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RESUMO 

 

O fluconazol é um fármaco antifúngico de amplo espectro muito utilizado pela população. 

Contudo, são poucos os registros na literatura que imputem a segurança do uso do fluconazol 

e tampouco a dose mínima capaz de induzir lesões no material genético do paciente. Embora 

a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) exija testes de genotoxicidade para 

admissão de novos medicamentos, os que têm seu registro expedido antes do ano de 2006 não 

trazem essa obrigatoriedade, incluindo-se aqui o fluconazol.  Portanto, é de extrema importância 

estudos sobre a avaliação genotoxicológica de fármacos, principalmente os que são tão 

conhecidos e utilizados como o fluconazol. O presente estudo investigou os efeitos 

genotóxicos da cápsula e do princípio ativo do fluconazol através do teste cometa e do teste 

de proliferação celular e também os efeitos citotóxicos da cápsula e do princípio ativo do 

fluconazol através do teste de viabilidade celular. As concentrações testadas da cápsula e do 

princípio ativo do fluconazol foram 6, 12, 30, 60 e 120 µg/mL. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicatas e o peróxido foi utilizado como controle positivo e tampão PBS 7,4 

como controle negativo. Todas as concentrações testadas da cápsula do Fluconazol (6, 12, 30, 

60 e 120 μg/mL) demonstraram ser capazes de interferir negativamente no processo de 

proliferação celular, diminuindo o número de células proliferadas em todas as concentrações 

testadas, quando comparadas ao controle negativo. Já no caso do princípio ativo do 

Fluconazol, apenas as três últimas concentrações (30, 60 e 120 μg/mL) interferiram 

negativamente no processo de proliferação celular. Na avaliação do índice de dano ao DNA 

(teste cometa), foi observado dano à estrutura de DNA nas concentrações 60 e 120 µg/mL da 

cápsula do Fluconazol. Já as concentrações testadas com o princípio ativo do Fluconazol não 

foi observado dano à estrutura de DNA. Foi verificado que a cápsula do Fluconazol possui 

atividade citotóxica sobre leucócitos humanos nas duas maiores concentrações testadas (60 e 

120 μg/mL) de forma concentração dependente. Porém, o princípio ativo do Fluconazol não 

demonstrou ser citotóxico nas concentrações testadas (6 12, 30, 60 e 120 μg/mL). 

 

Palavras chaves: Fluconazol, antifúngicos, genotoxicidade, citotoxicidade. 

 

 

 



ABSTRACT 

 
Fluconazole is a broad-spectrum antifungal drug widely used by the population. However, 

there are few reports in the literature that imput the safety of the use of fluconazole and either 

the minimum dose capable of inducing lesions in the genetic material of the patient. Although 

the National Health Surveillance Agency (ANVISA) requires genotoxicity tests for admission 

of new medicines, which have their registration issued before 2006 do not bring this 

obligation, including here fluconazole. Therefore, it is extremely important genotoxicológica 

studies on the evaluation of drugs, especially such that are known and used as fluconazole. 

This study investigated the genotoxic effects of the capsule and the active principle of 

fluconazole by the comet test and the cell proliferation test and also the cytotoxic effects of 

the capsule and the active principle of fluconazole by cell viability test. The tested 

concentrations of the capsule and the active principle of fluconazole were 6, 12, 30, 60, and 

120 mg/mL. All assays were performed in triplicate and peroxide was used as a positive 

control and PBS buffer as negative control 7.4. All tested concentrations of fluconazole 

capsule (6, 12, 30, 60 and 120 μg/mL) were capable of induce a negative interference in the 

cellular proliferation process, reducing the number of proliferating cells at all concentrations 

tested when compared to the negative control. In the case of the active ingredient, the 

fluconazole, only the last three concentrations (30, 60, and 120 μg/mL) were able to decrease  

the cellular proliferation process. In the assessment of DNA damage index (comet assay), 

there was observed damage of fluconazole capsule on the DNA structure at concentrations 60 

and 120 μg/mL. On the other hand, the concentrations tested with the active ingredient of 

Fluconazole was not observed damage to the DNA structure. Fluconazole has been found that 

the capsule has a cytotoxic activity on human leukocytes at the two highest concentrations 

tested (60 and 120 μg/mL) as a concentration-dependent manner. However, the active 

ingredient of Fluconazole not induced any cytotoxic effect at the concentrations tested (6, 12, 

30, 60, and 120 μg/mL). 

 

Key words: Fluconazole, antifungal, genotoxicity, cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Cresce cada vez mais o uso indiscriminado de antifúngicos, sendo que um dos 

fatores que contribui para este aumento é o fato de os antifúngicos causarem resistência 

e, mesmo assim, poderem ser comercializados sem prescrição médica nas farmácias 

(RAMOS et al., 2015). Contudo, são poucos os registros na literatura que imputem a 

segurança do uso do fluconazol e tampouco a dose mínima capaz de induzir lesões no 

material genético de pacientes (SANTOS JR et al., 2005; RAMOS et al., 2015). 

 O fluconazol é um composto bitriazólico sintético, usado em larga escala de 

forma isolada ou em combinação com outras drogas no tratamento de doenças causadas 

por fungos. Tem amplo espectro de ação, incluindo espécies de Candida, Cryptococcus, 

Histoplasma e Paracoccidioides (SANTOS JR et al., 2005). Os efeitos adversos 

presentes em alguns pacientes submetidos à terapia com fluconazol são náuseas, dor 

abdominal, vômitos, diarreia, cefaleia e, raramente, hepatotoxicidade, dermatite 

esfoliativa, anafilaxia, plaquetopenia e leucopenia (FICA, 2004). 

 Embora a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) exija testes de 

genotoxicidade para admissão de novos medicamentos, os que têm seu registro expedido 

antes do ano de 2006 não trazem essa obrigatoriedade, incluindo-se aqui o fluconazol. 

Portanto, é de extrema importância estudos sobre a avaliação genotoxicológica de 

fármacos, principalmente os que são amplamente utilizados, como é o caso do fluconazol.  

 Neste sentido, este trabalho pretende gerar dados que corroborem com a tomada 

de decisão terapêutica, bem como com o uso racional do fluconazol através de 

avaliações que envolvem estudos sobre genotoxicidade (teste de dano oxidativo alcalino 

ao DNA) e de citotoxicidade (teste de viabilidade e proliferação celulares) em 

leucócitos humanos ex vivo, estabelecendo as concentrações mínimas deste antifúngico 

para induzir alterações nos parâmetros supracitados.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos genotóxicos e citotóxicos ex vivo do antifúngico fluconazol. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar os efeitos do fluconazol e do fluconazol associado aos excipientes sobre 

parâmetros genotóxicos em culturas de leucócitos humanos, através do teste de 

dano oxidativo alcalino ao DNA e proliferação celular; 

 

 Determinar os efeitos do fluconazol e do fluconazol associado aos excipientes sobre 

parâmetros citotóxicos em culturas de leucócitos humanos, através do teste de 

viabilidade celular; 

 

 Determinar a concentração mínima de fluconazol e do fluconazol associado aos 

excipientes capaz de induzir danos genotóxicos e citotóxicos nas análises ex vivo. 
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3. 0 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3. 1  HISTÓRICO 

 

 A partir da década de 70 houve um aumento drástico na incidência e na 

prevalência de infecções micóticas superficiais ou sistêmicas, devido a vários fatores, 

entre os quais se destacam os avanços na Medicina, com crescente utilização de 

fármacos imunossupressores em pacientes transplantados ou com câncer, e o avanço da 

AIDS (BRAMMER et al., 1990; RICHARDSON et al., 1990; CHA; SOBEL, 2004).  

  A anfotericina B, até a década de 80, era o principal agente da terapia 

antifúngica, utilizada de forma isolada ou associada à flucitosina (BALDACCI, 2001). 

