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RESUMO

Farmacos antidepressivos sdo largamente utilizados no tratamento sintomatico do transtorno
depressivo. Inimeras pesquisas atuais sobre a depressao vém contribuindo para o avan¢o da
terapia farmacoldgica e para o surgimento de novos farmacos antidepressivos. Diretrizes
atuais para testes de genotoxicidade de novos medicamentos sugerem a importante utilidade
de ensaios gque detectem danos ao DNA, ou seja, testes para avaliar a inducdo de quebras no
DNA. Entretanto, o nimero escasso de dados sobre a genotoxicidade de farmacos faz com
que seja reduzido o nimero de farmacos que realmente podem ser usados em seguranca.
Portanto, é de extrema importancia estudos sobre a avalia¢cdo genotoxicolégica de farmacos,
principalmente, drogas utilizadas por um longo periodo de tempo como é o caso dos
antidepressivos. A duloxetina € um antidepressivo novo, pertencente a classe dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (ISRSN), utilizada no tratamento
sintomatico da depressdo. Apesar da existéncia de trabalhos demonstrando que alguns
farmacos antidepressivos sdo genotdxicos, ndo existe até hoje nenhum estudo sobre a possivel
genotoxicidade da duloxetina em células de origem humana. Assim, o presente estudo tem
como objetivo explorar o possivel potencial genotoxico in vitro da duloxetina em culturas
primérias de linfécitos humanos através das técnicas de deteccdo de aberracdes
cromossdmicas e micronucleos. Culturas primarias de linfécitos sanguineos de voluntarios
sadios foram expostas a diferentes concentracbes de duloxetina (10-150 ng/ml) e
ciclofosfamida (6 pg/ml) como controle positivo. Aberracdes cromossémicas estruturais,
indice mitotico, indice de divisdo nuclear, indice de binucleacdo, nimero de células com um,
dois, trés e quatro microndcleos e o numero de células com pontes nucleoplasmaticas foram
avaliadas. Todos os indices das culturas incubadas com duloxetina foram significativamente
menores que aqueles dos grupos controles, indicando um certo grau de citotoxicidade da
droga. Entretanto, s6 as concentragdes de 100 e 150 ng/ml provocaram 0 aumento
significativo da presenga de aberragBes cromossémicas e micronucleos. Considerando que
essas concentracdes ficam perto do limite superior da faixa terapéutica da droga usada em
humanos, nossos resultados alertam ja sobre a necessidade de aprofundar no conhecimento da

genotoxicidade humana da duloxetina.

Palavras-chave: Genotoxicidade, antidepressivos, duloxetina, aberra¢gdes cromossomici

micronucleos



ABSTRACT

Antidepressants are widely used for the symptomatic treatment of depressive disorder.
Numerous current research on depression has contributed to the advancement of drug therapy
and the emergence of new antidepressant drugs. Current guidelines for genotoxicity testing of
new drugs suggests the important utility of assays that detect DNA damage, or tests to
evaluate the induction of DNA breakage. However, the small number of data on the
genotoxicity of drugs causes the number of drugs that can actually be used safely is reduced.
Therefore, it is of utmost importance genotoxicology studies on the evaluation of drugs,
especially drugs used for a long period of time such as antidepressants. Duloxetine is a new
antidepressant belonging to the class of selective serotonin reuptake inhibitors of serotonin
and norepinephrine (SNRIs), used in the symptomatic treatment of depression. Despite the
existence of studies showing that some antidepressant drugs are genotoxic, there is to date no
study on the possible genotoxicity of duloxetine in human cells. Thus, this study aims to
explore the possible genotoxic potential of duloxetine in vitro in primary cultures of human
lymphocytes through the techniques of detection of chromosomal aberrations and
micronuclei. Primary cultures of blood lymphocytes of healthy volunteers were exposed to
different concentrations of duloxetine (10-150 ng/ml) and cyclophosphamide (6 pg/ml) as a
positive control. Structural chromosomal aberrations, mitotic index, nuclear division index,
index binucleation, number of cells with one, two, three and four micronuclei and the number
of cells with nucleoplasmaticas bridges were evaluated. All cultures incubated with indices of
duloxetine were significantly lower than those of the control groups, indicating a degree of
cytotoxicity of the drug. However, only concentrations of 100 and 150 ng/ml caused a
significant increase in the presence of chromosomal aberrations and micronuclei. Whereas
these concentrations are close to the upper limit of the therapeutic range of the drug used in
humans, our results call already on the need to deepen their understanding of human
genotoxicity of duloxetine.

Keywords: Genotoxicity, antidepressants, duloxetine, aberration chromosome, micronucleus.
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1. INTRODUCAO

1.1. GENOTOXICIDADE HUMANA

A genotoxicidade, também denominada de genética toxicoldgica, tem por objetivo
identificar e estudar os efeitos de agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos capazes de
produzirem efeitos deletérios sobre o organismo, com especificidade para os acidos nucleicos,
especialmente 0 DNA. O termo genotoxico se refere as alteracdes letais e/ou hereditarias, que
sdo transmitidas tanto pelas células somaticas, como pelas germinativas (SILVA et al., 2003).

Os efeitos genotoxicos causam alteracBes na estrutura fisico-quimica do DNA (a
chamada mutagénese) e alteragdes no determinismo genético ao nivel celular ou organico (os
chamados processos de carcinogénese e teratogénese, respectivamente). Porém, nem sempre
esses dois eventos sdo consequéncias de genotoxicidade, podendo ocorrer por outros
mecanismos. A intensa pesquisa neste setor da genética se deve a relacdo deste ramo com
malformacdes, doencas congénitas, genéticas e degenerativas, envelhecimento celular e do
corpo, cancer e etc (SILVA et al., 2003).

O nosso DNA é constantemente exposto a uma variedade de substancias
genotdxicas tanto por fontes enddgenas, a exemplo de subprodutos metabdlicos do
organismo, tanto como fontes exdgenas, a exemplo da radiacdo ultravioleta (UV)
(ERMOLAEVA & SCHUMACHER, 2014).

O potencial mutagénico desses efeitos genotdxicos depende do alvo celular atingido
e alguns destes produtos precisam de metabolizagdo para adquirir a sua capacidade
mutagénica. Estes agentes podem induzir danos no DNA de forma direta através da ligacdo
direta com o DNA e/ou de forma indireta através da ligacdo a proteinas envolvidas em manter
a integridade desse genoma, como por exemplo, a radiacdo ionizante que ataca 0 DNA sobre
as duas formas de danos (direta e indireta). (MATEUCA et al., 2006).

As consequéncias dos efeitos da interacdo do mutagénico- célula alvo podem levar
0 DNA a sofrer varios danos e mutacdes que vdo desde mudancas nos nucleotideos, alteracdes
cromossémicas tanto numeéricas quanto estruturais (MATEUCA et al., 2006). Algumas destas
alteragdes podem afetar o metabolismo celular, desregular o ciclo de divisdo celular e até
mesmo levar a célula a morte (RODRIGUEZ-ROCHA et al., 2011).

A descoberta do DNA como material genético feito por Avery, McLeod e
McCarthy e a descricdo de sua estrutura feita por Watson e Crick acabaram por indicar que o

DNA era o principal alvo celular dos agentes carcin0genos quimicos e que as mutacGes sao
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fundamentais para o entendimento acerca dos mecanismos do surgimento do cancer (LOEB &
HARRIS, 2008).

Os carcindgenos quimicos sdo capazes de interagir e causar alteracGes genéticas no
DNA de células susceptiveis, o que pode causar um crescimento celular seletivo, consequente
expansao clonal tornando-as geneticamente instaveis e, por fim, o surgimento de células
neopléasicas (LOEB & HARRIS, 2008).

A primeira fase da carcinogénese (por consequéncia dos efeitos dos agentes
mutagénicos), a iniciacdo do tumor, inicia-se pela exposicdo de células normais a agentes
cancerigenos quimicos ou fisicos gerando células que possuem uma resposta alterada ao seu
microambiente e uma vantagem proliferativa em relacdo as células normais. Ao final de
varios estagios (representados na Figura 1), obtemos a manifestacdo do cancer (LOEB &
HARRIS, 2008).
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Figura 1. Representacao esquematica dos estagios da carcinogénese. Fonte: INCA, 2002.

Os principais biomarcadores de genotoxicidade aos efeitos de agentes cancerigenos
e/ou genotdxicos vem sendo aplicados ha muitos anos. Dentre estes encontramos o teste de
deteccdo de aberracdes cromossdmicas (ACs), troca de cromatides de irmas (TCI) e o ensaio
do microntcleo (MN) que detectam alteracBes citogenéticas em linfécitos do sangue
periférico cultivados in vitro (NORPPA, 2004).

