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RESUMEN

Dadala importancia clínica de las quinolonas en e! control de enfermedadesinfecciosasy las posibles
implicacionesque puede tener e! hecho de que estasmoléculasseanagentesmutagénicosen bacterias,e!

presenteestudioseha centradoen profundizaren losmecanismosdemutagénesis,utilizando la ciprofloxacina

comomoléculamodelo. En lo que serefiere a los mecanismosde mutagénesis,seha demostradoque parala

mutagénesisinducida por ciprofloxacina, serequiere que las bacteriasposeanun sistemade reparaciónde
escisióndenucleótidos (NER) funcional, descartándosequee!operónmoa, el cual codificagenesdebiosíntesis

decofactoresdemolibdeno,tengaalgúnpapelendichamutagénesis.

Estosresultadoscorroboran estudios anteriores, que sugeríanla participación de! sistemaNER en dicha

mutagénesis,e indican que probablementeotros genesde!eccionadosen las cepasde ensayode S. enterica

TyphimuriumTAI04 y TA2659 distintos de! uvrB, no deben tener un papel importante en la mutagénesis

mediadapor lasquinolonas.

Elconjuntodeestosresultadosindica quelasquinolonasdebenproducir diferentestiposdelesionesene!DNA

delascélulasbacterianas.Así, la interacción dela moléculadequinolona con e! complejoDNA - DNA girasa
debegenerarun tipo dedistorsiónanálogaaun enlaceintercatenario, dando lugarauna lesiónpremutagénica.
Dichalesiónpuedeserprocesadapor e! sistemaNER y convertirse en una lesión mutagénicasobrela cual

actuaríauna DNA polimerasatendiente al error, análogaa MucAB y que introduciría una mutación. Este

mecanismodemutagénesisdebesercomúnaestetipo demoléculas.

En atención a estosresultadosse discute las posiblesimplicaciones de la exposición de las poblacionesde

patógenosabajasdosisdequinolonasy seproponeestetipo deestudiocomoclaveparael desarrollodenuevas
moléculasdeestafamilia de antimicrobianos,loscualesdeberíanpresentaruna mejor actividad antibacteriana

juntoaunabajacapacidaddeintroducir mutaciones.
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Doctor en Biotecnología. Grupo de Genética y Biotecnología. Universidad Privada Antenor Orrego.

Pueblo cont. 17(2) 2006 I 173



José G. González Cabeza

ABSTRACT

Given the c1inic importance of the quinolones in the contral of infectious diseases and their possible

involvement in the bacterial mutagenesis, this study has been focused to gain insight into the mutagenesis

mechanisms using ciprafloxacin asa model. In reference to the mutagenic mechanisms, it has been shown that

bacteria must own a functional nucleotide excision repair system (NER) for taking part the ciprofloxacin-

induced mutagenesis. Furthermore, it has been rule out that moa operan, which codifíes genes participating in

the biosynthesis of molybdenum cofactors, has a role in such mutagenesis pracess.

These results support early studies which suggested the participation of NER in the above mentioned

mutagenesis and indicate that likely other deleted genes apart fram uvrB in the tester strains T A 104 and

TA2659 ofSalmonella typhimurium may not have an important role in the quinolones mediated mutagenesis.

All these results together indicate that quinolones have to praduce different kinds ofDNA lesions in bacterial

cells. Thus the interaction of quinolone molecule with the DNA-DNA gyrase complex has to generate a type of

distortion analogue to an interchain bond, giving rise to a premutagenic lesionoThis lesion can be processed by

the NER system and become a mutagenic lesion that could be bypassedby an error-prone DNA polymerase (as

MucAB) intraducing a mutation. Such mutagenic mechanism has to be common to that kind of molecules.

Having in mind this results the possible implications of the pathogen population exposition to low doses of

quinolones is discussed, and it is proposed that these studies are key for the development of new quinolone

molecules, which should present both a hígher antibacterial and a low capability of mutagenic activities.

Key words: Cloning, operan, rnutagenesis, quinolones, NER, Salmonellaryphimunum.

murium que integran este ensayo, es la cepa TAI02, la

que detecta la mutagénesis producida por quinolonas (Le-

vin et al. 1982; Levin et al. 1984; ysern, et al. 1990). Esta

cepa se caracteriza por contener la diana mutacional

hisG428 en un plásmido multicopia, el pAQ1, e! cual se

presenta en unas 30 copias por célula. La mutación

hisG428 fue obtenida por tratamiento con 2-

aminopurina y se caracteriza por ser una mutación sin

sentido que afecta al codon 207 que codifica la fosforri-

bosil ATP transferasa, enzima que cataliza la primera

reacción de la ruta de biosíntesis de histidina. Una carac-

terística destacable de esta cepa es que presenta un siste-

ma NER perfectamente funcional y que es especialmente

sensible a la mutagénesis producida por agentes oxidati-

vos (Koch, et al. 1996; Levin et al. 1982). De hecho, fue

obtenida por e! grupo de Ames para detectar a este tipo

de agentes mutagénicos, dada la baja sensibilidad de las

demás cepas de ensayo frente a estos compuestos.

Conjuntamente a la cepa TAI02, hay otras como la

TAl 04 y T A2659 que también son portadoras de la men-

cionada mutación hisG428. Si bien ésta se localiza en e!

cromosoma, ambas cepas se diferencian porque la prime-

ra es portadora de! plásmido pKM 101.

Como se ha comentado anteriormente, la utilización

INTRODUCCiÓN

Las primeras sugerencias de que las quinolonas podían

dar lugar a sucesos mutacionales en bacterias están referi-

das a los ácidos nalidíxico y oxolínico (Levin, et al. 1994).

Posteriormente se confirmaron estos datos y se demostró

claramente que otros compuestos de esta familia también

eran inductores de mutaciones en bacterias (Ysern, et al.

1990; Gocke, 1991; Mamber,etal. 1993).

Las mejores evidencias de esta actividad se han con-

seguido a través de! ensayo de retromutación de S. enrerí-

ea Serov. Typhimurium, que se caracteriza por disponer

de una amplia colección de cepas de esta especie, las cua-

les poseen diferentes dianas mutacionales en e! operon

histidina y se basa en cuantificar la retromutación His' a

His + (M;ron y Ames, 1983). Algunas de estas cepas pre-

sentan una mayor sensibilidad a la acción de diferentes

mutágenos, gracias a que su gen uvrB está deleccionado,

poseen una ~ayor permeabilidad y contienen e! plásmi-

do pKM101, que promueve la síntesis de translesión

dependiente de! sistema SOS, gracias a la presencia del

operon mucAB en dicho plásrnido (Maron y Ames, 1983;

Ames y Levin, 1986; Porwollik, et al. 2001).

Entre las diferentes cepas de S. enterica Serov. Typhi-
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delacepaTA102 demostró la capacidad mutagénioca de

la familia de las quinolonas en bacterias. Los primeros

estudiossebasaronen resolver el paradigmadel hecho de

quelasquinolonas fueran agentes inductores conocidos

delsistemaSOS, pero no mutagénicos (Phillips, et al.
1987;Piddock,etal. 1987;Ysern,etal. 1990). Dicho para-

digmaquedóresuelto cuando se obtuvieron datos con-

cluyentessobresumutagénesisen la cepaTA102. No obs-

tante,estosresultadospromovieron una seriede pregun-

tassobrelos mecanismos de mutagénesis de estoscom-

puestosantibacterianos y sobreel tipo o tipos de lesiones

queproducían.Así, algunas de estaspreguntas fueron:

¡Porquélas quinolonas producen mutaciones en una

determinadacepay no en otras?, ¿cuálessu espectrode

mutación?,¿sonagentesoxidativos?