Porém, apesar da excelente atividade antifúngica, a utilização clínica deste fármaco é 

comprometida por uma série de fatores, incluindo alta incidência de efeitos colaterais, 

especialmente nefrológicos e hematológicos, baixa penetração no Sistema Nervoso 

Central (SNC) e restrições impostas pela administração intravascular (BRAMMER et 

al., 1990; ALAK et al., 1996; BENNETT, 1996; BALDACCI, 2001; RAMOS et al., 

2015).  

 Entre as classes de antifúngicos então conhecidas destacavam-se os azóis, 

inibidores da síntese de novo de ergosterol, um dos componentes da membrana fúngica 

(MILAN; MARTINEZ, 2002). Essa classe de antifúngicos apresenta, de modo geral, 

alta lipofilicidade, além de vulnerabilidade metabólica, resultando em baixa 

biodisponibilidade oral, grande volume aparente de distribuição, concentrações 

sanguíneas baixas e alta ligação às proteínas plasmáticas (RICHARDSON et al., 1990; 

SANT’ANA; MILAN; MARTINEZ, 2002; RAMOS et al., 2015).  

O fluconazol aparece como prospecção terapêutica a partir de sua síntese em 

1985, pois apresentou excelente atividade antifúngica em modelos animais, além de 

adequada solubilidade em água, permitindo sua administração intravascular (CHA; 

SOBEL, 2004). Este antifúngico é um dos representantes da segunda geração de 

compostos azólicos (os triazóis) e tem sido utilizado com sucesso no combate a 

infecções fúngicas sistêmicas e das mucosas causadas por Candida albicans, a qual é a 

espécie mais comum de fungo patogênico encontrada em pacientes hospitalizados 

(MARRA; CAMARGO, 2002; SANT’ANA; MILAN; MARTINEZ, 2002). Neste 
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sentido, é bem conhecido seu amplo uso na década de 2000 como escolha terapêutica 

pela classe médica para tratar infecções por Candida spp, incluindo orofaríngea e 

candidíase esofágica, candidíase vulvovaginal, candidemia e candidíase disseminada 

(CHA; SOBEL, 2004). 

 

3. 2  EPIDEMIOLOGIA 

 

 Os dados epidemiológicos sobre infecções fúngicas parecem estar relacionados, 

já há algum tempo, ao aumento da suscetibilidade da população em função de uma 

cronologia histórica (CHIH-CHENG et al., 2008; RAMOS et al., 2015), denotando uma 

diminuição da capacidade de resposta do sistema imune e ou aumento da resistência de 

fungos à terapia disponível. 

 De fato, o sistema imunológico pode se tornar debilitado por fatores como: a 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS); procedimentos de transplantes e 

quimioterapia com antitumorais; uso indiscriminado de antimicrobianos de largo 

espectro ou crônico de corticoides; e por procedimentos médicos invasivos, como 

cirurgia e hemodiálise (UPTON; MARR, 2006). 

 As infecções hospitalares causadas por fungos tornaram-se um problema 

crescente de saúde pública em muitos países (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; 

MALUCHE; SANTOS, 2008). A maior parte dessas infecções hospitalares é causada 

por fungos, onde destaca-se o gênero Candida spp, o qual é responsável por cerca de 

80% das infecções fúngicas no ambiente hospitalar e constitui causa relevante de 

infecções de corrente sanguínea. Isto acontece devido ao fato das leveduras do gênero 

Candida ter alta frequência de colonização em humanos (COLOMBO; GUIMARÃES, 

2003; MALUCHE; SANTOS, 2008; BLANCO et al. 2014; RAMOS et al. 2015).  

 Já as espécies não-albicans respondem por ao menos 50% das infecções 

invasivas por Candida spp, apresentando peculiaridades de história natural e 

sensibilidade a antifúngicos (BLANCO et al. 2014; RAMOS et al. 2015). A mortalidade 

geral de fungemias por Candida spp é da ordem de 40 a 60%, tornando esta 

complicação infecciosa um grande desafio para os clínicos que trabalham em hospitais 
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terciários em diferentes países (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; BLANCO et al. 

2014; RAMOS et al. 2015). 

 Outra importante patologia causada por fungos é a criptococose, doença causada 

pela levedura Cryptococcus neoformans, que assumiu um papel relevante por ser 

considerada uma das micoses mais comuns em pacientes imunodeprimidos, 

particularmente nos portadores da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), 

acometendo principalmente o SNC. O comprometimento da imunidade celular é 

considerado o principal fator predisponente para infecção por esse microrganismo 

(PASSOS et al., 2002; MOREIRA et al, 2006). 

 Na prática clínica, os principais grupos de antifúngicos utilizados são: as 

sulfonamidas, azóis, polienos, fluorocitosina e equinocandinas. Estes antifúngicos 

interagem ou inibem a síntese de novo do ergosterol, principal esterol da membrana 

plasmática fúngica (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1994; TRAVASSOS et al., 

2008).  

   

3. 3  ANTIFÚNGICOS 

  

 Os polienos (anfotericina B e nistatina) são fungicidas que atuam aumentando a 

permeabilidade da membrana plasmática por se ligarem a esteróis de membrana, 

principalmente ao ergosterol, comprometendo a integridade da membrana, e levando à 

morte celular (SANGLARD, 2002). Embora a anfotericina B seja o antifúngico mais 

utilizado no tratamento de micoses sistêmicas, seu uso clínico tem sido limitado devido 

ao alto nível de nefrotoxicidade (SANGLARD, 2002). 

 Já os azóis (fluconazol, itraconazol, cetoconazol, saperconazol e voriconazol) 

interagem com a enzima citocromo P-450 14-α-esterol demetilase (CYP51A1), a qual é 

essencial para a síntese de novo do ergosterol, se ligando ao grupo heme no sito ativo da 

enzima (SANGLARD, 2002). Essa inibição causa a depleção da concentração de 

ergosterol e acúmulo de esteróis alterados na membrana. Embora a CYP51A1 também 

esteja envolvida na síntese de novo de colesterol em mamíferos, os azóis apresentam 

uma afinidade significativamente maior pela enzima de fungos (SANGLARD, 2002). 

De modo geral, foi observado que os azóis apresentam boa atividade contra 
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determinados fungos em culturas in vitro são efetivos para propósitos clínicos, 

apresentando menores efeitos adversos quando comparados à anfotericina B (HAHNN; 

HAMDAM, 2000). 

 As equinocandinas são uma nova classe de antifúngicos altamente seletivos de 

lipopeptídeos que inibem a biossíntese das β-(1,3) glicanas, constituintes da parede 

celular fúngica. Tendo em vista que células de mamíferos não possuem β-(1,3), esta 

classe de agentes se torna seletiva em sua toxicidade a fungos (KURTZ; DOUGLAS, 

1997). Existem três equinocandinas no mercado: micafungina, caspofungina e 

anidulafungina. Dentre estas, somente a caspofungina está aprovada para o tratamento 

de candidíase (PERLIN, 2007). 

 Os principais grupos de antifúngicos sistêmicos comumente utilizados para o 

tratamento de patologias causadas por fungos são os imidazóis (cetoconazol), triazóis 

(fluconazol e itraconazol) e alilamina (terbinafina). Apesar de haver uma variabilidade 

maior de opções de antifúngicos, tanto tópicos quanto sistêmicos, o arsenal terapêutico 

ainda é bastante restrito, e é clara a necessidade de novos antifúngicos mais eficazes e 

menos tóxicos. Também deve-se levar em consideração o fato de que a resistência dos 

fungos aos fármacos antifúngicos disponíveis continua a crescer, o que dificulta o 

tratamento, apesar do surgimento de novos medicamentos (TAPIA, 2012). 

