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RESUMO 
 
 
O Fluconazol é um antifúngico amplamente prescrito para combater candidíase e 
dermatomicoses, além de ser usado como medida profilática em transplantados, 
imunodeprimidos e pessoas com câncer. Apesar desse antimicótico já ser 
comercializado, é necessário farmacovigilância, que consiste em verificar efeitos 
prejudiciais dos medicamentos, visando prevenir possíveis danos aos seres 
humanos. No presente estudo, foram avaliadas 10 diferentes concentrações do 
Fluconazol para se determinar sua citotoxicidade e as concentrações a serem 
utilizadas nos experimentos posteriores. Esta avaliação foi realizada em uma 
linhagem de células de ovário de hamster Chinês (CHO-K1) e na linhagem de 
hepatoma de Rattus novergicus (HTC), utilizando o teste MTT. As concentrações de 
0,781, 1,5625 e 3,125 µg/mL foram avaliadas por meio do ensaio do cometa, teste 
do micronúcleo e teste de apoptose. Os resultados obtidos foram analisados 
estatisticamente utilizando os testes de Kruskal-Wallis/Dunn para avaliar os dados 
de citotoxicidade e ANOVA/Tuckey para os demais resultados. O Fluconazol 
apresentou citotoxicidade para as células CHO-K1 a partir da concentração de 6,25 
µg/mL, porém, a citotoxicidade não foi observada para as células HTC. Nas células 
CHO-K1, o Fluconazol foi genotóxico em todas as concentrações testadas após 24h 
de tratamento e não induziu mutagênese nem apoptose. O antimicótico apresentou 
genotoxicidade para a linhagem celular HTC em todas as concentrações testadas 
após 3h de tratamento, e após 24h de tratamento somente nas concentrações de 
1,5625 e 3,125 µg/mL. Entretanto, após 24 horas de tratamento não foi mutagênico, 
mas induziu apoptose, que pode ter mascarado a formação de micronúcleos. A 
genotoxicidade e a ausência de mutagenicidade detectadas nas duas linhagens 
celulares sugerem que o sistema de reparo atuou, impedindo uma possível fixação 
do dano. 
 
 
Palavras-chave: Genética molecular. Toxicologia experimental. Testes de 
mutagenicidade. Farmacogenética.  
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ABSTRACT 
 
 
Fluconazole is an antifungal widely prescribed for candidiasis and dermatomicosis 
treatment, in addition to be used as prophylaxis from transplanted patients, people 
with a suppressed immune system and with cancer. Despite this antimycotic be 
already commercialized, it is necessary pharmacovigilance, that consists in verify 
harmful effects of medicaments in order to prevent possible damage to humans. In 
present study, it was evaluated 10 different concentrations of Fluconazole to 
determine its citotoxicity and the concentrations to be evaluated in future tests. This 
evaluation was realized in Chinese hamster ovary cells (CHO) and Rattus novergicus 
hepatoma (HTC), using MTT test. 0.781 µg/mL, 1.5625 µg/mL and 3.125 µg/mL 
concentrations were evaluated by comet assay, micronucleus test and apoptosis test. 
The results obtained were analyzed statistically using Kruskal-Wallis/Dunn’s test for 
citotoxicity data and ANOVA/Tuckey for the others data. Fluconazole showed 
citotoxicity at concentrations above 6.25 µg/mL in CHO-K1 cells, but no citotoxicity 
were observed in HTC cells. In CHO-K1 cells, Fluconazole was genotoxic in all 
tested concentrations after 24 hour of treatment and it neither induced mutagenesis 
nor apoptosis. The antimicotic was genotoxic for HTC line in all tested concentrations 
after 3 hours of treatment; and after 24 hours of treatment, only at 1.5625 e 3.125 
µg/mL. Nevertheless, it was not mutagenic after 24 hours treatment, but it induced 
apoptosis, that could have masked micronucleus formation. Genotoxicity and the 
absent of mutagenicity detected for both cell lines suggest that repair system had 
operated, preventing a possible fixation of the damage. 
 
 
Keywords: Molecular genetics. Mutagenicity testing. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 FUNGOS QUE AFETAM SERES HUMANOS 

 

Os fungos são micro-organismos eucariontes de ampla distribuição e 

diversidade no ambiente. Estima-se que haja cerca de 1,5 milhão de espécies de 

fungos habitando nosso planeta, mas menos de 100.000 dessas espécies foram 

identificadas. Assim, o contato entre seres humanos e fungos é constante e quando 

o sistema imune humano se encontra deficiente, os fungos encontram um ambiente 

favorável para sua colonização, podendo ocasionar doenças que, neste caso, são 

chamadas de micoses oportunistas. As infecções causadas por fungos podem ser 

classificadas de acordo com o local colonizado: quando abrangem apenas o epitélio 

são denominadas superficiais; quando se disseminam pelo corpo através da 

corrente sanguínea geram infecções sistêmicas (SULLIVAN et al., 2005). 

Desde o ano 2000 houve um aumento na descoberta de agentes 

capazes de para combater os fungos, mas apenas 15 foram aprovados para uso 

clínico. Para o tratamento de infecções causadas por esses micro-organismos faz-se 

o uso de antimicóticos com ação fungistática e fungicida. Esses medicamentos 

diferem quanto aos espectros de atividade entre as diferentes espécies de fungos 

(Tabela 1), biodisponibilidade, fórmula e reações colaterais; o que pode acarretar 

mudanças na administração de cada droga, dependendo do tipo de tratamento 

usado (THOMPSON et al., 2009). 
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Tabela 1 – Espectro da atividade de diferentes antifúngicos (THOMPSON et al., 
2009). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(+) atividade antifúngica contra isolado; (-) nenhuma atividade ou atividade limitada contra 
isolado; (+/-) atividade variável contra isolado. 
 
Abreviações: AMB, Anfotericina; FLU, Fluconazol; ITR, Iitraconazol; POS, Posaconazol; 
VOR, Voriconazol; ANI, Anidulafungina; MFG, Micafungina; CAS, Caspofungina; 5FC, 
Flucitosina. 
 

 

1.2 FLUCONAZOL 

 

O Fluconazol faz parte do grupo dos triazóis, contendo três átomos 

de nitrogênio na composição do anel em estrutura química (Figura 1). É eficaz no 

tratamento de candidíase e dermatomicoses (BENNET, 2006). Como o sistema 

imunológico de pacientes com câncer e com Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS) é menos eficiente do que o de indivíduos saudáveis, a 

administração deste antifúngico faz-se necessária para evitar micoses que possam 

acometer essas pessoas (MINAMOTO; ROSENBERG, 1997; JOHANSEN; 

GOTZSCHE, 2002). Além dessas doenças, o Fluconazol tem sido utilizado para 
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combater, juntamente com outros medicamentos, a doença de Chagas (BUCKNER, 

2008). 

 

Figura 1 – Estrutura química do Fluconazol. (SULLIVAN et al., 2005) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

O mecanismo de ação do Fluconazol é baseado na inibição da 

enzima 14α–desmetilase que atua em fungos, plantas e mamíferos (Figura 2). Em 

fungos, essa enzima converte lanosterol em ergosterol (BOSSCHE et al., 1989), 

alterando a permeabilidade e fluidez da membrana plasmática. Em plantas, participa 

da biossíntese de fitoesteróis. Em mamíferos, juntamente com a enzima aromatase, 

participa da via de produção de hormônios esteróides sexuais, influenciando na 

fertilidade, comportamento sexual e desenvolvimento do órgão reprodutivo em 

ambos os sexos (ZARN et al., 2003). 

