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Resumo

Atualmente o uso de antidepressivos vem aumentando drasticamente para o
tratamento da depressao, sendo a Vortioxetina um dos mais utilizados. Esse
farmaco atua sobre varias vias de neurotransmissores tratando a depressao e
promovendo melhora de problemas associados a doenga, com menos efeitos
colaterais. Contudo, o uso de antidepressivos deve ser feito de forma controlada e
com acompanhamento médico, pois podem causar efeitos adversos e dependéncia,
sendo importante a constante avaliagdo in vitro e in vivo desses medicamentos.
Consoante aos dados apresentados, este trabalho buscou avaliar em cultura de
linfécitos humanos, o potencial citotoxico e genotoxico da Vortioxetina por meio do
Teste do MTT e do Ensaio do Cometa. Os resultados estatisticos demostraram que
as concentracbes testadas de Vortioxetina exibiram potencial citotoxico e
genotoxico, mostrando a necessidade de mais testes para assegurar a seguranga do
seu uso.

Introducéo

A depressdo € uma doenca grave e tem grande importancia na carga global de
doencas. Existem vérias formas de tratamentos para a depressdo e na maioria das
vezes, 0 tratamento psicologico é realizado concomitante ao uso de farmacos
conhecidos como antidepressivos. Esses medicamentos buscam principalmente,
regular o nivel de serotonina, mas existem alguns que também atuam sobre outros
sistemas de neurotransmissdo como € o0 caso da Vortioxetina, um antidepressivo
bastante utilizado pela populacdo (INOUE et al., 2020). A dose recomendada de
vortioxetina é de 10mg/dia, podendo ser administrada de 5-20mg/dia, com
tratamento por pelo menos 6 meses. Porém, ha necessidade de acompanhamento
médico além da avaliagdo continua de antidepressivos que sao amplamente
utilizados pela populacéo.

O uso de sistemas teste in vitro, como a cultura de células humanas, permite a
avaliacdo do potencial citotoxico e genotoxico de diferentes compostos, e dentre
essas, destacam-se os linfécitos, que sdo células responsaveis pela resposta imune
do organismo. Considerando o amplo consumo de antidepressivos pela populacao,
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0 objetivo desse estudo foi avaliar o potencial citotoxico e genotoxico do farmaco
vortioxetina em cultura de linfécitos humanos in vitro.

Materiais e Métodos

Cultura de linfécitos a partir do sangue total e coleta de sangue
A cultura de linfocitos de sangue periférico humano foi realizada de acordo com o
protocolo proposto por Moorhead et al. (1960), com modificagbes. Foi coletado 40mL
de sangue periférico de 2 doadores, com duas repeticdes para cada doador. Os
linfocitos foram isolados do sangue total com Ficoll Paque Plus®, seguido da
contagem das células de cada doador em camara de Neubauer.

Teste de citotoxicidade - MTT

O ensaio do MTT foi realizado conforme descrito por Mosmann (1983), com
modifica¢cdes. Foram utilizadas placas de cultura celular de 96 pocos, onde em cada
poco foram semeadas 0,1x10° células. ApOs estabilizacdo, o meio de cultura foi
descartado e adicionado 100uL de meio completo nos grupos controle, sem nada, e
tratamentos, sendo adicionado o agente indutor de danos metilmetanossulfonato-
MMS [100uM] e a Vortioxetina [0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 1,75; 2; 2,5; 3; 5 e
10 pg/mL]. Apos 24, 48 e 72 horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido
por 100uL de meio acrescido de MTT (2mg/mL). Consoante, a placa foi incubada por
mais 4 horas antes do descarte do meio contendo MTT, seguido da adi¢cdo de 100uL
de DMSO para solubilizacao dos cristais de formazam. Para a realizacdo da leitura,
foi utilizado o leitor de microplacas (Labtech) a 550nm e a viabilidade celular foi
estimada com base na absorbéancia do controle (A tratamento/A controle x 100).

Ensaio de genotoxicidade

O Ensaio do Cometa foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Tice et al.
(2000), com modificagbes. Para cada doador, foi semeado 1x10° células/mL em
frascos de vidro contendo 5mL. Apds 44h de incubagédo, foram separados 0s grupos
controle, MMS e adicionados os tratamentos com a Vortioxetina [0,75; 1,5 e 3
pg/mL], por 3h de incubagdo. Em resumo, apds uma série de etapas do
procedimento a suspensdo foi depositada em laminas pré-gelatinizadas com
agarose normal, e colocadas na cuba de eletroforese. ApGs as corridas, as laminas
foram neutralizadas, fixadas e mantidas sob refrigeracdo até o0 momento da analise.
Para a realizagcdo da andlise, foram contabilizadas 100 células por lamina,
classificando-as quanto aos danos sofridos, de classes 0 a 3. Células apoptoéticas
nao foram contabilizadas.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando a analise de variancia (One way
ANOVA), seguido do Teste de Dunnet (a=0,05; p<0,05) com auxilio do programa
GrafPad Instat versao 3.02.

