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RESUMO: Uma das grandes discussbes dos tempos atuais em torno da medicina em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento é o aumento da obesidade na populacao. Para
o tratamento dessa doenca, o Cloridrato de Bupropiona € um antidepressivo que nao tem
seu mecanismo de acao totalmente desvendado, no entanto, acredita-se que interaja com
0S neurotransmissores noradrenalina e dopamina relacionados a depressao. Diante disto,
0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade mutagénica do medicamento Cloridrato de
Bupropiona. Para isso foram realizados os testes Allium cepa e microndcleo. Para o teste
A. cepa foi realizada a observagdo das laminas em microscopio 6ptico, com objetiva de
100x e, procedeu-se a contagem de 5.000 células. Para o teste de Micronucleo, a avaliacao
das anormalidades cromossdmicas constituiu na observacao de alteracfes interfasicas e
mitéticas observadas em 1.000 células. Os resultados das concentracdes teste apresentam
aumento gradativo da quantidade de células mutantes. A prescricdo desregulada ou
desmedida do Cloridrato de Bupropiona pode causar varias alteracfes fisioldgicas,
inclusive pode tornar o usuario dependente e gerar grandes danos a saude.

Palavras-chave: Mutagénese. Antidepressivo. Bupium.

ABSTRACT: One of the great discussions of the current times around medicine in
developed and developing countries is the increase of obesity in the population. For the
treatment of this disease, Bupropion Hydrochloride is an antidepressant that does not have
its mechanism of action fully unveiled, however, it is believed to interact with the
neurotransmitters noradrenaline and dopamine related to depression. In view of this, the
aim of this research is to evaluate the mutagenic activity of the drug Bupropion
Hydrochloride. Allium cepa and micronucleus tests were performed for this purpose. For the
A. cepa test, the observation of the slides was performed under an optical microscope, with
an objective of 100x, and the counting of 5,000 cells was performed. For the Micronucleus
test, the evaluation of chromosomal abnormalities consisted in the observation of interphase
and mitotic alterations observed in 1,000 cells. The results of the test concentrations show
a gradual increase in the amount of mutant cells. The unregulated or excessive prescription
of Bupropion Hydrochloride can cause several physiological alterations, including making
the user dependent and generating great damage to health.
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1 INTRODUCAO

Uma das grandes discussfes dos tempos atuais em torno da medicina em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento é o aumento da obesidade na populacdo. Somente
no Brasil, entre o periodo de 2006 a 2016, a obesidade cresceu mais de 60%, fato que
contribuiu para o aumento da hipertenséo e diabetes (BRASIL, 2016). Em termos gerais a
obesidade é diagnosticada e tratada como disturbio alimentar associado ao consumo de
alcool, drogas e tabaco. Dentre outros fatores em questao a pré-disposicdo genética esta
envolvida na variacdo do metabolismo basal, na regulacdo do apetite, fatores estes que
podem implicar na manutencédo do peso corporal (MARQUES-LOPES et al, 2004; DE
CASTRO et al.2018).

Na cultura ocidental o uso de medicamentos tornou-se habito frequente,
principalmente os relacionados ao emagrecimento. O uso de substancias psicoativas ou
psicotrépicas torna-se indispensavel no tratamento de doencas como epilepsia, alguns
transtornos e distarbios mentais, entre outros. Esta classe de drogas possui, em geral, uma
série de efeitos colaterais além de quando usada em excesso e por longos periodos causa
ao usuario dependéncia severa (SOUZA et al., 2018). Para a compreensdo dos
mecanismos e demandas dos psicotropicos € necessario aprofundamento nas acbes
causadas pelos neurotransmissores no Sistema Nervoso Central (SNC), que por sua vez é
regulado por essas substancias (GUYTON et al., 2006).

O Cloridrato de Bupropiona € um antidepressivo que, como a maioria dos
antidepressivos ndo tem seu mecanismo de acdo totalmente desvendado, no caso da
Bupropiona acredita-se que interaja com 0s neurotransmissores noradrenalina e dopamina
relacionados a depressdo. Esta droga contém varios mecanismos de acao referentes a
manipulagéo, ligacao e inibicdo de neurotransmissores e neuroreceptores o que reduz, por
exemplo, a excitabilidade das células nervosas que quando super ativadas causam a
epilepsia ou ainda podem inibir a recaptacéo de noradrenalina, o0 que causa sensacao de
saciedade (BULA CLORIDRATO DE BOPRUPIONA -ANVISA, 2016).