Apesar deste fármaco ser utilizado no tratamento de uma gama de 

doenças, estudos mostram a teratogenicidade deste medicamento em cobaias 

(FUSIC et al., 2008) por inibir a enzima CYP26, da família CYP-P450, que medeia o 

catabolismo do ácido retinóico (TIBONI et al., 2009). 

Com relação à sua biodisponibilidade, o Fluconazol, após ser 

ingerido via oral possui uma absorção de mais de 90% quando comparado à via 

intravenosa. Esse medicamento apresenta boa penetração em todos os fluidos 

corpóreos humanos: as concentrações na saliva e no escarro são semelhantes às 

concentrações plasmáticas; na pele, o nível encontrado foi superior a concentrações 

séricas. No extrato córneo, após quatro meses de administração semanal de uma 

dose de 150 mg, foram detectados 4,05 µg/g deste antifúngico em unhas saudáveis 

e 1,8 µg/g em unhas infectadas. Sua excreção acontece por via renal e cerca de 

80% do fármaco é encontrado de forma inalterada na urina, sendo aproximadamente 

20% metabolizada pelo organismo (PFIZER, 2005). 
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Figura 2 –  Biossíntese de fitoesteróis, ergosterol e hormônios esteróides sexuais. 
Setas indicam uma ou mais reações enzimáticas. Reações catalisadas 
pela enzima 14α– desmetilase (1) e aromatase (2) são indicadas. 
(ZARN et al., 2003). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Em geral, os medicamentos são metabolizados por enzimas de Fase 

I (oxidação, redução e hidrólise) e Fase II (conjugação, acetilação, glucoronidação, 

sulfatação e metilação), facilitando sua excreção. Estas enzimas de metabolização 

exibem polimorfismos, que definem o perfil metabólico de cada indivíduo como 

metabolizadores lentos (diminuição ou ausência da enzima), intermediários 

(metabolismo normal) e rápidos (aumento na produção da enzima) (Figura 3) 

(METZGER et al., 2006). 

Desse modo, polimorfismos genéticos podem contribuir para 

respostas diferentes a medicamentos (HOWLAND, 2009). Além disso, as 

modificações introduzidas pelas enzimas podem aumentar ou diminuir a capacidade 

dos medicamentos de interagirem com DNA, RNA ou proteínas, o que pode resultar 



17 
 

em morte celular, distúrbios no sistema imune e mutações (GUECHEVA; 

HENRIQUES, 2003). 

 
 
Figura 3 –  Perfil metabólico de indivíduos com diferentes polimorfismos em 

enzimas metabolizadoras. (METZGER et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Devido aos polimorfismos frequentes em enzimas de metabolização 

influenciarem no metabolismo de drogas (PIRMOHAMED; PARK, 2001; VAN 

PUIJENBROEK et al., 2009), associado ao fato do número amostral de indivíduos 

utilizados na triagem clínica ser pequeno para a determinação da mais rara RAM 

(ANVISA, 2003), medicamentos são inseridos no mercado com uma margem de 

risco, podendo causar danos à saúde humana. 
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1.3 MUTAGÊNESE E ANTIFÚGICOS 

 

Todos os seres vivos estão expostos a agentes genotóxicos que 

interagem com o DNA e/ou com seus componentes moleculares, bem como com 

enzimas relacionadas ao seu metabolismo, causando lesões genômicas. 

Esses danos podem ser corrigidos através do sistema de reparo das 

células, porém, se fixados, tornam-se mutações (DEARFIELD et al., 2002). 

O termo mutação se refere a alterações na estrutura gênica, 

cromossômica ou no número de cromossomos que são transmitidos via divisão 

celular (SNUSTAD e SIMMONS, 2001). Apesar das mutações estarem geralmente 

relacionadas a uma série de problemas, elas são essenciais na evolução, pois sem 

elas não haveria ampla variabilidade genética existente entre os organismos e 

adaptações ao meio ambiente (ERDTMANN, 2003). 

As mutações podem ser originadas de forma espontânea devido a 

erros metabólicos inerentes à célula ou ser induzidas por agentes químicos, 

biológicos ou físicos. Mutações que afetam células germinativas podem ser 

transmitidas para gerações seguintes; já, as que ocorrem nas células somáticas, 

apresentam papel relevante em doenças crônicas degenerativas, como 

arteriosclerose e doenças cardiovasculares, além de se relacionarem com processos 

de carcinogênese (DE FLORA et al., 1996). 

É estabelecido que mutações em células somáticas têm um 

importante papel na iniciação e outros estágios do processo carcinogênico (DE 

FLORA; FERGUSON, 2005), pois o câncer tem como principal característica o 

acúmulo de danos genéticos que levam à disfunção de genes responsáveis por 

manter o correto controle da divisão celular (DIAZ, 2005). Assim, os mecanismos de 

mutagênese e carcinogênese estão ligados e, apesar da toxicidade genética não ser 

uma medida de carcinogenicidade, é um indicador para câncer (RIBEIRO; 

MARQUES, 2003). 

Estudos realizados por Auerbach e Robson (1940) mostraram 

alterações deletérias no DNA de seres humanos induzidas por gás mostarda, 

alertando o perigo dos agentes químicos como potenciais mutágenos no meio 

ambiente. Essa e outras preocupações referentes à exposição a agentes químicos e 

físicos ambientais levaram à formação da Sociedade Americana de Mutagênese 

(Environmental Mutagen Society) em 1969 e à solicitação da introdução de testes de 
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mutagenicidade para agentes químicos em 1970. Seis anos mais tarde, a Agência 

de Proteção Ambiental Americana (EPA) padronizou as avaliações sobre 

mutagenicidade de compostos químicos e seus efeitos na saúde e ambiente 

(MACGREGOR et al., 2000). Dessa forma, medicamentos são avaliados com 

relação à mutagenicidade e constam na literatura análises de alguns antimicóticos. 

Romero et al. (1992) avaliaram o potencial mutagênico do 

antimicótico Sertaconazol através do teste de mutação reversa em Salmonella 

typhimurium, mutações recessivas letais ligadas ao sexo em Drosophila 

melanogaster e aberrações cromossômicas em células de mamíferos in vitro, 

constatando que o Sertaconazol não induziu nenhum mecanismo pró-mutagênico, 

mutagênico ou clastogênico. 

Estudos realizados por Hassan (1997) em camundongos 

demonstraram que o Miconazol induz aberrações cromossômicas e anormalidades 

na morfologia de espermatozóides, indicando efeito genotóxico tanto em células 

somáticas como germinativas. 

Triadimefon, Propiconazol e Miclobutanil são importantes fungicidas 

agrícolas e terapêuticos que fazem parte do grupo dos conazóis. Estudos in vivo 

através do ensaio do camundongo Big Blue® constataram mutagenicidade em 

hepatócitos de camundongos dos dois primeiros medicamentos e ausência de efeito 

do Miclobutanil, indicando relação com o efeito hepato-tumorigênico desses 

conazóis (ROSS et al., 2009). 