 O cetoconazol é o mais conhecido representante da primeira geração de 

compostos azólicos. Porém, ocasionalmente, o tratamento com este fármaco precisa ser 

interrompido em virtude de efeitos adversos no trato gastrintestinal. Além disso, o 

cetoconazol não apresenta eficácia no tratamento de candidíase sistêmica ou meningite 

criptocócica (BENNETT, 1996). Posteriormente a ele, fluconazol se estabelece como 

opção para terapia frente às limitações do cetoconazol. 

 Os derivados triazólico mais recentes, devem suas atividades antifúngicas, pelo 

mesmo em parte, a inibição da 12 a- esterol desmetilase dependente do citocromo P-

250, responsável pela conversão do lanosterol em ergosterol ( figura 1) ( 

GHANNOUM; RICE, 1999). Por isso, comprometem a biossíntese do ergosterol na 

membrana citoplasmática levam ao acúmulo de esteróis, os quais podem desagregar o 

arranjo compacto das cadeias acíclicas dos fosfolipídios, comprometendo as funções de 

determinados sistemas enzimáticos ligados à membrana, como a ATPase e as enzimas 
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de transporte de elétrons ( GHANNOUM; RICE, 1999), inibindo assim, o crescimento 

dos fungos. 

 O ergosterol é um componente essencial da membrana plasmática fúngica, onde 

regula a permeabilidade da membrana e tem um papel importante na respiração 

mitocondrial e fosforilação oxidativa (BOSSCHE et al., 2003). A inibição da síntese de 

ergosterol afeta o citocromo c oxidase nas mitocôndrias; e aumenta a síntese de quitina, 

resultando em uma distribuição irregular da mesma (BOSSCHE et al., 2003). Portanto, 

é esperado que mudanças nos níveis de ergosterol e nas estruturas de esteróis 

influenciem a atividade de várias rotas metabólicas.  

 As células fúngicas e as células humanas utilizam a mesma via metabólica para a 

síntese dos esteróis de membrana até a formação do metabólito lanosterol, a partir do 

qual as vias bioquímicas se divergem. Convergentemente, a síntese destes esteróis 

envolve uma complexa rota de reações bioquímicas que envolvem cerca de 20 enzimas, 

partindo do acetil CoA até a formação do esqualeno. O esqualeno é uma molécula 

alifática com 30 átomos de carbono que é ciclizada para a formação do lanosterol. O 

lanosterol, por sua vez, sofre múltiplas reações bioquímicas para originar o colesterol eo 

ergosterol por vias metabólicas diferentes ( NELSON; COX, 2011). 

 A biossíntese de ergosterol em fungos envolve complexas vias metabólicas, que 

podem diferir um pouco a depender da espécie e linhagem. Em termos gerais, é bem 

descrito que o lanosterol sofre três sequenciais desmetilações no carbonos C-14, C-14ª e 

C-14 B formando o zimosterol, o qual é transformado em fecosterol. O fecosterol sofre 

isomerização para formar episterol e, e, seguida, o ergosterol, conforme esquematizado 

na figura 1 (BERG et al., 2010). 
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Figura 1- Rota da biossíntese do Ergosterol 

3. 4  FLUCONAZOL 

 

 O fluconazol, formulado na década de 80, é um fármaco antifúngico triazólico 

de amplo espectro (Figura 2), efetivo contra uma variedade de fungos que causam 

micoses sistêmicas em humanos, como a meningite criptocócica, além de exercer 

reconhecido efeito sobre infecções superficiais causadas por diferentes espécies do 

gênero Candida (CHA; SOBEL, 2004). Este fármaco tem absorção por via oral 

completa e muito rápida, além de apresentar maior hidrofilicidade em relação a outros 

derivados azólicos, o que favorece sua penetração em líquidos corporais, podendo 

alcançar níveis de 90% no líquido cefalorraquidiano de pacientes com meningite 

(RICHARDSON; WARNOCK, 1993; SANTOS et al., 2005). 

 

Figura 2- Estrutura do Fluconazol 

Fonte: PEREIRA, 2007 
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 Pereira et al., (2004) e Porta, Chang, Storpirtis, (2005) avaliaram a 

biodisponibilidade e bioequivalência de formulações em cápsula comerciais de 

fluconazol disponíveis no mercado brasileiro e, em ambos os estudos, as cápsulas 

comerciais foram consideradas bioequivalentes ao produto de referência. 

 Segundo Sharma e Bathia (2011), o fluconazol é considerado um agente 

fungistático e fungicida e, em relação ao mecanismo de ação, o fluconazol age inibindo 

a síntese de novo do ergosterol fúngico em uma das etapas finais de sua biossíntese, o 

qual é essencial para manutenção da fluidez membranar dos fungos (WALSH et al., 

1997). 

Mais especificamente, esse composto triazólico atua inibindo o CYP51, essa 

inibição não permite a geração do acetato de ergosterol por inibir a lanosterol 

dimetilase, que é dependente de citocromo P-450 da levedura, prejudicando a captação 

de nutrientes, o que se traduz por inibição do crescimento fúngico, originando alterações 

morfológicas que resultam em necrose celular (GHANNOUM; KUHN, 2002; 

RICHARDSON; WARNOCK, 1993). 

Dentre as infecções fúngicas de grande notoriedade clínica estão àquelas 

reconhecidas como oportunistas, como a criptococose. Esta doença está comumente 

associada aos pacientes portadores do vírus da imunodeficiência adquirida humana 

(HIV). Atualmente, a criptococose associada ao HIV constitui-se em um grave 

problema de saúde, com taxas de prevalência que variam de 4,2% em países 

desenvolvidos, para 17% em países da África e Colômbia, chegando a atingir uma taxa 

de incidência de 3,3 para cada 1.000 doentes portadores de HIV (AGUDELO et al., 

2015). 

 Não menos preocupante, a epidemia da AIDS cresce juntamente à exposição 

adicional aos fármacos azólicos, o que gera uma outra problemática: a incidência de 

resistência aos antifúngicos (RIBEIRO et al., 2005). Por outro lado, segundo trabalho de 

Aller et al. (2007), relacionado à susceptibilidade ex vivo, houve um decaimento da 

resistência fúngica ao fluconazol, considerando o período entre 1996 e 2007.  

 Dentro do contexto dualístico da patologia e da farmacologia, o fluconazol 

apresenta-se, atualmente, como uma opção valiosa, tendo em visa sua relevante 

atividade antifúngica, sua tolerabilidade, sua baixa incidência de efeitos colaterais, além 
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de poder ser administrado tanto por via intravascular quanto por via oral (JOHNSON, 

2008). A união dessas características o torna um agente ideal para prevenção e 

tratamento de infecções fúngicas em pacientes imunossuprimidos, com sua utilização 

aumentada, significativa e particularmente, em pacientes com AIDS (COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003; JOHNSON, 2008, AGUDELO et al. 2015).  

 

3.5 TOXICIDADE  

  

 A fim de se avaliar o risco de efeitos genotóxicos e cancerígenos para seres 

humanos, as autoridades reguladoras da Europa, Japão e EUA recomendam que estudos 

pré-clínicos de genotoxicidade e de carcinogenicidade façam parte da geração de dados 

que compilam os documentos destinados à aprovação da comercialização de produtos 

farmacêuticos (BRAMBILLA; MARTELLI, 2009). Dentro dessa perspectiva, dois 

testes bastante utilizados na avaliação genotóxica e mutagênica de produtos químicos 

são, respectivamente, o ensaio cometa e o teste de micronúcleos (CARVALHO et al., 

2010). 

 A preocupação acerca dos efeitos mutagênicos e carcinogênicos induzidos por 

fármacos sobre a população humana é cada vez maior. O monitoramento adequado de 

tais agentes vem sendo considerado como um dos mecanismos de prevenção e controle 

de algumas reações adversas e efeitos colaterais importantes, o que inclui diversas 

desordens genéticas (WHO, 1993). Alguns biomarcadores de genotoxicidade e 

mutagenicidade são utilizados para a avaliação de efeitos agudos e crônicos de 

fármacos, podendo predizer um perfil de segurança e eficácia de novas moléculas. 

