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Efeito modulador da Ritalina® (metilfenidato) sobre a
acao carcinogénica da doxorrubicina em Drosophila melanogaster

Juliene César dos Santos' @, Samuel Campos Silva' @, Priscila Capelari Orsolin' ®

RESUMO

Introducdo: A Ritalina® (metilfenidato) é um estimulante do sistema nervoso central, derivado da anfetamina.
Ficou conhecida por seu uso em criangas e adultos diagnosticados com transtornos de déficit de atencao e hiperatividade,
e alternativamente para tratamento de narcolepsia, obesidade e como estimulante para estudantes. Objetivo: Avaliar
o efeito carcinogénico e/ou anticarcinogénico da Ritalina®. Método: Para tanto, larvas wts+/+mwh foram tratadas
com o indutor tumoral doxorrubicina (0,4 mM) e com trés diferentes concentra¢oes de Ritalina® (100; 200 e 400 uM).
Resultados: Mostraram que a Ritalina® apresentou atividade anticarcinogénica, visto que houve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) nas frequéncias de tumores identificados com a presenca da referida substincia, quando comparadas
a frequéncia de tumores no controle positivo isolado. Conclusao: Sendo assim, € possivel inferir que, nas presentes
condigdes experimentais, a Ritalina® apresentou efeito modulador sobre danos induzidos pela doxorrubicina, reduzindo a
frequéncia de tumores em todas as concentracdes testadas em células somaticas de Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT

Introduction: Ritalin® (methylphenidate) is a central nervous system stimulant, derived from amphetamine. It has been
known for its use in children and adults diagnosed with attention deficit hyperactivity disorder and alternatively for treatment
of narcolepsy, obesity and as a stimulant for students. Objective: To evaluate the carcinogenic and/or anticarcinogenic effect
of Ritalin®. Method: By means of the test for the detection of clones of epithelial tumors in Drosophila melanogaster. For this,
wts +/+ mwh larvae were treated with the tumor inducer doxorubicin (0.4 mM) and with three different concentrations
of Ritalin® (100; 200 and 400 uM). Results: Showed that Ritalin® evidenced anticarcinogenic activity, since there was a
statistically significant difference (p < 0.05) in the frequencies of tumors identified with the presence of said substance,
when compared to the frequency of tumors in the isolated positive control. Conclusion: Therefore, it is possible to infer
that, in the present experimental conditions, Ritalin® presented a modulating effect on DXR-induced damage, reducing the
frequency of tumors at all concentrations tested in somatic cells of Drosophila melanogaster.
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INTRODUCAO

Evidéncias recentes indicam que aproximadamente
uma em cada quatro mortes seja relacionada ao cancer, e
que mais da metade da populacdo poderd ser diagnosticada
com alguma neoplasia em determinado momento da vida.!
No Brasil, o cancer € considerado um grave problema de
saide publica, ocupando a segunda colocacdo no ranking
de mortes mais frequentes, superado apenas pelas doencas
cardiovasculares.?

O cancer ndo € uma doenca tnica, e sim um grupo de
mais de cem condicdes distintas, que t€ém em comum no or-
ganismo a perda do controle sobre o crescimento e a mul-
tiplicacdo celular? Além disso, sua etiologia é de origem
multifatorial, estando associada a combinagdo de vérios fa-
tores — genéticos, ambientais e de estilos de vida. O con-
junto de condicdes favordveis para o desenvolvimento dessa
patologia, denominadas fatores de risco, age de forma con-
comitante ou sequenciada para promover a carcinogénese.*
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Por outro lado, existem alguns fatores que conferem ao orga-
nismo menor probabilidade de vir a desenvolver essa patolo-
gia, sdo os chamados fatores de protecdo.?