Terbinafina, um antifúngico prescrito para micoses superficiais, inibe 

a proliferação de células de câncer de colo in vivo e in vitro por interromper a 

transição das fases G0/G1 (LEE et al., 2003). Além disso, quando aplicado em 

células endoteliais do cordão umbilical humano em cultura, reduziu a profiferação 

celular por inibição da replicação do DNA na fase S do ciclo celular (HO et al., 2004). 

Fusic et al. (2008) estudaram o efeito do Fluconazol em 

camundongos, relacionando diferentes idades com a exposição subaguda aos 

mesmos na concentração de 12 mg/kg e observaram que, durante as fases intra-

uterina, recém nascido e infantil, o Fluconazol causava danos ao DNA; porém, esses 

danos não foram significativos para indivíduos na fase adulta. 

Pesquisas feitas por Yüzbasioglu et al. (2008) mostraram que em 

linfócitos humanos o Fluconazol apresentou-se mutagênico nas concentrações de 

12,5; 25 e 50 µg/mL após 48 horas de tratamento, promovendo quebras 
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cromossômicas e cromatídicas, união de cromátides irmãs, cromossomos 

dicêntricos, trocas entre cromátides irmãs e fragmentação cromossômica. 

Porém, quando o fármaco foi administrado em camundongos e 

analisadas as células da medula óssea após 24 horas de tratamento, não houve 

resultado positivo significativo. Estes dados sugerem que o Fluconazol pode ter 

atividades distintas, dependendo da capacidade metabolizadora das 

células/organismos utilizados nos ensaios biológicos. No entanto, devido ao número 

de estudos ser reduzido, há necessidade de trabalhos adicionais para auxiliar no 

entendimento sobre seu potencial mutagênico. 

 

1.4 TESTES IN VITRO 

 

Atualmente, nove de dez drogas avaliadas em testes laboratoriais e 

em estudos com animais quanto à carcinogênese ou toxicidade não fornecem 

respostas satisfatórias, porque não se pode prever com precisão como será o 

comportamento dessas em seres humanos (SHANKS et al., 2009). Em 1982, 

preocupada com a morte inevitável de animais em pesquisa e suas implicações 

éticas, a OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) deu um 

importante passo para reduzir as duplicatas em testes com animais, com propósitos 

regulatórios. Em 1989, foi fundado o Centro de Documentação e Avaliação de 

Métodos Alternativos para Experimentos com Animais em Berlim, tendo como 

objetivo diminuir testes in vivo (SPIELMANN; LIEBSCH, 2001). 

Em 1994 foram validados os testes de toxicidade in vitro, 

determinando-se que estes devem ser desenvolvidos em um único laboratório, em 

teste cego, independente e analisados por pesquisadores de outros laboratórios. 

Estes experimentos devem ser regidos por uma base bioestatística (LIEBSCH; 

SPIELMANN, 2002). 

Embora o sistema in vivo reproduza com mais semelhança as 

condições humanas, testes in vitro possuem certas vantagens, como facilidade de 

padronização das condições experimentais, densidade populacional, pH, 

temperatura, composição do meio de cultivo; organização dos cromossomos e do 

seu DNA igual à das células in vivo; utilização de pequenas quantidades da 

substância-teste; possibilidade de serem realizados em replicatas; apresentação de 

poucos problemas éticos, além de praticamente todos os tecidos estarem 
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disponíveis para avaliação (RABELLO-GAY et al., 1991; HARTUNG; DASTON, 

2009). Entretanto, a principal limitação da utilização do sistema-teste in vitro é a 

incapacidade de biotransformação, que possui um papel importante na toxicidade de 

muitos xenobióticos, principalmente na mutagênese e carcinogênese. Existem duas 

principais soluções para solucionar este problema: prover células com competência 

metabólica ou adicionar enzimas metabolizadoras no sistema (COECKE et al., 

2006). 

Para a análise de metabólitos que causam danos no DNA, o melhor 

sistema é aquele que utiliza células metabolizadoras provenientes de hepatócitos, 

tais como HepG2 e HTC, permitindo que metabólitos atuem dentro das células 

(COECKE et al., 2006). 

 

1.5 TESTES EM CÉLULAS DE MAMÍFEROS IN VITRO 

 

1.5.1 Teste de Citotoxicidade 

 

O teste para verificar a toxicidade de substâncias químicas, como de 

compostos terapêuticos, é de suma importância para a definição das concentrações 

a serem utilizadas em experimentos in vitro posteriores (MELO et al., 2000). 

A metabolização dos sais de tetrazólio em formazan tem sido 

amplamente utilizada para medir proliferação, viabilidade e toxicidade celular. O MTT 

(3-(dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazólio) e NBT (tetrazólio nitroblue) 

formam formazan insolúvel, enquanto a segunda geração desses sais, XTT (2,3-bis 

(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino) carbonil]-2H-tetrazolio hidroxido), MTS 

(3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-5-(3-carboxymethoxiphenil)-2-(4-sulfophenil)-2H-tetrazolio) 

e WST-1 (8 [2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfonil)-2H-tetrazolio) 

geram formazan solúvel (BERRIDGE et al., 2005). 

O ensaio de MTT proposto por Mosmann (1983) utiliza a enzima do 

ciclo de Krebs, succinato desidrogenase, presente nas mitocôndrias, para reduzir o 

MTT em cristais de formazan. Após adicionado dimetilsulfóxido (DMSO), há a 

solubilização desses cristais com o aparecimento da coloração roxa (BERNHARD et 

al., 2003), sendo os resultados quantificados colorimetricamente em 

espectofotômetro (Figura 4). Portanto, infere-se que quanto maior a intensidade da 

cor roxa, maior é a quantidade de células viáveis. 
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Figura 4 – Ensaio do MTT em placa de 96 poços. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.2 Ensaio do Cometa 

 

O ensaio do cometa ou SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis) avalia 

danos no DNA e reparo, sendo aplicado em testes de genotoxicidade, 

biomonitoramento humano e ecogenotoxicologia (COLLINS, 2004). Ele não é 

utilizado para detectar mutações, mas sim lesões genômicas que, após serem 

processadas podem levar a mutações (GONTIJO; TICE, 2003). 

Ostling e Johanson (1984), baseando-se no modelo de nucleóide 

desenvolvido por Cook et al. (1976), foram os primeiros a quantificar danos no 

material genético utilizando eletroforese em microgel. A técnica consiste na lise de 

células com detergente e sal, imobilização do DNA em gel de agarose e 

subsequente corrida eletroforética em pH neutro, verificando a ocorrência de 

quebras em fita dupla de DNA. Mais tarde, Singh et al. (1988) desenvolveram a 

versão alcalina do ensaio do cometa, que permitiu a separação da dupla fita e 

consequente avaliação de quebras, tanto de fita dupla como de fita simples. 

Os fragmentos obtidos pelas quebras da fita de DNA migram para o 

polo positivo durante a corrida eletroforética, formando caudas, semelhantes a 

cometas (LIAO et al., 2009). Assim, o dano é avaliado de acordo com o tamanho da 

cauda do cometa. Segundo Kobayashi et al. (1995), os cometas podem ser 

analisados visualmente e classificados em quatro classes: 0 – sem dano, não 

apresenta cauda; 1 – dano pequeno, cauda menor que o diâmetro do nucleóide; 2 – 

dano médio, cauda de tamanho entre uma a duas vezes o tamanho do nucleóide; 3 
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– dano máximo, cauda duas vezes maior que o diâmetro do nucleóide (Figura 5). 

