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RESUMEN

Dada la importancia clinica de las quinolonas en el control de enfermedades infecciosas y las posibles
implicaciones que puede tener el hecho de que estas moléculas sean agentes mutagénicos en bacterias, el
presente estudio se ha centrado en profundizar en los mecanismos de mutagénesis, utilizando la ciprofloxacina
como molécula modelo. En lo que se refiere a los mecanismos de mutagénesis, se ha demostrado que para la
mutagénesis inducida por ciprofloxacina, se requiere que las bacterias posean un sistema de reparacién de
escision de nucleétidos (NER) funcional, descartdndose que el operén moa, el cual codifica genes de biosintesis
de cofactores de molibdeno, tenga algiin papel en dicha mutagénesis.

Estos resultados corroboran estudios anteriores, que sugerfan la participacion del sistema NER en dicha
mutagénesis, e indican que probablemente otros genes deleccionados en las cepas de ensayo de S. enterica
Typhimurium TA104 y TA2659 distintos del uvrB, no deben tener un papel importante en la mutagénesis
mediada por las quinolonas.

El conjunto de estos resultados indica que las quinolonas deben producir diferentes tipos de lesiones en el DNA
de las células bacterianas. Asf, la interaccién de la molécula de quinolona con el complejo DNA - DNA girasa
debe generar un tipo de distorsién andloga a un enlace intercatenario, dando lugar a una lesién premutagénica.
Dicha lesién puede ser procesada por el sistema NER y convertirse en una lesién mutagénica sobre la cual
actuarfa una DNA polimerasa tendiente al error, andloga a MucAB y que introducirfa una mutacién. Este
mecanismo de mutagénesis debe ser comiin a este tipo de moléculas.

En atencién a estos resultados se discute las posibles implicaciones de la exposicién de las poblaciones de
patégenos a bajas dosis de quinolonas y se propone este tipo de estudio como clave para el desarrollo de nuevas
moléculas de esta familia de antimicrobianos, los cuales deberfan presentar una mejor actividad antibacteriana
juntoa una baja capacidad de introducir mutaciones.
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ABSTRACT

Given the clinic importance of the quinolones in the control of infectious diseases and their possible
involvement in the bacterial mutagenesis, this study has been focused to gain insight into the mutagenesis
mechanisms using ciprofloxacin as a 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 operon, which codifies genes participating in
the biosynthesis of molybdenum cofactors, has a role in such mutagenesis process.

These results support early studies which suggested the participation of NER in the above mentioned
mutagenesis and indicate that likely other deleted genes apart from uvrB in the tester strains TA104 and
TA2659 of Salmonella typhimurium may not have an important role in the quinolones mediated mutagenesis.

All these results together indicate that quinolones have to produce different kinds of DNA 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 lesion. This lesion can be processed by
the NER system and become a mutagenic lesion that could be bypassed by an error-prone DNA polymerase (as
MucAB) introducing 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 higher antibacterial and a low capability of mutagenic activities.

Key words: Cloning, operon, mutagenesis, quinolones, NER, Salmonella typhimurium.

INTRODUCCION

Las primeras sugerencias de que las quinolonas podian
dar lugar a sucesos mutacionales en bacterias est4n referi-
das a los 4cidos nalidixico y oxolinico (Levin, et al. 1994).
Posteriormente se confirmaron estos datos y se demostré
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 del ensayo de retromutacién de S. enteri-
ca Serov. Typhimurium, que se caracteriza por disponer
de una amplia coleccién de cepas de esta especie, las cua-
les poseen diferentes dianas mutacionales en el operon
histidina y se basa en cuantificar la retromutacién His a
His* (Maron y Ames, 1983). Algunas de estas cepas pre-
sentan una mayor sensibilidad a la accién de diferentes
mutégenos, gracias a que su gen uvrB estd deleccionado,
poseen una mayor permeabilidad y contienen el pldsmi-
do pKM101, que promueve la sintesis de translesi6n
dependiente del sistema SOS, gracias a la presencia del
operon mucAB en dicho plasmido (Maron y Ames, 1983;
Amesy Levin, 1986; Porwollik, et al. 2001).

Entre las diferentes cepas de S. enterica Serov. Typhi-
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murium que integran este ensayo, es la cepa TA102, la
que detecta la mutagénesis producida por quinolonas (Le-
vinetal. 1982; Levin et al. 1984; Ysern, et al. 1990). Esta
cepa se caracteriza por contener la diana mutacional
hisG428 en un pldsmido multicopia, el pAQ]I, el cual se
presenta en unas 30 copias por célula. La mutacién
hisG428 fue obtenida por tratamiento con 2-
aminopurina y se caracteriza por ser una mutacién sin
sentido que afecta al codon 207 que codifica la fosforri-
bosil ATP transferasa, enzima que cataliza la primera
reaccién de la ruta de biosintesis de histidina. Una carac-
teristica 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 el grupo de Ames para detectar a este tipo
de agentes mutagénicos, dada la baja sensibilidad de las
demds cepas de ensayo frente a estos compuestos.

Conjuntamente a la cepa TA102, hay otras como la
TA104y TA2659 que también son portadoras de lamen-
cionada mutacién hisG428. Si bien ésta se localiza en el
cromosoma, ambas cepas se diferencian porque la prime-
raes portadora del plasmido pKM101.

Como se ha comentado anteriormente, la utilizacién
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delacepa TA102 demostré la capacidad mutagénioca de

la familia de las quinolonas en bacterias. Los primeros

estudios se basaron en resolver el paradigma del hecho de

que las quinolonas fueran agentes inductores conocidos

del sistema SOS, pero no mutagénicos (Phillips, et al.

1987; Piddock, etal. 1987; Ysern, etal. 1990). Dicho para-
digma quedd resuelto cuando se obtuvieron datos con-

cluyentes sobre su mutagénesis en la cepa TA102. No obs-
tante, estos resultados promovieron una serie de pregun-

tas sobre los mecanismos de mutagénesis de estos com-

puestos antibacterianos y sobre el tipo o tipos de lesiones

que producian. Asf, algunas de estas preguntas fueron:

iPorqué las quinolonas producen mutaciones en una

determinada cepa y no en otras?, {cul es su espectro de

mutacién!, {son agentes oxidativos?

Para abordar la primera cuestién, se compard el feno-
tipode lacepa TA102 con las cepas no sensibles a la muta-
génesis mediada por quinolonas, observdndose que dicha
cepa presentaba una mayor permeabilidad, un sistema
NER funcional, el operon mucAB y la diana mutacional
en un pldsmido multicopia. A través de diferentes estu-
dios se demostré que para detectarse el efecto mutacio-
nal de las quinolonas, las bacterias debfan poseer un sis-
tema NER funcional y los genes mucAB, codificados en el
plasmido pKM101. Asi, cepas portadoras de la diana
mutacional hisG428 eran mutables por quinolonas atin
cuando dicha diana estuviera en el cromosoma presen-
tando una permeabilidad normal, si bien en éstos el
nimero de revertientes era menor (Clerch, 1995). Asi-
mismo, se demostré que cepas con otras dianas mutacio-
nales, como hisG46, son mutables por quinolonas si
poseen los dos requerimientos comentados anteriormen-
te (Ysern, et al. 1990; Clerch, 1995). Estos resultados
sugerfan que las quinolonas deben introducir una lesién
premutagénica que, si se procesa a través del sistema
NER, permite que la polimerasa tendente al error
MucAB actde y, como consecuencia, se generen muta-
ciones. Ademis, y dado que dianas mutacionales diferen-
tes de hisG428 eran también mutables, se pensé que las
quinolonas no eran probablemente agentes oxidativos, si
bienno se descarté que pudieran generar algtin compues-
tode este tipo. Por otra parte, se demostré que estos agen-
tes antibacterianos poseen un amplio espectro mutacio-
nal. Asf, introducen tanto substituciones de bases, como
corrimientos del marco de lectura y en todos los casos se

requieren las actividades NER y MucAB, a excepcién de
las inserciones/deleciones en la diana hisD3052, las cua-
lessonindependientes de MucAB (Clerch, et al. 1996a).

