JULIANA LUMI SATO

Elementos Conjugativos Integrativos da familia SXT/R391 em
isolados clinicos de Proteus mirabilis e a sua relacdo com

resisténcia, mutagénese e conjugacao

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-
graduacdo em Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomedicas da Universidade de S&o
Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias

Séo Paulo

2021



JULIANA LUMI SATO

Elementos Conjugativos Integrativos da familia SXT/R391 em
isolados clinicos de Proteus mirabilis e a sua relagcdo com

resisténcia, mutagénese e conjugacao

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-
graduacdo em Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomedicas da Universidade de S&o
Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias

Area de concentracdo: Microbiologia
Orientador: Prof. Dr. Rodrigo da Silva Galhardo

Versao original

Séo Paulo

2021



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servico de Biblioteca e informagéo Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Sato, Juliana Lumi

Elementos Conjugativos Integrativos da familia
SXT/R391 em isolados clinicos de Proteus mirabilis e
a sua relag¢do com resisténcia, mutagénese e
conjugag¢do / Juliana Lumi Sato; orientador Rodrigo

da Silva Galhardo. —-- S&o Paulo, 2021.
80 p.
Dissertagcdo (Mestrado) ) —— Universidade de Sao

Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. Genética bacteriana. 2. Mutagénese. 3. ICEs
SXT/R391. 4. Resisténcia a antimicrobianos. 5.
Conjugag¢do. I. da Silva Galhardo, Rodrigo,
orientador. II. Titulo.




RESUMO

SATO, J. L. Elementos conjugativos integrativos da familia SXT/R391 em isolados
clinicos de Proteus mirabilis e a sua relacdo com resisténcias, mutagénese e conjugacao.
2021. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

Proteus mirabilis € uma bactéria causadora de infeccdes urindrias associadas ao USO
prolongado de cateteres, que frequentemente tem elementos conjugativos integrativos (ICEs)
da familia SXT/R391 inseridos em seu genoma. Estes ICEs podem carregar genes de
resisténcia aos antimicrobianos em suas regides variaveis e possuem genes conservados que
regulam o proprio mecanismo de transferéncia, além de outros genes conservados de funcdes
desconhecidas ou ndo essenciais para conjugagdo. Dentre 0s genes conservados se encontra o
operon rumAB que codifica uma polimerase da familia Y, que possui atividade translesao
caracterizada pela elevada taxa de erro. A expressédo desses genes dentro do ICE (tanto os do
processo de conjugacdo como também o rumAB) estd sob controle de elementos regulados
pela resposta SOS. Essa resposta € induzida por danos no DNA, causados por diversos
agentes genotdxicos como, por exemplo, exposicdo aos antibioticos ou luz ultravioleta. Por
induzir as polimerases translesdo, a resposta SOS leva ao aumento transiente da taxa de
mutacéo, 0 que pode levar ao surgimento de resisténcia a certos antimicrobianos. No genoma
de P. mirabilis, ndo hd homologos dos genes que codificam a principal polimerase translesdo
(Pol V), a ndo ser em linhagens que carregam o ICE SXT/R391 que tem consigo o rumAB.
Sendo assim, neste projeto, além de realizar uma caracterizagdo gendmica destes elementos
em isolados clinicos brasileiros, realizamos analises funcionais da polimerase translesao
rumAB, nos processos de mutagénese e na conjugacdo do préprio ICE. Os genomas das
linhagens portadoras do ICE SXT/R391 da nossa colecdo de isolados clinicos foram
sequenciados para analisar a estrutura dos ICEs, identificando possiveis genes de resisténcia e
os demais fatores associados, além de realizar analises filogenéticas comparando com outros
ICEs e linhagens do banco de dados. Além disso, 0 operon rumAB de cada linhagem foi
clonado em um vetor de E. coli para avaliar o efeito na mutagénese em linhagens de E. coli
desprovida de umuDC, e observamos que ha complementacdo do efeito na mutagénese
induzida. Quando avaliamos o efeito do mesmo ICE na mutagénese por UV em diferentes
pares de linhagens isogénicas de P. mirabilis, observamos que o efeito é discrepante entre
algumas linhagens, o que sugere que o background genético de cada linhagem tem influéncia
na atividade mutagénica. Quanto ao papel do rumAB na conjugacdo, observamos que o
operon parece ter influéncia no sucesso da conjugacao principalmente quando ha exposicao a
luz UV, o que reforca a ideia de que a conservacao de genes de Pol VV em elementos genéticos
moveis tém papel consideravel na disseminagdo destes além de conferir a capacidade de
mutagénese via resposta SOS.

