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RESUMO

O Gerioox® € um medicamento composto por 6mega 3, D-glucosamina, sulfato de
condroitina, vitamina E, cobre, zinco e selenito de sddio. E indicado como medicacao
geriatrica, devido aos seus efeitos antioxidantes, condroprotetores e dermatolégicos
para caes e gatos, visando melhorar a vitalidade e o estado geral de animais em
idade avancgada. Alguns trabalhos tém evidenciado que sua utilizagcdo pode
contribuir na terapéutica do cancer. Desse modo, este estudo foi executado com o
objetivo principal de avaliar o possivel efeito anticarcinogénico do Gerioox® em
Drosophila melanogaster, por meio do teste para detecgdo de clones de tumores
epiteliais (warts). Para isso, prepararam-se trés concentragdes de Gerioox®: 1,2 e 4
mg/mL, que foram utilizadas em associagdo com doxorrubicina (em sistema de
cotratamento) ou isoladamente. O procedimento experimental foi realizado com
todas as larvas descendentes do cruzamento de fémeas wits/TM3 com machos
mwh/mwh. Os resultados revelaram atividade anticarcinogénica do Gerioox®, uma
vez que houve reducado estatisticamente significativa (p<0,05) nas frequéncias de
tumores observadas nas duas maiores concentracoes testadas de Gerioox® em
associacdo a DXR, quando comparadas a frequéncia de tumores no controle
positivo. Conclui-se, portanto, que nas presentes condicdes experimentais, o
Gerioox® reduziu a frequéncia de tumores induzidos pela doxorrubicina em D.
melanogaster.

PALAVRAS-CHAVE: Anticarcinogénico, Drosophila melanogaster; Gerioox®.

ANTICARCINOGENIC EFFECT OF GERIOOX® IN Drosophila melanogaster

ABSTRACT

Gerioox® is a medicine composed of omega 3, D-glucosamine, chondroitin sulfate,
vitamin E, copper, zinc and sodium selenium. It is indicated as geriatric medication,
due to its antioxidant, chondroprotective and dermatological effects for dogs and
cats, aiming at improving the vitality and the general state of the animals in old age.
Some studies have shown that its application may contribute to cancer therapy.
Thus, this study was performed with the main objective of evaluating the possible
anticarcinogenic effect of Gerioox® in Drosophila melanogaster, by means of the test
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for the detection of clones of epithelial tumors (warts). For this, three concentrations
of Gerioox® were prepared: 1, 2 and 4 mg / mL, which were forced in combination
with doxorubicin (in a co-spraying system) or alone.The experimental procedure was
carried out with all the larvae descended from the crossing of females wits/TM3 with
mwh/mwh males. The results showed an anticarcinogenic activity of Gerioox®, since
there was a statistically significant reduction (p <0.05) in the tumor frequencies
observed in the two highest tested concentrations of Gerioox® in association with
DXR, when compared to the frequency of tumors in the positive control. It is
concluded, therefore, that in the present experimental conditions, Gerioox® reduced
the frequency of tumors induced by doxorubicin in D. melanogaster.

KEYWORDS: Anticarcinogenic, Drosophila melanogaster; Gerioox®.

INTRODUGCAO

Toda informagéo genética esta inscrita nos genes das células, em uma
"memdéria quimica" conhecida como DNA. E por meio deste que 0s cromossomos
transmitem as informacdes para o funcionamento da célula e, consequentemente,
do organismo. A mesma, quando esta normal, pode sofrer alteragcdes no DNA,
alteracées estas conhecidas como mutagdes genéticas. Células cujo material
genético foi alterado passam a receber instrucbes erradas para suas atividades,
resultando em uma proliferacdo desorganizada, podendo culminar no aparecimento
do cancer (JORDE et al., 2010).

O cancer é uma doenca em que as células com alteracdes genéticas
crescem de forma anormal, invadindo outros tecidos que perdem a fungéo original
(FENECH, 2002; FERRARI; TORRES, 2002). Diversas situagdes podem interferir na
normalidade das células, tais como: agentes ambientais (tabagismo, raios
ultravioletas, metais pesados), fatores quimicos e biologicos, radicais livres, ou
mesmo predisposi¢do genética (FERNANDES; MELLO, 2008).

