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RESUMO

O estresse oxidativo € relatado na etiologia de doencas incluindo as neurodegenerativas, diabetes,
aterosclerose e o céncer, tendo sua origem no desequilibrio entre a formacédo de espécies reativas de
oxigénio e sua eliminagdo no organismo humano.O Fluconazol (FLU)é um antifingico com conhecida
toxicidade por mecanismos relacionados a indugdo de estresse oxidativo. Neste sentido, o presente estudo
avaliou os efeitos da vitamina C frente aos danos oxidativos induzidos peloFLU em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae proficiente e deficientes em enzimas antioxidantes. O FLU foi avaliado por meio
do teste do disco central nas concentracdes de 18.75, 37.5 e 75 pM/mL, de forma isolada, bem como em
associagdo com vitamina C (2 pM/mL).Foram utilizados peroxido de hidrogénio (10 mM) e salina estéril
(0.9%) como controle positivo e negativo, respectivamente. O FLU nas duas maiores concentra¢gfes induziu
(P<0,001) danos oxidativos em todas as linhagens de S. cerevisiae, exceto para a linhagem com genétipo
Sod1A/Cat1A, que sofreu oxidacdo apenas quando exposta a maior concentragdo de FLU, em relacdo ao
controle negativo. Por outro lado, os efeitos oxidantes observados em S. cerevisiae foram modulados
(P<0,001) pela vitamina C em todas as linhagens testadas. Estudos com outros biomarcadores em
eucariotos sdo importantes para avaliar a seguranca do FLU de forma associada com a vitamina C para
doencas relacionadas com estresse oxidativo.

Palavras-chave: Fluconazol; estresse oxidativo; 4cido ascérbico.

ABSTRACT

Oxidative stress is reported in the etiology of neurodegenerative diseases including diabetes,
atherosclerosis and cancer, due to the imbalance between the formation of free radicals and their disposal in
humans by this process. Fluconazole (FLU) is an antifungal drug with known toxicity mechanisms related to
oxidative stress. In this sense, the present study aimed at evaluation the effects of vitamin C on the oxidative
damage induced by FLU both in proficient and deficient Saccharomyces cerevisiae strains. The FLU was
evaluated by the central disc test at concentrations of 75.00 to 18.75 uM/mL isolated form as well as in
combination with vitamin C (2 pM/mL). Hydrogen peroxide (H,O,) (10 mM) and sterile saline (0.9% NaCl
solution) were used as positive and negative controls, respectively. Results suggest that FLU with 18.75
pM/mL and 37.50 pM/mL produced significant (P<0.001) oxidative damage to all S. cerevisiae strains,
except for strain with Sod1A/Cat1A genotype which only suffered rust when exposed to higher concentration
of FLU in relation to negative control. Furthermore, a modulated oxidative damage was observed with
vitamin C to all tested strains. In summary, the studies with eukaryotes may be an important mode to assess
the safety of FLU with vitamin C for diseases related to oxidative stress.

Keywords: Fluconazole; oxidative stress; ascorbic acid.
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INTRODUCAO

O Fluconazol é um agente antimicético de
amplo espectro, sendo comumente utilizado para
tratamento de doencas causadas por Candida

spp., Blastomyces dermatitidis, Cryptococcus
neoformans, Epidermophytom spp., Microsporum
spp. e Trichophyton spp., (SATERNO,
CARLLUCCI e BREGNI, 2010). Entretanto,

existem relatos de toxicidade e hepatotoxicidade
desta droga, bem como outros efeitos colaterais
(EGUNSOLA et al., 2013).

Diversas drogas bactericidas, antivirais e
antifingicas  apresentam  diferentes  efeitos
colaterais incluindo os efeitos genotoxicos,
mutagénicos e carcinogénicos. Algumas drogas
que apresentam efeitos antifngicos, como o
cloranfenicol, dapsona, entecavir, griseofulvina,

isoniazida, metronidazol, nitrofurantoina,
nitrofurazona, estavudina, zalcitabina e
zidovudina, em diversos bioensaios foram
evidenciados resultados positivos para

genotoxicidade e carcinogenicidade (BRAMBILLA
et al., 2013; BRAMBILLA et al., 2012; BRAMBILLA
e MARTELLI, 2009).