En atencién a lo indicado anteriormente, parecfan
haberse elucidado los mecanismos de mutagénesis de

estos compuestos, si bien poco se sabia sobre el tipo o
tipos de lesién y la capacidad oxidativa de estos antibac-
terianos. Sin embargo, utilizando cepas de E. coli, auxo-
trofas para triptéfano (Blanco, et al. 1998b; Mortelmans,
2000), y estudiando la capacidad mutagénica de las qui-
nolonas en un fondo uvrA’, se observé que estos com-
puestos son capaces de introducir mutaciones en dichas
cepas (Watanabe, et al. 1998a; Watanabe, et al. 1998b;
Martinez, et al. 2000). Ello, evidentemente, cuestiona el
requerimiento de un sistema NER funcional completo
para que tenga lugar la mutagénesis. En esta linea,
recientemente y a través de estudios genémicos realiza-
dos con algunas de las diferentes cepas de S. enterica .
Serov. Typhimurium que integran el ensayo de retromu-
tacién en Salmonella, se ha demostrado que la deleccién
uvrB estd dentro de una regién deleccionada que com-
prende de 14 a 125 kb dependiendo de la cepa (Porwo-
llik, et al. 2001). Entre los genes deleccionados, ademas
del uvrB, se encuentran algunos de los involucrados en la
biosintesis de cofactores de molibdeno (mod, moa, moe) y
otros como el operon galactosa o el biotina, ademés de
genes de funcién desconocida (Cebula y Koch, 1990;
Maupin, et al. 1995; De Marini, et al. 2000; Kozmin, et al.
2000; Ataya, 2001; Porwollik, et al. 2001). Estos resulta-
dos, junto con los obtenidos en E. coli, ponen en cuestién
el papel del sistema NER como integrante del mecanis-
mo de mutagénesis de las quinolonas. De hecho, y en rela-
cién con la mutagénesis inducida por otros compuestos
como 6-hidroxilaminopurinas (N-6-hidroxiadenina)
(HAP) y la 2-amino-6-hidroxilaminopurina (AHAP), se
ha mostrado que ambos presentan una mayor actividad
mutagénica en cepas de S. enterica Serov. Typhimurium
con una deleccién en la regién uvrB que en cepas de E.
coli que poseen mutaciones puntuales en uvrB y uvrA,
habiéndose sugerido que tal vez la deleccién que afectaa
los genes de biosintesis de cofactores de molibdeno
puede ser la causa de esta mayor sensibilidad a la mutagé-
nesis (Kozmin, et al. 2000).

En atencién a lo indicado anteriormente, sobre la
importancia de las quinolonas en el control de las enfer-
medades infecciosas y sobre el estado actual del conoci-
miento de su efecto mutagénico en bacterias, el propési-
to del presente trabajo ha sido profundizar en los meca-
nismos de mutagénesis de estos compuestos. Para ello, los
objetivos concretos planteados fueron i) Estudiar la posi-
bilidad de que algunas regiones genémicas colindantes a
la deleccién AuvrB, como el operon moa (genes moaA,
moaB, moaC, moaD ymoaE), puedan modular la mutagé-
nesis por ciprofloxacina. ii) Analizar el requerimiento de
UvrAy UvrB en la mutagénesis por ciprofloxacina.
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. Cuadro 1
Caracteristicas de plasmidos empleados en el presente estudio
Plasmido Caracteristicas relevantes Procedencia
pGEM® F1 ori, lacZ (1), (Ap") Lab. Promega
pUA199 pACYC177%, con fragmento mucAB (Km"). Lab.Gen.Mol.UAB
pUA1029 pGEM" con banda de PCR de 2614 pb, que contiene el gen uvrB Este trabajo
obtenido mediante los cebadores uvtB up Eco RV y uvrB rv Eco RV; (Ap")
pUA1027 pGEM” con banda de PCR de 3450 pb, que contiene el operon moa Este trabajo
obtenido mediante los cebadores moaAE up Eco RV y moaAE rv Eco RV; (Ap”)
pK184 pl5A ori, lacZ (a), (Km") Lab.Gen.Mol.UAB
pUA1040 pK184 con banda recuperada Sph 1/ Sac I a partir de pUA1029, que
contiene el gen uvrB; (Km") Este trabajo
pUA1042 pGEM?® con banda de PCR de 3,5 Kb, que contiene el operon moa
obtenido mediante los cebadores moaAE up Hind 11l y moaAE rv Hind I1I; (Ap")  Este trabajo
pUA1041 pk184 con banda recuperada mediante Hind III a partir de pUA1042,
que contiene el operon moa; (Km") Este trabajo
Cuadro 2
Cepas de S. enterica Serovar. Typhimurium empleadas en el presente estudio
Cepa Caracteristicas relevantes Procedencia
54 B Silvestre. J. Casadesus
TA98 hisD3052, AuvrB, gal, bio, chl1008, rfa 1004 / pKM101 (Ap") B. Ames
TA102 hisA(G) 8476; vfa 1027 / pAQ1 (Tc") / pKM101 (Ap") B. Ames
TA2659 LT2, hisG428, uvtB, gal, bio, chl1057, rfal028 B. Ames
YG3003 Como TA102 pero mutM,, ::Km" T Nohmi
LB5000 LT2, trp, metA, metE, rpsL, flaA, RM™ B. Stocker
TW180 / pUA199 hisG428, zea-618::Tn10 umuDICI (Cm") / pUA199 (Km") B. Clerch
TA104 his G428, AuvrB, bio, chl1004, galE503, 7fal028 / pKM101 (Ap") B. Ames
LB5000 / pGEM” LB5000 / pGEM" (Ap") Este trabajo
LB5000 / pK184 LB5000 / pK 184 (Km") Este trabajo
LB5000 / pUA1029 LB5000/ pUA1029 (Ap") Este trabajo
LB5000 / pUA1027 LB5000 / pUA1027 (Ap") Este trabajo
LB5000 / pUA1042 Lb5000 / pUA1042 (Ap") Este trabajo
LB5000 / pUA199 LB5000 / pUA199 (Km") Este trabajo
UA1805 TA2659 / pGEM® (Ap") Este trabajo
UA1806 TA2659 / pUA199 (Km") Este trabajo
© UAI1812 TA2659 / pUA199 (Km") / pGEM® (Ap") Este trabajo
UA1813 Ta2659 / pUA199 (Km") / pUA1027 (Ap") Este trabajo
UA1814 TA2659 / pUA199 (Km") / pUA1029 (Ap") Este trabajo
UA1815 TA2659 / pUA1029 (Ap") Este trabajo
UAI1816 TA2659 / pUA1027 (Ap®) Este trabajo
UA1817 TA104 / pKM101 (Ap®) / pK184 (Km") Este trabajo
UA1818 TA104 / pKM101 (Ap") / pUA1040 (Km") Este trabajo
UA1819 TA104 / pKM101 (Ap") / pUA1041 (Km") Este trabajo
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Cuadro 3
Cepas de Escherichia coli empleadas en el presente estudio
Cepa Caracteristicas relevantes Procedencia
Dh5® $80dlacZAMI15, recAl, endAl, gyrA96,thi-1, hsdR17 (r,, m "), Sambrook et al. 1998