Os biomarcadores genotoxicos como os testes de aberracbes cromossdémicas e
microndcleos sdo parametros de grande validade para a deteccdo de alteracGes genéticas

devido ao potencial para identificacdo precoce dos efeitos de agentes genotoxicos, capacidade
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de identificar alteracdes hereditarias e predicdo para um possivel surgimento de cancer
(MATEUCA et al., 2006).

1.1.1 TESTE DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS (ACs)

A técnica de deteccdo de aberragBes cromossémicas (ACs) detecta alteragdes tanto
no numeros de cromossomos (aberracdes numeéricas) quanto na estrutura (aberracdes
estruturais). Estas alteracGes podem ser encontradas em linfocitos do sangue periférico em
ambientes ocupacionais e ambientais funcionando como um biomarcador dos efeitos iniciais
de agentes carcinigénicos (BONASSI et al., 2004; SUSPIRO & PRISTA, 2011).

Em um estudo realizado por Norppa e colaboradores (2006) foi verificado que um
nivel elevado de aberragbes cromossdmicas estd associado a um elevado risco de cancer.
Estudos indicam que tanto danos cromossémicos quanto cromatidicos preveem um possivel
cancer em trabalhos realizados pelo Grupo de Estudos Nordicos e, na Italia com base em
dados de mortalidade por cancer (Nordic Study Group on the Health Risk of Chromosome
Damage, 1990; HAGMAR et al., 1994; BONASSI et al., 1995).

No ensaio de aberragbes cromossomicas, os linfécitos humanos do sangue
periférico sdo cultivados e parados em metafase e corados pelo Giemsa. Os linfocitos
possuem grandes vantagens para sua utilizagcdo nos testes de genotoxicidade que s&o: facil
obtencdo da amostra por puncdo venosa, vida util longa e circulam por todo o organismo
acumulando danos no DNA em suas passagens através dos tecidos-alvos. (SUSPIRO &
PRISTA, 2011).

O ensaio de aberragdes cromossomicas tem uma posi¢do chave na bateria de testes
para detectar compostos genotoxicos e seu protocolo é definido por orientacdo da
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) para andlise de
substancias quimicas (OECD, 2012).

As vantagens de utilizacdo do ensaio de aberragfes cromossdmicas estdo
relacionados com uma identificacdo mais precisa de todos os diferentes tipos de alteracdes
cromossoémicas estruturais (quebras e falhas) e uma possivel co-deteccéo de indices mitoticos
(MATEUCA et al., 2006). Os tipos de alteracdes encontradas neste ensaio estdo representados

na Figura 2.
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Figura 2. Esquema para a diferenciacdo de quebras e falhas cromossémicas e cromatidicas nas aberracfes
estruturais. Em a falha cromoss6mica; b quebras cromossémica; ¢ falha cromatidica; d quebra cromatidica.

A sensibilidade da técnica de aberracdes cromossémicas é dependente do tipo de
substancia genotdxica que se vai avaliar. A sua importancia reside em sua capacidade para
identificar mutagenos capazes de induzir quebras no DNA. (MATEUCA et al., 2006).

Vaérios trabalhos (BURGAZ et al., 2002; MUSAK et al., 2006; TOMPA et al.,
2006; TESTA et al., 2007; KOPJAR et al., 2009; MCDIARMID et al., 2010) relevantes
utilizando o ensaio de aberragbes cromossomicas em trabalhadores da salde expostos a
agentes cancerigenos demonstraram aumento das frequéncias de aberragdes cromossdémicas
apoiando a excelente sensibilidade que esta técnica possui como um biomarcador para a
deteccdo de baixos niveis de danos ao DNA, tais como aqueles que provavelmente ocorram
no ambiente de trabalho (SUSPIRO & PRISTA, 2011).

1.1.2 ENSAIO DE DETECCAO DE MICRONUCLEOS (MNs)

A avaliacdo da frequéncia de microndcleos (MNs) foi primeiramente proposta de
forma independente por Schmid (1975) e Heddle (1973) como uma abordagem alternativa
mais simples para avaliagdo genotdxica de substancias. Esta técnica avalia os danos
cromossémicos medindo os microndcleos, também conhecidos como corpos de Howell-Jolly
em medula 6ssea de camundongo e em linfcito de sangue periférico. E uma técnica
extensivamente utilizada na epidemiologia e no campo da toxicologia genética determinando
a presenca e a extensdo de dano cromossomico em populagfes humanas expostas a agentes
genotoxicos (FENECH, 2000; FENECH et al., 2003).

O significado da presenca de MN so foi descoberto no seculo XX pelo trabalho de
Dawson & Bury (1961) quando eles verificaram sua presenca em celulas vermelhas da

medula 6ssea durante diferentes estados patoldgicos. Nao muitos anos depois os micronucleos
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foram descritos em outro tipo celular, principalmente nos linfécitos. Foi demonstrada a
presenca de micronucleos em linfocitos expostos a irradiacdo, comprovando a relacdo entre
dose de irradiacdo e a inducdo de micronucleos (LUZHNA et al., 2013).

O microndcleo é um pequeno ndcleo adicional composto por material
cromossémico perdido pelo nucleo principal como consequéncia de um dano genético (Figura
3). Encontrados em grande quantidade em pacientes cancerigenos ndo tratados e em varias
condi¢cbes pré-neoplasicas, este ensaio pode ser utilizado como um biomarcador para
identificar precocemente condi¢des pré-neoplasicas muito antes das manifestacBes clinicas
caracteristicas do cancer (SWAPAN & PRANAB, 2010).

As pontes nucleoplasmaticas ocorrem quando 0s centrdbmeros de cromossomos,
cromatides ou anéis dicéntricos sdo tracionados para o pélo oposto da célula durante a anafase
e ja, os buds nucleares sdéo morfologicamente iguais aos micronucleos, com a excecdo da

conexao nucleoplasmatica que os liga ao nucleo (MALUF & RIEGEL et al., 2011).

Célula normal exposta
a agente genotdxico

(-
T e

Ponte nucleoplasmatica Micronucleo Bud nuclear

Figura 3. llustracdo dos possiveis danos genéticos de culturas expostas a um agente genotoxico/citotoxico pelo
ensaio do microndcleo. Utilizando esses biomarcadores, € possivel avaliar a frequéncia de quebras
cromossdmica (MN), rearranjo cromossomico (Pontes nucleoplasmaticas) e amplificagdo genética (bud nuclear).

A técnica de microndcleos por bloqueio da citocinese tem por objetivo a parada da

célula em divisdo na fase binucleada (citocinese), tornando possivel a visualizacdo e
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reconhecimento das perdas cromossdmicas e também das pontes nucleoplasmaéticas, que
desapareceriam caso as células entrassem em divisdo (LUZHNA et al., 2013).

A formacdo dos microndcleos é considerada como a manifestacdo de danos
genéticos ou quebras cromossémicas proveniente de varias condi¢bes como a radiacao,
medicamentos, poluentes e etc. Muitos pesquisadores ja tem denominado o MN como um
marcador de tumorigénese, pois 0 seu papel no rastreio do cancer é bem estabelecido. Em
qualquer malignidade, a presenca de MN é sempre aumentada em relacdo a lesdo benigna ou
em relacdo a pessoas saudaveis (SWAPAN & PRANAB, 2010).

Dessa forma, a técnica de detec¢cdo de micronucleos vem sendo aplicada no estudo
de diversos agentes genotoxicos, assim como para o estudo da seguranga no uso de farmacos
em diversos trabalhos (BRAMBILLA et al., 2009; BRAMBILLA et al., 2010; BRAMBILLA
etal., 2011; BRAMBILLA et al., 2012; BRAMBILLA et al., 2013).

1.2 GENOTOXICIDADE DE FARMACOS

A avaliacdo genotoxicologica € de extrema importancia para produtos medicinais
para a qualificacdo e melhora de impurezas quimicas. Agéncias reguladoras ja recomendam
testes de genotoxicidade para aprovacdo de comercializagdo dos medicamentos antes de sua
aplicacdo. A avaliacdo do potencial genotoxico € especialmente importante para produtos
farmacéuticos onde o uso clinico seja por um longo periodo de tempo (LIU et al., 2012).

Diretrizes atuais para os testes de genotoxicidade de medicamentos sugerem a
importante utilidade de ensaios que detectem a possivel ocorréncia de danos no DNA, ou seja,
testes para avaliar a inducdo de quebras no DNA. Portanto, é valido analisar em que medida
os resultados obtidos por ensaios de danos ao DNA estdo correlacionados positivamente com
os resultados de carcinogenicidade em longo prazo (BRAMBILLA et al., 2010).

