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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 7% da populagéo
brasileira é afetada por distarbios psiquicos relacionados a depresséo. Estima-se
que até 2020, a depresséo sera a segunda doenca mais prevalente no mundo.
Diante desse contexto, 0 uso de antidepressivos tem aumentado
exponencialmente. Com o objetivo de avaliar o potencial mutagénico e
recombinogénico dos antidepressivos Cloridrato de Bupropiona (CB) e Cloridrato
de Trazodona (CT), o Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) em
células de asa de Drosophila melanogaster foi utilizado. Dois cruzamentos foram
realizados: cruzamento padréo (ST) e o cruzamento de alta bioativacdo (HB).
Larvas de terceiro estagio (72 + 4h), obtidas de ambos os cruzamentos, foram
tratadas com diferentes concentragdes 0,9375; 1,875; 3,75; 7,5 ou 15 mg/mL. Agua
ultrapura e Uretano (10 mM) foram utilizados como controles negativo e positivo,
respectivamente. A maior concentracao de CB e CT (15 mg/mL) foi téxica. A partir
da analise dos descendentes trans-heterozigotos (MH), somente a menor
concentragdo (0,9375 mg/mL) do CB, no cruzamento ST, ndo aumentou
significativamente a frequéncia de manchas mutantes. A analise dos descendentes
heterozigotos balanceados (BH) indicou que os eventos genotoxicos induzidos por
CB no cruzamento ST sao, majoritariamente, de origem recombinogénica. Por outro
lado, ao ser metabolizado pelo complexo enziméatico CYP450, passam a ser
essencialmente mutagénicos. Todas as concentracfes avaliadas do CT
aumentaram significativamente a frequéncia de manchas mutantes, independente
do cruzamento. Apos a analise dos individuos BH, as trés concentragdes iniciais
(0,9375; 1,875 e 3,75 mg/mL) foram recombinogénicas, tanto no cruzamento ST
como no HB. Ja na maior concentracdo (7,5 mg/mL) os eventos genotéxicos foram
essencialmente mutagénicos. Visto a falta de dados na literatura e o aumento da
utilizacdo de antidepressivos pela populacdo mundial, sdo necessarios mais
estudos para elucidacdo dos mecanismos de acéo relacionados aos danos ao
material genético, causados pelo Cloridrato de Bupropiona e pelo Cloridrato de

Trazodona.

Palavras-chave: Antidepressivos; Toxicidade; SMART; Somatic Mutation and

Recombination Test.
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ABSTRACT

According to the World Health Organization, around 7% of the Brazilian population
is affected by psychic disorders related to depression. It is estimated that until 2020,
depression will be the second most prevalent disease in the world. In light of this
context, the use of antidepressants has increased exponentially. In order to evaluate
the mutagenic and recombinogenic potential of the antidepressants: Bupropion
Hydrochloride (CB) and Trazodone Hydrochloride (CT), the Somatic Mutation and
Recombination Test (SMART) in wing cells of Drosophila melanogaster was used.
Two crossings were realized: standard (ST) and high bioactivation (HB) cross .
Third instar larvae (72 + 4h), obtained from both crosses, were treated with different
concentrations 0.9375; 1.875; 3.75; 7.5 or 15 mg/mL. Ultrapure water and Urethane
(10 mM) were used as negative and positive controls respectively. The highest
concentration of BH and TH (15 mg/mL) was toxic. From the analysis of the trans-
heterozygous descendants (MH), only the lowest concentration (0.9375 mg/mL) of
the BH at the ST crossing did not increase the frequency of mutant spots
significantly. The analysis of balancer heterozygous (BH) descendants indicated
that genotoxic events induced by BH at ST crossing are mostly of recombinogenic
origin. On the other hand, when they are metabolized by the enzyme complex of
CYP450, they turn to be essentially mutagenic. All concentrations of TH increased
the frequency of mutant spots significantly, regardless of crossover. After the
analysis of the BH individuals, the three initial concentrations (0.9375, 1.875 and
3.75 mg/mL) were recombinogenic, both at ST and HB crossing. At the highest
concentration (7.5 mg/mL) the genotoxic events were essentially mutagenic. Since
the lack of data in the literature and the increased use of antidepressants by the
world population, it is necessary further studies to elucidate the action mechanisms
related to damage to genetic material caused by Bupropion Hydrochloride and

Trazodone Hydrochloride.

Keywords: Antidepressants; Toxicity; SMART; Somatic Mutation and
Recombination Test.
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1. INTRODUCAO

A depressao é um transtorno de humor crénico e recorrente, que ocasiona
forte impacto na qualidade de vida do paciente e de seus familiares. Considerando
0 aumento no numero de casos e suas consequéncias sociais, constitui sério
problema de saude publica (Aguiar et al., 2011). Cerca de 4,4 % da populacao
mundial é atualmente acometida por essa doenca, sendo a maioria mulheres e
idosos (WHO, 2017).

A descoberta de drogas antidepressivas no final da década de 1950, trouxe
importantes avangos na compreensdo dos mecanismos envolvidos nos transtornos
depressivos, assim como possibilidades de tratamento farmacolégico (Moreno et
al., 1999; Ribeiro et al., 2014).

De acordo com Then et al. (2017) e Wu et al. (2012), os antidepressivos
podem ser classificados como:

1) Antidepressivo triciclico (ATC), que age a nivel pré-sinaptico, bloqueando
a recaptura de monoaminas (norepinefrina e serotonina);

2) Inibidor de monoamina oxidase (IMAQO), atua inibindo a degradacao da
serotonina, noradrenalina e dopamina pela enzima monoamina oxidase;

3) Inibidor seletivo da recaptacédo de serotonina (ISRS), causa o aumento
da disponibilidade de serotonina;

4) Inibidor seletivo da recaptacdo de norepinefrina (ISRN), é uma nova
classe de antidepressivos, que aumenta a disponibilidade da norepinefrina;

5) Inibidor seletivo da recaptacdo de dopamina (ISRD), aumenta a
disponibilidade de dopamina e noradrenalina no organismo;

6) Inibidor seletivo da recaptagéo de serotonina e de norepinefrina (ISRSN),
similar aos triciclicos, mas sem os efeitos colaterais anticolinérgicos;

7) Antidepressivo tetraciclico (ATeC), também chamado de antidepressivo
noradrenérgico e especifico serotoninérgico (ANES), pode atuar em um grande
namero de receptores, como antagonista ou agonista inverso dos receptores:
serotoninérgicos, alfa adrenérgicos, dopaminérgicos, histaminérgicos e
muscarinicos.

