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Resumo: O gluconato de clorexidina é um antisséptico amplamente utilizado na area da saude,
devido a sua potente agdo antimicrobiana; além disso, estudos recentes demonstram que esse
composto é capaz de interferir nos mecanismos apoptoticos e na proliferagdo celular. Portanto,
avaliar a agao da clorexidina no o processo da carcinogénese justifica a realizagao do presente
estudo, que teve por objetivo principal avaliar o efeito anticarcinogénico do antisséptico
gluconato de clorexidina na carcinogénese induzida pela doxorrubicina (DXR), utilizando o Teste
de Tumor Epitelial (ETT) em células epiteliais de Drosophila melanogaster. Para a realizacdo do
experimento, foram utilizados um controle negativo (dgua de osmose reversa), um controle
positivo (Doxorrubicina DXR - 0,4mM) e trés diferentes concentragdes de clorexidina (5, 10 e 20
%) associadas a doxorrubicina (DXR - 0,4mM). O tratamento foi realizado com larvas de 72 horas
descendentes do cruzamento de fémeas wts/TM3 com machos mwh/mwh. Os resultados revelaram
que a clorexidina, nas concentra¢des testadas, foi capaz de reduzir, significativamente, a
frequéncia de tumores induzidos pela doxorrubicina quando comparado ao controle positivo.
Concluiu-se que, nas presentes condi¢des experimentais, a clorexidina apresentou efeito
modulador, pois foi capaz de reduzir os danos induzidos pela DXR.
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Abstract: Chlorhexidine gluconate is an antiseptic widely used in the health field due to its potent
antimicrobial action. Recent studies have also shown that this compound is capable of interfering
with apoptotic mechanisms and cell proliferation. Therefore, evaluating the action of
chlorhexidine on the carcinogenesis process justifies the present study, which aimed to evaluate
the anticarcinogenic effect of chlorhexidine gluconate in the carcinogenesis induced by
doxorubicin (DXR), using the Epithelial Tumor Test (ETT) in Drosophila melanogaster epithelial
cells. For the experiment, a negative control (reverse osmosis water), a positive control
(Doxorubicin DXR - 0.4 mM), and three different concentrations of chlorhexidine (5, 10, and 20%)
associated with doxorubicin (DXR - 0.4 mM) were used. The treatment was performed with 72-
hour larvae descending from the cross of wts/TM3 females with mwh/mwh males. The results
showed that chlorhexidine, at the tested concentrations, was able to significantly reduce the
frequency of tumors induced by doxorubicin compared to the positive control. It was concluded
that under the present experimental conditions, chlorhexidine presented a modulating effect, as
it was able to reduce the damage induced by DXR.
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1 INTRODUCAO

O céncer é uma doencga crénica
que, nas décadas, tem
apresentado aumento significativo na
frequéncia de novos casos, tornando-se
um problema de satide publica mundial
(VIEIRA et al., 2013). Dados divulgados
pelo Instituto Nacional do Cancer
(INCA), para o triénio de 2023 a 2025,
apontam para a ocorréncia de 704 mil
novos casos por ano no Brasil (INCA,
2023). Essas informagoes sao ainda mais
alarmantes quando se trata do cendrio

ultimas

mundial, pois, de acordo com a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC), o numero estimado de casos
incidentes no mundo, entre os anos de
2020 a 2040, saltara de 19,3 milhdes para
28,9 milhdes (WHO, 2023).
Embora ndo se tenham
estatisticas precisas sobre a prevaléncia e
incidéncia de cancer em escala nacional
na area da saude animal (FLORES, 2016),
sabe-se que o numero de afecgdes
neopldsicas na populagdo animal vem
aumentando consideravelmente (NARDI
et al., 2012), sendo uma das causas mais
frequentes de morbidade e mortalidade
em animais de companhia (TOGNI et al.,
2018). Os tumores sao ainda mais comuns
em animais idosos (BENTUBO et al., 2007;

LUZ, 2018).

Devido a gravidade dessa
patologia, existe ~ um  potencial
extraordindrio em busca da descoberta de
novos produtos farmacoldgicos

anticarcinogénicos que possam combater
o cancer e/ou melhorar efetivamente o
tratamento de pacientes (COSTA-
LUTOFO et al., 2010).

Nesse contexto, ressalta-se o
antisséptico gluconato de clorexidina, um
composto antimicrobiano potencialmente
eficaz e muito utilizado na area da saude

(ANGELIERI, 2015). Esse antisséptico

apresenta ainda, como caracteristica
desejavel, a biocompatibilidade, ou seja,
ndo causa irritagio a pele do animal,
podendo ser usado por qualquer paciente
oncoldgico sem causar danos (BONAN;
BATISTA; HUSSINE, 2011).