Numerosos produtos químicos, potencialmente mutagênicos, têm sido estudados, 

principalmente, porque podem causar mudanças prejudiciais e herdáveis no material 

genético, sem ser imediatamente expressas (CAPELA, 2001). 

  

3.6 TOXICIDADE DO TRATAMENTO COM FLUCONAZOL 

  

 O fluconazol, mesmo em doses terapêuticas de 400 mg/dia e meia vida de 30 

horas, apresenta efeitos adversos relevantes em alguns pacientes, tais como: náuseas, 
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dor abdominal, vômitos, diarreia, cefaleia e, raramente, hepatotoxicidade, dermatite 

esfoliativa, anafilaxia, plaquetopenia e leucopenia (FICA, 2004). 

 Ainda, pelo fato de haver a indicação desse antifúngico ser administrado com 

uma dose de carga equivalente ao dobro da terapia a ser adotada para assegurar 

concentrações estacionárias desde o segundo dia, aumenta, consideravelmente, o risco 

de neurotoxicidade, a qual é observada com concentrações plasmáticas de 80 µg/mL e 

associada a doses de 800 mg/dia ou a doses menores na presença de deficiência de 

função renal (FICA, 2004). 

 O uso indiscriminado desse fármaco, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos, vem apresentando resultados insatisfatórios no tratamento de 

infecções fúngicas em função do aparecimento da resistência fúngica, o que acaba 

trazendo a discussão da necessidade de novos agentes antifúngicos, com maior espectro 

e potência, porém, com menor toxicidade (SANTOS JR et al., 2005). 

 O fluconazol foi formulado no ano de 1981, porém foi apenas a partir do ano de 

2006 que a ANVISA passou a exigir os testes de genotoxicidade para os medicamentos 

lançados a partir deste ano. Sendo assim, o fluconazol não passou pelos testes de 

genotoxicidade. 

 

3.7 GENOTOXICIDADE 

 

A molécula do ácido dexosirribonucleico, o DNA, é constituída por duas cadeias 

helicoidais polimerizadas de nucleotídeos que se enrolam ao redor de um mesmo eixo 

longitudinal, formando uma dupla hélice. Os nucleotídeos são constituídos por bases 

nitrogenadas associadas às moléculas de ribose e fosfato através de ligações 

fosfodiéster. As desoxirriboses ficam no plano externo em relação às bases 

nitrogenadas, expostas ao meio aquoso. O espaço entre uma fita e outra forma um sulco 

que é ligado por pareamento de bases nitrogenadas através de pontes de hidrogênio 

(MARZZOCO, 1999).  

 Em uma extremidade da fita do DNA está livre a hidroxila do carbono-5 da 

primeira pentose e na outra está livre a hidroxila do carbono-3 da última pentose.  Já na 

fita complementar este sentido é invertido. Durante a duplicação do DNA, fundamental 
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para a divisão celular (mitose e meiose), a DNA polimerase, a qual é a principal enzima 

envolvida, sintetiza as fitas de DNA no sentido 5'- 3', produzindo fitas complementares.  

 A direção de síntese da nova fita de DNA e o fato das duas fitas moldes 

correrem em sentido antiparalelo: além de necessitar de uma fita molde e de um primer, 

a DNA polimerase somente consegue sintetizar uma nova molécula de DNA 

acrescentando novos nucleotídeos ao carbono 3´do glicídeo(o carbono 5´ fica localizado 

na parte oposta a esse glicídeo). Por isso se diz que a biossíntese dos ácidos nucleicos 

ocorre no sentido 5´ → 3´. Como cada fita da molécula de DNA corre em sentido 

inverso, a sua duplicação ocorre em direções opostas (MARZZOCO, 1999; SILVA et 

al., 2003). 

As bases nitrogenadas são divididas em dois grupos de acordo com a figura 3: as 

purinas e as pirimidinas. As derivadas das purinas são a adenina (A) e a guanina (G), e 

as derivadas das pirimidinas são a citosina (C) e a timina (T). O pareamento das bases 

de cada fita se dá de maneira específica, de forma que uma purina sempre seja pareada 

com uma pirimidina, especificamente: adenina (A) com timina (T) e citosina (C) com 

guanina (G). A dupla hélice de DNA é, portanto, mantida basicamente por duas forças: 

as pontes de hidrogênio formadas entre as bases complementares e por interações 

hidrofóbicas (SILVA et al., 2003).  

 

 

Figura 3-Estrutura do DNA. 

(Imagem disponível adaptada de  http://publications.nigms.nih.gov/thenewgenetics/chapter1.html, acesso 

em 03/11/2015). 
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 A molécula de DNA pode ser alvo de xenobióticos metabólicas que reagem 

diretamente, ou indiretamente, com a incorporação de nucleotídeos análogos, ou 

bloqueando funções metabólicas do DNA como, por exemplo, as topoisomerases e as 

DNA polimerases. Duas estratégias estão envolvidas nas respostas aos danos ao DNA: 

os danos são reparados ou tolerados, ou as células são removidas por apoptose. Aqui 

não levamos em consideração a possibilidade de necrose, a qual não adentra no campo 

da reparação, portanto, não há possibilidade de que os processos apoptóticos se 

estabeleçam neste caso. O não reparo no caso de a célula manter-se viável, por sua vez, 

leva a consequências tais como as aberrações cromossômicas, mutações em genes e 

transformações que concorrem malignas (KULTZ, 2005). 

 Nos estágios iniciais de desenvolvimento de novos fármacos, tem sido dada 

grande ênfase aos estudos de genotoxicidade, uma vez que, dentre as várias reações 

adversas que um medicamento pode causar, está à ocorrência de efeitos genotóxicos e 

carcinogênicos. Os testes de genotoxicidade e mutagenicidade in vivo são ferramentas 

sensíveis para detecção da ação lesiva ao material genético e do potencial carcinogênico 

de várias moléculas (MALUF; ERDTIMANN, 2003).  

Destarte ao potencial carcinogênico, os estudos genotóxicos também encontram 

amparo na elucidação mecanística dos fenômenos relacionados a doenças congênitas, 

doenças genéticas (mutagênese) degenerativas e envelhecimento celular (ERDTMANN, 

2003). Tendo esses pressupostos como base, os estudos genotóxicos ganham 

notoriedade em sua relação com a segurança de uso de drogas, fármacos, insumos 

farmacêuticos, contaminantes ambientais antropogênicos em geral, entre outros, 

principalmente quando os mesmos são utilizados ou protagonizam uma perspectiva de 

uso ou exposição prolongados (LIU et al., 2012). 

No Brasil, diretrizes atuais reguladas pela ANVISA, exigem testes genotóxicos 

para comercialização de novos fármacos naturais e sintéticos, de forma a comprovar a 

segurança destes fármacos. Estes testes passaram a ser obrigatórios a partir do ano de 

2006 (ANVISA, 2013). Porém, os medicamentos que foram lançados antes desta data 

no país, não possuem em seus processos de liberação para comércio e emprego 

terapêutico esta exigência, como é o caso do fluconazol. 

 Estudos que envolvem a genotoxicidade incluem, principalmente, danos no 

DNA, mutações e aberrações cromossômicas. Os ensaios de genotoxicidade in vivo e in 
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vitro são ferramentas sensíveis para a detecção da genotoxicidade e da potencial 

carcinogenecidade de diversas moléculas (COMBES, 1992; CHOY, 2001).  