Dentre os antidepressivos da classe dos ISRSN, destaca-se o Cloridrado de

Bupropiona (CB) (Fig. 1A), utilizado no tratamento da depressao e no auxilio para


https://pt.wikipedia.org/wiki/Inibidor_da_monoamina_oxidase
https://pt.wikipedia.org/wiki/Monoaminoxidase
https://pt.wikipedia.org/wiki/Inibidor_seletivo_de_recapta%C3%A7%C3%A3o_de_serotonina

cessacao do tabagismo (Bhattacharya et al., 2013). Seu mecanismo de acao ainda
ndo é completamente elucidado, mas sabe-se que ele € um antagonista nicotinico,
que causa diminuicdo dos sintomas de abstinéncia relacionados a cessacao do
tabagismo. E metabolizado pelo figado e devido a sua alta tolerabilidade, por néo
interagir com receptores histaminicos e colinérgicos, possui efeitos colaterais leves,
como insbnia, nauseas, vomitos e tonturas (Jefferson et al., 2005).

CB geralmente causa menos efeitos maléficos do que os antidepressivos
ISRS, como menor disfuncéo sexual, devido ao aumento da libido; o tratamento a
longo prazo pode gerar diminuicdo de peso corporal ao invés de ganho de peso,
devido a diminuicdo do apetite e menor desprendimento emocional quando
comparado aos Inibidores Seletivos da Recaptacao de Serotonina, visto que esses
antidepressivos podem causar desapego, fadiga e até apatia (Demyttenaere e
Jaspers, 2008; Vanderkooy et al., 2002).

Além disso, o CB tem mostrado efeitos cardiotoxicos durante o
desenvolvimento fetal, por essa raz&o, seu uso é contraindicado durante a gravidez
(Qureshietal., 2014). Em 2009, a FDA (Food and Drug Administration) dos Estados
Unidos soltou um alerta de perigo (Black Box Warning - BBW) relacionado ao uso
do Cloridrato de Bupropiona. Mas um estudo realizado para mensurar o uso desse
antidepressivo de 2007 a 2014, mostrou que o seu uso nao sofreu declinio, mesmo

depois do alerta sobre o risco de sua utilizacdo (Shah et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharya%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23833432
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Figura 1. Férmula estrutural do (A) Cloridrato de Bupropiona, e (B) Cloridrato de

Trazodona (Fonte: www.farmakologiportalen.no; Wen et al., 2008).

Outro antidepressivo muito utilizado € o Cloridrato de Trazodona (CT) (Fig.
1B), pertencente a classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRS). Também é metabolizado pelo figado, e ao longo do tempo ocorre a
dessensibilizacdo e diminuicdo no niumero de receptores beta-adrenérgicos e 5-
HT2A. Apresenta atividade antagonista de receptores alfa-1-adrenérgicos e anti-
histaminicos, por isso possui baixa frequéncia de reacdes adversas no organismo
(Karhu et al., 2011).

E eficaz no tratamento contra insénia, e pode também melhorar a apneia do
sono (Kaynak et al., 2004; Smales et al., 2015). Seu uso é contraindicado para

pessoas com problemas cardiacos, visto que esse antidepressivo leva ao bloqueio



dos canais HERG cardiacos, e em dosagens elevadas pode gerar arritmias
cardiacas e taquicardia ventricular (Zitron et al., 2004).

Nos ultimos anos, € possivel evidenciar um esforco mundial para reduzir a
utilizacdo de mamiferos nas pesquisas toxicologicas e genéticas, principalmente no
que se diz respeito ao desenvolvimento de modelos alternativos in vivo (Siddique
et al.,, 2005). A Drosophila melanogaster € um inseto utilizado como modelo
experimental na genética e na biologia do desenvolvimento ha cerca de um século
(Roberts, 2006). Destaca-se no meio cientifico para avaliacdo da toxicidade e
mutagenicidade de diferentes xenobidticos (Demir et al., 2011; Demir et al., 2013;
Graf et al., 1996; Morais et al., 2016; Oliveira et al., 2017; Parvathi e Rajagopal,
2014; Reis et al., 2015).

~2mm ’f

Figura 2. Drosophila  melanogaster macho e fémea  (Fonte:
gompel.org/drosophilidae).

D. melanogaster € um inseto da Ordem Diptera, possui aproximadamente 2
mm de comprimento (Fig. 2), holometabolo (Fig. 3) e com ciclo de vida curto, dentre
10 e 12 dias. Durante a fase de pupa, ocorre a metamorfose, onde as células dos
discos imaginais vao se proliferar para formar as estruturas do individuo adulto. Nos
adultos é possivel observar o dimorfismo sexual (Fig. 2) (Amoretty et al., 2013;
Gomes, 2001).



Ciclo de vida da Drosophila melanogaster

Pupa

Larva {1° Estagio)

Larva (2° Estagio)

Larva (3° Estagio)

Figura 3. Esquema representativo do ciclo de vida e do dimorfismo sexual de D.

melanogaster (Fonte: Dr. Ulrich Graf — Institute of Toxicology ETH - Zurich — Suica).

