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RESUMO

Os medicamentos antiparasitarios sao utilizados no tratamento de infeccdes
causadas por vermes, protozoarios e ectoparasitas. Entre eles, destacam-se a
nitazoxanida (NTZ) e a ivermectina (IVE), utilizadas na medicina humana e
veterinaria. Apesar da seguranca estabelecida em condi¢cbes terapéuticas, ainda
existem lacunas sobre seus possiveis efeitos citotoxicos, genotdxicos e
mutagénicos. Assim, foram avaliados os efeitos de NTZ e IVE em células L-929,
derivadas de fibroblastos de camundongo, por meio dos ensaios de MTT, exclusao
por azul de trypan, cometa e micronucleo, para avaliagdo da viabilidade celular,
danos ao DNA e alteracdées cromossOmicas, respectivamente. No MTT, ambos os
farmacos promoveram alteracdes significativas na viabilidade celular. No ensaio com
azul de trypan nao houve diferenga significativa. O ensaio do cometa evidenciou
alteragdes nas classes de danos, na frequéncia de células danificadas e no escore
de danos. E no micronucleo, a NTZ apresentou alteracdes na frequéncia de células
binucleadas e no total de micronucleos. Portanto, os resultados indicam que NTZ e
IVE podem interferir na viabilidade celular e na integridade do DNA, enquanto a NTZ
também promoveu alteracbes cromossbmicas, reforcando a importancia da
avaliacao de seus efeitos toxicogenéticos.

INTRODUCAO

A ivermectina (IVE) e a nitazoxanida (NTZ) sdo farmacos utilizados no
tratamento de infeccbes causadas por protozoarios, parasitas e helmintos (AL-
KURAISHY et al., 2022). Apesar do perfil de segurancga estabelecido em condicdes
terapéuticas, ainda existem lacunas quanto aos possiveis efeitos citotdxicos,
genotdxicos e mutagénicos desses farmacos, especialmente em situacbes de uso
prolongado, superdosagem e indicagcdes ndo aprovadas (GU et al., 2025). Estudos
indicam que, em concentracdes elevadas, NTZ e IVE podem estar relacionadas a
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estresse oxidativo, alteracbes mitocondriais e danos ao material genético,
levantando questdes sobre seu potencial toxicogenético (WAGSTAFF et al., 2012).

Diante da necessidade de investigar esses possiveis efeitos em nivel celular,
o cultivo in vitro torna-se uma ferramenta importante. Nesse sentido, a linhagem L-
929, derivada de fibroblastos de camundongo, é utilizada em estudos de toxicidade
e avaliagdo de efeitos celulares. Portanto, o presente estudo in vitro avaliou
comparativamente os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos da NTZ e da
IVE em células L-929, por meio dos ensaios do MTT, exclusao por azul de trypan,
cometa e micronucleo com bloqueio de citocinese, utilizando concentracdes
terapéuticas e supraterapéuticas.

MATERIAIS E METODOS
Tratamentos

Os farmacos Nitazoxanida (C12HgN3OsS) e Ivermectina (C47H72014(H2B1b))
foram obtidos de fontes comerciais e foram dissolvidos no momento de uso em meio
de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM).

Cultura de células

A linhagem L-929 derivada de fibroblasto de camundongo foi obtida do Banco
Nacional de Células do Rio de Janeiro, e foram cultivadas até atingirem confluéncia
de 70%. As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
soro bovino fetal e mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO:..

Ensaio do MTT

O ensaio do MTT foi realizado conforme Mosmann (1983), com adaptagoes.
Células L-929 foram cultivadas em placas de 96 pogos (1x10%) e tratadas com NTZ e
IVE nas concentragbes de 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 25 pg/mL, por 24, 48 e 72 horas.
Apos o tratamento, as células foram incubadas com o sal MTT (2 mg/mL) por 4
horas e, posteriormente, os cristais formados foram dissolvidos com dimetilsulféxido.
A absorbancia foi determinada a 550 nm em leitor de microplacas, sendo calculada a
viabilidade celular em relagdo ao controle.