Paraabordarla primera cuestión, secomparó el feno-

tipodelacepaTA102 con lascepasno sensiblesala muta-

génesismediadapor quinolonas, observándoseque dicha

cepapresentabauna mayor permeabilidad, un sistema

NERfuncional, el operon mucAB y la diana mutacional

enunplásmidomulticopia. A través de diferentes estu-

diossedemostróque para detectarse el efecto mutacio-

naldelasquinolonas, lasbacterias debían poseerun sis-

temaNERfuncional y losgenesmucAB, codificados en el

plásmidopKM101. Así, cepas portadoras de la diana

mutacionalhisG428 eran mutables por quinolonas aún

cuandodicha diana estuviera en el cromosoma presen-

tandouna permeabilidad normal, si bien en éstos el

númerode revertientes era menor (Clerch, 1995). Asi-

mismo,sedemostróque cepascon otras dianasmutacio-

nales,como hisG46, son mutables por quinolonas si

poseenlosdosrequerimientos comentados anteriormen-

te (Ysern,et al. 1990; Clerch, 1995). Estos resultados

sugeríanquelasquinolonas deben introducir una lesión

premutagénicaque, si se procesa a través del sistema

NER,permite que la polimerasa tendente al error

MucABactúey, como consecuencia, se generen muta-

ciones.Además,y dado que dianasmutacionales diferen-

tesdehisG428eran también mutables, sepensó que las

quinolonasno eranprobablemente agentesoxidativos, si

biennosedescartóque pudieran generaralgún compues-

todeestetipo.Porotra parte, sedemostró que estosagen-

tesantibacterianosposeenun amplio espectro mutacio-

nal.Así,introducen tanto substituciones de bases,como

corrimientosdel marco de lectura y en todos los casosse

requierenlasactividadesNER y MucAB, aexcepción de

lasinserciones/delecionesen la diana hisD3052, lascua-

lessonindependientesdeMucAB (Clerch, etal. 1996a).

Enatencióna lo indicado anteriormente, parecían

haberseelucidado los mecanismos de mutagénesis de

estos compuestos, si bien poco se sabía sobre el tipo o

tipos de lesión y la capacidad oxidativa de estosantibac-

terianos. Sin embargo, utilizando cepasde E. coli, auxo-

trofas para triptófano (Blanco, etal. 1998b; Mortelmans,

2000), y estudiando la capacidad mutagénica de lasqui-

nolonas en un fondo uvrA', se observó que estoscom-

puestosson capacesde introducir mutaciones en dichas

cepas (Watanabe, et al. 1998a; Watanabe, et al. 1998b;

Martínez, et al. 2000). Ello, evidentemente, cuestiona el

requerimiento de un sistema NER funcional completo

para que tenga lugar la mutagénesis. En esta línea,

recientemente y a través de estudios genómicos realiza-

dos con algunas de las diferentes cepas de S. enterica,
Serov.Typhimurium que integran el ensayode retromu-

tación en Salmonella,seha demostrado que la delección

uvrB está dentro de una región deleccionada que com-

prende de 14 a 125 kb dependiendo de la cepa (Porwo-

llik, et al. 2001). Entre los genes deleccionados, además

del uvrB, seencuentran algunosde los involucrados en la

biosíntesisde cofactores de molibdeno (mod,moa,moe)y
otros como el operon galactosa o el biotina, ademásde

genes de función desconocida (Cebula y Koch, 1990;

Maupin, etal. 1995; De Marini, etal. 2000; Kozmin, etal.
2000; Ataya, 2001; Porwollik, et al. 2001). Estosresulta-

dos,junto con losobtenidos en E. coli, ponen en cuestión

el papel del sistema NER como integrante del mecanis-

mo demutagénesisde lasquinolonas. De hecho, y en rela-

ción con la mutagénesis inducida por otros compuestos

como ó-hidroxilaminopurlnas (Neó-hidroxiadenína)

(HAP) y la 2-amino-6-hidroxilaminopurina (AHAP), se

ha mostrado que ambos presentan una mayor actividad

mutagénica en cepasde S. entericaSerov.Typhimurium

con una delección en la región uvrB que en cepasde E.

coli que poseen mutaciones puntuales en uvrB y uvrA,
habiéndosesugerido que tal vez la delección que afectaa

los genes de biosíntesis de cofactores de molibdeno

puedeserla causade estamayor sensibilidad a la mutagé-

nesis (Kozmin, etal. 2000).

En atención a lo indicado anteriormente, sobre la

importancia de las quinolonas en el control de lasenfer-

medadesinfecciosas y sobre el estado actual del conoci-

miento de su efecto mutagénico en bacterias, el propósi-

to del presente trabajo ha sido profundizar en los meca-

nismosde mutagénesisde estoscompuestos.Paraello, los

objetivos concretos planteados fueron i) Estudiar la posi-

bilidad de que algunas regionesgenómicascolindantes a

la delección t.uvrB, como el operon moa (genesmoaA,
moaB,moaC, moaD y moaE), puedan modular la mutagé-

nesispor ciprofloxacina. ii) Analizar el requerimiento de

UvrA y UvrB en la mutagénesispor ciprofloxacina.
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Cuadro 1
Característicasde plásmidosempleadosen el presenteestudio

Plásmido Características relevantes Procedencia

FI ori,lacZ (a), (ApR) Lab. Pramega

pACYCI77"', con fragmento mucAB (KmR). Lab.Gen.MoI.UAB

pGEM" con banda de PCR de 2614 pb, que contiene el gen uvrB Este trabajo
obtenido mediante los cebadoresuvrB up Eco RV y uvrB rv Eco RV; (ApR)

pGEM'" con banda de PCR de 34S0 pb, que contiene el operan moa Este trabajo
obtenido mediante los cebadoresmoaAE up Eco RV y moaAE rv Eco RV; (ApR)

pISA ori,lacZ (a), (KmR) Lab.Gen.MoI.UAB

pKI84 con banda recuperada Sph1/ Sac1a partir de pUA1029, que
contiene el gen uvrB; (KmR) Este trabajo

pGEM'" con banda de PCR de 3,SKb, que contiene el operan moa
obtenido mediante los cebadoresmoaAE up Hind m y moaAE rv Hind m; (ApR) Este trabajo

pkI84 con banda recuperada mediante Hind m a partir de pUA1042,
que contiene el operan moa; (KmR) Este trabajo

pGEM'"

pUA199

pUAI029

pUAI027

pK184

pUAI040

pUAI042

pUAI041

Cuadro 2
CepasdeS. enteríca Serovar.Typhimurium empleadasen el presenteestudio

Cepa ProcedenciaCaracterísticas relevantes

LT2

TA98

TA102

TA26S9

YG3003

LBSOOO

TWI80 / pUA199

TA104

LBSOOO/ pGEM"

LBSOOO/ pK184

LBSOOO/ pUA1029

LBSOOO/ pUA1027

LBSOOO/ pUA1042

LBSOOO/ pUA199

UA180S

UA1806

-, UA1812

UA1813

UAI8I4

1JA18IS

UA1816

UA18I7

UA1818

UA1819

Silvestre.

hisD3052, ~uvrB, gal, bio, chlIOOB,rfa 1004/ pKMlOl (ApR)

hisMG) 8476; rfa 1027 /pAQI (TeR)/pKM101 (ApR)

LT2, hisG428, uvrB, gal, bio, chl1057, rfa1028

Como TA102 pera mutMs,.::KmR

LT2, rrp, metA, metE, rpsl., flaA, RM+

hisG428. zea-618::TnlO umuD1C1 (CmR)/ pUA199 (KmR)

his G428. ~uvrB, bio, chl1004. galE503. rfa1028 / pKM 101 (ApR)