As vantagens inerentes ao trabalho com esse organismo sao: tempo de
geracdo curto, facil manutencéo das linhagens, poucas exigéncias nutricionais,
baixo custo, prole numerosa, susceptibilidade para manipulagdo genética,
facilidade de detectar alteracdes fenotipicas e principalmente, homologia e



conservagao do genoma com organismos superiores (Demir et al., 2011; Demir et
al., 2013; Graf et al., 1996; Machado et. al., 2016; Parvathi e Rajagopal, 2014,
Vasconcelos et al., 2017).

Dentre os testes realizados com D. melanogaster como organismo modelo,
destaca-se o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Soméatica (Somatic Mutation and
Recombination Test - SMART), considerado um dos testes “padrdao ouro” em
relacdo a avaliacdo de mutagenicidade (Parvathi e Rajagopal, 2014).

Este teste foi desenvolvido por Graf et al. (1984) e aprimorado por Graf e
van Schaik (1992). Desde entédo, tem sido empregado na avaliacdo mutagénica e
recombinogénica de diferentes substancias quimicas e compostos isolados (De
Andrade et al., 2014; Morais et al., 2016; Reis et al., 2015; Reis et al., 2016).
Fundamenta-se na deteccao da perda da heterozigose em genes marcadores, que
alteram o fendtipo dos pelos existentes na asa da mosca (Graf et al., 1996).

Dois cruzamentos séo realizados: Cruzamento padrdo (ST — standard
cross), entre machos “mwh” e fémeas virgens “fIr®”, (til na deteccdo de agentes
genotoxicos diretos, e cruzamento de alta bioativagdo (HB — high bioactivation
cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens “ORR; fIr¥”, conhecido por sua
progénie apresentar elevados niveis de enzimas do complexo citocromo P450
(CYP6A2), util na deteccao de agentes genotdxicos indiretos ou promutadgenos, que
necessitam de ativacdo metabdlica para induzir efeitos genotéxicos (Graf et al.,
1984; Graf e van Shaik, 1992; Spané e Graf, 1998).

Ambos o0s cruzamentos produzem dois tipos de progénie: Trans-
heterozigotos marcados (mwh + / + fIr3) (MH), que é distinguido pela borda lisa da
asa; e Heterozigotos balanceados (mwh + / TM3, BdS) (BH), com borda da asa
serrilhada (Fig. 4). Através de tratamentos com compostos mutagénicos a perda de
heterozigose nos discos imaginais é induzida, levando a formacédo de clones de
células mutantes, os quais se expressam ao final da diferenciacéo celular, em uma

mancha mutante na asa (Spanoé e Graf, 1998).
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Figura 4. Esquema representando o Cruzamento Padrao (ST) e Cruzamento de
Alta Bioativacdo (HB), e as progénies geradas (Fonte: Imagem cedida pelo

Laboratério de Mutagénese, UFU).

Nos individuos adultos MH, as manchas mutantes podem aparecer como
manchas simples, apresentando o fendtipo “mwh” ou “flare”, ou como manchas
gémeas, mostrando areas adjacentes “mwh” e “flare”. Manchas simples sé&o
consideradas aquelas que expressam apenas um dos genes mutantes, flr® ou mwh
e podem ser classificadas como simples pequenas (manchas com uma ou duas
células) (Fig. 5B e 5C) ou simples grandes (manchas com mais de duas células).
O aparecimento desses pélos esta relacionado a mutacdo, aberracdo
cromossOmica (delecdo), néao-disjuncdo mitdtica bem como a eventos
recombinacionais (0 qual apresenta apenas manchas simples do tipo “mwh”). O
aparecimento de manchas gémeas (Fig. 5D) ocorre exclusivamente por

recombinacao (Graf et al., 1984).
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Figura 5. Fotomicrografias (aumento de 400X) de asas de D. melanogaster obtidas
por microscépio optico de luz. (A) Pélos normais; (B) Mancha simples pequena, tipo
“‘mwh”; (C) Mancha simples pequena, tipo “flare”; (D) Mancha gémea, com pélos

“‘mwh” e “flare” (Fonte: arquivo pessoal).

Embora haja ampla utilizacdo desses medicamentos, ndo ha uma explicacédo
clara sobre seu potencial genotoxico. Estudos anteriores demonstram que os testes
de genotoxicidade desses ingredientes ativos sdo limitados (Yilmaz et al., 2016).
Por estas raz0es, o presente estudo foi realizado para avaliar o potencial

genotoxico do cloridrato de trazodona e do cloridrato de bupropiona.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar o potencial mutagénico e recombinogénico do Cloridrato de
Buprobiona e do Cloridrato de Trazodona em células sométicas de asa de

Drosophila melanogaster.

Objetivos Especificos

Avaliar a toxicidade do cloridrato de bupropiona e do cloridrato de trazodona,
por meio do Teste de Sobrevivéncia com Drosophila melanogaster.

Avaliar e quantificar através do SMART, a inducdo de mutacdo e
recombinacdo, utilizando os descendentes trans-heterozigotos marcados e
heterozigotos balanceados, provenientes dos cruzamentos padrdo e de alta

ativacdo metabolica.

Avaliar a influéncia do complexo enzimatico citocromo P450 (CYP450) na
inducdo de manchas mutantes nos individuos tratados com diferentes

concentracfes dos antidepressivos testados.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Compostos Quimicos e Meio de Cultura

Os medicamentos testados foram: Bupium® (Cloridrato de Bupropiona),
fabricado pela EMS Sigma Pharma Ltda, Hortolandia/SP (Brasil), Lote: 801094,
CAS: 31677-93-7; e Donaren® (Cloridrato de Trazodona), fabricado pela Apsen
Farmacéutica, Sdo Paulo/SP (Brasil), Lote: 16090258, CAS: 25332-39-2.