Estudos

associagao positiva entre a clorexidina e o

revelam ainda a
aumento da frequéncia de apoptoses,
bem como sua agao nas alteragoes na
propriedade de  membrana  de
mitocondrias (GIANNELLI et al., 2008),
na proliferacio e morfologia celular
(FARIA et al., 2009); eventos estes que
podem estar associados a redugao de
tumores. Diante do exposto, torna-se
relevante uma avaliagio que busque
investigar a relacao entre a clorexidina e
seu efeito sobre a carcinogénese. A
escolha da Drosophila melanogaster como
organismo teste é justificada tanto pela
facilidade de manipulacao das linhagens
(VIEIRA, 2018), quanto
semelhanga com caracteristicas genéticas
dos mamiferos, dentre elas a homologia
entre o gene supressor de tumor WTS,
presente na mosca, com o gene LASTI,

pela sua

presente em seres humanos
(NISHIYAMA et al., 1999).
Nesse contexto, o presente

estudo foi desenvolvido com o objetivo
de avaliar o efeito anticarcinogénico do
antisséptico gluconato de clorexidina, por
meio do Teste de Tumor Epitelial (ETT)
em Drosophila melanogaster.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COMPOSTOS QUIMICOS

O cloridrato de doxorrubicina
(DXR), com  férmula  molecular
CrH201uHCl (CAS 25316-40-9), é um
farmaco que estd presente no mercado
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com varios nomes comerciais, entre eles,
Adpriblastina® RD, sendo este fabricado e
embalado por Activis Italy Sp -
Nerviano, Milao/Itdlia. E
importado e distribuido por
Laboratério Ltda. E apresentado sob
forma de ampolas de 50mg com os
seguintes compostos em sua constituigao:

registrado,
Pfizer

cloridrato de doxorrubicina, manitol e
lactose. Neste experimento, a DXR foi
utilizada como controle positivo na

concentracaio de 04mM  (SILVA;
SANTOS; ORSOLIN, 2017).
O Gluconato de clorexidina

(Clorex) tem varios nomes comerciais,
entre eles o Riohex 2%, fabricado pela
empresa Bioquimica. E apresentado em
forma de refil, frasco com 800mL. Foram
utilizadas 03 concentragdes do gluconato
de clorexidina (5, 10 e 20%) associadas a
Doxorrubicina (0,4mM), sendo diluidas
em agua de osmose reversa. O controle
negativo foi com dgua de osmose reversa.

2.2 TESTE DE TUMOR EPITELIAL (ETT)
EM DROSOPHILA MELANOGASTER

O teste foi realizado mediante
cruzamento de duas linhagens de D.
melanogaster (wts e mwh). A linhagem wts
foi disponibilizada pelo Bloomington
Drosophila Stock Center, da Universidade
de Indiana, Estados Unidos, com o
numero de registro: Bloomington/7052. J&
a linhagem mwh/mwh foi cedida pelo Dr.
Ulrich Graf (Physiology and Animal
Husbandry, Institute of Animal Science,
ETH Zurich, Schwerzenbach,
Switzerland), sendo mantida em estoque
pelo LABCIM,
Citogenética e Mutagénese do Centro
Universitario de Patos de Minas.

Para obtencao de
heterozigotas (wts+/+mwh) foi realizado o
entre

Laboratorio de

larvas

cruzamento fémeas  virgens

wts/TM3, Sbl, com machos mwh/mwh.
Ap0s 48 horas, tanto os machos quanto as
fémeas foram transferidos para o meio de
postura, para que as fémeas depositassem
seus ovos.

As larvas de 72 Thoras,
descendentes desse cruzamento foram
transferidas para frascos contendo 1,5 g
de puré de batata (SPANO et al., 2001) e
hidratadas com clorexidina em trés
concentragdes (5, 10 e 20%), associadas a
doxorrubicina (0,4mM). As concentragoes
do referido antisséptico foram definidas a
partir do trabalho de Reis e Vasconcelos
(2018). Além dessas trés concentragoes,
foram incluidos os grupos controle:
grupo controle positivo com DXR 0,4 mM
e o grupo controle negativo com agua de
osmose reversa. Apds esse procedimento,
as larvas ficaram expostas aos agentes
quimicos por cerca de 48 horas, até
ocorrer a empupagao. As moscas que
eclodiram das pupas foram coletadas e
armazenadas em frascos, devidamente
identificados, contendo etanol 70%.