LBSOOO/ pGEM" (ApR)

LBSOOO/ pK184 (Km")

LBSOOO/ pUA1029 (ApR)

LBSOOO/ pUAlO27 (Ap")

LbSOOO/ pUA1042 (ApR)

LBSOOO/ pUA199 (Km")

TA26S9 / pGEM'" (ApR)

TA26S9 / pUA 199 (Km")

TA26S9 / pUA199 (KmR)/ pGEM'" (ApR)

Ta26S9/ pUA199 (KmR)/ pUA1027 (ApR)

TA26S9 / pUAI99 (Kmo) / pUAI029 (ApR)

TA26S9 / pUA1029 (Ap")

TA26S9 / pUA1027 (ApR)

TA104 / pKM101 (ApR) / pKl84 (KmR)

TA104 / pKM101 (ApR) / pUA1040 (KmR)

TA104 /pKMlOI (ApR) /pUA1041 (KmR)

J. Casadesus

B. Ames

B. Ames

B. Ames

TNohmi

B. Stocker

B. Clerch

B. Ames

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Cuadro 3
Cepas de Escherichiacoli empleadasen el presente estudio

Cepa Características relevantes Procedencia

Dh5'"

DH5/pGEM'"

DH5/pUA199

DH5/pK184'"

DH5 / pUA1029

DH5 / p1027

DH5 / pUA1042

DH5 / pUA1040

DH5 / pUA 1041

le 185

le 186

le 187

le 188

le 202

le 203

le 3993

1C3993/ pKM 101

ZA700

Za700/ pKM101

<j>80dlacZl'.M15,recAl, endAl, gyrA96,thi-l, hsdR17 (r,', m,"):

supE44, relAl, deoR, l'.(lacZYA-argF)U169

Dh5a / pGEM'" (ApR)

Dh5a / pUA199 (Km")

Dh5a / pK184'" (KmR)

Dh5a / pUA 1029 (Ap")

Dh5a / pUAl027 (Ap")

Dh5a / pUA1042 (Ap")

Dh5a / pUA1040 (Km")

Dh5a/pUA1041 (Km")

WP2, lamB+

WP2, lamB+ /pKM1Ol (ApR)

WP2, uvrA

WP2,uvrA/pKM1Ol (ApR)

WP2, lamB', l'.oxyR30/pKMlOl (ApR)

WP2, lamB+' uvrA, l'.oxyR30 /plásmido pKM101 (ApR)

WP2, lamb", l'.umuDC::cat, mutY::Kan; (KmR)

WP2, lamb", l'.umuDe::cat, mutY::Kan / pKMlOl (ApR)

trpE65, uvrA135, malB15, ton-H, sulAI, l'.lacU169, &oxRS901,
zJc2204::lOkm

ZA700/pKM101 (ApR)

Sambrook et al. 1998

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

M. Blanco

M. Blanco

M. Blanco

M. Blanco

M. Blanco

M. Blanco

M. Blanco

Este trabajo

T. Kato

Este trabajo

MATERIAL Y MÉTODOS

Debemosadvertir que sólo son descritos los títulos de

losprotocolosy métodos empleadosmásrelevantes, mas

noestáel detallecadauno de ellos.

1. MATERIAL BIOLÓGICO

Lasdiferentescepasy plásmidos de Escherichia coli y

S.entericaTyphimurium empleadosen el desarrollo de la

presenteinvestigación,sedescriben en losCuadros 1,2y

3,dondeseincluyen suscaracterísticas másrelevantes,y

suprocedencia.Seha empleado el sistemade nomencla-

turarecomendadopor Demerec y col. (1966).

2. ENSAYOS DE MUT AGÉNESIS

2.1.Ensayode Retromutación en S. enterica Serov.

Typhimurium. El principio del ensayosesustenta en

lautilizaciónde diversas cepas de S. enterica Typhimu-

riumquesonauxótrofaspara la histidina, cuantificándo-

seelnúmerode revertientes His + inducidos por el trata-

miento con agentes químico o físicos (Maron y Ames,

1983; Mortelmans, et al. 2000). Los resultados pueden

expresarsecuantitativamente de distintas formas, la que

seha optado en este trabajo esla expresadacomo índice

mutagénico (1M).

Número de Revertientes de la muestraproblema
1M= ------------------------~------

Número de Revertientes del control negativo

Si el 1Mesmenor de 2, la muestra esconsideranegati-

va; y si es dos veces superior al número de revertientes

espontáneosseconsidera positiva (Maron y Ames, 1983;
Mortelmans, et al. 2000).

2.2. Ensayo de Retromutación en Escheriehiaeolí.

Es un sistema de ensayo de retromutación en el que se

cuantifica la reversión a Trp+, utilizándose la cepaWP2

de E. eolí, asícomo otras derivadas de ella (Mortelmans,

2000). El procedimiento experimental aseguirparala rea-

lización de este ensayo es muy similar al indicado ante-

riormente paraS.enterica Typhimurium.
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Este protocolo requiere el empleo de cebadores com-

plementarios a las cadenas opuestas de DNA y que estén

orientados, con lo cual la extensión de! cebador procede

de! extremo 5 - hasta e!3 - , desde cada uno de los cebado-

res hacia el otro. Como consecuencia de esta configura-

ción, e! DNA sintetizado contiene un punto de unión

José G. Gonzélez Cabeza

3. MÉTODOS GENÉTICOS DE

TRANSFERENCIA GEN ÉTICA

5. REACCiÓN EN CADENA DE LA

POLlMERASA [PCR)

Conjugación Biparental /Electroporación.

4. MÉTODOS DE MANIPULACIÓN DE DNA

Purificación de DNA Plasmídico / Purificación de

DNA Cromosómico / Electroforesis de DNA / Digestión

de DNA con enzimas de restricción (Maniatis etal. 1982).

Cuadro 4
Relación de cebadores empleados en la ejecución de! presente trabajo

Cebadores N" de
Secuencia Aplicación(Roche) Bases Posición

UvrB up RV 19 5-- gat ate GCG TCT ACG + 552 En amplificación de bandade
CCTC-3- PCR, con diana Eco RV generadas

de forma artificial, y que incluye el

gen uIITB

UvrB rv Eco RV 21 5-- gat ate CGA TGA CTC - 2049 En amplificación de bandade

GCTGGC - 3- PCR, con diana Eco RV generadas

de forma artificial, y que incluye el

gen uvrB

MoaAE up EcoRV 21 5-- gat atc GAC CGG CTA + 330 En amplificación de bandade

AAAGAC- 3- PCR, con diana EcoRV generadas
de forma artificial, y que incluye el

operon moa

MoaAE rv EcoRV 20 5-- gat atc CGT CAC CAC - 3111 En amplificación de bandade
AAACG-3- PCR, con diana EcoRV generadas

de forma artificial, y que incluye al

operon moa

MoaAE IIp Hind III 21 5 -- aag ctt GAC CGG CTA + 330 En amplificación de bandade

AAAGAC -3- PCR, con diana Hind III generadas
de forma artificial, y que incluye el

operon moa

MoaAE rv Hind III 20 5 -- aag ctt CGT CAC CAC- 3111 En amplificación de bandade

AAACG-3' PCR, con diana Hind III generadas

de forma artificial, y que incluye al

operon moa

up universalpara 24 5 - - CGA CGT TGT AM ACG Durante secuenciaciónde
secuenciación ACG GCC AGT - 3·· fragmentosconteniendo gen uvrB

u operon moa

rv universalpara 17 5-- CAG GAA ACA GCT ATG Durante secuenciaciónde
secuenciación AC- y. fragmentosconteniendo genuvrB

u operon moa

up universalpara 24 5 -- CGA CGT TGT MA ACG Durante amplificacionesde bandas

P~Rde ACG GCC AGT-3' conteniendo gen uIITB u operon
comprobación moa en vectoresde clonación

rv universalpara 19 5-- GAA AAC AGC TAT GAC Durante amplificacionesde bandas

PCRde CATG y. conteniendo genesuIITB u operon
comprobación moa en vectoresde clonación
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paraelcebadoropuesto en su extremo 3 ' . Estosproduc-

tosdeextensiónde los cebadoressirven de molde para la

próximavuelta de replicación y cidos repetidos de des-

naturalización,hibridación y polimerización, producién-

dosede manera exponencial copias del segmento de

DNA comprendidoentre los doscebadores(Perera,etal.