Os fatores de risco para o desenvolvimento do céncer
podem ser encontrados no meio ambiente ou herdados, sendo
a maioria relacionada a primeira op¢ao, no qual o ser huma-
no estd susceptivel a um grande niimero desses carcinégenos.
De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA),’ enten-
de-se por ambiente 0 meio em geral (4gua, terra e ar), 0 ocupa-
cional (industrias quimicas e afins), o de consumo (alimentos,
medicamentos) e o social e cultural (estilo e habitos de vida).
Logo, o surgimento dos diferentes tipos de alteragdo celular
depende das mudangas provocadas nesses meios pelo proprio
ser humano, ou pela natureza, bem como da intensidade e da
duracdo da exposi¢ao das células a um agente causador.

Entre esses agentes com potencial carcinogénico, desta-
cam-se os medicamentos. O uso dessas substincias vem cres-
cendo em ritmo acelerado nos dltimos anos,® de forma que o
Brasil se encontra entre os dez paises que mais consomem
medicamentos no mundo, segundo dados do Conselho Fede-
ral de Farmécia (CFF).”

Dessa forma, € crucial que haja mais pesquisas carac-
terizando a acdo mutagénica e genotdxica dos medicamentos
amplamente consumidos pela populagdo, como a Ritalina®
(RIT®), substincia que possui demanda de compra cada vez
maior no mercado brasileiro. Inicialmente, ficou conheci-
da por seu uso em criancas e adultos diagnosticados com
transtornos de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH).
Contudo, € indicada também € para o tratamento de narco-
lepsia e obesidade.® A RIT®, que possui o metilfenidato como
principio ativo, € um estimulante do Sistema Nervoso Cen-
tral, derivado da anfetamina.” Seu mecanismo de ac@o ainda
ndo foi totalmente elucidado, assim como seus efeitos adver-
sos ainda ndo foram totalmente esclarecidos.®

Pesquisas realizadas nos Estados Unidos e no Canada,
entre os anos de 1998 e 2005, revelaram que estudantes uni-
versitdrios sem o diagnéstico do TDAH buscavam o metilfe-
nidato, entre outras drogas, para melhorar a concentracio e
aumentar o rendimento nos estudos. Esse fato se deve a capa-
cidade do metilfenidato de elevar o nivel de alerta do Sistema
Nervoso Central, melhorando a concentracio, a coordenagdo
motora e o controle dos impulsos nervosos.'” Desse modo, o
uso do metilfenidato tem sido difundido popularmente nos
dltimos anos de forma inapropriada, sendo utilizado como
“droga da obediéncia” e como instrumento de melhoria do de-
sempenho, seja de criangas, de adolescentes ou de adultos.!!
Uma vez que € consumida em grandes quantidades pelo ser
humano e a inexisténcia de estudos que elucidam sua relacio
com a modulacdo da carcinogénese, € importante investigar se
a RIT® € um agente mutagénico/carcinogénico em potencial.

Diante do exposto, o presente estudo, do tipo ensaio
clinico, foi desenvolvido com o objetivo principal de avaliar
o efeito modulador da RIT® sobre o efeito carcinogénico da
doxorrubicina (DXR), por meio do teste para detec¢do de clo-
nes de tumores epiteliais (Wts) em Drosophila melanogaster
(D. melanogaster).
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MATERIAIS E METODOS
Agentes quimicos

Ritalina®

A RIT® € um medicamento composto de cloridrato de
metilfenidato, seu principio ativo. E registrado por Novartis
Biociéncias S.A., localizado na Avenida Prof. Vicente Rao, 90,
Sdo Paulo, Sdo Paulo (CNPJ: 56.994.502/0001-30, industria
brasileira); e fabricado por Novartis Biociéncias S.A., em Ta-
bodo da Serra, Sdo Paulo — MS — 1.0068.0080. (RITALINA®,
2013).® Foi utilizada no experimento nas seguintes concentra-
¢des: 100, 200 e 400 uM. A defini¢do das concentragdes foi
baseada em estudo desenvolvido por Miller.'?