Palavras-chave: Genética bacteriana. Mutagénese. ICEs SXT/R391. Resisténcia a
antimicrobianos. Conjugacéo.



ABSTRACT

SATO, J. L. Integrative and Conjugative Elements of SXT/R391 family in Proteus
mirabilis clinical isolates and its relationship with resistance, mutagenesis and
conjugation. 2021. 80 p. Master thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

Proteus mirabilis is a bacterium that causes catheter-associated urinary-tract infections that
frequently carries integrative and conjugative elements (ICEs) of the SXT/R391 family
integrated in its chromosome. These elements can carry resistance genes in its variable
regions, and encode for its own conjugative transfer complex, and other putative genes with
uncharacterized functions or not essential for the transfer mechanism. Among conserved
genes there is rumAB that encode a family Y polymerase, which has translesion activity
characterized by high error rates. The regulation of those genes encoded by ICEs (genes
related to the conjugative process, and also rumAB) is under control of SOS response. The
SOS response is activated by damaged DNA caused by multiple genotoxic agents such as UV
light and some antimicrobial agents. Due to the induction of translesion polymerases, the SOS
response leads to a transiently increased mutation rate that can result in resistance to some
antibiotics. In the P. mirabilis genome there is no other homologs of the main bacterial
translesion polymerase (PolV), unless when an SXT/R391 family ICE that bears rumAB is
present. In this project, in addition to the genomic characterization of these elements in
Brazilian clinical isolates of P. mirabilis, we did a functional analysis of the translesion
polymerase rumAB in processes such as mutagenesis and conjugative transfer. The isolates
bearing an ICE SXT/R391 had their whole genome sequenced to be analyzed in terms of
resistance genes carried by those ICEs, and other features carried by them, and to perform
phylogenetic analysis comparing them to the other ICEs and genomes in database.
Furthermore, the rumAB operon of each isolate was cloned in a plasmid to evaluate the
complementation capacity of an E. coli strain devoid of umuDC, and we observed a full
complementation of the induced mutagenesis. We also evaluated the same ICE in different
isogenic lineages, and we observed different effects in the induced mutagenesis among
different lineages, suggesting that the genetic background has some impact on the mutagenic
activity. Regarding the role of rumAB in the conjugative transfer, we observed that the operon
has influence on the conjugation efficiency, especially when donor cells are exposed to UV
light, reinforcing the idea that conserved Pol V in mobile genetic elements has a considerable
role in dissemination of these elements in addition to conferring mutagenic capacities through
SOS response.

Keywords: Bacterial genetics. Mutagenesis. ICEs SXT/R391. Antimicrobial resistance.
Conjugative transfer.



1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Proteus mirabilis

O género Proteus é representado pelas gamaproteobactérias gram-negativas da familia
Morganellaceae. Inicialmente descrito por Gustav Hauser em 1885, que nomeou as bactérias
identificadas ao associar a capacidade de alterar a forma, entre um bacilo “nadador” e uma
célula alongada com centenas de flagelos, com um deus da mitologia grega que possuia
capacidade de transformacdo. Essas bactérias originalmente classificadas como Proteus sp.
por Hauser, foram posteriormente divididas em 2 géneros: Proteus e Bacterium (ADEOLU et
al., 2016; WENNER; RETTGER, 1919).

Atualmente, o género Proteus é dividido em: P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri, P.
hauseri, e 3 genomospecies 4, 5 e 6. O principal reservatdrio destas bactérias é o trato
gastrointestinal de diversos mamiferos, mas também sdo naturalmente encontradas em
ambientes como agua e solo (como indicativos de poluicdo fecal). Sdo patdgenos oportunistas
frequentemente isolados de amostras clinicas de urina, feridas, queimaduras, dentre outras.
(DRZEWIECKA, 2016).

