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RESUMO

O Dicloridrato de Pramipexol (PPX) ¢ um agonista ndo-ergolinico utilizado no tratamento da
Doenga de Parkinson (DP), podendo ser prescrito como monoterapia na fase inicial da DP, ou
associado a Levodopa, nos estadgios mais avangados da doenga. Recentemente, o PPX tem
sido utilizado também no tratamento da Sindrome das Pernas Inquietas e em disturbios
psiquiatricos. Apesar das vantagens do uso do PPX, existem diversos efeitos colaterais
causados pelo mesmo, entre os quais, problemas cardiacos, enddcrinos, além de ser um dos
possiveis causadores do aumento da incidéncia de melanomas em pacientes com DP. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial mutagénico, recombinogénico e
carcinogénico do PPX em células somaticas de Drosophila melanogaster. Para tanto, foram
realizados dois testes, o “Somatic Mutation and Recombination Test” - SMART (Teste para
detecg¢do de mutagdo e recombinagdo somatica) e o “Epithelial Tumor Test” - ETT (Teste para
Deteccdo de Tumores Epiteliais). Para o SMART, foram realizados dois cruzamentos:
Cruzamento padrio (Standard cross - ST), no qual fémeas fIr’/In(3LR)TM3, ri p’ sep
1(3)894a bx** e Bd® foram cruzadas com machos mwh e; Cruzamento de alta bioativagio
(High bioactivation cross - HB), no qual fémeas ORR; fIr*/In(3LR)TM3, ri p’ sep [(3)89Aa
bx** e Bd® foram cruzadas com machos mwh. Larvas de terceiro estagio (72 + 4h), resultantes
de ambos os cruzamentos, foram tratadas com diferentes concentragdes de PPX (0,0625;
0,125; 0,25 e 0,5 mg/mL). Agua ultrapura e Uretano (10 mM) foram usados, respectivamente,
como controles negativo e positivo. Nenhuma das concentragdes utilizadas apresentou efeito
toxico e/ou mutagénico. Para o ETT fémeas virgens wts/TM3, Sh! foram cruzadas com
machos mwh. Larvas de terceiro estidgio (72 + 4h), provenientes desse cruzamento, foram
tratadas com as mesmas concentracdes utilizadas no SMART. Como controle positivo foi
utilizado a Doxorrubicina 0,4 mM e foram analisados os descendentes trans-heterozigotos
marcados (MH). O PPX induziu aumento significativo na frequéncia de tumores epiteliais em
todas as concentragoes testadas. Diante da falta de dados na literatura e do aumento da
prescrigdo do PPX em face ao envelhecimento populacional, sdo necessarios mais estudos
para elucidar a relacao deste farmaco com mecanismos genéticos, epigenéticos, citotdxicos e

imunes, a fim de que o mesmo possa ser utilizado com seguranga.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de parkinson

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ caracterizada, principalmente, por alteragcdes motoras,
tais como: tremor, rigidez muscular, instabilidade postural, bradicinesia, acinesia, hipocinesia,
hipomimia e dificuldade de engolir a saliva (ALEXANDER, 2004; JANKOVIC, 2008).

Ja estd bem estabelecido que a DP ndo ¢ somente um disturbio de movimento
(WEINTRAUB; BURN, 2011). Além dos sintomas motores, hd os chamados sintomas nao-
motores. Entre eles estdo: queda de pressdo ortostatica, disfuncdo dos esfincteres,
anormalidades cognitivas e neurocomportamentais, tais como: deméncia, depressdo, apatia,
ansiedade, alucinagdes, ¢ comportamentos obsessivos-compulsivos, conhecidos como
“desregulagdao homeostatica hedonista”, que envolvem hipersexualidade, compulsdo por jogos
de azar e compras (AARSLAND et al., 2001; MIYASAKI et al., 2007, PALMITER, 2007;
SWINN et al., 2003). A depressdo e apatia estdo entre os maiores sintomas neuropsiquiatricos
da DP: em um estudo desenvolvido com 537 pacientes, 58% apresentaram depressdo e 54%
apatia (AARSLAND et al., 2007), sendo que de 20 a 25% usam antidepressivos em algum
momento durante o curso da doenca (ALTHAUS et al, 2008; SMITH; EYAL;
WEINTRAUB, 2015). Os sintomas de compulsdo podem estar relacionados com o uso de
drogas dopaminérgicas, principalmente os agonistas de Dopamina (DOP). Porém os
mecanismos desencadeadores destes comportamentos ndo estdo totalmente elucidados, assim
como os que levam as disfungdes cognitivas e comportamentais citadas anteriormente
(WEINTRAUB et al., 2006).

A maior causa dos sintomas motores da doenga ¢ a degeneracdo de neuronios
dopaminérgicos na regido pars compacta da Substincia Negra (SNpc), o que leva a sua
despigmentacdo. A perda neuronal resulta na falta de Dopamina na via nigroestriatal
dopaminérgica no mesencéfalo, da qual a SN faz parte e que tem como um dos alvos o Corpo
Estriado (CE), composto pelo Nucleo Caudado e pelo Nucleo Lentiforme (conjunto do
Putdmen e do Globo Pélido) (Fig. 1A e B) (TYNES; STORSTEIN, 2017). As disfun¢des
responsaveis por essa degeneracdo podem ser celulares, como estresse oxidativo, defeitos na
respiracdo mitocondrial e agregacdo anormal de proteinas; ou genéticos, como alteracdes no
gene codificador da proteina a-sinucleina, que levam ao mal dobramento e ao aumento da
agregacao desta proteina, e a disfungdo da via da ubiquitina-proteassoma, ambas proteinas se
acumulam na SN do cérebro, formando inclusdes celulares citoplasmaticas eosinofilicas

chamadas de Corpos de Lewy (Fig. 1C) (DAUER; PZERDBORSKI, 2003).
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Portanto, pacientes com DP apresentam perda de neurdnios dopaminérgicos, com
consequente despigmentacdo da SN, diminui¢do da enzima tirosina-hidroxilase (TH),
sintetizadora de DOP, e fibrilas de agregados insoluveis de a-sinucleina depositada nos

corpos de neurdnios, formando Corpos de Lewy (Fig. 2).

