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RESUMO

MIGLIORINI, L. B. Papel dos mecanismos de reparo de DNA na resposta de
Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos Ciprofloxacina e Ceftazidima. 2017. 77 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

Pseudomonas aeruginosa é um importante patégeno oportunista humano que tem
emergido como um dos principais agentes de infeccbes nosocomiais. A resisténcia de P.
aeruginosa aos antibioticos € um problema de satde publica mundial. As agdes diretas ou
indiretas provocadas pelos antibioticos, como a formacdo de espécies reativas de oxigénio,
podem levar a ativacdo de respostas mutagénicas que regulam a expressdo de polimerases de
baixa fidelidade, que atuam na Sintese Translesdo de DNA (TLS). Neste trabalho, nés
avaliamos a resposta de P. aeruginosa, frente & Ceftazidima (CAZ) e Ciprofloxacina (CIP).
Nossos dados demonstram que CAZ, ndo induz a resposta SOS e nem mutagénese em P,
aeruginosa, diferentemente de CIP. Demonstramos que as trés polimerases de TLS estdo
envolvidas na mutagénese induzida por CIP e peroxido de hidrogénio. Além disso,
observamos que a perda de qualquer uma das polimerases alterou significativamente o
espectro de mutacdes espontaneas e induzidas por CIP. As mutacGes predominantes sdo de
delecBes curtas na cepa selvagem, e a proporcdo deste tipo de mutacdo € reduzida nos
mutantes de polimerases, sugerindo que essas polimerases sdo responsaveis pelo surgimento
destas delegdes, e que possuem funcdes redundantes neste processo mutagénico. Assim,
demonstramos que as polimerases de TLS sdo importantes para a mutagénese induzida por
CIP em P. aeruginosa, e podem estar implicadas na mutagénese adaptativa e,
consequentemente, na resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Antibidticos. Resisténcia bacteriana. Resposta SOS. Lesdes oxidativas.
Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

MIGLIORINI, L. B. Role of DNA repair mechanisms in the response of Pseudomonas
aeruginosa to the antimicrobials Ciprofloxacin and Ceftazidime. 2017. 77 p. Masters
thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2017.

Pseudomonas aeruginosa is an important human opportunistic pathogen that has
emerged as a major agent of nosocomial infections. P. aeruginosa resistance to antibiotics is a
worldwide public health problem. The direct or indirect actions caused by antibiotics, such as
the formation of reactive oxygen species, may lead to the activation of mutagenic responses
that regulate the expression of low fidelity polymerases that act on Translesion DNA
Synthesis (TLS). In this work, we evaluated the response of P. aeruginosa to Ceftazidime
(CAZ) and Ciprofloxacin (CIP). Our data demonstrate that CAZ does not induce neither SOS
response nor mutagenesis in P. aeruginosa, unlike CIP. We demonstrate that the three TLS
polymerases are involved in mutagenesis induced by CIP and hydrogen peroxide, but in the
latter, in smaller proportions. In addition, we report that the loss of any of the polymerases
significantly altered the spectrum of spontaneous and CIP-induced mutations. The
predominant mutations are short deletions in the wild-type strain, and the proportion of this
mutation type is reduced in the polymerase mutants, suggesting that these polymerases are
responsible for the deletions and that have redundant functions in this mutagenic process. In
this sense, we show that the TLS polymerases are important for CIP-induced mutagenesis in
P. aeruginosa, and may be involved in adaptive mutagenesis and, consequently, in bacterial
resistance.

Keywords: Antibiotics. Bacterial resistance. SOS Response. Oxidative lesions. Pseudomonas
aeruginosa.



1 INTRODUCAO

1.1 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas pertence a classe das Gammaproteobacterias, a qual
compreende um grande e diversificado grupo de bactérias ubiquas encontradas no solo, agua,
plantas e animais, e também conhecidas por apresentarem grande plasticidade genética e
versatilidade metabdlica (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003).

Dentre as espécies pertencentes a esta classe, Pseudomonas aeruginosa representa um
importante patdégeno oportunista humano que tem emergido como uma das principais causas
de infec¢bes nosocomiais (GOLDBERG, 2010; OSMAN et al., 2010; VINCENT, 2003). Na
América Latina, Pseudomonas spp. € responsavel por 31,2% dos casos de pneumonia, 13,8%
das infeccBes da pele e dos tecidos moles e 7,5% das infecgdes de corrente sanguinea
(GALES et al., 2012) .

Em geral, P. aeruginosa € responsavel por 11,0 a 13,8 % das infec¢bes hospitalares.
Sendo que em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) pode chegar a 20%, incluindo a
participacdo de isolados multirresistentes, o que vem dificultando o controle da infec¢éo nesse
ambiente (SUAREZ et al., 2011). As taxas de isolados de P. aerugionosa resistentes as
fluoroquinolonas, por exemplo, ja chegam a 30%, segundo dados do SENTRY Antimicrobial
Surveillance Program (SADER et al., 2014)

A alta prevaléncia de P. aeruginosa pode se dar pela capacidade em formar biofilme e
manter-se viavel por muito tempo em superficies abidticas, como cateteres e equipamentos
hospitalares (EL-KHOLY et al., 2012). Além disso, a alta resisténcia intrinseca e adquirida a
antimicrobianos apresentada por esta bactéria, dificulta a sua erradicacdo do ambiente
hospitalar (WOLTER et al., 2009; YORDANOV; STRATEVA, 2009).

