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RESUMO

Os antidepressivos estao entre os medicamentos mais consumidos no pais, pois sdo
a base do tratamento para a depressdo e o numero de pessoas que sofrem com a
doenca estd aumentando a cada ano. Pensando no fato de que os antidepressivos e
medicamentos em geral podem ter aplicacdes distintas e ir além de somente tratar
doencas e aliviar sintomas, este trabalho buscou apresentar testes in vitro, em
cultura de células de carcinoma renal humano (786-0O), para avaliar o potencial
citotoxico e genotoxico da Vortioxetina por meio do Teste do MTT e do Ensaio do
Cometa. Em conclusdo, os resultados estatisticos mostraram que a Vortioxetina
exibiu citotoxicidade e genotoxicidade em diferentes concentracbes na linhagem
786-0, enfatizando a importancia de ensaios toxicolégicos em farmacos amplamente
utilizados.

INTRODUCAO

A depresséo é um transtorno complexo que afeta a saide mental e fisica do
individuo de forma generalizada e debilitante. Essa doenca pode ser tratada de
varias maneiras, e muitas vezes combina-se abordagens psicoldgicas e
farmacoldgicas, com antidepressivos como a Vortioxetina, que atua modulando a
neurotransmissao em varios sistemas (Silva et al., 2019).

Estudos in vitro permitem a continua investigacdo desses farmacos,
levantando a necessidade de estudar novas possibilidades terapéuticas. Dentre as
linhagens utilizadas em estudos, as células renais tumorais (786-O) tem grande
destaque, sendo utilizadas em testes que permitem avaliar o potencial citotoxico de
diferentes compostos, como o ensaio do MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2-5-difenil-2H
bromotetrazolio. Bem como, em ensaios que possibilitam a identificacdo do potencial




32° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica
12° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior LR Gl s s

genotoxico por meio da presenca de danos cromatideos ao material genético, como
o Teste do Cometa.

Portanto, como o0s antidepressivos estdo entre os medicamentos mais
consumidos no pais, é de extrema importancia que esses farmacos sejam testados
frequentemente. Por isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o potencial citotdxico e
genotoxico do antidepressivo Vortioxetina na linhagem de células tumorais renais
humanas (786-0), apds tratamento in vitro.

MATERIAIS E METODOS
Solucéo tratamento e Cultura de células

O farmaco Brintellix® foi adquirido comercialmente e dissolvido no momento
do uso em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF). A linhagem celular 786-O, obtida
do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantida no Laboratério de Mutagénese e
Monitoramento Ambiental da Universidade Estadual de Maringa, foi cultivada em
frascos de cultura de 25cm?, utilizando o meio DMEM com 10% de SBF. As células
foram incubadas a 37°C, com 5% de CO2, e a contagem celular foi realizada na
camara de Neubauer para a conducao dos experimentos.

Teste de citotoxicidade - MTT

O ensaio foi realizado conforme descrito por Mosmann (1983), com
modifica¢des. Foram utilizadas placas de cultura celular de 96 pocos, onde em cada
poco foram semeadas 1x10* células 786-O. Apds estabilizacdo, o meio de cultura foi
descartado e adicionado os grupos: controle, agente indutor de danos Doxorrubicina
[18 uM] e a Vortioxetina nas concentra¢des de 0,01; 0,05; 0,1; 0,375; 0,5; 0,75; 1;
1,5;1,75; 3; 6; 9; 10; 12; 15; 18 e 21 pug/mL. Apoés 24, 48 e 72 horas de incubagéo, o
meio de cultura foi substituido por 100 uL de meio acrescido de MTT (98% - Cat. No
M6494) [0,167 mg/mL]. A placa foi incubada por mais 4 horas antes do descarte do
meio contendo MTT, seguido da adi¢cdo de 100 pL de dimetilsulféxido (99,7%) para a
solubilizagéo dos cristais de formazam. Para a realizagéo da leitura, foi utilizado o
leitor de microplacas (Labtech) a 550 nm.