Cloridrato de doxorrubicina

A DXR, cujo nome comercial é Adriblastina® RD, € um an-
tibidtico classificado como agente citotdxico, sendo entdo utiliza-
do como quimioterdpico. E fabricado e embalado por Actavis Italy
S.p.A. Nerviano, Mildo, Itdlia; registrado, importado e distribuido
por LABORATORIOS PFIZER LTDA, localizado na Avenida
Presidente Tancredo de Almeida Neves, 1555, CEP: 07112-070,
Guarulhos, Sao Paulo (CNPJ n° 46.070.868/0001-69)."* Contudo,
possui efeito carcinogénico na concentragdo de 04 mM,'*'* sendo
entdo utilizado como controle positivo neste estudo.

TESTE para deteccio de clones de tumores
epiteliais em Drosophila melanogaster

O teste Wits representa um modelo biolégico eficaz
para avaliacdo da possibilidade de inducdo ou protecdo em
relacdo a carcinogenicidade de um medicamento. O uso de
D. melanogaster € justificado tanto pela facilidade de manu-
seio desse organismo teste, quanto pela similaridade genética
com o organismo humano, j4 que 70% dos genes oncogénicos
em humanos possuem correspondéncia nos genes dessa mos-
ca.'® Nesse caso, especificamente, destaca-se a semelhanca
com os genes supressores de tumor, como o warts, homélogo
ao supressor de tumor LATS1 em mamiferos."”

Linhagens e estoques

Para a realizacdo do teste foram utilizadas duas linha-
gens mutantes de D. melanogaster, wts e mwh, portadoras
dos marcadores genéticos warts (wts, 3-100) e multiple wing
hairs (mwh, 3-03), respectivamente. A linhagem wts foi cedi-
da pelo Bloomington Drosophila Stock Center, da Universi-
dade de Indiana, nos Estados Unidos. J4 a linhagem mwh/mwh
foi cedida pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology and Animal Hus-
bandry, Institute of Animal Science, ETH Zurich, Schwerzen-
bach, Switzerland).

Os estoques sdo cultivados no Laboratdrio de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM)
e mantidos em frascos de % de litro contendo o meio de cultura da
D. melanogaster com 820 mL de 4gua; 25 g de fermento (Saccha-
ronyces cerevisiae); 11 g de dgar; 156 g de banana e 1 g de nipagin.
A temperatura € mantida em 25°C e umidade a 60%.'®
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Cruzamento

Foram colocados, juntos, machos e fémeas dentro de
frascos préprios para postura com o objetivo de realizar o
cruzamento. Larvas heterozigotas wts+/+mwh foram obtidas
a partir do cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb"
com machos mwh/mwh. Posteriormente, todas as larvas des-
cendentes foram tratadas com os agentes quimicos testados.
Todavia, foram selecionadas apenas as moscas adultas que
nao apresentavam o balanceador cromossémico (TM3, Sh')
para andlise. As moscas adultas que apresentaram pelos cur-
tos e grossos foram descartadas no momento da andlise, pois
ndo possuiam o gene em estudo.

Procedimento experimental

Coleta de ovos e tratamento

A coleta dos ovos descendentes do cruzamento especifi-
cado anteriormente ocorreu durante um periodo de aproximada-
mente 8 horas, em frascos contendo meio de cultura préprio para
postura, uma base sélida de dgar (3% de 4gar em dgua) e uma
camada de fermento biolégico suplementado com sacarose.'

Larvas de 3° estdgio foram submetidas a um tratamento
cronico, por um periodo de, aproximadamente, 48 horas (quan-
do ocorre a formacdo de pupas). Para isso, foram colocadas em
frascos de vidro contendo 1,5 g de puré de batatas instantaneo
(meio alternativo para a Drosophila) e trés diferentes concentra-
¢oes de RIT® (100, 200 e 400 uM), a fim de avaliar os possiveis
efeitos carcinogénicos e/ou anticarcinogénicos desse firmaco.'®

Para o controle positivo foi utilizada DXR a 0,4 mM, e
para o controle negativo, a 4gua 0Smose reversa.

