Investigacao da atividade mutagénica de dois
agentes antibacterianos em células somaticas de
Drosophila melanogaster

Bianca ReciNA RiBas DE ABREU '
SIMONE THOME 2

MauRricio LEHMANN 2

RarFAeEL Robrigues DiHL #

RESUMO

O teste para detec¢do de mutacdo e recombinagdo somdtica (SMART) em Drosophila melanogaster
foi empregado para avaliar o potencial genotéxico in vivo de duas fluoroquinolonas, Ciprofloxacina
e Norfloxacina. Os dados obtidos indicaram que a Norfloxacina ndo induziu aumentos significativos
nas frequencias de clones mutantes quando comparado ao controle negativo (CN), indicando que
este fdrmaco, ndo possui atividade genotéxica. Por outro lado, a Ciprofloxacina, nas duas maiores
concentracoes avaliadas, aumentou a frequencia de manchas em relacdo ao CN, evidenciando o seu
papel mutagénico.
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ABSTRACT

The somatic mutation and recombination test (SMART) in Drosophila melanogaster was used to assess the
in vivo genotoxic potential of two fluoroquinolones, Ciprofloxacin and Norfloxacin. The data obtained show that
Norfloxacin did not induce significant increase in mutant clone frequencies, when compared to negative control
(NC), revealing that the drug does not exert genotoxic activity. On the other hand, Ciprofloxacin increased spot
frequencies in comparison to NC at all concentrations tested, underlining the mutagenic role it plays.

Key words: genotoxicity, fluoroquinolones, SMART, homologous recombination, loss of heterozigosity.

INTRODUCAO

Nos dias atuais, hd uma constante preocupacao
com a exposi¢io a diversos tipos de contaminantes
que possam oferecer riscos a satide da populacio e
aos ecossistemas associados (DAUGHTON; TER-
NES, 1999). Dentre estes, os residuos de farmacos
presentes no ambiente tém sido pauta de muitas
discussoes na comunidade cientifica. H4 uma grande
preocupacio principalmente com os antibidticos, em
fungio de sua ampla utilizagio na Medicina Humana
e Veterindria, exercendo um papel importante na
ampliagio e manutencio da resisténcia de patégenos
(CAMPEAU et al., 1996).

Dentre as classes de agentes antimicrobianos
com maior eficiéncia estdo as quinolonas, sendo
utilizadas no tratamento de uma variedade de in-
feccoes (BROWN, 2008). Na Medicina Veterinéria
as fluoroquinolonas sdo usadas em casos de enterite
por Escherichia coli ou mastite aguda por Staphylo-
coccus aureus, tanto em bovinos como em ovinos.
Em caninos e felinos estes fArmacos mostram-se
efetivos no tratamento de infec¢des geniturindrias,
dermatites cutineas, infeccoes do trato respiratério

e digestério (MANDELL; PETRIJR., 1996; BRO-

WN;, 2008). Na medicina humana as quinolonas
vém sendo utilizadas para o tratamento de infec¢oes
respiratorias, osteomielite e dermatites bacterianas

(BALL, 2000).

As quinolonas sdo farmacos antimicrobianos
que tem como unidade basica o 4cido nalidixico (Fi-
gura 1). A estrutura no 4cido nalidixico é formada
por uma base estrutural com o anel 4-quinolona,
que possui um acido carboxilico na posigao C-3.
Essa estrutura estd diretamente relacionada com

a sua atividade antimicrobiana (WOLFSON;
HOOPER, 1985).

O aumento da resisténcia aos medicamentos
antibacterianos tem desencadeado a procura por
novos agentes com tais propriedades (FOROUMALI
etal., 2003). Assim, foram sendo criados analogos
de quinolonas com modificagdes estruturais, como
a adi¢do de uma molécula de fltor na posi¢ao C7,
originando entdo as fluoroquinolonas (BALL,
2000). Dentre estas, a ciprofloxacina e a norfloxaci-
na (Figura 2), objetos deste estudo, sdo classificadas
como membros da segunda geragio de quinolonas,
comercializadas para humanos, com aplicacio em

animais (PAPICH; RIVIERE, 2001).
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Figura 1. Estrutura Quimica do Acido Nalidixico
(HU et al., 2007)
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Figura 2. Estrutura Quimica da Ciprofloxacina (a)
e da Norfloxacina (b) (HU et al., 2007)