Figura 1. Representacdo da via nigroestriatal em um cérebro normal (A) e um cérebro com DP (B). (C)
Marcagdo imuno-histoquimica dos Corpos de Lewy, na SN de pacientes com DP - Esquerda: Compostos por

Sinucleina e Direita: Compostos por Ubiquitina

A. Normal B. Doenca de
Parkinson
Caudado
N
Putamen
_ Via i
Nigroestriatal \
i
C. pusculos d

Lewy - L )
o .\
\, o

Sinucleina Ubiquitina L

(Fonte: Dauer; Przedborski, 2003).
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Figura 2. (A) SN com pigmentagdo normal. (B) Substancia Negra (SN) com despigmentacdo devido a perda de
neurdnios dopaminérgicos na Doenca de Parkinson. (C) SNpc normal, sem perda da tirosina-hidroxilase. (D)
Fibrilas feitas de agregados insoluveis de a-sinucleina depositada nos corpos de neurdnio, formando os Corpos

de Lewy. (E) SNpc com diminuicéo da tirosina-hidroxilase devido a doenga

-r_" 1] _'l.._"_-.',--l F T
SN pars compacta W | SN pars compacta
Normal Compo de Lawy em  nenrdmic da SI DP

(Fonte: Adaptado de Mandel et al., 2010).

1.1.1. Epidemiologia

A DP comeca a se manifestar, majoritariamente, em individuos entre 65 ¢ 70 anos e
afeta cerca de 1% de toda a populagdo mundial acima dos 60 anos. Sua prevaléncia ¢ de 100 a
200 casos por 100.000 pessoas, atingindo uma incidéncia anual de 15 ocorréncias a cada
100.000 individuos ao redor do mundo (LAU; BRETELER, 2006; TYNES; STORSTEIN,
2017). Assim, ¢ evidente que mais casos da Doenca de Parkinson surgirdo, uma vez que ¢
uma doenca relativamente comum entre os idosos e a populagdao mundial esta ficando mais
velha: hoje, 15% da populagdo mundial ¢ de idosos (acima de 65 anos), sendo que este
nimero pode chegar a 25% até 2050 (CSIS, 2011).

No Brasil, por ndo ser uma doenga de notificagdo compulsoria, apesar do registro de
cerca de 220 mil pacientes, esse valor pode ser muito mais alto, mais de 600 mil portadores da

DP no pais (BOVOLENTA; FELICIO, 2016; DORSEY et al., 2007).
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1.1.2. Tratamento

Os tratamentos mais comuns para o controle da DP sdo: o uso de drogas
dopaminérgicas e anticolinérgicos, a palidotomia e o profundo estimulo cerebral, que
procuram melhorar a sinalizagao axial (ROBERTS-WARRIOR et al., 2000).

Um grande marco na terapia da DP foi a descoberta da Levodopa (L-3.,4-
dihidroxifenilalanina), um precursor de dopamina ndo especifico, que ameniza os sintomas
motores, porém ¢ incapaz de substituir ou preservar os neurdnios dopaminérgicos
degenerados, gerando, também, muitos efeitos colaterais, como ndauseas, vOmitos, baixa
pressdo sanguinea, narcolepsia (sonoléncia abrupta), além de causar, a longo prazo,
movimentos  involuntarios  chamados  “discinesias” (CENCI, 2014; DAUER;
PZERDBORSKI, 2003; KRISHNA; ALI; MOUSTAFA, 2014). O medicamento também tem
baixa eficacia na prevengdo e tratamento de sintomas nao-motores, como a depressao
(FAWCETT et al., 2016).

Os inibidores de enzimas também sdo utilizados na terapia medicamentosa, sendo que
as duas enzimas alvo sio a MAO-B (Monoamina Oxidase-B) e as COMT (Catecol-O-
Metiltransferase). A MAO-B ¢ responsavel pela degradacdo da Dopamina e tem seu nimero
aumentado no cérebro de pacientes com a DP. Portanto, diminuir a sua acdo auxilia na
manuten¢do dos niveis de DOP no sistema nervoso central (GEORGE et al., 2009;
KRISHNA; ALI; MOUSTAFA, 2014). Ja a COMT tem uma agdo indireta sobre a DOP,
por meio da degradagdao do composto resultante da acdo da MAO-B. Mesmo assim, sua
inibi¢do pode ser outra forma de tentar restaurar os niveis do neurotransmissor no cérebro
(ANTONINI et al., 2008; KORCZYN et al., 2004).

Por fim, em relacdo ao tratamento farmacéutico dopaminérgico, os agonistas sio
amplamente prescritos, sendo os mais utilizados o Dicloridrato de Pramipexol (PPX) e o
Ropinirol, que podem aumentar os niveis de DOP no cérebro e estimular receptores
dopaminérgicos pré e pos-sinapticos, sendo mais eficazes nas fases iniciais da doenca. Esses
agonistas podem se distiguir pela afinidade a receptores diferentes. Entretanto, ndo se sabe se
essas divergéncias sdo clinicamente relevantes (BROOKS, 2000; BURN, 2000).

Os farmacos agonistas dopaminérgicos antiparkinsonianos ndo geram flutuagdes do
rendimento motor, nem discinesias nos pacientes que os usam a longo prazo. Por isso, sdo as
drogas de escolha para evitar o uso prolongado do medicamento Levodopa, ja que este esta
associado com alteracdes psiquiatricas, intolerancia gastrointestinal, além do desenvolvimento

de discinesias (GOETZ; PAL, 2014). Apesar disso, essas drogas nao estdo isentas de
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provocarem efeitos colaterais importantes em seus usudrios e sdo, usualmente, menos efetivas
que a Levodopa (TINTNER; JANKOVIC, 2003).

