26° Encontro Anual de Iniciacéo Cientifica
6° Encontro Anual de Iniciag@o Cientifica JUnior _ 16 e 17 de outubro de 2017

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO METABOLITO CLORIDRAT O DE
HIDROXIBUPROPIONA IN VITRO NAS CELULAS HUMANAS TUMORAIS
DE RIM (786-0)

Vinicius Rodrigues Camilo da Silva (PIBIC/FA), Veronica Elisa Pimenta
Vicentini (Orientadora), e-mail: arbvepv@wnet.com.br

Universidade Estadual de Maringa/ Departamento de Biotecnologia,
Genética e Biologia Celular/ Maringéa, PR.

Area/Subéarea: Ciéncias Biolégicas/Mutagénese

Palavras-chave: Citotoxicidade, Cloridrato de Hidroxibupropiona, Cultura
celular.

Resumo:

A depressao tem afetado cerca de 350 milhdes de individuos no mundo,
sendo considerada pela OMS como um transtorno mental grave, que requer
atencdo médica (psiquiatrica) para controle da evolucdo do quadro clinico.
Muitos farmacos sé@o prescritos aos pacientes com essa doencga, visando a
diminuicdo dos sintomas classicos da doenca (tristeza profunda, perda de
apetite e desanimo), um deles é o Cloridrato de Bupropiona (BUP). O BUP é
indicado aos pacientes devido ao seu funcionamento no sistema nervoso
central, atuando na inibicdo da recaptacdo de neurotransmissores como
dopamina, serotonina e acetilcolina. A acdo do BUP sobre os neurénios gera
uma sensacdo de alegria e relaxamento nos pacientes que ingerem o
farmaco, garantindo assim uma melhora do quadro depressivo. No entanto,
como muitos medicamentos, o BUP sofre metabolizagdo hepética, sendo
convertido em moléculas secundarias de acdo farmacoldgica ativa. O
principal € o Cloridrato de Hidroxibupropiona, uma molécula que age
também no sistema nervoso e € excretada posteriormente pela urina. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico do Cloridrato de
Hidroxibupropiona na linhagem celular humana de nefrocarcinoma (786-0),
por meio do ensaio do MTT. Nossos resultados apontaram que o metabdlito
avaliado, na concentracdo de 500 uM, foi citotdéxico para as células de
nefrocarcinoma, nos trés tempos de exposicao testados (24, 48 e 72 horas).

Introducao

A depressao, conforme aponta Meyers (2016), é atualmente considerada
como uma das maiores causas de mortalidade nos paises ocidentais. Os
sintomas desse transtorno mental grave variam de sensacdo de tristeza
duradoura, alteracdes no ciclo do sono, perda de apetite, diminuicdo dos
niveis de energia, capacidade de concentragdo e da autoestima. Além disso,
a presenca de pensamento e quadros suicidas sdo recorrentes entre 0s
pacientes depressivos, sendo necessario o devido acompanhamento médico
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e psiquiatrico. Estima-se que cerca de 350 milhdes de pessoas no mundo
sejam portadoras do disturbio depressivo (MEYERS, 2016).

Por esses motivos, o uso de farmacos tem sido amplamente empregados no
intuito de atenuar os sintomas dessa doenca. Um desses farmacos é o
Cloridrato de Bupropiona (BUP), antidepressivo que atua na recaptacdo de
dopamina, noradrenalina, e também de serotonina, permitindo aos pacientes
que o ingerem uma sensacdo de felicidade e relaxamento, além de
diminuicao do cansaco, dificuldade de concentragéo e, por fim, atenuacdo no
quadro depressivo (ZHU et al., 2013).

No entanto, como a maior parte dos farmacos, o BUP sofre metabolizacao
hepatica, sendo convertido pelo citocromo P450 e pelas enzimas CYP2B6 e
CYP3A4 em trés metabdlitos, sendo que todos eles possuem atividade
farmacolégica. No entanto, o metabdlito formado em maior quantidade e que
possui acdo equivalente ou maior até do que o BUP € o Cloridrato de
Hidroxibupropiona (CH) (ZHU et al., 2013).

Nesse ambito, compreendendo que todo farmaco ao interagir com as células
do corpo podem alterar o funcionamento das mesmas, é de extrema
importancia avaliar a real seguranca desses medicamentos, realizando
pesquisas que visem oferecer dados sobre a seguranca ou toxicidade das
substancias presentes neles (MIYOSHI et al., 2015).