supE44, relAl, deoR, A(lacZYA-argF)U169

DH5 / pGEM® Dh5a / pGEM® (Ap") Este trabajo

DH5 / pUA199 Dh5a / pUA199 (Km") Este trabajo

DHS5 / pK184° Dh5a / pK184® (Km®) Este trabajo

DH5 / pUA1029 Dh5a / pUA1029 (Ap®) Este trabajo

DH5 /p1027 Dh5a / pUA1027 (Ap") Este trabajo

DH5 / pUA1042 Dh5a / pUA1042 (Ap") Este trabajo

DH5 / pUA1040 Dh5a / pUA1040 (Km®) Este trabajo

DH5 / pUA1041 Dh5a / pUALO41 (Km") Este trabajo

IC 185 WP2, lamB* M. Blanco

IC 186 WP2, lamB™ / pKM101 (Ap") M. Blanco

IC 187 WP2, uvrA M. Blanco

IC 188 WP2, uvrA / pKM101 (Ap") M. Blanco

IC 202 WP2, lamB', AoxyR30 / pKM101 (Ap") M. Blanco

1C 203 WP2, lamB', uvrA, AoxyR30 / plasmido pKM101 (Ap") M. Blanco

IC 3993 WP2, lamB'*, AumuDC::cat, mutY::Kan; (Km") M. Blanco

1C3993 / pKM101 WP2, lamB’, AumuDC::cat, mutY:Kan / pKM101 (Ap®) Este trabajo
ZAT00 trpE6S, uvrAl35, malB13, ton-11, sulAl, AlacU169, AsoxRS901,

zfc2204::10km T Kato
Za700 / pKM101 ZA700 / pKM101 (Ap") Este trabajo
MATERIAL Y METODOS miento con agentes quimico o fisicos (Maron y Ames,

Debemos advertir que sélo son descritos los titulos de
los protocolos y métodos empleados mas relevantes, mas
noestd el detalle cada uno de ellos.

1.MATERIAL BIOLOGICO

Las diferentes cepas y pldsmidos de Escherichia coli y
8. enterica Typhimurium empleados en el desarrollo de la
presente investigacién, se describen en los Cuadros 1,2 y
3,donde se incluyen sus caracterfsticas m4s relevantes, y
suprocedencia. Se ha empleado el sistema de nomencla-
turarecomendado por Demerec y col. (1966).

2.ENSAYOS DE MUTAGENESIS

2.1.Ensayo de Retromutacién en S. enterica Serov.
Typhimurium.  El principio del ensayo se sustenta en
la utilizacién de diversas cepas de S. enterica Typhimu-
rium que son auxétrofas para la histidina, cuantificando-
se el niimero de revertientes His™ inducidos por el trata-

1983; Mortelmans, et al. 2000). Los resultados pueden
expresarse cuantitativamente de distintas formas, la que
se ha optado en este trabajo es la expresada como indice
mutagénico (IM).

Niimero de Revertientes de la muestra problema

M=
Nimero de Revertientes del control negativo

Siel IM es menor de 2, la muestra es considera negati-
va; y si es dos veces superior al nimero de revertientes
espontéineos se considera positiva (Maron y Ames, 1983;
Mortelmans, et al. 2000).

2.2. Ensayo de Retromutacién en Escherichia coli.
Es un sistema de ensayo de retromutacién en el que se
cuantifica la reversién a Trp”, utilizdndose la cepa WP2
de E. coli, asi como otras derivadas de ella (Mortelmans,
2000). El procedimiento experimental a seguir para la rea-
lizacién de este ensayo es muy similar al indicado ante-
riormente para S. enterica Typhimurium.
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3. METODOS GENETICOS DE
TRANSFERENCIA GENETICA

Conjugacién Biparental / Electroporacién.

4. METODOS DE MANIPULACION DE DNA

Purificacién de DNA Plasmidico / Purificacién de
DNA Cromosémico / Electroforesis de DNA / Digestién
de DNA con enzimas de restriccién (Maniatis et al. 1982).

5. REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA [PCR)

Este protocolo requiere el empleo de cebadores com-
plementarios a las cadenas opuestas de DNA y que estén
orientados, con lo cual la extensién del cebador procede
delextremo 5 “ hastael 37, desde cada uno de los cebado-
res hacia el otro. Como consecuencia de esta configura-
cién, el DNA sintetizado contiene un punto de unién

Cuadro 4
Relacién de cebadores empleados en la ejecucién del presente trabajo
Cebadores N° de
(Roche) Bitis Secuencia Posicién Aplicacién
UviB up RV 19 5. gat atc GCG TCT ACG + 552 En amplificacién de banda de
CETC-3 PCR, con diana Eco RV generadas
de forma artificial, y que incluye el
gen uvrB
UwvrB rv Eco RV 21 57- gat atc CGA TGA CTC - 2049 En amplificacién de banda de
GCTGGC -3~ PCR, con diana Eco RV generadas
de forma artificial, y que incluye el
gen uvrB
MoaAE up Eco RV 21 5°. gat atc GAC CGG CTA + 330 En amplificacién de banda de

AAA GAC-3- PCR, con diana Eco RV generadas
de forma artificial, y que incluye el
operon moa
MoaAE rv Eco RV 20 5°. gat atc CGT CAC CAC -3111 En amplificacién de banda de
AAACG-3° PCR, con diana Eco RV generadas

MoaAE up Hind 111 21

5°- aag ctt GAC CGG CTA + 330

de forma artificial, y que incluye al
operon moa

En amplificacién de banda de

AAA GAC -3” PCR, con diana Hind III generadas
de forma artificial, y que incluye el
operon mod
MoaAE rv Hind 111 20 5°- aag ctt CGT CAC CAC- 3111 En amplificacién de banda de
AAACG-3” PCR, con diana Hind III generadas

up universal para 24
secuenciacién

v universal para 17
secuenciacion

AC-3"

up universal para 24

PER de

comprobacién

rv universal para 19 5°- GAA AAC AGC TAT GAC
PCR de CATG 3~
comprobacién

57 - CGA CGT TGT AAA ACG
ACG GCC AGT - 3~

57- CAG GAA ACA GCT ATG

57- CGA CGT TGT AAA ACG
ACG GCC AGT-3"

de forma artificial, y que incluye al
operon moa

Durante secuenciacién de
fragmentos conteniendo gen uvrB
u Operon moa

Durante secuenciacién de
fragmentos conteniendo gen uvrB
U Operon moa

Durante amplificaciones de bandas
conteniendo gen uvrB u operon
moa en vectores de clonacién

Durante amplificaciones de bandas
conteniendo genes uvrB u operon
moa en vectores de clonacién
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para el cebador opuesto en su extremo 3 *. Estos produc-
tos de extensién de los cebadores sirven de molde para la
préxima vuelta de replicacién y ciclos repetidos de des-
naturalizacién, hibridacién y polimerizacién, producién-
dose de manera exponencial copias del segmento de
DNA comprendido entre los dos cebadores (Perera, et al.
2002a). Los cebadores empleados aparecen descritos en

el Cuadro 4.
6. LIGACION DE DNA

Este tipo de procedimiento tiene por objeto lograr

moléculas recombinantes de DNA. Los productos de
PCR recuperados presentan terminales con adeninas, las
cuales son aprovechadas para el empleo del vector de clo-
nacién pGEM®-T (vector de Promega), el cual est4 linea-
lizado y con terminales de timina, facilitando la ligacién
de las moléculas obtenidas por PCR.