A fibrose cistica (FC) é uma doenca autossémica recessiva que provoca aumento da
viscosidade de secrecdes das vias aéreas inferiores, facilitando infecgdes cronicas,
principalmente por P. aeruginosa (FIRMIDA, 2011; LYCZAK; CANNON; PIER, 2002).
Dados recentes mostram que 80% dos pacientes com FC ndo resistem a insuficiéncia
respiratoria causada pela infeccao cronica por esta bactéria (BHAGIRATH et al., 2016).

Ademais, para sobreviver no ambiente pulmonar, P. aeruginosa deve suportar
diversos tipos de estresse, como: estresse osmotico, deficiéncia nutricional, competicdo com

outros microrganismos, estresse oxidativo, etc. Para isso, alteracfes no perfil de expressdo



génica ocorrem, adaptando essa bactéria as condicOes de estresse (GOODMAN et al., 2004).
Devido a persisténcia da infeccéo e a terapia prolongada com antimicrobianos, ha relatos de
isolados hipermutadores, os quais possuem deficiéncia em diferentes sistemas de reparo de
DNA. Sendo que alguns podem acumular altos niveis de 7,8-dihydro-8-oxodeoxyguanosina
(8-0x0dG) (CIOFU et al., 2005; FOWLER et al., 2003) tornando-0s mais propensas a adquirir
mutacdes, que os deixam adaptados ao estresse e muitas vezes resistentes a terapéutica
(DORING et al., 2000; OLIVER et al., 2000).

P. aeruginosa possui um genoma de 6,3 Mb e comporta uma grande versatilidade
metabdlica que permite a rapida adaptacdo a uma gama de estresses, dentre eles os
antimicrobianos (GOH et al., 2002; OLSON et al., 2000).

1.2 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo compostos amplamente utilizados na clinica médica contra
infeccdes bacterianas. Para o tratamento de infecgdes por P. aeruginosa, dois antimicrobianos
amplamente empregados séo: Ciprofloxacina (CIP) e Ceftazidima (CAZ) (HAWKEY, 2003;
VAN BAMBEKE et al., 2005).

A CAZ é uma Cefalosporina que pertence a classe dos beta-lactamicos. Este grupo de
antibidticos tem em comum uma estrutura central, o anel beta-lactamico, que interage com as
Proteinas Ligadoras de Penicilina (PBPs), inibindo a sua funcdo. As PBPs sdo transpeptidases
responsaveis pela ligacao cruzada entre as cadeias peptidicas do peptideoglicano, que confere
rigidez a parede celular e protege a bactéria de variagdes osméticas do meio. Logo, o efeito
bactericida da CAZ se da pela inibicdo da sintese e perda de rigidez da parede celular
bacteriana (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013; DRAWZ; BONOMO, 2010; GUIMARAES,
2010).

A CIP pertence a classe das Fluoroquinolonas de segunda geracéo. E o quimioterapico
mais utilizado em todo mundo devido ao seu amplo espetro de atividade (JACOBY;
STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014; KIFFER et al., 2011). Seu efeito bactericida consiste na
interacdo e consequente inibigdo da atividade das enzimas DNA girase e DNA topoisomerase
IV. Estas sdo topoisomerase do tipo Il, que promovem o superenovelamento do DNA,
importante para o desenvolvimento bacteriano (DRLICA; ZHAO, 1997; HAWKEY, 2003).
Como consequéncia desta inibi¢do, quebras duplas na fita de DNA sdo formadas. Como

causadores de danos no DNA, os antimicrobianos desta classe sdo reconhecidos como



indutores da resposta celular a danos no DNA, a resposta SOS (DRLICA et al., 2008;
DRLICA; ZHAO, 1997) que seré estudada ao longo deste trabalho.

A medicina veterinaria vem utilizando os antimicrobianos para tratamento de
infeccdes, mas também como promotores de crescimento em animais. O aumento do consumo
e, consequentemente, da eliminagdo de antimicrobianos no meio tem provocado diversos
impactos no ecossistema (GUARDABASSI et al., 2008), ja que 30-90% desses farmacos
ingeridos por animais e humanos sdo excretados intactos ao ambiente (Figura 1). Logo
concentracdes subinibitorias de antimicrobianos séo encontradas no solo e agua (HUANG et
al., 2005; LIU et al., 1999; PLETZ et al., 2004).

Essas concentragOes subletais presentes no meio ambiente ou geradas em certos
compartimentos do corpo devido a fatores farmacocinéticos da droga, que criam gradientes de
concentracdo, podem promover alteracdes na fisiologia bacteriana: morfologia, viruléncia,
resisténcia e habilidade para produzir variagdes genéticas. Apesar de serem concentragdes
baixas de antimicrobianos, quando mantidas, podem funcionar como forca seletiva
selecionando cepas com baixo e alto nivel de resisténcia ou ainda cepas hipermutadoras
(BAQUERO; TEDIM; COQUE, 2013; DAVIES; SPIEGELMAN; YIM, 2006; GMLLBERG
etal., 2011; LORIAN, 1975).