Uretano 10 mM (Etil-carbamato — CAS: 51-79-6, Buchs, Suica), foi utilizado
como controle positivo e agua ultra pura (18.2 MQ), obtida do sistema MilliQ
(Millipore, Vimodrone, Milan, Itélia) foi usada como controle negativo. O Puré de
batata em flocos, utilizado como meio de cultura alternativo, foi obtido da Yoki
Alimentos S.A. — Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil. Todas as solucdes foram

preparadas no momento de uso.

3.2 Teste de Mutacdo e Recombinacdo Soméatica (SMART) em Drosophila

melanogaster

3.2.1 Linhagens de Drosophila

Trés linhagens diferentes foram utilizadas: (i) machos mwh (mwh/mwh); (ii)
fémeas flr3 (flIr3/In(BLR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e e BdS); e (iii) femeas ORR;fIr3
(ORR;fIr3/In(BLR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx3¢ e BdS). Essas linhagens mutantes
foram cedidas pelo Prof. Dr. Ulrich Graf, do Instituto de Toxicologia, ETH, da
Universidade de Zirich (Schwerzenbach, Suica). As linhagens mutantes foram
mantidas em estufa B.O.D. (Biologic Oxigen Demand) (Tecnal — Equipamentos
para Laboratérios Ltda., Piracicaba, SP), com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro

e temperatura de 25 + 1 °C.

3.2.2 Cruzamentos e Tratamentos

Foram realizados dois cruzamentos: 1] padréo (Standard — ST), que utiliza
machos mwh e fémeas fIr® (Graf et al., 1989); e 2] alta bioativacdo metabdlica (High
Bioactivation — HB), que utiliza machos mwh e fémeas ORR; flr® (Graf e van Schaik,
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1992), caracterizado por elevados niveis de metabolizacdo por enzimas do
citocromo P450. Ambos os cruzamentos (ST e HB) produzem dois tipos de
descendentes: moscas trans-heterozigotas marcadas (MH — mwh+/+flr8) e moscas
heterozigotas balanceadas (BH — mwh+/+TM3,BdS).

Larvas de terceiro estagio (72 + 4h), provenientes dos dois cruzamentos,
foram submetidas a tratamento cronico (aproximadamente 48h) com diferentes
concentracdes dos antidepressivos, CB e CT: 0,9375; 1,875; 3,75; 7,5 e 15 mg/mL
(Figura 6). As concentracdes escolhidas apés ensaio de sobrevivéncia foram
aguelas que nao alteraram significativamente as taxas de sobrevivéncia quando
comparadas ao controle negativo, para ambos os antidepressivos foram: 0,9375;
1,875; 3,75 e 7,5 mg/mL.

Os tratamentos (sobrevivéncia e SMART) foram realizados em frascos
contendo 1,5 g de meio de cultura alternativo (puré de batata instantaneo, Yoki
Hikari®), hidratados com 5 mL de cada concentragéo testada. Agua ultra pura foi
utilizada como controle negativo e como controle positivo utilizou-se Uretano 10

mM. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata.

Estdgio larval Adulto

!
|
%

4
"
w

120h
48h |

Tratamentos com Antidepressivos
Tratamento com Uretano
Tratamento com Agua ultrapura

Figura 6. Esquema do tratamento de larvas de D. melanogaster (Fonte: Imagem

cedida pelo Laboratério de Mutagénese, UFU).
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3.2.3 Preparacéo e Analise das Laminas

Os adultos emergentes apoés o tratamento foram coletados e armazenados
em frascos contendo etanol 70%. As asas foram retiradas com auxilio de pincas
entomoldgicas e de um estereomicroscépio, e alinhadas sobre uma lamina de vidro,
sendo 5 pares de asas de fémeas na parte superior e 5 pares de asas de machos
na porcao inferior. Para adesao da laminula a lamina, foram utilizados solucéo de
Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 50 g de hidrato cloral e 50 mL de
agua) e pesos de metal. As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico de luz
com aumento final de 400X.

3.2.4 Analise Estatistica

Para avaliacao do potencial genotoxico, a frequéncia de manchas por mosca
em cada série tratada foi comparada ao controle negativo. Para tanto, foi utilizado
o teste binomial condicional de Kastembaum e Bowman (1970), seguindo o
procedimento de decises mdultiplas de acordo com Frei e Wiirgler (1988) que é
aplicado sobre duas hipoteses e permite a obtencdo de quatro diagndsticos
estatisticos.

Na hipotese nula (HO), é determinado que ndo ha diferenca na frequéncia
de manchas induzidas nos dois grupos e na hipétese alternativa (HA) é colocado
um fator multiplicador (m), em que se afirma que um dos grupos apresenta uma
frequéncia de manchas m vezes maior ou menor do que o outro. Como as manchas
simples pequenas podem apresentar alta frequéncia espontanea, o valor
multiplicador m é fixado em 2. Para as manchas simples grandes e gémeas, na
qual apresentam uma frequéncia espontanea baixa, o0 m é estabelecido em 5
(Andrade et al., 2004).

Cada hipdtese é testada para um nivel de significancia de 5%, sendo quatro
as decisdes possiveis:

- inconclusivo (i): sdo aceitas ambas as hipéteses e como elas ndo podem
ser simultaneamente verdadeiras, nenhuma conclusdo pode ser tomada;

- negativo (-): aceita HO e rejeita HA;

- positivo (+): rejeita HO e aceita HA;

12



- fraco-positivo (f+): sdo rejeitadas ambas as hipoteses.

Com o objetivo de confirmar os resultados positivos e excluir os outliers foi
efetuado o teste U de Wilcoxon, Mann e Whitney (Frei e Wirgler, 1995).