Dentre estas espécies, Proteus mirabilis representa cerca de <0,005% da microbiota
intestinal de um individuo saudavel e possui uma alta relevancia clinica associada aos casos
de pielonefrite, urolitiase e infecgdes no trato urinario associado a cateteres (CAUTIs, do
inglés catheter-associated urinary-tract infections). Apesar de CAUTIs serem
polimicrobianas na maioria dos casos, P. mirabilis € um dos microrganismos mais
frequentemente encontrados e representa 3% das infec¢des hospitalares e até 44% dos casos
de CAUTIs nos Estados Unidos (EUA). Possui a motilidade do tipo swarming e producgédo da
enzima urease como algumas de suas principais caracteristicas (ARMBRUSTER; MOBLEY,
2012; JACOBSEN et al., 2008; WARREN et al., 1982; YATSUNENKO et al., 2012).

O uso desnecessario de cateteres urinarios leva a maior incidéncia de CAUTIs (1
milh&o de casos/ano nos EUA), o que implica ndo somente em maiores custos hospitalares,
mas também em maiores chances de resultar em sequelas, e aumenta em até 3 vezes 0 risco e
a duracdo da hospitalizacdo e necessidade de tratamento com antibidticos quando comparados
aos pacientes ndo-cateterizados (JAIN et al., 1995; KUNLN et al., 1992; LAAN et al., 2020;
TAMBYAH; MAKI, 2000).



Proteus mirabilis é normalmente suscetivel aos antibioticos utilizados para o
tratamento de UTIs (do inglés urinary-tract infections) como: beta-lactamicos, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, e carbapenémicos. Porém, fatores como a producao de biofilmes dificultam
a erradicacdo da infeccdo protegendo as bactérias contra o tratamento com antibiéticos, sendo
correlacionado ao desenvolvimento de incrustagédo e bloqueio do cateter que promove a
ascensdo da infeccdo, o que pode levar até ao acometimento do rim do paciente. Entre 0s
fatores de viruléncia que sdo expressos comumente pelo P. mirabilis para promover a
formacéo de biofilmes estdo as proteinas de adeséo, lipopolisacarideos, moléculas de quorum
sensing, enzima urease, e etc. (JACOBSEN et al., 2008).

Alguns elementos genéticos méveis (MGEs, do inglés mobile genetic elements) tém
um papel importante por conferir resisténcia aos diversos antimicrobianos de tratamento de
UTlIs, ou também por conferir outras vantagens que contribuem para a sobrevivéncia da

bactéria nos diversos nichos, como serdo citados nos tdpicos seguintes.

1.2 Elementos conjugativos integrativos (ICEs) da familia SXT/R391

1.2.1 Definicao dos ICEs

Os Elementos Conjugativos Integrativos (ICEs, do inglés Integrative Conjugative
Elements) sdo MGEs que se encontram integrados em sitios especificos do genoma do
hospedeiro e séo replicados juntamente com o cromossomo, considerados como um tipo de
ilha gendmica (GlI, do inglés genomic islands). Podem se excisar para formar uma molécula
intermediéria circular que serve de substrato para transferéncia por conjugacdo, através da
maquinaria que é codificada na sua estrutura. Ja foram definidos também como transposons
conjugativos, plasmideos integrativos, etc. por possuir caracteristicas similares a outras MGEs
como plasmideos (semelhanga dos genes tra, capacidade de conjugacao e circularizacdo da
molécula) e fagos (integracdo sitio-especifica, replicagdo com o genoma do hospedeiro e via
de regulagéo similar) (BURRUS et al., 2002; WOZNIAK; WALDOR, 2010).

Estruturalmente, os ICEs sdo compostos de 3 mddulos funcionais: de manutencéo, de
disseminacdo e de regulagdo. O mddulo de manutencédo é aquele responsavel pela integragdo

no genoma do hospedeiro que garante que o elemento seja transmitido verticalmente, e é na



sua maioria composto por uma integrase (Int), que é uma recombinase que promove a
recombinacdo entre sequéncias especificas da estrutura do ICE (sitio de ligacdo attP) e do
cromossomo do hospedeiro (sitio de ligacdo attB), que resulta na formacdo das sequéncias
hibridas attL e attR (Figura 1). A especificidade da recombinase para a sequéncia attB pode
variar para cada tipo de ICE, algumas com maior e outras com menor especificidade para o
sitio de inser¢do. Sao bastante frequentes os ICEs que se integram na regido 3’ de genes de
RNA transportador (tRNA), porém este ndo é sempre o caso. Além do gene int e da sequéncia
attP, alguns ICEs codificam um outro fator denominado excisase (Xis) que medeia 0 processo
de excisdo facilitando a recombinacdo entre os sitios attL e attR que flanqueiam o ICE
integrado no genoma (Figura 1) (BURRUS; WALDOR, 2004b; WOZNIAK; WALDOR,
2010).

