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RESUMO

A hidroxicloroquina é um farmaco imunossupressor amplamente utilizado no
tratamento de doencas autoimunes e, apesar de seu uso terapéutico consolidado,
ainda existem preocupacdes quanto aos seus possiveis efeitos toxicos em nivel
celular. Este estudo avaliou, in vitro, os efeitos citotdxico, genotdxico e mutagénico
do sulfato de hidroxicloroquina em fibroblastos de camundongo, linhagem L-929. As
células foram expostas a diferentes concentragcdes do farmaco e analisadas pelos
ensaios do MTT, exclusédo por Azul de Trypan, Cometa e micronucleo com bloqueio
de citocinese. Os resultados do MTT demonstraram reducao significativa da
viabilidade celular, principalmente nas maiores concentragbes e em diferentes
periodos de exposicao, indicando efeito citotdxico. No teste com Azul de Trypan nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as concentracdes
avaliadas e o controle. No ensaio do Cometa, foram observadas alteracoes
significativas nos parametros de danos ao DNA, evidenciando efeito genotoxico. No
teste do microndcleo, foi observada reducéo do indice de proliferacado com blogueio
de citocinese, com diminuicdo progressiva da proliferacdo celular conforme o
aumento da concentracao do farmaco. Em conjunto, os resultados demonstram que
o sulfato de hidroxicloroquina pode interferir na viabilidade, proliferacao celular e
integridade do DNA, reforcando a importancia da avaliacdo de seu potencial
toxicogenético em diferentes condigdes de exposicao.

INTRODUGCAO

A hidroxicloroquina (Plaquenil®) € um farmaco imunossupressor utilizado
principalmente no tratamento de doengas autoimunes, como artrite reumatoide e
lUpus eritematoso sistémico, além de apresentar atividade antimalarica (Zhao et al.,
2023). Apesar de seu uso terapéutico consolidado, 0 medicamento pode causar
diferentes reagdes adversas, especialmente em situagdes de sensibilidade individual
ou superdosagem (SANOFI-AVENTIS, 2006).
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Durante a pandemia de COVID-19, o aumento expressivo do consumo de
hidroxicloroquina e seu uso fora das indicagdes estabelecidas intensificaram as
preocupacdes sobre seus possiveis efeitos toxicos (Rasul, 2020; Pereira et al.,
2021). Nesse contexto, estudos in vitro sdo importantes para investigar alteracdes
celulares e genéticas associadas a exposicao ao farmaco. Assim, o presente estudo
avaliou os efeitos citotdxicos, genotéxicos e mutagénicos do sulfato de
hidroxicloroquina em fibroblastos de camundongos da linhagem L-929, por meio dos
ensaios de MTT, Exclusdo com Azul de Trypan, Cometa e Micronucleo com
Bloqueio de Citocinese.

MATERIAIS E METODOS
Solucéo de tratamento

O sulfato de hidroxicloroquina (SH) foi obtido comercialmente e preparado a
partir de um comprimido de 400 mg, com dilui¢des sucessivas em meio de cultura
até obtencdo da solucdo de 4.000 pg/mL. A partir dela, foram preparadas as
concentragdes de uso: 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15; 20 e 25 ug/mL.

Cultivo de fibroblasto de camundongo

Devido a interrup¢gdo do crescimento da linhagem NIH/3T3, esta foi
substituida pela linhagem L-929 derivada de fibroblasto de camundongo, obtida do
Banco Nacional de Células do Rio de Janeiro, 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 COs.

Teste de citotoxicidade (MTT)

Conforme Mosmann (1983), com modificacdes, para o ensaio do MTT, 1x10*
células/mL foram semeadas em placas de 96 pocos e apdés 24 horas de
estabilizacdao, o meio foi descartado e substituido por 100 uL de meio completo
contendo os tratamentos. As células foram expostas as diferentes concentracées de
SH por 24, 48 e 72 horas. Apos incubacgdo, os tratamentos foram substituidos por
meio com MTT (2 mg/mL) por 4 horas, seguido da solubilizagdo dos cristais de
formazan com DMSO e leitura da absorbancia a 550 nm em leitor de microplacas. A
viabilidade celular foi calculada pela razao entre a absorbancia do tratamento e a do
controle, expressa em porcentagem.