Protocolo (Segiin Promega). Para ligar los productos de
PCR al vector pGEM®-T se utiliz6 una relacién 3:1 (in-
serto : vector). Para calcular la cantidad de inserto y de
vector en la reaccién de ligacién se empled la siguiente
férmula:

] (ng de vector) (tamario en K, de inserto) b (Relacién Molar Inserto: Vector)

ngde inserto =
(tamaio de vectoren K, )
Lambda Control Banda de

BstETl Negativo

e

p—t ' Fragmento de

) '___ S———— > 3450 pb conteniendo

’ el loci moaA-E
1l C2 C3

Figura 1. Electroforesis mostrando el fragmento de PCR conteniendo
el operén moa de S. enterica Typhimurium Lt2

Figura 2. Esquema del plasmido pUA1027 (producto de la ligacién del fragmento conteniendo el
operén moa en el vector pPGEM®-T) y plasmido pUA 1041 (producto de la ligacién del fragmento
conteniendo el operén moa en el vector pK184)
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_ pUA1041
L;“‘g‘i’; L::‘ pK184  pUA1041 -
St i ( Hind 111
fS—
- — el moaA -E
-_— g = . pK184

Figura 3. Electroforesis mostrando la liberacién del operén moa del plasmido pK184, mediante
digestién con HindlIl del plasmido pUA1041
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Figura 4. Electroforesis mostrando el fragmento de PCR conteniendo el gen uvrB de S. enterica
Typhimurium LT2 y representacién esquemética del plasmido pUA1029, producto de la
ligacién del fragmento conteniendo el gen uvrB en el vector pPGEM®-T
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7. RECUPERACION Y PROCESAMIENTO DE
FRAGMENTOS DE DNA

La extraccién del material incluido en la pieza de
gel se efectud por fusién de la agarosa y extraccién de la
misma con solventes orgdnicos. La etapa posterior fue
la unién del DNA a un sustrato de gran afinidad (tierra
de diatomeas, silicagel), siendo por dltimo precipitado
el DNA con etanol (Perera, et al. 2002a). Posterior-
mente fue necesario: Obtencién de Extremos Romos
de Fragmentos de DNA. / Mezcla de dNTPs para obte-
ner extremos romos. / Defosforilacién de Extremos

Romos.

8. SECUENCIACION DE DNA

La secuenciacién de los distintos fragmentos de
DNA se efectud a través del empleo del kit fmol® DNA
Cycle Sequencing System, de Promega. Este kit se funda-
menta en el método de dideoxi de finalizacién de cade-
na. La secuenciacién se lleva a término en cuatro reac-
ciones independientes; todas ellas contienen el DNA
que actda como molde y que corresponde al fragmento
de DNA que va a ser secuenciado, un cebador de unos
17-23 nucleétidos complementarios al extremo 5~ de la
cadena molde, los cuatro deoxinucleétidos (uno de
ellos marcado) y la Tag DNA polimerasa (Promega,
2002). La Tag DNA polimerasa es una enzima termoes-
table que replica el DNA a 70 °C. Se obtuvo inicial-
mente de Thermus aquaticus, (cepa YT1) y fue poste-
riormente modificada de acuerdo a los procedimientos
desarrollados por Promega.

RESULTADOS

1. REQUERIMIENTOS GENETICOS EN LA
MUTAGENESIS INDUCIDA POR
CIPROFLOXACINA

1.1. Requerimienta del operdn Moa

Estudios actuales con cepas de Salmonella enterica
Serov. Typhimurium que presentan la regién uvrB delec-
cionada son sensibles a la mutagénesis mediada por cier-
tos compuestos quimicos. Sin embargo, en cepas de E.
coli que poseen mutaciones puntuales en uvrB y uvrA, la
mutagénesis detectada con alguno de estos compuestos
es inferior o inexistente. De ello, se ha sugerido que la
deleccién de genes proximos a uvrB, como los involucra-
dos en la biosintesis de cofactores de molibdeno, podria
intervenir en tal mutagénesis y no necesariamente el sis-
tema NER (Anderson, et al. 2000; Porwollik, 2000). Con-
secuencia de ello, uno de los objetivos planteados en este

trabajo ha sido determinar si la regién génica que con-
tiene alguno de los genes involucrados en la biosintesis
de cofactores de molibdeno, como el operén moa,
podrian jugar algdn papel en la mutagénesis debida a
quinolonas.

Para ello, se procedié a la clonacién de dicha regién y
a su introduccién en cepas de S. enterica Serov. Typhimu-
rium que presentaban deleccionada una regién génica
mayor, la cual incluye el operén moa, el gen uvrB, asi
como otros genes adyacentes. Para clonar la regién
deseada, se disefiaron los cebadores MoaAE up Eco RV (-
336 pb del inicio del CDS de moaA) y MoaAE rv Eco RV
(+3113 del inicio del CDS de moaA) y se amplificé dicha
regién mediante PCR desde el DNA cromosémico de la
cepasalvaje S. enterica Serov. Typhimurium LT2. Se obtu-
vo un fragmento de 3450 pb (Figura 1), flanqueado por
las dianas Eco RV y se lig6 al vector pPGEM®-T, con lo que
se obtuvo el plasmido pUA1027 (Figura 2). Dicho plés-
mido fue posteriormente introducido en las cepas elegi-
dasde S. enterica Serov. Typhimurium.

Paralelamente a este trabajo, y dado que el vector
pGEM®-T es un plasmido de alto niimero de copias, se
clond la regién que contiene los genes moa en el vector
pK184 de bajo ntimero de copias. Para ello, se amplificé
el operon moa via PCR con los cebadores MoaAE up
Hind III y MoaAE rv Hind 111; fragmento que posterior-
mente se ligé al vector pGEM®-T, resultando el plasmido
recombinante pUA1042. Este tltimo (previa electropo-
racién en DH5") y paralelamente con el vector pK184,
son digeridos con la enzima Hind III para luego lograr la
construccién del plasmido recombinante pUA1041 (Fi-
gura 2), cuya comprobacién de la construccién se
demuestra en la Figura 3.