Gradiente de concentracdo em partes do corpo
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Figura 1 - As diferentes origens das concentragdes sub-inibitorias de antimicrobianos. Dos compartimentos do
corpo a residuos industriais, pecuarios e hospitalares. Fonte: modificado de Blazquez, 2012.



1.3 Estresse oxidativo: um mecanismo de acdo comum aos antibidticos?

Além do mecanismo de acdo especifico de cada antimicrobiano, um dos efeitos
comuns que podem contribuir para a sua letalidade, é a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em bactérias (KOHANSKI et al., 2007). O radical hidroxila € uma espécie
reativa de oxigénio extremamente reativa com substratos orgénicos, incluindo a molécula de
DNA, resultando principalmente na retirada de atomos de hidrogénio do aclcar desoxirribose
e adicdo de ligacOes insaturadas em bases nucleotidicas (HALLIWELL, 1999). ROS podem
resultar em severos danos a molécula de DNA, dentre eles, quebras nas fitas do DNA e perda
de bases, sendo altamente genotdxicos, 0 que contribui para o potencial mutagénico e efeito
citotoxico destes compostos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; IMLAY; CHIN; LINN,
1988). Uma importante lesdo no DNA provocada por ROS é a oxidacdo da guanina, levando a
formacdo de 8-oxoguanina (8-0xoG), que devido a conformacao alterada, € capaz de parear-se
com residuos de adenina, resultando em mutacBes de transversdao ap6s a replicacgdo,
contribuindo para o aumento da taxa de mutacdo em bactérias (FRIEDBERG et al., 2006).

Kohanski e colaboradores demonstraram que as trés principais classes de
antimicrobianos bactericidas (fluoroquinolonas, beta-lactdmicos e aminoglicosideos) tem a
capacidade de induzir a formacédo de radicais hidroxila (-OH) via reagdo quimica de Fenton,
em E. coli. A interagdo primaria sitio especifica do antibidtico estimula a oxidacdo de NADH,
via hiperativacao da cadeia transportadora de elétrons, levando a formacao de superéxidos. Os
superéxidos danificam grupamentos ferro-enxofre, liberando o fon Fe®* para oxidacdo na
reacdo de Fenton. A Reacdo de Fenton leva a formacdo de radicais hidroxila que danificam
DNA, lipideos e proteinas contribuindo para a morte celular. Por isso, acredita-se que o
estresse oxidativo pode contribuir para o efeito bactericida dos antimicrobianos (DWYER,;
KOHANSKI; COLLINS, 2009; KOHANSKI, 2007) (Figura 2).

Assim, uma vez que a bactéria possui genes que reparam os danos oxidativos, estes
sistemas poderiam eliminar o dano, diminuindo a eficacia do antimicrobiano. Neste sentido, é
interessante analisar o comportamento dos mutantes em vias de reparo de estresse oxidativo
guanto a sua sensibilidade aos antimicrobiano. Uma vez que estes mutantes ndo reparam
danos oxidativos, em teoria, 0 acimulo destes seria altamente letal para as células, tornando-
0S mais sensiveis.

Cabe ressaltar que o envolvimento do estresse oxidativo na atividade bactericida dos
antimicrobianos é um tema controverso. Alguns autores reportaram para E. coli, que a

atividade bactericida de B-lactamicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas, sob condic¢des



anaerobicas e aerobicas, mantiveram-se iguais (KEREN et al., 2013; LIU; IMLAY, 2013). Os
mutantes com deficiéncia em atividades de peroxidase e catalases ndo apresentaram maior
sensibilidade do que a cepa parental. Inclusive mostraram que a atividade respiratoria nao foi
suficientemente alterada para contribuir para a toxicidade via aumento do estresse oxidativo.
Assim, suportam a ideia que a letalidade destes compostos € devido ao mecanismo de agdo
especifico de cada antimicrobiano, como inibic¢éo da sintese da parede celular, sintese proteica
e replicacdo do DNA e ndo necessariamente pela producdo de ROS testados por eles (LIU;
IMLAY, 2013).

Por outro lado, os agentes oxidantes, independente de contribuirem para a agdo
bactericida de antimicrobianos, podem contribuir para a mutagénese, causando danos as bases
de DNA que podem ser pareadas erroneamente com outras bases, ou mesmo promovendo
quebras na dupla fita de DNA que é um sinal para a ativacdo de respostas a danos, como a
SOS. Esta por sua vez, compreende polimerases de baixa fidelidade que ignoram a lesdo no
DNA e dédo sequéncia & replicagdo de DNA, inserindo aleatoriamente os nucleotideos a fita
nascente. Por isso, torna-se importante conhecer se 0s antimicrobianos, de uma maneira direta
ou indireta, ativam respostas mutagénicas em bactérias, ja que as mutagdes estdo associadas a

resisténcia bacteriana.
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Figura 2 - A interagio primaria alvo-droga e a produgdo de ROS. Aminoglicosideo com o ribossomo,
quinolona com DNA girase e beta-lactamico com PBP podem estimular a oxidacdo de NADH via cadeia
transportadora de elétrons que é dependente do ciclo do acido tricarboxilico (TCA). A hiperativacdo da cadeia
transportadora de elétrons estimula a formacdo de superdxidos. Os superdxidos danificam os grupos ferro-
enxofre, tornando Fe?* disponivel para oxidago via reacéo de Fenton. Fonte: Modificado de Kohanski, 2007.