Apds o periodo de
procedeu-se a andlise. Por meio da lupa

coleta,

estereoscOpica, foram analisadas apenas
moscas de pelos longos e finos, por serem
portadoras do gene WTS. Para tanto, foi
utilizada uma placa escavada contendo
glicerina, em que as moscas foram
analisadas individualmente para
deteccdo da presenca de tumores. A
frequéncia de tumores foi registrada em
planilha padrao, onde foi feita a descrigao
do niimero de tumores por drea do corpo
da Drosophila melanogaster.

As diferencas estatisticas entre
as frequéncias de tumores no grupo
experimental (nas concentragoes
testadas) e nos controles (negativo e
positivo) foram calculadas utilizando o
teste U, nao paramétrico, de Mann-
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Whitney, empregando o nivel de

significancia p <0,05.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Teste de Tumor Epitelial foi
realizado para o potencial
anticarcinogénico do Clorex quando
associado a DXR no organismo teste
Drosophila  melanogaster. As diferentes
concentracdes do Clorex utilizadas em

avaliar

combinag¢dao com DXR foram selecionadas
com base em ensaio de sobrevivéncia
(Figura 1).

Os dados de
validaram o uso das trés concentragdes de
Clorex (5, 10 e 20%) em combina¢ao com
DXR, que foram testadas em dois
experimentos independentes. Os dados
foram agrupados apos verificagao de que
nao havia diferencas significativas (p
0,05) entre as repetigoes.

sobrevivéncia

120% o
100% 84% 90%
80%
60%
40%
20% » » 16% 16% 10%
- ° — [] [] -
Controle Controle Clorex. 5%+  Clorex. 10 % +  Clorex. 20 % +
Negativo Positivo DXR DXR DXR

M Taxa de Sobrevivéncia

m Taxa de Mortalidade

Figura 1: Taxas de mortalidade e sobrevivéncia de Drosophila melanogaster expostas ao controle
negativo (dgua osmose reversa), ao controle positivo doxorrubicina (DXR - 0,4mM) e em trés
diferentes concentracdes do antisséptico gluconato de clorexidina (Clorex) associadas a DXR

A Tabela 1 mostra a frequéncia
de tumores nos segmentos do corpo de D.
melanogaster tratadas com diferentes
concentragoes de Clorex em combinagao
com DXR. Nos individuos tratados com
controle positivo (DXR 04 mM), a
frequéncia observada foi de 3,84 tumores
por moscas, demonstrando que o
organismo modelo foi sensivel a indugao
tumoral, visto que a frequéncia de
tumores foi significativamente (p < 0,05)
maior que no controle negativo. Esse
resultado corrobora os resultados de
Silva, Santos e Orsolin (2017), Santos e
Oliveira (2018) e Pereira, Ramos e
(2019), que

Vasconcelos também

utilizaram a DXR nessa mesma
concentragao, como controle positivo.

Os individuos tratados somente
com o controle negativo (d4gua em osmose
reversa) apresentam uma frequéncia de
0,27 tumores por moscas. De acordo com
Alves e Nepomuceno (2012), essa discreta
indugao tumoral se deve a fatores de
predisposicao genética intrinseca do
organismo modelo utilizado no presente
experimento.

Embora os mecanismos pelos
quais o gluconato de clorexidina exerce
sua agao protetora reduzindo a
frequéncia de tumores induzidos pela
DXR nao tenham sido diretamente
avaliados nesta pesquisa, é possivel que
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tal efeito possa estar associado aos
mecanismos de indu¢ao de morte celular.
Faria et al. (2009) relataram, em estudo,
que quando injetada na regiao subplantar
da pata traseira de camundongos, a
clorexidina induziu alteragoes necroéticas
na epiderme, derme e tecido subcutaneo
em associagao resposta
reacional. Os autores

com uma
inflamatoria
relataram ainda que, em cultura de
fibroblastos, a clorexidina induziu a
diminui¢do da proliferacdo celular,

causou morte celular por apoptose e

necrose, desestruturagao do
citoesqueleto, alteracdo da morfologia
celular e estresse do  reticulo
endoplasmatico rugoso como

consequéncia do acimulo de proteinas
nas cisternas. Além disso, a clorexidina
causou o aumento da expressao de Hsp
70, de Grp78 (indicadores de estresse
celular) e de BCL-2 (proteina anti-
apoptotica).