As Fluoroquinolonas atuam sobre as DNAs
topoisomerases tipo II procaridticas, que sdo: a
DNA girase, que introduz superespirais negativas
no DNA e a Topoisomerase IV que faz a separagio
das cadeias recém sintetizadas apds a replicacdo
(WANG, 1996). Nas bactérias Gram negativas,
como E. coli, o principal alvo das fluoroquinolonas
é a Girase e nas Gram positivas como S. aureus, a

Topoisomarese IV (TAKEI et al., 2001).

A DNA Topoisomerase tipo Il eucaridtica atua
na mitose, estando envolvida na condensacéo dos

cromossomos, na segregacio das duplas hélices
do DNA e na manutengio da cromatina. Atua
também sobre 0 mecanismo de reparo por recom-

binacdo (LARSEN et al., 1988).

Em funcio da similaridade estrutural e fun-
cional entre a topo II eucaridtica com a girase e a
topoisomerase IV bacteriana, as fluoroquinolonas
podem ser capazes de inibir a agio da topo II de
eucariotos através de uma reacio cruzada, podendo
entdo exercer um papel potencialmente genotdxico

e carcinogénico (FORT etal., 1992; MUKHERJEE
et al., 1993; ITOH et al., 2000).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade genotdxica de duas fluoroquino-
lonas, através do Teste para Deteccio de Mutagio
e Recombinc@o Somética (SMART) em Drosophila
melanogaster.

MATERIAL E METODOS

Agentes antibacterianos

No presente estudo, foram utilizados dois medica-
mentos antimicrobianos, Ciprofloxacina (Cipro200)
adquirido da Bayer S. A., Sao Paulo, SB Brasil e
Norfloxacina (Norfloxacina) adquirido da Unifo
Quimica Farmacéutica Nacional S. A., Sdo Paulo,
SE, Brasil. Como controle positivo foi utilizado o
Etilmetanosulfonato (EMS, CAS 62-50-0) obtido da
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. As solugdes de
Ciprofloxacina foram preparadas utilizando 4gua des-
tilada e foram utilizadas as seguintes concentracoes:
0,75, 1,5 3,0 e 6,0 mM. Para a Norfloxacina, o 4cido
acético a 1% foi utilizado como controle negativo e
diluente, sendo testadas as seguintes concentragoes:

2,5,5,0, 10,0 e 20,0mM.
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Teste para Deteccédo de Mutacao
e Recombinacado Somatica
(SMART)

O teste SMART de asa possibilita a detecgio
simultinea de mutagio génica, aberra¢des cromos-
sOmicas — representadas por eventos aneugénicos
e clastogénicos — e/ou recombinagio somdtica
(GRAF et al., 1984; WURGLER; VOGEL, 1986;
VOGEL; ZIJLSTRA, 1987). Tais alteracoes sdo
induzidas nas células dos discos imaginais que, apds
intmeras divisdes mitéticas, dardo origem as asas
dos adultos com seus pelos ou tricomas. A andlise
é realizada por meio da observacdo de grupos de
células (clones mutantes) nas asas dos adultos que
expressam fenotipicamente os genes marcadores
flr* oumwh, responséveis pelas mudangas na forma
dos pélos. Estes fendtipos refletem a ocorréncia
de alteragbes genéticas originadas pela perda de
heterozigose nas células larvais.

Cruzamentos e Tratamentos

Nesta abordagem experimental foi empregado
o cruzamento padrio, que utiliza 2 linhagens de
Drosophila melanogaster. Assim, fémeas virgens flr’
foram cruzadas com machos mwh, originando larvas
portadoras de niveis basais de atividade metabdlica
dependente de citocromo P-450. Este cruzamento d4
origem a larvas com duas constitui¢des genotipicas,
no que se refere aos genes marcadores localizados
no cromossomo 3: Larvas mwh +/ + flr® - que sdo
trans-heterozigotas para os marcadores recessivos
mwh e flr’ e larvas mwh +/TM3,BdS - heterozigotas
para o cromossomo TM3, necessério para balancear
o marcador flr’, ja que este é letal em homozigose
(GARCIA BELLIDO; DAPENA, 1974).