Além dos antimicrobianos, que sdo o foco principal deste trabalho, utilizamos outro
agente genotoxico, o peroxido de hidrogénio (H,0,), para avaliar a o papel das polimerases
propensas a erros e comparar a resposta de P. aeruginosa aos antimicrobianos e a ROS.

O peréxido de hidrogénio é um importante composto quimico que se difunde
facilmente através da membrana celular, e atua como um forte oxidante quando decomposto a
radical hidroxila [-OH] por fons Fe** ou Cu'* na reacéo de Fenton (FRIEDBERG et al.,
2006). As ROS podem também ser geradas indiretamente através da hidrélise da molécula de
agua por radiacdes ionizantes (FRIEDBERG et al., 2006) e através do contato da bactéria com
alguns antimicrobianos bactericidas, com beta-lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos
(DWYER et al., 2007; KOHANSKI et al., 2007, 2008).
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1.4 Resposta bacteriana ao estresse

As bactérias respondem diferentemente a estresses letais e subletais (Figura 3). Em E.
coli, sob concentracGes letais de antimicrobianos (ampicilina), peréxido de hidrogénio e
choque térmico (45°C), ha diminuicdo do metabolismo energético e da sintese de proteinas
ndo essenciais, supressdo do crescimento e divisdo celular, redirecionando energia para
manutencdo e reparo celular (KALDALU et al.,, 2004; ASAKURA et al., 2009;
JOZEFCZUK et al., 2010). Ja em concentracdes sub-letais de antimicrobianos, ndo ha grande
reducdo do crescimento nem morte celular, demonstrando que as bactérias sdo capazes de
ajustar o perfil de expressdo génica e metabolismo para responder ao estresse induzido e
manter o rapido crescimento. A exposicao a sub-CIM de antimicrobianos € algo que merece
atencdo, também por promover a tolerancia cruzada a muitos outros tipos de estresse (UV,
MMS e outras classes de antibi6ticos) que ndo o relacionadas com o estresse indutor, tudo
isso sem alterar o metabolismo celular, a ponto da bactéria conseguir se proliferar
normalmente carreando todo tipo de mutacdo (BATTESTI; MAIJDALANI; GOTTESMAN,
2011; MATHIEU et al., 2016).

Cirz e colaboradores reportaram também que concentragdes subinibitérias de
ciprofloxacina promovem mutagénese em E. coli, através da mesma via que UV e raios X e
gamma, pela inducdo de polimerases propensas a erros (CIRZ et al., 2005a). Logo, acredita-se
em um nucleo geral de resposta bacteriana a estresse a qual € ativada por diferentes indutores,
conduzindo a mesma resposta e que podem promover uma tolerancia cruzada, inclusive a
antimicrobianos (MATHIEU et al., 2016). Na clinica médica isso é relevante, uma vez que a
exposicao a sub-CIM de um antimicrobiano pode promover a tolerancia a outras drogas, ja

gue podem partilhar do mesmo ndcleo de respostas.
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Figura 3 - Impacto dos antibi6ticos na populagéo bacteriana. Fonte: modificado de Laureti, 2013.

Por muito tempo acreditou-se que a resisténcia aos antimicrobianos, clinicamente
relevante, era consequéncia da exposi¢cdo bacteriana a concentra¢fes acima da CIM, a qual
poderia selecionar as variantes resistentes pré-existentes na populacdo (MATHIEU et al.,
2016; GMLLBERG et al., 2011). Porém, diversos estudos com fusdo de gene reporter,
estudos genéticos classicos e analises de transcriptoma tem demonstrado que a exposi¢do a
concentragcfes sub-MIC de antibidticos desencadeiam alteracdes nos perfis transcricionais e
fenotipos de diversas espécies bacterianas, dentre elas E. coli, Salmonella typhimurium, P.
aeruginosa e Staphylococcus aureus, e que podem desencadear respostas adaptativas que
conduzem a resisténcia aos antimicrobianos (DAVIES; SPIEGELMAN; YIM, 2006;
GMLLBERG et al., 2011; GUTIERREZ et al., 2013a; LORIAN, 1975; MATHIEU et al.,
2016).

Dentre estas respostas bacterianas que podem ser desencadeadas frente a exposicao
aos antimicrobianos, estdo a inducdo de estresse oxidativo, respostas de reparo de DNA e
mutagénicas, dentre elas, a resposta SOS (BAHAROGLU; MAZEL, 2014; GUTIERREZ et
al., 2013).