Ensaio do cometa

Concomitante ao ensaio do cometa foi realizado o teste de exclusao com azul
de trypan conforme Tice et al. (2000), com modificagcdes. Células L-929 (1x10°)
foram tratadas com NTZ e IVE nas concentragbes de 5, 10 e 20 pug/mL, por 3 horas.
Apbs a coleta, as células foram incorporadas em agarose, submetidas a lise e
eletroforese alcalina e, posteriormente, coradas com brometo de etidio (0,002
mg/mL). A analise foi realizada por microscopia de fluorescéncia, sendo avaliadas
300 células por tratamento quanto ao grau de dano ao DNA, classificados de 0 a 3.
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Ensaio do micronucleo

O ensaio do micronucleo foi realizado conforme Fenech (2000), com
modificagdes. Células L-929 (1x10°) foram tratadas com NTZ e IVE (5, 10 e 20
png/mL), com adicao de citocalasina B (5 pg/mL) para bloqueio da citocinese. Apés a
colheita, as células foram fixadas, as laminas foram preparadas e coradas com
Giemsa 5%. Foram analisadas 500 células por repeticdo em microscopia de luz,
considerando células mono, bi, tri e polinucleadas, além da quantificacdo de 1.000
células binucleadas sem ou com micronucleos, pontes e brotos nucleares.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados pela analise de variancia ANOVA (oneway)
e pelo teste de Dunnett, onde a=0,05, p<0,05 e n=3, com auxilio do programa
GraphPad Prism (versao 8.4.2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT demonstrou diferencas
estatisticamente significativas apdés a exposicdo das células L-929 a NTZ e IVE.
Para a NTZ, observou-se aumento da viabilidade em 0,5 e 1 ug/mL ap6s 48 horas,
enquanto as concentragdes de 15 pg/mL, ap6s 48 horas, 20 ug/mL, apods 48 e 72
horas, e 25 pg/mL, nos trés periodos avaliados, apresentaram reducdo da
viabilidade celular. A IVE promoveu aumento da viabilidade em 0,5 pug/mL apos 24
horas, enquanto as demais concentragbes, 1, 2,5, 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL,
apresentaram reducdo da viabilidade. De modo geral, ambos os farmacos
apresentaram maior redugéo da viabilidade nas concentra¢cdes mais elevadas e nos
maiores periodos de exposicao, indicando maior efeito citotdxico nessas condicoes.

No ensaio do cometa, a NTZ apresentou aumento estatisticamente
significativo de danos nas concentragbes de 10 e 20 pg/mL, enquanto a IVE
apresentou alteragdes nas concentracées de 5 e 10 pg/mL. Esses resultados
indicam que ambos os farmacos podem comprometer a integridade do DNA em
determinadas condicbes de exposicdo. No ensaio de azul de Trypan, ndo foram
observadas diferengas significativas na viabilidade celular entre os tratamentos e o
controle negativo.

No teste do micronlcleo, a NTZ apresentou alteracdes estatisticamente
significativas no numero total de micronucleos e no numero de células com mais de
um micronucleo na concentracao de 10 pg/mL, indicando alteragdes cromossémicas
e complementando os danos observados no ensaio do cometa. Na concentracao de
20 pg/mL, a elevada redugédo no numero de células impossibilitou a contagem das
1.000 células binucleadas, sendo analisadas apenas 500 células, resultado
compativel com a elevada citotoxicidade observada no MTT.

Em conjunto, os resultados indicam que a exposicdo a concentracdes
elevadas de NTZ e IVE pode estar associada a alteracdes na viabilidade celular e na
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integridade do material genético. Esses achados sao consistentes com estudos que
relacionam a exposicdo a concentracbes elevadas desses farmacos a estresse
oxidativo, alteracbes mitocondriais € danos ao material genético, reforcando a
importancia da investigacdo de seus potenciais efeitos toxicogenéticos (WAGSTAFF
et al,, 2012).

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que NTZ e IVE apresentam efeitos sobre a
viabilidade celular e a integridade do DNA em células L-929, enquanto a NTZ
também promoveu alteracées cromossémicas. A utilizacdo conjunta dos ensaios
permitiu uma avaliacdo complementar dos efeitos dos farmacos e contribuiu para a
caracterizacao de seu potencial toxicogenético em células nao tumorais.
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