2002a).Loscebadoresempleados aparecen descritos en

elCuadro4.

6. LIGACiÓN DE DNA

Estetipo de procedimiento tiene por objeto lograr

moléculas recombinantes de DNA. Los productos de

PCR recuperadospresentan terminales con adeninas,las

cualesson aprovechadasparael empleo del vector dedo-

nación pGEM<I!>-T (vector de Promega),el cual estálinea-

lizado y con terminales de timina, facilitando la ligación

de lasmoléculas obtenidas por PCR.

Protocolo (Según Promega),Paraligar losproductos de

PCR al vector pGEM<!O_Tse utilizó una relación 3:1 (in-

serto: vector). Para calcular la cantidad de inserto y de

vector en la reacción de ligación se empleó la siguiente

fórmula:

ngde inserto =
(tamaño devector en Kb)

i(ngde vector) (tamaño en Kb de inserto) ~ (Relación Molar Inserto: Vector)

Lambda Control Banda de
BstElI Negativo PCR

1 .: r
- Fragmento de

~1Iii ••••••• __ 3450pb conteniendo

elloci moaA-E

Cl C2 C3

Figura 1. Electroforesis mostrando el fragmento de PCR conteniendo

el operón moa de S. entericaTyphimurium Lt2

pUA1027
6450bp

m~E }

lacZ

pUA1041
~UObp

\ -,

Figura 2. Esquema del plásmido pUA1027 (producto de la ligación del fragmento conteniendo el

operón moa en el vector pGEM"-T) y plásmido pUAI041 (producto de la ligación del fragmento

conteniendo el operón moa en el vector pK184)
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Lambda
pUA1041

pK184 pUA1041 +

Bst~~ 1 (~dllI
Loci

Figura 3. Electroforesis mostrando la liberación del operón rrwa del plásmido pK184, mediante

digestión con HindIII del plásmido pUA1041

Lambda Control Banda de PCR

BSj rr (gaüvo-:

-
Fragmento de

----------- 2614pb conteniendo
el genuvrB

C1 C2 C3

pUA1029
~614 bp

Figura 4. Electroforesis mostrando el fragmento de PCR conteniendo el gen uvrB de S.enzencc
Typhimurium LT2 y representación esquemática del plásmido pUAI029, producto de la

ligación del fragmento conteniendo el gen uvrB en el vector pGEM'",T
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7. RECUPERACiÓN Y PROCESAMIENTO DE
FRAGMENTOS DE DNA

La extracción del material incluido en la pieza de

gelseefectuó por fusión de la agarosa y extracción de la

mismacon solventes orgánicos. La etapa posterior fue

la unión del DNA a un sustrato de gran afinidad (tierra

dediatomeas, silicagel), siendo por último precipitado

el DNA con etanol (Perera, et al. 2002a). Posterior-

mente fue necesario: Obtención de Extremos Romos

deFragmentos de DNA. / Mezcla de dNTPs para obte-

ner extremos romos. / Defosforilación de Extremos

Romos.

B. SECUENCIACIÓN DE DNA

La secuenciación de los distintos fragmentos de

DNA seefectuó a través del empleo del kit fmol® DNA

CycleSequencingSystem, de Promega. Este kit se funda-

mentaen el método de dideoxi de finalización de cade-

na.La secuenciación se lleva a término en cuatro reac-

cionesindependientes; todas ellas contienen el DNA

queactúa como molde y que corresponde al fragmento

deDNA que va a ser secuenciado, un cebador de unos

17-23nucleótidos complementarios al extremo 5 - de la

cadena molde, los cuatro deoxinucleótidos (uno de

ellos marcado) y la Taq DNA polimerasa (Promega,

2002).La Taq DNA polimerasa es una enzima termoes-

tableque replica el DNA a 70°C. Se obtuvo inicial-

mentede Thermus aquaticus, (cepa YTl) y fue poste-

riormente modificada de acuerdo a los procedimientos

desarrolladospor Promega.

RESULTADOS

1. REQUERIMIENTOS GEN ÉTICOS EN LA
MUTAGÉNESIS INDUCIDA POR
CIPROFLOXACINA

1.1 . Requerimiento del operón Moa

Estudios actuales con cepas de Salmonella enterica

Serov.Typhimurium que presentan la región uvrB delec-

cionadason sensibles a la mutagénesis mediada por cier-

toscompuestos químicos. Sin embargo, en cepas de E.

coliqueposeen mutaciones puntuales en uvrB y uvrA, la

mutagénesisdetectada con alguno de estos compuestos

esinferior o inexistente. De ello, se ha sugerido que la

delecciónde genes próxímos a uvrB, como los involucra-

dosen la biosíntesis de cofactores de molibdeno, podría

interveniren tal mutagénesis y no necesariamente el sis-

temaNER (Anderson, etal. 2000; Porwollik, 2000). Con-

secuenciade ello, uno de los objetivos planteados en este

trabajo ha sido determinar si la región génica que con-

tiene alguno de los genes involucrados en la biosíntesis

de cofactores de molibdeno, como el operón moa,

podrían jugar algún papel en la mutagénesis debida a

quinolonas.

Para ello, se procedió a la clonación de dicha región y

a su introducción en cepas de S. enterica Serov. Typhimu-

rium que presentaban deleccionada una región génica

mayor, la cual incluye el operón moa, e! gen uvrB, así

como otros genes adyacentes. Para clonar la región

deseada, se diseñaron los cebadores MoaAE up Eco RV (-

336 pb del inicio del CDS de moaA) y MoaAE rv Eco RV

(+3113 de! inicio del CDS de moaA) y se amplificó dicha.

región mediante PCR desde e! DNA cromosómico de la

cepa salvaje S. enterica Serov. Typhimurium LT2. Se obtu-

vo un fragmento de 3450 pb (Figura 1), flanqueado por

las dianas Eco RV y se ligó al vector pGEM"':r, con lo que

se obtuvo e! plásmido pUA1027 (Figura 2). Dicho plás-

mido fue posteriormente introducido en las cepas elegí-

das de S. enterica Serov. Typhimurium.

Paralelamente a este trabajo, y dado que e! vector

pGEM"'-T es un plásmido de alto número de copias, se

clonó la región que contiene los genes moa en el vector

pK184 de bajo número de copias. Para ello, se amplificó

el operon moa vía PCR con los cebado res MoaAE up

Hind III y MoaAE rv Hind III; fragmento que posterior-

mente se ligó al vector pGEM"'-T, resultando e! plásmido

recombinan te pUAI042. Este último (previa electropo-

ración en DH5®) y paralelamente con el vector pK184,

son digeridos con la enzima Hind III para luego lograr la

construcción del plásmido recombinan te pUAI041 (Fi-

gura 2), cuya comprobación de la construcción se

demuestra en la Figura 3.

Las cepas elegidas para la introducción de los plásmi-

dos construidos fueron aquellas que presentaban una

menor delección en las regiones adyacentes al gen uvrB.