De acordo com a FIOCRUZ (Fundagdo Oswaldo Cruz), responsavel pelo
fornecimento do PPX para o SUS desde 2013, o farmaco, na rede publica, beneficia cerca de
20 mil pacientes. Desde que foi langado em 1997, sob o nome registrado de Mirapex®, o PPX
j& foi receitado mais de 10 milhdes de vezes ao redor do mundo, de acordo com Kate
O’Connor (2015), diretora de Relagdes Publicas do laboratorio formulador do medicamento;
sendo o seu amplo uso um dos motivos para que este firmaco seja o foco do presente estudo.

Apesar do uso comum de drogas dopaminérgicas, novos estudos estdo tentando
encontrar possiveis tratamentos, tanto para os sintomas motores, como 0s ndo-motores, que
afetam a qualidade de vida, a qualidade dos relacionamentos, além de gerarem o declinio
fisico e cognitivo dos pacientes (PONTONE et al., 2016; SANTOS-GARCIA, 2015; VAN
UEM et al., 2016). Pesquisas recentes, como o uso do Cannabidiol para amenizar sintomas
neurocognitivos (CRIPPA et al, 2019), e o uso de nanoagregados de ouro para evitar a
agregacdo de proteinas a-sinucleina e reverter a perda de neurénios dopaminérgicos (GAO et

al., 2019), estao sendo desenvolvidas ao redor do mundo.

1.2. Dicloridrato de pramipexol

1.2.1. Mecanismo de acio

O Dicloridrato de Pramipexol (PPX) (Fig. 3) ¢ um agonista ndo-ergolinico
dopaminérgico aprovado em 1997 para o tratamento da DP. Desde entdo, ¢ o agonista de DOP
mais prescrito para o tratamento da doenca (ANTONINI et al., 2010). Inicialmente, o fArmaco
foi formulado em uma versdo de liberagdo imediata, que deve ser ingerida trés vezes ao dia.
Posteriormente, uma férmula de liberagdo prolongada foi langada no mercado e requer apenas
uma ingestao por dia, o que aumenta a adesdo do paciente ao farmaco, melhorando o controle
dos sintomas (POEWE et al., 2011).

O PPX possui alta afinidade aos receptores de DOP da subfamilia D, (receptores D2,
Ds e Da), apresentando maior predilecdo pelos receptores D3, fator que pode contribuir com a
sua eficacia tanto no aspecto motor da doenga, como no psiquiatrico. Além disso, o farmaco
apresenta baixa interacdo com receptores adrenérgicos e serotoninérgicos (PIERCEY, 1998;

PIERCEY; HOFFMANN; SMITH, 1996).



16

Figura 3. Formula estrutural do Dicloridrato de Pramipexol

H
AN,

S
| )—NH,
N

(Fonte: Silindir; Ozer, 2014)

Ainda nao se conhece em detalhe o mecanismo de acao do PPX ou o motivo de sua
maior afinidade por receptores D3. O que se sabe € que os déficits motores sdo aliviados pela
estimulacdo dos receptores dopaminérgicos dos neuroénios do CE (CHWIEDUK; CURRAN,
2010). Além disso, o uso prologando de agonistas dopaminérgicos D3 leva a redugdo da
recaptura de Dopamina na fenda sinaptica pelos Transportadores de Dopamina (DAT), que
perdem afinidade pelo neurotransmissor. Isso ocorre no CE e na SN do cérebro humano,
locais onde se houver falta de DOP, ndo hd a inibigdo de movimentos involuntarios

(CASTRO-HERNANDEZ et al., 2015; GUTTMAN et al., 2001).

1.2.2. Diferentes usos do PPX

O PPX pode ser receitado isoladamente para pacientes na fase inicial da DP ou fazer
parte de uma terapia em conjunto com a Levodopa, nos estagios mais avangados da doenga
(BLANDINI; ARMENTERO, 2014). Um estudo de duplo cego, realizado pelo Parkinson
Study Group (2000) mostrou que o PPX reduziu de forma significativa a incidéncia de
discinesia e flutuagdes motoras em comparagdo a Levodopa (51% e 28% respectivamente);
apesar do maior controle dos sintomas motores ter sido obtido pelo uso do precursor de DOP,
32% dos pacientes puderam seguir a monoterapia de PPX até a finalizagdo do periodo do
estudo (5 anos).

Outra aplicagdo relevante do PPX ¢ no tratamento da Sindrome das Pernas Inquietas
(SPI), caracterizada pela parestesia, disestesia e inquietacdo motora das pernas, agravada no
repouso € a noite. Sua etiologia ¢ desconhecida, podendo ser idiopatica ou ter heranga familiar
autossomica dominante (WALTERS, 1995). Este farmaco, por ser um agonista seletivo para
receptores D3 ndo-ergolinico, apresentou os melhores resultados, em comparagdo com o uso
da Levodopa e de outros agonistas de DOP ergolinicos que levam a um aumento dos sintomas
e tolerancia depois de alguns meses de uso (MONTPLAISIR et al., 2000).

O uso do PPX também se estende a terapia de desordens psiquiatricas, como distirbios

bipolares, depressoes resistentes e anedonia, sintomas também comuns em pacientes com DP
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(FAWCETT et al., 2016). Essa eficacia se deve majoritariamente pela presenga de receptores
D3 no sistema mesolimbico, que estd envolvido com os déficits motores e hedonicos da
depressao (DUNLOP; NEMEROFF, 2007; RUSSELL et al., 2004). O aumento de dopamina
nesse sistema ¢ uma via comum de diferentes classes de antidepressivos, como os inibidores
de recaptura de serotonina, antidepressivos triciclicos e inibidores da MAO (WILLNER;

HALE; ARGYROPOULOS, 2005).

1.2.3. Efeitos adversos

O PPX causa sérios efeitos colaterais aos seus usuarios, como nauseas, insonia,
constipagdo, intensa sonoléncia e até mesmo alucinagdes (GOETZ; PAL, 2014; SHANNON,
1997). Além disso, em 2012, a FDA (Food and Drug Administration) publicou um aviso de
seguranga, alertando que pode haver uma relagdo entre insuficiéncia cardiaca e o uso do PPX.
Em um teste clinico inicial de fase 1 foram administradas doses crescentes de PPX em 52
pacientes saudaveis do sexo masculino, analisando-se parametros como pressao sanguinea em
repouso, batimentos cardiacos, pressao de pulso, e estresse pulsatil; observou-se o aumento
clinico e estatistico significativos, sendo que dez pacientes foram removidos antecipadamente
do estudo devido a necessidade de interven¢do imediata como resposta ao grande aumento da
pressdo sanguinea e batimentos cardiacos (FARHA et al., 2014). Além da a¢do cardiologica,
percebe-se também um perfil endocrino, similar a outros agonistas de receptores
dopaminérgicos da familia D2 (SCHILLING; ADAMUS; PALLUCK, 1992).

