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RESUMO

A Enrofloxacina foi a primeira fluoroquinolona introduzida e aprovada na medicina veterindria, sendo amplamente
utilizada em espécies domésticas, exdticas e silvestres, apresentando acdo bactericida contra uma grande variedade
de microorganismos. Devido a escassez de informacades disponiveis na literatura sobre o seu potencial téxico-genético,
o presente trabalho avaliou a atividade recombinogénica e mutagénica da enrofloxacina através do teste SMART.
Os resultados demonstraram aumentos significativos na frequéncia de inducdo de clones mutantes e indicaram que
a enrofloxacina pode atuar principalmente como indutora de recombinacdo homéloga, evento genético associado ao
processo carcinogénico.
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ABSTRACT

Enrofloxacin was the first fluoroquinolone introduced in markets and approved for veterinary uses. It exerts bactericidal
action against a variety of microorganisms, and is widely employed to treat diseases affecting domesticated, exotic and na-
tive species. Considering the paucity of information published on the genotoxic potential of enrofloxacin, the present study
investigates the recombinagenic and mutagenic actwities of the drug using the SMART assay. The results show significantly
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higher frequencies of mutant clone induction in treated samples, compared to controls, and indicate that envofloxacin may
act mainly as inducer of homologous recombination, an event associated with carcinogenesis.

Keywords: Enrofloxacin, fluoroquinolones, SMART, homologous recombination.

INTRODUCAO

Dentre os antimicrobianos mais utilizados, as
quinolonas fazem parte da classe de agentes com
maior eficiéncia no tratamento de vérias patologias
causadas por bactérias. Sua utilizagio é ampla e tem
sido empregada tanto na medicina humana quanto na

medicina veterinaria (BROWN, 2008).

O composto béasico mais antigo dessa classe de
agentes antimicrobianos sintéticos é o 4cido nalidixico,
que constitui as chamadas quinolonas de primeira

geracio (SUH; LORBER, 1995).

Devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia
bacteriana e a limitacio terapéutica das quinolonas, varios
estudos foram conduzidos no intuito de modificar a sua
estrutura quimica, para originar analogos de quinolonas
com baixos efeitos colaterais, a fim de garantir melhor
eficiéncia no diagndstico e prognéstico do individuo.
Sendo assim, foram originadas as quinolonas de segunda,
terceira e quarta geracio (BALL, 2000). Com a adi¢io
de fltor na molécula, originaram-se as fluoroquinolonas,
que sdo comumente utilizadas no tratamento de uma

gama de afecgoes (DAVIES, 1996).

A enrofloxacina (Figura 1) foi a primeira fluoroquinolona
introduzida e aprovada na medicina veterindria para uso
em animais de pequeno porte, sendo considerada eficaz e
segura em terapias combinadas com outros medicamentos
(PAPICH; RIVIERE, 2001). O emprego da enrofloxacina
tem apresentado répida acio bactericida contra uma gama
de agentes patogénicos e vem sendo utilizada em espécies
domésticas, exdticas e silvestres. Sua administragio é
bem tolerada, tanto por via oral, como subcutanea e

intramuscular (MARTINEZ et al., 20006).

Figura 1. Estrutura quimica da enrofloxacina. Modificado de
Hu et al., 2007.
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Com auxilio de estudos de farmacocinética,
pode-se evidenciar que a enrofloxacina possui um
metabdlito principal, a ciprofloxacina, e sua atividade
antimicrobiana tem sido associada em parte 2 acio deste

metabdlito (MENGOZZI et al., 1996).

A agio das fluoroquinolonas estd centrada na
inibicdo da replicagio do DNA bacteriano, através
de sua agio sobre as enzimas topoisomerases tipo
II bacterianas, a DNA girase e a topoisomerase V.
Consequentemente, quando ha bloqueio da sintese
de DNA e divisdao da célula, ocorre a morte da
bactéria (SUH; LORBER, 1995; KHOBURSKY;
COZZARELLI, 1998).

Em fungfo da similaridade estrutural e funcional da
topoisomerase Il com a girase, a ocorréncia de reacoes
cruzadas pode desencadear um papel potencialmente
genotdxico (FORT, 1992). Sendo assim, o fato de
existirem poucos dados na literatura acerca da atividade
genotoxica das fluoroquinolonas in vivo, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos genotéxicos
da enrofloxacina, utilizando o teste para deteccio
de mutagio e recombinag¢do somdtica em Drosophila
melanogaster (SMART).

MATERIAIS E METODOS

Teste para deteccao de mutacao e
recombinacao somatica (SMART)

O medicamento utilizado foi a Enrofloxacina
(Baytril®) obtido da Bayer S.A., Sdo Paulo, SE Brasil.
Foram analisadas quatro diferentes concentragdes de
enrofloxacina: 2,5, 5, 10 e 20 mM. Como diluente
e controle negativo foi utilizado 4dgua destilada e
deionizada. Como controle positivo foi utilizado o agente

alquilante Etilmetanosulfonato (EMS, CAS 62-50-0)
obtido da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.

