidade que se ocupa
da identificagdo e estudo da acdo de qualquer agente fisico, quimico ou bioldgico capaz de
produzir efeitos deletérios sobre o organismo, com especificidade no material genético
(SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003). O DNA ¢ constantemente exposto a uma
variedade de substancias genotoxicas tanto por fontes enddgenas, a exemplo de subprodutos
metabodlicos do organismo, como por fontes exodgenas, como por exemplo a radiagdo
ultravioleta (UV) (ERMOLAEVA; SCHUMACHER, 2014).

O estudo da genotoxicidade representa um papel importante no desenvolvimento de
novos farmacos (KISKINIS; SUTER; HARTMANN, 2002) devendo ser realizado nos estagios
iniciais deste desenvolvimento, a fim de fornecer progndsticos a respeito de um possivel
potencial genotdxico e/ou carcinogénico e para auxiliar na obten¢cdo de novas estruturas
quimicas menos toxicas (SNYDER; GREEN, 2001). Segundo o Departamento de Saude e
Servicos Humanos de Alimentagdo e Administracdo de Drogas dos Estados Unidos (FDA),
produtos farmacéuticos cuja expectativa de uso clinico seja continua por pelo menos seis meses,
devem ser submetidos obrigatoriamente a testes de genotoxicidade, bem como produtos
farmacéuticos utilizados de forma intermitente no tratamento para condigdes crdnicas
(BRAMBILLA et al., 2013).

Os agentes genotoxicos podem ser definidos funcionalmente por possuirem habilidades
de alterar a replicagdo do DNA e a transmissdo genética. Desta forma, as medidas de
genotoxicidade incluem, principalmente, danos no DNA, mutagdes e aberragdes
cromossomicas (COMBES, 1992). Quando as células sdo expostas a agentes que lesam 0 DNA,
genes criticos podem ser danificados, a exemplo o p53 que atua na parada do ciclo celular

promovendo um atraso para promover o tempo destinado ao reparo do dano antes da sintese
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replicativa do DNA. Uma disfuncdo nesses genes e falhas no reparo resultam na replicagcdo de
lesdes mutagénicas que, em acumulo, favorecem mudangas genéticas, incluindo
transformagoes neoplasicas (BARTKOVA et al., 2005; VALKO et al., 2007).

Assim, a avaliacdo da genotoxicidade ¢ essencial para a seguranga de todos os tipos de
substancias, que vao desde produtos farmacéuticos, produtos quimicos industriais, pesticidas,
biocidas, aditivos alimentares, cosméticos, ingredientes para medicamentos veterinarios, entre
outros, sendo relevante no contexto de legislagdes internacionais que visam a protecdo da satide
humana e satide animal (CORVI et al., 2013).

Os testes de detecgdo de genotoxicidade incluem aqueles que avaliam danos primarios
ao DNA, que podem ser reparados, ou seja, reversiveis, bem como danos estaveis e irreversiveis
que sdo transmissiveis para a geracao seguinte quando ocorre em células germinativas (CORVI;
MADIA, 2017).

O teste do cometa, ou eletroforese em gel de célula tinica (SCGE), foi introduzido pela
primeira vez em 1984 para a visualizag@o direta de danos no DNA em cé¢lulas individuais. Este
ensaio ¢ um método valioso para a detecgdo de mutagdes e defeitos no reparo do material
genético de qualquer célula eucaridtica (HAGIWARA et al., 2006; KLEINSASSER et al.,
2004; FLORES; YAMAGUCHLI, 2008).

O teste de micronicleo ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para avaliar a
mutagenicidade de muitas substancias (FENECH et al., 1999), sendo utilizado para avaliar a
capacidade de uma substidncia em quebrar cromossomos (efeito clastogénico) ou afetar a
formagdo do fuso mitotico, o que pode levar a distribui¢do desigual de cromossomas durante a
divisdo celular (efeito aneugénico) (MACGREGOR et al., 1987). Devido sua confiabilidade e
sua reprodutibilidade, o teste do microntcleo tornou-se um dos padrdes de técnicas
citogenéticas para testes de toxicologia genética em células humanas e de mamifero em geral
(FENECH, 2000; THIERENS; VRAL, 2009).

Relatos sobre os efeitos genotoxicos / mutagénicos do Fluconazol sdo controversos. Por
exemplo, Yiizbasioglu et al. (2008) avaliaram o efeito do Fluconazol em células da medula
Ossea de ratos in vivo (através do teste de aberracdo cromossdmica) ¢ em linfocitos humanos in
vitro (através do teste de aberracdo cromossdmica, troca de cromatides irmas e no teste de
micronucleo). O Fluconazol ndo aumentou a frequéncia de aberragcdes cromossomicas no teste
in vivo. Ja no teste in vitro, o antifiungico induziu significativamente aberragdes cromossomicas
e altas frequéncias de micronucleos em comparagdo ao controle negativo. De acordo com estes

resultados, o Fluconazol ¢ clastogénico e aneugénico para linfécitos humanos.
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No entanto, outro estudo in vivo utilizando ratos, demonstrou que o Fluconazol tem a
capacidade de aumentar a frequéncia de aberragdes cromossomicas, principalmente quebras,
indicando que o antifingico agiu, nestas condi¢des, possivelmente apds a duplicacdo
cromossdmica na fase G2 do ciclo celular (BISWAS; PATHAK; KHUDA-BUKHSH, 2004).

Por fim, Fucic et al. (2008) foram os primeiros a demonstrar que existe uma quimio-
sensibilidade relacionada a idade no que diz respeito aos efeitos genotoxicos do Fluconazol.
Estes autores observaram que, apos exposi¢cdo ao antifiungico (a uma dose de 12mg/kg), os
animais jovens e recém-nascidos mostraram um aumento significativo na frequéncia de
micronucleos em comparagdo aos animais adultos e a frequéncia de micronucleos permaneceu

elevada duas semanas apds a exposicao.

1.4 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Um radical livre pode ser um atomo ou uma molécula que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, isto €, tem orbitais com apenas um elétron (GUTTERIDGE; HALLIWELL,
2006). Sob esta forma, o composto apresenta uma forte reatividade com a maioria das espécies
quimicas. Os radicais livres derivados de oxigénio sdo genericamente conhecidos como
espécies reativas de oxigénio (ERO) e representam a classe mais importante de radicais livres
geradas pelo organismo (MILLER; BUETTNER; AUST, 1990). Uma vez produzidos, a maior
parte dos radicais livres sdo removidos pelas defesas antioxidantes da célula que incluem
enzimas e moléculas ndo enzimaticas. A manuteng¢ao do equilibrio entre a produg¢ado de radicais
livres e as defesas antioxidantes ¢ uma condi¢do essencial para o funcionamento normal do
organismo (VALKO et al., 2007).

Em concentragdes baixas ou moderadas, as ERO podem ser benéficas para a célula,
estando envolvidas em véarios processos fisioldgicos de sinalizacdo e de regulagdo
(FRIDOVICH, 1999), por exemplo: controle da pressdo sanguinea, apoptose, fagocitose de
agentes patogénicos, fertilizacdo de dvulos e ativagdo de genes (BERLETT; STADTMAN,
1997, VASCONCELOS et al., 2007). No entanto, hé situa¢cdes em que o equilibrio entre a
producdo de ERO e as defesas antioxidantes pode ser alterado, seja devido a uma producao
excessiva de ERO ou porque existe uma deficiéncia nas defesas antioxidantes da célula
(MACHLIN; BENDICH, 1987). A este desequilibrio chamamos estresse oxidativo e nestas
situagdes as ERO em excesso podem oxidar e danificar lipideos celulares, proteinas e DNA,
levando a sua modificagdo e frequentemente a sua inutilizagdo, inibindo a sua fun¢do normal

(RIDNOUR et al., 2005; VALKO et al., 2007). Este efeito danoso nos substratos biologicos
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pode afetar a saude humana. Por exemplo, se a cadeia do DNA ¢ quebrada devido a um estresse
oxidativo, ela pode ser reconectada em outra posi¢do alterando, assim, a ordem de suas bases.
Esse ¢ um dos processos basicos da mutagdo e o actimulo de bases danificadas pode
desencadear a oncogénese (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Assim, podemos observar
que apesar do oxigénio molecular (O,) ser essencial para a vida aerdbia, pode ser toxico em
determinadas condigoes (GILBERT, 2006).

O estresse oxidativo tem ainda grande importancia no processo de envelhecimento,
transformagdo e morte celular, com consequéncias diretas em muitos outros processos
patoldgicos além do cancer, tais como: doengas auto-imunes, cardiopatias, doengas do pulmao,
hipertensdo arterial sist€émica, Alzheimer, Parkinson, estados toxicos causados por alcool,
fumo, e entre outros (JACOB et al., 2013).

A produgdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos levou ao
desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidantes para limitar os niveis
intracelulares e impedir a indug¢do de danos. Os antioxidantes s3o agentes responsaveis pela
inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células (SIES, 1993). Em
condi¢des normais, as células produzem mecanismos de defesa endogena e exdgena que estdo
envolvidos na detoxificacdo celular, neutralizando as ERO e prevenindo o estresse oxidativo
(ALLEMAN; BAUMANN, 2008).

A atuagdo dos antioxidantes no organismo ¢ bem variada. Um dos mecanismos ¢ o
impedimento da formagdo das espécies reativas por inibi¢do das reacdes em cadeia
caracteristicas deste processo. Antioxidantes podem também interceptar espécies reativas ja
formadas, impedindo que tais moléculas ataquem lipideos, aminodcidos, proteinas e DNA,
evitando, assim, lesdes e perda de integridade celular (SALMON; RICHARDSON; PEREZ,
2010). Em resposta a producao excessiva de espécies reativas pode ocorrer uma adaptagdo por
parte do organismo aumentando a sintese de enzimas antioxidantes (DE OLIVEIRA et al.,
2009).

Assim, o sistema de defesa antioxidante pode atuar antes que ocorra a lesdo causada
pela acdo dos radicais livres, por meio da agdo da glutationa reduzida (GSH), superoxido-
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E, ou entdo,
reparar a lesdo ocorrida, por meio da acdo do acido ascérbico, glutationa-redutase (GSH-Rd),
GSH-Px, entre outros. A maior parte dos agentes oxidantes estd no meio intracelular, com
excecdo da vitamina E que ¢ um antioxidante estrutural da membrana (FERREIRA;

MATSUBARA, 1997).
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O sistema de defesa antioxidante ¢ dividido em ndo-enzimatico e enzimatico. Entre os
antioxidantes ndo-enzimaticos temos aqueles obtidos na dieta, entre os quais se destacam
vitaminas (4cido ascorbico ou vitamina C, tocoferol ou vitamina E, betacaroteno ou vitamina
A, etc.), minerais e compostos fendlicos e aqueles produzidos pela propria célula, como por
exemplo, a glutationa ou GSH, o 4cido alfa-lipoico, a coenzima Q, a ferritina, o acido urico, a
bilirrubina. Entre os antioxidantes enzimaticos temos a grande familia de enzimas conhecidas
como citocromo P450 (CYPs) as quais convertem moléculas hidrofébicas em substincias mais
soltveis para excrecdo, além da SOD (superdxido dismutase), CAT (catalase) e GSH-Px
(BERNARDINI et al., 2005; SHARMA et al., 2000).

Nos ultimos anos, tem sido proposto que as ERO participam do mecanismo de agdo dos
antifungicos azo6is (DA SILVA et al., 2013; FERREIRA et al., 2013). Em um estudo com
células de Candida albicans foi evidenciada a expressdo de genes especificos de reposta a
estresse oxidativo quando as células foram expostas a diferentes concentracdes de Fluconazol
por diferentes tempos de incubacdo (ARANA; NOMBELA; PLA, 2009). No entanto, este
mecanismo antifungico ndo esta totalmente compreendido e as espécies reativas de oxigénio

por azois, especialmente o Fluconazol ainda precisa ser melhor investigado.