1.4.1 Reparo de danos oxidativos

Para reparar danos oxidativos, as bactérias detém mecanismos de reparo, como o
sistema de reparo de 8-oxoguanina (Sistema GO). Este sistema tem como fungdo remover
danos oxidativos da guanina ou do pool de nucleotideos, aumentando a fidelidade durante a
replicacdo e diminuindo a ocorréncia de mutagées (MICHAELS et al., 1992; MICHAELS;
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MILLER, 1992; MILLER; MICHAELS, 1996).

O sistema GO é composto por trés proteinas MutM, MutY e MutT (Figura 4). Em E.
coli, a glicosilase MutM atua em 8-0x0G, eliminando-a, caso ela esteja pareada com uma C
(citosina). Se ndo for reparada, em subsequentes eventos de replicacdo, pode haver
pareamento, preferencialmente, com A (adenina), e consequente transversao G-C - T-A,
mais comum em mutantes em mutM. A proteina MutY também € uma glicosilase, porém atua
sobre a adenina erroneamente pareada com a 8-0xoG, eliminando-a. Caso ndo seja eliminada,
ocorre com mais frequéncia a transversdo G-C - T-A, semelhante ao observado mutantes em
mutM. A proteina MutT tem uma atividade de hidrolase e atua no pool de nucleotideos,
hidrolisando preferencialmente (8-oxodGTP) a sua forma monofosfatada (8-oxodGMP), que
ndo pode ser incorporada durante a replicacdo pela polimerase replicativa, prevenindo a
incorporacdo desta base oxidada no DNA (FRIEDBERG et al., 2006; NEELEY et al., 2007).
Em E. coli, a polimerase alfa pode parear 8-oxodGTP com adenina e citosina com a mesma
eficiéncia (MAKI; SEKIGUCHI, 1992) . A inativagdo de mutT leva a um aumento do
pareamento de A/8-0xodGTP, que no proximo evento de replicacdo resultard no pareamento
de T com a A. Portanto, o evento mais frequente sdo as transversdes A-T - C-G. Estes sdo
considerados mutadores fortes com aumento de até 10.000 vezes as taxas de mutagdo em E.
coli (FOWLER et al., 2003; FOWLER; SCHAAPER, 1997; SCHAAPER; BOND; FOWLER,
1989).

P. aeruginosa possui um sistema GO semelhante ao descrito para E. coli, porém, a
inativacdo de mutT em P. putida demonstra um sutil aumento na frequéncia de mutacédo
espontanea, aproximadamente duas vezes, um fen6tipo brando quando comparado a E. coli
(OLIVER, 2002). Para tentar explicar essa perda da caracteristica de mutador forte, tem sido
observado, por anotacGes de genoma, que P. putida e P. aeruginosa possuem 12 homologos
de mutT que podem atuar na prevencdo de danos, semelhantemente a MutT de E. coli
(FRIEDBERG et al., 2006). Em P. aeruginosa, diferentemente de E. coli, foram identificados
trés diferentes tipos de transversbes para mutantes em mutM: C-G—T-A, A-T—-G-C e
A-T—-T-A. Em cepas mutantes em mutY foi observado, principalmente, a transversdo
G-C—T-A, condizentes com a funcdo da glicosilase de remover a adenina pareada
erroneamente com 8-oxodGTP. E, por fim, nas cepas mutantes em mutT foi observado
unicamente a transicdo G-C—A-T. Isto é explicado pelo fato que os 12 homologos de mutT
podem prevenir as transversdes A-T—C-G (SANDERS; SUDHAKARAN; SUTTON, 2009).
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Em pacientes com FC, a inflamacdo cronica pulmonar € decorrente da liberacdo de
proteases e radicais de oxigénio por neutréfilos (ALIPOUR et al., 2009; HMLL et al., 1997).
Isto resulta em uma pressdo seletiva capaz de selecionar linhagens mutadoras de P.
aeruginosa, ou seja, com frequéncia de mutacdo (FM) aumentada. Estudos demonstraram que
isolados hipermutadores possuem maior acimulo de 8-oxodGTP, devido a mutagdes de perda
de fungé@o em genes de reparo GO (CIOFU et al., 2005; FOWLER et al., 2003; MICHAELS
et al., 1992). Porém, ndo apresenta um efeito tdo exacerbado na FM, quando comparado com
dados de E. coli (FOWLER et al., 2003). E importante notar que estes fendtipos
hipermutadores tem maior probabilidade de proporcionar o surgimento de isolados resistentes
aos antibidticos antipseudomonais, incluindo CAZ e CIP, por aumento de expressdo de outros
mecanismos de resisténcia também, como beta-lactamases e bombas de efluxo,
respectivamente (HENRICHFREISE et al., 2007; OLIVER et al., 2004; PLASENCIA et al.,
2007). Isolados clinicos de P. aeruginosa com mutacdes em genes do sistema GO e,
consequentemente, fendtipo hipermutador ja foram relatados em pacientes com FC
(MANDSBERG et al., 2009; POOLE, 2008). Além disso, também foram encontradas
linhagens mutadoras com deficiéncia em genes relacionado ao reparo de bases mal pareadas,
que é responsavel por corrigir erros de replicacdo (OLIVER et al., 2000).