As vantagens dessa técnica são simplicidade, sensibilidade, 

versatilidade, rapidez e baixo custo (COLLINS, 2004). Quando comparado com 

outros testes, como aberração cromossômica, troca entre cromátides irmãs e teste 

do micronúcleo, o ensaio do cometa é mais sensível por detectar quantidades 

mínimas de danos no DNA. 

Devido a essa sensibilidade, o uso de diferentes parâmetros de 

avaliação contribui para a variabilidade muitas vezes observada nos resultados do 

ensaio do cometa. Além dessa desvantagem, efeitos aneugênicos e epigenéticos 

não são detectados por esta metodologia. Entretanto, as vantagens superam as 

desvantagens e, portanto, o teste tem sido amplamente utilizado, desde a 

epidemiologia molecular até a genética toxicológica (DHAWAN et al., 2009). 

 

 

Figura 5 – Classes do cometa em células HTC: a- classe 0; b- classe 1; 
c- classe 2; d-classe 3. Aumento de 40X. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.3 Teste do Micronúcleo 

 

O micronúcleo é uma pequena massa nuclear envolta por uma 

membrana separada do núcleo principal da célula, consistindo de fragmentos ou de 

cromossomos inteiros que não se ligaram ao aparelho mitótico. Para sua formação, 

é necessário que a célula passe por divisão (FENECH, 2000). (Figura 6). 
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Figura 6 – Células HTC binucleadas: a- sem micronúcleo; b- com micronúcleo. 
Aumento de 40X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O teste do micronúcleo, primeiramente padronizado in vivo por 

Schimid (1973), é um dos principais testes realizados para avaliar uma substância 

quanto a sua mutagenicidade. O teste in vitro foi proposto por Heddle (1976) 

utilizando cultura de linfócitos periféricos humanos. Posteriormente, Fenech e Morley 

(1985) passaram a utilizar a citocalasina B no teste do micronúcleo in vitro. 

A citocalasina B inibe a polimerização da actina e impede que ocorra 

a citocinese, formando células binucleadas. Dessa forma, permitiu-se analisar 

apenas as células que passaram pela divisão celular, certificando que o micronúcleo 

formado era decorrente do tratamento aplicado, (FENECH, 2000) tornando o 

trabalho mais preciso e fácil, uma vez que anteriormente era analisado o dobro de 

células mononucleadas para se avaliar o mesmo dano (FENECH, 1997). 

Quando se usa este teste, é importante também que seja analisado 

o Índice de Divisão Nuclear (IDN), para verificar o efeito citostático do composto 

sobre a célula (FENECH et al., 1999). Dessa forma, a cada 500 células com o 

citoplasma íntegro, contam-se as que contenham de 1 a 4 núcleos (Figura 7), 

utilizando-se em seguida a fórmula proposta por Eastmond e Tucker (1989), no qual 

é realizada a média ponderada das células com diferentes número de núcleos. 
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Figura 7 – Linfócitos de sangue periférico humano: a- célula mononucleada; b-célula 
binucleada; c- célula trinucleada; d-célula polinucleada. Aumento de 40X. 
(CILIÃO, 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.4 Teste de Apoptose 

 

Pesquisadores que trabalham com cultivo de células precisam ter o 

conhecimento sobre morte celular, mesmo que a viabilidade não seja o objetivo 

principal do trabalho, pois condições de cultivo e tratamento podem influenciar na 

sobrevivência da célula e alterarem resultados posteriores. 

Segundo Yuan e Kroemer (2010), a morte celular pode ser 

classificada em várias categorias, destacando-se a apoptose, necrose, autofagia, 

mitose catastrófica e senescência, sendo as duas primeiras as mais estudadas. 

Agentes químicos em baixas concentrações podem lesar a célula de forma branda e 

causar apoptose. A necrose, ao contrário, é causada por agentes em concentrações 

mais altas, que lesionam a célula intensamente (MALUF; POMPÉIA, 2005). 

A morte celular programada é um mecanismo importante para a 

manutenção de tecidos adultos como o tecido embrionário. Além disso, serve como 

mecanismo de defesa, em que células alteradas são eliminadas para salvar o 

organismo como um todo, como por exemplo, células com danos severos no DNA 

que podem levar ao desenvolvimento de um câncer (COOPER, 2001). 

McGahon et al. (1995) desenvolveram uma técnica que faz uso dos 

corantes laranja de acridina e brometo de etídio para identificação de células 

apoptóticas e necróticas. O laranja de acridina penetra apenas em células vivas, 

intercalando-se no DNA e corando-o em verde; o brometo de etídeo consegue entrar 

somente em células mortas, onde a membrana encontra-se rompida, intercalando-se 

no DNA e corando-o em alaranjado. Dessa forma, ao microscópio de fluorescência, 

células normais possuem núcleo corado em verde de forma maciça; células 

apoptóticas possuem o núcleo fragmentado, o que faz a coloração verde ser 
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visualizada de forma não homogênea; e na necrose, a célula é corada em 

alaranjado (Figura 8). 

 

 

Figura 8 – Diferenças na coloração de células CHO-K1após utilização de laranja de 
acridina e brometo de etídeo. Aumento de 40X. (CÂNDIDO, 2009) 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Nas últimas décadas, novos medicamentos têm sido desenvolvidos 

com o objetivo de promover o mínimo de danos ou efeitos colaterais para o 

organismo humano. Entre os medicamentos mais utilizados pela população estão os 

antifúngicos, destacando-se entre eles, o Fluconazol. Esse medicamento é indicado 

para o tratamento de criptococose, da candidíase orofaríngea, esofágica e vaginal e 

de dermatomicoses, além de ser utilizado por pessoas imunodeprimidas, chagásicas 

e que tenham câncer. 

O Fluconazol age alterando a permeabilidade e fluidez do ergosterol, 

componente da membrana celular de fungos. O princípio da ação de qualquer 

medicamento é atingir somente o microorganismo patogênico que vem ocasionando 

a doença; porém, estudos mostram que, em linfócitos humanos, o Fluconazol 

induziu poliploidia e seis tipos de aberrações cromossômicas estruturais: quebras 

cromossômicas e cromatídicas, união de cromátides irmãs, cromossomos 

dicêntricos, trocas entre cromátides e fragmentação cromossômica. 

As mutações desencadeadas por agentes endógenos ou fatores 

ambientais, tais como o Fluconazol, podem desencadear um processo de 

carcinogênese. No entanto, quando este fármaco foi testado em camundongos 

adultos, não apresentou resultados positivos significativos em relação à ação 

mutagênica. 

O fato de que são necessárias várias alterações genéticas 

ocorrendo de maneira progressiva para que o processo carcinogênico se instale, 

associado à divergência dos resultados relatados na literatura com relação aos 

efeitos do Fluconazol, sugere que mais estudos sejam feitos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar os potenciais citotóxico, genotóxico, mutagênico e 

apoptótico do antifúngico Fluconazol em células de mamíferos in vitro. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Utilizar uma linhagem celular não metabolizadora proveniente de 

células de ovário de hamster Chinês (CHO-K1) e uma linhagem metabolizadora 

obtida de hepatoma de Rattus norvegicus (HTC), com o intuito de: 

      avaliar, através do ensaio de citotoxicidade do MTT, o efeito 

citotóxico do Fluconazol, determinando as concentrações a 

serem utilizadas nos testes de genotoxicidade e mutagenicidade. 

      realizar o ensaio do cometa avaliando três concentrações do 

Fluconazol, a fim de determinar sua possível genotoxicidade. 

     investigar o potencial mutagênico e o Índice de Divisão Nuclear 

(IDN) de três concentrações do antifúngico, utilizando o teste do 

micronúcleo com bloqueio de citocinese. 

     avaliar o potencial do Fluconazol em induzir a morte celular por 

apoptose em três concentrações desse fármaco.  






