1.5 LINHAGENS CELULARES COMO MODELO DE ESTUDO E A LINHAGEM VERO

O cultivo de células se iniciou no comeco do século XX com Harrison, em 1907, ¢
Carrel, em 1912, com o objetivo de se estudar o comportamento de células animais fora do
organismo, em um meio ambiente controlado, vindo a tornar-se uma importante ferramenta de
pesquisa nos laboratérios do mundo inteiro (ALVES; GUIMARAES, 2010).

O conhecimento da biologia da célula em cultura faz-se necessario em varios aspectos
de sua fisiologia. No entanto, uma célula em cultura funciona de forma distinta de uma no
organismo, pois no organismo, a célula faz parte de uma estrutura que mantém contato direto,
ou indireto, com diversos tipos de outras células que interferem na manuten¢do de um
microambiente ndo reproduzido em cultura. Por este motivo, o uso da cultura de células, como
ferramenta de estudo das funcdes celulares ou do comportamento celular em condigdes que
simulem uma determinada situagdo, tem sido questionado (MARTINS; BOAVENTURA;
LIMA, 2005). Por outro lado, ¢ muito valido dispor de um sistema livre de interferéncias
externas, que permita a investigacdo de uma de forma precisa. Para isso, o cultivo de células ¢

bastante indicado.
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Estudos in vitro com cultivo de células tém tido importante papel na Medicina, uma vez
que tem permitido ampliar o conhecimento da biologia celular e o desenvolvimento de
tratamentos de doencas degenerativas, ndo limitando-se apenas ao estudo do comportamento
de determinado tecido ou célula in vitro (MOLINARO, 2009). De fato, o controle do ambiente,
a homogeneidade da amostra e o baixo custo, quando comparado ao uso de animais
experimentais, sao as principais vantagens dessa técnica. Atualmente, a cultura de células tem
sido o principal modelo alternativo para a substituicdo dos animais em experimentos de
pesquisa (MOLINARO, 2009; LEITAO, 2013).

Células utilizadas para estudos de genotoxicidade podem ser obtidas através de culturas
primarias que sdo adquiridas a partir do crescimento de células oriundas de um fragmento de
tecido obtido por desagregacdo, enzimatica ou quimica. As células que conseguirem sobreviver
ao processo de desagregacdo e aderirem a garrafa formardo a primeira monocamada de células.
Estas células possuem as caracteristicas do tecido de origem, podem crescer em cultura por um
determinado periodo de tempo e sio denominadas células primarias (LEITAO, 2013).

A medida que a cultura é repicada, as células com uma maior capacidade de proliferagdo
irdo predominar na garrafa de cultivo em detrimento das células que nao se adaptaram bem ao
cultivo ou que, devido a traumas do processo de desagregacao, ndo possuem uma taxa normal
de proliferacdo. Essas células ainda ndo perderam as caracteristicas do tecido de origem, mas
possuem alta proliferagdo. Esse tipo de célula é chamado linhagem celular continua, e é muito
utilizado em pesquisa, pois pode ser mantido em cultura por um grande periodo de tempo
(quando comparado as células primarias) e ainda guarda grande parte das caracteristicas do
tecido original (MARTINS; BOAVENTURA; LIMA, 2005).

Células continuas adquirem a capacidade de proliferar indefinidamente, quer através de
mutagdes génicas ou modificagdes artificiais. A imortalizagdo ocorre quando os mecanismos
de morte celular sdo desativados, permitindo a manutengdo destas células indefinidamente
(MAQSOOD et al., 2013). Assim, no momento em que as caracteristicas genéticas das células
sdo modificadas, elas deixam de ser semelhantes morfolégica e geneticamente ao tecido
original e sdo entdo chamadas células transformadas. Tais células podem ser transformadas em
cultura utilizando-se substancias quimicas, virus ou agentes fisicos como a luz ultravioleta
(SHEETS, 2000). As células transformadas também podem ser obtidas diretamente de tecidos
j4 mutados, como ¢ o caso de tecidos tumorais. O exemplo mais famoso desse tipo de célula
sdo as c¢lulas HeLa oriundas de um tumor de cérvice uterina humana. Essas células sdo muito

utilizadas em estudos de citotoxicidade, controle de qualidade, entre outros (BRETAS, 2011).
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As linhagens de células transformadas apresentam a vantagem de disponibilidade quase
ilimitada, por crescerem de forma continua, suportando mais de 100 passagens in vitro. Elas
sdo faceis de manusear e amplamente publicadas, pois consistem em um tipo celular que pode
ser utilizado na rotina laboratorial sem risco eminente de senescéncia (VIRGINIO; TEIXEIRA,
2004), em contraste com as células primarias que tem vida limitada. No entanto, elas sdo menos
preferidas como uma opgao biologicamente relevante, uma vez que perdem as verdadeiras
caracteristicas do tecido original a partir do qual foram isoladas (KAUR; DUFOUR, 2012).

Em 1962, Nakamura e colaboradores, estabeleceram a linhagem VERO, a partir de
células epiteliais de rim de macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops) (BRETAS, 2011).
Tal linhagem tornou-se uma das linhagens continuas de mamifero comumente utilizada em
pesquisas, sendo recomendada como modelo de pesquisa pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para a producao de imunobioldgicos de uso humano (YOKOMIZO, 2001) como, por
exemplo, vacinas virais anti-rabicas e, na década de 80, para sarampo e poliomielite, além da
produgdo comercial de novos anticorpos monoclonais. Pelo fato de apresentarem um rapido
crescimento sdo uteis para produzir grande quantidade de virus para caracterizagdo e
desenvolvimento de tais vacinas (TIWARI et al., 2006).

As células VERO sao também usadas na avaliagdo da citotoxicidade de biomateriais,
detec¢do de toxinas, teste de eficdcia, teste de meios e micoplasma (UNCHERN, 1999;
TAKATA et al., 1994; MORAIS; AUGUSTO; CASTILHO, 2008). E também recomendada
para avaliar toxicidade de substancias quimicas in vitro (FERNANDEZ FREIRE et al., 2005)
e medicamentos (PEREZ et al., 2008), além de serem de grande uso em estudos
microbiologicos (YU et al., 2000; DROSTEN et al., 2003) e em alguns estudos de toxicologia
de metais (ROMERO et al., 2004a, 2004b) devido, principalmente, ao baixo custo (SWANSON
et al., 1988).

Outros autores ja demonstraram a utilizacdo dessas células para avaliar nefrotoxicidade
(HASSEN et al., 2007). Seu uso em estudos de nefrotoxicologia se justifica pelo fato de que
muitos fatores, tais como: o alto fluxo de sangue, excre¢ao predominante de muitas drogas e a
concentragdo gradual de compostos filtrados e secretados tornam os rins particularmente
sensiveis e vulneraveis a danos toxicos (FANOS; CUZZOLIN, 2008).

Pelo exposto, visamos com o presente estudo ampliar o conhecimento existente a
respeito dos efeitos celulares do Flucoanazol, avaliando in vitro sua genotoxicidade aliada a
outros parametros, tais como citotoxicidade e inducdo do estresse oxidativo, em linhagem de
rim de macaco verde africano (Vero). Assim, pretende-se gerar informagdes que contribuam

para a diminuicdo do risco do aparecimento de doencas secunddrias, como o cancer, em
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pacientes que fazem tratamento das diversas afec¢des que tem como medida terapéutica a

utilizagdo do Fluconazol.



26

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos citotoxicos e genotdxicos induzidos pelo antifingico

Fluconazol in vitro em linhagem de rins de macaco verde africano (Vero).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a viabilidade celular da linhagem de rins de macaco verde africano (Vero) ap6s o

tratamento com diferentes concentragdes do Fluconazol através do teste do MTT;

b) Investigar a frequéncia de microntcleos induzida na linhagem de rins de macaco verde

africano (Vero) em resposta aos diversos tratamentos com Fluconazol;

c¢) Avaliar o indice de dano ao DNA demonstrado pela linhagem de rins de macaco verde
africano (Vero) apds o tratamento com diferentes concentragdes de Fluconazol utilizando o

teste do cometa;

d) Avaliar os efeitos do Fluconazol na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na

linhagem de rins de macaco verde africano (Vero);

e) Investigar a indug@o de apoptose e necrose em linhagem de rim de macaco verde africano
(Vero) apds o tratamento com diferentes concentragdes do Fluconazol por marcagdo

fluorescente diferencial.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 FLUCONAZOL

Para a realizagdo do presente estudo foi utilizado o antifungico Fluconazol (2-(2,4-
difluorophenyl)-1,3-bis(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-2-propanol)  (CAS  86386-73-4, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). O Fluconazol foi diluido em DMSO (CAS 67-68-5, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) para, em seguida, obter-se as concentracdes finais

desejadas.

3.2 LINHAGEM CELULAR

A linhagem celular Vero — rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) foi
obtida do banco de células do Rio de Janeiro — BCRIJ. Para a realizagdo dos experimentos foram
utilizadas ampolas contendo aproximadamente um milhdo de células, cada uma, mantidas em
solug¢do de congelamento, constituida por 5% de DMSO (Dimetilsulféoxido, Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA), 47,5% de meio de cultura DMEM (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA)
na propor¢do de 1:1 e 47,5% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA), 0.1
mg/ mL de estreptomicina e 99 U/ mL de penicilina. As ampolas foram armazenadas em
botijdes de nitrogénio liquido por periodo indeterminado, retiradas somente no momento do
uso e descongeladas em banho-maria. Apds o descongelamento, as células foram
imediatamente transferidas para garrafas de 25cm? para cultivo celular, suplementando-se com
5 ml de meio de cultura DMEM (Sigma Chemical Co., St.Louis, USA) contendo 15% de soro
bovino fetal (Gibco, Grand Island, NY, USA). Posteriormente, as células foram cultivadas em
estufa de CO, 5% a 37 °C por 24 horas. Apds este periodo, o meio contendo DMSO foi
substituido por meio completo (DMEM + SBF) para melhor crescimento da monocamada
celular. Todos os procedimentos envolvendo cultura de células foram realizados em cabine de

fluxo laminar de classe 11 A2.
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3.3 CULTIVO DAS LINHAGENS

As garrafas contendo a cultura celular foram mantidas em estufa de CO, 5% com
temperatura constante de 37°C até que as células cheguem a confluéncia, isto ¢, a monocamada
celular esteja completamente fechada, o que pode ocorrer por volta de 72 horas apos o
descongelamento. A confluéncia celular foi acompanhada observando-se o crescimento das
células com auxilio de microscopio invertido. Para o subcultivo, o meio utilizado pelas células
foi desprezado em recipientes apropriados e a monocamada foi lavada duplamente pela solugao
salina balanceada de Hanks (0,4g de KCI, 0,06g de KH,POj4, 0,04g de Na,HPO4, 0,35g de
NaHCO;, 1g de glicose, 8g de NaCl, H,O g.s.p 1000 ml) por aproximadamente 2 minutos,
sendo utilizado um volume de 3ml em cada lavagem. A solugdo obtida apds a lavagem das
células foi retirada com auxilio de pipetas volumétricas. Apoés isto, foi necessaria a utilizagao
de tripsina (0,125g de tripsina, 0,02g EDTA diluidos em 100ml de solu¢do de Hanks) na
quantidade de 3ml para cada garrafa de 25cm? por 1 ou 2 minutos ou até que as células se
desprendam da parede da garrafa de cultivo, sendo possivel verificar a soltura em microscopio
invertido. Posteriormente, a tripsina foi inativada pela adicdo de 15ml de meio de cultura
DMEM acrescido com 15% de SBF, 0.1 mg/ mL de estreptomicina e 99 U/ mL de penicilina e
a suspensao celular foi agitada e dividida igualmente para duas garrafas de cultivo de 25 cm?
ou uma de 75 cm?, até que haja novamente a confluéncia das células, e entdo o procedimento

foi repetido, até obter-se uma quantidade de células suficientes para os experimentos.