Outro mecanismo que também pode estar envolvido no reparo de danos oxidativos é a
via de reparo por excisdo de bases (BER) (KROKAN; BJORAS, 2013). Em E. coli, esta via
desempenha um papel importante na remoc¢do de danos oxidativos, como 8-0xoG, 0s quais
podem causar uma leve distor¢do na molécula de DNA (DAVID; O’SHEA; KUNDU, 2007).
O BER ¢ iniciado por uma DNA glicosilase que reconhece a lesdo e remove a base
danificada, deixando um sitio abésico, apurinico/apirimidinico (AP). Posteriormente, estes
sitios AP sdo reconhecidos e processados pelas AP endonucleases que cortam a extremidade
5’ do esqueleto agucar-fosfato, deixando a extremidade 3’ livre para que a polimerase | e a
ligase reparem a lesdo. Em E. coli, uma das principais AP endonucleases € a exonuclease IlI
codificada pelo gene xthA, que é importante para o reparo de lesdes oxidativas (HARING et
al., 1994; HORNBACK; ROOP; II, 2006; SHAFIROVICH et al., 2016).

Em E. coli, o sistema GO e BER sdo amplamente estudados e muito se conhece a
desses sistemas em resposta aos antibioticos. Porém, em P. aeruginosa, torna-se necessario
aprofundar mais no estudo destes mecanismos e como eles interferem na resposta de P.

aeruginosa frente aos antimicrobianos.
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Figura 4 - Sistema GO. Consequéncias da incorporagio e pareamento de 8-0xodGTP com C e A, e o papel
dos genes mutT ou mutY e mutM para evitar transversdes A - T —-C-Ge G- C — T - A, respectivamente. O 8-
oxoG é representado por um circulo G. Oxidacdo de G a 8-oxoG enquanto no DNA também ocorre,
potencialmente levando a transversdo G - C — T - A (lado esquerdo). Fonte: Modificado de Fowler, 2003.

1.4.2 Resposta SOS

E bem conhecido atualmente que o principal mecanismo de inducéo da resposta SOS é
a formacao de fita simples de DNA (ssDNA) (KELLEY, 2006; MICHEL, 2005). A formacéo
de ssDNA pode se dar por problemas durante a replicagdo ou por agentes externos que
causam danos, como: UV, radiacdo gamma, MMS, MMC, ROS e antimicrobianos (DWYER
et al., 2007a; FUJII; ISOGAWA; FUCHS, 2006; JENA, 2012; POHLHAUS; KREUZER,
2005; WADHAWAN; GAUTAM; SHARMA, 2013).

A proteina RecA é recrutada a sSDNA pelos complexos RecBCD ou RecFOR. O
RecBCD reconhece quebras e extremidades na dupla fita de DNA, e atua na formagéo de um
substrato de sSDNA para RecA. RecFOR reconhece pequenos espagos e lacunas, e recruta
RecA para este local de ssDNA. RecA se liga a sSDNA na forma de um nucleofilamento que
catalisa a auto-protedlise do repressor LexA. LexA reprime 0S genes que pertencem ao
regulon de SOS, através da ligacdo em sequéncia especifica de LexA nos promotores dos
genes (BAHAROGLU; MAZEL, 2014). A sequéncia consenso para a ligacdo de LexA varia
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entre as bactérias, em Beta e Gammaproteobacteria € CTGTNgACAG (ERILL et al., 2003),
em P. aeruginosa a sequéncia consenso € CTGTATAAATATACAG (CIRZ et al., 2006) e
em E. coli, TACTGTATATATATACAGTA (WADE et al., 2005).

O numero e os tipos de genes regulados pela resposta SOS variam muito entre as
bactérias. O regulon SOS de E. coli compreende em torno de 40 genes (COURCELLE et al.,
2001). Em Bacillus subtilis, uma bactéria gram-positiva, o regulon SOS é composto por 33
genes, sendo somente oito homdlogos aos de E. coli (AU et al., 2005). Em P. aeruginosa, 0
regulon SOS ¢é limitado a 15 genes (CIRZ et al., 2006a).

As trés principais vias de reparo ou tolerdncia aos danos regulados pela resposta SOS
em E. coli sdo: recombinacdo homologa (HR), reparo por excisdo de nucleotideos (NER) e
sintese translesdo (TLS). Em E. coli, na HR, RecBCD e RecFOR recrutam RecA, as quais
reconhecem a simples fita de DNA. A inducdo da HR pode levar a rearranjos cromossémicos
através da recombinacédo entre sequéncias similares. A segunda via, NER, realiza o reparo em
dupla fita de DNA por meio do complexo UvrABC. Este complexo reconhece a leséo e
recruta a helicase UvrD para remover a sequéncia de DNA contendo a lesdo que sera
reconstituida pela Polimerase | (KISKER; KUPER; VAN HOUTEN, 2013). A via de NER
também é importante para o reparo de lesGes oxidativas (SHAFIROVICH et al., 2016).