Os principais alvos da lesao genética referem-se a quatro classes de
genes: 0s proto-oncogenes (genes promotores de crescimento), genes supressores
do tumor (inibidores do crescimento), genes que regulam a morte celular
programada (apoptose) e genes do reparo do DNA (DORNELAS, MORAES-FILHO,
2016). Uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado os radicais livres
como grandes responsaveis por alteracoes nesses genes, efeito que estimula a
proliferacao celular inadequada e, como consequéncia, o cancer (CRUZ, 2001).

Os efeitos dos antioxidantes em relacdo a numerosos tipos desta
enfermidade ja vém sendo investigados (NETZEL et al., 2007). A terapia nutricional
com antioxidantes concomitante a administracdo de drogas antineoplasicas
apresenta varios beneficios ao tratamento oncolégico. Além disso, a oferta de
drogas antiblasticas (que combatem o cancer) associada as vitaminas antioxidantes
como A, E e C, resulta em menores efeitos colaterais e permite que a continuidade
do tratamento empregado ndo seja prejudicada, ja que a toxicidade causada pelas
drogas antineoplasicas é fator limitante desta terapia (CRUZ, 2001).

Esses agentes ainda protegem as células contra os efeitos dos radicais
livres, pois inibem a oxidacdo de substratos provocada por estes, atuando em
diferentes niveis de protecao (SOUSA et al.,, 2007). Desta forma, a terapéutica
nutricional baseada na utilizagdo de antioxidantes pode ampliar os conceitos da
terapia oncologica atual e permitir melhores resultados quanto ao controle do cancer
(KAPIL et al., 2004).

Os processos neoplasicos enquadram-se nas causas mais frequentes de
morte em caes no Brasil, sendo que esta incidéncia aumenta na populacao geriatrica
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(FIGHERA et al., 2008). As neoplasias trazem uma série de consequéncias para a
vida do animal, refletindo diretamente sobre a qualidade de vida do mesmo
(OLIVEIRA et al., 2013).

Nesse contexto, a busca por medicamentos anticancerigenos tem
aumentado com o propoésito de encontrar tratamentos com maior efetividade e mais
seletivos, ou que visem a descoberta de novas estratégias que impecam a
progressao da doenca, minimizando os efeitos indesejados. Baseadas em avangos
significativos na biologia do cancer, pesquisas buscam moléculas que atuem com
mecanismos especificos e eficazes para cada tipo da enfermidade (ALTMANN;
GERTSCH, 2007).

Algumas pesquisas relacionadas ao consumo do Gerioox® ja foram
realizadas com o intuito de verificar a eficacia na inibicdo do crescimento de alguns
tipos de tumores, principalmente tumores gastrointestinais e reprodutores,
entretanto, ndo existem, até o momento, comprovacdoes sobre esse efeito (SUAREZ-
MAHECHA et al.,, 2012), nem avaliagbes sobre a administracdo simultanea de
Gerioox® com agentes cancerigenos, como a doxorrubicina, utilizando a Drosophila
melanogaster como organismo teste.

O Gerioox® € um medicamento composto por 6mega 3, D-glucosamina,
sulfato de condroitina, vitamina E, cobre, zinco e selenito de sodio. E indicado
inicialmente como medicacao geriatrica com efeitos antioxidantes, condroprotetores
e dermatoldgicos para caes e gatos, de modo a melhorar a vitalidade e o estado
geral de animais em idade avangada (CAVALLET; WOUK, 2007).

A Drosophila melanogaster, também conhecida como mosca da fruta, é
empregada geneticamente desde 1909. Seu uso € recorrente em estudos, logo que
apresenta caracteristicas peculiares, tais como, ciclo de vida relativamente curto
(cerca de 10 dias a 25° C), facil manutencao em laboratério, além de fornecer
grande progénie (SNUSTAD; SIMMONS, 2006). Essa mosca possui consideravel
homologia genética com os mamiferos e adicionalmente um numero significante de
genes estudados (gene wits) na mosca confirmou ser homélogo de genes
supressores de tumores (LATS7) em humanos e outros animais (GRIFFITHS et al.,
2006).

Diante disso, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de
avaliar o possivel efeito anticarcinogénico do Gerioox®, por meio do teste para
deteccao de clones de tumores epiteliais (warts) em Drosophila melanogaster.