3.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

3.4.1 Principio da Técnica

Para a avalia¢do deste parametro foi utilizado o teste do MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (Amresco). O principio do método ¢ a redugdo de um
substrato amarelo, o sal de tetrazolio MTT, por enzimas mitocondriais resultando em um
produto azul/roxo chamado formazan que pode ser quantificado por espectrofotometria. Desta
forma esta reacdo ocorre somente em cé¢lulas vivas e que estejam com suas mitocondrias ativas,
configurando-se assim um ensaio versatil e quantitativo para avaliagdo da viabilidade celular

(Figura 2) (MOSMANN, 1983).
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Figura 2 — Formacao de cristais de formazan a partir do sal de tetrazoélio MTT.
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Fonte: RISS et al. (2013) adaptado.

3.4.2 Procedimento Experimental

As células foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos (Corning) a uma
concentragdo de 8 x 10’ células/pogo em um volume final de 200pL de meio para todas as
células, sendo posteriormente incubadas durante 24 horas em estufa de CO, 5% a 37°C. Apds
o periodo inicial de incubacdo, as células foram tratadas com diferentes concentracdes de
Fluconazol por 24 horas. Apos o tratamento, 100uL de MTT (5.000 pg/mL) foram
acrescentados as células por 3 horas. Em seguida, o MTT foi retirado e foram acrescentados
100uL de DMSO (Sigma®) por uma hora, com o objetivo de dissolver o formazan obtida
durante o processo. Em seguida, o DMSO foi lido em espectrofotdmetro (A=562nm)
(VALADARES; CASTRO; CARLOS, 2007). A sobrevida celular foi calculada com a
porcentagem de absorbancia em relacdo a absorbancia do controle. As concentragdes de
Fluconazol utilizadas no experimento foram de 81,6; 163,2; 326,5; 653; 1.306 ¢ 2.612,1uM.
Estas concentracdes foram escolhidas com base em experiéncias anteriores realizadas in vitro
(YUZBASIOGLU et al., 2008). No entanto, estudos clinicos mostraram que a concentragao
maxima de Fluconazol observada em voluntarios foi dez vezes menor do que a menor
concentragdo (81,6uM) utilizada no presente estudo (JOVANOVIC et al., 2005).

3.5 TESTE DO MICRONUCLEO
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3.5.1 Principio da Técnica

Microntcleos (MN) sdo estruturas resultantes de fragmentos cromossdémicos ou de
cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nucleo das células filhas durante a divisao
celular (FENECH, 2007). A presenga de micronucleos nas células em proliferacio ¢ um
sensivel marcador de dano cromossdmico espontaneo e induzido (MATEUCA et al., 2006).

De fato, como um micronucleo pode ser formado tanto de fragmentos de cromossomos
acéntricos como pelo atraso de cromossomos inteiros durante a divisdo celular, a andlise de
micronucleos permite a avaliacdo de eventos clastogénicos (induzidos por quebra na cadeia de
DNA) e aneugénicos (induzidos por ma segregacdo cromossdmica) ao mesmo tempo
(SCARPATO et al., 2011).

O Teste de Microntcleo ¢ amplamente empregado na avaliagdo da exposi¢d@o humana a
agentes potencialmente genotdxicos (MEIRELES et al., 2013) e no biomonitoramento de
grupos sob risco de desenvolvimento do cancer (CHANG; LI; LI, 2011). O Teste de
Micronucleo em linfocitos humanos é um dos métodos mais comumente utilizados,
particularmente quando realizado com o bloqueio da citocinese (Teste de Microntucleo com

Bloqueio de Citocinese) (FENECH et al., 2007).

3.5.2 Procedimento Experimental

Para o teste do micronucleo foram semeadas 1x10° células/mL. Apos 24h em cultura,
as células foram tratadas com diferentes concentracdes de Fluconazol (81,6; 326,5 ¢ 1.306uM).
Vale ressaltar que além do tratamento com a droga foram feitos um controle negativo somente
com meio de cultura e um controle positivo, N-methyl-N-nitrosourea (NMU) (CAS 684-93-5,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), um agente alquilante carcinogénico na
concentragdo final de 1.212,6uM. A concentracdo de NMU foi definida de acordo com ensaios
anteriores de MTT realizados em nosso laboratério (dados ndo mostrados). Passadas 24h do
tratamento (48h de incubacdo apds o inicio da cultura), foi adicionado a cultura 3pg/mL de
citocalasina-B (CtB) (Sigma Chemical Co.), substancia que bloqueia a citocinese, por inibir a
polimerizacao dos filamentos de actina, responsavel pela formagao do anel de microfilamentos
que induz a contragdo do citoplasma e a formagdo de duas células filhas; sendo de crucial
importancia para a obtencao de células binucleadas. Apds 24h com CtB (72h de incubagdo apos

o inicio da cultura), as células foram transferidas para tubos de centrifuga e centrifugadas
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(5min/800rpm). O sobrenadante foi descartado deixando 0,5mL para leve homogeneiza¢do. Em
seguida, foi adicionado vagarosamente pela parede do tubo SmL de solug¢do hipotdnica gelada
(KCl1 0,075 M) e o material novamente homogeneizado e levado para centrifugacao
(5min/800rpm). ApoOs esse processo, o sobrenadante foi descartado deixando 0,5 ml para
homogeneizagdo. Logo em seguida, foi adicionado SmL de fixador (metanol/dcido acético 5:1)
recém preparado e 3 gotas de formaldeido, o qual ird auxiliar na preservagdo do citoplasma;
logo entdo o conteudo foi novamente homogeneizado com cuidado. Em seguida, foi
centrifugado (5min/800rpm) e o sobrenadante descartado deixando 0,5mL para a ressuspensao.
Apos esta etapa foi adicionado em leve agitacdo SmL de fixador (metanol/dcido acético 3:1)
recém preparado. O contetido foi novamente homogeneizado e centrifugado (5min/800rpm).
Por fim, apds mais uma lavagem com fixador 3:1, o sobrenadante foi descartado deixando
aproximadamente 400 pL de suspensdo no tubo para a prepara¢do das laminas. Para cada
lamina foram utilizadas 3 a 4 gotas dependendo da quantidade de material. As laminas foram
secas a temperatura ambiente e coradas com Giemsa (Sigma Chemical Co.) 5 % em por 5 min.
Além do micronucleo convencional foi também avaliado o Indice de Proliferagio do Bloqueio
de Citocinese (IPBC) em microscépio optico de luz (BIOVAL L2000A) com aumento de
1000x.

3.5.3 Critérios para a Selecao das Células (FENECH et al., 2003).

=  Mil (1000) células binucleadas com membrana intacta;

» Nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais, mesmo padrao de coloragdo

e dentro do limite citoplasmatico;
= (Células claramente distinguiveis das células adjacentes.

3.5.4 Analise dos Micronucleos (MN)

A anélise foi realizada em 1000 células binucleadas para cada um dos diferentes grupos
avaliados, com os micronucleos obedecendo aos seguintes critérios: apresentar morfologia
idéntica a dos nucleos principais; possuir didmetro entre 1/16 até no maximo 1/3 dos nucleos
principais; apresentar mesma coloragdo dos nticleos principais, mas ocasionalmente com maior
intensidade; ndo apresentar refringéncias; ndo estar ligado ou conectado a um dos nucleos

principais; e por fim, ndo se sobrepor aos nucleos principais (Figura 3) (FENECH et al., 2003).
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Figura 3 - Fotomicrografias ilustrando células binucleadas micronucleadas (coradas
com Giemsa) com um (a), dois (b) e seis (¢) microntcleos. Todas as células obedecem
aos critérios de analise para micronucleo.

Fonte: FENECH et al., 2003.

3.5.5 Anailise do indice de Proliferacio com Bloqueio de Citocinese (IPBC)

O IPBC foi analisado em 500 células a partir da seguinte formula: IDN = [M1 + 2 (M2)
+3 (M3) +4 (M4) ]/ N, em que M1 a M4 = numero de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos,
respectivamente e N = numero total de células (FENECH et al., 2003).

3.6 ENSAIO DO COMETA (VERSAO ALCALINA)

3.6.1 Principio da Técnica

Esta técnica foi desenvolvida por Singh et al. (1988) e, posteriormente, modificada por
Anderson (1996). A técnica corresponde a um ensaio de grande sensibilidade para a deteccao
de varios tipos de danos no DNA (quebra de fitas duplas ou simples, danos oxidativos e ligagdes
cruzadas) induzidos por compostos genotoxicos € mutagénicos.

Partindo-se do pressuposto de que o DNA encontra-se fortemente compactado dentro
do nucleo, formando algas de 5-200 Kpb, as quais se encontram aderidas a uma rede proteica
ou matriz nuclear (COOK; BRAZELL, 1976; COOK et al., 1978; ERIKSSON; NYGREN;
AHNSTROM, 2002; GROMOVA; RAZIN; IAROVAIA, 1996), se células embebidas em
agarose tiverem suas membranas lisadas por detergentes e suas proteinas nucleares (incluindo
as histonas) extraidas com altas concentracdes de sais, 0 DNA, sendo maior e mais pesado que
o restante dos componentes ocupara um espago no gel, o qual era anteriormente preenchido

pela célula e foi retido em uma estrutura residual semelhante a um nucleo denominada
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nucledide (COOK; BRAZELL, 1976). Desta forma, o nucledide ¢ por defini¢do, uma série de
alcas superenoveladas de DNA desprovido de histonas, aderidas & matriz nuclear residual do
tamanho do nucleo da célula. Portanto, caso existam quebras na molécula de DNA, a estrutura
do nucledide sofrera mudangas, uma vez que as alcas de DNA se desenovelam, tornando-se
mais frouxas e¢ formando um halo (COOK; BRAZELL, 1976; COOK et al.,, 1978S;
VOGELSTEIN; PARDOLL; COFFEY, 1980).

3.6.2 Preparo das Laminas

As laminas foram previamente cobertas em solu¢cdo de agarose com ponto de fusdo
normal (1,5%). Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até a solidificacao da
agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdo na segunda camada de agarose com
baixo ponto de fusdo (0,8%), na qual a amostra foi diluida. As células foram previamente
cultivadas conforme descrito para o teste do micronucleo. Em seguida, diferentes concentragdes
de Fluconazol (81.6, 326.5 e 1.306uM) foram adicionadas as culturas por 3 horas. O controle
positivo foi o MNU (1.212uM). Apds o tratamento, foram coletados 450 pL de amostra de cada
grupo (controle positivo, controle negativo e as concentragdes de cada droga) e em seguida feita
uma centrifugagdo (5min/1000 rpm) em microcentrifuga (Eppendorff). Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado deixando 30uL para a ressuspensdo. Deste conteudo, 15uL foram
acrescentados em 300uL. de agarose de baixo ponto de fusdo (0,8%), sendo em seguida
homogeneizado. Subsequentemente, 100uL deste contetido foram aplicados rapidamente sobre
cada lamina contendo agarose e em seguida, cada ldmina foi coberta com uma laminula (24 x
60 mm). As laminas foram mantidas a 4°C por 5 min até a solidificacdo da agarose. Apos este
periodo, as laminulas foram removidas cuidadosamente, e as laminas mergulhadas em solugado
de lise (2,5M NaCl; 100mM EDTA; 10mM Tris, 1% Triton-X e 10% DMSO; pH=10) e

mantidas a 4°C e protegida da luz.

3.6.3 Eletroforese

Ap6s a remocao das laminas da solugdo de lise, as mesmas foram dispostas em posi¢ao
horizontal na cuba de eletroforese. Em seguida, a cuba foi preenchida com a solucdo de
eletroforese (ImM EDTA e 300mM NaOH; pH >13) a 4°C recém-preparada, a um nivel
superior (0,25 cm, em média) as laminas. As laminas foram mantidas em repouso por 20 min

antes da eletroforese a fim de permitir o desenovelamento do DNA, o afrouxamento de suas
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ligacdes e a exposicdo dos sitios alcali-labeis. Apos este processo, a eletroforese foi realizada a
uma tensao (d.d.p: diferenca de potencial) de 34 V em corrente de 300mA por um periodo de
25 min. Vale ressaltar que todos esses processos foram realizados em baixa luminosidade. Apds
a eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas rapidamente em H»O destilada
gelada (4°C) para a remocdo dos resquicios da solugcdo de eletroforese e, em seguida,

transferidas para um novo mergulho em H,O destilada gelada por 5 min para a neutralizagao.