Segundo o departamento de salude e servicos humanos de alimentagdo e
administracdo de drogas dos Estados Unidos (FDA), produtos farmacéuticos cuja expectativa
de wuso clinico seja continua por pelo menos seis meses, devem ser submetidos
obrigatoriamente a testes de genotoxicidade, bem como para os produtos farmacéuticos
utilizados frequentemente de forma intermitente no tratamento para condi¢des cronicas
(BRAMBILLA et al., 2013).

As orientacdes e recomendacOes atuais para testes de genotoxidade de produtos
farmacéuticos tém sido muito dispares, tanto em termo dos testes mais adequados como

quanto protocolos a serem seguidos. Porem em um estudo realizado por Purves e
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colaboradores (1995) verificou-se que 37 das 47 (78%) das empresas farmacéuticas
participantes incluem o ensaio in vitro para detectar mutacdo de genes em células de
mamiferos como parte de seus testes de rotina.

Na Conferéncia Internacional de Harmonizacdo de Orientagdo sobre Teste de
Genotoxicidade e Interpretacdo de Dados para Medicamentos destinados para o uso humano,
realizado em 2012, foram fornecidas orientagOes para os fabricantes de drogas sobre quais
testes devem ser realizados para avaliar o potencial genotdxico dos medicamentos e também
proporcionou orientacdo sobre condicBGes de teste, interpretacdo de dados e estratégias de
subsequentes se uma resposta positiva € observada em ensaios in vitro (ICH, 2012).

Esta orientagdo tem como objetivo fornecer aos patrocinadores de farmacos
recomendacgOes para garantir que os medicamentos sejam adequadamente testados para o
potencial de causar danos genéticos e de assegurar o desenvolvimento eficiente de novos
medicamentos.

Do ponto de vista do desenvolvimento de medicamentos, é muito importante que se
tenha um conhecimento profundo sobre o mecanismo de quaisquer resultados toxicoldgicos
genéticos positivos para que as informacfes inerentes com relacdo ao risco sejam
corretamente informadas. Portanto, os testes de genotoxicidade de farmacos antes de sua
comercializacdo sdo exigidos por agéncias reguladoras em todo o mundo (SNYDER &
GREEN, 2001). No Brasil essa regulacdo ¢ feita pela ANVISA, porém, ndo € seguida pela
maioria das industrias farmacéuticas.

Estudos genotoxicoldgicos em varios tipos de medicamentos sdo escassos. A classe
dos antidepressivos, principalmente os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina que
sdo largamente utilizados em sua grande maioria em longo prazo, contra diversas formas de
distdrbios psiquiatricos possuem poucas informacgdes sobre sua genotoxicidade (BOZKURT
et al., 2004). Os antidepressivos que agem em mais de um neurotransmissor, a exemplo dos
inibidores seletivos da recaptacdo de serontonina e noradrenalina, como a duloxetina, também

sdo farmacos extremamente eficazes e de pouco conhecimento sobre seus efeitos genotoxicos.
1.3 FARMACOS ANTIDEPRESSIVOS: A DULOXETINA
O transtorno depressivo € uma desordem afetiva considerada grave caracterizada

pelos seguintes sintomas mais comuns: decréscimo de humor, reducdo de energia,

sentimentos de culpa, ins6nia ou hipersonia, dificuldade de concentracdo, diminuicdo do
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apetite, perda de peso, acentuada reducdo da auto-estima, tendéncias suicidas dentre outros
sintomas (ANDRIOPOULOS et al., 2013; HUNZIKER et al., 2005).

Segundo o Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition
(DSM-1V), estamos diante de um episddio de transtorno depressivo maior quando o individuo
apresentar todos os sinais ou sintomas (ou pelo menos trés) citados acima ha mais de duas
semanas. Estes conjuntos de sintomas precisam estar presentes quase todos os dias e também
precisam causar mal-estar ou incapacidade funcional significativo ao paciente, tendo-se
também que excluir como etiologias um farmaco ou uma doenca.

Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a depressdo é a
quarta principal causa de deficiéncia no mundo ocidental e esta prevista para ocupar o
segundo lugar em 2020, indicando que sera uma das doencas que mais crescerdo. Um estudo
feito nos Estados Unidos da America entre os anos de 1990 e 2000 mostrou que o custo de
tratamento para depressdao aumentou em 31,2% (subiu de $19,8 para $26,08 milhGes de
ddlares) (GREENBERG et al., 2003).

O tratamento da depressdo apresenta uma gama de opg¢des que permite ao médico
especialista, uma flexibilidade no sentido de adequar os melhores métodos terapéuticos
respeitando a individualidade de cada paciente. Informacdes sobre a doenca, bem como as
opcOes de tratamento e os possiveis efeitos colaterais e transitorios sdo disponibilizados aos
pacientes, que pode ajuda-los a cumprir todo o tratamento e a evitar o seu abandono (RUIZ &
RODRIGUEZ, 2005).

A maioria dos tratamentos em casos de pacientes com transtorno depressivo
envolve o uso de farmacos, a chamada terapia farmacoldgica com o uso de antidepressivos
(STAHL, 1998).

Estes farmacos produzem, em média, uma melhora dos sintomas de 60% a 70%, no
prazo de um més e esta taxa de melhora dificilmente é encontrada em outros tipos de
tratamento, exceto a terapia eletroconvulsiva (TEC) que ainda continua sendo mais rapido e
eficaz e em alguns casos possibilita salvar pacientes com comportamento suicida agudo
(SOUZA 1999; RUDORFER, 1997).

A grande maioria dos antidepressivos possuem importantes agdes no metabolismo
dos neurotransmissores e seus respectivos receptores, a exemplo da noradrenalina e
serotonina (BUCKLEY & WADDINGTON, 2000; OWENS et al., 1997).

Em 1950 com o inicio do uso da reserpina (alcal6ide utilizado para o tratamento da
hipertensdo e o primeiro a atuar no sistema nervoso central) e a sua capacidade de induzir a

depressdo, trabalhos foram feitos sobre a sua capacidade de inibir o armazenamento de
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neurotransmissores (EARL, 1954; DUSTAN et al., 1954; WINSOR, et al., 1954; DENNISON
et al., 1955) fornecendo a base para a HipoOtese das Aminas na depressao, elucidando que
farmacos capazes de produzir um aumento da funcdo dos neurotransmissores, dentre as
principais a serotonina e noradrenalina, na fenda sinéptica causariam uma melhora no quadro
depressivo. Esta hipotese foi de extrema importancia para 0 avango em pesquisas e a
descoberta de novos antidepressivos (POTTER & HOLLISTER, 2007).

Nas sinapses serotoninérgicas e adrenérgicas, os farmacos antidepressivos atuam de
forma indireta favorecendo a presenca das catecolaminas e/ou serotonina endégenas na fenda
sinaptica. Para isso, os locais de agdo possiveis sdo: as bombas de recaptacdo com inibicdo da
recaptacdo de serotonina e/ou noradrenalina e a inibicdo da enzima monoamina oxidase

(MAO), que degrada os neurotransmissores, representados na Figura 4.
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Figura 4. Sinapse adrenérgica/serotoninérgica. Os circulos vermelhos indicam os alvos moleculares dos
farmacos antidepressivos. Fonte: Farmacologia Basica e Clinica (Katzung, B. G), 2014.
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Assim, existem trés classes de grupos de farmacos usados no tratamento da
depressdo que sdo: inibidores dos transportadores das monoaminas (antidepressivos
triciclicos), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e/ou noradrenalina e os inibidores
da enzima monoamina oxidase MAO.

Os antidepressivos triciclicos, assim chamados por possuirem um nicleo
caracteristico com trés anéis, sdo inibidores do transporte de monoaminas e, portanto
maximizam a duracdo da acdo destes neurotransmissores nos neurdnios pés-sinapticos. Os
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e/ou noradrenalina inibem a recaptacdo pré-
sinaptica destes neurotransmissores aumentando a sua disponibilidade na fenda sinéptica, e
consequentemente o tempo de duragdo de seus efeitos. Os inibidores seletivos da MAO
inibem a enzima monoaminoxidase, responsavel pelo metabolismo da noradrenalina,
serotonina e tiramina (POTTER & HOLLISTER, 2007).

A duloxetina [(+)-(S)-N-metil-.-(1-naftaleniloxi)-2-tiofenopropanamina], que tem
por nome comercial Cymbalta, é um antidepressivo relativamente novo (Figura 5) aprovado
pelo US Food and Drug Administration (FDA) (agéncia regulatéria de administracdo de
medicamentos e alimentos dos Estados Unidos) e também aprovada e registrada no Brasil em
2009 de acordo com as normas da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2009)
para o tratamento do transtorno depressivo maior.