MATERIAL E METODOS

Agentes Quimicos

O Gerioox® € produzido pela Labyes Especialidades Veterinarias,
Valinhos, Sao Paulo, Brasil. Cada comprimido possui: Acidos Graxos Omega 3:
0,2mL/ Glucosamina: 0,149/ Gluconato de cobre: 0,003g / Gluconato de zinco: 0,029
/ Selenito de sédio: 0,005mg/ Sulfato de condroitina A: 0,15¢g/ Vitamina E: 0,059 e
excipientes g.s.p. 1,8 g (GERIOOX®, 2009). Foi utilizado no presente experimento
nas concentracées: 1, 2 e 4 mg/mL (lote 004/15), baseadas em estudo desenvolvido
por Capellari (2008), sobre a acao de diferentes componentes da matriz extracelular,
tais como o sulfato de condroitina (componente do Gerioox®), sobre a ecto-5'-
nucleotidase, proliferacdo, adesdo e migracdo celular na linhagem de células de
glioma humano U138-MG.

O agente indutor de tumor (controle positivo) foi o cloridrato de
Doxorrubicina (DXR), denominado comercialmente como Adriblastina®, pois
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apresenta atividade genotoxica e carcinogénica comprovada em Drosophila
(ORSOLIN et al., 2012; VASCONCELQOS et al., 2017). O mesmo foi preparado a
partir da adicdo de 0,03538g de Adriblastina® em 25 mL de 4gua osmose reversa
ultrapura, obtendo uma concentracdo de 0,4 mM (lote 5PL5023, CAS 25316-40-9).
O laboratério Pfizer é o responsavel pela producdo deste medicamento, que é
distribuido na forma de ampola com conteudo de 50mg. O acondicionamento é feito
no Labcim (Laboratério de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de
Patos de Minas) sob condicdes ideais de temperatura e auséncia de luz.

Teste para deteccao de clones de tumores epiteliais em Drosophila
melanogaster

A conservacgao evolutiva de genes supressores tumorais entre Drosophila
e mamiferos tem levado a estudos na inducdo e no desenvolvimento de tumores
nessas moscas. Diversos proto-oncogenes e supressores tumorais de mamiferos
encontram-se também nesta espécie, o que pode ser um auxilio na compreensao do
surgimento de canceres em humanos e animais (EEKEN et al., 2002). A similaridade
entre o gene supressor de tumor warts (wts) em Drosophila com o LATS1 em
humanos ja foram descritas. Quando deficiente este gene mostrou desenvolvimento
de sarcomas em tecidos moles e tumores ovarianos (NISHIYAMA et al.,1999).

Linhagens estoque

O teste wis foi executado mediante o uso de duas linhagens mutantes de
D. melanogaster (wts e mwh). A linhagem wits foi disponibilizada pelo Bloomington
Drosophila Stock Center, da Universidade de Indiana, Estados Unidos, com o
numero de registro: Bloomington/7052, enquanto a linhagem mwh/mwh foi fornecida
pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology and Animal Husbandry, Institute of Animal Science,
ETH Zurich, Schwerzenbach, Switzerland).

Os estoques das mesmas sdo mantidos e cultivados no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese do Centro Universitdrio de Patos de Minas,
armazenados em recipientes com meio de cultura proprio para D. melanogaster e
conservados em uma incubadora, a temperatura de 25° C e aproximadamente 60%
de umidade.

Cruzamento

Para obtencado de larvas heterozigotas (wts+/+mwh) foi realizado o
cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb'’com machos mwh/mwh, em meio de
cultura de banana. Apds 48 horas, machos e as fémeas foram colocados durante
oito horas, em frascos contendo meio préprio para postura (fermento e agucar), onde
as fémeas depositaram os ovos. As larvas de 72 horas, descendentes deste
cruzamento foram todas tratadas com Gerioox® (nas trés concentracdes informadas
anteriormente) e os respectivos controles: positivo (doxorrubicina) e negativo (agua
de osmose reversa).

Procedimento experimental
Tratamento

Larvas de 72 horas resultantes do cruzamento acima descrito foram
transferidas para frascos contendo 1,5 g de puré de batata (meio alternativo para
Drosophila) e 5 mL de Gerioox® em trés diferentes concentragdes (1, 2 e 4mg/mL),
além dos controles (separadamente). A associacdo entre Gerioox® e DXR foi
efetuada em sistema de cotratamento (envolvendo exposicdo simultdnea aos dois
agentes) para analise da possivel atividade anticarcinogénica do composto testado.
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Analises das moscas

Uma semana sequente ao tratamento, as moscas foram coletadas e
armazenadas em frascos com etanol 70%. Feito isso, estas foram separadas quanto
ao fendtipo (apenas moscas portadoras de pelos finos e longos apresentam o gene
wits, por isso, moscas com fenotipo de pelo curto e grosso sdo descartadas). Para a
analise das moscas foram utilizadas lupas estereoscopicas e pingas entomoldgicas.
Para o registro da frequéncia tumoral foi empregada uma planilha padrdao, que
separa quantitativamente a incidéncia de tumores nas regides da asa, cabeca,
corpo, olho, perna, halteres e o total por mosca, em cada concentracao testada.