3.6.4 Coloracao

As laminas foram fixadas com etanol a 100% por 3 min e posteriormente coradas com
50uL de solugdo de Brometo de Etidio (20pug/mL). Em seguida, foram cobertas com laminula

(24 X 60 mm) para a realizagdo das analises e preparadas em duplicatas.

3.6.5 Analise das LAminas

As laminas foram preparadas em duplicatas e analisadas 100 células por amostra (50
células por lamina) em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX41) com objetiva de 40x.

O Indice de Dano ao DNA (ID) foi calculado multiplicando-se o niimero de células em
cada nivel pelo padrao de escores (que vai de 0 — 4) (Figura 4) de acordo com o tamanho e
intensidade da cauda do cometa, que representa o nivel de fragmentacdo de DNA (tabela 1),
indicando o grau de lesdo sofrido pela célula.

O Indice de Dano ao DNA (ID) foi calculado multiplicando-se o niimero de células em
cada nivel pelo escores a qual ele se enquadra, somando esses valores, e por fim, o resultado

obtido deve ser dividido por 100, que corresponde ao total de células analisadas.



Tabela 1 — Classificacdo em cinco categorias de danos
no DNA de acordo com a intensidade relativa da cauda
do cometa.

0 = sem danos (<5%)

1 = baixo nivel de danos (5-20%)
2 = médio nivel de danos (20-40%)
3 = alto nivel de danos (40-95%)

4 = dano total (95%)

Figura 4 — Padrao de escores (classe de 0 — 4) utilizados para determina¢do do indice de dano
(ID) no teste do cometa.

Fonte: CARDOSO et al. 2018.

3.7 ENSAIO DO DICLORODIHIDROFLUORESCEINA-DIACETATO (DCFH-DA)

3.7.1 Principio da técnica

E conhecido que o composto 27,7" diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA)
pode ser oxidado intracelularmente por varios agentes oxidantes, tais como, peroxido de
hidrogénio (H,0,), anion radical superoxido, hidroperéxidos lipidicos, entre outros; o que o

torna um importante marcador para a determinagdo de espécies reativas de oxigénio (BILSKI;
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BELANGER; CHIGNELL, 2002; ROTA; FANN; MASON, 1999). O reagente DCFH-DA
(Figura 5) difunde-se passivamente pela membrana plasmatica e no interior da célula ¢
hidrolisado por uma esterase, reacdo que provoca a liberacdo de uma substancia denominada
2°,7" diclorodihidrofluoresceina (DCFH), a qual tem afinidade por espécies reativas de
oxigénio. Desta forma, a diclorofluoresceina liberada reage com as ERO liberando uma grande
quantidade de substancia fluorescente conhecida como, 2°, 7°- diclorofluoresceina (DCF), a
qual ¢ impermedvel & membrana plasmatica ficando aprisionada no meio intracelular; e assim
podendo ser mensurada, e ter os niveis de ERO estimados de acordo com a intensidade de

fluorescéncia produzida (LIU et al., 2001).

Figura 5 — Principio do ensaio do DCFH-DA para determinacgao de
ERO no meio intracelular.

DCFH-DA  (2,7-Diclorodihidrofluoresceina diacetato)

membrana

v
DCFH Deacetilagdo por esterases citosdlicas

l + EROs

DCF 2,7-Diclorodihidrofluoresceina

Fonte: SILVEIRA (2004).

3.7.2 Procedimento Experimental

A producdo de ERO intracelular foi determinada pelo método fluorométrico por meio
da oxidacao intracelular do composto DCFH-DA (Sigma Chemical Co. / St. Louis, MO, USA)
como descrito anteriormente por Bai e Cederbaum, 2003. Para o ensaio do DCFH -DA foram
semeadas 0,5 x10° células/pogo em placas de 6 pogos em um volume final de 2mL de meio
para todas as células. Apds 24h em cultura, as células foram tratadas com as diferentes
concentragdes de Fluconazol (81,6; 326,5 e 1.306uM) por 1 h a 37°C. Vale ressaltar que além

do tratamento com as drogas, foram feitos um controle negativo, somente com meio de cultura
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e um controle positivo com 2mM de H,O; (perdxido de hidrogénio) de acordo com Engelmann
et al. (2005). Passado 1 h do tratamento, as células foram incubadas com 10uM de DCFH-DA
(diluido em DMSO) por 30 min a 37°C na auséncia de luz. Apos este periodo, as células foram
centrifugadas (1000rpm/5min) e o sobrenadante descartado. Em seguida as células foram
lavadas uma vez em PBS 1X para a remocdo dos resquicios de DCFH-DA e novamente
centrifugadas (1000rpm/5min). Apds esta etapa, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 mL de PBS 1X. Na sequéncia, amostras foram coletadas para andlise em
espectrofotometro de fluorescéncia (RF-5301PC, Shimadzu), com absorbancia de 485 nm para

excitagdo e 528 nm para emissao.

3.8 AVALIACAO DE APOPTOSE E NECROSE UTILIZANDO COLORACAO
FLUORESCENTE DIFERENCIAL COM HOECHST 33342 / [ODETO DE PROPIDEO (PI)
/ DIACETATO DE FLUORESCEINA (DAF)

3.8.1 Principio da Técnica

O corante bisbenzidina Hoechst 33342 ¢ permedvel as membranas celulares e se une as
ligagdes adenina-timina emitindo fluorescéncia azul, sendo utilizado para avaliacdo de ciclo
celular, apoptose e quantificagcdo de células vidveis. Este corante ¢ frequentemente incubado na
presenca de substancias indutoras de apoptose por minutos até horas (KIECHLER & ZHANG,
2002). O Hoechst 33342 ¢ rapidamente absorvido pelas células durante as fases iniciais da
apoptose, periodo em que a membrana citoplasmatica ainda encontra-se integra e impermeével
a outro corante fluorescente denominado iodeto de propidio (IP). Fases tardias da apoptose
apresentam corpos apoptoticos e sdo acompanhadas pelo aumento da permeabilidade da
membrana celular, o que permite a entrada de IP nas células, marcando-as em vermelho. Desta
forma, a combinagdo do Hoechst 33342 com o IP tem sido intensamente utilizada para a
diferenciagdo dos estagios de apoptose e necrose. Pode-se também adicionar o corante diacetato
de fluoresceina (DAF) que marca em verde células com membrana celular intacta. Assim, as
células sdo avaliadas de acordo com a coloragdo e morfologia, sendo que as marcadas com
citoplasma verde e nticleo azul intacto sdo consideradas viaveis; as com nucleo azul condensado
ou fragmentado ou nucleo vermelho condensado ou fragmentado sdo classificadas como
apoptoticas e, por fim, as com nucleo intacto vermelho sdo identificadas como necréticas

(HASHIMOTO et al., 2003).
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3.8.2 Procedimento Experimental

Para detecgio de apoptose foram cultivadas 0,5x10° células/pogo em placa de 6 pogos
que foram posteriormente incubadas por 24 horas em estufa de CO2 5% a 37°C. Passada as 24h
de cultivo, as células foram tratadas com as diferentes concentragdes de Fluconazol (81,6; 326,4
e 1.305,6uM) por 24 e 48 h. NMU (1.212uM) foi usado como controle positivo.
Posteriormente, finalizado cada tempo de tratamento, foi feita a colheita do material. O meio
de cultura foi transferido de cada pogo, para tubos de 15mL para centrifuga, com a finalidade
de coletar também as células que se desprenderam da superficie do fundo dos pogos, uma vez
que células apoptdticas se desprendem com facilidade. Em seguida, os pocos foram lavados
com 2ml de Hanks 1x, sendo estes adicionados aos tubos de centrifuga. Em seguida, ImL de
tripsina foi adicionada as células aderidas com intuito de desprende-las e na sequéncia
inativadas. As células foram transferidas para o tubo de centrifuga de 15mL, centrifugadas por
5 min a 1000 rpm e o sobrenadante descartado, deixando aproximadamente 300uL de meio
para a ressuspensao das células. Posteriormente, um volume de 100uL da suspensdo celular foi
transferido para tubos de microcentrifuga e, em seguida, foram adicionados a estes tubos 7uL
da solug¢do com os trés corantes (foram preparados 100 pL da solucdo corante: 25 pL de Todeto
de propidio [PI] 1mg/ml diluido em 4gua destilada + 50 puL de Fluoresceina diacetato [DAF]
1,5 mg/mL diluido em DMSO + 10 puL. de Hoeschst 33342 [HO] 1mg/mL diluido em agua
destilada + 15 puL de PBS [pH= 8,0]). Ap6s o acréscimo do corante, as células foram levadas
ao banho-maria a 37° C por 5 min. Em seguida, as laminas foram confeccionadas
acrescentando-se 100 pL de amostra em cada uma, as quais foram cobertas posteriormente com
laminulas. Apos este processo, as laminas foram levadas imediatamente para quantificacdo em
microscopio de fluorescéncia OLYMPUS BX41 com filtro triplo (DAPI, FITC e TRITC).
Foram avaliadas 300 células/grupo de tratamento. As células foram classificadas em viaveis,

apoptoticas e necrdticas.
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3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Para os dados que se enquadrarem nas premissas de normalidade, foi utilizado o teste
de anélise de varidncia (ANOVA) com pos-teste de Tukey. Porém, para os dados que ndo se
enquadrarem na premissa de normalidade foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido do pos-teste de Dunn. O nivel de significancia considerado foi de 5%. O

programa utilizado para realizar as analises foi o BIOESTAT versao 5.0 (AYRES et al., 2007).
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4 RESULTADOS
4.1 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A linhagem VERO foi submetida ao tratamento por 24 horas, a diferentes concentragdes
de Fluconazol. Como pode ser observado (figura 6) houve diminui¢do nas porcentagens de
sobrevivéncia celular a partir da concentragdo 1.305,6uM, sendo esta diminui¢do
estatisticamente significativa na concentragao de 2.611,2uM quando comparado com o controle
(100%). Os valores de viabilidade celular foram de 107,34; 106,27; 114,68; 106,19; 85,93 ¢
35,25% para o Fluconazol nas concentragdes de 81,6; 163,22; 326,4; 652,8; 1.305,6 e
2.611,2uM, respectivamente.

Figura 6 — Efeito do Fluconazol em células Vero analisado pelo ensaio do MTT. * P
<0,05 (Kruskal-Wallis / pos-teste de Dunn) comparado ao controle. Os dados foram
expressos com os valores médios obtidos a partir de trés experimentos em duplicata.
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4.2 TESTE DO MICRONUCLEO

As concentracdes de Fluconazol (81,6; 326,4; 1.305,6uM) utilizadas para o teste do
microntcleo foram selecionadas a partir dos resultados do teste MTT. Para cada 1000 células
binucleadas analisadas em concentracdes de 81,6; 326,5 e 1306uM de Fluconazol, as
frequéncias médias correspondentes de MN foram 19; 23 e 42, respectivamente. Assim, 0s

nossos resultados demonstraram que houve um aumento na frequéncia de células com
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micronticleos a medida que aumentava a concentra¢do de Fluconazol. No entanto, houve um
efeito genotoxico significativo (p<0,05) apenas na maior concentragdo testada (1.306pM) em
comparacdo com controle negativo (42MN/1000 células binucleadas e 13MN/células
binucleadas, respectivamente). O controle negativo também diferiu significativamente (p<0,05)
do positivo (NMU) (32MN/células binucleadas) (Figura 7). As frequéncias das médias do IPBC
ndo diferiram significativamente entre o controle negativo e os grupos tratados (Tabela 2). As
concentragdes utilizadas nos ensaios do MN, cometa, DCFH-DA ¢ na avaliagdo de necrose ¢
apoptose por coloragdo diferencial fluorescente foram definidas com base nos resultados de
viabilidade celular em células Vero em nosso estudo. As concentragdes escolhidas tiveram uma

porcentagem de viabilidade maior que 50% em comparagdo com a do controle (100%).