A TLS é realizada por diferentes DNA polimerases em E. coli: PolV (umuCD), Polll
(polB) e PollV (dinB). Estas polimerases replicam o DNA danificado incorporando uma base
aleatdria frente a lesdo, a qual a DNA polimerase replicativa (Pol I11) ndo pode replicar. Sdo
consideradas polimerases propensas a erros, pois ndo possuem atividade revisora e sdo
altamente mutagénicas. Por isso, a inducdo da TLS pode levar ao aumento da frequéncia de
mutacdo como parte da resposta SOS (FIJALKOWSKA; SCHAAPER; JONCZYK, 2012;
FRIEDBERG; WAGNER; RADMAN, 2002; NAPOLITANO et al., 2000; NOHMI et al.,
1988; PAGES; FUCHS, 2003).

Mais especificamente em P. aeruginosa, a resposta SOS difere em partes da de E. coli,
B. subtilis e outras Gamma-proteobacterias. Por exemplo, genes importantes para o reparo por
excisdo de nucleotideos, como uvrA e uvrB escapam da regulacdo por LexA, bem como ruvA
e ruvB importantes para recombinacgédo (AU et al., 2005; CIRZ et al., 2006a; COURCELLE et
al., 2001). Além disso, foi demonstrado por Cirz e colaboradores que homdélogos de dinB de
E. coli, em P. aeruginosa, sdo induzidos por agentes genotoxicos, como CIP, e participam da
TLS, porém de maneira independente de LexA, estando em concordancia com o observado
em outras bactérias, mostrando que a regulacao de dinB por LexA é mais uma exce¢do do que
uma regra (BROOKS; MOVAHEDZADEH; DAVIS, 2001; CIRZ et al., 2006b; TEGOVA et
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al., 2004). Também em E. coli, foi descrido que polB é regulado por LexA e foi induzido com
CIP ao contrario de polB de P. aeruginosa onde nao foi observado inducdo pelo mesmo
antimicrobiano (ERILL et al., 2003).

P. aeruginosa, assim como varias espécies de bactérias, ndo possui homologos de
umuDC. Em contrapartida, possuem um operon regulado por LexA contendo imuA, imuB e
dnaE2, que estdo envolvidos em sintese translesdo (GALHARDO et al., 2005). Este operon
possui papel importante na mutagénese induzida por UV e MMC em Caulobacter crescentus
e Mycobacterium tuberculosis e na mutagénese induzida por UV em P. aeruginosa
(BOSHOFF et al., 2003; CIRZ et al., 2006b; GALHARDO et al., 2005; SANDERS et al.,
2006a). Porém, ndo se conhece o envolvimento desta polimerase codificada pelo operon
imuAB/dnaE2, na mutagénese induzida por CIP, o que torna interessante tal investigacéo.

Um estudo recente feito por Jatsenko e colaboradores, revelou o possivel papel de
DnakE2 (ImuC) e DinB na TLS de bases metiladas e sitios abasicos induzidos por MMS e a
consequente mutagénese, em P. aeruginosa e P. putida. Foi observada a importancia de ImuC
na protecdo contra a citotoxicidade induzida por MMS em P. aeruginosa, porém atuando
como uma polimerase secundaria a DinB, devido maior precisdao na replicacdo de DinB
comparada a ImuC. Além disso, foi observado que a integridade dos trés produtos do operon
imuAB/dnaE2 (imuABC) em Pseudomonas sp., da mesma maneira que em C. crescentus e M.
tuberculosis (GALHARDO et al.,, 2005; WARNER et al., 2010) sdo essenciais para 0
apropriado funcionamento do sistema (JATSENKO et al., 2017).

E bem conhecido que os antimicrobianos aumentam a mutagénese em E. coli via
indugédo de polimerases propensas a erros (PEREZ-CAPILLA et al., 2005). Seja por danos
diretos no DNA, como os causados por CIP ou indiretos, associados a producdo de ROS pelos
B-lactdmicos, os antimicrobianos sdo considerados agentes promotores de mutagénese em
bactérias, via ativacdo da resposta SOS. CIP, como ja reportado, é um forte indutor da
resposta SOS, mesmo em concentracdes sub-CIM (THI et al., 2011; YSERN et al., 1990).
Para P. aeruginosa foi demonstrado a inducdo desta resposta SOS e mutagénese associada a
exposicao aos p- lactamicos e a ciprofloxacina (BLAZQUEZ et al., 2006; GUTIERREZ et al.,
2013).

Em E. coli, as polimerases propensas a erros Polll (codificada por polB), PollV (dinB)
e PolV (umuC) sdo bem caracterizadas quanto o seu envolvimento na mutagénese frente a
uma gama de antimicrobianos, inclusive aquela mediada por CIP (CIRZ et al., 2006;
NAPOLITANO et al., 2000; POWER; PHILLIPS, 1992). P. aeruginosa, por sua vez, possuli
genes homologos aos genes polB e dinB de E. coli que codificam essas polimerases propensas
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a erros, porém pouco se sabe sobre o envolvimento dessas polimerases na mutagénese
induzidas CIP em P. aeruginosa. Em particular, o papel do operon imuAB/dnaE2, presente
em P. aeruginosa e outras bactérias, mas ausente em E. coli, ainda néo foi estudado no que
diz respeito a mutagénese induzida por antibidticos. Neste caso, torna-se interessante avaliar
0s mecanismos moleculares envolvidos na mutagénese mediado por CIP e compreender o

papel das diferentes polimerases de P. aeruginosa.
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6 CONCLUSOES