Las cepas elegidas para la introduccién de los plasmi-
dos construidos fueron aquellas que presentaban una
menor deleccién en las regiones adyacentes al gen uvrB.
En concreto, fueron las cepas de S. enterica Serov. Typhi-
murium TA104 y TA2659. La primera de ellas contiene
el plasmido pKM101, portador del operén mucAB, que
como ya se ha comentado, es un requerimiento necesario
en el mecanismo de mutagénesis de las quinolonas, mien-
tras que la segunda cepa carece de dicho operén. Por ello,
fue necesario introducirle dicho operén, lo cual se realizé
mediante la electroporacién del plasmido pUA199. Este
plasmido, derivado del pACYC177, habia sido obtenido
previamente en nuestro laboratorio por ligacion de un
fragmento de unas 2 Kb del plasmido pICV80 con el vec-
tor pACYC177 (Clerch, et al. 1995). El fragmento clona-
do contiene el operén mucAB y el plasmido codifica resis-
tencia a laampicilina.
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Cuadro 5
Efecto del plasmido pUA199 sobre la mutagénesis debida a ciprofloxacina
en cepas de S. enterica Typhimurium TA2659.

NUMERO DE REVERTIENTES POR PLACA

CEPA Concentracién de Ciprofloxacina (pg/placa)
0 0,00325 0,00612 0,0125 0,025 0,05 0,1

TA2659 Media 7.9 8,9 23 9.4 9,6 8,3 6,3

(hisG428) SD 2,1 2.2 23 2.3 2,4 24 1.9

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

UA1805 Media 8,4 i) 8,9 73 9.3 8,1 2,9

TA2659 / pGEM) SD 28 39 2,5 2,1 3,2 4,3 2,4
M 0,89 1,06 0,86 1,10 0,97 0,34
UAI1806 Media 239,3 2955 323,1 402,5 481,0 485,6 2349
(TA2659 / pUAL199) SD 41,9 26,9 30,1 61,7 62,8 106,7 574
_ IM 1,23 1,35 1,68 2,01 2,03 0,98
UA1812 Media 197,8 206,3 258,5 3358 446,3 560,0 279,0
(TA2659 / pGEM / sD 17,5 3,6 16,1 294 18,8 57,6 75,1
pUA199) M 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. enterica Typhimurium TA104

NUMERO DE REVERTIENTES POR PLACA

CEPAS Concentracion de Ciprofloxacina (ug/placa)

0,0032 0,0061 0,0125 0,025 0,05 0,1
TA104 Media 398,2 648,5 681,7 174,0 738,0 522,0 154,0
(hisG428 sD 35,37 38,07 51,62 52,74 10,00 30,01 40,35
/ pKM101) M 0 1,63 1,71 1,94 1,85 L.31 039
UAI1817 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
IM 0 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 31,1 10,87
pUAI1041) M 0 1,1 1,19 1,64 1,79 1,48 0,37

Una vez obtenido las cepas deseadas (TA104 y
TA2659/pUA199) se les introdujeron las construccio-
nes realizagias en los vectores pPGEM®-T y pK184 y las
cepas resultantes se utilizaron para estudiar el papel del
operon moa en la mutagénesis debida a ciprofloxacina.
En el Cuadro 5 se presentan los resultados obtenidos
con la cepa TA2659. En dicha tabla puede observarse
que la presencia del plasmido pUA199 junto al vector
pGEM®-T provoca que la cepa sea més sensible a la
mutagénesis producida por la ciprofloxacina. Debido a
este efecto del vector y del plasmido pUA 199 no se con-
tinuaron los estudios del efecto de la regién moa sobre
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dicha mutagénesis con el pldsmido recombinante
pGEM®-T.moa (pUA1027).

Por el contrario, se obtuvieron resultados concluyentes al
estudiar la mutagénesis de la ciprofloxacina en la cepa
TA104 portadora de los plasmidos pKM101 y pUA1041
(pK184.moa). Asi, y como se muestra en el Cuadro 6, la com-
plementacién de las funciones codificadas en la regién moa
no produce un efecto acentuado sobre lamutagénesis debido
alaciprofloxacina, obteniéndose con la cepa TA104 ylapor-
tadora del plasmido pK184 (TA104, IM=1,94 y UA1817,
IM=2,26) niveles de mutagénesis similares a los de la cepa

TA104/pUA1041 (UA1819,IM=1,79).




Lambda

pUA1029
BstET

Cl1 C2

1.2. Reguerimiento de la actividad UvrB

Losantecedentes sostienen que la actividad de la pro-
teina UvrB es necesaria para la mutagénesis mediada por
ciprofloxacina (Gocke, 1991; Clerch, et al. 1996a). No
obstante, los estudios de cepas con la deleccién AuvrB
han cuestionado dicho requerimiento (Kozmin, et al.
2000; Porwollik, et al. 2001). Para clarificar este aspecto
es que se emprende el estudio de este requerimiento
durante la mutagénesis por ciprofloxacina. Para ello,
siguiendo la misma estrategia efectuada para el operén
moa, se decidié complementar dicha mutacién uvrB en la
cepa TA104, cuyas caracteristicas ya han sido comenta-
dasanteriormente.

De modo inicial, se amplificé via PCR el gen uvrB, a
partit del DNA cromosémico de S. enterica Serov.
Typhimurium LT2. Para ello se disefiaron los cebadores
UvtBup Eco RV a 558 pb del inicio del CDS de uvrB y
UviBrv EcoRV a +2055 pb del inicio del CDS de uerB,
que proveyé un fragmento de DNA de 2614 pb conte-
niendo al gen uvrB que, ala vez inclufa las dianas de res-
triccion para Eco RV (Figura 4). Este fragmento se ligd

pUA1029 pUA1029
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Figura 5. Electroforesis mostrando la liberacién de fragmento uvrB del pGEM®.T,
mediante digestién con Apa I / Sac I del plasmido pUA1029

al vector de clonacién pGEM®-T, denominéndose en

_adelante plasmido pUA1029 (Figura 4). De esta cons-

truccién se recuper6 el fragmento conteniendo el gen
uvrB mediante digestién con Sph I y Sac 1 (Figura 5),
que posteriormente se ligé al vector pK184, previa
digestién de este dltimo también con Sph Iy Sac I,
dando origen a la obtencién del plasmido pUA 1040 (Fi-
gura 6). Una vez obtenida la construccion deseada, se
introdujo en la cepa TA104 mediante electroporacién
(cepa UA1818), comprobandose su fenotipo Uvr”, irra-
diando dicha cepa, junto con los controles adecuados
con diferentes dosis de radiacién UV (Figura 7). Con la
cepa obtenida se abordaron los estudios de mutagénesis
adiferentes dosis de ciprofloxacina.

Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 7,
en la cual puede apreciarse que la complementacién de la
mutacién uvrB (TA104/pUA1040) provoca un mayor
aumento del indice de mutagénesis del orden del 3,08 a
una concentracién de 0,025 g/placa, frente a aquellas
que lo adolecian (TA104, IM=1,94-1,85) o que s6lo pre-
sentaban adicionalmente el plasmido pK184 (UA1817,
IM=2,26).
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Figura 6. Representacion esquemdtica del plasmido pUA1040, producto de la ligacién del
fragmento conteniendo el gen uvrB en el vector pK184

UA1817 UA1818
L12 N TAl 04 (TA104/pK184) (TA104/ pK184uvrB)
~ . /_ ////,_.
~— S . // /"//
g o 5

Dosis de
Radiacién
UV (J/m?)