Figura 7 — Frequéncia de micronticleos observada em células Vero apds exposi¢do a
diferentes concentragdes de Fluconazol por 24h. * P <0,05 comparado ao controle (ANOVA
/ pos-teste de Tukey). Os dados sdo expressos com os valores médios obtidos a partir de trés
experimentos.
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*p<0,05 (ANOVA/poés-teste Tukey) comparado ao controle negativo.
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Tabela 2: indice de Proliferagdo do Bloqueio de Citocinese (IPBC) observado em células
Vero apo6s exposi¢do de diferentes concentra¢des de Fluconazol.

indice de Proliferacio do Bloqueio de Citocinese (IPBC)

Fluconazol (nM)
Experimento \NMU(MM Controle 81,6 326,5 1.306
1° 1.222 1.442 1.268 1.396 1.424
2° 1.330 1.364 1.268 1.396 1.424
3° 1.280 1.240 1.420 1.340 1.270
Média 1.277 1.349 1.319 1.377 1.373
Desvio-padrio +/- 0.05 +/- 0.10 +/-0.09 +/- 0.03 +/- 0.09

*P>0.05 (ANOVA). Média de trés experimentos.

4.3 TESTE DO COMETA

Os resultados do ensaio do cometa mostraram um aumento dose-dependente no Indice
de Danos ao DNA (ID) da linhagem Vero ap6s o tratamento Fluconazol. Para cada 100 células
analisadas nas concentracdes de 81,6; 326,5 e 1.306uM de Fluconazol, os ID correspondentes
foram 0,44; 0,69 e 1,17, respectivamente. Foi observada uma diferenca estatistica significativa
(P <0,05) entre a concentracdo 1.306uM e o controle negativo (ID = 1,17 e ID = 0,28,
respectivamente). Células tratadas com NMU apresentaram um ID = 2,23, que também foi
estatisticamente significativo (P <0,05) quando comparado ao controle negativo. Além disso, o
ID das células tratadas com NMU também foi estatisticamente significativo (P <0,05) quando

comparado a todas as concentragdes de Fluconazol (Figura 8).
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Figura 8 — Efeitos do Fluconazol em células Vero analisadas pelo ensaio do cometa. * P
<0,05 (ANOVA / pés-teste de Tukey) quando comparado com o controle. Os dados foram
expressos como os valores médios obtidos a partir de trés experimentos.
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4.4 GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

A geracdo de ERO foi avaliada ap6s o tratamento com Fluconazol pelo ensaio DCFH-
DA. As médias de Densidade Optica (DO) observadas foram de 36,1; 35,7 e 40,9 para as
concentragdes de Fluconazol de 81,6; 326,5 e 1.306uM, respectivamente. Significancia
estatistica (P <0,05) foi observada na concentragdo de 1.306uM em relagdo ao controle negativo
(DO = 40,9 e DO = 32,3, respectivamente). C¢lulas tratadas com H,O, tiveram uma DO de
54.5, o que também foi estatisticamente significativa (P <0,05) quando comparado ao controle
negativo. A DO das células tratadas com H,O, também foi estatisticamente significativa (P

<0,05) quando comparada com todas as concentra¢des de Fluconazol (Figura 9).
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Figura 9 — Geracao de ERO induzida pelo Fluconazol em células Vero. * P <0,05 (ANOVA

/ pos-teste de Tukey) quando comparado com o controle. Os dados sdo expressos como 0s
valores médios obtidos a partir de trés experimentos.
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4.5 AVALIACAO DE APOPTOSE E NECROSE UTILIZANDO COLORACAO
FLUORESCENTE DIFERENCIA,L COM HOECHST 33342 / IODETO DE PROPIDEO (PI)
/ DIACETATO DE FLUORESCEINA (DAF)

Em nossas condigdes experimentais, o Fluconazol induziu necrose (P <0,05) na
linhagem celular VERO quando as células foram expostas a todas as concentragoes (81,6; 326,5
e 1.306uM) nos dois tempos de coleta testados (24 e 48h) em comparacdo com o controle
negativo. Embora o Fluconazol ndo tenha sido capaz de induzir a apoptose em nossas condigdes
experimentais, um aumento significativo desse tipo de morte celular foi observado quando as
células foram expostas ao NMU, em comparagdo com o controle negativo, apds 48h de
tratamento (Figura 10).

Células necroticas corado em vermelho pelo lodeto de Propideo (IP) e células
apoptoticas corados com Hoechst 33342 (HO) e célula vidvel corado com diacetato de
fluoresceina (DAF) e nticleo azul corado com Hoeschst apds o tratamento com Fluconazol
(Figura 11).
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Figura 10 — Porcentagem de morte celular induzida pelo Fluconazol em células Vero e
analisada por coloracdo fluorescente diferencial. * P <0,05 (ANOVA / pds-teste de Tukey
e Kruskal-Wallis / pds-teste de Dunn) quando comparado com o controle. Os dados sdo
expressos como os valores médios obtidos de quatro experimentos.
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Figura 11 — Células Vero apos o tratamento com Fluconazol e a realizagdo do ensaio de
apoptose e necrose por marcagdo fluorescente diferencial.

Fonte: acervo do autor. Legenda: em (A) Células necroticas com nucleo vermelho integro, esférico e em
vesiculas e citoplasma vermelho corado em vermelho pelo Iodeto de Propideo (IP) (seta vermelha) e células
apoptoticas com corpos apoptoticos corados com Hoechst 33342 (HO) que se liga ao DNA corando o nticleo
em azul (seta amarela); (B) Células necroticas (seta vermelha) e células apoptéticas (seta amarela); (C)
Célula normal com citoplasma verde corado com diacetato de fluoresceina (DAF) (seta amarela) ¢ nicleo
azul corado com Hoeschst (seta vermelha).
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5 DISCUSSAO

A vulnerabilidade do material genético as agressdes impostas pelo ambiente motivou
um aumento no numero de estudos sobre as lesdes e alteragdes induzidas por substincias
quimicas, fisicas e bioldgicas e sobre os possiveis agentes causadores das mesmas, que podem
ser de diferentes origens, incluindo medicamentos (BRAMBILLA; MARTELLI, 2009; EL-
ZEIN et al., 2005).

Nos seres vivos, o material genético ¢ definido por uma ordem especifica de
nucleotideos na molécula de DNA, no entanto, as bases desta molécula comumente estdo
expostas a variados agentes naturais e artificiais, que podem causar uma alteracdo na sua
estrutura ou composicdo quimica, denominada de mutacdo (ZAHA; FERREIRA;
PASSAGLLA, 2003).

Dentre as principais fontes de exposicdo do homem a agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos pode-se citar a dieta e o consumo de determinadas drogas que possuem
potencial danoso, tais como: fumo, bebidas alcodlicas, drogas ilicitas e, como anteriormente
citado, medicamentos (DUSMAN et al., 2012).

O Fluconazol ¢ uma importante droga usada na obstetricia e ginecologia para o
tratamento de candidiase vaginal. Além disso, € utilizado para tratar infec¢cdes em pessoas com
sistema imunoldgico suprimido por quimioterapia contra o cancer, pacientes que receberam
transplante de 6rgao ou pacientes com AIDS (GROPPELLI et al., 2007). Uma vez que esta
droga ¢ amplamente utilizada, sdo necessarios mais estudos para avaliar seus efeitos citotoxicos
e genotoxicos em células de mamiferos e estudos do biomonitoramento em pacientes que
recebem a terapia com este medicamento. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar os
efeitos citotoxicos e genotoxicos in vitro do Fluconazol em linhagem de rim de macaco verde
africano (Vero) em diferentes concentra¢des do Fluconazol.

O teste do MTT ¢ um dos indicadores colorimétricos de viabilidade celular mais
utilizados, sendo capaz de avaliar a fun¢do celular mitocondrial de acordo com a redugdo
enzimatica do sal de tetrazolio pelas desidrogenases mitocondriais nas células viaveis
(MOSMANN, 1983). Em relacdo a este parametro, nossos resultados mostraram que o
Fluconazol induziu uma diminui¢do significativa da viabilidade em células Vero, a partir das
maiores concentragdes testadas (Figura 6). No entanto, Rodriguez e Acosta (1997) verificaram
que o Fluconazol ndo foi capaz de reduzir a viabilidade celular em um sistema de cultura
primario de hepatdcitos de rato através do teste do MTT, embora os autores tenham

demonstrado que o cetoconazol, outro agente antifingico azdlico, tenha sido capaz de diminuir
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a viabilidade celular dentro um intervalo de concentragdo de 25-200uM. Em seu estudo,
hepatocitos de ratos tratados de forma curta (0,5-6 horas) foram expostos a concentragdes mais
baixas de Fluconazol (100-1000uM), enquanto, em nossos experimentos, concentracdes de
Fluconazol de 81,6-2.612,1uM foram administradas por 24 horas. De Logu et al. (2005)
também testaram os efeitos do Fluconazol apds um tratamento de 72 horas em células Vero
usando MTT; surpreendentemente, eles ndo observaram uma diminui¢do na viabilidade celular,
mesmo em concentracdes tdo altas quanto 1.000 mg/mL (3265.08uM). Apesar destes
resultados, outros estudos demonstraram que o Fluconazol apresentou um claro efeito na
viabilidade celular, da mesma forma que observamos em nossos experimentos, embora esse
efeito tenha sido menos significativo quando comparado a outros azdis. Por exemplo, Somchit
et al. (2002) mostraram que o itraconazol foi mais citotéxico em hepatdcitos de ratos in vitro
através do teste de determinacdo da atividade do lactato desidrogenase (LDH) quando
comparado ao Fluconazol. Também foi observado que o Fluconazol foi menos citotoxico em
comparagdo com o itraconazol em figados de ratos apds a exposicdo a doses Unicas ou
subcronicas in vivo (SOMCHIT et al., 2004). Da mesma forma que em nosso estudo, Silva
(2016) avaliou a viabilidade celular de leucdcitos humanos submetidos a diferentes
concentragdes de Fluconazol e verificou que nas duas maiores concentragdes testadas (60-
120pg/mL) houve redugdo significativa da viabilidade das células, quando comparadas ao
controle negativo.

Em outros estudos utilizando células in vitro, o Fluconazol também apresentou um claro
efeito na viabilidade celular, como no estudo realizado por Groppelli et al. (2007). Tais autores
demonstraram que o Fluconazol apresentou um efeito dose-dependente na viabilidade celular a
partir da concentracdo de 125 uM até 5 mM em um modelo animal da espécie P. mammillata
por 18h de tratamento no teste do MTT. Linhagens de células de ovario de hamster Chinés
(CHO-K1) e linhagem de hepatoma de Rattus novergicus (HTC) foram expostas a diferentes
concentragdes de Fluconazol (0,39 pg/mL a 400 pg/mL) por 24 horas, e foi observado que o
farmaco apresentou efeito na viabilidade apenas nas células CHO-K1, a partir da concentragao
de 6,25 pg/mL no teste do MTT (NAMBA, 2011).

Os mecanismos que levam a hepatotoxicidade por azois mencionada acima nos estudos
de Rodriguez e Acosta (1995) e Somchit et al. (2004) sdo desconhecidos; no entanto, observou-
se que o cetoconazol ¢ suscetivel ao ataque da FMO (Flavina monoxigenase) na posi¢ao N-1 e
subsequentemente leva a produ¢ao de um metabolito toxico ndo identificado (RODRIGUEZ et
al., 1999; RODRIGUEZ; ACOSTA, 1995). Segundo Somchit et al. (2002), um mecanismo

similar pode ocorrer para hepatotoxicidade induzida por itraconazol ou Fluconazol. O FMO
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também foi encontrado em rins humanos, o que levanta uma preocupagdo em relagdo a
nefrotoxicidade de produtos quimicos que sofrem bioativagdo dependente de FMO (LASH et
al., 2003).