Nos testes toxicologicos de exposi¢do intravenosa sub-cronica, desenvolvidos em ratos
Wistar (linhagem Chbb: THOM), foi observado em fémeas o aumento do peso e tamanho
ovarianos, diminui¢ao do tamanho do timo e leve queda do colesterol € em machos do mesmo
grupo percebeu-se diminui¢do de triglicérides e potassio, e discreto aumento dos niveis de
cloreto (HEALTH CANADA, 2019).

Outra complicagdo muito importante, que talvez se dé pelo uso do PPX estd
relacionada a um estudo realizado em 2016, que mostrou que pacientes com DP possuem de 7
a 10 vezes mais probabilidade de desenvolverem melanomas do que os ndo portadores. Os
motivos pelos quais isso ocorre ainda ndo estdo bem elucidados, uma vez que ndo ha certeza
se o desencadeador seria a propria doenga ou os farmacos necessarios para o seu controle
(SHALABY; LOUIS, 2016). Porém, especula-se que as drogas antiparkinsonianas
dopaminérgicas, como o PPX, possam aumentar esse risco (BERTONI et al., 2010;

FERREIRA et al., 2010). A suspeita ¢ tdo reconhecida, que se recomenda aos usudrios do
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farmaco, sejam eles portadores ou nao da DP, a realizagdo de exames dermatolégicos com

frequéncia (FERREIRA et al., 2010).

1.3. Drosophotoxicologia, SMART e ETT

Ha tempos a comunidade cientifica internacional vem desenvolvendo um forte
movimento pela diminui¢do do uso de mamiferos, tanto na experimentacdo cientifica, quanto
para fins didaticos (RECH, 2013). Como relembrado por Flecknell (2002), a teoria dos “3Rs”
(Replacement, Reduction, Refinement), criada por William Russel ¢ Rex Burch afim de
conscientizar o mundo cientifico do uso de animais em testes, vem ganhando mais for¢a com
o decorrer dos anos.

A Drosophila melanogaster ¢ um inseto da Ordem Diptera, conhecida como “mosca
das frutas”, que apresenta dimorfismo sexual (Fig. 4) e 2 mm de comprimento. O seu ciclo de
vida ¢ curto, com uma duragdo de 10 a 12 dias, durante o qual, na fase de pupa, ocorre a
metamorfose, onde as células dos discos imaginais se proliferam e formam as estruturas

adultas (CHYB; GOMPEL, 2013).
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Figura 4. Drosophila melanogaster macho e fémea, sendo estes distinguidos por trés principais caracteristicas:
tamanho: as fémeas sdo, em geral, maiores que os machos; cor: nos machos os segmentos do abdomen posterior
sdo escuros ¢ brilhantes, enquanto nas fémeas essa coloracdo pode variar de clara até quase totalmente escura;
morfologia externa: o abdomen das fémeas possui uma ponta fina, enquanto dos machos ¢ redondo e voltado
para dentro, a genitalia masculina é maior, mais complexa e mais escura que a das fémeas, e somente os machos

possuem pelos grossos nas patas dianteiras, chamados de apéndices sexuais.

a

Apéndices sexuais

(Fonte: Chyb; Gompel, 2013).

Sendo um organismo modelo alternativo, a D. melanogaster apresenta inimeras
vantagens, como o baixo custo, ficil manutencao das linhagens, ciclo de vida curto (Fig. 5),
prole numerosa, susceptibilidade de manipulagdo genética, facilidade de deteccdo de
fendtipos e, principalmente, homologia com o genoma de organismos mais complexos,
chegando a 77% de homologia cos genes relacionados a doencas em humanos (CHIFIRIUC et

al., 2016; GRAF et al., 1996; REITER et al., 2001; STAATS et al., 2018).
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Figura 5. Ciclo de vida da Drosophila melanogaster
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(Fonte: Adaptado de http://puzzlefactory.pl/en/puzzle/play/animals/175852-life-cycle).

A D. melanogaster ¢ um modelo animal utilizado h4d mais de 1 século, sendo que,
durante décadas, foi a base para entender as regras da transmissao genética que conhecemos
hoje (ROBERTS, 2006). E um organismo eucarioto que desperta grande interesse cientifico
como modelo para estudos de mutagenicidade, recombinogenicidade, anti-mutagenicidade,
anti-recobinogenicidade, carcinogénese e anti-carcinogenicidade de diversos agentes
genotoxicos (CHIFIRIUC et al., 2016; GRAF et al., 1996; MORAIS et al., 2018; NAVES et
al., 2018).

O SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) criado por GRAF e
colaboradores (1984), se baseia na andlise de diferentes padrdes de pelos nas asas da D.
melanogaster para determinar a genotoxicidade de diferentes compostos. A perda da
heterozigose nas possiveis linhagens originadas dos cruzamentos realizados, pode se dar por
muta¢do, recombinacdo, delecdo ou ndo-disjuncdo mitdtica, levando a multiplicacdo de
células alteradas e, consequentemente, o aparecimento de regides de pelos mutados

(chamadas de “manchas”) nas asas.
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Outro teste que utiliza a D. melanogaster é o teste para a deteccdo de clones de
tumores epiteliais (ETT — Epithelial Tumor Testf). Ha um grande interesse na inducdo de
tumores em Drosophila pois estas conservam genes supressores de tumor (gene wts) e, devido
a sua homologia com o DNA de humanos, facilita o entendimento de processos
carcinogénicos nos mesmos (NISHIYAMA et al., 1999; POTTER; TURENCHALK; XU,
2000). A perda de funcao desse gene leva a multiplicagdo de células invasivas, chamadas de
Warts (verrugas), que podem aparecer ao longo do corpo do individuo (JUSTICE et al.,
1995).