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Resumo 
 
A alta mortalidade causada por reações adversas a medicamentos (RAM) tem sido 
motivo de preocupação e os antifúngicos estão entre os medicamentos que podem 
causar RAM. O Fluconazol é um dos antifúngicos mais prescritos pelos médicos 
para combater candidíase e dermatomicoses, além de ser usado como medida 
profilática em imunodeprimidos, pessoas com câncer e transplantados. Assim, 
apesar desse antimicótico já ser comercializado, estudos mostram que este 
antifúngico causa efeitos teratogênicos em roedores in vivo e in vitro, mas 
apresentou tanto efeito mutagênico como ausência deste em bactérias e células de 
mamíferos. Diante desses resultados contraditórios, o presente estudo teve como 
objetivo avaliar 10 concentrações do Fluconazol em células de ovário de hamster 
Chinês (CHO-K1) e hepatoma de Rattus norvegicus (HTC), utilizando o teste MTT, 
para se determinar sua citotoxicidade. Três concentrações não citotóxicas para 
ambas as linhagens celulares, 0,781 µg/mL, 1,5625 µg/mL e 3,125 µg/mL, foram 
avaliadas por meio do ensaio do cometa, teste do micronúcleo e teste de apoptose. 
O Fluconazol apresentou citotoxicidade a partir da concentração de 6,25 µg/mL para 
as células CHO-K1; porém, nenhuma citotoxicidade foi observada para as células 
HTC. O antimicótico foi genotóxico em ambas as linhagens, mas não foi mutagênico. 
Resultados distintos foram obtidos para as duas linhagens com relação ao teste de 
apoptose o que sugere diferentes mecanismos para explicar a ausência de 
mutagenicidade das células CHO-K1 e HTC. 
 
Palavras-chave: Fluconazol. Genotoxicidade. Mutagenicidade. Apoptose. CHO-K1. 
HTC .





Introdução 

 

Os seres humanos podem, muitas vezes, propiciar um ambiente 

favorável para a colonização de microorganismos e, consequentemente, o 

aparecimento de micoses [1]. Para combater as micoses, um dos antifúngicos mais 

utilizados é o Fluconazol, eficaz no tratamento de candidíase e dermatomicoses [2]. 

Este antifúngico é também prescrito como medida profilática para pessoas com 

câncer, transplantados e imunodeprimidos [3,4,5], que apresentam o sistema imune 

deficiente e propício para que ocorra a invasão por fungos. 

O Fluconazol pode ser administrado via oral ou intravenosa, 

atingindo o pico da sua concentração plasmática (2 µg/mL) entre 2 a 4 horas [6]. A 

meia vida do Fluconazol é de aproximadamente 25 horas [7]. Sua excreção 

acontece por via renal e aproximadamente 80% do fármaco é encontrado de forma 

inalterada na urina [8]. 
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Este antimicótico atua na inibição da síntese da enzima 14α-

desmetilase, a qual converte lanosterol em ergosterol, alterando a permeabilidade e 

fluidez da membrana dos fungos e agindo de forma fungistática contra estes [9, 10]. 

Em ratos, o Fluconazol induz a produção de enzimas da família citocromo P-450 e 

reduz a quantidade de UDP-glucuronosiltransferase, enzima de fase II do 

metabolismo, podendo aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

[11]. Além disso, esse antifúngico apresenta efeito teratogênico em camundongos, 

atuando no aumento da expressão do gene CYP26, cuja função é manter níveis de 

ácido retinóico adequados no tecido embrionário [12]. 

Essas enzimas, em geral, metabolizam os medicamentos para 

facilitar sua excreção e podem exibir polimorfismos que contribuem para diferentes 

respostas dos indivíduos a medicamentos, podendo causar possíveis efeitos 

danosos aos seres humanos [13]. Assim, faz-se essencial a prática da 

farmacovigilância, que impede a ineficácia dos fármacos, eventos de hospitalização, 

efeitos teratogênicos e até mesmo a ocorrência de morte [14]. 

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos avaliar a 

citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e indução de apoptose do 

Fluconazol em células de ovário de hamster Chinês (CHO-K1) e hepatoma de Rattus 

norvegicus (HTC). 



Material e Métodos 


Agentes Químicos 

 

Nos testes de genotoxicidade e mutagenicidade, o Fluconazol (CAS: 

86386-73-74, Sigma-Aldrich, USA), foi dissolvido em PBS e utilizado em três 

concentrações (0,781; 1,5625 e 3,125 µg/mL), previamente determinadas pelo teste 

de citotoxicidade. 

O cloridrato de doxorubicina (CAS: 25316-40-9, Sigma-Aldrich, USA) 

foi dissolvido em DMSO e utilizado como controle positivo na concentração de 0,75 

g/mL em cultura. 

A citocalasina B (CAS: 14930-96-2, Acros, USA), foi diluída em 

Dimetilsufóxido (DMSO) (CAS: 67-68-5, Mallinckrodt, USA) e utilizada na 

concentração final de 3 µg/mL em cultura no teste de mutagenicidade. 
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O sal MTT (CAS: 298-93-1, Sigma-Aldrich, USA) foi diluído em PBS 

e utilizado na concentração final de 5 mg/mL em cultura 

 

Linhagens Celulares 
 

A linhagem celular CHO-K1 foi cedida ao nosso laboratório pela 

Profa. Dra. Sakamoto-Hojo (FFCLRP-USP) e a linhagem celular HTC, pelo Prof. Dr. 

Mantovani (UEL). As células CHO-K1 e HTC apresentam, respectivamente, ciclo 

celular de 12 e 24 horas, sendo mantidas, respectivamente, em meio DMEM/Ham F-

10 e em meio DMEM/F-12 em frascos de 25 cm
2
 suplementadas com 10% de soro 

bovino fetal (GIBCO), sendo incubadas a 37˚C em estufa B.O.D.(Fanem). 



Ensaio de Citotoxicidade – MTT 



O ensaio do MTT foi realizado de acordo com o protocolo descrito 

por Mosmann [15], com algumas modificações. Os experimentos com as duas 

linhagens celulares ocorreram de forma independente, no qual células CHO-K1 e 

HTC foram semeadas em diferentes placas de 96 poços. Aproximadamente 2X104 

células da linhagem CHO-K1 e 1X104 células da linhagem HTC foram semeadas em 

cada poço contendo 200 µL de meio completo em um período de 15 horas para 

CHO-K1 e 24 horas para HTC. As células CHO-K1 foram expostas a 10 

concentrações crescentes do Fluconazol (0,781; 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 

100; 200; 400 µg/mL), e as células HTC a 11 concentrações de Fluconazol (0,3905; 

0,781; 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 µg/mL) durante 24 horas em 

meio sem soro. Decorrida a lavagem com PBS, foram colocados 100 µL da solução 

de MTT (5 mg/mL) por 4 horas, retirada essa solução e adicionados 200 �L de 

DMSO em cada poço, com posterior análise em espectrofotômetro (Uniscience) a 

550 nm. 