E um potente inibidor da recaptacdo de serotonina e noradrenalina com fracos
efeitos sobre a recaptacdo de dopamina tanto em estudos in vivo quanto in vitro ( TRAN et al.,
2003; LANTZ et al., 2003, ANVISA, 2009 PATEL et al., 2011).

\_s H
Figura 5. Estrutura da Duloxetina. Fonte: Pereira et al., 20009.

Este farmaco € um derivado tiofenopropilamina com um grupo amino secundario a

que a naftalina é ligada através de uma ligacdo éter. Seu peso molecular € de 297,4 com
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formula empirica C18H19NOS e é vendido na forma de sal cloridrato (BAUER et al., 2006;
KARPA et al., 2002).

A duloxetina é administrada oralmente com doses efetivas para a terapia do
transtorno depressivo maior variando entre 20 a 120 mg/dia, sendo a sua dose de manutengéo
de 60 mg/dia (HUNZIKER et al., 2005).

E bem absorvida ap6s administracio oral alcancando sua concentracdo plasmatica
méxima (Cméax) 6 horas ap6s a administracdo. A biodisponibilidade oral absoluta da
duloxetina varia entre 32 % e 80 % (média de 50 %). Os alimentos podem aumentar de 6 para
10 horas o tempo médio necessario para atingir a concentracdo maxima o que faz diminuir,
levemente, a sua absorcéo (em aproximadamente 11 %) (PATEL et al., 2011).

A duloxetina liga-se a aproximadamente 90% das proteinas plasmaticas humanas
sendo as principais proteinas de ligacdo a albumina e a glicoproteina a-1 &cida, ndo sendo esta
ligacdo afetada pela funcéo renal ou hepética (PATEL et al., 2011).

Em um estudo realizado por Lantz et al. (2003), onde avaliou-se a farmacocinética
apos a administracdo oral de 20,2 mg de duloxetina em pacientes depressivos, foram achados

0s seguintes dados farmacocinéticos que estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1. Parametros farmacocinéticos da duloxetina em individuos que receberam uma dose oral de 20.2 mg de
Duloxetina.

Parametros farmacocinéticos | Valores
Tmax (hr) 6
Cmax (ng/ml) 235
AUC 0« (ng . h/ml) 257
T (hr) 10.3
CL/F (L/h) 119
Vd/F (L) 1787

Tmax = tempo maximo transcorrido apds administragdo oral até alcancar a Cmax; Cmax = concentragdo
plasmatica maxima; AUC 0-oo = 4rea sob a curva das concentragdes plasmaticas do tempo zero até o infinito; TV
= meia-vida (tempo requerido para que a concentracdo do agente diminua pela metade); CL/F = depuragdo

sistémica oral; Vd/F = volume de distribuicdo oral.

A citocromo P450 (CYP) isoenzimas CYP1A2 e CYP2D6 é a responsavel pelo
metabolismo da duloxetina. O principal metabdlito da duloxetina no plasma é o conjugado
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glicuronideo de 4-hidroxiduloxetina e 0 segundo mais abundante encontrado no plasma é o
conjugado 5-hidroxi-6-metoxiduloxetina, que sdo farmacologicamente inativos (LANTZ et
al., 2003; BYMASTER et al., 2005; HUNZIKER et al., 2005; PATEL et al., 2011).

As principais vias de excregdo da duloxetina séo a urina (cerca de 72%) e as fezes
(cerca de 20%) (LANTZ et al., 2003; BYMASTER et al., 2005).

Quanto ao uso clinico, a duloxetina demonstra-se segura e tolerada para o

tratamento do transtorno depressivo maior e incontinéncia urinaria (LANTZ et al., 2003).

1.4 ANTIDEPRESSIVOS E GENOTOXICIDADE

Como revisado acima, os antidepressivos sdo drogas de uso em longo prazo
utilizadas em pacientes que apresentam distarbios depressivos sintomaticos. Na avaliacdo da
relacdo risco/beneficio, deve ser considerado que dentre as varias reacfes adversas dos
antidepressivos, a ocorréncia de efeitos genotdxicos e carcinogénicos pode ser bastante
provavel considerando que a maioria dos tratamentos sdo de exposicdo longa e excessiva.
Portanto, é considerada de essencial importancia a avaliacdo do potencial genotoxico destas
drogas (BRAMBILLA et al., 2009).

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer, nos 91 volumes das
monografias relativas a avaliagdo dos riscos de cancer em seres humanos publicados entre o0s
anos de 1927-2007, examinou 203 medicamentos incluindo duas familias consideradas de
antidepressivos, e, apenas o0 antidepressivo fenelzina foi considerado ndo carcinogénico em
seres humanos (BRAMBILLA et al., 2009).

Antidepressivos da classe dos triciclicos foram estudados em asas de Drosophila
melanogaster utilizando o teste de mutacao e recombinacdo somaticas (SMART) para analise
genotoxica. Alguns farmacos (clomipramina, ionfepramina e mianserina) desta classe
demonstraram ser claramente mutagénicos em diferentes concentragdes (10mM e 100mm).
(SCHAIK & GRAF, 1993).

Em um estudo realizado por Brambilla e colaboradores (2009) no qual a
genotoxicidade e carcinogenicidade de antidepressivos e antipsicoticos foram estudadas, 33
antidepressivos foram avaliados e dentre estes a duloxetina (com doses para camundongos:
100mg/kg/dia e 140mg/kg/dia e ratos: 27-36 mg/kg/dia), mirtazapina (com doses para
camundongos: 200mg/kg/dia e ratos: 20-60mg/kg/dia) e paroxetina (com doses para

camundongos: 25mg/kg/dia e ratos: 20mg/kg/dia) obtiveram resultados positivos em testes de
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carcninogenicidade a longo prazo com surgimento de tumores em camundongos e ratos
tratados.

Porém em testes de genotoxicidade, os resultados para estes antidepressivos foram
negativos. Para o antidepressivo duloxetina, ndo foi realizado nenhum teste em células
humanas. Os testes utilizados para a duloxetina foram: mutagdo reversa de Salmonella
typhimurium, ensaio UDS em hepatdcitos de rato, mutacdo genética em células de linfomas de
ratos L5178 Y locus TK, troca de cromatides irmas em células da medula 6ssea de hamsters
chinés in vivo e aberragcdes cromossdmicas em células de medula 6ssea de ratos in vivo.

Em um dos escassos estudos sobre a duloxetina, avaliou-se o efeito da droga em
memodria de curto e longo prazo e a genotoxicidade por ensaio do cometa em camundongos
tratados, com dose méaxima de 20mg/kg de duloxetina por injecdo intraperitoneal. Os
resultados ndo mostraram perda de memoria avaliada por parametros neurocomportamentais e
nem efeitos genotdxicos analisados em tecido cerebral (PEREIRA et al., 2009).

Entretanto, ndo existe até hoje nenhum estudo sobre a possivel genotoxicidade da
duloxetina em humanos e, com o crescente aumento de pessoas afetadas pela depresséo, o
consequente aumento do uso de antidepressivos e o0s recentes trabalhos demonstrando que
varios antidepressivos possuem efeitos genotdxicos, faz-se necessario um estudo com ensaios

que possam avaliar os possiveis efeitos genotdxicos e/ou carcinogénicos da duloxetina.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

O objetivo deste trabalho é analisar o possivel efeito mutagénico da duloxetina em

modelo de cultura primaria de linfocitos humanos.

2.2. ESPECIFICOS

2.2.1. Analisar os efeitos genotoxicos da exposi¢cdo de culturas primarias de

linfécitos humanos a diferentes concentracdes de Duloxetina (0-150 ng/ml).

2.2.2. Analisar os efeitos citotoxicos da exposicdo de culturas primarias de
linfécitos humanos a diferentes concentrages de Duloxetina (0-150 ng/ml).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DOADORES VOLUNTARIOS DE SANGUE PARA A CULTURA PRIMARIA DE
LINFOCITOS HUMANOS

Para os estudos in vitro foram usados linfocitos de seis doadores voluntarios
Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal do Pard (UFPA). Todos os doadores
obtiveram informacgdes sobre o projeto de pesquisa e foi solicitado seu consentimento por
escrito. Todos os doadores passaram por avaliagBes através dos critérios descritos nos topicos
3.2e3.3.

3.1.1. Critérios de Inclusdo

Adultos com idades entre 18 e 40 anos de ambos 0s sexos.