O teste SMART baseia-se na identificagdo de
pelos com fenétipos mutantes que sio originados em
decorréncia de lesdes em nivel de DNA. Essas alteragoes
sdo originadas em células dos discos imaginais, que
por divisdo mitdtica, darfo origem as asas dos adultos.
Através da analise desses pelos com fenétipos mutantes,
podemos verificar a ocorréncia de mutagdes pontuais,

Revista de Iniciagéo Cientifica da ULBRA - N°10/2012



aberracdes cromossOmicas e rearranjos estruturais

(ANDRADE et al. 2004).

O ensaio fez uso de duas linhagens diferentes de
Drosophila melanogaster, portadoras de genes marcadores
especificos, localizados no cromossomo 3. Tais linhagens
sdo designadas como flr’ e mwh e o cruzamento entre
essas linhagens da origem a larvas com duas constituigoes
genotipicas, no que se refere aos genes marcadores:
larvas mwh +/ + flr’ - que so trans-heterozigotas para
os marcadores recessivos mwh e flr’ e larvas mwh +/
TM3,Bd® - heterozigotas para o cromossomo TM3,
necessario para balancear o marcador flr’, ja que este é
letal em homozigose (GARCIA-BELLIDO; DAPENA,
1974). Os adultos heterozigotos para 0 cromossomo
TM3 apresentam recortes nas asas - determinados pelo
gene marcador Bd® - o que permite diferencid-los dos
imagos trans-heterozigotos, que apresentam asas com
formato redondo normal.

Sendo assim, as larvas provenientes desses cruzamentos
foram submetidas aos tratamentos com as diferentes
concentracdes da enrofloxacina e controles negativo e
positivo. Apds o nascimento desses individuos tratados, as
asas dos adultos foram retiradas e submetidas 2 montagem
em lAminas de vidro contento cinco pares de asas de
machos e cinco pares de asas de fémeas. A anélise dessas
lAminas foi feita em microscépio dptico com aumento
de 400 vezes onde se fez uma varredura de ambos os
lados ventral e dorsal das asas em busca dos fenétipos
mutantes.

Foram analisados 50 individuos de cada tratamento,
observando-se manchas com os fenétipos pelos mdltiplos
e/ou pelos com a base alargada - refletindo a expressao
dos marcadores genéticos, representados pelos genes
recessivos mwh e/ou fli’, respectivamente. Os diferentes
tipos de manchas sao designados como simples mwh ou
flr*, quando apenas um dos marcadores se expressa, ou
como manchas gémeas, quando tanto pelos miltiplos
(mwh), como pelos com a base alargada (flr’) estdo
presentes dentro de uma mesma mancha (GRAF et

al., 1984).

A anilise estatistica foi realizada através da
comparagio dos resultados obtidos nos diferentes
tratamentos com aqueles obtidos no controle negativo.
Para tanto, utilizamos o teste binomial condicional
de Kastembaum e Bowman (1970), seguindo o
procedimento de decisdes muiltiplas de acordo com Frei
e Wurgler (1988). Para fins de confirmar resultados e

excluir outliers utilizam.os o teste U de Wilcoxon, Mann
e Whitney (FREI; WURGLER, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas quatro diferentes concentracdes,
2,5, 5,0, 10,0 e 20,0mM para a enrofloxacina. Tais
concentracdes foram determinadas a partir de
experimento piloto, onde foram escolhidas doses
que garantiram a sobrevivéncia de no minimo 70%
da moscas. Os dados obtidos em dois experimentos
independentes foram agrupados, uma vez que no foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes.

Os resultados obtidos no cruzamento padrao apds
exposicio cronica das larvas aos tratamentos estao
demonstrados na figura 2. No caso de diagndstico
estatistico positivo, as moscas mwh/TM3 (Figura
3) também foram analisadas, o que proporcionou
quantificar a propor¢io dos eventos de mutagio e
recombinagio para a genotoxicidade total observada.

Figura 2. Frequéncia de inducao de clones mutantes a partir
da andlise dos individuos trans-heterozigotos
apods exposicao cronica das larvas a diferentes
concentracdes (mM) de Enrofloxacina.
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Figura 3. Frequéncia de inducao de clones mutantes a
partir da andlise dos individuos heterozigotos-TM3
apds exposicao cronica das larvas a diferentes
concentracdes (mM) de Enrofloxacina.
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Os valores de controle negativo foram 0,78 para a
progénie Trans-heterozigota e de 0,38 para os individuos
heterozigotos-TM3, o que estd em conformidade com
relatos da literatura (FREI; WURGLER, 1995;1996).
No que se refere aos resultados de genotoxicidade,
a enrofloxacina induziu aumentos significativos na
indugio de clones mutantes para o total de manchas
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dos individuos trans-heterozigotos, quando comparado
ao respectivo controle negativo. Os resultados positivos
foram observados nas duas concentragdes mais altas,
10 e 20 mM, evidenciando que a enrofloxacina induziu
alteracoes no material genético das células somaticas de
Drosophila melanogaster.