Com base nas frequéncias de inducéo de clone por 10° células, a atividade

recombinogénica é calculada como:

Frequéncia de mutacdo (FM) = frequéncia de clones em moscas BH

frequéncia de clones em moscas MH

Frequéncia de recombinacao (FR) =1 - FM

Frequéncias total de manchas (FT) = total de manchas em moscas MH

ndmero de moscas
Comparacdes estatisticas de taxas de sobrevivéncia foram realizadas por

meio do teste do X? para proporcdes, para amostras independentes (Sinigaglia et
al., 2006).
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4. RESULTADOS

De acordo com os procedimentos experimentais utilizados, os testes de

sobrevivéncia demonstraram que, em altas concentracdes, os dois antidepressivos

testados foram toxicos. O Cloridrato de Bupropiona na concentragdo de 15 mg/mL,

em ambos o0s cruzamentos, diminuiu significativamente (p>0,05) a taxa de

sobrevivéncia quando comparados aos respectivos controles negativos (Fig. 7A).

De forma analoga, o Cloridrato de trazodona, na concentracdo de 15 mg/mL foi

toxico para os dois cruzamentos. Por outro lado, a concentracdo de 7,5 mg/mL foi

toxica somente para individuos do cruzamento HB (Fig. 7B).

A
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Taxa de Sobrevivéncia
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Controles e Concentragdoes (mg/mL)

Figura 7. Taxa de Sobrevivéncia dos individuos dos cruzamentos ST e HB, tratados

com diferentes concentragdes de (A) Cloridrato de Bupropiona e (B) Cloridrato de

Trazodona.
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Tabela 1. Resultados obtidos com o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em células da asa de Drosophila
melanogaster, com os descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) do cruzamento padrao
(ST), tratados com Agua ultra pura e Uretano (controles negativo e positivo, respectivamente) e diferentes concentracées do

Cloridrato de Bupropiona.

Manchas por mosca (nimero de manchas), diagndstico estatistico®

Frequéncia de formacéo de
clones/10° células?

Gendtipos e N° de Manchas Manchas Manchas Recombinacao
Tratamento moscas simples simples Manchas Total de com clones Observado Controle Corrigido (%)
(mg/ml) pequenas grandes gémeas manchas mwh¢

(1-2 cells)? (>2 cells)®
mwh/flr3
Controle Negativo 40 0.45 (18) 0.05 (02) 0.00 (00) 0.50 (20) 18 0.92
Controle Positivo 40 2.13 (85) + 0.23 (09) + 0.10 (04) i 2.45 (98) + 92 471 3.79 9.77
Bupium
0,937 40 0.58 (23) i 0.10 (04) i 0.03 (01) i 0.70 (28) i 25 1.28 0.36
1,875 40 0.70 (28) i 0.10 (04) i 0.15 (06) + 0.95 (38) + 38 1.95 1.03 60.51
3,75 40 0.80 (32) + 0.08 (03) i 0.05 (02) i 0.90 (36) + 33 1.69 0.77 57.40
7,5 40 0.83 (33) + 0.05 (02) i 0.10 (04) i 0.98 (39) + 36 1.84 0.92 66.85
mwh/TM3
Controle Negativo 40 0.30 (12) 0.05 (02) 0.35 (14) 14 0.72
Controle Positivo 40 2.03 (81) + 0.05 (02) i 2.08 (83) + 83 4.25 3.53
Bupium
1,875 40 0.38 (15) i 0.00 (00) i 0.38 (15) i 15 0.77 0.05
3,75 40 0.35(14) i 0.00 (00) i 0.35(14) i 14 0.72 0.00
7,5 40 0.30 (12) i 0.00 (00) i 0.30 (12) - 12 0.61 -0.11

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr3) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.

a Diagnéstico estatitico de acordo com Frei e Wirgler (1988; 1995), para comparagdo com o respective controle: -, negativo; i, inconclusivo; +, positivo (P<0.05).
b Incluindo raras manchas simples fir3.

¢ Considerando clones mwh de manchas simples mwh e gémeas.

4 Frequéncia de formac&o de clones: clones/moscas/48.800 células (sem corre¢do de tamanho).
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Tabela 2. Resultados obtidos com o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em células da asa de Drosophila

melanogaster, com os descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) do cruzamento de

alta bioativacdo (HB), tratados com Agua ultra pura e Uretano (controles negativo e positivo, respectivamente) e diferentes

concentracdes do Cloridrato de Bupropiona.

Manchas por mosca (nimero de manchas), diagnéstico estatistico®

Frequéncia de formacéo de
clones/10° células?

Gendtipos e N° de Manchas Manchas Manchas Recombinacao
Tratamento moscas simples simples Manchas Total de com clones Observado Controle Corrigido (%)
(mg/ml) pequenas grandes gémeas manchas mwh¢

(1-2 cells)? (>2 cells)®
mwh/flr3
Controle Negativo 40 0.58 (23) 0.03 (01) 0.03 (01) 0.63 (25) 24 1.23
Controle Positivo 40 9.33(373) + 0.75 (30) + 1.20 (48) + 11.28 (451) + 437 22.39 21.16 12.15
Bupium
0,937 40 0.80 (32) i 0.20 (08) + 0.08 (03) i 1.08 (43) + 42 2.15 0.92 16.77
1,875 40 0.85 (34) i 0.08 (03) i 0.10 (04) i 1.03 (41) + 41 2.10 0.87 34.28
3,75 40 0.93 (37) + 0.08 (03) i 0.00 (00) i 1.00 (40) + 39 2.00 0.77 20.50
7,5 40 0.78 (31) i 0.25 (10) + 0.00 (00) i 1.03 (41) + 41 2.10 0.87 17.14
mwh/TM3
Controle Negativo 40 0.75 (30) 0.00 (00) 0.75 (30) 30 1.54
Controle Positivo 40 9.43 (377) + 0.18 (07) + 9.60 (384) + 384 19.67 18.13
Bupium
0,937 40 0.85 (34) - 0.03 (01) i 0.88 (35) - 35 1.79 0.25
1,875 40 0.65 (26) - 0.03 (01) i 0.68 (27) - 27 1.38 -0.16
3,75 40 0.75 (30) - 0.03 (01) i 0.78 (31) - 31 1.59 0.05
75 40 0.80 (32) - 0.05 (02) i 0.85 (34) - 34 1.74 0.20

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr3) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.
a Diagnéstico estatitico de acordo com Frei e Wirgler (1988; 1995), para comparagdo com o respective controle: -, negativo; i, inconclusivo; +, positivo (P<0.05).
b Incluindo raras manchas simples flr3.