 A identificação de compostos genotóxicos é importante para avaliar a segurança 

de medicamentos, alimentos e contaminantes ambientais à saúde de humanos e de 

animais. Um considerável número de testes existe para detecção da genotoxicidade de 

compostos in vitro, bem como para mensuração da exposição a compostos genotóxicos 

in vivo (POWERS et al., 1995; HOVHANNISYAN, 2010). Segundo Eastmond et al. 

(2009), um único teste não é suficiente para detectar todas as substâncias genotóxicas, 

pois uma gama de eventos genéticos pode ocorrer após o contato com o agente. 

 Muitos dos agentes genotóxicos interagem quimicamente com o material 

genético, gerando alteração oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA. 

Funcionalmente, tais agentes possuem a habilidade de alterar a replicação do DNA e a 

transmissão genética. Na grande maioria dos casos, a lesão é reparada pelo próprio 

organismo ou a célula é eliminada. Dependendo do agente causador dos danos, 

diferentes caminhos de reparo estão envolvidos, tais como o reparo por excisão de 

nucleotídeos (NER), reparo por excisão de bases (BER), reparo por recombinação não 

homóloga (NHEJ), recombinação homóloga (HRR), reparo de crosslink (FANC) e 

anelamento de fitas simples (NATARAJAN; PALITTI, 2008). 

  O reparo pela via NER está relacionado à presença de crosslinks entre as fitas 

do DNA ou qualquer tipo de lesão que induza distorções na molécula de DNA. De uma 

maneira geral, o reparo por essa via apresenta os seguintes passos: (1) reconhecimento 

da lesão no DNA; (2) recrutamento do complexo de reparo; (3) preparação do DNA 

para o reparo pela ação de helicases; (4) incisão na fita danificada, de cada lado da 

lesão, com a liberação do fragmento danificado com cerca de 24-32 nucleotídeos; (5) 

preenchimento do gap; (6) ligação do novo fragmento sintetizado (ligação fosfodiester) 

(DRABLOS et al., 2004).  

 As mutações ocorridas nas bases do DNA são também reparadas pelo 

mecanismo BER (base nucleotide excision) que inclui: (1) excisão da base danificada; 

(2) incisão no esqueleto do DNA no sítio AP; (3) remoção da extremidade AP; (4) 

preenchimento do gap formado; e (5) ligação da nova fita biossintetizada. Em células de 

mamíferos, o BER é a principal via de reparo que atua contra danos de fita simples 

causados por agentes metilantes, oxidantes e outros agentes genotóxicos, além de um 

grande número (cerca de 10.000 por célula por dia) de depurinações espontâneas 

(WILSON et al., 2003).  
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 Caso essa lesão seja fixada, provocando alterações hereditárias (mutações), que 

podem se perpetuar nas células filhas durante o processo de replicação, o agente é 

denominado mutagênico (CAPELA, 2001; NASCIMENTO, 2001). 

 

 Existem duas vias principais de morte celular: a necrose e a apoptose, ambas 

desencadeadas por agressões intracelulares ou extracelulares. O processo de necrose 

ocorre principalmente devido às perturbações externas e não fisiológicas, enquanto que 

o processo de apoptose pode ocorrer através das vias extrínseca (citoplasmática) ou 

intrínseca (mitocondrial) (GRIVICICH et al., 2007). 

 A necrose celular é um processo metabólico e morfológico gerado a partir de um 

determinado insulto à célula e que induz a mesma à morte. Estas agressões às células 

podem ocorrer através de agentes físicos, agentes químicos e agentes biológicos. 

(GUIDUGLI-NETO, 1997). 

 A morte celular por necrose ocorre, geralmente, em resposta a danos severos às 

células e é caracterizada, morfologicamente, por um aumento do volume citoplasmático 

e mitocondrial, ruptura da membrana plasmática e liberação do conteúdo extracelular. 

Consequentemente, gera-se uma resposta inflamatória, que pode causar danos e, por 

vezes até morte às células circunvizinhas, nesta condição um grande número de células 

são afetadas e lesadas ao mesmo tempo e, devido ao desenrolar do processo 

inflamatório, verificam-se alterações irreversíveis no tecido e/ou órgão afetado 

(GUIDUGLI-NETO, 1997). 

Por outro lado, o padrão de alterações morfológicas e bioquímicas celulares 

associadas à morte celular programada, ou apoptose, em alguns processos patológicos in 

vivo inclui: formação de vacúolos citoplasmáticos, encolhimento e diminuição do 

contato entre células vizinhas, fragmentação da membrana nuclear e condensação 

cromatínica, despolarização de membrana mitocondrial, fragmentação 

internucleossomal do DNA e alterações na assimetria de fosfolípidios da membrana 

plasmática (ANAZETTI; MELO 2007).  

A figura 4 representa o esquema da morfologia celular em processos de necrose 

(em cima) e apoptose (em baixo) (ANAZETTI; MELO 2007). No processo de morte 

celular por necrose ocorrem alterações da função mitocondrial, diminuindo 

drasticamente a produção de ATP (adenosina trifosfato) e interferindo na função da 
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bomba Na
+
/K

+
, o que conduz à tumefação celular devido ao aumento de Na

+
 presente 

no citoplasma. O aumento do Ca
2+

 no citoplasma provoca a ativação de fosfolipases e 

de proteases que, juntamente com o aumento de espécies reativas de oxigênio, induzem 

ruptura da membrana plasmática e ativam as proteases, com consequente indução do 

extravasamento do conteúdo celular, sinalizando, deste modo, a migração de 

macrófagos e ativando uma resposta inflamatória do sistema imune (ANAZETTI; 

MELO 2007). 

 

 

Figura 4  Diferenças morfológicas da necrose e da apoptose.  

Fonte: ANAZETTI; MELO 2007. 

 Ao contrário da retração celular observada em células apoptóticas, na necrose 

observa-se um edema celular devido às lesões no citoesqueleto e inibição da bomba de 

Na
+
/K

+
, o que origina a perda da permeabilidade seletiva da membrana. Em contraste, o 

processo apoptótico envolve a participação ativa das células afetadas na cascata de 

autodestruição que culmina em degradação do DNA pela via de ativação de 

endonucleases, desintegração nuclear e formação de corpos apoptóticos. Estes são 

rapidamente retirados do tecido por macrófagos, sendo que esta sinalização ocorre 

devido à translocação da fosfotidilserina do lado interno para o lado externo da 

membrana “assinalando” as células que deverão ser fagocitadas (ANAZETTI; MELO 

2007).  
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 Já a apoptose é caracterizada como um processo ativo fundamentado pela 

autodigestão controlada dos constituintes celulares, devido à ativação de proteases 

intracelulares e endonucleases. A ativação dessas proteases compromete a integridade 

do citoesqueleto, provocando verdadeiro colapso da estrutura celular. Em resposta à 

contração do volume citoplasmático, a membrana celular forma bolhas e acaba por 

comprometer a conformação de seus lipídeos e, por extensão, da fisiologia 

membranocelular (PAROLIN; REASON, 2001).  

 Um dos aspectos que distingue a apoptose da necrose é a preservação da 

integridade da membrana plasmática na primeira, que evita a liberação dos constituintes 

celulares para o meio extracelular e, consequentemente, a modulação da intensidade da 

resposta de quimiotaxia e de ativação de células fagocíticas. No entanto, algumas vezes, 

a apoptose e a necrose coexistem; além disso, a apoptose induzida por alguns estímulos 

patológicos pode progredir para a necrose (PAROLIN; REASON, 2001). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

  A obtenção da matriz biológica em estudo, ou seja, leucócitos humanos para 

realização das culturas e, por extensão, para os protocolos utilizados neste trabalho, foi 

aprovada pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Santa Maria n° 

0089.0.243.000-07. 

 4.1 Substâncias químicas 

  

 O medicamento fluconazol utilizado foi fabricado em um dos laboratórios que 

comercializam o fluconazol como medicamento genérico, onde cada cápsula continha 

150 mg do fármaco. 