2. JUSTIFICATIVA

A Doenca de Parkinson ¢ uma enfermidade que apresenta elevada prevaléncia em todo
o mundo, com previsdes de aumento conforme o envelhecimento das populagdes. Sendo
assim, o Dicloridrato de Pramipexol, agonista dopaminérgico de escolha para o tratamento da
doenca, apresenta cada vez mais significincia neste cenario. Diante das suas diversas
aplicagdes, como no tratamento de sintomas motores e nao-motores da DP, de transtornos
psiquiatricos e da Sindrome das Pernas Inquietas, além dos maleficios e contradi¢des
supracitados, percebe-se a importancia de mais estudos e investigagdes sobre a seguranca do

uso deste farmaco.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial mutagénico, recombinogénico e carcinogénico do PPX em células

somaticas de Drosophila melanogaster.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a toxicidade do PPX por meio do Teste de Sobrevivéncia em D.
melanogaster;,

- Avaliar a mutagenicidade e recombinogenicidade do PPX por meio do SMART em
células somaticas de asas de D. melanogaster;

- Determinar o potencial carcinogénico do PPX por meio do ETT.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Compostos quimicos e meio de cultura

Dicloridrato de Pramipexol ((S)-2-amino-4,5,6,7-tetrahidro-6-propilamina-
benzothiazol dihidrocloridrato), fabricado por Boehringer Ingelheim — Pharma, Alemanha,
CAS: 104632-26-0; agua ultrapura (18.2 MQ); uretano 10 mM (Etil-carbamato — CAS: 51-
79-6, Buchs, Suiga).

4.2. Teste de mutaciio e recombinacio somatica (SMART) em Drosophila melanogaster

4.2.1 Linhagens de D. melanogaster

Foram utilizadas trés linhagens mutantes: fémeas flr* (fIr¥/In(3LR)TM3, ri pp sep
1(3)894a bx*%* e Bd"); fémeas ORR;flr* (ORR; flr*/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)894a bx** e
Bd*); e machos mwh (mwh/mwh).

Os individuos foram mantidos em estufa B.O.D. (Biologic Oxigen Demand) (Tecnal —
Equipamentos para Laboratério Ltda. Piracicaba, SP), com fotoperiodo de 12 horas

claro/escuro e temperaturas de 25 + 1°C.

4.2.2. Cruzamentos

Foram realizados dois cruzamentos: Cruzamento Padrdo (ST — Standard cross) e
Cruzamento de Alta Bioativacdo Metabdlica (HB — High Bioactivation cross). Para o
primeiro, foram cruzadas fémeas flr* com os machos mwh, e para o segundo foram cruzadas
fémeas ORR; flr* com machos mwh, sendo que o gene ORR ¢ responsavel pelo aumento na
expressdo de enzimas do complexo citocromo P450.

Ambos os cruzamentos (ST e HB) geram dois tipos de descendentes: individuos trans-
heterozigotos marcados (MH — mwh+/+fIr’), que apresentam asas com bordas lisas; e
individuos heterozigotos-balanceados (BH — mwh+/+TM3,Bd"), que apresentam asas com
bordas serrilhadas. Nos individuos MH pode-se encontrar manchas do tipo “flare” e/ou
“mwh”, dependendo de qual gene for alterado. Se a mancha tiver um ou dois pelos mutantes,
de um mesmo tipo (mwh ou flare), ¢ chamada de mancha simples pequena, se forem mais de
dois pelos, ¢ classificada como mancha simples grande. Além disso, ha a possibilidade da

[13 399

formag¢do de manchas gémeas, oriundas da recombinagdo entre os genes “fIr*” e “mwh”,
apresentando os dois tipos de pelos em uma mesma regido. Os individuos da progénie BH nao

podem expressar recombinagdo, pois possuem uma regido de multiplas inversdes em seu
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cromossomo 3, com isso, s6 apresentam manchas simples com pelos “mwh” (GRAF et al.,

1984).

Figura 6. Esquema representativo do Cruzamento Padrdo (ST) e Cruzamento de Alta Bioativagdo (HB), ¢ os

individuos resultantes.
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+ ! ! + mwlh I I mwh
mwiht S mwh

Cruzamento ST - fIr*/ TM3, Bd*
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+ ! ! mwl mwh ! I +
Heterozigoto Marcado (MH) Heterozigoto Balanceado (BH)

4.2.3. Tratamento

Larvas de 3° estagio (72 = 4h), obtidas de ambos os cruzamentos, foram tratadas por
aproximadamente 48h com diferentes concentragdes do PPX (0,0625; 0,125; 0,25 ou 0,5), que
foram selecionadas para andlise apds a realizagdo de um teste de sobrevivéncia, por
permitirem eclosdo igual ou superior a 60% de individuos tratados, até o 7° dia apos o
tratamento.

Tanto para o ensaio de sobrevivéncia, quanto para 0 SMART foram utilizados frascos
contendo 1,5 g de meio de cultura alternativo (puré de batata instantaneo, Yoki Hiraki®) (de

acordo com SPANO et al., 2001), e foram adicionados 5 mL de cada concentra¢io do PPX.
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Ap6s a hidratacdo do meio, as larvas de 3° estagio foram depositadas nos frascos. Uretano 10

mM e 4gua ultrapura foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente.

4.2.4. Preparacio e analise das laminas

Os adultos, oriundos das larvas tratadas, foram coletados e mantidos em frascos com
etanol 70%. Com o auxilio de pingas entomoldgicas e um estereomicroscopio as asas foram
retiradas e alinhadas sobre uma lamina de vidro, sendo que 5 pares de asas de fémeas ficaram
na parte superior da lamina e 5 pares de asas de machos ficaram na parte inferior. Para aderir
a laminula a lamina foram utilizados solu¢do de Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de
glicerol, 50 g de hidrato cloral ¢ 50 mL de agua) e pesos de metal. As laminas foram

analisadas em microscopio Optico, com aumento final de 400X.