Ensaio do Cometa (SCGE) 



O ensaio do cometa foi feito conforme o protocolo descrito por Singh 

et al. [16] com algumas modificações. Os experimentos com as duas linhagens 



33 
 

celulares foram realizados de maneira independente, com os seguintes grupos 

experimentais em triplicata: controles positivo (doxorrubicina) e negativo (PBS) e três 

concentrações de Fluconazol (0,781; 1,5625; 3,125 µg/mL). Decorridas 3 e 24 horas 

do tratamento em meio sem soro, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e 

centrifigadas por 5 minutos a 64,4 g. As suspensões celulares foram ressuspendidas 

e 20 µL dessas foram misturados com 120 µL de agarose low-melting 0,5% e 

aplicados em lâminas cobertas com agarose normal 1,5%. As lâminas foram 

submersas na solução de lise alcalina (2,5 M NaCl; 100 mM ácido 

etilenodiaminotetraacético (EDTA); 10 nM Tris; 10% dimetilsulfoxido (DMSO); 1% 

Triton X-100, pH 10) por, no mínimo, 1 hora. As lâminas foram incubadas por 20 

minutos em tampão de eletroforese (0,3 M NaOH; 1 mM EDTA, pH 13) e em seguida 

realizada a corrida (1,5 V/cm; 300 mA) por 20 minutos. Depois, as lâminas foram 

neutralizadas (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 5 minutos, repetindo-se três vezes esta etapa 

e finalizando com a submersão por 5 minutos em álcool absoluto para fixação. As 

lâminas foram coradas com Gelred
tm

 30X (CAS:76544-02-0, Biotium, CA) e 

analisadas em microscópio de fluorescência (Leica), com filtro de excitação 450-490 

nm e filtro de emissão (barreira) de 515 nm, em objetiva de 40X. 

O dano foi avaliado visualmente de acordo com o tamanho da cauda 

do cometa. Segundo Kobayashi et al. [17], os cometas analisados visualmente são 

classificados em quatro classes: 0 (células sem dano) a 3 (dano máximo). A 

frequência de células danificadas (CD) foi calculada pelas somatórias dos danos de 

classe 0, 1, 2 e 3 e dividido pelo total de células analisadas em cada tratamento. O 

escore total foi obtido de acordo com Manoharan e Banerjee [18]: (0xn0) + (1xn1) + 

(2xn2) + (3xn3), onde n= número de células de cada classe analisada. Assim, o 

escore total pode variar de 0 (100 células sem danos) a 300 (todas as células com 

dano classe 3). 



Teste do Micronúcleo in vitro 



O protocolo utilizado para o teste do micronúcleo (MN) in vitro foi 

baseado naquele descrito por Fenech e Morley [19] com algumas modificações. 

Foram realizados experimentos independentes com as duas 

linhagens celulares, utilizando cinco grupos de tratamento em triplicata: controle 



34 
 

positivo (DXR), controle negativo (PBS) e três concentrações não citotóxicas do 

Fluconazol (0,781; 1,5625 e 3,125 µg/mL). 

Todas as culturas foram tratadas por 24 horas em meio sem soro. 

Após este período foi adicionada citocalasina B a 1% (0,3 mg/mL) por 20 horas nas 

culturas de células CHO-K1 e por 30 horas nas HTC. As células foram lavadas com 

PBS, tripsinizadas e centrifigadas por 5 minutos a 64,4 g. As suspensões celulares 

foram ressuspendidas e adicionados 1,5 mL de solução hipotônica (citrato de sódio 

1%) com 1 gota (aproximadamente 25 µL) de formol 1%. Os materiais foram 

centrifugados a 64,4 g por 5 minutos e a fixação das células foi feita com 3 mL de 

metanol/ácido acético (3:1), repetindo-se essa última etapa 3 vezes. 

As lâminas foram confeccionadas e coradas com o corante Giemsa 5% 

diluído em tampão fosfato (Na2HPO4 0,06M e KH2PO4 0,06M - pH 6,8) durante 5 

minutos. Após esse procedimento as células binucleadas foram analisadas em 

microscópio óptico (Nikon), com objetiva de 40X. 

Para determinar as frequências de micronúcleo foram analisadas 

3000 células binucleadas com citoplasma íntegro (1000 células por repetição). O 

critério de identificação foi de acordo com Fenech [20] e Titenko-Holland et al. [21]. 



Índice de Divisão Nuclear (IDN) 



Foram analisadas 500 células com o citoplasma íntegro e anotadas 

as células que continham de 1 a 4 núcleos. O IDN foi calculado de acordo com 

Eastmond e Tucker [22]: 

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

Onde, M1 - M4 = número de células com 1, 2, 3 e 4 núcleos, 

respectivamente; 

N= número total de células viáveis. 



Teste de Apoptose 


O protocolo utilizado para o teste de apoptose foi baseado em 

McGahon et al. [23]. Foram utilizados 25 μL da suspensão celular (aproximadamente 

1,5x10
3
 células) obtidos no teste do MN antes da hipotonização e acrescentados 10 



35 
 

μL de corante (100 μg/mL de laranja de acridina + 100 μg/mL de brometo de etídio). 

Essa solução foi depositada em uma lâmina limpa e seca, coberta com lamínula e a 

análise citológica realizada com microscópio de fluorescência (Leica), com filtro de 

excitação 450-490 nm e filtro de emissão (barreira) de 515 nm, em objetiva de 40X. 



Análise Estatística 

 

Para os dados obtidos no teste de citotoxicidade foram utilizado os 

testes não-paramétricos Kruskal-Wallis/Dunn (P<0,05). Os resultados do ensaio do 

cometa, teste do micronúcleo, índice de divisão nuclear e apoptose foram analisados 

através dos testes paramétricos ANOVA/Tukey (P < 0,05). 

 

Resultados 
 

Teste de Citotoxicidade (MTT) 
 

Na linhagem celular CHO-K1, a citotoxicidade do Fluconazol foi 

observada a partir da concentração de 6,25 µg/mL. Para a linhagem celular HTC, 

nenhuma das concentrações testadas foi citotóxica (Figura 1). 

 

Figura 1 – Curvas de viabilidade celular obtidas para as linhagens celulares CHO-K1 
e HTC após 24 horas de tratamento.CN: controle negativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valores estatisticamente diferentes do controle: *(P<0,05); **(P<0,01); ***(P<0,001) 
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Ensaio do Cometa 

 

Nenhuma das concentrações testadas do Fluconazol (0,781; 1,5625 

e 3,125µg/mL) foi genotóxica para as células CHO-K1 no tratamento de 3 horas; 

porém, após 24 horas de tratamento, todas as concentrações avaliadas induziram 

genotoxicidade (Tabela 1). Na linhagem celular HTC, o Fluconazol apresentou 

genotoxicidade em todas as concentrações avaliadas após 3 e, após 24 horas de 

tratamento, apenas nas concentrações de 1,5625 e 3,125µg/mL (Tabela 2). 

 

Teste do Micronúcleo com Bloqueio da Citocinese 
 

Nas duas linhagens celulares o Fluconazol não induziu um aumento 

na frequência de micronúcleos em relação ao grupo controle negativo (Tabela 3). 

 

Índice de Divisão Nuclear 
 

Não foi observada alteração na proliferação celular em nenhuma das 

linhagens celulares sob tratamento com o Fluconazol (Tabela 3). 