Todos os outros reagentes utilizados, incluindo o principio ativo de fluconazol - 

sob a forma de pó, com grau de pureza de 99%, foram adquiridos da SIGMA-Aldrish. 

 

4.2  Preparo da cultura de leucócitos humanos 

 As culturas de leucócitos foram preparadas utilizando 1 mL de sangue venoso 

coletado por venopunção de voluntário adulto jovem, maior de 18 anos não usuário de 

medicação. Os linfócitos, obtidos através de gradiente de centrifugação, foram 

imediatamente transferidos para o meio de cultura contendo 9 mL de meio RPMI 1640, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina/penicilina, 

conforme descrito em trabalho prévio do nosso grupo (SANTOS MONTAGNER et al., 

2010).  Os frascos de cultura celular foram colocados em estufa a 37ºC por 72 horas. O 

controle negativo foi preparado utilizando tampão PBS 7,4 e o controle positivo com 

peróxido de hidrogênio. 

As concentrações testadas foram de 6, 12, 30, 60 e 120 μg/mL correspondentes 

ao princípio ativo e à cápsula de fluconazol, estas concentrações foram calculadas a 

partir do valor do pico plasmático do Fluconazol. Todos os grupos foram ensaiados em 

triplicata. 
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4.3 Avaliação dos parâmetros citotóxicos e genotóxicos em cultura de leucócitos 

humanos. 

 

A técnica escolhida para avaliar a citotoxicidade foi à viabilidade celular, 

enquanto que os parâmetros genotóxicos foram avaliados através das seguintes técnicas: 

proliferação celular e teste cometa alcalino.  

 

4.3.1 Viabilidade celular 

A viabilidade foi avaliada através da perda da integridade da membrana 

leucocitária utilizando 100 μL de azul de Tripam e 100 μL da amostra (BUROW et al., 

1998). Nesta técnica, as amostras provenientes das culturas de linfócitos foram 

submetidas ao reativo de Turk e, após três minutos, uma alíquota foi colocada em uma 

câmara de Neubauer e visualizada em microscópio no aumento de 400X. A 

diferenciação entre as células vivas e mortas foi observada através da coloração azul no 

citoplasma das células inviáveis. Um total de 300 células foi contabilizado por lâmina. 

4.3.2 Proliferação celular 

  Em um microtubo foi adicionado 90 μL de solução de Türk e 10 μL da amostra 

homogeneizada. Após, a câmara de Neubauer foi preenchida com esta suspensão e a 

contagem dos leucócitos foi realizada nos campos assinalados com a letra “L” conforme 

a figura 5. 

  A fórmula utilizada foi:  

Número total de leucócitos/mL = número de células contadas x 10
4
 x diluição / 4 

(número de quadrados) 
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Figura 5 Método de contagem de leucócitos em câmara de Neubauer.(Imagem disponível em: 

http://www.fmvz.unesp.br/takahira/PDFs/T%C3%A9cnicas%20especializa%C3%A7%C3%A3o.p

df, acesso em 08/06/2015). 

 

4.3.3 Teste do cometa alcalino 

 Este teste foi realizado seguindo os procedimentos ensaiados por Singh (1988) e 

em concordância com as diretrizes para uso do ensaio cometa (TICE et al., 2000; 

HARTMANN et al., 2003; NADIN et al., 2001). Após a incubação, as amostras 

(leucócitos) foram homogeneizadas com agarose de baixo ponto de fusão 0,75% e 

adicionadas em lâminas de microscópio pré-revestidas com agarose 1,5%. As lâminas 

foram imersas em uma solução de lise, para na sequência realizar corrida eletroforética 

(20 min a 300 mA e 25 V) em tampão NaOH 300 mM e pH > 13.  Ao final da 

eletroforese, as lâminas foram neutralizadas e submetidas à secagem em temperatura 

ambiente overnight. As lâminas secas foram então reidratadas, fixadas, secas e coradas 

com nitrato de prata. Danos no DNA foram determinados utilizando o índice de dano do 

DNA. Cem nucleoides por lâmina (em triplicata para cada grupo) foram selecionados e 

analisados. Os nucleoides foram classificados de acordo com o comprimento da cauda e 

receberam pontuação de 0 (sem migração) a 4 (migração máxima) (Figura 6). Portanto, 

o índice de dano para as células pode variar de 0 (não ocorreu migração) a 4 (presença 

de migração máxima). 

 

Figura 6 - Classificação dos nucleoides conforme comprimento da cauda: 0: classe 0; 1: classe 1; 2: 

classe 2; 3: classe 3; 4: classe 4. 

Fonte: GÜEZ et al. (2012). 

http://www.fmvz.unesp.br/takahira/PDFs/T%C3%A9cnicas%20especializa%C3%A7%C3%A3o.pdf
http://www.fmvz.unesp.br/takahira/PDFs/T%C3%A9cnicas%20especializa%C3%A7%C3%A3o.pdf
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4.4 Análise estatística 

   

  Os dados provenientes dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade foram 

expressos em média ± desvio padrão. As comparações entre os grupos foram realizadas 

utilizando análise de variância (ANOVA) de uma via. Ambos tratamentos estatísticos 

foram complementados com o teste de Tukey para múltiplas comparações. Os 

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <0,05. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 5.1 Genotoxicidade 

 

 A identificação de compostos genotóxicos é importante para avaliar a segurança 

de medicamentos, alimentos e contaminantes ambientais à saúde humana (POWERS et 

al., 1995). Um considerável número de testes existe para detecção da genotoxicidade de 

compostos ex vivo bem como para mensuração da exposição a compostos genotóxicos 

in vivo (HOVHANNISYAN, 2010).  

 Segundo Eastmond et al. (2009), um único teste não é suficiente para detectar 

todas as substâncias genotóxicas, pois uma gama de eventos genéticos pode ocorrer 

após o contato com o agente. Dessa forma, os riscos genotóxicos são mensurados por 

meio de uma combinação de testes que investigam os principais danos ao material 

genético.  

Para investigar a genotoxicidade do Fluconazol foram realizados os seguintes 

testes: proliferação celular e teste cometa. Os resultados obtidos a partir do ensaio de 

proliferação celular em leucócitos humanos (Figura 7 A) expostos às diferentes 

concentrações do princípio ativo do Fluconazol demonstraram que apenas as três 

maiores concentrações testadas (30 µg/mL, 60 µg/mL e 120 µg/mL) reduziram 

significativamente a proliferação celular em aproximadamente 48,2%, quando 

comparadas ao controle negativo (p<0,05), embora o efeito de redução do número de 

células tenha sido menor em relação ao controle positivo.  

Na Figura 7 B podemos observar os resultados obtidos a partir do ensaio de 

proliferação celular em leucócitos humanos expostos às diferentes concentrações da 

cápsula do Fluconazol, os quais demonstraram que as cinco concentrações testadas (6 

µg/mL, 12 µg/mL, 30 µg/mL, 60 µg/mL e 120 µg/mL) reduziram significativamente a 

proliferação celular, aproximadamente 44,3%, em comparação ao controle negativo 

(p<0,05), mas com efeito semelhante ao controle positivo. 
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 Figura 7 A-B - Ensaio de proliferação celular em leucócitos humanos expostos a diferentes 

concentrações do princípio ativo e da cápsula do Fluconazol. Os dados estão expressos em média ± 

desvio padrão, n=3; p<0,05. As letras sobre as barras representam diferenças significativas entre os 

grupos; CN=controle negativo; CP=controle positivo. 