Apesar do teste do MTT detectar variagdes na viabilidade celular, ele ndo fornece
informagdes sobre os mecanismos que levam a essas variagdes. Portanto, outros testes devem
ser realizados para elucidar tais mecanismos. No presente estudo, usamos corantes
fluorescentes para detectar os mecanismos que diminuiram a viabilidade celular, como avaliado
pelo teste do MTT. Usando tais corantes, observou-se que o Fluconazol foi capaz de induzir
significativamente necrose em células Vero (Figura 10). Nao encontramos na literatura
trabalhos sobre a citotoxicidade induzida por Fluconazol in vitro; entretanto, a citotoxicidade
induzida pelo Fluconazol em hepatdcitos de ratos in vitro, avaliada pelo ensaio do LDH, pode
ser atribuida a necrose (SOMCHIT et al. 2002). Na necrose, o rompimento da membrana
plasmatica da célula resulta na liberacao extracelular de enzimas citoplasmaticas, incluindo o
LDH, que ¢ uma enzima estdvel que extravasa em quantidades relativamente altas durante a
lesdo da membrana plasmatica celular (MAES et al., 2015).

Os ensaios para avaliar os efeitos genotdxicos in vitro e in vivo (teste do cometa, teste
do micronucleo e teste de aberragdes cromossdmicas) sdo ferramentas sensiveis para a detec¢ao
de genotoxicidade e do potencial carcinogénico de agentes quimicos ou fisicos
(MACGREGOR; CASSIANO; MULLER, 2000; TICE et al., 1991; KISKINIS; SUTER;
HARTMANN, 2002). Tais testes avaliam dois pontos de interesse: mutagdes génicas e
alteragdes cromossdmicas, pois a maioria dos compostos genotoxicos induzem tais alteragdes
genéticas. A inducdo do dano por agentes quimicos pode ser especifica ou preferencial para
mutagdo génica ou alteracdes cromossomicas (RAO et al., 2004; LAMBERT et al., 2005).

Os agentes genotoxicos afetam negativamente a integridade do material genético de uma
célula e sdo definidos como qualquer substancia ou produto quimico que danifique o DNA. O
fato de determinada substancia danificar o DNA ndo a torna automaticamente um perigo para
a saude. No entanto, ¢ necessario saber se tal substancia pode ser potencialmente mutagénica
e/ou carcinogénica (SMITH, 1996). Neste sentido, sdo importantes estudos que definam a
seguranca e a dose minima capaz de induzir lesdes no material genético do paciente que faz uso
de agentes potencialmente genotdxicos, como o Fluconazol.

Até o presente momento, sdo inexistentes estudos que avaliem os efeitos
genotoxicos/mutagénicos do Fluconazol em linhagem Vero. Em nossos resultados, observamos

que houve um aumento significativo na frequéncia de células com microntcleos (MN) apos 24



49

h de tratamento com Fluconazol, indicando um claro efeito genotoxico desta droga na maior
concentragdo testada (figura 7).

Como mencionado anteriormente, relatos sobre a genotoxicidade do Fluconazol sdo
controversos. Um desses estudos foi realizado por Yiizbasioglu et al. (2008) que avaliaram os
efeitos genotoxicos do Fluconazol em testes in vivo (aberragdes cromossdmicas em células de
medula 6ssea de camundongos) e in vitro (aberragcdes cromossomicas, troca de cromatides
irmas e testes de micronucleos em linfécitos humanos). Seus resultados mostraram que o
Fluconazol nao foi clastogénico in vivo; no entanto, foi observado um claro efeito do Fluconazol
em todos os testes realizados in vitro, o que se assemelha ao aumento na taxa de MN observado
em nossos experimentos (Figura 7). Os autores também observaram um aumento de MN nas
menores concentragdes de Fluconazol (25ug / mL = 81,6uM e 50ug / mL = 163,2uM). De fato,
alguns relatos mostraram que os linfocitos sdo mais sensiveis aos efeitos de algumas drogas,
em comparacio as linhagens celulares estabelecidas (ALCANTARA et al, 2013).
Micronucleos induzidos por Fluconazol também foram observados em recém-nascidos apds
exposi¢ao transplacentaria (FUCIC et al., 2008; MARKOVIC et al., 2013).

O Indice de Proliferacio do Bloqueio de Citocinese (IPBC), que permite avaliar atraso
no ciclo celular (efeito citostatico) nas culturas tratadas, também foi analisado em nossos
experimentos. Nossos resultados mostraram que ndo houve alteragdo significativa neste
parametro entre as concentracdes testadas de Fluconazol e o controle (tabela 2). De forma
semelhante aos nossos resultados, Yiizbasioglu et al. (2008) observaram que o Fluconazol ndo
foi capaz de alterar o IPBC em teste in vitro. No entanto, o efeito citostatico de outros azdis foi
relatado em outros estudos usando técnicas mais precisas. Por exemplo, através de citometria
de fluxo e analise de western blot, Chen et al. (2000) observaram que o cetoconazol foi capaz
de induzir parada do crescimento na fase GO/G1 em trés células cancerigenas (COLO205,
HepG2 e HT29), o que provavelmente se deve a diminui¢do das proteinas CDK4 e ciclina D3.
O itraconazol mostrou efeitos semelhantes em células de cancer gastrico (HU et al., 2017).

No que diz respeito ao ensaio do cometa, observamos que o Fluconazol induziu um
aumento no indice de danos ao DNA (ID) na linhagem Vero (Figura 8), sendo este aumento
significativo na maior concentracao testada (1.306uM), em relacdo ao controle negativo. Tais
resultados estdo em concordancia com nossos resultados do teste de micronucleos, uma vez que
em altas concentragdes, o Fluconazol também aumentou significativamente a frequéncia de MN
nas células estudadas. Nao encontramos trabalhos que tenham investigado os efeitos do
Fluconazol pelo teste do cometa. No entanto, outros compostos com atividade antifungica

mostraram efeito no indice de dano de células de mamiferos. Por exemplo, em um estudo
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recente, Zhanataev et al. (2017) observaram que o composto antifungico PLX01107 induz dano
ao DNA de figado de ratos, além de dele¢des cromossdmicas confirmadas nos testes do MN e
AC.

Os experimentos realizados para verificar se o Fluconazol induz estresse oxidativo em
células Vero mostraram um aumento da quantidade de ERO nas células tratadas com este
medicamento (Figura 9). A indugdo de ERO pelo Fluconazol foi principalmente relatada e
observada em células fungicas (LEE; LEE, 2018; MAHL et al., 2015). No entanto, outros azo6is
também induziram ERO em células de mamiferos. Por exemplo, o cetoconazol induz lesdao
hepatica em camundongos através da geragdo de ERO, especificamente através da formagao de
radical hidroxila, peroxinitrito, anion superoxido e 6xido nitrico. Alguns autores afirmaram que
um aumento na mieloperoxidase, que ¢ um dos principais componentes dos granulos
neutrofilicos azurofilicos, pode ser responsavel pelo estresse oxidativo observado em seus
experimentos (PERIASAMY et al., 2016). Resultados semelhantes foram encontrados por
Sozen et al. (2014) que observaram lesdo hepatica em camundongos acompanhada por um
aumento na geragdo de ERO induzida pelo itraconazol. Eles também avaliaram o dano ao DNA
através do ensaio cometa, e descobriram que o itraconazol foi capaz de aumentar o dano ao
DNA, o que é comparavel aos nossos resultados para o Fluconazol (Figura 9). Sabe-se que o
estresse oxidativo induz dano ao DNA, uma vez que as ERO reagem com esta molécula
causando quebra de suas cadeias, além de cross-linkings de proteina-DNA e oxidacao de purina,
o que leva a quebras que podem ser detectadas pelo ensaio do cometa (COLLINS, 2014;
MARNETT, 2000; ZONG; THOMPSON, 2006). Portanto, ¢ provavel que o aumento na taxa
de MN, juntamente com o aumento do ID (observado através do teste do cometa no presente
estudo), possam ser devido a danos ao DNA induzidos por ERO em células Vero. Segundo
Yiizbasioglu et al. (2008), a genotoxicidade induzida pelo Fluconazol em linfécitos humanos
in vitro pode ser devida a bioativagdo do CYP2EI, ja que interagcdes quimicas com essa enzima
produzem radicais livres de oxigénio.

A inducdo de ERO, juntamente com a atividade de FMO (como discutido acima),
também pode explicar a citotoxicidade observada em nossos experimentos (Figura 9). As ERO
induzem oxidagdo lipidica que pode levar a perda de integridade tanto das membranas
plasmaticas quanto de membranas intracelulares, como as dos lisossomos, levando a um
vazamento intracelular de proteases e, consequentemente, resultando em necrose (ZONG;
THOMPSON, 2006). A producdo de ERO ¢ um estresse conhecido por contribuir tanto para a
apoptose quanto para a necrose (SINHA et al., 2013; ZONG; THOMPSON, 2006). No entanto,

embora o Fluconazol apresente propriedades de inducao de estresse oxidativo, ele ndo foi capaz
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de induzir apoptose em nossas condigdes experimentais. Da mesma forma, o Fluconazol nao
induziu a apoptose em células H295R de carcinoma adrenocortical humano e seu clone HACI15
quando essas células foram tratadas in vitro (VAN DER PAS et al., 2012).

Os resultados deste estudo mostraram que o Fluconazol induz alteracdes citotoxicas e
genotoxicas em células Vero. E provavel que estes efeitos possam resultar da capacidade do
Fluconazol ser um indutor de estresse oxidativo e/ou na presenga de FMO nessas células. A
principal preocupagdo relacionada as nossas conclusodes ¢ o fato de que o uso indiscriminado
de Fluconazol em altas doses por longo periodo possa desencadear a carcinogénese, uma vez
que o acumulo de sucessivos erros de DNA pode afetar genes relacionados ao controle do ciclo

celular, como genes supressores de tumor e proto-oncogenes.
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6 CONCLUSAO

» O Fluconazol apresentou diminui¢ao na viabilidade celular a partir da concentragao de
1.306uM e estatisticamente significativo na concentragdo de 2.612,1uM nas células

Vero em comparacao ao controle no teste do MTT;

» O Fluconazol induziu necrose nas células Vero em todas as concentragdes testadas nos

dois tempos de tratamento testados (24 e 48h);

» O Fluconazol aumentou significativamente o ID ao DNA na maior concentragao testada

(1.306uM) no teste do Cometa em comparacao ao controle;

» O Fluconazol induziu a freqiiéncia de microntcleos na maior concentragdo testada

(1.306uM) no teste do MN em comparagdo ao controle;

» O Fluconazol induziu ERO na maior concentracdo testada (1.306uM) em comparagio

ao controle.
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Fluconazole is a broad-spectrum triazole antifungal that is well-established as the first-line treatment for Candida albicans
infections. Despite its extensive use, reports on its genotoxic/mutagenic effects are controversial; therefore, further studies are
needed to better clarify such effects. African green monkey kidney (Vero) cells were exposed in vitro to different concentrations
of fluconazole and were then evaluated for different parameters, such as cytotoxicity (MTT/cell death by fluorescent dyes),
genotoxicity/mutagenicity (comet assay/micronucleus test), and induction of oxidative stress (DCFH-DA assay). Fluconazole was
used at concentrations of 81.6, 163.2, 326.5, 653, 1306, and 2612.1yM for the MTT assay and 81.6, 326.5, and 1306uM for the
remaining assays. MTT results showed that cell viability reduced upon exposure to fluconazole concentration of 1306uM (85.93%),
being statistically significant (P<0.05) at fluconazole concentration of 2612.1uM (35.25%), as compared with the control (100%).
Fluconazole also induced necrosis (P<0.05) in Vero cell line when cells were exposed to all concentrations (81.6, 326.5, and 13064M)
for both tested harvest times (24 and 48 h) as compared with the negative control. Regarding genotoxicity/mutagenicity, results
showed fluconazole to increase significantly (P<0.05) DNA damage index, as assessed by comet assay, at 13064M versus the negative
control (DI=1.17 vs DI=0.28, respectively). Micronucleus frequency also increased until reaching statistical significance (P<0.05) at
1306uM fluconazole (with 42MN/1000 binucleated cells) as compared to the negative control (1I3MN/1000 binucleated cells). Finally,
significant formation of reactive oxygen species (P<0.05) was observed at 13064M fluconazole vs the negative control (OD=40.9
vs OD=32.3, respectively). Our experiments showed that fluconazole is cytotoxic and genotoxic in the assessed conditions. It
is likely that such effects may be due to the oxidative properties of fluconazole and/or the presence of FMO (flavin-containing
monooxygenase) in Vero cells.