ICE circular

ICE inserido no genoma
do hospedeiro

attL attrR

Int/Xis

genoma do hospedeiro

Figura 1 — Insergdo sitio-especifica de um ICE. As linhas pretas e laranjas representam a
sequéncia do genoma e do ICE, respectivamente. Os sitios de ligacdo (attP e attB) estdo
representados pelos quadrados pretos. Uma integrase (Int) medeia a reacdo de recombinagéo entre o
sitio attP do ICE e o sitio attB do genoma do hospedeiro que leva a integracdo do ICE e
consequentemente a formag&o das sequéncias hibridas attL e attR. A seta vermelha representa o gene
que contém o attB no genoma do hospedeiro, e a sequéncia correspondente no ICE esté representada
pelo tridngulo vermelho. O gene se mantém intacto apds a inser¢do do ICE como mostra a figura do
ICE integrado. A excisase ¢ um cofator capaz de induzir a integrase a catalisar a reacdo de excisdo
do ICE.

O mddulo de disseminacdo é composto pelos genes que codificam a maquinaria de

transferéncia dos ICEs, que promovem a conjugacao do ICE de uma célula doadora para uma



receptora. A maquinaria de conjugacgéo faz parte do sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS)
que promove a transferéncia de uma Unica fita do ICE para a célula receptora, enquanto a
outra fita permanece na doadora. O que se sabe sobre 0 mecanismo de transferéncia vem de
estudos com genes homdlogos codificados por plasmideos conjugativos (plasmideos IncA/C,
plasmideos F, etc.) (BURRUS; WALDOR, 2004b; HOCHHUT; MARRERO; WALDOR,
2000).

Por fim, 0 mddulo de regulacéo, também bastante diversificado, € composto por genes
que regulam os genes codificados nos ICEs que promovem o processo de transferéncia dos
ICEs. Estes que em condi¢Bes normais se mantém reprimidos até que algum sinal promova a
inducdo da sua expressdao (BEABER et al., 2002; BURRUS; WALDOR, 2004b).

Muitos ICEs sdo mosaicos de diversas estruturas genéticas e a classificacdo pode ser
feita através de caracteristicas como o sistema de conjugacdo codificado (modulo de
disseminacéo), ou na integrase e seu respectivo sitio de integracdo (modulo de integracdo). Na
base de dados da plataforma ICEBerg (https://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg2/) podemos
consultar vérios exemplos das diversas familias de ICEs ja descritos (GUGLIELMINI et al.,
2014; LIU et al., 2019).

Os ICEs servem de arcabouco para mobilizar diversos genes em sua estrutura e/ou
para mobilizar outros elementos genéticos coexistentes chamados elementos integrativos
mobilizaveis (IMEs, do inglés integrative and mobilizable elements), que ndo tém capacidade
de auto transferéncia (exemplo: plasmideo RSF1010) mas que possuem uma oriT funcional
gue permite a sua transferéncia por uma maquinaria de conjugacdo. Isso torna os ICEs
importantes mediadores de transferéncia horizontal de genes (HGT, do inglés horizontal gene
transfer) em procariotos, que € um dos importantes e mais rapidos mecanismos de evolucdo
dos genomas bacterianos (BURRUS et al., 2002; DACCORD; CECCARELLI; BURRUS,
2010; POULIN-LAPRADE; CARRARO; BURRUS, 2015; WOZNIAK; WALDOR, 2010).

Assim, os ICEs como um dos elementos genéticos importantes que medeiam a HGT
podem propagar fatores que conferem vantagens adaptativas aos hospedeiros e conferir
capacidade de colonizar diferentes nichos. Como exemplo de vantagens adaptativas
adquiridas por meio dos ICEs ja descritas na literatura podemos citar os genes de resisténcia
aos antimicrobianos, aos metais pesados e/ou aos fagos, genes de fatores de viruléncia, novas
vias de degradagdo de compostos organicos, genes de reparo de DNA, regulacdo da formagéo
de biofilmes e entre outros (BOLTNER et al., 2002; BOTELHO; SCHULENBURG, 2020;



DAVIES et al., 2009; RICE, 1998;: WALDOR: TSCHAPE; MEKALANOS, 1996;
ZAMARRO; MARTIN-MOLDES; DIAZ, 2016).