En concreto, fueron las cepas de S. enterica Serov. Tvphi-

murium TA104 y TA2659. La primera de ellas contiene

e! plásmido pKM101, portador de! operón mucAB, que

como ya se ha comentado, es un requerimiento necesario

en e! mecanismo de mutagénesis de las quinolonas, mien-

tras que la segunda cepa carece de dicho operón. Por ello,

fue necesario introducirle dicho operón, lo cual se realizó

mediante la electroporación de! plásmido pUA199. Este

plásmido, derivado del pACYCI77, había sido obtenido

previamente en nuestro laboratorio por ligación de un

fragmento de unas 2 Kb de! plásmido pICV80 con e! vec-

tor pACYC177 (Clerch, et al. 1995). El fragmento dona-

do contiene e! operón mucAB y el plásmido codifica resis-

tencia a la ampicilina.

Pueblo cont. 17(2) 2006 I 181



José G. González Cabeza

Cuadro 5
Efecto del plásmido pUA199 sobre la mutagénesis debida a ciprofloxacina

en cepas de S. entericaTyphimurium TA2659.

NÚMERO DE REVERTIENTES POR PLACA

CEPA Concentración de Ciprofloxacina (¡.¡g/placa)

O 0,00325 0,00612 0,0125 0,025 0,05 0,1

TA2659 Media 7,9 8,9 9,3 9,4 9,6 8,3 6,3

(hisG428) SD 2,7 2,2 2,3 2,3 2,4 2,4 1,9

1M 1,12 1,17 1,18 1,22 1,04 0,79

UA1805 Media 8,4 7,5 8,9 7,3 9,3 8,1 2,9

TA2659 / pGEM) SD 2,8 3,9 2,5 2,1 3,2 4,3 2,4

1M 0,89 1,06 0,86 1,10 0,97 0,34

UA1806 Media 239,3 295,5 323,1 402,5 481,0 485,6 234,9

(TA2659 / pUA199) SD 41,9 26,9 30,1 61,7 62,8 106,7 57,4

1M 1,23 1,35 1,68 2,01 2,03 0,98

UA1812 Media 197,8 206,3 258,5 335,8 446,3 560,0 279,0

(TA2659 / pGEM / SD 17,5 3,6 16,1 29,4 18,8 57,6 75,1

pUA199) 1M 1,04 1,35 1,70 2,26 2,83 1,41

Cuadro 6
Efecto del operon moa sobre la mutagénesis debida a la ciprofloxacina en

cepas de S. entericaTyphimurium TAI04

NÚMERO DE REVERTlENTES POR PLACA

CEPAS Concentración de Ciprofloxacina (¡.¡g/placa)

O 0,0032 0,0061 0,0125 0,025 0,05 0,1

TA104 Media 398,2 648,5 681,7 774,0 738,0 522,0 154,0

(hisG428 SD 35,37 38,07 51,62 52,74 10,00 30,01 40,35

/pKMlOl) 1M O 1,63 1,71 1,94 1,85 1,31 0,39

UA1817 Media 82,88 110,0 115,0 158,7 187,5 149,0 28,38

(TA104 / pK184) SD 23,90 35,20 41,10 41,74 36,67 60,95 15,53

1M O 1,33 1,39 1,92 2,26 1,80 0,34

UA1819 Media 290,4 320,5 346,0 476,7 519,0 430,0 108,2

(TA104/ SD 11,5 37,17 48,62 17,46 33,65 31,7 10,87

pUA1041) 1M ° 1,1 1,19 1,64 1,79 1,48 0,37

Una vez obtenido las cepas deseadas (TAI04 y

TA2659/pUAI99) se les introdujeron las construccio-

nes realizadas en los vectores pGEM®-T y pK184 y las..,
cepasresultantes seutilizaron para estudiar e! papel del

operon moa en la mutagénesis debida a ciprofloxacina.

En e! Cuadro 5 se presentan los resultados obtenidos

con la cepa Tf\f659. En dicha tabla puede observarse

que la presencia de! plásmido pUA199 junto al vector

pGEM®-T provoca que la cepa sea más sensible a la

mutagénesis producida por la ciprofloxacina. Debido a

esteefecto de! vector y del plásmido pUA 199no secon-

tinuaron los estudios del efecto de la región moa sobre
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dicha mutagénesis con e! plásmido recombinante

pGEM®-T.moa(pUAI027).

Porelcontrario,seobtuvieron resultadosconcluyentesal

estudiar la mutagénesisde la ciprofloxacina en la cepa

TA104 portadora de los plásmidospKM101 y pUAI041

(pK184.moa).Así,y comosemuestraenelCuadro6,lacom-

plementaciónde lasfuncionescodificadasen la regiónmoa
no produceun efectoacentuadosobrelamutagénesisdebido

alaciprofloxacina,obteniéndosecon lacepaTAl 04y lapor-

tadora del plásmido pK184 (TAI04, IM= 1,94y UA1817,

IM=2,26) nivelesde mutagénesissimilaresa losde la cepa

TA104/pUAI041 (UA1819,IM=1,79).
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Figura 5. Electroforesismostrandola liberacióndefragmentouvrB del pGEM"-T,
mediantedigestiónconApa 1/ Sac1delplásmidopUA1029

Lambda
BstElI

pUAl029
pUAl029

+

el

1.2. Requerimiento de la actividad UvrB

Losantecedentessostienenque la actividad dela pro-

teínaUvrBesnecesariapara la mutagénesismediada por

ciprofloxacina(Gocke, 1991; Clerch, et al. 1996a). No

obstante,los estudios de cepas con la delección óuvrB

hancuestionadodicho requerimiento (Kozmin, et al.
2000; Porwollik,et al. 2001). Paraclarificar esteaspecto

esquese emprende el estudio de este requerimiento

durantela mutagénesis por ciprofloxacina. Para ello,

siguiendola misma estrategia efectuada para el operón

moa,sedecidiócomplementar dicha mutación uvrB en la

cepaTA104,cuyascaracterísticas ya han sido comenta-

dasanteriormente.

Demodoinicial, seamplificó vía PCR el gen uvrB, a

partirdel DNA cromosómico de S. enterica Serov.

TyphimuriumLT2. Paraello sediseñaron los cebadores

UvrB upEcoRV a ~58 pb del inicio del CDS de uvrB y

UvrB rvEcoRV a +2055 pb del inicio del CDS de uvrB,

queproveyóun fragmento de DNA de 2614 pb conte-

niendoalgenuvrB que, a la vez incluía lasdianas de res-

tricciónparaEco RV (Figura 4). Este fragmento se ligó

pUAl029
+

Lambda
HindlIIsa\AP?S~

••••••••••

pGEM

uvrB

e2 e4 ese3

al vector de clan ación pGEM®-T, denominándose en

. adelante plásmido pUA1029 (Figura 4). De esta cons-

trucción se recuperó el fragmento conteniendo el gen

uvrB mediante digestión con Sph 1y Sac 1 (Figura 5),

que posteriormente se ligó al vector pK184, previa

digestión de este último también con Sph 1 y Sac 1,
dando origen a la obtención del plásrnido pUA 1040 (Fi-

gura 6). Una vez obtenida la construcción deseada,se

introdujo en la cepa TAI04 mediante electroporación

(cepaUA1818), comprobándose sufenotipo Uvr", irra-

diando dicha cepa, junto con los controles adecuados

con diferentes dosis de radiación UV (Figura 7). Con la

cepa obtenida seabordaron los estudios de mutagénesis

adiferentes dosisde ciprofloxacina.