¢ Considerando clones mwh de manchas simples mwh e gémeas.

d Frequéncia de formacéo de clones: clones/moscas/48.800 células (sem correcdo de tamanho).
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Diante dos resultados de sobrevivéncia obtidos, as concentracbes
escolhidas foram: 0,9375; 1,875; 3,75 e 7,5 mg/mL. Os resultados referentes a
exposicao cronica das larvas trans-heterozigotas marcadas e heterozigotas
balanceadas estéo representados nas Tabelas 1, 2, 3, e 4.

As frequéncias de mutacGes observadas no controle negativo (dgua
ultrapura) e no controle positivo (Uretano 10 mM), para ambos os cruzamentos,
estédo de acordo com aquelas obtidas em experimentos prévios com o teste SMART
de asa em D. melanogaster (Machado et al., 2016; Morais et al., 2016; Reis et al.,
2016).

A partir da andlise dos individuos MH tratados com o CB, oriundos do
cruzamento ST (Tabela 1), apenas a concentracdo de 0,9375 mg/mL, néo
aumentou significativamente o numero de manchas mutantes. Por outro lado, no
cruzamento HB, todas as concentracdes avaliadas alteraram estatisticamente (p <
0,05) a frequéncia de manchas mutantes quando comparadas ao controle negativo
(Tabela 2).

O CT foi mutagénico (p < 0,05), em ambos os cruzamentos, e em todas as
concentracdes avaliadas (Tabela 3 e 4). A andlise dos descendentes heterozigotos
balanceados (BH) indicou que, no cruzamento padrdo, CB é preferencialmente
recombinogénico (Fig. 8A) e, quando metabolizado pelas enzimas do complexo
CYP450, passa a ser essencialmente mutagénico (Fig. 8B).

Os descendentes BH analisados, que foram tratados com CT, indicaram que
no cruzamento ST, nas trés menores concentracdes (0,9375; 1,875 e 3,75 mg/mL),
o cloridrato de tradozona foi recombinogénico, e na maior concentracéo (7,5
mg/mL) mostrou-se mutagénico (Fig. 9A). O mesmo pode ser observado no
cruzamento HB, porém a contribuicdo de recombinacdo foi menor quando

comparado ao cruzamento ST (Fig. 9B).
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Tabela 3. Resultados obtidos com o Teste de Mutacédo e Recombinacdo Somatica (SMART) em células da asa de Drosophila
melanogaster, com os descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) do cruzamento padrao
(ST), tratados com Agua ultra pura e Uretano (controles negativo e positivo, respectivamente) e diferentes concentracées do

Cloridrato de Trazodona.

Manchas por mosca (nimero de manchas), diagnéstico estatistico®

Frequéncia de formacéo de
clones/10° células?

Gendtipos e N° de Manchas Manchas Manchas Recombinacao
Tratamento moscas simples simples Manchas Total de com clones Observado Controle Corrigido (%)
(mg/ml) pequenas grandes gémeas manchas mwh¢

(1-2 cells)? (>2 cells)®
mwh/flr3
Controle Negativo 40 0.43 (17) 0.03 (01) 0.00 (00) 0.45 (18) 17 0.87
Controle Positivo 40 2.58 (103) + 0.35 (14) + 0.25 (10) + 3.18 (127) + 125 6.35 5.48 43.46
Donaren
0,937 40 0.73 (29) i 0.33 (13) + 0.10 (04) i 1.15 (46) + 46 2.36 1.49 74.15
1,875 40 0.65 (26) i 0.28 (11) + 0.10 (04) i 1.03 (41) + 40 2.05 1.18 60.00
3,75 40 0.90 (36) + 0.30 (12) + 0.08 (03) i 1.28 (51) + 51 2.61 1.74 70.50
7,5 40 0.53 (21) i 0.35 (14) + 0.03 (01) i 0.90 (36) + 36 1.84 0.97 41.85
mwh/TM3
Controle Negativo 40 0.35 (14) 0.03 (01) 0.38 (15) 15 0.77
Controle Positivo 40 1.63 (65) + 0.13 (05) i 1.75 (70) + 70 3.59 2.82
Donaren
0,937 40 0.23 (09) - 0.08 (03) i 0.30 (12) - 12 0.61 -0.16
1,875 40 0.33 (13) - 0.08 (03) i 0.40 (16) i 16 0.82 0,05
3,75 40 0.33 (13) - 0.05 (02) i 0.38 (15) - 15 0.77 0,00
75 40 0.50 (20) i 0.03 (01) i 0.53 (21) i 21 1.07 0,30

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr3) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.

a Diagnéstico estatitico de acordo com Frei e Wirgler (1988; 1995), para comparagdo com o respective controle: -, negativo; i, inconclusivo; +, positivo (P<0.05).
b Incluindo raras manchas simples flr3.

¢ Considerando clones mwh de manchas simples mwh e gémeas.

d Frequéncia de formacéo de clones: clones/moscas/48.800 células (sem correcdo de tamanho).
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Tabela 4. Resultados obtidos com o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em células da asa de Drosophila

melanogaster, com os descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) do cruzamento de

alta bioativacdo (HB), tratados com Agua ultra pura e Uretano (controles negativo e positivo, respectivamente) e diferentes

concentracdes do Cloridrato de Trazodona.

Manchas por mosca (nimero de manchas), diagnéstico estatistico®

Frequéncia de formacéo de
clones/10° células?