3.5

10,5

17,5

Figura 7. Placa mostrando la sensibilidad a la radiacion UV de las construcciones

UAI1817y UA1818
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1.3. Requerimiento de la actividad UwrA

Se propuso la ampliacién del estudio abordando la
actividad del gen uvrA durante la mutagénesis por cipro-
floxacina. En este caso, las experiencias se efectuaron
sobre el sistema de retromutacién de E. coli WP2 con la
cepa IC188 portadora del plasmido pKM101 y de una
mutacién puntual en el gen uvrA. Al igual que en los
casos anteriores se ensayaron seis concentraciones dife-
rentes de ciprofloxacina.

Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 8,
eindican que la ausencia de la actividad uvrA provocaun
significativo descenso de la mutagénesis producida por la
ciprofloxacina (IC188, IM=1,92), frente a la silvestre
(IC186, IM=5,0). Asf, y como se muestra en la Figura 8,
la cepa defectiva en UvrA Unicamente es capaz de ser
mutable por dicho antimicrobiano a una concentracién
muy baja (0,00612 g/placa); a concentraciones superio-
resa0,012 g/placa provocan mortalidad celular.

Clonacion del gen wwrb, operon Moa y requerimientos del complejo UvrABC durante la mutagénesis por quinolonas

DISCUSION

En la actualidad, las quinolonas estdn siendo emplea-
das ampliamente en la terapia antimicrobiana, no obs-
tante, y a pesar de los numerosos estudios que se han rea-
lizado, el estudio de sus mecanismos de accién asi como
el efecto que producen en las células bacterianas conti-
niian siendo dreas de gran interés, dado que todavia exis-
ten muchos interrogantes. En este marco, los trabajos
estén dirigidos a profundizar en los mecanismos de muta-
génesis de esta familia de antibacterianos.

No resulta contradictorio cuando se afirma que las
quinolonas tienen la particularidad de presentar una.
escasa o nulaactividad mutagénica, tanto en E. coli como
en S. enterica Typhimurium; por lo que en los diversos
ensayos bacterianos para detectar su mutagénesis, es
imprescindible que las cepas cuenten con ciertos requeri-
mientos genéticos minimos; caso contrario, la carencia
de expresién de determinados genes no promoveria com-

Cuadro 7
Efecto del gen uvrB sobre la mutagénesis debida a la ciprofloxacina
en cepas de S. enterica Typhimurium TA104

NUMERO DE REVERTIENTES POR PLACA

Cepas Concentracion de Ciprofloxacina (ug/placa)
0 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 3531 38,07 51,62 52,74 10,00 30,01 40,35
/ pKM101) IM 1,63 Il 1,94 1,85 1,31 0,39
UAI1817 Media 82,88 110,0 115,0 158,71 187,5 149,0 28,38
(TA104 / pK184®) SD 23,90 35,20 41,10 41,74 36,67 60,95 15,53
IM 133 1,39 1.92 2,26 1,80 0,34
UAI1818 Media 46,50 59,50 68,38 102,0 143,1 142,1 91,63
(TA104 / SD 13,84 20,74 16,50 33,68 45,22 3373 13,10
pUA1040) IM 1,28 1,47 2,19 3,08 3,06 1,97
Cuadro B

Efecto del gen uvrA sobre la mutagénesis debida a la ciprofloxacina
en cepas del sistema E. coli Wp2

NUMERO DE REVERTIENTES POR PLACA

Cepas Concentracion de Ciprofloxacina (ug/placa)

0 0,00325 0,00612 0,0125 0,025 0,05 0,1
IC186 Media 30,6 36,3 58,7 94,1 153,3 122,1 119,4
(WP2/ sD 6,5 13,4 17,7 18,5 25,1 27,0 48,6
pKM lOﬂ M 1,19 1,91 3,07 5,00 3,98 3,90

IC188 Media 174,2 174,9 335,5 2793 18,7 13,8 0,4

(WP2, uvrA"/ SD 22,6 20,0 23,4 22,3 44,4 14,8 0,7
pKM101) M 1,00 1,92 1,60 0,45 0,07 0,00

Pueblo cont. 17(2) 2006 | 185




José G. Gonzélez Cabeza

400 e e e e e e e s g

350
300
250
200 |

150 1

Numero de Revertientes por Placa

100

50 4

] 0,02 0,04

ey sy .

0,06 0,08 0.1

Ciprofloxacina (pug/placa)

—e—|C186 (WP2 / pKM101)

—=—C188 (WP2, uvrA- / pKM101)

Figura 8. Niimero de revertientes por placa a diferentes dosis de ciprofloxacina,
en cepas uvrAy urrA” de E. coli Wp2

pletamente la aparicién de mutagenésis (Piddock y Wal-
ters, 1992; Slezarikova, et al. 1992; Clerch, 1996a;
Clerch, 1996b; Zhaoy Drlica, 2002).

Relativo a este aspecto, queda de manifiesto la impor-
tancia de que las cepas empleadas de S. enterica Serov.
Typhimurium y E. coli WP2, portadoras de pares de bases
AT en la diana mutacional hisG428 y trpE6S5, respectiva-
mente, deben presentar el operon mucAB, a través de los
plasmidos pUA199 0 pKM 101 (Hartman, etal. 1986; Pid-
dock y Wise? 1987; Slezarikova, et al. 1992; Clerch,
1995). Ello es debido a que este operén codifica la DNA
Pol RI, la cual es una DNA polimerasa propensa al error
ante la aparicién de ciertas lesiones inducidas por cipro-
floxacina, mientras que en su ausencia se suprimen tales
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efectos (Clerch, 1992; Clerch, 1995; Clerch, et al. 1996a;
1996b). En cuanto a la inherente presencia del operon
homélogo umuDC en estas cepas, estd bien documenta-
do que no condiciona esta mutagénesis; la cual es atribui-
da a cualquiera de las hipétesis sefialadas en la parte
introductoria (Clerch, 1996a; 1996b). Todo ello indica
que el principal mecanismo de mutagénesis por quinolo-
nas es dependiente de los genes mucAB y/o posiblemente
de la participacién de otras polimerasas propensas al
error, viarespuesta SOS (Levin, etal. 1991).
Recientemente, el descubrimiento de que los mutan-
tes AuvrB de S. enterica Typhimurium que presentan
dicha mutacién, como consecuencia de una deleccién
que contiene més genes que el propio uvrB, ha cuestiona-
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do seriamente de que el sistema NER sea requerido para
que las quinolonas sean mutagénicas. De entre los diver-
sos genes deleccionados, se ha sugerido que los asociados
alabiosintesis de molibdeno (moaA, moaB, moaC, moaD,
moaE) podrian modular la mutagénesis de algunos com-
puestos como HAPy AHAP (Rosentel, et al. 1995; Joshi,
etal. 1996; Anderson, et al. 2000 ; Kozmin, et al. 2000).
Los resultados obtenidos en este trabajo sobre cepas
(TA2659y TA104) que presentan la menor pérdida en la
regién AuvrB (equivalente a 14 Kb, 0,3% de su genoma)
indican claramente que estos genes no intervienen en la
mutagénesis mediada por quinolonas. Asi, no se observa
un aumento significativo en el niimero de revertientes
porplaca al complementar con la regién que contiene los
genesmoa (Cuadro 6). Evidentemente, ello no excluye la
participacién de dichos genes en procesos de detoxifica-
cién de anélogos de bases como HAP y AHAP que dan
lugar a intermediarios activos para la actividad mutagé-
nica (Rosentel, et al. 1995; Anderson, et al. 2000; Koz-
min, et al. 2000).