1. Introduction

Fluconazole is a broad-spectrum triazole antifungal drug
and is, therefore, used to treat infections caused by various
pathogenic fungi [1]. Its mechanism of action is based on
inhibition of the oxidative enzyme lanosterol 14-a-demethyl-
ase, which is associated with cytochrome P450 and is essential
in the bioregulation of fluidity, asymmetry, and integrity of
the cellular membrane [2]. It is well-established as the first
line of treatment for systemic Candida albicans infections [3],
and it is, hence, an important drug in the areas of obstetrics
and gynecology for the treatment of vaginal candidiasis. It
is also used in patients with compromised immunity, such
as those with acquired immunodeficiency syndrome and

those with neutropenia due to chemotherapy for cancer.
Such patients are at risk of developing Candida albicans
infection, which can progress into a systemic infection [4, 5].
Despite its importance, its teratogenic effects in newborns,
embryotoxicity in animals after drug administration, and
passage into breast milk have been reported [2, 6, 7].
Reports on the genotoxic/mutagenic effects of flucona-
zole are controversial. For example, fluconazole did not
increase the frequency of chromosomal aberrations in rat’s
bone marrow in vivo. However, in in vitro test, it induced
significantly high frequencies of chromosomal aberrations,
sister-chromatid exchanges, and micronuclei formation in

peripheral blood lymphocytes [8].
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FIGURE 1: Chemical structure of fluconazole.

Given the scarcity of studies dealing with the genotoxicity
of fluconazole, together with the need to study these effects in
different test systems [8], we decided to increase the existing
knowledge by evaluating the genotoxic effects of fluconazole
allied to parameters, such as cytotoxicity and induction of
oxidative stress on an African green monkey kidney (Vero)
cell line, through comet and micronuclei assays.

2. Materials and Methods

2.1. Chemical Compounds. Pure-grade fluconazole (CAS:
86386-73-4) was purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). The chemical structure of flucona-
zole (2-(2,4-difluorophenyl)-1,3-bis(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-2-
propanol) is presented in Figure 1. The drug was dissolved in
pure-grade dimethylsulfoxide (DMSO) (CAS 67-68-5, Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, USA) to achieve a less than 1%
(v/v) DMSO final concentration in the cultures. N-methyl-
N-nitrosourea (NMU) (CAS 684-93-5) was purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) and was diluted in
DMSO as well.

2.2. Cell Culture. The Vero cell line was commercially
obtained from Rio de Janeiro, Brazil cell bank. Vero cells
are isolated from kidney epithelial cells of the African green
monkey [9]. These cells were grown in Dulbecco’s modified
eagle’s medium (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
supplemented with 15% fetal bovine serum (Gibco, Grand
Island, NY, USA), streptomycin (0.Img ml-1), and penicillin
(99 Uml-1) and were kept in an incubator at 37°C and 5%
CO2. Cells were subcultured two or three times a week.

2.3. MTT Assay. For the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yD)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay, Vero cells were
grown in 96-well culture plates at a concentration of 0.008 x
10° cells/well and were incubated for 24 hours. After the initial
period of incubation, cells were treated with different con-
centrations of fluconazole for 24 hours. Then, 100 yl of MTT
(5000ug/mL) was added to the cells for 3 hours. Next, the
MTT was removed, and 100 yl of DMSO (Sigma®) was added
for 1 hour to dissolve the formazan formed during the process.
Afterwards, DMSO was measured by spectrophotometry
(A=562nm). Cell survival was calculated as the absorbance
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percentage compared to the control absorbance. The flu-
conazole concentrations used in the experiment were 81.6,
163.2, 326.5, 653, 1306, and 2612.1uM. These concentrations
were chosen based on previous experiments carried out in
vitro [8]. However, clinical studies showed that the maximum
fluconazole concentration observed in volunteers was tenfold
lower than the lowest concentration (81.6uM) used in the
present study [10].

2.4. Micronucleus Test. Vero cells were treated with flucona-
zole for 24 h in 25-cm? sterile flasks (Corning) at a concentra-
tion of 1x10° cells/mL. After treatment, 3-ug/mL cytochalasin
B (Sigma Chemical Co.) was added for another 24 hours
at 37°C. The cells were harvested, centrifuged for 5 minutes
at 800 rpm, and treated with 5-mL hypotonic solution (KCl
0.075 M). Afterwards, the cells were washed once with 5-mL
5:1 (v/v) and twice with 5-mL 3:1 (v/v) cold methanol:acetic
acid solution. The slides were prepared and stained with
5% Giemsa dye (Sigma Chemical Co.) in phosphate buffer
solution (PBS), pH 6.8, for 5 minutes. Micronuclei (MN)
were scored in 1000 binucleated cells using the criteria
adopted from the study by Fenech et al. [11]. The frequency
of binucleated cells containing one or more MN was also
determined. As a measure of cytotoxicity, the cytokinesis-
block proliferating index (CBPI) was calculated according
to the following formula: CBPI = [MI + 2(M2) + 3(M3) +
4(M4)]/N, where M1-M4 represents the number of cells with
1-4 nuclei per 500 cells. As previously mentioned, the flucona-
zole concentrations used were 81.6, 326.5, and 13064 M. NMU,
which is a known carcinogenic alkylating agent, was used as
the positive control, with final concentration of 1212.6uM.
The single NMU concentration was defined according to
previous MTT assays performed in our laboratory (data not
shown).

2.5. Comet Assay (Alkaline Version). For the alkaline version
of the comet assay, Vero cells were grown in 25-cm” sterile
flasks (Corning) at a concentration of 1x10° cells/mL and were
treated with different concentrations of fluconazole (81.6,
326.5, and 13064M) for 3 hours. NMU (1212.6uM) was used
as the positive control. After treatment, 450 uL of the cell
suspension was homogenized with 300 yL of a low-melting-
point agarose (0.8%). The cell suspension was spread onto
microscope slides precoated with a normal-melting-point
agarose (1.5%) and was covered with a coverslip (24x60mm).
After 5 minutes at 4°C, the coverslip was removed, and the
slides were immersed in cold lysis solution (2.5M NaCl;
100mM EDTA; 10 mM Tris, 10% DMSO, and 1% Triton-
X; pH=10). After lysis, the slides were placed in an elec-
trophoresis chamber and were covered with freshly made
electrophoresis buffer (300mM NaOH and 1mM EDTA;
pH>13). The electrophoresis was run for 25 minutes (34V
and 300 mA). Afterwards, the slides were neutralized through
submersion in distilled water (4°C) for 5 minutes and
were fixed in 100% ethanol for 3 minutes. The slides were
stained with 20-pg/mL ethidium bromide immediately prior
to analyses and were prepared in duplicate. One-hundred
cells, or 50 cells from each slide, were screened per sample
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using a fluorescence microscope (Olympus BX41) at 40x
magnification. The DNA damage index (DI), or the relative
intensity of fluorescence in the comet’s tail with regard to
frequency of DNA breaks, was visually determined, and
the following five categories (0-4) were used: class 0 (no
damage); class 1 (little damage with tail length shorter than
the nucleus diameter); class 2 (medium damage with tail
length one or two times greater than the nucleus diameter);
class 3 (significant damage with tail length one or two times
greater than the nucleus diameter); and class 4 (significant
damage with tail length three times greater than the nucleus
diameter). Moreover, DI was determined by the following
formula:

[(NI 1+ N2%2+ N33+ N4x4)
100 (total number of analyzed cells)

DI (au): 1)
where DI is DNA damage index, au is arbitrary unit, and N1-
N4 are cells in classes 1, 2, 3, and 4.

2.6. Dichlorodihydrofluorescein Diacetate (DCFH-DA) Assay.
Intracellular reactive oxygen species (ROS) generation was
evaluated using the fluorescent probe dichlorodihydroflu-
orescein diacetate (DCFH-DA) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). Vero cells were grown in sterile 6-
well culture plates (Corning) (0.5x10° cells/well) and were
exposed to fluconazole at different concentrations (81.6, 326.5
and 1306uM) for 1 hour at 37°C. Thereafter, the cells were
collected by centrifugation and were washed with PBS at
1000 rpm for 5 minutes. After the second centrifugation, the
cells were suspended in PBS, and DCFH-DA was added to a
final concentration of 104M. The suspension was incubated
in the dark for 30 minutes at 37°C. After another washing
with PBS, the samples were analyzed by spectrophotometry
with an emission wavelength of 528 nm and an excitation
wavelength of 485 nm. Hydrogen peroxide (2mM) was used
as the positive control.

2.7. Evaluation of Necrosis and Apoptosis by Fluorescent
Differential Staining with Hoechst 33342/Propidium Iodide
(PI)/Fluorescein Diacetate (FDA). To evaluate apoptosis and
necrosis of Vero cells, 0.5 x 10° cells were seeded in 6-well cul-
ture plates (Corning) with complete medium. After 24 hours,
the cells were treated with different concentrations of flucona-
zole (81.6, 326.5, and 1306uM) for 24 and 48 hours. NMU
(1.212.6uM) was used as the positive control. The cells were
then trypsinized, and 100 uL of cell suspension was mixed
with a previously prepared solution of Hoechst 33342/Propid-
ium Iodide (PI)/Fluorescein Diacetate (FDA) (100uL dying
solution of 25 yL PI1 mg/ml in distilled water + 50 uL FAD in
1.5mg/mL DMSO + 10 uL. Hoechst 33342 [HO] in 1mg/mL
distilled water + 15uL PBS [pH= 8.0]) after centrifugation.
The cells were incubated with dyes for 5 minutes in bath water
and were subsequently analyzed using an Olympus BX41
fluorescence microscope with triple filter DAPI/FITC/TRITC
[DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole); FITC (fluorescein
isothiocyanate); TRITC (tetramethylrhodamine-5-(and 6)-
isothiocyanate)]. Three hundred cells were analyzed for each
treatment group according to the criteria used by Hashimoto
et al. [12].
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Figure 2: Effects of fluconazole in Vero cells analyzed by MTT
assay. *P<0.05 (Kruskal-Wallis/Dunn posttest) when compared
with control. Data are expressed as the mean values obtained from
three experiments in duplicate.

2.8. Statistical Analysis. Statistical analysis was performed by
using the BIOESTAT 5.0 software with P values<0.05 con-
sidered significant [13]. For parametric data sets, statistical
analysis was performed using ANOVA, followed by the Tukey
test. For nonparametric data sets, we used Kruskal- Wallis test
followed by Dunn test.

3. Results

3.1 MTT Assay. The results of MTT assay, which was
assessed 24 hours after treatment with fluconazole, demon-
strated a decrease in the survival percentages upon expo-
sure to fluconazole concentration of 1306uM (85.93%); such
decrease in survival was found to be statistically significant
at fluconazole concentration of 2612.1yM (35.25%), as com-
pared with the control (100%). In addition, significant differ-
ences were observed in the following comparisons: 81.6uM
(10734%) vs 2612.1uM (35.25%); 163.2uM (106.27%) vs
2612.1uM (35.25%); 326.54M (114.68%) vs 2612.1uM (35.25%);
and 652.8uM (106.19%) vs 2612.1uM (35.25%) (Figure 2).