Diversos mecanismos de genotoxicidade
podem ser induzidos pelos farmacos, tais como
quebras de fitas simples, duplas, pontes inter e
intracadeias, aductos e, em especial, danos
oxidativos (BRAMBILLA et al.,, 2013). Pesquisas
revelam que as espécies reativas de oxigénio
(EROs), produzidas primariamente nas
mitocondrias, apresentam riscos para Vvarios
caminhos de sinalizagdo celular. Além disso,
muitos fatores de riscos estdo associados ao
estresse oxidativo, incluindo o tabaco, poluentes
ambientais, radiagbes, infec¢cbes virais e
bacterianas, a dieta, bem como agentes
guimioterapicos (GUPTA e VYAS, 2012).

Entretanto, existem mecanismos de
defesas enddgenos e exdgenos que podem atuar
neutralizando as EROs e prevenindo o estresse
oxidativo. A exemplo destes, as defesas
enzimaticas superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, bem como os mecanismos
ndo enzimaticos, como a vitamina E, vitamina C,
glutationa e ubiquinona (ALLEMAN; BAUMANN,
2008). A enzima superéxido dismutase acelera a
conversao de O, em H,O,, caracterizando a
primeira linha de defesa antioxidante. A catalase
reduz o H,O, formando &gua e oxigénio; ja a
vitamina C é responsavel pela remocédo direta de
radicais O, (ZHANG; DU; HUANG, 2011).

O peroéxido de hidrogénio, o radical hidroxil
ou o superéxido sdo constantemente gerados e
eliminados nos sistemas bioldgicos (DICKINSON e
CHANG, 2011). Entretanto, em condicdes

38

normais, os niveis de EROs sao balanceados pela
eliminacdo de radicais livres, por mecanismos de
sequestro (WINTERBOURN, 2008).

A avaliacdo da capacidade oxidante de um
composto pode ser realizada por meio da
sobrevivéncia de  microrganismos tratados
concomitantemente com o oxidante ou associados
a antioxidantes. Os testes realizados nestes
sistemas séo rapidos e permitem a utilizacdo de
um grande ndmero de células com as mesmas
caracteristicas genéticas. Por estas razbes, a
levedura Saccharomyces cerevisiae € um dos

melhores modelos de sistema eucaridtico
unicelular para estudos de estresse oxidativo.
Além disso, sua eficiéncia em estudos

comparados a mamiferos tem se mostrado cada
vez maior (LEME; MARIN-MORALES, 2008).

Neste sentido, o presente estudo teve por
objetivo avaliar o efeito da vitamina C na
modulagdo dos danos oxidativos induzidos pelo
Fluconazol em linhagens de Saccharomyces
cerevisiae.

MATERIAL E METODOS
Quimicos

A substancia teste Fluconazol (Medley®) foi
obtida em farmacia popular (Piaui, Brasil). O &cido
ascorbico (CAS n° 50-81-7) foi obtido da Sigma.

Preparacéo das concentracfes de Fluconazol

Para alcangcar a concentragdo final (75
UM/mL), a quantidade do pé equivalente contendo
2.29 mg de Fluconazol foi dissolvido em 100 mL
de A&gua destilada.Diluicdbes seriadas foram
realizadas para obtencdo das demais
concentragbes (18.75 e 37.5 pM/mL), a partir da
concentracdo de 75 pM/mL. A vitamina C foi
dissolvida em tampéo fosfato 50 mM (pH 7.4) e
diluida até a concentracao final de 2 pM/mL.

Teste do disco central em S. cerevisiae

Foram utilizados no teste do disco central
(OLIVEIRA et al, 2013) Ilinhagens de
Saccharomyces cerevisiae proficiente e
deficientes em defesas antioxidantes para as
enzimas superdéxido dismutase citoplasmatica
(Sod1A) e mitocondrial (Sod2A) e para o duplo
mutante (Sod1A/Sod2A), bem como para a
catalase (Cat1A)e duplo mutante para catalase e
superoxido dismutase citoplasmética
(Cat1A/Sod1A) (Quadro 1). As linhagens foram
gentilmente cedidas pela Universidade Federal do
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Rio Grande do Sul.

Quadro 1. Descricdo das linhagens utilizadas no
estudo. Adaptado de Oliveira et al., 2013.

