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Resumo: A clomipramina € um antidepressivo triciclico amplamente
utilizado no tratamento de transtornos como depressao e ansiedade. Alguns
relatos indicam que a clomipramina pode causar hepatotoxicidade e
intoxicacdo, mas seus efeitos sobre o figado e a fungdo mitocondrial ndo séo
completamente descritos. Com isso 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos da clomipramina sobre o consumo de oxigénio mitocondrial em
hepatécitos priméarios isolados e parametros relacionados a viabilidade
celular. A clomipramina afetou o consumo de oxigénio mitocondrial em
hepatdcitos, aumentando o consumo de oxigénio no estado Il da respiracao.
Estes resultados suportam que a clomipramina atue como um desacoplador
da fosforilacdo oxidativa, podendo comprometer a homeostase energética
celular. Os efeitos da clomipramina sobre a funcdo mitocondrial afetaram a
viabilidade celular conforme indicado pelo extravasamento de enzimas
intracelulares e aumento da morte celular apés a incubacao dos hepatocitos
com clomipramina.

Introducéo

A clomipramina € um dos antidepressivos triciclicos mais comumente
utilizados no tratamento de depressdao e transtornos de ansiedade,
particularmente  transtornos obsessivo-compulsivos e panico. As
propriedades antidepressivas e ansioliticas da clomipramina estdo
relacionadas a sua especificidade no sistema serotonérgico juntamente com
a inibicdo do transportador de norepinefrina, e a interagdo com outros
receptores (TAVISH, 1990).

Quando administrada oralmente, a clomipramina € rapidamente
absorvida pelo trato digestivo, liga-se a proteinas plasmaticas e se torna
amplamente distribuida nos tecidos. No figado sofre biotransformacéo pelo
sistema enzimatico citocromal P450 (KRUGER, et al., 1986), tornando o
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figado um oOrgao susceptivel a lesGes induzidas pela clomipramina. Foram
relatados casos de lesdo hepética aguda clinicamente aparente em
individuos sob o tratamento com a clomipramina (ALDERMAM, et al., 1993;
VOICAN, et al., 2014; WIERSMA, 2000).

Os mecanismos pelos quais a clomipramina causa hepatotoxicidade
ainda nao estdo claramente definidos, desta forma, o objetivo desse trabalho
foi analisar os efeitos causados pela clomipramina em hepatdcitos primarios
isolados de rato.

Materiais e métodos

Neste trabalho foram utilizados ratos machos albinos da linhagem
Wistar pesando entre 180 e 220g. O manejo, anestesia, eutanasia e todo o
procedimento cirurgico foram realizados amparados pelo Conselho Nacional
de Controle e Experimentacédo Animal (protocolo n. 2033170517).

Os hepatécitos foram isolados de ratos pelo método de perfusao
hepatica com colagenase tipo IV como descrito previamente por Bizerra et
al. (2020). Depois do procedimento de isolamento, a viabilidade dos
hepatdcitos foi determinada pelo método do azul de tripano (0,16%) e a
viabilidade celular inicial para todos os experimentos foram maiores do que
85%. Os hepatocitos foram suspendidos em tampao Krebs-Henseleit pH 7,6
contendo 0,2% de albumina de soro bovino, e mantidos a 4 °C.

O consumo de oxigénio dos hepatdcitos foi determinado pelo método
polarografico descrito por Clark (1956) com modificagcbes descrito por
Bizerra et al. (2020). O RC e a razdo ADP/O foram calculados de acordo
com Chance e Williams (1956).

Para os testes de viabilidade celular, os hepatécitos (10° de células.
mL™) foram incubados em frascos Erlenmeyer de 25 mL contendo Krebs-
Henseleit pH 7,6 com 0,1% de albumina de soro bovino e as concentracdes
de clomipramina 50, 100, 200 e 300uM. Os hepatocitos foram mantidos sob
agitacdo constante (30 rpm) a 37 °C com 95% 02 e 5% CO,. O experimento
foi iniciado apds a adicdo dos hepatdcitos nos Erlenmeyers e entdo, foram
realizadas coletas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos para analisar a
viabilidade celular pelo método de azul de tripano e pelo método de
dosagem da atividade enzimatica no sobrenadante das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) utilizando kits
Gold Analisa, Brasil, de acordo com as instrucdes do fabricante.