 A proliferação celular é um parâmetro de avaliação genotóxica que demonstra a 

capacidade de determinada célula ou grupo de células proliferarem-se mediante 

situações que podem ser adversas. No caso, as diferentes concentrações testadas do 

princípio ativo e da cápsula do Fluconazol demonstraram poder interferir no processo de 

proliferação, o qual dispõe de vários alvos moleculares passíveis de sofrer interferência, 

como os que envolvem a manutenção da estrutura da molécula de DNA.  

 Adicionalmente, a determinação das taxas de proliferação em culturas de 

linfócitos é um indicador considerado útil e sensível para demonstrar a ação citostática e 

citotóxica de vários agentes terapêuticos (CARRANO; NATARAJAN, 1998). Não 

obstante, podemos perceber que os excipientes do Fluconazol, que são aparentemente 

inertes, quando adicionados ao mesmo, induziram maior potencial genotóxico que o 

princípio ativo per se. Contudo, não podemos afirmar se esta interferência é apenas 

ocasionada pelos excipientes isoladamente ou se essa potencialização de efeito se dá 

quando em conjunto com o princípio ativo. Diante dessa problemática, estudos 

complementares que venham de encontro com a elucidação de interferências nas fases 

do ciclo celular são necessários. 

 A Figura 8 A-B apresenta os resultados obtidos a partir do índice de dano de 

DNA gerado pelo ensaio cometa alcalino para leucócitos humanos submetidos às 
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diferentes concentrações do princípio ativo e da cápsula do Fluconazol. Na Figura 8 A, 

podemos verificar que o princípio ativo do Fluconazol, nas concentrações testadas (6-

120 µg/mL), não apresentou índices de dano de DNA estatisticamente diferentes do 

encontrado para o controle negativo (p<0,05). Porém, em relação aos resultados 

encontrados para o teste com a cápsula do Fluconazol (Figura 8 B), as duas maiores 

concentrações testadas (60 µg/mL e 120 µg/mL) apresentaram um índice de dano de 

DNA aproximadamente 1,5 vez maior em relação ao encontrado no controle negativo, 

porém, aproximadamente 25 vezes menores que o controle positivo (p<0,05).  
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Figura 8 A-B - Índice de dano de DNA gerado pelo ensaio cometa alcalino em leucócitos humanos 

expostos a diferentes concentrações do princípio ativo e da cápsula do Fluconazol. Os dados estão 

expressos em média ± desvio padrão, n=3; p<0,05. As letras sobre as barras representam diferenças 

significativas entre os grupos; CN=controle negativo; CP=controle positivo. 

 Comparando-se as concentrações de 60 µg/mL e 120 µg/mL da cápsula de 

Fluconazol, podemos perceber um aumento no índice de dano de DNA na concentração 

de 120 µg/mL, o que expressa uma relação concentração-dependente. Adicionalmente, 

fica evidente a interferência dos excipientes da formulação sobre o processo de geração 

de dano oxidativo, o qual denota quebra nas pontes de DNA. 

Curioso notar que há evidências de que a capacidade de indução de dano está 

relacionada ao tipo celular exposto a formulações à base de fluconazol. De fato, Silva et 

al. (2013) demonstraram haver diferenciação nos resultados obtidos a partir do teste de 

dano oxidativo de DNA (cometa) entre células leveduriformes (C. tropicalis) e 

linfócitos humanos, onde não observaram lesão nas primeiras, mas evidenciaram lesões 

de DNA nos linfócitos em concentrações aproximadas de 60 μg/mL, o que corrobora 

com nossos dados para este teste.  
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 Em se tratando de formulações, não se podem desconsiderar as possíveis 

interferências dos excipientes nos testes toxicológicos. Dentre os excipientes presentes 

na formulação do Fluconazol destacam-se os que possuem metal, como dióxido de 

silício, estearato de magnésio e silicato de magnésio como os possíveis indutores de 

dano oxidativo de DNA. O silicato de magnésio, por exemplo, é considerado tóxico na 

porcentagem de 20,75%, de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado para a 

Classificação e Rotulagem de Produtos Químicos (2009).  

 Infelizmente não há acesso à informação da concentração de silicato de 

magnésio incorporado à formulação comercial utilizada neste estudo, contudo, sabe-se 

que metais são potencialmente indutores de processos oxidativos. Todavia, a toxicidade 

deste metal parece estar relacionada à dose administrada e o estado de saúde ou 

condição fisiológica que se encontra. De fato, existem trabalhos na literatura que 

atribuem toxicidade ao Mg  sob a forma de sulfato de magnésio, como a nefrotoxicidade 

em gestantes no tratamento de pré-eclâmpsia e eclampsia em doses de  2.000 µg/mL 

(YU AS, 2001; TOPF, 2003).  

Dentro dessa mesma perspectiva, Das et al. (2015) atribuíram ao sulfato de 

magnésio efeitos sobre a mineralização óssea desfavorável em neonatais de mães 

tratadas com dose 493 µg/mL, sob condição de eclâmpsia. De forma semelhante, porém 

mais drástica, Wedgi et al. (2016) encontraram processos de desmineralização e fraturas 

ósseas em neonatos de mães tratadas com doses entre 2.000 e 2.500 µg/mL/h. 

Por outro lado, alguns estudos que utilizaram magnésio em implantes 

biodegradáveis não demonstraram haver toxicidade do metal (STAIGER et al., 2006; 

BERGLUND et al., 2016). Adicionalmente, Heydary et al. (2015) estudando a 

formulação de nanopartículas de clorpirifos, onde o óxido de magnésio foi usado como 

excipiente nas concentrações de 0,1 µg/mL, 1 µg/mL, 10 µg/mL, 100 µg/mL, e 200 

µg/mL, não encontraram evidência de toxicidade em linfócitos humanos para o teste de 

viabilidade celular, além de ter apresentado propriedades antioxidante, antiapoptótica e 

anti-inflamatória.  

Não menos importante, a toxicidade do dióxido de silício presente na 

formulação estudada também deve ser considerada. Infelizmente, assim como o 

magnésio, não se tem acesso à concentração ou percentual utilizado desse composto no 

produto final (cápsula). Todavia, parece haver, assim como no caso do magnésio, uma 
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relação direta entre a concentração utilizada e a presença ou ausência de toxicidade. De 

fato, Krokowic et al. (2015), testando atividade antibacteriana e antifúngica do dióxido 

de silício, observaram alta efetividade deste composto na concentração de 5.000 µg/mL; 

ao passo que Wang et al. (2014) não observaram toxicidade do dióxido de silício sobre 

revestimento ocular de coelhos nas concentrações entre 0,00224 µg/mL e 0,024 µg/mL. 

Dessa forma, se considerado os resultados dos diferentes estudos supracitados, 

parece haver uma relação entre a capacidade de induzir toxicidade com as doses ou 

concentrações utilizadas de magnésio e dióxido de silício, bem como dos sais que 

veiculam esses metais. Esses pressupostos são determinantes para considerar a 

concentração ou percentual de incorporação à determinada formulação de excipientes à 

base de sais de magnésio, sob pena de induzir toxicidade aos seus consumidores.  

 Há uma carência de estudos na literatura especializada em relação a estudos 

genotóxicos para fármacos, ainda mais considerando o binômio fármacos e excipientes, 

como é o caso do presente estudo, que possam vir a dar maior segurança para o uso de 

medicamentos, ou pelo menos que amplie a análise de risco benefício para escolha de 

modelo terapêutico a ser empregado.  

  

 5.2 Citotoxicidade 

 

 Os resultados obtidos a partir do ensaio de viabilidade celular em leucócitos 

humanos (Figura 9 A-B) expostos às diferentes concentrações do princípio ativo e da 

cápsula do Fluconazol demonstraram que as maiores concentrações testadas da cápsula 

do Fluconazol (60-120 μg/mL), figura 10 B, reduziram significativamente a viabilidade 

das células quando comparados ao controle negativo (p<0,0001).  