Teste de genotoxicidade (Cometa) e ensaio de exclusao por azul de Trypan

Concomitante ao Ensaio do Cometa foi realizado o teste de Exclusdo com
Azul de Trypan. As células, 1x10® células/mL por poco, foram expostas aos
tratamentos por 3 horas de SH (5, 10 e 20 ug/mL). Para o ensaio Cometa, segundo
Tice et al. (2000), com modificacdes, as células foram incorporadas em agarose,
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submetidas a lise e eletroforese alcalina e analisadas em microscopia de
fluorescéncia. Foram avaliadas 300 células por tratamento, classificadas em classes
de dano de 0 a 3 para calculo do escore de dano ao DNA.

Teste de mutagenicidade (Microntcleo com Bloqueio de Citocinese)

Apb6s 44 horas do inicio da cultura, as células, 1x10° células/mL por poco,
foram expostas aos tratamentos de SH (5, 10 e 20 pg/mL). Transcorridas 4 horas,
foi adicionado citocalasina B (5 ug/mL) para bloqueio da citocinese, e as culturas
foram mantidas a 37 °C até 72 horas. As células foram submetidas a centrifugacgao,
tratamento hipoténico com KCI, fixagdo com metanol:acido acético, preparacao das
laminas e coloracdo com Giemsa 5%, sendo analisadas em microscépio de luz.
Foram avaliadas 500 células por repeticao para determinagdo do CBPI, e em 1.000
células binucleadas quantificados micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos
nucleares como indicadores de genotoxicidade e mutagenicidade (FENECH, 2000).

Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA one-way, seguida do teste de
Dunnett, considerando p<0,05 e n=3, com auxilio do programa GraphPad InStat
3.02.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagcédo pelo MTT demonstrou reducao significativa da viabilidade celular
apos 24 horas nas concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25 ug/mL de SH. Apds 48
horas, apenas 2,5 pg/mL n&o diferiu significativamente do controle negativo,
enquanto os demais tratamentos reduziram a viabilidade. Em 72 horas, as
concentragdes de 10 a 25 pg/mL apresentaram viabilidade inferior a 65%, enquanto
0,5 e 1,0 ug/mL promoveram aumento da viabilidade. Assim, o SH apresentou
atividade citotdxica, com viabilidade inferior a 70% a partir da concentragcao de 10
pg/mL.

No ensaio do Cometa o controle positivo apresentou aumento significativo no
indice de danos, confirmando a responsividade do ensaio. O SH na concentracédo de
10 pug/mL aumentou significativamente o total de células danificadas e o escore de
danos em relagdo ao controle negativo, indicando a inducao de lesées no DNA. Em
relacdo a viabilidade pela exclusdo com Azul de Trypan, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas em relagéo ao controle negativo.

Por sua vez, para o teste do micronlcleo o controle positivo apresentou
elevada citotoxicidade, impossibilitando a contagem adequada de células
binucleadas e a avaliacao dos danos celulares. Entre os tratamentos com SH, a
concentracdo de 10 ug/mL apresentou maior citotoxicidade. As concentracoes de 5,
10 e 20 pg/mL diferiram significativamente do controle quanto ao CBPI, com reducéo
gradual conforme o aumento da concentracéo, indicando diminui¢do da proliferacao
celular, semelhante ao resultado do controle positivo.
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CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o sulfato de hidroxicloroquina apresentou
efeitos citotoxicos e genotéxicos em células L-929, promovendo alteragbes na
viabilidade, sem comprometer a integridade da membrana plasmatica, e na
proliferacdo celular, além de induzir lesbes passiveis de reparo no DNA. Em
conjunto, os achados indicam que o farmaco pode interferir em diferentes
parametros celulares, reforcando a importancia da avaliagdo de seu potencial
toxicogenético e da investigacdo de seus efeitos em diferentes condi¢cdes de
exposicao.
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