No entanto, esse medicamento tem sido associado a varios efeitos colaterais como

tontura, nervosismo, ataxia, fadiga, tremores, arrepios, ansiedade, assim com efeitos
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indesejados como dor, vomito, enjoo (FIGUEIREDO et al., 2018). Porém, est4 sendo

amplamente usado como recurso para a perda de peso.

Por apresentar varios efeitos colaterais, torna-se importante estudar os demais
efeitos secundarios, como citotoxicidade e genotoxicidade, desse medicamento. Para isso,
segundo Bagatini et al. (2007) os testes A. cepa e Micronucleo sdo bastante eficazes na
identificagcdo e determinagcdo desses efeitos. Adicionalmente, a literatura descreve a
respeito do éxito e aceitacdo desses testes que sdo capazes de identificar mutacdes
cromossbmicas que persistem ou sdo adquiridas no momento da execucdo dos

mecanismos de reparo (RIBEIRO et al., 2003,).

Este trabalho teve por preceito avaliar a atividade mutagénica do
medicamento Cloridrato de Bupropiona em testes Alliun cepa e Micronucleo, bem como,
guantificar as mutacdes e qualificar o potencial citotoxico e genotoxico causadas pelos

medicamentos em células da raiz de cebola.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras

A Bupropiona utilizada foi comercialmente adquirida, na composi¢cdo comercial de
cloridrato de Bupropiona preparada em agua destilada, conforme a necessidade de

concentracao das amostras testadas.
Para o controle positivo do teste foi utilizado o Paracetamol.
2.2 Teste Allium cepa

Bulbos de cebola orgéanica foram adquiridos no comércio local com fonte confiavel.
As escamas externas secas foram retiradas sem prejudicar a area radicular e o parénquima
central da coroa de brotamento também foi retirado, por inciséo circular, para aumentar a
absorcdo e a uniformidade do brotamento e crescimento das raizes. Estes bulbos foram
lavados em agua corrente por cerca de 30 minutos. Cuidadosamente, as raizes dos bulbos
foram colocadas em exposicdo com as amostras, em béqueres de vidro cobertos, para
evitar a entrada de luz, de forma que apenas o parénquima central da coroa de brotamento

ficasse em contato com as amostras. Para cada amostra analisada, foram usados cinco
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bulbos de cebolas que foram colocados em contato com as concentragdes testadas por 24
horas. O controle negativo foi realizado da mesma maneira, utilizando agua destilada
(RANK et al., 1993; KRUGER et al., 2009; CUCHIARA et al., 2012).

As concentracfes testes foram padronizadas com base nas doses consideradas
subdose 10 mg/L, dose terapéutica 50 mg/L e 150 mg/L e superdose 1000 mg/L do
medicamento Cloridrato de Bupropiona.

O controle positivo foi Paracetamol® na concentracdo 800 mg/L. Apls o
crescimento, as raizes imersas nas amostras foram medidas e em seguida fixadas em
solucao de Carnoy (&cido acético e alcool etilico, na concentracdo de 3:1) por 12 horas.
ApGs fixagdo, as raizes foram lavadas em agua destilada por cinco minutos e realizada a
coloracdo em laminas. Para tanto, as raizes foram coradas em corante orceina acética, na
diluicdo de orceina 2% em acido acético a 45%. As pontas das raizes foram cortadas e
aquecidas por um minuto, em contato com o corante. Em seguida, as raizes foram
colocadas em laminas, cobertas por laminulas e uma gota do corante orceina acética foi
adicionada entre lamina e laminula. Posteriormente, a raiz foi esmagada por pressao suave.
A observacdo das laminas foi realizada em microscopio Optico, com objetiva de 100x,
procedendo a contagem de 5.000 células, observando os indices mitéticos e as alteracdes
cromossémicas e mitéticas (RANK et al., 1993; RIBEIRO et al., 2012; DIAS et al., 2014;
YUSUPOQV et al., 2019).

O célculo do indice mitético (IM) e do indice de aberragcbes cromossdémicas e

mitéticas (IACM) ocorreu de acordo com as equacdes abaixo:
IM = n° de células em mitose x 100 + n° total de células observadas
IACM = n° de células alteradas x 100 + n° total de células observadas
2.3 Teste de Micronucleo

As mesmas raizes foram coletadas para andlise apdés 24h em contato com as
concentracOes testes. Elas foram lavadas com agua destilada, hidrolisadas com HCl a 1
mol/L por 10 min em banho-maria a 60° C e ap0és, os frascos resfriados em agua corrente.