3.1.2. Critérios de Exclusdo

Individuos fumantes de mais de quatro cigarros ao dia, portadores de doencas
agudas e cronicas graves, que receberam tratamento a base de medicamentos nos ultimos dois
meses, no uso de farmacos-dependentes, que bebiam quantidades significativas de alcool
(mais de 200 ml) ao dia e/ou com exposi¢cdo ocupacional ou outras atividades que causassem

genotoxicidade.

3.2. COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

A coleta de sangue foi realizada com material estéril e descartavel, sendo os
mesmos abertos diante do voluntario. As amostras de sangue dos voluntarios foram
armazenadas em tubos vacutainer heparinizados e utilizadas para a realizacdo da cultura em
no maximo duas horas do inicio da coleta, evitando assim, qualquer tipo de interferéncia aos

experimentos.
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3.3. CULTURA PRIMARIA DE LINFOCITOS HUMANOS

Para a realizacdo da cultura, foram adicionados 500l de sangue total heparinizado
em meio RPMI 1640, suplementado com 20% de soro bovino fetal, 10 ml de
antibidtico/antimicético e glutamina. Os linfocitos foram estimulados com 1,5% (200ul) de
fitohemaglutinina e incubados a 37 °C por 72 horas em estufa de CO2 (MALUF et al., 2011;
MOORHEAD et al., 1960).

3.4. EXPOSICAO AS DROGAS

A duloxetina foi dissolvida em solucdo de NaCl a 0,9% para a obtencdo das
concentracOes finais utilizadas no estudo (10, 25, 50, 100 e 150 ng/ml), baseadas na
concentracdo plasmatica maxima (Cméx) de 23,5 ng/ml encontrada quando se administra 20,2
mg de duloxetina por via oral (LANTZ et al., 2003).

As culturas de linfécitos humanos, tanto para o teste de deteccdo de aberracdes
cromossémica quanto para detecgcdo de micronucleos foram expostas a estas concentracdes de
duloxetina por 5 horas antes do término das 72 horas de incubag&o da cultura.

A exposicdo das culturas de linfécitos humanos a ciclofosfamida foi realizada como
controle positivo, uma vez que esta droga é reconhecidamente mutagénica (ANDERSON et
al., 1995). Para isso, os linfocitos foram expostos a ciclofosfamida na concentracdo de 6
pg/ml por 4 horas antes do término das 72 horas de incubacdo a 37 °C (MOREIRA et al.,
2004).

3.5. TECNICA DE DETECCAO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Para o preparo das amostras nas quais foram determinadas as aberragdes
cromossémicas, durante as duas Ultimas horas de incubacdo, as células foram tratadas com 75
ul de colchicina a uma concentracédo final de 16 pg/ml (Figura 6).

Ao completar 72 horas de incubacdo, as células do cultivo foram centrifugadas a
1000 rpm (rotagbes por minuto) por 5 minutos a temperatura ambiente, descartando-se entao
4 ml do sobrenadante. O restante foi ressuspendido e tratado com a solucédo hipotonica de KCI
0,075M (temperatura de 37 °C) durante 28 minutos na mesma temperatura. Apds uma nova
centrifugacdo por 5 minutos a 1000 rpm, a temperatura ambiente, foram descartados 4 ml do

sobrenadante e o restante foi novamente ressuspendido. Com essa suspensdo, foram entdo
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realizadas trés fixacOes consecutivas que consistiram na adigdo de 5 ml dos fixadores metanol
e acido acético (3:1), posterior centrifugacdo a 1000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente e ressuspensdo do sedimento apds descarte de 4 ml do sobrenadante (LEE et al.,
1999).

Finalmente, as células fixadas foram gotejadas sobre laminas limpas, secas ao ar e
coradas com Giemsa 5% durante 5 minutos. As laminas foram observadas em microscopio
Optico. Para determinacdo das aberracBes cromossémicas (AC), foram analisadas 1000
metafases por lamina e quantificado o Indice MitGtico (n° de células em metafase em 1000
celulas viaveis, IM).

Oh
Sangue total em meio
RPMI + 20% SBF + . 22h
1,5% de 70h lea.qé::s: preparo das lalnlxlfLs
Fitohemaglutinina a Colchicina com WGL&_H’I.SE. ?'? °e observacdo em
370 C. 2 16ug ml microscopio optico.
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Figura 6. Representacdo esquematica da técnica de deteccdo de aberracfes cromossdmicas.

3.6. TECNICA DE DETECCAO DE MICRONUCLEOS

Os linfocitos foram incubados com citocalasina-B (CtB) a uma concentragéo final
de 6 pg/ml (20 pg/ml) nas altimas 24 horas da cultura, isto €, a partir de 48 horas ap6s o
inicio da cultura (LEE et al., 1999; FENECH et al., 2000) (Figura 7).

Completadas as 72 horas de incubacdo, as células foram centrifugadas a 800 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado deixando-se apenas 1 ml. Em seguida,
adicionou-se solucdo hipotonica gelada de KCI (0,075 M), ressuspendida e centrifugada a 800
rpm por 5 minutos. Apos esse processo, 0 sobrenadante foi descartado deixando-se 1 ml. A
seguir foram adicionados 5 ml do fixador 5:1 (5 partes de metanol : 1 parte de acido acético)
recém preparado e trés gotas de formaldeido e as células foram ressuspendidas e centrifugadas
a 800 rpm por 5 minutos (MALUF & RIEGEL et al., 2011; BURGAZ et al., 1998; LEE et al.,
1999).
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Apoés a etapa acima foram adicionados 5 ml de fixador 3:1 recém preparado
(metanol:acido acético). O contetdo foi novamente ressuspendido e centrifugado a 800 rpm
por 5 minutos. O procedimento acima foi repetido e por fim o sobrenadante foi descartado
deixando-se 0,5 ml de suspenséo para preparagdo das laminas.

As células fixadas foram gotejadas sobre ldaminas limpas, secas ao ar e coradas com
Giemsa 5% por 7 minutos (MALUF et al., 2011). Todas as laminas foram observadas em
microscopio optico.

Para determinagdo da frequéncia de micronucleos, foram analisadas 1000 células
(com a membrana intacta) por ldmina e quantificado o indice de divisdo nuclear (IDN), o
numero de células binucleadas, o nimero de células com um, dois, trés e quatro micronucleos,
0 numero de células em metéafase (indice mitético) e o nimero de células com pontes
nucleoplasmaticas. O IDN foi calculado por IDN = [M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4)] / N, em
que M1 a M4 = nimero de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos, respectivamente, e N = nimero
total de células viaveis (FENECH, 2000; FENECH et al., 2003; CRESPO-LOPEZ et al.,
2007).

Oh
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Figura 7. Representacao esquematica da técnica de deteccdo de microntcleo.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada pelo metodo de Kolmogorov-Smirnov
assumindo um nivel de significancia P<0,05. Ap6s confirmada a distribuicdo gaussiana dos
dados, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) para evidenciar a diferenga entre 0s
grupos. Quando o valor de F foi significativo (p<0,05), aplicou-se o post hoc de Tukey para
realizacdo de comparacdo multipla. Todas estas analises foram realizadas com o programa
estatistico BIOESTAT 5.0 (AYRES et al., 2007).



4. RESULTADOS

4.1. EFEITO GENOTOXICO DA EXPOSICAO IN VITRO DE LINFOCITOS HUMANOS
A DULOXETINA UTILIZANDO A TECNICA DE DETECGAO DE ABERRACOES

CROMOSSOMICAS

Uma das técnicas tradicionais em deteccdo de genotoxicidade, a técnica de detec¢édo
de aberragbes cromossdmicas identifica alteracbes cromossomicas e estruturais (quebras e

falhas). Assim, esta técnica foi utilizada neste estudo em experimentos in vitro para verificar a

um possivel efeito genotdxico de diferentes concentragfes de duloxetina.

4.1.1. indice Mitdtico detectado nas culturas de linfocitos expostos a duloxetina

Na tabela 2, sd0 mostrados os resultados de indice Mitético (IM) das culturas de

linfécitos expostas a concentracBes crescentes de duloxetina.

Tabela 2. indices mitdticos de culturas de linfocitos humanos expostas a concentragdes crescentes de duloxetina.

Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo (n=6).

Concentracfes de
Duloxetina a que Média dos indices Mit6ticos | Desvio Padréo dos Indices
foram expostas as Mitdticos
culturas
Controle 0,046 0,002
10 ng/ml 0,030 0,002
25 ng/mi 0,031 0,003
50 ng/ml 0,031 0,005
100 ng/ml 0,028 0,004
150 ng/ml 0,035 0,002

Quando o indice mitdtico dos grupos tratados com duloxetina foi comparado ao

indice mitdtico do grupo controle, observou-se uma reducdo estatisticamente significativa

destes indices (p<0,01) (Figura 8).
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Figura 8. indices mit6ticos de culturas de linfocitos humanos tratadas com
duloxetina. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). *p<0,01 vs Controle.