Origem: Edith Gralla, L Angeles

DESCRICAO GENOTIPO

MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52
EG103 (SodWT) GAL+
EG118 (Sod1A) Sod1::URAS3
EG110(Sod2A) Sod2::TRP1

EG133(Sod1A/Sod2A)
EG223 (Cat14)
EG (Sod1A/Cat1A)

Sod1::URA3 Sod2::TRP1
Catl:: TRP1
Sodl:: URA3 e Catl:: TRP1

O crescimento das células foi realizado em
meio liquido YEL (1% de extrato de levedura, 2%
de bacto peptona e 2% de glicose). Foram feitas
semeaduras em meio soélido YEPD (preparado
adicionando-se a composicdo do meio YEL 2% de
adgar bacto) utilizando aproximadamente 10°
células/mL, provenientes da fase estacionaria de
crescimento, em linha continua da borda ao centro
de uma placa de petri. Para a avaliacdo das
atividades oxidantes e antioxidantes, em um disco
de papel estéril posicionado no centro de cada
placa foi adicionado 10 pL das concentracGes de
Fluconazol (18.75, 37.5 e 75 uM/mL), aplicadas de
forma isolada, bem como em co-tratamento com
vitamina C(2 pM/mL). Além disso, foram utilizados
peréxido de hidrogénio (10 mM) e salina (0.9%)
como controles positivo e negativo,
respectivamente. Apoés 48 horas de incubacdo em
estufa a 30°C, o halo de inibicdo do crescimento
das linhagens foi medido em milimetros.

Andlise dos dados

Os resultados foram analisados
estatisticamente por meio do programa
GraphpadPrism5.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA), com aplicacdo de analise de
variancia (ANOVA) e poés-teste de Tukey para
multiplas comparacbes. Os dados foram
considerados significantes com valor de P<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo dos danos oxidativos do Fluconazol em
Saccharomyces cerevisiae

Os ensaios com leveduras tém sido de
grande utilidade na determinacdo de agentes
mutagénicos ambientais ou farmacolégicos. Além
disto, a levedura possui um sistema enddgeno de
ativacdo metabdlica por um complexo enzimatico
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(citocromo P450) e detoxificacdo, sem a
necessidade da adicdo de um sistema exdgeno,
sendo, desta forma, uma vantagem sobre o0s
ensaios bacterianos (TOUSSAINT e CONCONI,
2006; TOUSSAINT et al., 2006).

Danos oxidativos foram observados para
as duas maiores concentracbes do Fluconazol
(37.5 e 75 uM/mL) na linhagem proficiente em
defesas antioxidantes (SodWT), por meio da
inibicao (P<0,001) do crescimento desta linhagem.
Danos similares (P<0,001) foram observados para
as linhagens deficientes na enzima superdxido
dismutase citoplasmatica (Sod1A), bem como
superoxido dismutase mitocondrial (Sod2A), em
relacéo ao controle negativo (Figura 1).

O desequilibrio entre a formagdo e a
remogcdo dos radicais livres no organismo,
decorrente da diminuicdo dos antioxidantes
enddégenos ou do aumento da geracdo de
espécies oxidantes, leva a um estado pré-oxidante
que favorece a ocorréncia de lesGes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares que podem
provocar a morte celular (FU et al., 2010). O
Fluconazol induziu (P<0.001) danos oxidativos
nas duas maiores concentracdes em linhagens de
S. cerevisiae deficientes para superoxido
dismutase citoplasmatica e mitocondrial
(Sod1A/Sod2A), bem como para catalase (Cat1A).
Além disso, para o duplo mutante de superéxido
dismutase citoplasmatica e catalase (Sod1ACatlA)
foram evidenciados danos oxidativos em todas as
concentragcbes de Fluconazol, comparado ao
controle negativo (Figura 2).

O controle primario da resposta ao estresse
oxidativo esté relacionado com a transcricdo dos
genes responsaveis pela sintese de proteinas
envolvidas na protegcdo celular, considerando
seres unicelulares. Nestes organismos, o peroxido
de hidrogénio induz a ativacdo de um fator de
transcricdo, o qual promove a transcricdo de pelo
menos nove produtos de genes envolvidos na
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio,
como o0 gene da catalase e alquil-
hidroperoxidoredutase (KALYANARAMAN, 2013).