Gendtipos e N° de Manchas Manchas Manchas Recombinacao
Tratamento moscas simples simples Manchas Total de com clones Observado Controle Corrigido (%)
(mg/ml) pequenas grandes gémeas manchas mwh¢

(1-2 cells)® (>2 cells)®
mwh/flr3
Controle Negativo 40 0.43 (17) 0.05 (02) 0.03 (01) 0.50 (20) 20 1.02
Controle Positivo 40 13.93 (557) + 1.98 (79) + 1.08 (43) + 16.98 (679) + 656 34.8 33.78 34.65
Bupium
0,937 40 1.20 (48) + 0.23 (09) + 0.33 (13) + 1.75 (70) + 68 3.48 2.46 51.44
1,875 40 1.88 (75) + 0.25 (10) + 0.18 (07) + 2.30 (92) + 85 4.35 3.33 52.87
3,75 40 1.35 (54) + 0.30 (12) + 0.28 (11) + 1.93 (77) + 76 3.89 2.87 59.13
7,5 40 0.75 (30) + 0.28 (11) + 0.08 (03) i 1.10 (44) + 42 2.15 1.13 26.05
mwh/TM3
Controle Negativo 40 0.40 (16) 0.03 (01) 0.43 (17) 17 0.87
Controle Positivo 40 10.63 (425) + 0.48 (19) + 11.10 (444) + 444 22.74 21.74
Bupium
0,937 40 0.80 (32) + 0.03 (01) i 0.83 (33) + 33 1.69 0.82
1,875 40 0.98 (39) + 0.03 (01) i 1.00 (40) + 40 2.05 1.18
3,75 40 0.75 (30) + 0.03 (01) i 0.78 (31) + 31 1.59 0.72
75 40 0.65 (26) i 0.13 (05) i 0.78 (31) + 31 1.59 0.72

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr3) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas.
a Diagnéstico estatitico de acordo com Frei e Wirgler (1988; 1995), para comparagdo com o respective controle: -, negativo; i, inconclusivo; +, positivo (P<0.05).
b Incluindo raras manchas simples flr3.

¢ Considerando clones mwh de manchas simples mwh e gémeas.

d Frequéncia de formacéo de clones: clones/moscas/48.800 células (sem correcdo de tamanho).
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Figura 8. Contribuicdo de mutacao e recombinacao (%) para a frequéncia total de

manchas observadas nos individuos MH do (A) cruzamento ST e (B) cruzamento

HB, tratados com Cloridrato de Bupropiona.
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5. DISCUSSAO

A depressdo é uma doenca que tem crescido de maneira exponencial, e €
uma grande preocupacdo e desafio para a saude publica (WHO,2017). Os
antidepressivos sdo medicamentos de uso prolongado amplamente prescritos,
porém encontra-se na literatura poucos estudos sobre os efeitos genotdxicos e
carcinogénicos desses medicamentos (Yilmaz et al., 2016).

Este € o primeiro trabalho que aplica o0 SMART de asa na avaliacdo da
genotoxicidade do Cloridrato de Bupropiona e do Cloridrato de Trazodona.

De acordo com os dados obtidos nos testes de sobrevivéncia, o CB, nas
maiores concentracdes testadas foi toxico para D. melanogaster (Fig. 7A). De
maneira similar, estudos in vitro mostram que este antidepressivo € citotoxico em
elevadas concentracdes para hepatocitos. Os efeitos deletérios estéo relacionados
a alteragbes no citoesqueleto e na membrana celular, aumento do estresse
oxidativo, peroxidacao lipidica, deplecdo da glutationa, além de causar lesées na
membrana mitocondrial (Ahmadian et al., 2017).

O CT também foi toéxico nas maiores concentragfes avaliadas no presente
trabalho (Fig. 7B), corroborando com os dados in vitro existentes na literatura, em
gue séo evidenciados efeitos citotoxicos, mutagénicos e clastogénicos, de forma
dose dependente (Yilmaz et al., 2016). Analogamente, foi observado, em células
hepaticas, toxicidade e disturbios mitocondriais causados pelo aumento da
producéo de espécies reativas de oxigénio - ERO (Dykens et al., 2008).

Os resultados obtidos nos tratamentos com uretano (10 mM), tanto nos
descendentes dos cruzamentos ST (Tabela 1 e 3) e HB (Tabela 2 e 4), validam os
resultados negativos obtidos nos tratamentos com agua ultrapura, demonstrando a
eficacia das linhagens mutantes utilizadas, uma vez que todos os experimentos
foram realizados concomitantemente. Além disso, os dados do controle positivo
dos cruzamentos HB (Tabela 2 e 4) estdo de acordo com dados preliminares
(Frolich e Wargler, 1990), que mostram que 0 uretano possui um evidente potencial
mutagénico em D. melanogaster, com forte dependéncia de ativacdo metabdlica
via citocromo P450 (Machado et al., 2016; Morais et al., 2016; Reis et al., 2016).

N&o foi evidenciada nenhuma relacdo dose-dependéncia na inducdo de

manchas mutantes, para os antidepressivos analisados, independente do
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cruzamento. A maioria das mutacgdes foram classificadas como manchas simples
pequenas, sendo resultantes de mutagcbes pontuais, eventos aneugénicos ou
clastogénicos que ocorreram em uma ou duas células e, o seu aparecimento, pode
ser resultado do mecanismo de acéao tardio (Graf et al., 1984) das substancias
analisadas.

Apés a andlise da progénie MH, observou-se resultado positivo quanto a
mutagenicidade para os dois antidepressivos, tanto no cruzamento ST quanto no
HB. Somente a menor concentracdo do CB no cruzamento padrdo ndo mostrou-se
mutagénica (Tabela 1), o resultado obtido nessa concentragéao (0,9375 mg/mL) foi
inconclusivo, mas a partir dessa concentracdo, todos os demais resultados foram
positivos.