Resultados e Discussao

Os resultados do ensaio de citotoxidade MTT, mostraram que em 24 horas as
maiores concentragbes (2-10 pg/mL) foram estatisticamente significativas em
relacdo ao controle. No tempo de 48 horas, somente as concentracbes 1 e 1,5
pg/mL ndo exibiram diferenca estatisticamente significativa. Ja no tempo de 72
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horas, as concentracbes a partir de 1pg/mL tiveram diferenca significativa do
controle. O tratamento com o MMS diferiu estatisticamente do controle em todos o0s
tempos amostrais, apresentando uma diminuicdo na absorbancia meédia.

Em relacéo a viabilidade celular, no tempo de 24 horas as concentracdes a partir de
2ug/mL tiveram a viabilidade celular abaixo de 80%. No tempo de 48 horas, as
concentragbes 0,1; 0,5; 2; 2,5; 3; 5 e 10 pg/mL causaram viabilidade celular abaixo
de 80%. Ja no periodo de 72 horas, todas as concentracdes a partir de 1,5ug/mL
tiveram a viabilidade celular abaixo de 80%, reforcando o efeito citotéxico do
composto nestas concentracdes e tempos avaliados. O MMS diminuiu
significativamente a viabilidade celular.

Apesar da Vortioxetina ser um importante e eficaz farmaco no tratamento da
depressao, esse medicamento afeta células do sangue, os linfécitos. Esse fato vai
ao encontro do que foi apresentado no trabalho de Song et al. (2021), no qual cita
gue alguns antidepressivos provocam certa citotoxicidade em diferentes linhagens
celulares, como as células cancerigenas: AML (leucemia mieldide aguda), CRC
(cancer colorretal), HCC (carcinoma hepatocelular), cancer gastrico, cancer de
ovario, cancer de colo do utero, entre outras. Para mais, nos ensaios feitos por Lv et
al. (2020), a Vortioxetina inibiu a progressao tumoral do céncer gastrico (GC),
inibindo assim a proliferacdo celular, invasdo e migracéao, além da confirmacao de
gue esse farmaco possui potencial para induzir apoptose de linhagens de células de
cancer gastrico (AGS). Dessa forma, conclui-se que a Vortioxetina interfere na
viabilidade celular de diferentes tipos celulares.

Em relacdo ao ensaio do cometa, os resultados indicaram que a Vortioxetina induz
significativamente quebra no DNA em todas as concentragfes testadas. Além disso,
também observa-se que o farmaco possui uma acdo dose dependente, onde o0
aumento do escore de dano é proporcional ao aumento das concentracfes de
Vortioxetina.

Ademais, todos os tratamentos provocaram aumento estatisticamente significativo
no numero total de células com danos quando comparados ao controle, mostrando
novamente a acdo dose dependente do antidepressivo. Em relagcdo as classes de
danos, constata-se que todas as concentracdes aumentaram significativamente o
namero de células com dano de classe 1. J4 nos danos 2 e 3, apenas as duas
maiores concentracdes induziram aumento estatisticamente significativo.

No trabalho de Slamon et al. (2001), foi utilizado o Ensaio do Cometa para a
avaliacdo de dano ao DNA em células de glioma de rato C6, utilizando como
tratamento alguns antidepressivos, sendo eles amitriptilina, imipramina, fluoxetina e
tranilcipromina. Esse trabalho teve como resultado o aumento nos danos no DNA
proporcional ao aumento das concentracdes dos antidepressivos, mostrando o
potencial genotoxico desses farmacos na linhagem testada, assim como a
Vortioxetina em cultura de linfécitos neste estudo.

Conclusodes

Levando em consideragdo a importancia da Vortioxetina e de antidepressivos em
geral para o tratamento da depressdo, o presente estudo buscou verificar a
seguranca genotoxica desse farmaco para uso. As concentracfes de Vortioxetina
avaliadas e nestes tempos de tratamento foram capazes de induzir citotoxicidade e
genotoxicidade em cultura de linfécitos humanos. Tais resultados destacam a
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importancia de testes de toxicidade in vitro e mostram que estudos de toxicidade
para esse farmaco e outros pertencentes a classe de antidepressivos, sao
essenciais.
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