 

Teste de Apoptose 

 

Em células CHO-K1, nenhuma das concentrações testadas do 

antifúngico induziu apoptose; porém, em células HTC o medicamento induziu 

apoptose em todas as concentrações avaliadas (Tabela 4). 
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Tabela 1 –  Frequência de danos no DNA pelo teste do cometa após 3 e 24 horas de tratamento em células da linhagem 
CHO-K1. 

Tempo de Tratamento  Classes   Escore CD
 

tratamento (µg/mL em     (média±SD) (média±SD)
 

 cultura) 0 1 2 3   
 

 PBS (50µL) 75,67±1,15 24,33±1,15 0,00±0,00 0,00±0,00 0,24±0,01
a 0,24±0,01

a 
 

 DXR 25,67±21,22 52,33±2,08 21,67±19,06 0,33±0,58 0,97±0,41
b

0,74±0,21
b

 

3 horas Fluconazol       
 

        

 0,781 55,33±10,79 44,33±10,21 0,33±0,58 0,00±0,00 0,45±0,11
a

0,45±0,11
a

 

 1,5625 42,00±5,00 58,00±7,21 0,67±1,15 0,00±0,00 0,59±0,07
a,b

0,59±0,07
a,b

 

 3,125 58,67±3,21 47,33±3,21 0,00±0,00 0,00±0,00 0,3±0,26
a,b 0,46±0,01

a,b 
 

 PBS (50µL) 90,00±5,29 10,00±5,29 0,00±0,00 0,00±0,00 0,10±0,05
a 0,10±0,05

a 
 

 DXR 4,67±4,51 75,00±7,00 18,67±11,15 1,67±0,58 1,17±0,15
b 0,95±0,05

b 
 

24 horas Fluconazol       
 

        

 0,781 12,67±19,40 15,67±21,36 8,00±1,00 3,61±2,31 1,03±0,17
b 0,87±0,19

b 
 

 1,5625 12,67±15,95 74,33±7,02 10,00±7,94 3,00±3,46 1,03±0,27
b 0,87±0,16

b 
 

 3,125 1,00±1,00 80,00±11,36 16,33±10,12 2,67±2,08 1,21±0,15
b

0,99±0,01
b

 

Valores com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si. DXR: doxorubicina; SD: desvio padrão; CD: frequência de célula danificada. 
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Tabela 2 – Frequência de danos no DNA pelo teste do cometa após 3 e 24 horas de tratamento em células da linhagem 
HTC. 

Tempo de Tratamento  Classes   Score CD
 

tratamento (µg/mL em      (média±SD) (média±SD)
 

 cultura) 0 1 2 3   
 

 PBS (50µL) 91,33±3,21 8,67±3,21 0,00±0,00 0,00±0,00 0,09±0,03
a 0,09±0,03

a 
 

 DXR 0,00±0,00 69,33±14,47 30,33±13,43 0,67±1,15 1,32±0,14
b 1,00±1,01

b 
 

3horas Fluconazol       
 

        

 0,781  5,33±1,53 67,33±43,59 27,33±44,77 0,00±0,00 1,22±0,46
b,c

0,95±0,02
b,c

 

 1,5625  3,77±3,06 90,33±2,52 6,00±5,57 0,00±0,00 1,02±0,09
b,c

0,96±0,03
b,c

 

 3,125  0,67±0,58 11,33±15,31 87,00±14,80 1,33±2,31 1,22±1,07
b 1,00±0,01

b 
 

 PBS (50µL) 90,00±5,20 10,00±5,20 0,00±0,00 0,00±0,00 0,10±0,05
a 0,10±0,05

a 
 

 DXR(0,75µg/mL) 44,33±8,50 48,67±8,74 4,67±0,58 2,33±2,08 0,65±0,09
b 0,56±0,09

b 
 

24 horas Fluconazol(µg/mL)       
 

        

 0,781  64,00±18,03 29,33±13,20 5,33±3,79 1,33±1,53 0,44±0,24
a,b 0,36±0,18

a,b 
 

 1,5625  57,67±9,07 37,67±9,29 4,33±0,58 0,67±0,58 0,48±0,08
b 0,43±0,09

b 
 

 3,125  60,00±8,19 31,33±6,03 6,33±4,73 2,33±2,52 0,51±0,15
b

0,40±0,08
b

 

Valores com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si. DXR: doxorubicina; SD: desvio padrão; CD: frequência de célula danificada. 
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Tabela 3 –  Frequências de células micronucleadas (MN) e índice de divisão nuclear obtidas na determinação de 
mutagenicidade de três concentrações do Fluconazol nas linhagens celulares CHO-K1 e HTC após 24 horas 
de tratamento. 

  Frequência de MN  Índice de divisão nuclear  
 

        

Linhagem Tratamento (1000cél/repet.)  (500 céls/repet.)  
 

(µg/mL em cultura)         
 

 Repetições    Repetições   
 

        

  I II III X±SD I II III X±SD
 

 PBS (50µL) 6 6 8 6,67±1,16
a 1,43 1,5 1,43 1,45±0,02

a 
 

 DXR (0,75) 18 16 17 17±1
b 1,41 1,48 1,46 1,45±0,02

a 
 

CHO-K1 Fluconazol         
 

 0,781 4 6 6 5,33±1,15
a 1,44 1,42 1,45 1,44±0,01

a 
 

 1,5625 6 6 4 5,33±1,15
a 1,39 1,38 1,44 1,40±0,02

a 
 

 3,125 10 3 5 6±3,61
a 1,45 1,42 1,46 1,44±0,01

a
 

 PBS (50µL) 19 21 17 19±2
a 1,27 1,35 1,49 1,37±0,11

a
 

 DXR (0,75) 131 85 90 102±25
b 1,41 1,49 1,54 1,48±0,06

a 
 

HTC Fluconazol         
 

 0,781 26 45 37 36±9,54
a 1,54 1,41 1,38 1,44±0,08

a
 

 1,5625 24 29 21 24,67±4,04
a 1,5 1,32 1,39 1,40±0,09

a
 

 3,125 28 33 32 24,67±4,04
a 1,33 1,42 1,39 1,38±0,04

a
 

Valores com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si. MN: micronúcleo; DXR: doxorubicina; X: média; SD: desvio padrão. 
 
 
. 
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Tabela 4 – Frequências de células apoptóticas obtidas para as linhagens celulares 
CHO-K1 e HTC após 24 horas de tratamento com três concentrações do 
Fluconazol. 

  Apoptose %  
 

Linhagem
Tratamento (200cél/repet.)  

 

(µg/mL em cultura)     
 

 Repetições  
 

    

  I II III X±SD 
 

 PBS (50µL) 5 8 8,5 7,16±1,89
a 

 

 DXR (0,75) 19,5 13 15,5 16±3,28
b 

 

CHO-K1 Fluconazol     
 

 0,781 8 5,5 7 6,83±1,26
a 

 

 1,5625 7 9,5 10 8,83±1,61
a 

 

 3,125 5,5 6 6 5,83±0,29
a 

 

 PBS (50µL) 3,5 3 5 3,83±1,04
a 

 

 DXR (0,75) 22 18 10,5 16,83±5,84
b 

 

HTC Fluconazol     
 

 0,781 25,5 20,5 12,5 19,5±6,56
b 

 

 1,5625 18,5 14,5 16,5 16,5±2
b 

 

 3,125 21,5 19 22 20,83±1,60
b 

  
Valores com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si. DXR: 
doxorubicina; X: média; SD: desvio padrão 

 

 

Discussão 
 

Todos os seres vivos estão expostos a agentes mutagênicos, como 

por exemplo, medicamentos que causam danos no DNA, podendo se fixar como 

mutações [24]. Dessa forma, constam na literatura análises com relação à 

mutagenicidade de alguns antimicóticos, como Sertaconazol, utilizando como 

sistema teste Salmonella typhimurium, Drosophila e linfócitos humanos [25]; 

Miconazol, usando camundongos [26] e Fluconazol, testado em camundongos e 

linfócitos humanos [27, 28]. 