1.2.2 ICEs da familia SXT/R391

A familia SXT/R391 dos ICEs foi definida a partir da semelhanca estrutural e
funcional entre os primeiros ICEs desta familia que foram reportados e sequenciados: o ICE
SXT (99,5 kb), descrito originalmente em uma linhagem epidémica de Vibrio cholerae MO10
(0139), que confere resisténcia a cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol e trimetoprim,
isolado na India; e o elemento R391 (89 kb) que era considerado um elemento IncJ, que
confere resisténcia a mercurio e canamicina, derivado de uma linhagem de Providencia
rettgeri isolada na Africa. Estes ICEs prototipicos desta familia compartilham
aproximadamente 65 kb da estrutura que incluem 0s genes essenciais para a conjugacao, 0s
modulos de integracdo e de regulacdo. (BEABER et al.,, 2002; BEABER; HOCHHUT;
WALDOR, 2002; BOLTNER et al., 2002; COETZEE; DATTA; HEDGES, 1972; WALDOR;
TSCHAPE; MEKALANOS, 1996).

Os ICEs da familia SXT/R391 estavam presentes em linhagens pandémicas de Vibrio
cholerae (O1 e 0139) como elementos responsaveis pela dispersao de cassetes com genes de
resisténcia a antimicrobianos como sulfametoxazol, trimetoprim e estreptomicina (WALDOR,;
TSCHAPE; MEKALANOS, 1996). A prevaléncia dos ICEs e 0 seu papel na disseminagdo de
genes de resisténcia observada nas Gltimas décadas tém chamado a atencdo da comunidade
cientifica embora os plasmideos tenham um destaque maior quanto ao seu papel na HGT.

Os ICEs da familia SXT/R391 sdo encontrados em diversos géneros de
gamaproteobactérias como Vibrio spp., Proteus spp., Providencia spp., Alteromonas spp.,
Shewanella spp., dentre outros. Os elementos geneticos desta familia foram agrupados
baseado na presenga dos genes conservados e a integracdo especifica na por¢do 5’ do gene
prfC (fator de liberacdo de cadeia de peptideo 3). No entanto, nos estudos recentes foram
identificados alguns ICEs atipicos que possuem alta similaridade com os ICEs SXT/R391 até
entdo descritos, mas com diferencas na organizacao dos genes conservados e especificidade
de integracdo. Assim, foi sugerida a existéncia de 4 tipos de ICEs na familia SXT/R391
baseado nas variagdes de sitio de insercdo, organizagao estrutural, e prevaléncia nas espécies
bacterianas. Os do tipo 1, os mais abundantes, séo todos os ICEs integrados na por¢do 5’ do

gene prfC, e sdo encontrados em diversas espécies de Vibrionaceae, Enterobacteriaceae e



Morganellaceae. Os tipos 2, 3 e 4 sdo todos inseridos na porgéo 3’ do gene tRNA-Ser, e até o
momento foram encontrados exclusivamente em isolados de Vibrio sp. de origem ambiental.
Sendo assim, no presente trabalho focamos nos ICEs do tipo 1 desta familia (BIOTEAU;
DURAND; BURRUS, 2018; BURRUS; MARRERO; WALDOR, 2006; BURRUS;
WALDOR, 2003; HOCHHUT; WALDOR, 1999; JOHNSON; GROSSMAN, 2015).
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Figura 2 - Esquema da organizagdo de genes encontrados nos ICEs da familia SXT/R391 do
tipo 1. Os genes envolvidos na excisdo e integragdo estdo em azul, os genes envolvidos na
conjugacgdo em rosa, 0s genes de regulacéo da expressdo em roxo e os genes sem fungéo conhecida
em cinza. Em amarelo estdo representados 0s genes rumAB, investigados neste estudo. As linhas
vermelhas indicando as HSs constituem os hotspots e as VRs 0s variable regions onde podem
ocorrer a inser¢do de variadas estruturas como, por exemplo, 0s genes determinantes de resisténcia
a antimicrobianos. (SATO et al., 2020)

s

Na Figura 2 estdo representados o conjunto de genes conservados entre os ICEs do
tipo 1 da familia SXT/R391. Destes, 43 genes sdo estritamente conservados, 0s quais estdo
listados na Tabela 1, e dentre eles estdo 0s genes que medeiam o processo de transferéncia do
ICE (que envolvem os processos de conjugacdo, de excisdo e integracdo no genoma do
hospedeiro), genes que regulam esse processo, além de outros genes que codificam proteinas
de fungdes ndo caracterizadas ou ndo essenciais ao processo de transferéncia (BIOTEAU,;
DURAND; BURRUS, 2018; WOZNIAK; WALDOR, 2010).