A significancia estatistica dos dados experimentais foi avaliada pela
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de comparacdo de Dunnet
(p<0,05).

Resultados e Discussao
No estado Il da respiragdo mitocondrial, quando foram utilizados

malato e glutamato como substratos oxidaveis no complexo | da cadeia
respiratéria, o consumo de oxigénio aumentou em 167% com 200uM
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clomipramina atingindo estimulo méximo de 186% na presenca de 300uM
de clomipramina.
Quando foram utilizados succinato como substrato oxidavel no complexo I
da cadeia respiratoria, na presenca de 100uM de clomipramina o consumo
de oxigénio aumentou em 120% atingindo 135% com 300uM de
clomipramina. Ainda com succinado, o consumo de oxigénio no estado IV
também foi afetado, aumentando em 66% na concentragcdo de 300uM de
clomipramina. Em geral, independementemente dos substratos oxidaveis
utilizados em altas concentragdes (200 e 300 uM) a clomipramina diminuiu
significativamente o RC e a razdo ADP/O em alguns casos a razdo ADP/O
nao pode ser determinada.

Nossos resultados foram reprodutivos aos primeiros relatos desse
efeito desacoplador, descritos por Weinbach et al., (1986) que avaliou as
mesmas condicdes em mitocondrias isoladas de figado, demonstrando
assim que em hepatdcitos ha predominancia o efeito desacoplador da
fosforilacdo oxidativa, podendo afetar fun¢cdes mitocondriais na producéo de
ATP.
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Nas analises de viabilidade celular, medindo o extravasamento de
ALT e AST, em altas concentracdes de clomipramina (200 e 300 uM) com
elevados tempos de exposicdo (90 e 120 minutos) apresentaram valores
elevados, atingindo com 120 minutos de incubac&o na concentracdo de 300
MM, valores 311% maiores da liberacdo da ALT em comparacdo com o
controle. A liberagdo da AST na concentracdo de 300 puM, com 120 minutos
de incubacdo, apresentou valores 165% maior em comparacdo com O
controle.

As observacoes desse estudo de que as atividades da AST e ALT no
meio de incubacado tiveram aumento significativo causado pela exposicéo
das células a clomipramina, demonstram dano a membrana plasmatica dos
hepatdcitos in vitro (diminuicdo da viabilidade celular), efeito corroborado
pelos resultados dos experimentos com a coloracdo de azul de tripano, que
nos tempos de 90 e 120 minutos de incubagdo com a clomipramina,
apresentaram mortalidade de 99% dos hepatdcitos. Na literatura, a
clomipramina € relatada por ser eficaz em matar células de glioblastoma por
meio de apoptose mediada por mitocondria (VOICAN, et al., 2014), aumento
de marcadores apoptéticos como a liberagéo do citocromo C e fragmentacéo
de DNA em células glioma e neuroblastoma (WIERSMA, 2000). No entanto,
com nossos resultados ndo podemos afirmar os mecanismos pelos quais
estd ocorrendo a morte dos hepatdcitos, e mais experimentos estdo sendo
realizados para maior entendimento dos efeitos mecanisticos da
clomipramina sobre as mitocondrias e hepatécitos primarios, a fim de
fornecer conhecimentos para auxilio no tratamento de eventuais casos de
intoxicacao.

Conclusodes

Os resultados deste estudo mostram que a clomipramina afeta de
maneira dose dependente as células do figado. Esse efeito ocorre por meio
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de alteragbes na funcdo das mitocbndrias, organelas essenciais para a
bioenergética celular. Como consequéncia, a clomipramina também causou
morte dos hepatodcitos, corroborando evidencias de que o uso de
clomipramina pode causar hepatotoxicidade.
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