Pesquisas feitas por Yüzbasioglu et al. [28] mostraram que em 

linfócitos humanos o Fluconazol apresentou-se mutagênico, promovendo quebras 

cromossômicas e cromatídicas, união de cromátides irmãs, cromossomos 

dicêntricos, trocas entre cromátides irmãs e fragmentação cromossômica. Porém, 

quando o fármaco foi administrado em camundongos, não houve resultado positivo 
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significativo em células da medula óssea. Estes dados sugerem que o Fluconazol 

pode ter atividades distintas, dependendo da capacidade metabolizadora do ensaio 

biológico utilizado. 

Devido à toxicidade de um determinado agente influenciar as 

respostas biológicas obtidas [29], o teste de citotoxicidade foi realizado a fim de se 

detectar a partir de qual concentração o Fluconazol é citotóxico para as linhagens 

celulares CHO-K1 e HTC. Para a linhagem celular HTC não foi possível determinar a 

citotoxicidade deste antifúngico devido ao limite de solubilidade do composto. No 

entanto, Somchit et al. [30,31], utilizando hepatócitos de ratos tanto in vitro quanto in 

vivo relataram a citototoxicidade desse antimicótico na concentração de 1 mM . 

Respostas distintas foram obtidas para as duas linhagens celulares 

no teste do cometa. Enquanto nenhuma genotoxicidade foi detectada nas células 

CHO-K1 após 3 horas de tratamento, todas as concentrações promoveram danos 

após 24 horas de tratamento, sendo a maioria destes danos de classe 1. Este fato, 

aliado à ausência de mutagenicidade observada no teste do micronúcleo, indica que 

a migração do DNA detectada no ensaio do cometa pode ser decorrente da ação de 

enzimas de reparo [32,33] e da transformação, em pH básico, de sítios AP em 

quebras [34]. Assim, três horas de tratamento não foram suficientes para que o 

fármaco causasse genotoxicidade, necessitando de um período mais prolongado 

para a detecção de danos no material genético. 

Segundo Shaik et al. [35], o Fluconazol induz a produção de 

enzimas citocromo P-450 em hepatócitos de ratos, dentre elas, CYP2B1 e CYP3A2 

[36], as quais aumentam a produção hepática de espécies reativas de oxigênio. 

Entretanto, o Fluconazol diminui a quantidade de UDP-glucuronosiltransferase, 

enzima de fase II. Dessa forma, o fármaco promove um desequilíbrio entre as 

enzimas de fase I e II e, como conseqüência, a produção de metabólitos tóxicos para 

as células, podendo ocasionar danos no material genético [11]. Este mecanismo 

pode explicar o resultado positivo obtido no presente estudo, quando células HTC 

foram submetidas a tratamentos de 3 e 24 horas com o Fluconazol e avaliadas no 

ensaio do cometa, pois estas células, diferentemente das células CHO-K1, são 

capazes de metabolizar drogas. 

Ao analisar a frequência dos danos após 3 e 24 horas de tratamento 

no ensaio do cometa, nota-se que houve um aumento de danos nas células CHO-

K1, causado provavelmente pelo fato dessas células terem permanecido sob 
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tratamento por cerca de dois ciclos celulares, enquanto que a diminuição de danos 

observada nas células HTC tem como possível causa o efeito apoptótico do 

Fluconazol nessa linhagem. 

A ausência de mutagenicidade observada em ambas as linhagens 

celulares diverge dos resultados obtidos por Yüzbasioglu et al. [28] em linfócitos 

humanos, que detectaram indução de troca entre cromátides irmãs, aberrações 

cromossômicas e micronúcleos. A discordância entre os trabalhos pode ser devida à 

utilização por Yüzbasioglu et al. [28] de concentrações que, no presente estudo, 

foram citotóxicas para a linhagem celular CHO-K1 e, consequentemente, não 

avaliadas nos testes do micronúcleo e cometa para ambas as linhagens. 

O fato do teste do MTT realizado anteriormente ao teste do 

micronúcleo não ter indicado citotoxicidade e o teste de apoptose ter sido positivo 

em células HTC mostram que o Fluconazol não interfere na atividade da enzima 

mitocondrial succinato desidrogenase, mas atua em alguma das vias da apoptose. 

Esta hipótese é reforçada pela afirmação de Green e Reed [37] sobre a necessidade 

de atividade mitocondrial para que ocorra o processo apoptótico. 

De acordo com Fenech et al. [38] e Decordier et al. [39], as taxas de 

apoptose e de micronúcleo estão associadas, de forma que um aumento de células 

apoptóticas leva à diminuição da quantidade de células micronucleadas, o que pode 

explicar a ausência de mutagenicidade encontrada na linhagem HTC no presente 

trabalho. A relação entre esses fenômenos também foi discutida por Sablina et al. 

[40], que constataram o efeito de micronucleação como um forte sinal apoptótico, 

aumentando níveis da proteína p53, que eleva a expressão do gene BAX (indutor de 

apoptose) e diminui a expressão de BCL2 (supressor de apoptose). 

Além do teste de apoptose, também foi analisado no presente 

estudo o Índice de Divisão Nuclear (IDN), para verificar o efeito citostático do 

composto sobre a célula, pois segundo Fenech et al. [38], estes testes estão 

interrelacionados e seus resultados podem influenciar na determinação da 

genotoxicidade e mutagenicidade de um determinado xenobiótico. Neste trabalho, o 

ciclo celular não foi alterado pelo Fluconazol. Esse resultado corrobora o trabalho 

desenvolvido por Senior e Shaw [41] e Yüzbasioglu et al. [28], que testaram o efeito 

deste antimicótico em linfócitos e também não obtiveram alteração de proliferação 

celular. 
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Na maioria dos testes realizados nesse trabalho, a linhagem celular 

HTC apresentou maior quantidade de danos quando comparada à linhagem CHO-

K1. Essa diferença na resposta entre as duas linhagens pode ser devido a duas 

características da linhagem celular HTC: a instabilidade genética [42, 43] e a 

capacidade de metabolização de xenobióticos [11]. 

Apesar das células HTC terem apresentado maior sensibilidade nas 

respostas biológicas frente ao antifúngico, a genotoxicidade foi observada para 

ambas as linhagens estudadas. No entanto, não foi detectada mutagenicidade. 

Assim, infere-se que o dano gerado pôde ser reparado e não fixado. Portanto, as 

informações obtidas quanto à genotoxicidade e à mutagenicidade deste antifúngico 

servirão como suporte para que outros estudos sejam realizados na tentativa de 

elucidar quais são os mecanismos pelos quais o Fluconazol atua nas células de 

mamíferos. 
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