Andlise das moscas

Ap6s sofrerem metamorfose, os organismos testes adul-
tos foram transferidos para outros recipientes contendo etanol
70%. Posteriormente, foram colocadas individualmente em pla-
cas escavadas contendo glicerina e analisados machos e fémeas

que apresentavam fenétipos de pelo longo e fino (portadores do
gene wis). Todos os tumores identificados nas regides da cabe-
¢a, dos olhos, das asas, do corpo, das pernas e o total de tumo-
res observados foram anotados em uma planilha padrdo. Para a
andlise das moscas foram utilizadas lupas estereoscépicas e
pingas entomoldgicas, de acordo com a descri¢do de Justice."

Anadlise estatistica

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumo-
res das trés concentragdes testadas e os controles (positivo e
negativo) foram calculadas utilizando o teste U, ndo paramé-
trico, de Mann-Whitney (p<0,05).%°

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da Tabela 1 € possivel verificar as frequéncias
de tumores observadas nos diferentes segmentos do corpo da
D. melanogaster tratadas com as trés concentragdes de RIT®,
com o controle positivo e com o controle negativo. A frequén-
cia tumoral obtida para os individuos tratados com o controle
negativo foi de 0,05, e para os individuos tratados como con-
trole positivo (DXR 0,4 mM), a frequéncia observada foi de
1,03 tumores por mosca.

As larvas que foram submetidas apenas ao tratamento com
a RIT® nas concentragdes de 100, 200 e 400 uM apresentam fre-
quéncias tumorais de 0,05; 0,07 e 0,08, respectivamente. J4 as
larvas tratadas concomitantemente com o controle positivo e as
mesmas concentracdes de RIT® apresentaram frequéncias tumo-
rais de 0,06; 0,14 e 0,20 tumores por mosca, respectivamente.
Desse modo, observa-se uma redugio significativa (p<0,05) de
tumores em relacdo ao controle positivo, afirmando efeito modu-
lar anticarcinogénico da RIT® em todas as concentraces testadas.

Além disso, a inexisténcia de diferenca significativa
(p>0,05) das frequéncias tumorais obtidas nas concentracdes
isoladas de RIT® em relacdo ao controle negativo (dgua os-
mose reversa) confirma a auséncia de carcinogenidade do fér-
maco testado.

Tabela 1. Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster, heterozigota para o gene wts, tratadas com
doxorrubicina (DXR) (controle positivo), 4gua osmose reversa (controle negativo) e diferentes concentragdes de Ritalina®.

Nuimero de tumores analisados

Tratamentos

Ritalina ~ DXR nf (;;:‘s

(uM) (mM) Olho Cabeca Asa
0 0 200 0 1 8
0 0,4 200 8 26 93
100 0 200 0 0 3
200 0 200 1 2 1
400 0 200 3 1 5
100 0,4 200 0 0 4
200 0,4 200 0 8 5
400 0,4 200 2 16 17

Frequéncia (n. de

Corpo Perna Halter Total A Mo

1 0 0 10 0,05

59 14 6 206 1,03 *
8 0 0 11 0,05
10 0 0 14 0,07
7 0 0 16 0,08

0 0 13 0,06 **

14 1 0 28 0,14 **

6 0 0 41 0,20 **

Diagnéstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p<0,05; *valor considerado diferente do controle
negativo (p < 0,05); **valor considerado diferente do controle positivo (DXR 0,4 mM) (p<0.05); ns*: valores considerados néo significativos,

quando comparados com o controle negativo.
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Destaca-se que o organismo teste utilizado no experi-
mento foi sensivel a inducdo tumoral, fato esperado?' e com-
provado com a frequéncia de 1,03 tumores por mosca (p<0,05)
observado com o tratamento do controle positivo. J4 as moscas
expostas somente ao controle negativo (4gua osmose reversa)
apresentaram 0,05 tumores por mosca. Essa discreta inducio
tumoral, segundo Alves e Nepomuceno,? deve-se a uma dis-
creta indugdo tumoral por predisposi¢cdo genética intrinseca do
organismo teste utilizado no experimento.