4.1.2. Deteccdo de Aberragdes Cromossdmicas nas culturas de linfocitos expostos a

duloxetina

diferentes concentracdes de

N&o foram observados danos cromossomicos quando as células foram expostas a

10, 25 e 50 ng/ml de duloxetina (Tabela 3). Porém, nas culturas expostas as concentracfes

mais elevadas de 100 e 150 ng/ml, foram encontrados todos os tipos de aberracGes

cromossomicas (Tabela 3 e Figuras 9, 10, 11 e 12).

Tabela 3. Quantidade de aberracfes cromossdmicas encontradas em 1000 células nas culturas de linfocitos
humanos (n=6) expostas a duloxetina nas concentracgdes de 0, 10, 25, 50, 100 e 150 ng/ml.

Salina 10ng/ml | 25ng/mi 50ng/ml | 100ng/ml | 150ng/ml
Falha cromossdmica 0 0 0 0 23 3
Quebra de cromossomo 0 0 0 0 20 5
Falha de cromatide 0 0 0 0 10 1
Quebra de cromatide 0 0 0 0 20 2
Cromossomo triradial 0 0 0 0 10 0
Cromossomo dicéntrico 0 0 0 0 7 0
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Figura 9. Metafase obtida ap0s aplicacdo da técnica de Figura 10. Metéfase obtida ap06s aplicacdo da técnica de
aberracbes cromossdmicas nas culturas de linfocitos aberracbes cromossdmicas nas culturas de linfocitos
humanos expostos in vitro a 100ng/ml de duloxetina. A humanos expostos in vitro a 100 ng/ml de duloxetina. A
seta indica uma quebra de cromatide. seta indica uma quebra de cromossomo.

Figura 11. Metafase obtida ap0s aplicacdo da técnica de Figura 12. Metéfase obtida ap0s aplicacdo da técnica de
aberragcbes cromossdmicas nas culturas de linfocitos aberracBes cromossdmicas nas culturas de linfocitos
humanos expostos in vitro a 100 ng/ml de duloxetina. A humanos expostos in vitro a 100 ng/ml de duloxetina. A
seta indica uma quebra de cromatide. seta indica uma quebra de cromatide.
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4.1.3. Indice mitético e aberracBes cromossdmicas detectadas nas culturas de linfocitos
expostas a ciclofosfamida (controle positivo)

Com o objetivo de comparar os resultados obtidos com os de uma droga
reconhecidamente genotdxica, foram realizados controles positivos em culturas de linfocitos
humanos expostos a ciclofosfamida na concentragéo de 6 pg/mi.

Quando o indice mitético foi analisado, obteve-se uma diminuigdo estatisticamente
significativa do grupo tratado com 6 pg/ml de ciclofosfamida em relagdo ao grupo controle
(Figura 13).

0.040

0.035 -

0.030 -

0.025 -

0.020 -

0.015 -

Indice Mitotico

-

0.010 -

0.005 -

0.000 -

controle 6ug/ml

Figura 13. Média dos indices Mitéticos (+ desvio médio) de culturas de linfocitos tratadas com a concentragio
de 6pg/ml de ciclofosfamida. *p<0,01 vs Controle.

Foram encontradas 32 falhas cromossomicas, 28 quebras de cromossomo, 35 falhas
de crométide, 30 quebras de cromatide, 20 cromossomos triradiais e 10 cromossomos
dicéntricos em 1000 células (n=6) expostas a ciclofosfamida na concentracdo de 6pg/ml
(Figura 14).

Figura 14. Metéafase obtida ap6s aplicacdo da técnica de aberra¢fes cromossémicas nas culturas de linfocitos
humanos, pela exposi¢do in vitro & ciclofosfamida de 6pg/ml. A seta indica uma quebra de crométide.
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4.2. EFEITO GENOTOXICO DA EXPOSICAO IN VITRO DE LINFOCITOS HUMANOS
A DULOXETINA UTILIZANDO O ENSAIO DE MICRONUCLEOS (MN)

A técnica do ensaio do microndcleo identifica agentes genotdxicos clastogénicos
(que induzem quebras no DNA) e os que interferem na formacdo do fuso mitotico. Assim,
esta técnica foi utilizada em seis experimentos in vitro para verificar a concentracdo de

duloxetina que possa apresentar um possivel efeito genotdxico em células de linfocitos

humanos.

4.2.1. indices detectados nas culturas de linfocitos expostas a duloxetina
Todos o0s grupos tratados com duloxetina apresentaram uma diminuicdo
estatisticamente significativa (p<0,01) do indice mitético em relacdo ao grupo controle

(Figura 15). Os indices mitéticos das culturas de linfdcitos expostas a duloxetina ndo

apresentaram diferencas significativas entre elas.
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0.02
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0.015 T
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0.01 T
- ' .

Controle 10ng/ml 25ng/ml 50ng/ml 100ng/ml  150ng/ml
Concentracao de Duloxetina

Indice Mitético

e

Figura 15. indices mitoticos de culturas de linfocitos humanos tratadas com diferentes concentragbes de
duloxetina. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). *p<0,01 vs Controle.

Quando o parédmetro avaliado foi o indice de divisdo nuclear (IDN), também
observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) de todos 0s grupos
tratados em relacdo ao grupo controle e nenhuma diferencga entre os grupos tratados (Figura

16).
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Figura 16. indice de divisdo nuclear de culturas de linfocitos humanos tratadas com diferentes concentragdes de
duloxetina. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). *p<0,01 vs Controle.

A analise do indice de binucleagdo (IBN) confirmou a diminuicdo na proliferacdo
celular detectada com os indices anteriores, ja& que 0s grupos tratados ndo apresentaram
diferencas entre si, mas todos eles mostraram IBNs significativamente menores que o do

grupo controle (Figura 17).
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Figura 17. indice de binucleagio de culturas de linfocitos humanos tratadas com diferentes concentragdes de
duloxetina. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). *p<0,05 vs Controle.
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4.2.2. Deteccdo de microndcleos nas culturas de linfocitos expostas a diferentes concentraces
de duloxetina

Nas culturas expostas as concentracbes de 100 ng/ml e 150 ng/ml foram
encontradas bastantes células que apresentavam micronucleos (Tabela 4 e Figura 18), mas nas
culturas expostas a 10, 25 e 50 ng/ml de duloxetina as células com micronicleos foram
relativamente escassas, havendo muitas culturas onde ndo foi encontrada nenhuma células

com micronucleos (Tabela 4).

Tabela 4. Quantidade de células com microndcleos encontradas nas culturas de linfécitos humanos expostas a
duloxetina por 1000 células binucleadas (n=6).

Controle | 10 ng/ml | 25 ng/ml | 50 ng/ml | 100 ng/ml | 150 ng/ml
0 0 0 4 18 4
2 0 0 0 10 5
2 1 0 0 12 6
0 0 3 4 9 5
0 0 0 1 15 4
0 0 1 0 13 3

Figura 18. Células binucleadas encontradas nas culturas de linfocitos humanos expostos a 100 ng/ml de
duloxetina. As setas indicam a presenca de microntcleos.

A analise estatistica da quantidade de células micronucleadas indicou que 100 e 150
ng/ml de duloxetina provocaram um aumento significativo de células micronucleadas em
relacdo ao grupo controle (Figura 19), sendo que o incremento mais expressivo foi encontrado

com a concentracdo de 100 ng/ml. Cabe ressaltar que, apesar destes aumentos, ndo foram
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encontradas células com mais de um microndcleo, o que seria indicativo de um dano mais

intenso capas de provocar uma maior fragmentacdo dos nucleos.
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Figura 19. NUmero de células com MN em 1000 células binucleadas encontrados em culturas de linfocitos
humanos tratadas com diferentes concentracdes de duloxetina. Os dados sdo apresentados como média + desvio

padrdo (n=6). *p<0,01 vs Controle.
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5. DISCUSSAO

Os linfocitos sdo células responsaveis pela extraordinaria especificidade das
respostas imunes adaptativas do organismo. Eles sdo produzidos na medula déssea e estdo
presentes em grande quantidade na corrente sanguinea, na linfa e nos 6rgdos linféides
(ALBERT et al., 2010).

O modelo de cultura primaria de linfocitos humanos é amplamente utilizado para
diversos estudos in vitro, a exemplo dos de genotoxicidade e citotoxicidade, devido a que 0s
linfdcitos sdo de facil obtengdo (por pungdo venosa), possuem uma vida Gtil longa e circulam
por todo o organismo, possivelmente acumulando danos genéticos a medida que passam
através dos tecidos-alvos especificos (SUSPIRO & PRISTA, 2011).