O tamanho dos ICEs SXT/R391 varia de acordo com o conteido de suas regides
variaveis, denominados hotspots (HS) e Variable regions (VR), que sao as regides do ICE que
permitem a introducdo, por exemplo, de cassetes de resisténcia a antimicrobianos. Os HSs séo
regides em que sdo encontrados DNA variavel em todos os ICEs identificados (HS1~HS5),
enquanto as VRs sdo regibes em que podem ter ou ndo uma sequéncia inserida. Acredita-se
que a acao de recombinases, transposons, e algumas sequéncias de inserc¢do tenha um papel na
introducgdo destas regifes variaveis, porém o mecanismo exato ndo esta muito bem elucidado
(BURRUS; WALDOR, 2004b; WOZNIAK et al., 2009).



Tabela 1 — Lista dos 43 genes estritamente conservados nos ICEs da familia SXT/R391

Funcéo genes
Replicacdo por circulo rolante (conjugacéo) mobl; tral
Translocacdo do ICE durante a conjugacgéo traDJ

Montagem do complexo de transferéncia
(familia T4SS)

traLEKB;  traVA; dsbC-traC-thrF-

traWUN; traFHG;

Médulo de regulagédo

setCD; setR; croS

Sistema de excluséo de entrada eex
Recombinacdo de DNA ssh-bet-exo
Reparo de DNA radC
Sistema de partigédo SrpMR

Outras funcbes cobS (cobalamina sinterase putativo);
s082 (transglicoase litica putativo)
Genes de funcGes desconhecidas s91; s093; s063; s089; s088; s068;

5069; s092; s072; s083; s084

1.2.3 Ciclo de vida dos ICEs SXT/R391

Os ICEs integrados no genoma do hospedeiro podem se excisar diante de alguns
estimulos que levam ao aumento da expressdo dos seus genes da maquinaria de conjugacao e
formar uma molécula intermediaria circular que serve de substrato para o processo de
transferéncia. Curiosamente, a regulacdo do processo de conjugacdo dos ICEs SXT/R391 esta
intimamente relacionada a resposta a danos no DNA. Em procariotos, muitas espécies
codificam as proteinas LexA e RecA no seu genoma, que sao reguladores-chave do protétipo
de resposta a danos no DNA denominado resposta SOS (topico 1.3), e a proteina SetR
codificada pelos ICEs € um repressor homologo de LexA, que reprime a expressao dos genes
setCD (Figura 3). Quando a resposta SOS € induzida, o repressor sofre uma autoclivagem
induzida pelo RecA ativado (RecA*), permitindo a expressdo de SetCD que sé&o ativadores de
transcricdo que induzem a expressdo dos genes da maquinaria de conjugacdo e dos genes
Int/Xis que promove a excisdo do ICE para tomar a forma circular, que sera substrato para a
maquinaria de conjugacdo. Além disso, um outro repressor codificado no mesmo operon que
0 SetCD denominado CroS, quando induzido com a ativacdo da resposta SOS, se associa

primeiro no operador da regido promotora do gene setR para prevenir a expressdo deste e,



mais tarde, se associa também na regido promotora do préprio operon para evitar
superexpressdo dos genes setCD. Com isso, esse repressor permite que ocorra uma indugéo
suficiente dos genes da maquinaria de conjugacéo para que ocorra a transferéncia dos ICEs
durante a inducédo da resposta SOS, impedindo que o SetR reprima a expressao dos genes de
conjugacéo precocemente (BEABER; HOCHHUT; WALDOR, 2004; BURRUS; WALDOR,
2003; POULIN-LAPRADE; BURRUS, 2015).