Losresultados obtenidos sepresentanen el Cuadro 7,

en la cual puede apreciarseque la complementación dela

mutación uvrB (TA104/pUA1040) provoca un mayor

aumento del índice de mutagénesisdel orden del 3,08 a

una concentración de 0,025 g/placa, frente a aquellas

que lo adolecían (TA104, IM= 1,94-1,85) o quesólopre-

sentaban adicionalmente el plásmido pK184 (UA1817,

IM=2,26).
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UA1818
(TA104/pK184uvrB)
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pUA1040
5113 bp

Figura 6. Representación esquemática del plásmido pUA1040, producto de la ligación del

fragmento conteniendo el gen uvrB en el vector pK184

Dosis de
Radiación
UV (J/m2)

3,5

7

10,5---~

14

17,5----.·,

Figura 7. Placa mostrando la sensibilidad a la radiación UV de las construcciones
UA1817 y UA1818
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1.3. Requerimiento de la actividad UvrA

Sepropuso la ampliación de! estudio abordando la

actividaddelgenuvrA durante la mutagénesispor cipro-

floxacina.En este caso, las experiencias se efectuaron

sobreel sistemade retromutación de E. coli WP2 con la

cepalel88 portadora del plásmido pKMlOl y de una

mutaciónpuntual en e! gen uvrA. Al igual que en los

casosanterioresseensayaron seisconcentraciones dife-

rentesdeciprofloxacina.

Losresultadosobtenidos sepresentan en el Cuadro 8,

eindicanquela ausenciade la actividad uvrA provoca un

significativodescensode la mutagénesisproducida por la

ciprof1oxacina(IC1B8, 1M= 1,92), frente a la silvestre

(ICl86,IM=5,0). Así, y como semuestra en la Figura 8,

lacepadefectiva en UvrA únicamente es capazde ser

mutablepor dicho antimicrobiano a una concentración

muybaja(0,00612 g/placa): a concentraciones superio-

resa0,012g/placaprovocan mortalidad celular.

DISCUSiÓN

En la actualidad, lasquinolonas estánsiendoemplea-

das ampliamente en la terapia antimicrobiana, no obs-

tante, y apesarde los numerososestudiosque sehan rea-

lizado, e! estudio de susmecanismosde acción asícomo

el efecto que producen en las células bacterianas conti-

núan siendo áreasde gran interés, dado que todavía exis-

ten muchos interrogantes. En este marco, los trabajos

estándirigidos aprofundizar en losmecanismosdemuta-

génesisde estafamilia de antibacterianos.

No resulta contradictorio cuando se afirma que las

quinolonas tienen la particularidad de presentar una

escasao nula actividad mutagénica, tanto en E. coli como

en S. entericaTyphimurium; por lo que en los diversos

ensayos bacterianos para detectar su mutagénesis, es

imprescindible que lascepascuenten con ciertos requeri-

mientos genéticos mínimos; caso contrario, la carencia

de expresión de determinados genesno promovería com-

Cuadro 7
Efecto del gen uvrB sobre la mutagénesisdebida a la ciprofloxacina

en cepasde S. enterícaTyphimurium TAI04

NÚMERO DE REVERTIENTES POR PLACA

Cepas Concentración de Ciprofloxacina (¡.¡g/placa)

O 0,0032 0,0061 0,0125 0,025 0,05 0,1

TA104 Media 398,2 648,5 681,7 774,0 738,0 522,0 154,0
(hisG428 SO 35,37 38,07 51,62 52,74 10,00 30,01 40,35

/ pKMlOl) 1M 1,63 1,71 1,94 1,85 1,31 0,39

UA1817 Media 82,88 110,0 115,0 158,7 187,5 149,0 28,38
(TA104/ pK184®) SO 23,90 35,20 41,10 41,74 36,67 60,95 15,53

1M 1,33 1,39 1,92 2,26 1,80 0,34

UA1818 Media 46,50 59,50 68,38 102,0 143,1 142,1 91,63
(TA104/ SO 13,84 20,74 16,50 33,68 45,22 33,73 13,10

pUA1040) 1M 1,28 1,47 2,19 3,08 3,06 1,97

Cuadro 8
Efecto del gen uvrA sobre la mutagénesisdebida a la ciprofloxacina

en cepasdel sistemaE. colí Wp2

NÚMERO DE REVERTIENTES POR PLACA

Cepas Concentración de Ciprofloxacina (¡.¡g/placa)

O 0,00325 0,00612 0,0125 0,025 0,05 0,1

1C186 Media 30,6 36,3 58,7 94,1 153,3 122,1 119,4

(WP2! SO 6,5 13,4 17,7 18,5 25,1 27,0 48,6
pKMlOIt 1M 1,19 1,91 3,07 5,00 3,98 3,90

1C188 Media 174,2 174,9 335,5 279,3 78,7 13,8 0,4

(WP2,uvrA! SO 22,6 20,0 23,4 22,3 44,4 14,8 0,7
pKM101) 1M 1,00 1,92 1,60 0,45 0,07 0,00
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pletamente la aparición de mutagenésis (Piddock y Wal-

ters, 1992; Slezarikova, et al. 1992; Clerch, 1996a;

Clerch, 1996b;Zhaoy Drlica, 2002).

Relativo aesteaspecto,quedade manifiesto la impor-

tancia de que las cepas empleadas de S. entericaSerov.

Typhim rium y E. coliWP2, portadoras de paresde bases

AT en la diana mutacional hisG428y trpE65, respectiva-

mente, deben presentar el operon mucAB, a través de los

plásmidospUA199 opKM101 (Hartman, etal. 1986;Pid-

dock y Wis;~ 1987; Slezarikova, et al. 1992; Clerch,

1995). Ello esdebido a que esteoperón codifica la DNA

PoI RI, la cual esuna DNA polimerasa propensa al error

ante la aparición de ciertas lesiones inducidas por cipro-

floxacina, mientras que en su ausenciasesuprimen tales

Figura 8. Número de revertientes por placa a diferentes dosis de ciprofloxacina,

en cepasuvrA y uvrA· de E. coli Wp2
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efectos (Clerch, 1992;Clerch, 1995;Clerch, etal. 1996a;

1996b). En cuanto a la inherente presencia del operon

homólogo umuDC en estascepas,estábien documenta-

do que no condiciona estamutagénesis:la cual esatribui-

da a cualquiera de las hipótesis señaladasen la parte

introductoria (Clerch, 1996a; 1996b). Todo ello indica

que el principal mecanismo de mutagénesispor quinolo-

nasesdependiente de losgenesmucAB y/o posiblemente

de la participación de otras polimerasas propensasal

error,vía respuestaSOS (Levin, eral. 1991).

Recientemente, el descubrimiento de que losmutan-

tes óuvrB de S. enterica Typhimurium que presentan

dicha mutación, como consecuencia de una delección

que contiene másgenesque el propio uvrB, ha cuestiona-
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doseriamentede que e! sistemaNER searequerido para

quelasquinolonasseanmutagénicas. De entre losdiver-

sosgenesdeleccionados,seha sugeridoque losasociados

alabiosíntesisdemolibdeno (moaA, moaB,moaC, moaD,
moaE) podríanmodular la mutagénesisde algunoscom-

puestoscomoHAP y AHAP (Rosentel, etal. 1995;[oshi,

etal.1996;Anderson, et al. 2000 ; Kozmin, et al. 2000).
Losresultadosobtenidos en este trabajo sobre cepas

(TA2659y TAl 04) que presentan la menor pérdida en la

región~uvrB(equivalente a 14 Kb, 0,3% de su genoma)

indicanclaramenteque estosgenesno intervienen en la

mutagénesismediadapor quinolonas. Así, no seobserva

unaumentosignificativo en el número de revertientes

porplacaalcomplementar con la región que contiene los

genesmoa(Cuadro6). Evidentemente, ello no excluye la

participaciónde dichos genesen procesosde detoxifica-

cióndeanálogosde basescomo HAP y AHAP que dan

lugaraintermediarios activos para la actividad mutagé-

nica(Rosentel,et al. 1995; Anderson, et al. 2000; Koz-

min,eta1.2000).