Analise estatistica

As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumores das
concentracdes testadas e os controles foram calculadas utilizando o teste U, nao
paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme observado na Tabela 1 foi possivel verificar a frequéncia de
tumores nos diferentes segmentos do corpo da D. melanogaster em individuos
tratados com os controles (positivo e negativo) e as diferentes concentragdes de
Gerioox®. As larvas que nao foram submetidas ao cotratamento com Doxorrubicina,
mas somente expostas a solucao de Gerioox®, nas concentracdes de 1, 2 e 4mg/mL
apresentaram frequéncias de 0,23; 0,08 e 0,07 tumores por mosca,
respectivamente. Este resultado demonstra que o Gerioox®, quando comparado ao
controle negativo, ndo provocou aumento na frequéncia tumoral, o que revela
auséncia de efeito carcinogénico do Gerioox® nas trés concentragdes testadas.

TABELA 1. Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila
melanogaster, heterozigota para o gene supressor de tumor wits,
tratadas com Gerioox® isolado ou em associagao com doxorrubicina.

Tratamentos Numero de tumores analisados

Gerioox® DXR N. de Olho Cabeca Asa Corpo Perna  Halter  Total Frequéncia (N° de

(mg/mL) (mM)  moscas tumores/ mosca)
0 0 200 0 2 5 21 0 0 28 0,14
1 0 200 0 6 5 33 1 1 46 0,23ns*
2 0 200 1 1 3 11 1 0 17 0,08*
4 0 200 1 0 4 9 0 0 14 0,07*
0 0,4 200 18 20 44 200 9 18 309 1,54*
1 0,4 200 3 17 82 189 3 1 295 1,47ns**
2 0,4 200 6 15 85 121 8 2 237 1,18**
4 0,4 200 0 0 8 40 0 0 48 0,24**

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 nao significativos, quando comparados com o controle negativo.
ns**, valores considerados néo significativos, quando comparados com o controle positivo.
DXR, doxorrubicina.
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Para o controle negativo utilizou-se agua osmose reversa ultrapura,
observando a frequéncia de 0,14 tumores por mosca. Esta discreta indugcdo de
tumores ocorre devido a predisposicao genética do organismo teste. J4 o controle
positivo, 0,4 mM de DXR, induziu uma frequéncia de 1,54 tumores por mosca
(frequéncia significativamente superior a obtida no controle negativo). Tal fato
evidencia que a linhagem responde a indugcdo tumoral. A quimioterapia
antineoplasica altera o DNA da célula tumoral com a finalidade de conter o
crescimento. No entanto, como a substancia age sistemicamente, as células
saudaveis também podem sofrer tais alteracées, ocorrendo efeito pro-tumoral
(ALVES; NEPOMUCENQO, 2012).

Pode-se perceber ainda, por meio dos resultados encontrados, que nas
trés concentracdes estudadas de Gerioox®, foi constatado efeito anticarcinogénico,
uma vez que ao analisar as concentragdes associadas, em sistema de cotratamento
com a DXR, observou-se diminuicdo de tumores quando comparado ao controle
positivo isolado, embora o resultado tenha sido significativo apenas nas duas
maiores concentragbes (p<0,05). Nessas concentragbes as frequéncias totais de
tumores foram, respectivamente, de 1,47; 1,18 e 0,24 tumores por mosca. E
importante salientar que a frequéncia de tumores diminuiu com o aumento da dose
utilizada, indicando que a resposta de inibicao foi dose dependente.

Estudos anteriores corroboram com os resultados apresentados nessa
pesquisa. Segundo Gus et al. (2006), o zinco, o cobre, a vitamina E e o selenito de
sbédio, encontrados no Gerioox®, sdo antioxidantes por exceléncia, e atuam
eliminando os radicais livres, produtos naturais do metabolismo celular que quando
nao eliminados lesionam as células, provocando estresse oxidativo. Deste modo, a
acao antioxidante pode ser justificada como um dos mecanismos pelos quais o
Gerioox® reduziu a frequéncia de tumores, visto que um dos mecanismos de acao
da Doxorrubicina € a geracao de radicais livres.