Os cruzamentos foram realizados utilizando 80
fémeas para 40 machos, durante 3 dias, em vidros

contendo meio de cultura padrio. Apds este periodo,
os casais foram transferidos para vidros contendo
meio de ovoposicio, onde permaneceram por 8 h.
Passado este tempo, os adultos foram descartados.
Depois de 72 h do inicio do periodo de ovoposigio,
foram coletadas apenas as larvas de terceiro estagio
por flotagio em dgua corrente. Estas larvas foram, en-
tAo, submetidas ao tratamento crdnico com diferen-
tes concentragdes dos antibiéticos por um periodo de
48 horas. Todos os adultos que nascerem 10-12 dias
apds a postura dos ovos foram conservados em etanol
70%. Posteriormente, foi realizada a montagem das
asas dos individuos trans-heterozigotos em laminas
de vidro contendo 10 asas de fémeas e 10 asas de
machos que foram entio analisados em microscépio
Sptico com aumento de 400 vezes.

Analise Estatistica

Foi utilizado o teste binomial condicional de
Kastembaum e Bowman (1970), seguindo o proce-
dimento de decisdes miltiplas de acordo com Frei
e Wiirgler (1988). Com o objetivo de confirmar os
resultados positivos e excluir outliers foi efetuado

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

RESULTADOS

A escolha das doses utilizadas neste estudo
foi realizada em um ensaio piloto de toxicidade.
Apenas as concentra¢des que permitiram a sobre-
vivéncia de no minimo 70% dos individuos foram
investigadas no teste SMART. A partir dai, foram
realizados dois experimentos em triplicata para
cada fluoroquinolona. Além disso, um total de 40
individuos foi avaliado por tratamento para cada
um dos antibidticos.

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA - 2011



As frequéncias de danos genéticos induzidos
pela exposicio cronica das larvas de terceiro estagio
a Norfloxacina estio representadas na Figura 3. Os
resultados demonstraram que as concentragdes
avaliadas deste farmaco nio induziram aumentos
significativos nas frequéncias das diferentes classes
de manchas analisadas, quando comparado ao
seu respectivo controle negativo. Desta forma, a
Norfloxacina, no SMART, nao induziu danos no
material genético.

Os resultados referentes a avaliagio genotdxica
da Ciprofloxacina estdo representados na Figura 4.
Quando comparamos os diferentes tratamentos ao
controle negativo, verificamos que nas duas maiores
concentracdes testadas — 3,0 e 6,0 mM - foram obser-
vados resultados positivos para o total de manchas,
que representa a genotoxicidade total do agente
testado. Portanto, a Ciprofloxacina pode exercer seu
papel genotdxico em altas concentragoes.
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Figura 3. Frequéncia de inducao de clones mutantes
obtida no cruzamento padréo apds expo-
sicdo cronica das larvas de 3° estagio a
diferentes concentrac6es de Norfloxacina.
MSP: Manchas Simples Pequenas. MSG:
Manchas Simples Grandes. MG: Manchas
Gémeas. TM: Total de Manchas. CN: Con-
trole Negativo.
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Figura 4. Frequéncia de inducao de clones mutantes
obtida no cruzamento padrao apds expo-
sicao crbnica das larvas de 3° estagio a
diferentes concentracdes de Ciprofloxacina.
MSP: Manchas Simples Pequenas. MSG:
Manchas Simples Grandes. MG: Manchas
Gémeas. TM: Total de Manchas. CN: Con-
trole Negativo.
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi investigada a agio
genotodxica in vivo de dois agentes antibacterianos,
utilizados na Medicina Humana e Veterindria, por
meio do teste SMART em Drosophila melanogaster.