Aúnasí,seconsidera que este tipo de anormalidades

genómicasenestascepasde ensayode retromutación, no

lerestanvalidezalsistemapara trabajos futuros o losobte-

nidosenlospasadostreinta años,bajo la cual sehan toma-

domuchasdecisionesreguladoras.Esto esdebido princi-

palmente,porque el valor predictivo de estosensayoses

corroboradopor otros sistemas.Sin embargo, para com-

puestosindividualeso gruposquímicos específicos,aobje-

todetener la certeza de su actividad, la delección de

otrosgenesdiferentes al uvrB pueden tener trascenden-

cia.Frenteaello, sedebe también considerar la posibili-

daddequeotrosgenesde!eccionadoscon función desco-

nocida,asícomo los tres localizados entre STM 1490-

1492, todosellos genes hipotéticos involucrados en e!

transportede la cepa TA104 (Porwollik, et al. 2001),
podríande una u otra manera estar participando en e!

transportede determinados compuestos químicos y

repercutiendoen la mutagénesis.

Porotraparte,y con respectoa la necesidaddeque las

bacteriaspresenten un sistema funcional íntegro en el

procesoNER, los resultados obtenidos en este trabajo

conelgenuvrB~permiten afirmar que, efectivamente, se

requierela actividad de dicho gen para la manifestación

demutagénesispor quinolonas, ya que al complementar

elgenuvrBen cepasde S. enterica Typhimurium que lo

presentandeleccionado, se aprecia un aumento de la

mutagénesismediadapor ciprofloxacina (Cuadro 6).

Losprimerosresultados sobre la mutagénesisprodu-

cidosporestoscompuestosya mostraron que lasquínolo-

nasnoinducían mutagénesis en cepasmutantes L'1uvrB

(Inman, et al. 1983; Maron y Ames, 1983), aduciéndose

en sumomento que lasdianasensayadasno eran lasapro-

piadaspara la detección mutagénica. Más adelante,en e!

estudio del ácido nalidíxico, ciprofloxacina, ofloxacina y

enoxacina se demostró la utilidad de cepasportadoras

de! blanco mutacional hisG428 que presentabanintacto

e! gen uvrB; por lo que se infirió que la mutagénesisno

podía sólo deberseal tipo de diana mutacional, sino tam-

bién a la integridad de! sistemaNER (Ysern,et al. 1990).

Similarmente, los trabajos de Gocke también habían

demostrado la posible implicación de la endonucleasa

UvrABC en mutagénesisal estudiar la retromutación de

las cepas TA104 y TA2638 (cepa isogénica a TA104,'

pero uvrB+) durante tratamientos con fleroxacina y

ácido oxolínico. Asimismo, la obtención de resultados

positivos para la fleroxacina ante una diana mutacional

hisD3052 en una cepaUvr+ reforzó dicha hipótesis; aun-

que no se planteó el papel del complejo UvrABC en la

generación de mutagénesis por parte de estoscompues-

tos (Gocke, 1991).

Resultadossimilares sehan obtenido en e! sistemaE.

coli WP2, e! cual presenta paresde basesTA en e!ho: spot
trpE65 (Blanco, et al. 1993; Blanco et a1.1998a,1998b;

Blanco et al. 1999). En él se evidencia altos índices de

mutagénesisen lascepasque presentan intacto e!sistema

NER y que contiene los genes mucAB (cepa IC186),

mientras que esperceptible la disminución de la mutagé-

nesis en la cepa isogénica pero deficiente en e! sistema

NERpor la mutación uvrA (Cuadro 8 y Figura8).

Este conjunto de resultados demuestra que en esta

mutagénesis son necesarias las actividades de los genes

uvrB y uvrA, aunque ello no signifique necesariamente

que obedezcaal sistema convencional de! procesoNER,

dado losestudios actualesen la remoción deciertos aduc-

tos. Así por ejemplo, con mitomicina C, que exhibe un

amplio. espectro mutacional, es necesaria la proteína

UvrB en la manifestación de su mutagénesis.Dicha pro-

teína muestra una actividad desacopladafrente aUvrA y

UvrC, lo cual sedebeposiblemente aque ciertos aductos

originan una flexión del DNA, permitiendo e! reconoci-

miento directo de UvrB y prescindiendo de UvrA para la

localización de lesiones; mientras que en las incisiones

alrededor de laslesiones,sepostula que posiblementepar-

ticipe la proteína Cho (Lage,etal. 2003).

Dado que la actividad mutagénica de la ciprofloxaci-

na esdependiente de la actividad UvrAB y posiblemente

de UvrABC, tanto en S. entericaTyphimurium como en

E. coli WP2, sepropone que la mutagénesispor cíproflo-

xacina, o por lo menos parte de ella, seorigine como con-

secuencia de! establecimiento de lesionesprernutagéni-
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cas,lascualesseríanuna consecuencia de la interacción

estable de las quinolonas con e! complejo DNA-DNA

girasa. Complementario a ello, conviene destacar los

antecedentes sobre la ruptura de! DNA por parte de la

DNA girasa,en e! cual losextremos 5 - forman un enlace

transitorio con lasTyrl12 de cada subunidad GyrA (Shen,

et al. 1989; Shen 1993). Ello permitiría comportarse

como un entrecruzamiento intercatenario y ser sustrato

de la escinucleasaUvrABC.

El modo en que operaríaUvrABC seríaestableciendo

una incisión bimodal en una de lashebrasconteniendo la

lesión, aunque e! oligonucleótido seguirá unido a su

hebra complementaria, proporcionando un segmentode

ssDNA premutagénico conteniendo aún la lesión. Este

segmento es subsecuentemente polimerizado, e involu-

era la síntesisde translesión a través de la lesión rema-

nente, conduciendo a una posible mutación por parte de

polimerasaspropensasal error. En una segundarueda de

participación de UvrABC, eliminaría de modo conven-

cional la lesión original (Cohen y Livneh; 1992;Cohen y

Livneh, 1994; Eisenstadt, et al. 1989; Svoboda, et al.
1993;Dronkert y Kanaar, 2001). Probablemente en todo

ello serequiera la participación de un conjunto de molé-

culas como la DNA PoI RI, ciertas subunidades de la

DNA PoI III, RecA, Ssb,la propia holoenzima DNA PoI

III yotras.

Esta propuesta esconsecuencia de la similitud en la

respuestadel fármaco respectoa la actividad rnutagénica

deotros compuestosquímicos y agentesfísicosya conoci-

dos.Así, por ejemplo, seseñalala hipótesis de la incisión

por parte deUvrABC, que esnecesariaen la mutagénesis

inducida por entrecruzamientos intercatenarios dados

por psoraleno, mitomicina C, derivados de! platino y

otros (Dronker and Kanaar, 2001). Según Igall, seobser-

va que e!8-metoxipsoraleno produce revertientes al trip-

tófano en célulasUvr +, pero no en células Uvr de E. coli;

aunque Yatagai y col, también detectan mutaciones en

células Uvr tratadas con 8-metoxipsoraleno, pero no

debidos a entrecruzamientos en e! DNA (Slader, et al.
1989). Investigaciones similares, igualmente han esta-

blecido que el 8-metoxipsoraleno induce mutaciones en

ce!ulas'Uvr, pero cuando las células son reiradiadas con

Uv, que convierte los monoaductos en entrecruzamien-

tos, la producción de ciertas mutaciones decrece,al igual

que la supervivencia; concluyéndose en estasinvestiga-

ciones,que (1 aparición de entrecruzamientos son letales

pero no mutagénicas (Slader,etal. 1989). Debe precisar-

seque estaconclusión essólo aparente, ya que los entre-

cruzamientos son mutagénicos, pero solo en células

Uvr ". De modo similar sucedecon mitomicina C, ya que
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seha demostrado su actividad mutagénica en presencia

de los genesmucAB y bajo un sistema NER funcional,

tanto en E. coli como en S.enterica Typhimurium (Ramos

etal. 1998).