Tabela 1: Frequéncia de clones tumores epiteliais observado em Drosophila melanogaster (n = 200),

heterozigoto para o gene supressor de tumor WTS, tratadas isoladamente com os controles
negativo (agua), positivo doxorrubicina (DXR - 0,4mM) e trés diferentes concentra¢des do

antisséptico gluconato de clorexidina (Clorex) associado a DXR

Clorex 1 orex (0%  Clorex 6%) <" Clorex
(0%) + +DXR (04 +DXR (0.4 (10%) + (20%) +
DXR (0,0 iy iy DXR(04  DXR (04
mM) mM) mM)
2 Olho 0,01(2) 0,02(4) 0,005(1) 0,05(1) 0,0000)
3 Cabeca 0,05(9) 0,46(92) 0,11(22) 0,13(25) 0,14(27)
3 Asa 0,03(5) 1,52(303) 0,63(125) 0,29(58) 0,19(31)
g Corpo 0,14(27) 0,85(170) 0,17(33) 0,24(48) 0,27(53)
g Perna 0,05(9) 0,82(164) 0,27(53) 0,09(18) 0,13(25)
g Halter 0,01(2) 0,16(32) 0,02(4) 0,015(3) 0,02(4)
E Total 0,27(54) 3,84(767) 1,19(238) 1,77(153) 0,70(140)
% Frequéncia (n®
5 detumores/  027(54)  384(767)*  1,19238)*  0,77(153)*  0,70(140) **
§ mosca)
Z " Redugio (%) 68,98 80,05 81,75

Diagnostico 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 (p < 0,05).

DXR, doxorrubicina.

Wyganowska-Swiatkowska et al.
(2016), por sua vez, demonstraram, em
um estudo in vitro, o efeito da clorexidina
em cultura de células da linhagem CCD16
de fibroblastos humanos. Segundo os
autores, a clorexidina causou diminui¢ao
gradual das  células  avaliadas,
evidenciando alteragdes apoptdticas;
indicando, portanto, influéncia negativa

da clorexidina tanto na proliferagao
quanto na morfologia celular.

Em adicao, Widbiller,
Althumairy e Diogenes (2018) avaliaram
os efeitos clorexidina sobre a
sobrevivéncia de células tronco da papila
apical de humanos e concluiram que a
clorexidina induziu efeito deletério sobre
as células avaliadas, quando comparado
ao grupo controle.
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Nonami et al. (2016), por sua vez,
correlacionaram a acgdo citotoxica da
propriedades
eletroquimicas de membrana. Os autores
verificaram que a despolarizagao de
membranas atenuou a agao citotdxica da
clorexidina em linfocitos timicos de ratos.
Contudo, manipulagdes para induzir a

clorexidina com as

exposicao da fosfatidilserina na superficie
externa da membrana aumentaram a a¢ao
citotoxica da clorexidina, indicando que
mudangas na propriedade eletroquimica
das membranas afetaram a acado
citotoxica da clorexidina.
pode
submetidas fisiologicamente a apoptose,
resultando em morte celular necrotica.
Por outro lado, Giannelli et al.
(2008), ao estudarem diferentes linhagens
celulares (osteoblasticas, endoteliais e

Assim, a

clorexidina matar células

fibroblasticas), constataram que, além do
efeito toxico da clorexidina na inducao de
morte celular, a clorexidina foi capaz de
interferir na integridade do potencial de
membrana de mitocondrias e
desencadear  aumento do  célcio
intracelular e estresse oxidativo.

Nesse contexto, é possivel que a
reducdo na frequéncia de tumores
verificada na presente pesquisa tenha
sido causada pelo aumento do estresse
oxidativo, visto que um dos mecanismos
de acao da DXR € a geragao de radicais
livres; possivelmente a combinagao entre
clorexidina e DXR aumentou a toxicidade
celular. Contudo, outro mecanismo que
pode estar relacionado com a reducao na
frequéncia de tumores ¢ a capacidade do
gluconato de clorexidina de alterar
propriedades da membrana. Assim, é
possivel que a
dificultado a entrada da DXR nas células,
resultando redugao na frequéncia de
tumores.

clorexidina tenha

4 CONCLUSAO
Nas presentes condigOes
experimentais, o antisséptico gluconato
apresentou,
melanogaster, efeito modulador sobre a
carcinogénese induzida pela
doxorrubicina. Tal efeito pode estar

de clorexidina em D.

relacionado as diversas propriedades
oncoprotetoras
antisséptico.
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