4.2.5. Analise estatistica

As frequéncias de manchas observadas nas moscas de cada série de tratamento foram
comparadas com as frequéncias observadas no controle negativo. Para isso foi utilizado o
teste binomial condicional de Kastenbaum e Bowman (1970), de acordo com o procedimento
de decisdes multiplas de Frei e Wiirgler (1988). O teste do X? para proporcdes foi utilizado
para comparar taxas de sobrevivéncia, com nivel de significancia: a=p=0,05 de acordo com

Frei e Wiirgler (1988).

4.3. Teste para a deteccio de tumores epiteliais (ETT)

4.3.1. Linhagens e cruzamentos de D. melanogaster
Machos mwh (mwh/mwh) e fémeas wts (wts/TM3,sb'), foram cruzados para obter
larvas wts +/+ mwh heterozigotas (Fig. 7). O gene balanceador “TM3,sb”” é evidenciado nos

individuos pelo aparecimento de pelos dorsais mais grossos e curtos.



25

Figura 7. Esquema representativo do Cruzamento realizado no teste ETT e os individuos resultantes.
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4.3.2. Tratamento

O tratamento das larvas para ETT foi igual ao realizado para o SMART, sendo
utilizado como controle positivo a doxorrubicina 0,4 mM. Foram utilizadas as concentragdes
definidas pelo ensaio de sobrevivéncia, utilizando-se os mesmos critérios utilizados para o
SMART. Os individuos adultos emergentes do tratamento com larvas de 3° estagio (72 £ 4h)

foram coletados e armazenados em etanol 70%.

4.3.3. Analise das moscas
As moscas wts +/+ mwh, caracterizadas por apresentarem pelos selvagens (longos e
finos), foram imersas em Glicerina (C3HsO3), e com o auxilio de um estereomicroscopio, seus

corpos foram analisados e os tumores contabilizados.



26

4.4. Analise estatistica

A frequéncia de tumores foi calculada pela razdo entre o nimero de tumores € o
numero de individuos wts +/+ mwh analisados. Para o célculo do potencial carcinogénico do
PPX foi utilizado o Teste U, ndo-paramérico, desenvolvido por Mann, Whitney ¢ Wilcoxon,

usando um nivel de 5% de significancia.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste de sobrevivéncia

Um atraso no nascimento das moscas foi visualizado durante os testes de
sobrevivéncia quando comparado com o controle negativo. Por isso, dois graficos foram
feitos, em dois diferentes momentos, para a melhor visualiza¢do desse fendmeno (Figura 8A
e B). De acordo com os resultados, percebe-se que ha um atraso de 3 dias para que todas as
pupas existentes eclodissem, principalmente nas concentragdes mais altas, visto que no 7° dia,
as moscas do controle negativo ja haviam eclodido e das maiores concentragdes tratadas nao.
Apesar do atraso, no fim do ultimo dia de coleta, o PPX ndo se mostrou toxico em nenhuma
das concentragdes, uma vez que nao diminuiu significativamente a taxa de sobrevivéncia
(»<0,05) em nenhum dos cruzamentos quando comparados com os respectivos controles
negativos. Em estudos de toxicidade aguda realizados em ratos, camundongos e cachorros
pelo fabricante (Boehringer Ingelheim), a DL50 (Dose letal mediana) se mostrou

relativamente alta (HEALT CANADA, 2019).
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Figura 8. Taxa de sobrevivéncia dos individuos dos cruzamentos ST e HB, tratados em diferentes concentracdes

e contabilizados em dias distintos, sendo (A) 7° dia apds tratamento e (B) 10° dia apos tratamento.
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5.2. Teste de mutaciio e recombinacio somatica (SMART) em Drosophila melanogaster

Diante dos resultados obtidos no Teste de Sobrevivéncia, as concentra¢des escolhidas
para analise foram: 0,0625; 0,125; 0,25 e 0,5 mg/mL. Os resultados das analises dos
descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) estao representados nas Tabelas 1 e 2.

As frequéncias de mutagdes observadas no controle negativo (4dgua ultrapura) e
controle positivo (uretano 10 mM), para ambos os cruzamentos, estdo de acordo com
resultados de experimentos prévios com o SMART (NAVES et al, 2018; MORAIS et al,,
2018).

A andlise dos individuos MH do Cruzamento ST (Tabela 1) permite concluir que o
PPX ndo induziu aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na frequéncia de manchas
mutantes, quando comparado com o controle negativo. O mesmo resultado foi observado na
analise dos descendentes MH do Cruzamento HB (Tabela 2). Uma vez que o PPX ndo
induziu aumento na frequéncia de manchas mutantes nos individuos MH, quando comparado
ao controle negativo, ndo foi necessario a analise dos descendentes heterozigotos balanceados
(BH).

Portanto, ndo ha interferéncia das enzimas do complexo enzimatico citocromo P450
na forma¢do de manchas induzidas pelo PPX. Isto pode ser devido ao fato de o PPX nao ser
metabolizado por essas enzimas, ou por inibi-las, como acontece com a enzima CYP2D6
quando atinge um Ki aparente de 30 um (FDA, 2005"). Apesar dessa concentragdo nio ser
atingida no uso da dose clinica mais alta recomendada em humanos, ndo ¢ conhecido esse
efeito na D. melanogaster. Apesar da ndo responsividade das enzimas do citocromo P450, o
PPX apresentou genotoxicidade e citotoxicidade em diferentes estudos farmacoldgicos que
utilizaram outras enzimas (FDA, 2005°; 2005?).

Em teste de clastogenicidade realizado em cultura de células de ovario de Hamster
Chinés, com e sem a ativacdo de fragoes S9, foi observado aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de aberragcdes cromossdmicas nas células tratadas com a maior
concentracdo de PPX (3300 pg/mL), na presenca das enzimas S9. Nesse mesmo teste, o PPX
causou citotoxicidade, estatisticamente significativa, nas concentragdes mais altas (FDA,
2005%). A fragdo S9 é um preparado de microssomos de mamiferos, geralmente extraido de
figado de roedores, que contém enzimas do complexo citocromo P450 e outras enzimas
citosolicas, usada para avaliacdo de genotoxicidade de agentes quimicos apos metabolizagao

(HUBBARD et al., 1985).
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Em outro ensaio, dessa vez de mutagenicidade para o gene HGPRT, o PPX ndo gerou
mutagdes no locus HGPRT na linhagem celular V79 de Hamster chinés, porém,
citotoxicidade significativa nas concentragdes de 5000 ug/mL (FDA, 2005°).