Q Q vagao da
% . resposta SOS
[ % \ (RecA*)
int genes da maquinaria de conjugagao . setCD ' Q:S E setR

Figura 3 — Regulacéo da ativacdo da transferéncia do ICE. O repressor SetR sofre autoclivagem
induzida por RecA* (associada a ativacdo da resposta SOS), permitindo a expressao dos ativadores
SetCD, que por sua vez induzem a expressdo dos genes relacionados ao processo de excisdo do
genoma do hospedeiro (int/xis) e da maquinaria de conjugacdo (genes tra). CroS é induzido
juntamente com SetCD e promove a repressdo do SetR para que este ndo desligue a transcricdo do
SetCD e assim permitindo a indugdo da conjugagé&o.

A magquinaria de conjugacéo dos ICEs faz parte de uma grande familia dos sistemas de
secrecdo do tipo IV (T4SS), que medeia a transferéncia de DNA ou até proteinas entre as
células bacterianas que requer um contato direto entre a doadora e a receptora. Nos ICEs
SXT/R391, a maquinaria é codificada por quatro operons denominados traLEKB, traVA,
dsbC-traC-trhF-traWUN e traFHG, que possuem alta homologia com genes codificados
pelos plasmideos IncA/C (POULIN-LAPRADE; CARRARO; BURRUS, 2015; WOZNIAK
et al., 2009). Para que ocorra a transferéncia a proteina relaxase Tral se associa a oriT para a
formacdo do relaxossomo, cliva a fita que serd transferida (nick) e se liga covalentemente a
por¢do 5’ dessa fita (BEABER; HOCHHUT; WALDOR, 2002; CECCARELLI et al., 2008).
O pilus e o canal de transferéncia séo codificados pelos genes tra, e uma célula pode conter de
2 a 3 pili conjugativos fazendo o contato com a célula receptora. Uma proteina acopladora
reconhece o complexo nucleoproteico relaxase-DNA e o direciona ao canal de transferéncia,

onde a proteina ligada ao DNA a ser transportado é reconhecida pelas proteinas do canal e é



transferida para a célula receptora levando consigo a fita de DNA associada, em um processo
similar a replicagdo por circulo rolante. Ao chegar na receptora, a relaxase associa as pontas
do DNA transferido permitindo a recircularizacdo do elemento, e a fita complementar é
sintetizada pela bactéria receptora. Ao final deste processo, as células envolvidas no processo
ficam cada uma com uma cépia do ICE e, assim, ndo ocorre a perda do elemento na célula
doadora (CARRARO; BURRUS, 2014; LLOSA et al., 2002).

Acreditava-se que a forma circular dos ICEs ndo eram replicativas, porém foi
demonstrado que os ICEs da familia SXT/R391 possuem um mecanismo de replicacéo
condicional que utiliza o oriT como origem de replicagdo, prevenindo a perda do elemento
principalmente nas bactérias com tempo de geracdo rapida em que ocorrem multiplas
forquilhas de replicacdo. Assim, mesmo se o ICE se excisa antes da replicacdo junto ao
cromossomo do hospedeiro, a replicagdo condicional previne a perda do elemento em uma
das células-filhas. Além disso, os genes srpMR (de SXT/R391 partition) conservados nos
ICEs SXT/R391 codificam para um sistema ativo de particdo que também esta sobre controle
do SetCD, que contribui para que ambas as células-filhas recebam o ICE quando este esta
excisado do genoma (BURRUS; WALDOR, 2003; CARRARO; BURRUS, 2015;
CARRARO; POULIN; BURRUS, 2015; HOCHHUT; WALDOR, 1999; WALDOR;
TSCHAPE; MEKALANOS, 1996; WOZNIAK; WALDOR, 2009).

1.2.4 ICEs SXT/R391 em P. mirabilis

Os isolados de P. mirabilis sdo normalmente desprovidos de genes de resisténcia aos
beta-lactamicos no seu genoma, porém o surgimento de isolados clinicos resistentes a esses
antimicrobianos mostrou que esta bactéria possui capacidade de adquirir tal resisténcia por
transferéncia horizontal de genes. O mais comum AmpC adquirido é o CMY-2, e apesar da
suspeita inicial de que em P. mirabilis a transmissdo ocorria por meio de plasmideos,
identificaram a presenca dos ICEs da familia SXT/R391 com tais genes na sua estrutura
(HARADA et al., 2010; MATA et al., 2011). Tem sido observada uma alta prevaléncia destes
elementos em P. mirabilis em varios estudos recentes (ABERKANE et al., 2016; LEI et al.,
2016; MAC AOGAIN; ROGERS; CROWLEY, 2016; MATA et al., 2011).