As vantagens acima justificam a ampla utilizacdo deste modelo em estudos de
genotoxicidade, tanto com os testes classicos (como o ensaio de micronucleos e a avaliacdo da
presenca de aberragdes cromossémicas, usados no presente trabalho), quanto os moleculares
(como o ensaio de FISH).

Danos genéticos em culturas de linfocitos do sangue periférico cultivados in vitro
observados com testes como o de aberragdes cromossomicas, troca de cromatides irmas,
ensaio de micronlcleos e ensaio do cometa ja tem sido usados por muitos anos como
biomarcadores de exposicao genotdxica, especialmente para a detecgdo dos efeitos iniciais de
agentes carcinogénicos (ALBERTINI et al., 2000; NORPPA, 2004 e 2006; SUSPIRO &
PRISTA, 2011).

O teste de aberracdes cromossdmicas € atualmente o biomarcador de exposi¢do
genotdxica mais validado e deve ser considerado como padrdo-ouro em comparagao com 0S
testes mais recentes (SUSPIRO & PRISTA, 2011). Também, o ensaio de micronucleos é um
teste que esta se tornando bastante promissor, apropriado para biomonitoramento genotdxico
em larga escala, proporcionando estudos prospectivos confirmando sua associagdo com o
risco de cancer (SUSPIRO & PRISTA, 2011). Portanto, um expressivo aumento da presenga
de células micronucleadas € sugestivo de um dano genético que no rastreio do cancer é bem
estabelecido, pois a frequéncia de células micronucleadas no cancer maligno é sempre
significativamente muito maior do que em lesdes benignas ou em pessoas saudaveis
(SWAPAN & PRANAB, 2010).

Assim, os testes de aberragdes cromossdmicas e micronucleos estdo se convertendo
nos parametros de maior validade para se detectar alteracdes genéticas devido ao alto

potencial para deteccdo precoce dos efeitos de agentes mutagénicos e carcinogénicos,
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capacidade de identificar alteracfes hereditarias e predicdo para um possivel cancer
(MATEUCA et al., 2006).

Esses testes sdo especialmente indicados para o estudo da genotoxicidade
provocada por farmacos e sdo recomendados pelos 6rgdos reguladores da Europa, USA e
Japdo para o desenvolvimento racional de novos farmacos antes de sua comercializacao.
Orientagdes atuais para testes de genotoxicidade de produtos farmacéuticos indicam a
necessidade da aplicacdo de trés testes-padrdo: 1) um teste de mutacdo genética em bactérias,
2) um teste in vitro para avaliacdo citogenética de danos cromossémicos ou um ensaio de
mutacdo genética em celulas de mamiferos e 3) um ensaio in vivo de lesdes cromossémicas
realizados em células hematopoiéticas de roedores (BRAMBILLA et al., 2009; BRAMBILLA
et al., 2010; BRAMBILLA et al., 2011; BRAMBILLA et al., 2012; BRAMBILLA et al.,
2013).

Entretanto, a grande maioria dos farmacos desenvolvidos e que comecaram a ser
comercializados antes das atuais regulamentagfes, ndo possuem estudos suficientes para
cumprir essas orientacdes. Assim, recentes revisbes da literatura existente sobre
genotoxicidade de farmacos demonstraram que de 70 drogas anti-histaminicas, 71 drogas
gastrintestinais e 120 drogas anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas estudadas, somente
17-18% apresentavam todos os dados sobre genotoxicidade e carcinogenicidade necessarios
para cumprir com as regulamentagcOes atualmente em vigor (BRAMBILLA et al., 2009b;
2010; 2011). Embora essa percentagem de farmacos que cumprem a legislacdo aumenta ao
analisar 46 farmacos para o0 asma e 48 drogas antibacterianas, antifingicas, antimalaricas e
antivirais (BRAMBILLA et al., 2012; 2013), ainda € muito maior a quantidade de fa&rmacos
sem estudos suficientes em relacdo aqueles com dados necessarios para usar eles com
seguranca. Um fato mais alarmante ainda € que para muitos desses grupos de drogas (que na
atualidade estdo no mercado e sdo prescritos regularmente), a proporcdo de farmacos sem
nenhum dado sobre genotoxicidade chega a ser mais de 50% do total de farmacos analisados
(BRAMBILLA et al., 2009b; 2010; 2013).

No grupo de drogas antipsicoticas e antidepressivas, 47 de 104 farmacos analisados
(45,2%) nao possuiam nenhum dado sobre genotoxicidade e unicamente 16 (15,4%) (entre os
quais ndo estava a duloxetina) tinham sido estudados de forma adequada para cumprir com as
regulamentacfes (BRAMBILLA et al., 2009). Ainda, apenas trés antidepressivos (sertralina,
paroxetina e citalopram) utilizaram como modelo de estudo os linfocitos humanos in vitro e
somente foi utilizada a técnica de aberracbes cromossoémicas, refor¢ando a falta de estudos em

modelos com células humanas.



39

Nesse estudo, os dados sobre a possivel genotoxicidade da duloxetina também
foram analisados demonstrando positividade para testes de carcinogenicidade a longo prazo
em camundongos fémeas tratadas, e negatividade para outros testes (mutacdo reversa de
Salmonella typhimurium, sintese de DNA ndo programada em hepatdcitos primarios de ratos,
mutacdo génica em linfoma de rato, troca de crométides irmas in vivo em células de medula
Ossea de hamster chinés e teste de carcinogénese a longo prazo em camundongos machos e
ratos) (BRAMBILLA et al., 2009).

Nosso estudo revelou que as concentracGes relativamente baixas de duloxetina nao
apresentaram uma genotoxicidade muito pronunciada para as culturas de células humanas
(danos cromossémicos e microndcleos ndo foram detectados nas células expostas a
concentragdes de 10, 25 e 50 ng/ml, Tabelas 3 e 4), confirmando o0s escassos dados descritos
anteriormente para essa droga a partir de estudos realizados em células de origem animal
(ratos, camundongos e hamster) (BRAMBILLA et al., 2009). Entretanto, quando os linfocitos
foram incubados com 100 e 150 ng/ml de duloxetina, lesbes cromossdmicas (como o
surgimento de microndcleos), falhas e quebras cromossomicas e cromatidicas foram
encontradas com o uso dos dois testes (Figuras 9, 10, 11, 12 e 18). Curiosamente, a exposicao
a 100 ng/ml de duloxetina fez que os linfocitos apresentassem um namero significativamente
maior de alteracBes (micronucleos e aberragfes cromossdémicas) que quando eles foram
expostos a 150 ng/ml. Assim, mais estudos serdo necessarios para explicar este fenémeno.

Embora a presenca de células com micronucleos foi evidente especialmente com a
concentracdo de 100 ng/ml de duloxetina, vale ressaltar que mesmo para essa concentracdo
ndo foram encontrados buds nucleares (DNA amplificado), pontes nucleoplasméticas
(indicativo de ma reparacdo no DNA, rearranjos cromossdémicos, fusdo de telémeros e/ou
auséncia de reparacdo do dano no genoma resultante de quebras nas cadeias de DNA) ou mais
de um micronucleo por célula binucleada. A presenca dessas alteracfes seria a consequéncia
de um dano muito mais intenso (como ja foi demonstrado para outros agentes genotdxicos
como, por exemplo, o metilmercurio) (CRESPO-LOPEZ et al., 2007), 0 que ndo aconteceu
com a duloxetina.

De posse destes resultados, a duloxetina pode ser considerada uma droga mais
clastogénica que aneugénica, pois tende a induzir quebras no DNA como verificamos com
ambas as técnicas usadas no presente trabalho.

Ainda, o ensaio de micronucleos nos permitiu avaliar outros pardmetros como o
indice mitético (nimero de metafases em 1000 células), o indice de divisdo nuclear (IDN)

(ndmero de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos em 500 células) e o indice de binucleacdo (IBN)
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(nimero de células binucleadas em 500 células). Esses indices sdo diretamente influenciados
pelo estado de proliferacdo celular da cultura e representam assim, marcadores especificos
para avaliar o nivel de citotoxicidade do agente testado.

O indice de divisdo nuclear € um marcador muito Util para comparar as respostas
mitogénicas dos linfécitos e dos efeitos citostaticos dos agentes que serdo examinados apos
exposicdo em células de linfocitos (FENECH, 2000). Também, a detec¢do de alteracBes no
indice de binucleacdo, em culturas com bloqueio da citocinese, € uma indicacdo de ocorréncia
ou ndo da atividade mitética, portanto, culturas de linfécitos com um baixo indice de
binucleacdo possuem um baixo indice de proliferacdo (AKUDUGU et al., 2001).