O FDA (2005%) também fez testes ndo-clinicos nos produtos da degradagio do PPX,
que foram designados de BIII 786, BII 820, Produto V, e Produtos Zi ¢ Z> (Produtos de
fotodegradacao). A mutagenicidade do BII 786 foi testada por meio do teste de Ames padrao,
em concentragdes de 100-7000 pg/placa, na auséncia ou presencga de fracdo S9 de hamster e
rato. Os resultados indicam a falta de resposta mutagénica no grupo tratado sem as enzimas
S9, e uma resposta positiva da linhagem TA98 (o dobro da frequéncia de mutagdo do que o
controle) sob a presenca de S9 de ambas as derivacdes. Os outros produtos ndo apresentaram
genotoxicidade ou citotoxicidade, porém uma linhagem sensivel a muta¢des A-T ndo foi

utilizada (S. typhimurium TA102 ou E. coli WP2 uvrA) em nenhum dos testes.



Tabela 1. Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de Drosophila

melanogaster, do cruzamento padrao (ST), tratados com diferentes concentracgdes de Dicloridrato de Pramipexol (PPX),

controle positivo (uretano 10 mM) e controle negativo (agua ultrapura).

Genotipos N.de Manchas por individuo (n°. de manchas) diag. Estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mg/mL) (N) (1-2 céls)? (>2 céls)® mwh*
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr3
Contr. Neg. 50 0,52 (26) 0,02 (01) 0,04 (02) 0,58 (29) 28
Contr. Pos. 40 2,10 (84) + 0,15 (06) + 0,00 (00) i 2,25 (90) + 84
PPX
0,0625 40 043 (17) - 0,05 (02) 1 0,00 (00) 1 048 (19) - 18
0,125 40 043 (17) - 0,10 (04) 1 0,05 (02) i 0,58 (23) - 21
0,25 40 0,53 (21) - 0,10 (04) i 0,03 (01) i 0,65 (26) - 24
0,5 40 0,53 (21) - 0,05 (02) 1 0,03 (01) i 0,60 (24) - 23

2 Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacio para a avaliacio de

resultados significativamente negativos. Niveis de significincia a =b = 0,05.

" Incluindo manchas simples fIr3 raras.

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 2. Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster, do

cruzamento de alta bioativacao (HB), tratados com diferentes concentracdes de Dicloridrato de Pramipexol, controle positivo

(uretano 10 mM) e controle negativo (agua ultrapura).

Genotipos N.de Manchas por individuo (n°. de manchas) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mg/mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh*
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr’
Contr. Neg. 60 0,62 (37) 0,18 (11) 0,07 (04) 0,87 (52) 48
Contr. Pos. 60 10,98 (659) 1,22 (73) 1,55 (93) 13,50 (810) 742
PPX
0,0625 60 0,73 (44) - 0,08 (05) - 0,07 (04) - 0,88 (53) 52
0,125 60 0,68 (41) - 0,10 (06) - 0,03 (02) 1 0,82 (49) 48
0,25 60 0,72 (43) - 0,08 (05) - 0,00 (00) - 0,80 (48) 46
0,5 60 0,85 (51) 1 0,15 (09) - 0,05 (03) 1 1,05 (63) 57

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicaciio para a avaliacio de resultados significativamente negativos. Niveis de significincia a =b = 0,05.
"Incluindo manchas simples fIr° raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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5.3. Teste para a deteccio de tumores epiteliais (ETT)

O potencial carcinogénico do PPX foi avaliado por meio do Ephitelial Tumor Test
(ETT), que permite a visualizagdo de tumores epiteliais, induzidos por agentes carcinogénicos
em D. melanogaster (MORALIS et al., 2018; NAVES et al., 2018). O teste baseia-se na perda
da funcdo do gene wts, um supressor tumoral, ligado ao controle do ciclo celular, e da
proliferacdo e formato celulares. A recombinagdo mitotica pode induzir a perda de
homozigose do gene wts em células somaticas originarias dos discos imaginais da D.
melanogaster, levando a formagao de clones celulares fragmentados, redondos e grandes, nas
estruturas adultas apds a metamorfose (JUSTICE et al., 1995; NEPOMUCENO, 2015).

No presente estudo, o PPX aumentou de forma estatisticamente significativa (p<0,05)
o numero total de tumores epiteliais, quando comparado ao controle negativo, sendo que a
maioria dos tumores foi encontrada no corpo da mosca (Tabela 3). Sabe-se que em
comparagdo com o SMART, no ETT ¢ mais facil de serem encontradas alteragcdes em
concentragdes mais baixas, pois ele possui maior sensibilidade, visto que os tumores epiteliais
podem ser encontrados em todo o corpo do individuo adulto, como na cabeca, olhos, pernas e
asas (EEKEN ef al., 2002, NAVES et al., 2018).

Ensaios conduzidos em ratos Wistar (Chbb: THOM) mostraram um aumento na
incidéncia de adenomas e hiperplasia nas células de Leydig nos grupos de dosagem média
(DM) (2 mg/kg/dia) e de dosagem alta (DA) (8 mg/kg/dia) em ratos machos. Alteragdes ndo-
neoplasicas também foram visualizadas, como o aumento do corpo liteo em ratos de DA,
lesdes e hemorragia uterina (DM e DA), alteragdes nos padrdes de glandulas mamarias (DM e
DA), mudancas difusas na gordura hepatocelular (DM e DA) e degeneracgao retinal ocorreram
em grupos de DM e DA de ambos os sexos (FDA’; FDA®).