Otro caso interesante resulta en la mutagénesispor

Uv, que trabaja sobre la hipótesis de que la escinucleasa

UvrABC opera sobredos lesiones cercanasy opuestas,y

que la mutagénesisseinicia por creación de un segmento

de ssDNA, que essubsecuentemente completado porun

paso de polimerización mutagénica (Cohen y Livneh,

1984;Kunzy Glickman, 1984).

Los datos sobre el papel in vivo de! sistemaNER son

aún poco concluyentes; aunque estructuras que implican

entrecruzamientos intercatenarios y dos lesionescerca-

nas y opuestas (o lesiones opuestas no adyacentes)han

resultado atractivas, porque proveen un modelo paraun

mecanismo, por e! cual la reparación por escisiónquees

usualmente considerada como libre de error puedecon-

ducir a la generación de un sitio premutagénico. La pro-

puesta,no esexcluyente, ya que parte de las lesionesque

pueden ser letales o bien reparadaspor procesoslibre de

error, como e! de la recombinación homóloga con la par-

ticipación de la DNA PoI I, RecA y posiblemente otras

proteínas como RecB, C, D, F,G, 0, R, cuyos mutantes

son sensibles a los enlaces intercatenarios (Kuzminov,

1999;Dronker y Kanaar,2001) .

Modelos propuestos sobre viabilidad celular y muta-

génesisen células uvr' (Murray, 1979) sostienen que el

aumento de la letalidad y la disminución de la mutagéne-

sis se deben a enlaces intercatenarios. Estas lesiones

seríanintrínsecamente letales, pero pueden comportarse

como lesionespremutagénicas ante un sistemaUvr ". Sin

embargo, es interesante apreciar en los resultadosobte-

nidos en este trabaja que no existe una acentuada dife-

rencia en e! grado de sensibilidad a la ciprofloxacina .

entre las cepasportadoras en la L'-.uvrBy las cepasuvrB+

(Cuadro 7). Resultadossimilares frente a otros de super-

vivencia han llevado a sugerir que la escinucleasa

UvrABC no participa de modo muy activo en e!procesa-

miento de lesiones inducidas por ciprofloxacina, proba-

blemente debido a que este tipo de lesionesseproducen

en menor cuantía (Clerch, 1995). No obstante, losresul-

tadosobtenidos en E. coli uvrA y uvrA + (Cuadro 8, Figu-

ra 8) muestran que la cepa deficiente en uvrA (IC188)

resulta ser más sensible, lo que sugiere que este tipo de

lesionesdebensermásfrecuentes de lo esperado.

El hecho de que lasquina lonas seanmoléculasmuta-

génicas,plantea evidentemente seriosproblemasparasu

usosistemático en el tratamiento de enfermedadesinfec-

ciosas, dado que podrían generar mutaciones en las
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poblacionesde patógenosy ser una de las causasde que

dichospatógenos presenten una mayor virulencia. En

estesentido,estáapareciendo, recientemente, en la lite-

raturanuevosconceptos como "concentración de pre-

vencióndemutantes", "ventana de selección de mutan-

res"(Blondeau,et al. 2001; Zhao y Drlica, 2002). Estos

conceptosderivan de estudios in vitTOde selección de

mutantesresistentesa una quinolona dada, al tratar un

patógenoconconcentraciones crecientes de dicha molé-

cula,en la mayoría de los casos se utilizaron dosis de

selecciónelevadas.

Parecelógico que si durante el tratamiento clínico

conuncompuestode estafamilia no sealcanzaen deter-

minadosórganos,tejidos u alguna otra estructura, una

dosiselevaday constante en el tiempo, la quinolona

puedeintroducir mutaciones en el patógeno y como con-

secuenciade ello incrementar la variabilidad genérica,

posibilitandode esta manera la emergencia de nuevos

fenotiposantecualquier presión selectiva. Esteefecto de

lasquinolonasque sepropone seráposiblesólosi el pató-

genoposeeun sistemaNER funcional y una(s) polimera-

sals)tendente(s)al error, tipo MucAB. Con el estado

actualdelconocimiento, ambos requerimientos pueden

darseenlasespeciesde patógenosGram negativosy tam-

bién,posiblemente,de Gram positivas. Así, seha descri-

toquepatógenoscomo M. tuberculosis poseenelementos

reguladoresparaun sistemaSOS funcional; y contienen,

además,todosloselementos asociadoscon la rnutagéne-

sisSOS,conla excepción de genespolB y umuD (Mizrahi

andAnderson, 1998). Del mismo modo, M. smegmatis
presentaelementos reguladores clave para un sistema

funcionalde inducción SOS (Durbach, et al. 1997). Por

otrolado,aunquela reparación mutagénica estáausente

enS.pneumoniae(Gasc,et.al. 1980), seha descrito un ope-

ronde!transposonconjugativo Tn5252 que confiere una

reparaciónmutagénicainducida por UV en el neumoco-

coyE.faccalis(Muñoz-NajaryVijayakumar, 1999).

Enfuncióndelosresultadospresentadosen estedocu-

mentoy delasconsecuenciasque puede tener la exposi-

cióndelaspoblacionesde patógenosabajasdosisde qui-

nolonas,laevaluaciónde estafamilia de antimicrobianos

atravésdeensayoscomo los realizadosen este trabajo,

debeserun parámetro a considerar en el desarrollo de

nuevasmoléculascon una mayor actividad antimicro-

biana.

~..
CONCLUSIONES

1.El operón moa involucrado en la biosíntesis de

cofactoresdemolibdeno, próximo a la región uvrB delec-

cionadaendiferentes cepasde S. enterica Serov.Typhi-

murium, no participa en la mutagénesispromovida por

ciprofloxacina; aunque esposibleque existan otros genes

que modulen dicha mutagénesis.

2. Las proteínas UvrB y UvrA del sistemade repara-

ción por escisión de nucleótidos (NER) son necesarias

para la manifestación de mutagénesispor ciprofloxacina.

Dichas proteínas participarían en el procesamiento de

ciertas lesiones premutagénicas, producto del complejo

estable que se formaría entre DNA-DNA girasa-

quinolona; generándose una lesión mutagénica sobre la

que actuaría alguna DNA polimerasa tendente al error,

como MucAB.

3. Se propone el uso combinado de los ensayosde .

retromutación en E. coli WP2 y S.enterica Typhimurium

en el screeningprimario de nuevasmoléculasdequinolo-

nas con el objetivo de descartar en las siguientes fases

aquellas moléculas que presenten un elevado potencial

mutagénico.

4. Esta familia de antibacterianos escapazde produ-

cir mutaciones en bacterias a dosis inferiores a su CM!,

siempre y cuando las bacterias posean un sistemaNER

funcional y una DNA polimerasa tendente al error, tipo

MucAB. Esta actividad mutagénica puede producir un

aumento de la variabilidad genética de laspoblacionesde

patógenos y ser una de las causasde la emergencia de

patógenoscon una mayor virulencia.
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