Apbs a lavagem dos meristemas foram feitos esfregacos em duas Iaminas que ficaram 30
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min em temperatura ambiente para secagem. Logo apos, as laminas foram coradas com o
Kit Panédtico Rapido. As laminas foram mergulhadas 10 vezes nos dois primeiros compostos
do kit, e 3 vezes no ultimo composto do kit, com submersédo de 1s de duracado. Por fim, as
laminas foram lavadas em agua deionizada e secas a temperatura ambiente. A avaliacdo

das anormalidades cromossémicas constituiu na observagcédo de alteracdes interfasicas e

mitéticas observadas em 1.000 células por tratamento. A contagem foi feita em microscopia

Optica, com objetiva de 40x e ocular de 10x (MENEGUETTI et al., 2011; POLETO et al.,
2011).

Para andlise estatistica, os dados foram calculados no Bioestat 5.0 e na plataforma

online medcalc.net calculando Odds: Odds Ratio ou Risco de Chance, IC: Intervalo de
Confianca, RR: Risco Relativo, ARR: Aumento do Risco Relativo, AARR: Aumento Absoluto

do Risco Relativo, IM: indice Mitético e IACM: indice de Anormalidades Cromossémica e

MitGticas para os testes Micronucleo e A. cepa.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de A. cepa foram observadas algumas alteragfes consistentes nas raizes
das cebolas expostas aos tratamentos, principalmente nas duas maiores concentracoes
testadas (150 mg/L e 1000 mg/mL) do farmaco (Tabela 1).

Tabelal: indice do Risco Relativo Mutagénico do Cloridrato de Bupropiona pelo Teste A. cepa

Mutagdes | n° RR IC (%) p ARR (%)
B 10mg/L 198 5000
1,4 1,1 1,7 <0,01 36
Paracetamol 146 5000
B 50mg/L 491 5000
34 2,8 4,0 <0,01 236
Paracetamol 146 5000
B 150mg/L 785 5000
5,4 45 6,4 <0,01 438
Paracetamol 146 5000
B 1000mg/L 1951 5000
146 13,4 11,4 15,7 <0,01 1236
Paracetamol 5000

FONTE: préprio autor

Tabelal: Quantitativo mutagénico do Cloridrato de Bupropiona nos tratamentos e controle

positivo Paracetamol. Muta¢des: quantidade de células mutagénicas encontrada em cada
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tratamento. N°: numero de células contadas por tratamento. RR: risco relativo. IC: intervalo

de confianca. ARR: Aumento do Risco Relativo.

Os resultados do teste A. cepa apresentam alteragcao significativa quando compara-
se 0s tratamentos com o controle negativo. Os resultados das concentracdes teste
expressos na Tabela 1 apresentam aumento gradativo da quantidade de células mutantes,
portanto demonstraram dose-dependéncia.

Aos resultados do quantitativo de divisfes celulares observa-se linearidade em todos
0s tratamentos, inclusive no controle negativo (Tabela 2). A ndo variacdo deste parametro
mostra confiabilidade nos resultados das mutacdes, uma vez que, as possiveis mutacdes
ocorridas podem ter inicio no fuso mitético e na acdo do aparato de regulacéo da divisao
celular além do sistema proteico enzimatico como exemplo a p53 (SOUZA et al., 2006;
VOGELSTEIN et al., 2010).

O indice mitético (IM) foi calculado para cada grupo, foi inferido através do teste de
comparacao de proporgoes e, verificou-se tendéncia significativa (p<0.05) na redugéao do
IM nas concentracdes de 150 mg/L e 1000 mg/L como mostra a Tabela 2. O teste de
comparacdo de proporcbes também foi utilizado na comparacdo do indice de
anormalidades cromossémicas e mitéticas entre os tratamentos, obtendo-se diferencas
significativas (p<0.05) entre as proporcdes avaliadas, indicando que o bupropinona tem
maior tendéncia de induzir mutacdes, em relacdo ao Paracetamol (controle positivo), e que
a mesma (tendéncia) aumenta na medida que se concentra 0 medicamento (Tabela 2). A
analise do risco de chance (Odds ratio) também foi utilizada e revelou aumento consideravel
da chance de risco de mutac¢des em relacdo ao controle positivo. O Risco Relativo também
foi calculado, obtiveram-se diferencas significativas (p<0.05) entre 0s grupos com aumento
absoluto do risco (AAR) de mutacdes de até 36%. Os dados indicam o Bupropinona como

agente mutagénico de potencial elevado.

