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Resumo

Alguns antidepressivos possuem em sua COMPOSICA0 um Ccomposto
chamado de Cloridrato de Bupropiona que quando metabolizado nos
hepatocitos gera um metabdlito mais ativo chamado de Cloridrato de
Hidroxibupropiona (CH), que tem por finalidade reverter o caso clinico do
paciente com depresséo, atenuando os sintomas e gerando nele bem-estar,
além disso, também € utilizado na cessacdo tabagica. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a acdo do CH em células de hepatoma
humano HepG2/C3A pelo ensaio de citotoxicidade (MTT). Para a realizacéo
do teste, uma suspensdo de 1x10* células/poco foi semeada em placas de
cultura celular de 96 pocos. Os grupos avaliados foram o Controle (meio
DMEM suplementado com soro bovino fetal (10%); agente citotoxico
Doxorrubicina (5pug/mL); e as concentracdes de 25, 50, 100 e 250 uM de CH.
As placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e a leitura da absorbancia
foi realizada em leitor de microplacas a 550nm. Foram realizados trés
experimentos independentes e o0s resultados da absorbancia foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnet
(a=0,05, p<0,05, n=3). Os resultados apontaram que todas as concentracdes
de CH avaliadas, em todos os tempos de exposicdo, foram toxicas para as
células de hepatocarcinoma humano, interferindo na atividade mitocondrial e
viabilidade celular das HepG2/C3A.

Introducao

Segundo a Organizacdo Mundial da saude (OMS), a depressao afeta mais
de 300 milhBes de pessoas e estas apresentam sintomas como ansiedade,
insbnia, inquietacdo, concentracao reduzida e falta de apetite. A cada ano
que passa estd tendo uma crescente alta da depressdo na popolacao
mundial (FIGUEIREDO et al., 2017).

Com a intengcdo de atenuar os sintomas da depressdo, alguns
medicamentos antidepressivos estdo sendo utilizados para o tratamento
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desses pacientes, tal como o Cloridrato de Hidroxibupropiona (CH) que,
além de auxiliar nos sintomas da depressdo também ajuda na cessacéo
tabagica, diminuindo a abstinéncia (KHAN et al., 2016). O CH é o principal
metabdlito ativo derivado do Cloridrato de Bupropiona (BUP), e esse
metabdlito € encontrado no plasma em concentra¢cdes mais elevadas que o
proprio BUP, sendo mais ativo (BUP, 2016). Esse composto tem
propriedades terapéuticas que inibem a recaptacdo da dopamina e
norepinefrina, atenuando o quadro de depressdo (BROWN; CROUCH,
2017).

Devido ao intenso uso farmacoldgico do antidepressivo BUP pela populacdo
em geral, principalmente no tratamento da depresséo, e ainda pela falta de
estudos toxicologicos do medicamento, objetivou-se neste trabalho avaliar a
possivel toxicidade do CH, o principal metabdlito ativo do BUP, em células
de hepatocarcinoma humano HepG2/C3A.

Materiais e métodos

Agentes quimicos

O Cloridrato de Hidroxibupropiona (CH - 2S,3S-Hydroxybupropion
Hydrochloride, CAS: 106083-71-0, 98%) foi adquirido da Sigma (St. Louis,
MO, EUA) e diluido em dimetilsulfoxido (DMSO — CAS: 67-68-5, 99,7%) e
solucédo fosfato-salino (PBS). Para o experimento, a solucdo estoque foi
diluida em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de Soro Bovino
Fetal (SBF — CAS: 12657029, Gibco — Invitrogen). A concentracéo final de
DMSO nas culturas celulares nao ultrapassou 1% e testes prévios nao
indicaram indicios de toxicidade. A Doxorrubicina (Doxo — CAS: 25316-40-9)
também foi adquirida da Sigma. O meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium - Cat. N° 12800-017), o MTT {3-(4,5-dimethilthiazol-2-il) -
2,5dipheniltetrazolium  bromide] (98%, Cat. N° M-6494) e o
Antibiético/Antimicético (Cat. N°. 15240-062) foram adquiridos da Gibco® Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA).

Linhagem celular e condi¢Ges de cultivo

As células de hepatocarcinoma (HepG2/C3A), livres de micoplasmas, foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro — BCRJ. Para o
experimento, a linhagem HepG2/C3A foi cultivada em meio de cultura
DMEM contendo 10% de SBF e 1% de penicilina/estreptomicina a 37°C, 5%
de COz e 95% de umidade.

Ensaio de Citotoxidade — MTT

Foram semeados 1x10* células HepG2/C3A por poco em placas de cultura
celular de 96 pocos. Os grupos avaliados, foram: Controle (meio de cultura
DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal); agente citotoxico
Doxorrubicina (Dox, 5pg/mL) e Cloridrato de Hidroxibupropiona, nas
concentracdes de 25, 50, 100 e 250 uM.

Apés 24, 48 e 72 horas, o0 meio de cultura foi substituido por meio de cultura
sem soro contendo o sal MTT (0,167mg/mL). Depois de 4 horas, o meio foi
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descartado e aos pocos foram adicionados 100uL de dimetilsulféxido
(DMSO) para diluicdo dos cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi
realizada em leitor de microplacas a 550nm. Trés experimentos
independentes foram realizados e o0s resultados da absorbancia foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett
(a=0,05, p<0,05, n=3) com auxilio do programa GraphPad INSTAT.

Resultados e Discussao

Ainda ha poucos dados na literatura sobre os possiveis potenciais toxicos
gue o BUP e o seu principal metabdlito ativo Cloridrato de Hidroxibupropiona
podem causar as células.

Os resultados obtidos pelo ensaio do MTT apontaram que 0 composto
Cloridrato de Hidroxibupropiona, nas concentracdes de 25, 50, 100 e 250
UM, em todos os tempos de exposicao (24, 48 e 72 horas) foi toxico para as
células de hepatoma humano HepG2/C3A, indicando que o CH causa
interferéncia na atividade mitocondrial desta célula, pois todos os
tratamentos com o composto apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre a média da absorbancia do tratamento em relagcdo ao
Controle (Figura 01).

10 Ensaio do MMT

Absorbancia media (nm)

Controle Doxo (5pg/mL) 25uM 50pM 100pM 250puM

Grupos

m 24 horas m 48 horas m72 horas

Figura 01 - Efeito do Cloridrato de Hidroxibupropiona sobre a atividade da enzima
succinato desidrogenase mitocondrial de células HepG2/C3A, ap0ds 24, 48 e 72 horas, de
tratamento com quatro concentragfes. Os valores correspondem a Média + Desvio Padréo,
n=3.

*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao Controle (p<0,05).

No estudo realizado por Jang et al. (2011), células de neuroblastoma

humano (SH-SY5Y) foram expostas a diversas concentragcdes de BUP por
24 horas e o0s autores observaram que esse farmaco foi citotoxico nas
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concentracdes de 50 e 100 pM, porém, em cohCentragc”)es mais baixas (1 e
10 uM) néo foi observado toxicidade significativa.

Conclusodes

A andlise da atividade mitocondrial pelo ensaio do MTT nas células
HepG2/C3A apontou que o CH interfere sobre o metabolismo mitocondrial,
indicando efeitos citotéxicos e apontando para uma possivel atividade
antiproliferativa nesta linhagem tumoral.

Portanto, esse trabalho colabora para o conhecimento da interacdo desse
farmaco com a célula de hepatoma humano, indicando a necessidade de
desenvolver mais estudos relacionados ao composto, testes de
genotoxicidade e mutagenicidade, com a finalidade de garantir 0 consumo
do BUP pelo paciente de forma mais segura.
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