O amplo uso da RIT® pelas diversas classes e faixas
etdrias possui impactos significativos em diversos ambitos,
incluindo a satide. Desse modo, torna-se indispensavel o co-
nhecimento sobre os beneficios ou danos que possam ser in-
duzidos no organismo humano em decorréncia do consumo
dessa droga. Porém, pouco se sabe a respeito da RIT® ou de
como ela age no organismo, ji4 que o mecanismo pelo qual
ela exerce seus efeitos psiquicos e comportamentais nao esta
claramente estabelecido.?

Pensando nisso, El-Zein et al.?® realizaram um estudo
que obteve resultados preocupantes e de grande repercussao
sobre o0 uso desse farmaco. Em um grupo de criangas que to-
mavam doses didrias de metilfenidato de concentracdes entre
20 e 54 mg por trés meses consecutivos, foram encontradas
diversas anormalidades cromossdmicas, o que foi associa-
do com risco crescente de desenvolvimento de neoplasias.
Contudo, quando esse mesmo estudo foi reproduzido em
uma escala de amostragem maior,?* com pacientes randomi-
zados, obtiveram-se resultados distintos; ndo houve aumento
significante de aberra¢des cromossdmicas, surgimento de mi-
crontcleos ou trocas de cromdtides irmas. Esses resultados
forneceram evidéncias em uma grande coorte de que o metil-
fenidato ndo induz anomalias citogenéticas em criancas.

Os resultados obtidos evidenciam efeito modulador an-
ticarcinogénico da RIT®, corroboram com outros resultados
advindos de estudos envolvendo organismos testes e procedi-
mentos experimentais distintos. Morris et al.” avaliaram a to-
xicidade genética do metilfenidato em primatas ndo humanos
(macacos Rhesus) e concluiram que ndo houve aumento na
frequéncia de aberragdes cromossdmicas e mutagdes compa-
rado ao grupo controle, além de que as taxas obtidas foram
semelhantes as encontradas em humanos. Walitza et al.? es-
tudaram criangas portadoras de TDAH e investigaram o po-
tencial mutagénico do uso cronico de metilfenidato neste gru-
po, e evidenciaram que apds o uso da substanciapor 1, 3,6 e
24 meses, nao foi encontrado dano gendmico nos individuos.

Suter et al.?’ investigaram aberra¢des cromossOmicas a
partir da cultura de linfécitos periféricos de humanos, e con-
cluiram que nio houve anormalidade estrutural nem numé-
rica. Além disso, ndo encontraram alteracdes clastogénicas
decorrentes de estudo com medula 6ssea de camundongos
tratados com 250 mg/kg de metilfenidato. Em outro estudo®
de exposi¢do cronica em ratos e em camundongos, 0s autores
concluiram que ndo houve carcinogenicidade.

Segundo Goldstein,” as evidéncias que levam a acreditar
no potencial mutagénico a longo prazo do metilfenidato sao
fracas, e esse pensamento deve ser desencorajado para que pa-
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cientes e profissionais que usam e prescrevem o medicamento
possam prosseguir com o tratamento normalmente, ja que €
uma substancia importante e reconhecida no mercado atual.

Apesar do resultado deste presente trabalho, que muito
corrobora com outros diversos, € pertinente ressaltar que os
mecanismos exatos pelos quais a RIT® reduz a frequéncia dos
danos induzidos pela DXR nao foram diretamente estudados
nesta pesquisa, o que sugere a necessidade de realizacdo de
novos estudos com esse proposito.

Desse modo, embora sejam evidentes os diversos efeitos
benéficos do metilfenidato, percebe-se que ndo existem evi-
déncias cientificas suficientes para comprovar sua seguranga
e indicacdo com propdsito de prevenciao quimioterdpica.

CONCLUSAO

O teste para a deteccdo de clones de tumores epiteliais
em D. melanogaster foi sensivel para identificar o potencial
da RIT® em modular a agfo carcinogénica da DXR, sobre as
condicdes experimentais descritas.

Ressalta-se a necessidade de novos estudos com dife-
rentes metodologias, para melhor compreensdo dos diversos
mecanismos de atuacdo, e repercussdo, dessa substancia.
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