Alin asf, se considera que este tipo de anormalidades
genémicas en estas cepas de ensayo de retromutacién, no
lerestan validez al sistema para trabajos futuros o los obte-
nidos en los pasados treinta afios, bajo la cual se han toma-
domuchas decisiones reguladoras. Esto es debido princi-
palmente, porque el valor predictivo de estos ensayos es
corroborado por otros sistemas. Sin embargo, para com-
puestos individuales o grupos quimicos especificos, a obje-
to de tener la certeza de su actividad, la deleccién de
otros genes diferentes al uvrB pueden tener trascenden-
cia. Frente a ello, se debe también considerar la posibili-
dad de que otros genes deleccionados con funcién desco-
nocida, asi como los tres localizados entre STM 1490-
1492, todos ellos genes hipotéticos involucrados en el
transporte de la cepa TA104 (Porwollik, et al. 2001),
podrian de una u otra manera estar participando en el
transporte de determinados compuestos quimicos y
repercutiendo en la mutagénesis.

Porotra parte, y con respecto a la necesidad de que las
bacterias presenten un sistema funcional integro en el
proceso NER, los resultados obtenidos en este trabajo
con el gen uvrB, permiten afirmar que, efectivamente, se
requiere la actividad de dicho gen para la manifestacién
de mutagénesis por quinolonas, ya que al complementar
¢l gen uvrB en cepas de S. enterica Typhimurium que lo
presentan deleccionado, se aprecia un aumento de la
mutagénesis mediada por ciprofloxacina (Cuadro 6).

Los primeros resultados sobre la mutagénesis produ-
cidos por estos compuestos ya mostraron que las quinolo-
nas no inducfan mutagénesis en cepas mutantes AuvrB

(Inman, et al. 1983; Maron y Ames, 1983), aduciéndose
en su momento que las dianas ensayadas no eran las apro-
piadas para la deteccién mutagénica. M4s adelante, en el
estudio del 4cido nalidixico, ciprofloxacina, ofloxacina y
enoxacina se demostré la utilidad de cepas portadoras
del blanco mutacional hisG428 que presentaban intacto
el gen uwrB; por lo que se infirié que la mutagénesis no
podia sélo deberse al tipo de diana mutacional, sino tam-
bién a la integridad del sistema NER (Ysern, et al. 1990).
Similarmente, los trabajos de Gocke también habfan
demostrado la posible implicacién de la endonucleasa
UvrABC en mutagénesis al estudiar la retromutacién de
las cepas TA104 y TA2638 (cepa isogénica a TA104,-
pero uvrB") durante tratamientos con fleroxacina y
dcido oxolfnico. Asimismo, la obtencién de resultados
positivos para la fleroxacina ante una diana mutacional
hisD3052 en una cepa Uvr™ reforzé dicha hipétesis; aun-
que no se planted el papel del complejo UvrABC en la
generacién de mutagénesis por parte de estos compues-
tos (Gocke, 1991).

Resultados similares se han obtenido en el sistema E.
coli WP2, el cual presenta pares de bases TA en el ho spot
trpE65 (Blanco, et al. 1993; Blanco et al.1998a, 1998b;
Blanco et al. 1999). En él se evidencia altos indices de
mutagénesis en las cepas que presentan intacto el sistema
NER y que contiene los genes mucAB (cepa IC186),
mientras que es perceptible la disminucién de la mutagé-
nesis en la cepa isogénica pero deficiente en el sistema
NER por la mutacién uvrA (Cuadro 8 y Figura 8).

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 obedezca al sistema convencional del proceso NER,
dadolos estudios actuales en la remocién de ciertos aduc-
tos. Asi por ejemplo, con mitomicina C, que exhibe un
amplio espectro mutacional, es necesaria la proteina
UvrB en la manifestacién de su mutagénesis. Dicha pro-
tefna muestra una actividad desacoplada frente a UvrAy
UvrC, lo cual se debe posiblemente a que ciertos aductos
originan una flexién del DNA, permitiendo el reconoci-
miento directo de UvrB y prescindiendo de UvrA para la
localizacién de lesiones; mientras que en las incisiones
alrededor de las lesiones, se postula que posiblemente par-
ticipe la proteina Cho (Lage, etal. 2003).

Dado que la actividad mutagénica de la ciprofloxaci-
na es dependiente de la actividad UvrAB y posiblemente
de UvrABC, tanto en S. enterica Typhimurium como en
E. coli WP2, se propone que la mutagénesis por ciproflo-
xacina, o por lo menos parte de ella, se origine como con-
secuencia del establecimiento de lesiones premutagéni-
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cas, las cuales serfan una consecuencia de la interaccién
estable de las quinolonas con el complejo DNA-DNA
girasa. Complementario a ello, conviene destacar los
antecedentes sobre la ruptura del DNA por parte de la
DNA girasa, en el cual los extremos 5~ forman un enlace
transitorio con las Tyr'” de cada subunidad GyrA (Shen,
et al. 1989; Shen 1993). Ello permitirfa comportarse
COMO un entrecruzamiento intercatenario y ser sustrato
de laescinucleasa UvrABC.

Elmodo en que operaria UvrABC serfa estableciendo
una incisién bimodal en una de las hebras conteniendo la
lesién, aunque el oligonucledrido seguird unido a su
hebra complementaria, proporcionando un segmento de
ssDNA premutagénico conteniendo atin la lesién. Este
segmento es subsecuentemente polimerizado, e involu-
cra la sintesis de translesién a través de la lesion rema-
nente, conduciendo a una posible mutacién por parte de
polimerasas propensas al error. En una segunda rueda de
participacién de UvrABC, eliminarfa de modo conven-
cional la lesién original (Cohen y Livneh; 1992; Coheny
Livneh, 1994; Eisenstadt, et al. 1989; Svoboda, et al.
1993; Dronkert y Kanaar, 2001). Probablemente en todo
ello se requiera la participacién de un conjunto de molé-
culas como la DNA Pol Rl, ciertas subunidades de la
DNA Pol 111, RecA, Ssb, la propia holoenzima DNA Pol
Il yotras.

Esta propuesta es consecuencia de la similitud en la
respuesta del firmaco respecto a la actividad mutagénica
de otros compuestos quimicos y agentes fisicos ya conoci-
dos. Asf, por ejemplo, se sefiala la hipétesis de la incisién
por parte de UvrABC, que es necesaria en la mutagénesis
inducida por entrecruzamientos intercatenarios dados
por psoraleno, mitomicina C, derivados del platino y
otros (Dronker and Kanaar, 2001). Segtn Igall, se obser-
va que el 8-metoxipsoraleno produce revertientes al trip-
téfano en células Uvr™, 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 el DNA (Slader, et al.
1989). Investigaciones similares, igualmente han esta-
blecido que el 8-metoxipsoraleno induce mutaciones en
celulas Uvr, pero cuando las células son reiradiadas con
UV, que convierte los monoaductos en entrecruzamien-
tos, la produccién de ciertas mutaciones decrece, al igual
que la supervivencia; concluyéndose en estas investiga-
ciones, que fa aparicién de entrecruzamientos son letales
pero no mutagénicas (Slader, et al. 1989). Debe precisar-
se que esta conclusién es s6lo aparente, ya que los entre-
cruzamientos son mutagénicos, pero solo en células
Uvr". De modo similar sucede con mitomicina C, ya que
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se ha demostrado su actividad mutagénica en presencia
de los genes mucAB y bajo un sistema NER funcional,
tanto en E. coli como en §. enterica Typhimurium (Ramos
etal. 1998).