Avaliacdo dos efeitos da vitamina C nos danos
oxidativos induzidos pelo  Fluconazol em
Saccharomyces cerevisiae

A vitamina C (2 pM/mL) inibiu(P<0,001) os
danos oxidativos induzidos pelo H,O, em todas as
linhagens testadas, destacando seu efeito
antioxidante (Figura 1 e 2). De forma similar, para
o duplo mutante superdxido dismutase (Sod1A/2A)
foi evidenciado modulacdo (P<0.01) dos efeitos
oxidantes pela associacdo de Fluconazol +
Vitamina C nas duas maiores concentracbes do
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farmaco (37.5 e 75 uM/mL).Além disso, para a
linhagem deficiente em catalase foi evidenciado
modulagédo (P<0.01) dos danos oxidativos apenas
para a associagdo de Vitamina C e Fluconazol na
concentracao intermediéria (37.5 uM/mL) (Figura 3
e 4).

N&o foram encontrados relatos de efeitos
antagbnicos da vitamina C em relacdo aos
antifangicos. Entretanto, em relacdo a
antineoplasicos, cujos mecanismos de agdo estédo
relacionados com a indugéo de estresse oxidativo,
a vitamina C antagoniza a eficacia terapéutica,
ndo sendo permitida a sua suplementacéao durante
a quimioterapia (HEANEY et al., 2008;
FROMBERG et al., 2011).

Embora os beneficios dos antioxidantes ja
sejam bem descritos na prevencdo do cancer,
ainda existem duvidas sobre sua eficacia no
tratamento oncolégico. Teoricamente, eles captam
o radical superdxido, e, consequentemente,
esgotam o fornecimento de peréxido de hidrogénio
intracelular, o que agrava o cancer. Mas, por outro
lado, eliminam radicais hidroxilas. Assim, o uso de
antioxidante pode diminuir os efeitos da
gquimioterapia ou radioterapia, bem como de outras
drogas, devido a eliminacdo dos radicais livres, ja
que a radiacdo e a maioria das drogas
antineoplasicas atuam justamente na producao de
radicais livres para combater as células
cancerosas (ABDOLLAHI; SHETAB-BOUSHEHRI,
2012).

CONCLUSOES

O Fluconazol no presente estudo
apresentou danos oxidativos nas duas maiores
concentracbes em todas as linhagens de S.
cerevisiae testadas, exceto para linhagem
SodlACatlA, a qual apresentou oxidacdo em
todas as concentracdes. Aspectos relevantes para
células eucaridticas observados foram o0s
resultados da associacdo do Fluconazol com a
Vitamina C, que, como excelente antioxidante,
inibiu os danos oxidativos induzidos pelo
Fluconazol nas duas maiores concentracdes para
a linhagem Sod1ASod2A e para SodlACatlA na
concentracdo intermediaria. Esse dado aponta
para novos estudos visando a associacdo do
antifangico Fluconazol com Vitamina C, como uma
estratégia para a prevencao de estresse oxidativo.
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Figura 1-Avaliacdo do potencial oxidante do Fluconazol nas linhagens de S. cerevisiae Sod WT,
Sod1A e Sod2A por meio do teste do disco central.
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Legenda: Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. *P<0.001 comparado ao controle negativo
(Salina 0.9%). P<0.001 comparado ao controle positivo (H,O, 10 mM). VitC: Vitamina C. H,O,: Peréxido de
Hidrogénio. Flu: Fluconazol.
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Figura 2-Avaliacdo do potencial oxidante do Fluconazol nas linhagens deS. cerevisiaeSod1A/2A,
Cat1A e Sod1A/Cat1A por meio do teste do disco central.
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Legenda: Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. *P<0.001 comparado ao controle negativo
(Salina 0.9%). ®P<0.001 comparado ao controle positivo (H,O, 10 mM). VitC: Vitamina C. H,0,: Perdxido de
Hidrogénio. Flu: Fluconazol.
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Figura 3—Efeito modulador da Vitamina C nos danos oxidativos induzido pelo Fluconazol nas
linhagens de S. cerevisiae SodWT, Sod1A e Sod2Apor meio do teste do disco central.
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Legenda: Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. *P<0.001 comparado ao controle negativo
(Salina 0.9%). Flu + VitC: Vitamina C (2 HUM/mL) + Fluconazol. H,0,: Peréxido de Hidrogénio. Flu:
Fluconazol.
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Figura 4 - Efeito modulador da Vitamina C nos danos oxidativos induzido pelo Fluconazol nas
linhagens de S. cerevisiae Sod1A/2A, CatlA e Sod1A/CatlApor meio do teste do disco central.
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Legenda: Andlise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. *P<0.001 comparado ao controle negativo

(Salina 0.9%). Flu + VitC: Vitamina C (2 UM/mL) + Fluconazol. H,O,: Peréxido de Hidrogénio. Flu:
Fluconazol.
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