3.2. Micronucleus Test. MN tests showed an increase in the
frequency of micronuclei induced by fluconazole. For every
1000 binucleated cells analyzed at fluconazole concentrations
of 81.6, 326.5, and 1306uM, the corresponding mean fre-
quencies of MN were 19, 23, and 42, respectively. Statistical
significance (P<0.05) was observed at 13064M fluconazole as
compared to the negative control, with 42 MN/1000 and 13
MN/1000 binucleated cells, respectively. NMU-treated cells
demonstrated a mean frequency of 32 MN/1000 binucleated
cells, which was also statistically significant (P<0.05) as
compared to the negative control (Figure 3). CBPI mean
frequencies did not significantly differ between the negative
control and the treated groups (Table 1). The concentrations
used in the MN, comet, and DCFH-DA assays and in the eval-
uation of necrosis and apoptosis by fluorescent differential
staining were defined based on the results of cell viability. The
chosen concentrations had a viability percentage greater than
50% as compared with that of the control.
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TaBLE 1: Cytokinesis-block proliferating index (CBPI) observed in Vero cell line after exposure to different concentrations of fluconazole.

Cytokinesis-block proliferating index (CBPI)

Fluconazole (uM)

Experiment NMU Control
81.6 326.5 1306
1 1.222 1.442 1.268 1.396 1.424
2° 1.330 1.364 1.268 1.396 1.424
3° 1.280 1.240 1.420 1.340 1.270
Mean 1.277 1.349 1.319 1.377 1.373
Standard deviation +/- 0.05 +/-0.10 +/-0.09 +/- 0.03 +/-0.09
#*P>0.05 (ANOVA). Mean of three experiments.
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FIGURE 3: Micronucleus frequency observed in Vero cell line after
exposition to different concentrations of fluconazole for 24 h. %P <
0.05 related to control (ANOVA/Tukey posttest). Data are expressed
as the mean values obtained from three experiments.

3.3. Comet Assay (Alkaline Version). The results of comet
assay, which was assessed after treatment with fluconazole,
showed a dose-dependent increase in DNA DI of Vero cell
line. For every 100 cells analyzed at fluconazole concentra-
tions of 816, 326.5, and 1306uM, the corresponding DIs
were 0.44, 0.69, and 1.17, respectively. Statistical significance
(P<0.05) was observed at 1306uM versus the negative con-
trol (DI=L17 vs DI=0.28, respectively). NMU-treated cells
showed a DI=2.23, which was also statistically significant
(P<0.05) when compared to that of the negative control. Fur-
thermore, the DI of NMU-treated cells was also statistically
significant (P < 0.05) when compared to all concentrations of
fluconazole (Figure 4).

3.4. ROS Generation. ROS generation was assessed after
treatment with fluconazole by DCFH-DA assay, and optical
density (OD) means of 36.1, 35.7, and 40.9 were observed
at fluconazole concentrations of 81.6, 326.5, and 1306uM,
respectively. Statistical significance (P<0.05) was observed
at 13064M concentration vs the negative control (OD=40.9
vs OD=32.3, respectively). Cells treated with H,0, had an
OD of 54.5, which was also statistically significant (P<0.05)
when compared to the negative control. The OD of H,0,-
treated cells was also statistically significant (P<0.05) when
compared to all concentrations of fluconazole (Figure 5).

FIGURE 4: Effects of fluconazole in Vero cell line analyzed by
comet assay. *P<0.05 (ANOVA/Tukey posttest) when compared
with control. Data are expressed as the mean values obtained from
three experiments.
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FIGURE 5: ROS generation induced by fluconazole in Vero cell line.
#*P<0.05 (ANOVA/Tukey posttest) when compared with control.
Data are expressed as the mean values obtained from three exper-
iments.

3.5. Evaluation of Apoptosis and Necrosis Using Differential
Fluorescent Staining with Hoechst 33342/Propidium Iodide
(PI)/Fluorescein Diacetate (FDA). In our experimental con-
ditions, fluconazole induced necrosis (P<0.05) in Vero cell
line when cells were exposed to all concentrations (81.6,
326.5, and 1306uM) for both tested harvest times (24 and
48h) as compared with the negative control. NMU-treated
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FiGure 6: Effects of fluconazole in Vero cell line analyzed by dif-
ferential fluorescent staining. *P<0.05 (ANOVA/Tukey posttest and
Kruskal-Wallis/Dunn posttest) when compared with control. Data
are expressed as the mean values obtained from four experiments.

cells also underwent significant apoptosis, when compared
with the negative control, after 48 hours of treatment. Even
though fluconazole was not able to induce apoptosis in our
experimental conditions, a significant increase in this kind of
cell death was observed when cells were exposed to NMU, as
compared to the negative control, after 48 hours of treatment
(Figure 6).

4. Discussion

Albeit fluconazole is widely used as an antifungal agent, stud-
ies on its genotoxicity/cytotoxicity are controversial. There-
fore, this study aims to contribute to and increase the existing
knowledge on such effects. Regarding cell viability, our results
showed that fluconazole can induce a significant decrease
in such endpoint in our experimental conditions (Figure 2).
However, Rodriguez et al. [14] observed that fluconazole was
not able to reduce cell viability in a primary culture system
of rat hepatocytes through an MTT assay, though the authors
showed that ketoconazole, which is another azole antifungal
agent, was able to decrease cell viability through MTT assay,
within a 25-200p4M concentration range. In their study, short-
treated (0.5-6 hours) rat hepatocytes were exposed to lower
concentrations of fluconazole (100-10004M), whereas, in our
experiments, fluconazole concentrations of 81.6-2612.1yM
were administered for 24 hours. De Logu et al. [15] also
tested the effects of fluconazole after a 72-hour treatment of
Vero cells using MTT; surprisingly, they did not observe a
decrease in cell viability even with concentrations as high as
1000 mg/mL (3265.08M). In some papers, fluconazole has
demonstrated a clear cytotoxic effect, in the same way as
what we have observed in our experiments, although such
effect was less significant when compared to other azoles.
For example, Somchit et al. [16] showed that itraconazole
induced a higher cytotoxicity in rat hepatocytes in vitro
through the lactate dehydrogenase (LDH) activity assay when

compared to fluconazole. A lesser cytotoxicity induced by
fluconazole, as compared to itraconazole, was also observed
in the livers of rats upon exposure to either single or
subchronic doses in vivo [17]. The mechanisms that lead to
azole hepatotoxicity are largely unknown; however, it was
observed that ketoconazole is susceptible to FMO (flavin-
containing monooxygenase) attack on the N-1 position and
subsequently leads to the production of an unidentified toxic
metabolite [18, 19]. According to Somchit et al. [16], a similar
mechanism may occur for itraconazole- or fluconazole-
induced hepatotoxicity. FMO is also found in human kidneys
which raises a concern with regard to nephrotoxicity from
chemicals that undergo FMO-dependent bioactivation [20].

MTT assay detects variations in cell viability; however,
it does not supply information about the mechanisms that
lead to such variations. Therefore, other tests should be
carried out to elucidate such mechanisms. In the present
study, we used fluorescent dyes to detect the mechanisms
that decreased cell viability as assessed with the MTT assay.
Using such dyes, we observed that fluconazole was able to
significantly induce necrosis in Vero cells (Figure 6). We were
not able to find studies on fluconazole-induced cytotoxicity
in vitro; however, the cytotoxicity induced by fluconazole
in rat hepatocytes in vitro as assessed with LDH assay may
be attributed to necrosis [16]. In necrosis, disruption of
the cell plasma membrane results in extracellular release
of cytoplasmic enzymes, including LDH, which is a stable
enzyme that leaks in relatively high amounts during cell
plasma membrane damage [21].

As already stated, reports on genotoxicity of fluconazole
are controversial. One of such studies was carried out by
Yiizbasioglu et al. [8]. They assessed the genotoxic effects of
fluconazole using both in vivo (chromosome aberrations in
mouse bone-marrow cells) and in vitro (chromosome aber-
ration, sister-chromatid exchange, and micronucleus tests
in human lymphocytes) systems. Their results showed that
fluconazole was not clastogenic in vivo; however, an increase
in all endpoints assessed in vitro was observed, which is
comparable to the increase in MN rate as observed in our
experiments (Figure 3). The authors observed MN increase
with lower concentrations of fluconazole (25ug/mL=381.6uM
and 50 yg/mL=163.2uM). In fact, some reports showed that
lymphocytes are more sensitive to the effects of some drugs as
compared to established cell lines [22]. Yiizbasioglu et al. [8]
also observed that in vitro treatment with fluconazole was not
able to change CBPI, which is in line with our results (Table 1).
However, the cytostatic effect of other azoles was reported in
other studies using more accurate techniques. For example,
through flow cytometry and western blot analysis, Chen et
al. [23] observed that ketoconazole was able to induce growth
arrest in GO/GI phase in three cancer cells (COLO 205, Hep
G2, and HT 29), which is probably due to decrease in cyclin
D3 and CDK4 proteins. Itraconazole showed similar effects
in gastric cancer cells [24]. Fluconazole-induced MN was
also observed in newborn pups after transplacental exposure
[25, 26].

In the current study, we observed an increase in ROS
induced by fluconazole in Vero cells (Figure 5). Induction of
ROS by fluconazole was mainly reported and observed in



fungal cells [27, 28]. However, other azoles induce ROS in
mammalian cells as well. For example, ketoconazole induces
hepatic injury in mice through ROS generation, specifically
through the formation of hydroxyl radical, peroxynitrite,
superoxide anion, and nitric oxide. Some authors stated that
an increase in myeloperoxidase, which is a major component
of azurophilic neutrophil granules, may be responsible for
oxidative stress observed in their experiments [29]. Similar
results were found by Sozen et al. [30], as they observed
hepatic injury in mice that was accompanied by an increase in
ROS generation induced by itraconazole. They also assessed
DNA damage through comet assay, and they found that
itraconazole was able to increase DNA damage, which is
comparable to our results for fluconazole (Figure 4). It is
known that oxidative stress induces DNA damage, as ROS
reacts with DNA thus causing cleavage of DNA strands,
DNA-protein cross-linking, and purine oxidation, which
ultimately lead to breaks that may be assessed by the comet
assay [31-33]. Therefore, it is likely that the increase in the rate
of MN, together with the increase in DI, as observed through
comet assay in the present study, may be due to the reactions
of DNA damage-induced ROS in Vero cells. According to
Yiizbagioglu et al. [8], fluconazole-induced genotoxicity in
human lymphocytes in vitro may be due to bioactivation of
CYP2EL as chemical interactions with this enzyme produce
free oxygen radicals.

ROS induction, together with FMO activity (as discussed
above), may also explain the cytotoxicity observed in our
experiments (Figure 6). ROS induces lipid oxidation that can
lead to the loss of integrity of both plasma and intracellular
membranes, such as lysosomes, leading to an intracellular
leak of proteases and consequently resulting in necrosis [34].
ROS production is a stress stimulus known to contribute to
both apoptosis and necrosis [34, 35]. Nevertheless, although
fluconazole exhibits oxidative stress-inducing properties, it
was not able to induce apoptosis in our experimental con-
ditions. Moreover, fluconazole failed to induce apoptosis in
human adrenocortical carcinoma H295R cells and its clone
HACI15 when such cells were treated in vitro [36].

In brief, the results of this study showed that fluconazole
induces cytotoxic and genotoxic alterations in Vero cells.
It is likely that these effects may arise from the ability of
fluconazole to be an oxidative stress inducer and/or the
presence of FMO in such cells. The main concern related
to our conclusions is the fact that the indiscriminate use of
fluconazole in high doses for a long period of time could
trigger carcinogenesis, since the accumulation of successive
DNA errors may affect genes related to cell cycle control, such
as tumor-suppressor genes and protooncogenes.
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