Otro caso interesante resulta en la mutagénesis por
UV, que trabaja sobre la hip6tesis de que la escinucleasa
UvrABC opera sobre dos lesiones cercanas y opuestas, y
que la mutagénesis se inicia por creacién de un segmento
de ssDNA, que es subsecuentemente completado por un
paso de polimerizacién mutagénica (Cohen y Livneh,
1984; Kunzy Glickman, 1984).

Los datos sobre el papel in vivo del sistema NER son
ain poco concluyentes; aunque estructuras que implican
entrecruzamientos intercatenarios y dos lesiones cerca-
nas y opuestas (o lesiones opuestas no adyacentes) han
resultado atractivas, porque proveen un modelo para un
mecanismo, por el cual la reparacién por escisién que es
usualmente considerada como libre de error puede con-
ducir a la generacién de un sitio premutagénico. La pro-
puesta, no es excluyente, ya que parte de las lesiones que
pueden ser letales o bien reparadas por procesos libre de
error, como el de la recombinacién homéloga con la par-
ticipacién de la DNA Pol I, RecA y posiblemente otras
proteinas como RecB, C, D, E G, O, R, cuyos mutantes
son sensibles a los enlaces intercatenarios (Kuzminov,
1999; Dronker y Kanaar, 2001).

Modelos propuestos sobre viabilidad celular y muta-
génesis en células uvr (Murray, 1979) sostienen que el
aumento de la letalidad y la disminucién de la mutagéne-
sis se deben a enlaces intercatenarios. Estas lesiones
serfan intrinsecamente letales, pero pueden comportarse
como lesiones premutagénicas ante un sistema Uvr ", Sin
embargo, es interesante apreciar en los resultados obte-
nidos en este trabajo que no existe una acentuada dife-
rencia en el grado de sensibilidad a la ciprofloxacina |
entre las cepas portadoras en la AuvrB vy las cepas uvrB’
(Cuadro 7). Resultados similares frente a otros de super-
vivencia han llevado a sugerir que la escinucleasa
UvrABC no participa de modo muy activo en el procesa-
miento de lesiones inducidas por ciprofloxacina, proba-
blemente debido a que este tipo de lesiones se producen
en menor cuantia (Clerch, 1995). No obstante, los resul-
tados obtenidos en E. coli uvrA y uvrA” (Cuadro 8, Figu-
ra 8) muestran que la cepa deficiente en uvrA (IC188)
resulta ser mas sensible, lo que sugiere que este tipo de
lesiones deben ser més frecuentes de lo esperado.

El hecho de que las quinolonas sean moléculas muta-
génicas, plantea evidentemente serios problemas para su
uso sistemético en el tratamiento de enfermedades infec-
ciosas, dado que podrian generar mutaciones en las
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poblaciones de patégenos y ser una de las causas de que
dichos patégenos presenten una mayor virulencia. En
este sentido, estd apareciendo, recientemente, en la lite-
ratura nuevos conceptos como “concentracién de pre-
vencién de mutantes”, “ventana de seleccién de mutan-
tes” (Blondeau, et al. 2001; Zhao y Drlica, 2002). Estos
conceptos derivan de estudios in vitro de seleccién de
mutantes resistentes a una quinolona dada, al tratar un
patégeno con concentraciones crecientes de dicha molé-
cula, en la mayorfa de los casos se utilizaron dosis de
seleccién elevadas.

Parece l6gico que si durante el tratamiento clinico
con un compuesto de esta familia no se alcanza en deter-
minados 6rganos, tejidos u alguna otra estructura, una
dosis elevada y constante en el tiempo, la quinolona
puede introducir mutaciones en el patégeno y como con-
secuencia de ello incrementar la variabilidad genética,
posibilitando de esta manera la emergencia de nuevos
fenotipos ante cualquier presién selectiva. Este efecto de
lasquinolonas que se propone ser4 posible sélo si el paté-
geno posee un sistema NER funcional y una(s) polimera-
sa(s) tendente(s) al error, tipo MucAB. Con el estado
actual del conocimiento, ambos requerimientos pueden
darse en las especies de patégenos Gram negativos y tam-
bién, posiblemente, de Gram positivas. Asf, se ha descri-
toque patégenos como M. tuberculosis poseen elementos
reguladores para un sistema SOS funcional; y contienen,
ademds, todos los elementos asociados con la mutagéne-
sisSOS, con la excepcién de genes polB y umuD (Mizrahi
and Anderson, 1998). Del mismo modo, M. smegmatis
presenta elementos reguladores clave para un sistema
funcional de induccién SOS (Durbach, et al. 1997). Por
otro lado, aunque la reparacién mutagénica est4 ausente
en$. pneumoniae (Gasc, et.al. 1980), se ha descrito un ope-
rondel transposon conjugativo Tn5252 que confiere una
reparacién mutagénica inducida por UV en el neumoco-
coyE. faecalis (Mufioz-Najar y Vijayakumar, 1999).

En funcién de los resultados presentados en este docu-
mento y de las consecuencias que puede tener la exposi-
cién de las poblaciones de patégenos a bajas dosis de qui-
nolonas, la evaluacién de esta familia de antimicrobianos
através de ensayos como los realizados en este trabajo,
debe ser un pardmetro a considerar en el desarrollo de
nuevas moléculas con una mayor actividad antimicro-
biana,

CONCLUSIONES

1. El operén moa involucrado en la biosintesis de
cofactores de molibdeno, préximo a la regién uvrB delec-
cionada en diferentes cepas de S. enterica Serov. Typhi-

murium, no participa en la mutagénesis promovida por
ciprofloxacina; aunque es posible que existan otros genes
que modulen dicha mutagénesis.

2. Las proteinas UvrB y UvrA del sistema de repara-
cién por escision de nucleétidos (NER) son necesarias
para la manifestacién de mutagénesis por ciprofloxacina.
Dichas proteinas participarian en el procesamiento de
ciertas lesiones premutagénicas, producto del complejo
estable que se formaria entre DNA-DNA girasa-
quinolona; generdndose una lesién mutagénica sobre la
que actuaria alguna DNA polimerasa tendente al error,
como MucAB.

3. Se propone el uso combinado de los ensayos de
retromutacién en E. coli WP2 y S. enterica Typhimurium
en el screening primario de nuevas moléculas de quinolo-
nas con el objetivo de descartar en las siguientes fases
aquellas moléculas que presenten un elevado potencial
mutagénico.

4. Esta familia de antibacterianos es capaz de produ-
cir mutaciones en bacterias a dosis inferiores a su CMI,
siempre y cuando las bacterias posean un sistema NER
funcional y una DNA polimerasa tendente al error, tipo
MucAB. Esta actividad mutagénica puede producir un
aumento de la variabilidad genética de las poblaciones de
patégenos y ser una de las causas de la emergencia de
patégenos con una mayor virulencia.
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