Tabela 2: Teste de propor¢6es do IACM e IM para A. cepa

Tratamento (IACM) Proporcéao Tamanho da amostra (IM) Propor¢éo %
em célula
Paracetamol (1) 146 (2,92%) 5000 19,96
B 10mg (2) 198 (3.96%) 5000 20,26
B 50mg (3) 491 (9.82%) 5000 19,68
B 150mg (4) 785 (15.7%) 5000 17,86
B 1000mg (5) 1951 (39.02%) 5000 15,84
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Tabela2: Proporcées do indice Mitdtico (IM) e o indice de Anormalidades Cromossémica e
Mitoticas (IACM), por concentracdo e quantidade.

A quantidade de Micronucleos presentes nas laminas corrobora com a hipotese de
possivel atividade mutagénica da Bupropiona, o percentual de células mutadas ultrapassa
o limiar estipulado na contagem dos microndcleos do controle negativo (Grafico 1). A
atividade mutagénica que gera o micronucleo relaciona o comportamento da diviséo celular
bem como o fuso mitético (STOPPER; MULLER, 1997; FERNANDES,2005).

Gréfico 1:Percentual de Micronucleo ocasionados pela Bupropiona em modelo teste Allium
cepa

Grafico 1: Proporc¢ao de Micronucleo para
cada Tratamento
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Fonte: préprio autor

O Grafico 1 demonstra os resultados da contagem de microndcleo expressas em
porcentagem. A quantificacdo dos microndcleos na concentracédo de 1000 mg/L foi de 5,3%,

portanto infere-se que 0 medicamento tem acdo mutagénica aparente.

Para andlise dos dados, assumiu-se intervalo de confianga de 95%, sendo o nivel de
significancia p<0,05. O teste de comparagao de proporgdes, o Odds Ratio (risco de chance)
e 0 Risco Relativo foram empregados durante a analise. Os resultados do teste de
comparacdo de proporcdes indicam tendéncia significativa (<0.05) do aumento da

frequéncia de micronucleos, conforme o aumento das concentracbes do medicamento
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testado. O teste Odds Ratio revelou aumento significativo na chance de risco para

micronucleo nas trés maiores concentracdes testadas (50 mg/L, 150 mg/L e 1000 mg/L).

O farmaco Cloridrato de Bupropiona foi formulado e predestinado para o tratamento
de disturbios neurologicos como epilepsia e depressédo e hoje € prescrito pela classe
meédica para diversos fins como, por exemplo, para o0 emagrecimento que é o efeito colateral
dos medicamentos (BULA CLORIDRATO DE BOPRUPIONA-ANVISA, 2016).

A atividade mutagénica do Cloridrato de Bupropiona foi estudada por NAVES (2017)
gue demonstra por meio do Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) que
mesmo em concentracdes baixas o farmaco € capaz de provocar mutacdes nas células e
gue apenas em doses inferiores a 0,93 mg/mL esta capacidade néo € significativa; o estudo
ainda afirma que o Cloridrato de Bupropiona tem propriedades téxicas em grandes

concentracoes.

Quando comparados os testes de genotoxicidade entre medicamentos de mesma
classe observa-se linearidade na incidéncia de mutacdo. Um estudo feito com o farmaco
Diazepam apresenta em seus resultados quantidade de micronicleo aumentada (DE
JESUS et al., 2019).

Alguns efeitos adversos da Bupropiona estdo ligados a acdo do medicamento no
SNC como, por exemplo: efeitos neuroldgicos, disfuncdes sexuais, efeitos adversos
dermatoldgicos, entre outros (FIGUEIREDO et al., 2018).

4 CONSIDERACAOQES FINAIS

Os efeitos mutagénicos do Cloridrato de Bupropiona nas células foram evidenciados
nos testes A. cepa e micronucleo, por isso, devem ser avaliados o risco/beneficio na
administracao do Cloridrato de Bupropiona, além de tornaram-se necessarias mais analises

relacionadas aos efeitos adversos do medicamento.
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