O controle negativo apresentou um percentual de células viáveis de 97,33%, 

enquanto o controle positivo demonstrou uma redução aproximada de 11,66% em 

relação ao controle negativo, com um percentual de 85,67% de células viáveis. As 

diferentes concentrações testadas do princípio ativo do Fluconazol (6-120 μg/mL) 

apresentaram, respectivamente, uma viabilidade de 98,33%, 98,67%, 98%, 98% e 

96,67%, com percentuais de viabilidade celular de 11% a 13% superiores em relação ao 
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controle positivo, contudo, não diferiram estatisticamente do controle negativo (Figura 

9 A). 

Ao se analisar a viabilidade celular dos leucócitos humanos submetidos às 

diferentes concentrações (6-120 μg/mL) da cápsula do Fluconazol observou-se um 

percentual de viabilidade de 97,33%, 97,67%, 96,33%, 95,67% e 89,67% (Figura 9 B), 

com um aumento aproximado da viabilidade celular de 4% a 11,66% ao comparar-se 

com o controle positivo, sendo que apenas as duas maiores concentrações da cápsula do 

Fluconazol (60 μg/mL e 120 μg/mL) apresentaram níveis de viabilidade celular 

significativamente menores que as outras três concentrações testadas (6 μg/mL, 12 

μg/mL e 30 μg/mL), se comparadas ao controle negativo (p<0.001), o que evidencia 

uma relação dose dependente.  
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Figura 9 A-B Teste de viabilidade celular em leucócitos humanos expostos a diferentes concentrações da 

cápsula e do princípio ativo do Fluconazol. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão, n=3; 

p<0.0001. As letras sobre as barras representam diferenças significativas entre os grupos; CN=controle 

negativo; CP=controle positivo. 

 

  Os resultados encontrados para o teste de viabilidade demonstram que as duas 

maiores concentrações testadas da cápsula do Fluconazol apresentam citotoxicidade. 

Em relação ao mecanismo de indução de citotoxicidade, se devem levar em 

consideração as vias intracelulares, após captação, e a indução de lesão na membrana 

celular, ou ainda, o aumento do influxo celular do princípio ativo e ou de seus 

excipientes. De qualquer forma, uma ou outra, de forma direta ou indireta, isolada ou 

conjuntamente, pode ocasionar dano a membranas celulares. 



37 

 

 Pelo teste de viabilidade celular realizado, não podemos afirmar se houve o 

curso dos dois processos. Entretanto, a observação do fenômeno é importante, pois trata 

de um estudo com células humanas, onde a literatura apresenta poucos dados, quanto 

mais da segurança de uso de fármacos nos aspectos genotoxicológico e 

citotoxicológico, como é o caso do Fluconazol. 

 Dentro de uma perspectiva de possíveis interferências relacionadas à 

formulação, Yang et al. (2009) corroboram com a possibilidade de o dióxido de silício 

ser o responsável pela citotoxicidade observada em nosso estudo, uma vez que 

demonstraram que este excipiente foi capaz de reduzir a viabilidade celular de forma 

crescente (10% a 25%,) e dose-dependente (5, 10, 20, 50 e 100 ng/mL). Resultados 

semelhantes foram obtidos por Farcal (2015), onde observou diminuição da viabilidade 

celular entre 5% e 50%, nas concentrações entre 10 μg/mL, 25 μg/mL, 50 μg/mL, 75 

μg/mL e 100 μg/mL, sendo as duas últimas responsáveis pelo maior percentual de 

redução em diferentes linhagens celulares humanas, a saber: HUMDUM, RAW264.7 e 

MH-S, para o sistema imunológico; Calu-3, 16HBE e RLE-6TN, para o sistema 

respiratório; TM3 e TM4, para o sistema reprodutor masculino; Caco-2, para o sistema 

gastrointestinal; NRK- 52E, para rins; e NIH-3T3 e MES/D3, para células embrionárias. 

 Existem pouquíssimos estudos na literatura sobre os efeitos citotóxicos e 

genotóxicos causados pelos antifúngicos. Todavia, Kolachana e Smith (1994) ao 

investigarem os efeitos citotóxicos da griseofulvina através do teste de viabilidade 

celular em culturas de linfócitos humanos, nas concentrações de 1, 5, 10, 15 e 20 μg/mL 

e condições experimentais às utilizadas por nosso grupo neste trabalho, obtiveram os 

seguintes percentuais de viabilidade linfocitária: 91,1%; 90,6%; 89,2%; 79,4% e 74,9%. 

Em nosso trabalho, o maior percentual de redução de viabilidade celular (89,67 %) foi 

encontrado para a concentração de 120 μg/mL da cápsula de Fluconazol.  

 O estudo supracitado, apesar da griseofulvina agir em alvo molecular diferente 

do qual age o fluconazol, vem ilustrar o potencial toxicológico ainda muito pouco 

explorado nessa classe farmacológica, principalmente se considerado que os resultados 

obtidos advém da investigação sob baixas concentrações. Este fenômeno evidencia a 

importância dos testes genotóxicos e citotoxicológicos para comprovar a segurança dos 

medicamentos. Neste sentido, o Fluconazol ganha notoriedade, uma vez que é um dos 



38 

 

fármacos mais utilizados para combater infecções fúngicas desde os anos oitenta 

(QUINTERO, 2010). 

 Como pode se observar, é premente uma discussão ampliada sobre a segurança 

do uso do Fluconazol, considerando as alterações observadas neste estudo. De forma 

particular, quando o esquema terapêutico estabelecer um período longo de uso. 

Adicionalmente, não se dispõe de estudos na literatura para estabelecer 

segurança de uso para excipientes, considerando a forma isolada ou conjunta a fármacos 

nas concentrações preconizadas para serem utilizados como insumos farmacêuticos. 

Entretanto, este trabalho abre um caminho sem precedentes sobre estudos 

genotoxicológicos de agentes antifúngicos relacionados à segurança de seu uso, além de 

evidenciar a diferença de efeitos entre o princípio ativo e princípio ativo associado a 

excipientes. 
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6. CONCLUSÕES 

  

 Considerando a exposição de células leucocitárias ao princípio ativo e a cápsula 

do Fluconazol em uma faixa de concentração de 6, 12, 30, 60 e 120 μg/mL, e período de 

incubação de 72 horas, foi possível concluir que: 

  Todas as concentrações testadas da cápsula do Fluconazol (6 12, 30,60 e 120 

μg/mL) demonstraram ser capazes de interferir negativamente no processo de 

proliferação celular, diminuindo o número de células proliferadas em todas as 

concentrações testadas, quando comparadas ao controle negativo. Já no caso do 

princípio ativo do Fluconazol, apenas as três últimas concentrações (30, 60 e 120 

μg/mL) interferiram negativamente no processo de proliferação celular. 

  Na avaliação do índice de dano ao DNA (teste cometa), foi observado dano à 

estrutura de DNA nas concentrações 60 e 120 µg/mL da cápsula do Fluconazol. O 

comportamento foi concentração dependente, com maior indução de dano para a 

concentração de 120 µg/mL. As concentrações testadas com o princípio ativo do 

Fluconazol não foi observado dano à estrutura de DNA. 

  A cápsula do Fluconazol possui atividade citotóxica sobre leucócitos humanos 

nas duas maiores concentrações testadas (60-120 μg/mL) de forma concentração 

dependente. Porém, o princípio ativo do Fluconazol não demonstrou ser citotóxico nas 

concentrações testadas (6 12, 30,60 e 120 μg/mL). 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

  Através dos resultados encontrados, surge a necessidade de estudos 

complementares relacionados à genotoxicidade e mutagenicidade.  

  Há o interesse do grupo de continuar os estudos dentro do contexto mecanísticos 

do princípio ativo e da cápsula do Fluconazol, para uma possível elucidação dos 

fenômenos citotóxicos e genotóxicos observados neste estudo. 
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