O mesmo estudo avaliou camundongos (Chbb: NMRI) e poucas lesdes neoplésicas e
ndo neoplasicas foram associadas ao PPX. Porém, foram observadas tendéncias dose-
dependentes de neoplasmas mesenquimais/epiteliais uterinos, duplicacdo da incidéncia de
lesdes fibro-Osseas proliferativas no fémur de fémeas em todos os grupos tratados com PPX;
tendéncia de aumento de pdlipos no estroma uterino nos grupos tratados com as maiores
doses; e aumento da incidéncia de sarcomas histocisticos em machos. Apesar disso, o estudo
nao pdde ser aceito como um ensaio valido do potencial carcinogénico do PPX, devido a alta
imparidade do peso corporal que interfere com a interpretagdao dos dados em ambas as doses
média e alta, j& que isso torna dificil definir se a quantidade ndo expressiva de tumores ¢
causada pelo farmaco ou pelo menor desenvolvimento dos animais. A curva resposta para

redugdo de ganho de peso nos camundongos sob uso de PPX ¢ muito drastica: na semana 74
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ha diferenca de 49 e 53% (machos e fémeas, respectivamente) no ganho de peso dos grupos
DA e DM quando comparados com o controle negativo, na semana 102 a diferenga ainda era
39 e 45%. Houve também, uma tendéncia de mortalidade/dose em camundongos machos, mas
ndo em fémeas (FDA>; FDA”).

Os carcindgenos podem ser classificados entre genotdxicos e nao-genotdxicos. O
primeiro interage diretamente com o DNA, tanto na sua composi¢do original quanto seus
metabolitos; enquanto que o segundo produz atividades carcinogénicas alterando o fendtipo
celular sem alterar o genotipo basico do DNA (BENIGNI et al., 2013). Para induzir esse
dano, os carcinégenos nao-genotdxicos podem promover mecanismos como: promog¢do de
tumor, alteragdo endocrina, estresse oxidativo, inflamagao cronica, mecanismos epigenéticos,
como hiper ou hipometilagio do DNA; e toxicidade tecido-especifica (HERNANDEZ et al.,
2009; JACOBS et al., 2016).

A indugdo de citotoxicidade, a imuno-modulagdo e indugdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) podem ser eventos cruciais para inducdo de cancer por carcindgenos nao-
genotoxicos (HERNANDEZ et al., 2009).

Como citado anteriormente, o PPX apresentou citotoxicidade em testes realizados pelo
FDA (2005% e 2005%), indicou atividade moduladora do sistema imune e reestabeleceu a
producdao de EROs em estudo conduzido por LIEBERKNECHT e colaboradores (2016).
Apesar disso, a deteccdo de carcindogenos nao-genotoxicos ¢ muito dificil devido a
diversidade de mecanismos de acdo, a especificidade de tecidos e espécie, e a falta de
genotoxicidade (HERNANDEZ et al., 2019).

Diante dos dados da literatura, sugere-se que ha trés possibilidades que permitem a
elucidacao do porqué o PPX se mostrou, nas condi¢des do presente estudo, carcinogénico
porém ndo mutagénico: o teste ETT ¢ mais sensivel e apresenta alteragdes mais facilmente, o
que justificaria o maior numero de ocorréncias no teste ETT do que no SMART; a outra
hipotese € que os metabolitos do PPX sdo genotoxicos mas esse efeito ndo pode ser
visualizado no teste SMART com o cruzamento HB, pois o composto ndo ¢ metabolizado por
enzimas do complexo citocromo P450, e pode ter at¢é mesmo um potencial inibidor; e, por
fim, a terceira possibilidade ¢ que o PPX seja um carcindgeno nio-genotoxico, que induz
aumento no numero de tumores pela alteracdo no gene wts de forma indireta, seja por

citotoxicidade, imuno-modulagdo ou produgdao de EROs.
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Tabela 3. Frequéncia de clones de tumor epitelial observados em descendentes heterozigotos para o gene supressor de tumor wts em
Drosophila melanogaster, tratadas com diferentes concentracoes de Dicloridrato de Pramipexol (PPX), controle positivo (doxorrubicina

0,4 mM) e controle negativo (agua ultrapura).

Genotipos N. de Frequéncia de tumor analisados (total de tumor)

e Conc. Indiv.

(mg/mL) (V) Olhos Cabeca Asas Corpo Pernas Halters Total
wits/mwh

Contr. Neg. 200 0,015(03) 0,025 (05) 0,025(05) 0,265(53) 0,020 (04) 0,000 (00) 0,350 (70)
Contr. Pos. 171 0,508 (87)* 0,152 (26)* 0,929 (159)* 0,830 (142)* 0,508 (87)* 0,140 (24)* 3,070 (525)*
PPX

0,0625 200 0,035 (07) 0,045 (09) 0,075 (15)* 0,295(59) 0,030 (06) 0,020 (04)  0,500(100)*
0,125 200 0,015(03) 0,055 (11)* 0,035(07) 0,355 (71)* 0,025 (05) 0,010 (02) 0,500 (100)*
0,25 200 0,025 (05) 0,040 (08) 0,040 (08) 0,360 (72)* 0,030 (06) 0,010 (02) 0,505 (101)*
0,5 200 0,025 (05) 0,045 (09) 0,045(09) 0,320 (64)* 0,085 (17)* 0,005 (01) 0,525 (105)*

Diagnéstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney. Nivel de significincia (p < 0,05).

* Valores considerados estatisticamente diferentes do controle negativo.
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6. CONCLUSOES

De acordo com as condig¢des experimentais utilizadas no presente trabalho, conclui-se
que o PPX ndo possui efeitos mutagénicos ou recombinogénicos em células de asas de
Drosophila melanogaster, porém, apresentou efeitos carcinogénicos, induzindo de forma
estatisticamente significativa (p<0,05) alta frequéncia de tumores epiteliais.

Diante da importancia do emprego do PPX no tratamento da DP, assim como no de
outras doengas psiquiatricas, sdo necessarios mais estudos que elucidem a relagdo do PPX
com mecanismos genéticos, epigenéticos, citotoxicos e imunes, a fim de determinar a

seguranga do uso clinico deste farmaco.
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