Nos individuos MH, manchas mutantes (mwh ou flr) podem ser produzidas
por mutacao, aberracdo cromossdmica (delecdo), recombinacéo e néo disjuncao.
A presenca de manchas gémeas demonstra a ocorréncia de recombinacao mitotica
entre o centrébmero e o locus “flare”. No entanto, apenas por este parametro, néo é
possivel quantificar a contribuicdo de cada um desses mecanismos no total de
manchas mutantes. Para tanto, faz-se necessério a andlise dos descendentes BH,
nos quais as manchas mutantes sdo devidas apenas a mutacdo, aberracao
cromossOmica (delecdo) e ndo disjuncdo. Devido a inversdo presente no
cromossomo balanceador TM3, todos o0s eventos recombinacionais séo
eliminados. Assim sendo, a frequéncia de manchas mutantes observada na analise
dos descendentes BH, comparada com a frequéncia de manchas mutantes
observada na analise dos descendentes MH permite quantificar a contribuicdo de
eventos recombinacionais no total de manchas observadas (Graf et al., 1984).

Devido aos resultados positivos observados dos descendentes MH dos
cruzamentos ST e HB, do CB e do CT, a progénie BH (mwh/TM3, bds) foi também
avaliada para permitir a quantificacdo da contribuicio dos eventos
recombinogénicos na frequéncia total de mutacdes encontradas. A frequéncia dos
eventos que resultaram em manchas simples e gémeas foram quantificados em
porcentagem de mutacdo e recombinacdo em cada grupo tratado, incluindo o
controle positivo.

Quando se relaciona a taxa de sobrevivéncia, porcentagem de

recombinacdo e o total de manchas observado (Fig. 10 e 11) é possivel verificar
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que para o tratamento realizado com o Cloridrato de Bupropiona, no cruzamento
ST, a diminuicdo da porcentagem de sobrevivéncia esta relacionada ao aumento
da frequéncia de manchas e a contribuicdo da recombinacdo na totalidade dos
eventos mutagénicos observados (Fig. 10A), indicando que diminuicdo da
sobrevivéncia pode estar vinculada aos eventos genotéxicos induzidos pelo
medicamento. Bhattacharya et al., (2013) demonstraram o potencial genotdxico em
cultura de linfécitos.

Ja no cruzamento HB (Fig. 10B), a frequéncia de mutacdo se mantém
constante em todas as concentragdes, inclusive na de 7,5 mg/mL a qual apresenta
maior indice de mortalidade. A taxa de recombinac¢é&o decai a partir da concentracao
de 1,875 mg/mL. Aparentemente ndo ha relacdo entre a taxa de sobrevivéncia,
recombinogenicidade e total de eventos genotoxicos. Ahmadian et al., (2017)
evidenciaram o aumento na producdo de ERO em hepatdcitos, o que poderia
explicar o potencial genotoxico do mesmo.

O CB para o0 cruzamento padrdo mostrou-se essencialmente
recombinogénico e, quando metabolizado, passa a ser mutagénico (Fig. 8). Os
metabdlitos gerados pela metabolizagdo do Cloridrato de Bupropiona sao:
hidroxibupropiona (OHBUP), treohidrobupropiona e eritrohidrobupropiona (Fokina
et al., 2016; Sager et al., 2016).
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Cloridrato de Bupropiona.

Para o CT, no cruzamento padrédo, ndo ha uma correlacao dose dependente

para 0s parametros: sobrevivéncia, recombinogenicidade e total de eventos

mutagénicos (Fig. 11A).
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Por outro lado, ao analisar a influéncia das enzimas CYP450 nos individuos
tratados (cruzamento HB), fica evidenciada a toxicidade relacionada aos possiveis
subprodutos oriundos da metabolizacdo. A taxa de sobrevivéncia, a porcentagem
de recombinagéo e o total de manchas, diminuem com o aumento da concentragéo,
mostrando que o complexo enzimatico citocromo P450, influencia diretamente no

modo de acgao.
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Taziki et al., (2013) concluiram que o cloridrato de trazodona € mais toxico
quando metabolizado em células hepéticas. A producédo de ERO e a peroxidacdo
lipidica sao significativamente aumentadas, e o potencial de membrana
mitocondrial decai drasticamente. 1-(3'-clorofenil)piperazina (m-CPP) é o
metabdlito ativo circulante mais abundante no corpo, proveniente da metabolizacao
do CT pelo figado (Wen et al., 2008).

Em ambos o0s cruzamentos o CT mostrou-se essencialmente
recombinogénico nas menores concentracbes (Fig. 9). Por outro lado, foi
majoritariamente mutagénico. Os dados obtidos no presente trabalho confirmam o
potencial genotoxico (clastogénico e mutagénico) evidenciado em ensaios in vitro

(Yilmaz et al., 2016)

27



6. CONCLUSAO

De acordo com as condicdes experimentais utilizadas, péde-se concluir que,
os antidepressivos Cloridrato de Bupropiona e Cloridrato de Trazodona, nas
maiores concentracdes, foram toxicos.

O efeito mutagénico néo esté relacionado com a concentra¢cao administrada.
Para o CB, ndo observou-se interferéncia do citocromo P450 na inducédo de
manchas mutantes. Ja& o CT demonstrou um aumento significativo de manchas
mutantes quando metabolizado, provavelmente relacionado a producéo de m-CPP.

Com a andlise dos descendentes heterozigotos balanceados (BH), concluiu-
se que para o cruzamento padréo (ST) o CB foi essencialmente recombinogénico,
e que quando metabolizado, passa a ser mutagénico. JA& o CT mostrou-se
recombinogénico em ambos o0s cruzamentos nas menores concentragdes
analisadas.

Visto a falta de dados na literatura e o aumento da utilizacdo de
antidepressivos pela populacdo mundial, sdo necessarios mais estudos para
elucidacdo dos mecanismos de acao relacionados aos danos ao material genético,
causados pelo Cloridrato de Bupropiona e pelo Cloridrato de Trazodona.
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