Ensaio de genotoxicidade

O teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Tice et al. (2000),
com modificagdes. Nesse ensaio, 0 Metilmetanosulfonato [75 pM] foi utilizado como
indutor de danos ao DNA. Foram semeadas 1x10° de células/poco em placas de 6
pocos, e apos 24 horas de estabilizacdo foi realizado o tratamento com a
Vortioxetina (0,75; 1,5 e 3 pg/mL) durante 3 horas. Apds a colheita das células, a
suspensao foi depositada em laminas pré-gelatinizadas com agarose normal,
cobertas por laminulas e levadas para a geladeira por 20 minutos. Ap0s esse
periodo, as laminulas foram retiradas e as laminas foram colocadas na solucdo de
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lise celular por 1h30, posteriormente, foram submetidas a eletroforese. Apds a
corrida, as laminas foram neutralizadas, fixadas e mantidas sob refrigeracdo até o
momento da andlise. Para a realizagdo da analise, foram contabilizadas 100 células
por lamina, classificando-as quanto aos danos sofridos, de classes 0 a 3. Células
apoptéticas nao foram contabilizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ensaio de citotoxicidade MTT, foi utlizado as seguintes
concentracfes de Vortioxetina: 0,375; 0,75; 1,5; 3; 6; 9; 12; 15; 18 e 21 pg/mL, e os
resultados indicaram que, no tempo de 24 horas, apenas a concentragdo de 1,5
Mg/mL nao foi estatisticamente significativa em relagédo ao controle. No tempo de 48
horas, apenas a concentragdo 0,375 pg/mL ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle. Ja, no tempo de 72 horas, as
concentragbes de 0,375 e 0,75 pg/mL também ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle. Para as demais
concentragOes avaliadas (3; 6; 9; 12; 15; 18 e 21 pyg/mL), nos trés tempos amostrais
(24, 48 e 72 horas), os resultados foram estatisticamente significativos em relacao
ao controle, assim como o agente indutor de danos DOX.

Em outro experimento, outras concentragcdes mais baixas de Vortioxetina
(0,01; 0,05; 0,1; 0,375; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 1,75; 3 e 6 ug/mL) também foram testadas
no Ensaio do MTT, evidenciando que no tempo de 24 horas, a concentracdo 0,75
Mg/mL exibiu diferenca estatistica. No tempo de 72 horas, as concentracdes de 1,5
Mg/mL e 1,75 pg/mL; e as concentracdes de 3 e 6 ug/mL, nos trés tempos amostrais,
apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle,
assim como o agente indutor de danos DOX. Para as demais concentracdes
avaliadas (0,01; 0,05; 0,1; 0,375; 0,5 e 1 ug/mL), nos trés tempos amostrais (24, 48
e 72 horas), os resultados néo foram estatisticamente significativos.

Esse resultado indica que a Vortioxetina € citotdxica para células tumorais
renais (786-0), em concordancia com Li et al. (2023), que também demonstrou a
inibicdo da proliferacdo de células de céancer gastrico (HGC27 e AGS) com
diferentes concentracfes de Vortioxetina (0, 0,5, 1, 2 e 4 uM). Além disso, o farmaco
mostrou potencial para induzir apoptose em células de céancer gastrico (AGS),
indicando seu efeito na viabilidade celular de diferentes tipos de células tumorais.

No Ensaio do Cometa, todas as concentragcdoes de Vortioxetina causaram um
aumento estatisticamente significativo no indice de danos em células 786-O e um
aumento estatisticamente significativo no numero de células danificadas dos tipos 1,
2 e 3 em comparacdo com o controle, indicando sua genotoxicidade. Esses
resultados se alinham com um estudo anterior de Slamon et al. (2001), que usou o
Ensaio do Cometa para avaliar o dano ao DNA em células de glioma de rato C6
apos exposicdo a diversos medicamentos antidepressivos, como Amitriptilina,
Imipramina, Fluoxetina e Tranilcipromina. Esse estudo mostrou um aumento
proporcional no dano ao DNA com o aumento das concentragbes dos
antidepressivos, destacando o potencial genotéxico dessas substancias nas
linhagens celulares testadas.
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CONCLUSOES

Considerando a importancia da Vortioxetina e dos antidepressivos para o
tratamento da depresséo, este estudo teve como objetivo investigar a acdo do
farmaco na linhagem celular de carcinoma renal humano (786-0O). Os resultados
mostraram que este antidepressivo foi capaz de induzir citotoxicidade e
genotoxicidade nas células testadas nas concentracdes avaliadas. Este fato sugere
gue a Vortioxetina pode ter outros usos farmacolégicos além do tratamento da
depressdo, demonstrando assim, a importancia de tais estudos para a pesquisa
farmacoldgica e oncoldgica.
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