O indice mitotico foi um pardmetro analisado tanto no ensaio de micronucleos
como no teste de deteccdo de aberragbes cromossdmicas, pois a duas técnicas permitem a
visualizacdo de metafases. Atualmente, o indice mitdtico representa um dos parametros mais
usados para a identificacdo do efeito de agentes genotdxicos e por ser bastante sensivel e de
facil execucdo ele ja foi utilizado em varios trabalhos (CRESPO-LOPEZ et al., 2007;
KONTAS & SEKEROGLU, 2014).

Na andlise das culturas de linfocitos incubados com concentracdes crescentes de
duloxetina, observou-se uma reducdo estatisticamente significativa de todos esses indices nos
grupos tratados com duloxetina em relagdo ao grupo controle (Figuras 8, 15, 16 e 17). Essa
pronunciada redugdo dos indices representa uma diminuicdo na proliferacdo celular,
indicativo da relativa citotoxicidade da droga.

Vale ressaltar que o indice mitotico medido em ambos os testes do presente
trabalho apresentou diferengas significativas até com a concentracdo mais baixa de
duloxetina, onde nenhuma alteragdo como aberragdes cromossdémicas e/ou micronucleos foi
detectada (Figuras 8 e 15). Essa sensibilidade torna esse parametro extremamente Util para a
deteccdo precoce de qualquer dano citotoxico provocado por farmacos ou outros agentes
genotoxicos. Resultados obtidos em um estudo no nosso laboratério incluindo pessoas de
comunidades expostas ao metilmercirio confirmam que o indice mitdtico é um dos
parametros mais sensiveis para deteccdo de citotoxicidade em humanos (CRESPO-LOPEZ et
al., 2011).

Assim, baseando-nos nos dados do presente trabalho, a duloxetina eliciaria
inicialmente um processo de citotoxicidade que chega a provocar genotoxicidade com doses
mais elevadas. Entretanto, estudos mais aprofundados sdo necessérios para confirmar essa

hipdtese.
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Outro fato importante é que as concentragdes utilizadas em nosso estudo estdo
dentro da faixa de dose terapéutica em humanos, que varia de 20 mg (23,5 ng/ml no plasma
apos 6 horas de administracdo por via oral) a 120 mg (141 ng/ml no plasma apds 6 horas de
administracdo por via oral), exceto a concentragdo de 150 ng/ml que extrapola esta faixa
(KNADLER, et al., 2011). Cabe lembrar que a concentracdo de 100 ng/ml de duloxetina
(concentracdo com a que foi detectado o maior nimero de alteracGes genotoxicas) equivale
aproximadamente a concentracdo plasmatica alcangada no humano apos ingerir uma dose de
80 mg do farmaco (KNADLER, et al., 2011). Assim, esta concentracdo estaria perto do limite
superior da faixa terapéutica usada (maxima dose de 120 mg/dia), alertando para a
necessidade de realizar mais estudos sobre a genotoxicidade do farmaco.

Essa Gltima conclusdo parece contradizer 0s escassos estudos anteriores realizados
com esse antidepressivo, que defendem a auséncia de efeitos genotoxicos da duloxetina
(BRAMBILLA et al., 2009; PEREIRA ET AL., 2009).

Os dados revisados por Brambilla et al. (2009) sobre testes realizados com
duloxetina (mutagénicos e carcinogénicos) indicaram que a duloxetina unicamente
apresentava carcinogenicidade em testes realizados em longo prazo com camundongos
fémeas. Entretanto, todos esses dados levantados ndo foram publicados em revistas cientificas
com revisdo ad hoc e sim em manuais de laboratorio e péginas de internet. Os proprios
autores (Brambilla e colaboradores) reconhecem que as informacgdes levantadas séo
incompletas, especialmente aquelas que se referem aos ensaios de genotoxicidade onde os
resultados foram apresentados sem nenhuma indicagdo das doses de duloxetina usadas.

Em um dos poucos estudos publicados sobre a genotoxicidade da duloxetina,
Pereira et al. (2009) usaram esse farmaco para verificar seu possivel efeito genotdxico em
camundongos tratados subagudamente durante 5 dias com 10 e 20 mg/Kg via intraperitoneal.
O ensaio do cometa, aplicado em amostras de sangue e tecido cerebral desses animais, nao
mostrou alteragdes na fragmentacdo do DNA com o tratamento, mas sim revelou uma maior
suscetibilidade das células pertencentes aos animais tratados, quando essas células foram
desafiadas ex vivo com peroxido de hidrogénio.

O fato de usar um modelo animal, que por vezes pode ser mais resistente que as
células de origem humana devido a processos farmacocinéticos diferenciados, pode ter
influenciado definitivamente para que ndo fossem detectadas alteracdes tdo claras como as
que detectamos no nosso trabalho.

Como ja revisado acima, o0 modelo de culturas de linfocitos do sangue periférico

humano seria mais indicado para avaliar alteracGes genotoxicas e da proliferacdo celular, uma
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vez que células do tecido cerebral ndo sofrem constantes divisdes o que diminui a confianca
quanto a certeza de um possivel efeito genotoxico da duloxetina.

Ainda, é preciso que o farmaco provoque um evento genotdoxico muito mais
agressivo para gerar uma significativa fragmentacdo do DNA (como quantificada no ensaio
do cometa) que aquele necessario para produzir micronucleos, por exemplo.

Outro ponto que pode explicar a diferenca de resultados quanto a genotoxicidade da
duloxetina é que a duloxetina em humanos é administrada por via oral mas a via escolhida
pelo trabalho de Pereira et al. (2009) foi a intraperitoneal. Por esta via, a absorcao do farmaco
ocorre de forma rapida sem passar primeiro pelo figado (como acontece na administracdo
oral) e produzindo um pico de concentracdo plasmatica que favorece a eliminagdo mais rapida
gue quando a mesma dose é administrada pela via oral (GOODMAN & GILMAN, 2013).
Assim, as concentracdes plasmaticas alcancadas e mantidas no tempo sdo bem diferentes por
ambas as vias. Isso ndo acontece no modelo in vitro, onde as concentra¢des do farmaco a que
sdo expostas os linfocitos refletem exatamente aquelas concentrag@es plasmaticas alcancadas
no humano.

O possivel mecanismo molecular de genotoxicidade de antidepressivos, como os da
classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), ainda ndo é totalmente
conhecido (GURBUZEL et al., 2012).

O tratamento com antidepressivos pode causar genotoxicidade-induzida e
adaptacdo fisioldgica em funcdo do neurotransmissor e esta adaptacdo pode resultar em
tolerancia ou resisténcia. Pelo menos alguns dos efeitos mencionados acima podem resultar de
efeitos mutagénicos e recombinogénicos que envolvem variagfes bioquimicas por medicagdo
(GURBUZEL et al., 2012).

Embora tenha sido demonstrada a ocorréncia de efeitos teratogénicos significativos
causados por alguns antidepressivos tanto em modelos in vivo quanto in vitro, ainda é incerto
se estas malformacgdes e efeitos adversos perinatais sdo exatamente atribuiveis a droga
(CHAMBERS et al., 1996; KUSAKAWA et al., 2008; SLOOT & BOWDEN, 2009;
ELLFOLK & MALM, 2010).

Finalmente, os resultados do presente estudo demonstram pela primeira vez os
efeitos genotdxicos da duloxetina nos testes de deteccdo de aberragdes cromossdmicas e
microndcleos com o modelo de estudo de culturas primérias de linfécitos humanos.
Baseando-nos nestes resultados, podemos concluir que a duloxetina pode ser usada em
seguranca sempre que sejam completados os estudos sobre genotoxicidade necessarios para

cumprir as regulamentacbes atuais para as indastrias farmacéuticas e que delimitem
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exatamente as doses que ndo provocam genotoxicidade no humano De posse dos resultados,
destacamos a extrema importancia da realizacdo de testes genotdxicos para drogas de uso em
longo prazo, principalmente a classe dos antidepressivos onde os estudos ainda sdo muito

€SCasso0s.
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6. CONCLUSOES

o A duloxetina demonstrou ser genotdxica para os linfécitos humanos unicamente nas
concentragfes de 100 e 150 ng/ml através do uso das técnicas de deteccdo de aberragBes

cromossomicas e microndcleos.

o Todas as concentragdes de duloxetina usadas no presente trabalho diminuiram
significativamente a proliferacéo celular (avaliada pelos indices mitético, de divisao celular e

de binucleacdo) dos linfécitos humanos tratados..
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