Na analise do gendétipo TM3, a enrofloxacina nio
promoveu aumentos significativos no total de manchas
observadas. Para quantificar a propor¢io de eventos
mutagénicos e recombinogénicos, foi feita a anélise
dos individuos heterozigotos-TM3 nas duas maiores
concentragdes. Os resultados obtidos apontaram que
cerca de 60 - 66% da atividade encontrada esté associada
a recombinacdo somética e 34 - 39 % a atividade
mutagénica génica e/ou cromossdmica (Figura 4). Todos
os eventos detectados na progénie heterozigota-TM3
sd0 exclusivamente mutacionais, ja que, a presenga do
cromossomo balanceador TM3 torna os produtos de
recombinacio inviaveis. Sendo assim, pode-se apontar
a enrofloxacina como indutora preferencialmente de
recombinac¢ao homologa.

Figura 4. Contribuicdo dos eventos de mutacao e
recombinacao (%) para a genotoxicidade
observada nas concentragoes de 10mM e 20mM
da Enrofloxacina
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A enrofloxacina é uma fluoroquinolona desenvolvida
exclusivamente para uso em medicina veterindria.
Além do amplo espectro de agio, é caracterizada por
atuar contra microorganismos resistentes a outros

antimicrobianos de uso veterinario (BALL, 2000; FANG
et al., 2000; BROWN, 2008).

Dados prévios com relacdo a atividade genotoxica
da enrofloxacina demonstraram que ela pode atuar
como indutor de aberragdes cromossOmicas in vitro
em linfocitos de sangue periférico humano. Parte
da genotoxicidade da enrofloxacina foi atribuida
ao seu metabdlito, a ciprofloxacina (GORLA et al.,
1999). De fato, alguns estudos tém demonstrado que
a enrofloxacina é convertida em ciprofloxacina em
diferentes espécies (KAARTINEN et al., 1995; CESTER;
TOUTAIN, 1997), e ja foi apontado, anteriormente,

que a ciprofloxacina apresentou efeito clastogénico em
células V79 de hamster Chinés e aumentou a frequéncia
de micronicleos e quebras de DNA em células WTK-1
humanas, nos ensaios de microntcleos com bloqueio
da citocinese (CBMN) e Cometa. Além disso, a
ciprofloxacina induziu aberragdes cromossdmicas em
células da medula 6ssea de camundongos (MUKHERJEE
etal., 1993).

As fluoroquinolonas se ligam ao complexo DNA —
topo II, formando o complexo ternério e interferindo no
processo de quebra/religamento das cadeias do DNA
pela topo 1. Este processo resulta em quebras duplas de
fitas do DNA, bloqueio do processo replicativo e morte
celular. J4, a recombina¢ao homéloga atua nas quebras de
cadeias de DNA, favorecendo o processo de replicagio
(ROTHSTEIN et al., 2000; BISHOP; SCHIESTL,
2001). Desta forma, considerando a homologia funcional
e estrutural entre a topo Il eucariética e a enzima
procaridtica, pode-se explicar a maior frequéncia de
eventos recombinacionais observados no presente

trabalho.

Sendo assim, a recombinacio homodloga que atua
como um mecanismo de reparo de DNA pode resultar
na perda da heterozigosidade de genes envolvidos na
regulacdo do ciclo celular. Estas alteragoes genéticas
podem exercer papéis importantes nas diferentes
etapas do processo carcinogénico, revelando mutagoes
recessivas (BISHOP; SCHIESTL, 2003).

Finalmente, para avaliar o risco associado a exposi¢do
a enrofloxacina, é essencial que os efeitos genotdxicos
desta substincia sejam investigados e, portanto, a
utilizacao do teste SMART como bioensaio para avaliar
o perfil genotéxico desta classe de compostos se justifica,
uma vez que o SMART detecta simultaneamente
eventos de mutacio génica e/ou cromossdmica e também
recombinagio somética. Outro ponto relevante refere-se
a semelhanga genética e bioquimica entre a Drosophila e
mamiferos, além da homologia encontrada entre genes
supressores tumorais e oncogenes humanos, motivo pelo
qual ela é considerada um excelente modelo para estudos

de genotoxicidade (TICKOOj; RUSSEL, 2002).

CONCLUSAO

Foram observados resultados positivos, para o total de
manchas nas concentragdes mais altas, 10,0 e 20,0 mM para
aenrofloxacina, nos individuos trans-heterozigotos, quando
comparadas ao controle negativo. Por outro lado, nfo foi
observado nenhum aumento significativo na frequéncia
do total de manchas para os individuos heterozigotos
TM3. Neste sentido, pode-se concluir que a enrofloxacina
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. Induction of somatic mutation and recombi-
nation by four inhibitors of eukaryotic topoisomerases
assayed in the wing spot test of Drosophila melano-

atua preferencialmente como indutora de recombinagio
homologa somética, evento genético que estd associado a
diferentes etapas do processo carcinogénico.
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