Por isso, esse trabalho teve como objetivo avaliar o possivel potencial
citotoxico do metabdlito CH em células de nefrocarcinoma (786-0), a fim de
garantir mais seguranca aos individuos que ingerem o medicamento BUP.

Materiais e métodos

Linhagem celular — 786-0

As células da linhagem 786-0 foram cultivadas em frascos de cultura de
25cm?, contendo meio DMEM (Gibco), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (Gibco), e mantidas em estufa com CO, a 5% e 37°C.

Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

A avaliacdo do potencial citotoxico do Cloridrato de Hidroxibupropiona foi
determinada pelo ensaio de citotoxicidade do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), segundo ensaio descrito  por
Mosmann (1983). Uma suspensdo de 100pL, contendo 0,3x10* células foi
cultivada em placas de 96 pocos, por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Apos a
estabilizacdo, as células foram tratadas com cinco concentracdes do
metabdlito Cloridrato de Hidroxibupropiona: 25, 50, 100, 250 e 500 pM; um
controle composto por meio de cultura (DMEM) suplementado com soro
bovino fetal a 10%; um controle solvente composto por meio de cultura
(DMEM) suplementado com soro bovino fetal a 10%, PBS a 9,01% e DMSO
a 1,21%; e um grupo tratado com o agente citotéxico Doxorrubicina (DOX)
[Sug/mL]. As placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas. Posteriormente,
os tratamentos foram descartados e em seguida uma solucdo de meio de
cultura com MTT (0,15mg/mL) foi adicionada, incubando as placas por mais
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4 horas. Apoés este periodo, o meio foi retirado e em cada poco foi feita a
solubilizacédo dos cristais de formazan com 100uL de DMSO. A absorbancia
foi obtida por meio da leitura das placas em espectrofotbmetro a 550nm, e
os dados foram expressos em absorbancia.

A andlise das absorbancias médias e a andlise estatistica foram realizadas
por analise de variancia (one-way ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett
(a=0,05, p<0,05, n=3). As analises foram realizadas com auxilio do
programa GrafPad Instat verséo 3.02.

Resultados e Discussao

Ensaio de citotoxicidade - MTT

ABSORBANCAMEDIA

controle controle DOX0 25uM 50 UM 100 M 250 UM 500 p
DMSO
GRUPOS
W 24 horas W43 horas W72 horas

Gréfico 1 — Absorbancia Média obtida com o Ensaio de Citotoxicidade do MTT, em células
humanas de nefrocarcinoma (786-0), expostas a um grupo controle; cinco concentracdes de
Cloridrato de Hidroxibupropiona (CH) [25, 50, 100, 250 e 500 uM]; e um tratamento com um
agente citotoxico Doxorrubicina (DOXO), por 24, 48 e 72 horas.

* Diferenca estatisticamente significativa em relag@o ao controle DMSO, p<0,05.

# Diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao controle, p<0,05.

Pouco se sabe ainda a respeito dos possiveis potenciais citotoxicos que
tanto o Cloridrato de Bupropiona (BUP), quanto o seu principal metabdlito
Cloridrato de Hidroxibupropiona (CH), podem apresentar. Uma avaliacéo do
potencial citotoxico do BUP, foi realizada por meio do ensaio do MTT, em
células neuronais corticais humanas e linfocitos, mostrando que esse
farmaco causou a morte das células neuronais corticais na concentracao de
100uM, apos 48 horas de exposicdo ao tratamento. Por outro lado ndo se
identificou morte celular significativa nos linfocitos em nenhuma das
concentracOes testadas (BHATTACHARYA et al., 2013).

Os resultados aqui obtidos mostram que esse metabdlito foi citotdxico, para
a linhagem de nefrocarcinoma (786-0), nos tempos de exposicéo de 48 e 72
horas para a concentracao de 250uM e para os trés tempos testados (24, 48
e 72 horas) para a concentracdo mais elevada de 500uM.
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Conclusbes

Esse trabalho corrobora para um melhor conhecimento sobre a interacao
dessa substancia com as células humanas, e indicou que o Cloridrato de
Hidroxibupropiona deve ainda ser mais avaliado, em relacdo a seus
potenciais citotoxicos e vias de citotoxicidade, em outras linhagens celulares,
no intuito de gerar informacdes sélidas a respeito de sua segurancga para a
populacdo que o consome por meio da ingestao do antidepressivo BUP.
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