No que se refere aos resultados observados para
a Norfloxacina, este agente néo foi capaz de induzir
aumentos significativos nas frequéncias de clones
mutantes em nenhum dos tratamentos realizados.
Portanto, nao foram detectados danos relacionados
a mutacdo génica, cromossdmica e recombinaco
somatica, ja que estes sio os parametros genéticos

detectados no SMART.

Hayasaki et al. (2006) demonstraram que a
Norfloxacina, in vitro, induziu mutagdes génicas em
Escherichia coli na presenca ou auséncia da fragao
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de metabolizacdo S9. Itoh et al. (2006) também
demonstraram que a Norfloxacina pode exercer
um papel potencialmente genotdxico promovendo
quebras de fita simples de DNA e mutagdes cromos-
somicas em células WTK-1 humanas através dos
testes cometa e CBMN, respectivamente.

Ao contrario do que ocorre com a DNA girase e a
topoisomerase [V procaridtica, altas concentragdes de
fluoroquinolonas sfo necessérias para inibir a Topo 11
de eucariotos (HEISIG, 2009). Assim, possivelmente
as doses de Norfloxacina utilizadas no nosso ensaio in
vivo nio foram altas o suficiente para inibir a enzima
eucarittica. Desta forma, quando nio h4 processo
inibitério, ndo podem ser observados eventos genoto-
xicos. Adicionalmente, Herbold et al. (2001) salien-
tam que para algumas quinolonas, as concentragoes
necessaria para inibir a topo Il eucariética podem ser
obtidas in vitro, mas nfo in vivo.

Os resultados observados para a Ciprofloxacina
no nosso sistema experimental apontaram para a
acio genotodxica deste farmaco nas duas concentra-
¢Oes mais altas investigadas — 3,0 e 6,0mM. Em cé-
lulas V79 de hamster Chinés, a Ciprofloxacina au-
mentou significativamente os danos clastogénicos.
Ela foi também capaz de aumentar as frequéncias
de Microntcleos em células WTK-1 e promover
quebras de DNA nas mesmas células (ITOH et al.,
2006). Com relagéo aos dados de genotoxicidade
in vivo, a literatura aponta resultados conflitantes.
Mukherjee et al. (1993) encontraram resultados
positivos no teste de aberracdes cromossdmicas
em medula éssea de camundongos. Entretanto,
Herbold et al. (2001) utilizando o mesmo ensaio
e condigdes semelhantes, demonstraram auséncia
de atividade genotéxica, mesmo quando altas
concentragdes foram utilizadas.

No nosso estudo in vivo, a ciprofloxacina foi
genotdxica, entretanto, a toxicidade genética ob-

servada no teste SMART pode estar relacionada,
preferencialmente, com eventos recombinogénicos,
em fungio da alta sensibilidade do SMART na
detecgio deste evento genético. De fato, os demais
trabalhos citados anteriormente, nio avaliaram
este parametro.

As fluoroquinolonas se ligam ao complexo
DNA - topo II, impedindo o processo de fe-
chamento das quebras duplas na molécula de
DNA. Considerando que estas quebras contri-
buem de forma significativa para a ocorréncia
da recombinacio homodloga, pode-se explicar a
genotoxicidade observada para a Ciprofloxacina
no presente estudo. Além disso, soma-se o fato
de que a recombinagio funciona como um me-
canismo de reparo de DNA que pode resultar na
perda da heterozigosidade de genes envolvidos na
regulacio do ciclo celular, o que pode desencadear
0 processo carcinogénico.

CONCLUSAO

A constante presenca de residuos de farmacos
no ambiente é preocupante. Esses residuos podem
causar danos tanto para a populagio quanto para os
ecossistemas associados (HU et al., 2007). Assim,
é de fundamental importancia a utilizagio de en-
saios com o objetivo de avaliar o perfil genotéxico
associado a estes medicamentos.

Os dados obtidos a partir deste estudo in-
dicam auséncia de atividade genotdxica para a
Norfloxacina e apontam para a acio mutagénica
da Ciprofloxacina in vivo. Neste sentido, faz-se
necessério avaliar o genétipo TM3, para que seja
possivel quantificar a real contribuicio dos even-
tos recombinacionais para a genotoxicidade da
Ciprofloxacina.
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