Atualmente, com o aumento resisténcia bacteriana aliada a falta de opc¢des
terapéuticas, torna-se necessario expandir nossos conhecimentos de como os antibidticos
atuam nas bactérias, e utilizar estes conhecimentos adquiridos para otimizar o uso dos
antibioticos ja existentes e/ou auxiliar nas escolhas terapéuticas. P. aeruginosa, € um
importante patdgeno oportunista de dificil tratamento devido a sua alta viruléncia e
capacidade de tornar-se resistente a terapéutica. A producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que ocorre apo6s a exposicdo das bactérias aos antibidticos, € um mecanismo muito
bem estudado em outras bactérias, como E. coli, Vibrio cholerae, Mycobacterium
tuberculosis, Staphylococcus aureus. Este efeito secundario dos antibioticos tem sido descrito
como um dos ativadores de repostas mutagénicas e adaptativas que podem contribuir para a
resisténcia bacteriana. Em P. aeruginosa, foi descrito que Ceftazidima e Ciprofloxacina,
ambos muito empregados na terapéutica, induzem a resposta SOS. Uma vez que esta resposta
esta relacionada com a ativacdo de genes que codificam para polimerases propensas a erros,
buscamos avaliar a resposta de P. aeruginosa frente as principais drogas utilizadas para a
terapéutica.

Frente a diferentes drogas testadas, os mutantes de reparo de lesGes oxidativas néo
apresentam maior sensibilidade. Por outro lado, alguns apresentaram um perfil de resisténcia
ligeiramente aumentado, sugerindo que a falta destes mecanismos estd mais implicada na
formacdo de um fenétipo hipermutador, tornando-o0s mais tolerantes aos antibiéticos, do que a
um mecanismo de resisténcia intrinseco que diminui o efeito bactericida das drogas devido a
eliminacgdo do dano oxidativo induzido pelos mesmos.

Nossos resultados com Ceftazidima e outros B-lactdmicos, avaliando a medida de
luminescéncia do gene reporter luxCDABE com os promotores recA e lexA, mostraram que
ndo had inducdo da resposta SOS, bem como de mutagénese na bactéria em estudo.
Contrariamente ao observado em outras bactérias e analises de microarray reportados para P.
aeruginosa.

No entanto, nos resultados com Ciprofloxacina, observamos que ha uma forte inducéo
da resposta SOS e mutagénese em PA14 e PAOL. Quando avaliamos o envolvimento das
polimerases propensas a erros na mutagénese induzida por CIP em PA14, nos mutantes nos
genes dinB, dnaE2, polB, chegamos a conclusdo que todas participam deste processo, sendo

que as codificadas pelos genes dinB e polB parecem serem as mais ativamente envolvidas.
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Na avaliagdo do espectro de mutacGes que cada uma dessas polimerases provoca,
observamos que 100% destas consistem em deleces em células expostas a CIP, sendo que
dinB ¢ a principal polimerase responsavel por este tipo de mutagdo. Segundo nossos dados,
polB, pode estar relacionado as mutacdes de troca de base, j& que no mutante deste gene,
100% das mutacOes foram de delec¢bes/inser¢des. E em dnaE2, foram ocorreram mutacdes de
todos os tipos, o que pode ser explicado pela presenca das outras polimerases codificadas por
dinB e polB neste mutante, bem como a redundancia de funcéo entre todas elas.

Quanto a avaliacdo da mutagénese provocada pelo agente oxidante externo H,O,, foi
observado um perfil semelhante ao de CIP. Embora essa correlagdo entre a mutagénese
induzida por CIP e H,0, ndo nos permita afirmar com seguranga, porém, pode-se sugerir que
0 estresse oxidativo causado pela exposicdo a CIP pode mediar, pelo menos uma parte da
mutagénese induzida por este antibiotico. Por outro lado, como exposto acima, claramente
este estresse oxidativo ndo contribui significativamente para a morte de P. aeruginosa exposta

a CIP e outros antibioticos.

Ciprofloxacina Ciprofloxacina
v Voo
Quebras na dupla fita de | Estresse oxidativo |
DNA
vV 2
Morte bacteriana Indugéo do SOS l ?
?
'y
‘ Mutagénese |
\.\ ;

Figura 5 - Hipotese sobre os mecanismos moleculares que levam a mutagénese induzida por CIP. O
antimicrobiano CIP atua diretamente no DNA causando quebras na dupla-fita, que pode ocasionar em morte
celular ou indugdo da resposta SOS, principalmente em concentragdes subinibitorias. A resposta SOS por si é
mutagénica, ja que induz a expressdo de polimerases de baixa fidelidade. Embora ndo diretamente demonstrado
por nossos dados, o estresse oxidativo resultante do desbalanco metabdlico também poderia causar lesdes no
DNA, que podem contribuir para mutagénese tanto por ativar resposta SOS, como por servir de substrato para
polimerases propensas a erro.
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