Os danos oxidativos provocados nas células e tecidos tém sido
relacionados com a etiologia de varias doengas, incluindo doengas degenerativas
como cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares, além disso, os danos
causados pelos radicais livres no DNA desempenham papel importante nos
processos de mutagénese e carcinogénese (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Com o
passar do tempo, a concentracao de radicais livres na célula aumenta, e as defesas
naturais antioxidantes tornam-se insuficientes e, com isso 0 uso de compostos
antioxidantes identificados na dieta € um importante mecanismo de defesa contra os
mesmos (SCOTTI; VELASCO, 2003; KENNEDY, 2006).

Zicker et al. (2008), ap6s um estudo longitudinal com caes idosos,
concluiram que os componentes do Gerioox® possuem expressiva atividade
antioxidante, capaz de inibir a oxidagéo intracelular e das membranas celulares,
diminuindo a morte celular provocada pelos radicais livres e, consequentemente, as
doencas neoplasicas.

Os beneficios nutricionais e medicinais do acido eicosapentaenoico (EPA)
e docosahexaenoico (DHA), também conhecidos como acidos graxos altamente
insaturados 6mega 3, presentes no Gerioox®, tém sido muito discutidos em artigos e
conferéncias. Entre os efeitos fisioloégicos estdo a prevencdo e tratamento de
doengas cardiovasculares, hipertensao, inflamagoes em geral, asma, artrite,
psoriase e varios tipos de cancer (SUAREZ-MAHECHA et al., 2012).

Pode-se perceber que os antioxidantes presentes no Gerioox® podem
trazer beneficios para a prevencao e tratamento de varias doencas, inclusive o
cancer, pois possuem consideravel atividade sequestradora de radicais hidroxila;
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além de agir como um quelante de ferro, evitando os possiveis distlrbios
provocados por estes (KENNEDY, 2006).

Além do efeito antioxidante reconhecido do Gerioox®, estudos sugerem
que o dmega 3 pode causar a restauracao da via apoptética que geralmente esta
prejudicada nos tecidos neoplasicos, ativando fosfatases proteicas envolvidas na
inativacdo do Bcl-2 e na ativacdo da caspase-3, fatores que de maneira
independente promovem o aumento da apoptose (NARAYANAN et al., 2001). Dessa
forma, pode-se supor também, que o Gerioox®, ao induzir a apoptose em células
tumorais, pode ter contribuido para a regressao na frequéncia de tumores observada
no presente estudo.

A apoptose € um mecanismo biologico necessario para remover e retirar
células mutantes ou moderadamente prejudicadas. E uma resposta de morte celular
frente a agentes tdxicos e a desregulacdo € crucial no mecanismo de varias
patologias, inclusive o cancer. Existem evidéncias de que o zinco e vitamina E,
também presentes no Gerioox®, impedem que as células tumorais continuem o ciclo
celular, interrompendo-o na fase G1 e conduzindo as mesmas a apoptose
(LAMSONL; BRIGNALL, 1999; TRUONG-TRAN et al., 2000).

Sendo assim, o potencial de acdo das células malignas é reduzido e o
potencial anticarcinogénico verificado no Gerioox® justifica-se em decorréncia da
significativa composicdo, que apresenta atividade antioxidante e apoptdtica em
células tumorais, podendo reduzir o dano oxidativo e a frequéncia de tumores
induzidos pela doxorrubicina.

CONCLUSAO

O teste para a deteccado de clones de tumores em D. melanogaster foi
eficiente para identificar o potencial anticarcinogénico do Gerioox®, justificando a
utilizacdo do mesmo, uma vez que as analises das concentracdes associadas de
Gerioox® com Doxorrubicina evidenciam reducao na frequéncia de tumores em
relacdo ao tratamento isolado com DXR. A presenca de 6mega 3, vitaminas e
minerais na composicao do Gerioox®, os quais possuem atividade antioxidante e
apoptética amplamente reconhecida, podem explicar tal efeito.

Este estudo oferece oportunidades para que demais pesquisas sejam
desenvolvidas (envolvendo outras metodologias e outros organismos modelo), pois,
a exploracao das propriedades e efeitos bioldgicos do Gerioox® pode contribuir
positivamente para maior qualidade de vida e promover avancos benéficos na saude
e prognéstico de animais acometidos por tumores malignos.
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