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RESUMO

O uso de antidepressivos, como o Cloridrato de Bupropiona, tem crescido nos
ultimos anos para tratar depressao, cessar o tabagismo e aliviar sintomas de
abstinéncia. No entanto, devido a possiveis efeitos adversos e dependéncia, €
essencial monitorar seu uso com avaliagdes constantes. Este estudo analisou a
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade do metabdlito Cloridrato de
Hidroxibupropiona em linfécitos humanos usando o Teste do MTT, o Ensaio do
Cometa e o Teste do Micronucleo. Os resultados indicaram que apenas as maiores
concentragdes interferem na viabilidade celular e causam alteragdes nucleares.

INTRODUCAO

A depressao € uma das principais causas de incapacidade, caracterizada por
alteracbées de humor e disturbios emocionais como tristeza e irritabilidade, afetando
o cotidiano do individuo. O Cloridrato de Bupropiona e seu metabdlito, o Cloridrato
de Hidroxibupropiona, sao alternativas eficazes para aliviar esses sintomas e
amplamente consumidos no pais, sendo crucial o acompanhamento dos riscos
associados ao seu uso.

Nesse contexto, estudos in vitro sdo essenciais para investigar os riscos que
os farmacos podem representar as células humanas. Os linfécitos, células
responsaveis pela resposta imune, podem ser utilizados em testes como o Teste do
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-2H bromotetrazolio) que avalia o potencial
citotdéxico, o Ensaio do Cometa que avalia a genotoxicidade por meio da deteccéo de
quebras no DNA, e o Teste do Micronucleo utilizado para avaliar a mutagenicidade,
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analisando danos nucleares e cromossdmicos. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar o potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico do antidepressivo Cloridrato
de Hidroxibupropiona em cultura de linfécitos humanos.

MATERIAIS E METODOS
Solucéo tratamento e Cultura de células

O farmaco Bup® foi adquirido comercialmente e dissolvido em tampéao fostato-
salino com 0,1% de DMSO. A coleta de sangue, aprovada pelo Comité de Etica da
UEM, contou com o Termo de Consentimento Livre dos participantes. Foram
coletados 40 mL de sangue periférico de trés voluntarios higidos. Apds isolar os
linfécitos com Ficoll Paque Plus, as células foram ressuspendidas em meio RPMI-
1640 com 20% de SBF e 2% de fitohemaglutinina A e contadas na camara de
Neubauer para os experimentos.

Teste de citotoxicidade - MTT

O ensaio foi realizado conforme Mosmann (1983), com modificacées. Em
placas de 96 pocos, foram semeadas 1x108 linfécitos por poco. Apds estabilizagao,
foi adicionado meio completo com os tratamentos: controle, controle com 0,1% de
DMSO, metilmetanosulfonato (MMS) [100uM], e Cloridrato de Hidroxibupropiona [25,
50, 100 e 250 uM/mL]. Apos 24, 48 e 72 horas, o meio foi trocado por 100 pL de
MTT [2 mg/mL] e incubado por 4 horas. O meio foi entdo substituido por 100 pL de
DMSO (99,7%) para solubilizar os cristais de formazan, e a leitura foi feita em leitor
de microplacas (Labtech) a 550 nm.

Ensaio de genotoxicidade

O teste seguiu o protocolo de Tice et al. (2000), com modificacées. Foram
semeadas 1x10° células/poco em placas de 6 pocos, e apds 24 horas, as células
foram tratadas com Cloridrato de Hidroxibupropiona [25, 50, 100 e 250 uM/mL] por 3
horas. O indutor de danos ao DNA foi o Metilmetanosulfonato (MMS) [100uM]. Apéds
a colheita, a suspensao foi depositada em laminas com agarose normal, cobertas
por laminulas e refrigeradas por 20 minutos. Em seguida, as laminas foram
colocadas em solucao de lise celular por 1:30h, submetidas a eletroforese e depois,
neutralizadas, fixadas e refrigeradas até a andlise. Para a andlise, foram
contabilizadas 100 células por lamina, classificando-as de acordo com os danos de
classes 0 a 3, excluindo células apoptoticas.

Teste do Micronucleo
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O teste seguiu Fenech (2000), com modificacoes. Apds 44 horas de cultura foi
adicionado o Cloridrato de Hidroxibupropiona [25, 50, 100 e 250 uM/mL], e ap6s 48
horas, a citocalasina B [5 ug/mL] foi usada para inibir a citocinese. As células foram
coletadas, fixadas em metanol-acido acético e coradas com Giemsa a 5%. Foram
analisadas 1.000 células binucleadas para avaliar micronucleos (MN), ponte nucleo
plasmatica (PNP) e broto nuclear (NBUD), e 500 células para o indice de
proliferacdo com bloqueio de citocinese (CBPI) que foi calculado pela férmula [M1 +
2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/1.000.

As andlises estatisticas dos trés testes foram realizadas utilizando a analise
de variancia (Oneway ANOVA), seguido do Teste de Dunnet (a=0,05; p<0,05) com o
auxilio do programa GraphPad Prism 5.01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os trés ensaios realizados, foram avaliadas as concentracbes de 25, 50,
100 e 250 uM/mL de Cloridrato de Hidroxibupropiona. No ensaio de citotoxicidade do
MTT apenas a concentracdo de 250 uM mostrou efeito citotoxico, estatisticamente
significativo, ap6s 48 e 72 horas de tratamento. No Ensaio do Cometa, ndo houve
diferenga significativa, indicando auséncia de genotoxicidade. Enquanto no Ensaio
do Micronucleo, apesar de nao haver inducdo de micronucleos ou pontes, foram
observados brotos em células tratadas com concentracées de 100 e 250 uM/mL.
Isso sugere que em concentragdes mais elevadas o farmaco pode causar
citotoxicidade e induzir alteragdes nucleares como brotos.

Os resultados do presente estudo sobre o Cloridrato de Bupropiona diferem
dos encontrados por Bhattacharya et al. (2013), que relataram alta citotoxicidade e
genotoxicidade em linfécitos humanos tratados. No entanto, a principal diferenca
pode estar no uso excessivo do solvente DMSO, pois, os autores do estudo usaram
8% de DMSO, enquanto a Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econémico (OECD) recomenda nao ultrapassar 1%. Isso pode ter influenciado nos
resultados. Além disso, a literatura sobre os efeitos do Cloridrato de Bupropiona in
vitro é limitada, e futuros estudos devem considerar essas variaveis e explorar mais
profundamente as ag¢des deste farmaco.

CONCLUSOES

Dado o papel crucial dos antidepressivos e especificamente, do Cloridrato de
Hidroxibupropiona no tratamento da depressao, este estudo avaliou a seguranca
citotoxica, genotéxica e mutagénica do farmaco em linfécitos humanos. As
concentracdes testadas mostraram que apenas as mais altas causaram diminuicao
da proliferacao celular e também alteragdes nucleares. Esses resultados ressaltam a
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importancia de testes de toxicidade in vitro e a necessidade de estudos adicionais
sobre a toxicidade deste e de outros antidepressivos.
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