1.2.5 Importancia dos ICEs SXT/R391

Muitos genes de resisténcia aos antimicrobianos de grande importancia clinica foram
encontrados em ICEs desta familia, como genes de resisténcia a fosfomicina (fosA3), a beta-
lactdmicos (bla CMY-2, bla NDM-1, bla CTX-M-65), as fluoroquinolonas (aac(6’)-1b-cr) a
tigeciclina (tet(X6)), dentre outros. Além dos cassetes de resisténcia a antimicrobianos, 0s
ICEs podem carregar outros fatores que podem conferir vantagens ao hospedeiro como por
exemplo os genes dgcKL carregados por alguns ICEs ja sequenciados, que pode influenciar a
formagéo de biofilmes e a motilidade do hospedeiro ao interferir na produgcdo do mensageiro
secundario c-di-GMP (ABERKANE et al., 2016; BORDELEAU et al., 2010; BURRUS;
MARRERO; WALDOR, 2006; GOLDFARB et al., 2015; HE et al., 2020; KONG et al.,
2020; LEI et al., 2016, 2018; LI et al., 2016; MAC AOGAIN; ROGERS; CROWLEY, 2016;
WOZNIAK; WALDOR, 2010).

Podemos citar também a frequente presenca de sistemas toxina-antitoxina nas regides
varidveis, como os genes hipAB (de high-persistence) e 0 mosAT (de maintenance of SXT),
que, além de evitar a perda do elemento genético no hospedeiro, podem estar associados
também a formac&o de células persistentes como forma de lidar com estresses como durante
um tratamento com antimicrobianos. Acredita-se que as células persistentes estdo associadas
com a reincidéncia de infeccdes cronicas, e sdo caracterizadas por um estado fisiolégico no
qual as células estdo dormentes, e consequentemente se tornam resistentes aos diversos
antimicrobianos que possuem o mecanismo de agdo relacionados a inibir processos celulares
ativos durante o crescimento bacteriano. Os sistemas toxina-antitoxina sdo encontrados
ubiquamente nos genomas bacterianos e também estdo frequentemente associados aos MGEs.
Sao compostos por uma toxina, uma proteina estavel que induz o estado de persisténcia por
diversos mecanismos, e uma antitoxina, que pode ser uma proteina ou um RNA, que atua
contra a acdo das toxinas seja por inibicdo da tradugdo ou transcri¢cdo, ou até mesmo
inativando a toxina diretamente. Como exemplo, a toxina HipA de Escherichia coli fosforila a
Glu-tRNA sintetase GItX inibindo a aminoacilacdo, gerando acimulo de tRNA vazios, que
inibe a traducdo quando inserido no sitio A do ribossomo, 0 que leva a ativacdo de RelA,
causando o aumento do nivel de (p)ppGpp, que inibe diversos processos celulares como
transcrigdo, traducgdo, replicacdo e sintese de parede celular, que propiciam o estado de
persisténcia (GERMAIN et al.,, 2013; HAURYLIUK et al., 2015; LEWIS, 2010; VAN
MELDEREN, 2010).



N&o podemos esquecer também do seu papel na mobiliza¢do de outras MGE néo auto
transferiveis como citado anteriormente no tépico 1.2.1 (BURRUS et al., 2002; DACCORD;
CECCARELLI; BURRUS, 2010; POULIN-LAPRADE; CARRARO; BURRUS, 2015;
WOZNIAK; WALDOR, 2010).

Assim, evidencias mostram que os ICEs tem um papel importante na disseminacao de
diversos fatores que conferem novas funcbes seja conferindo capacidade de adaptacdo a
diversas condi¢des ambientais para colonizar novos nichos, como também os fatores de
viruléncia e genes de resisténcia a antimicrobianos entre diferentes géneros bacterianos. Além
disso, considerando presenca de varios genes conservados na estrutura dos ICEs SXT/R391
gue ndo possuem uma funcdo atribuida, abre-se uma possibilidade de que algum dos fatores
conservados codificados na sua estrutura que ainda ndo foi caracterizado possa interferir na

fisiologia do hospedeiro portador.

1.2.6 Diversidade e evolugédo dos ICEs SXT/R391

Os ICEs SXT/R391 podem se inserir em tandem, ou seja, apds um ICE se integrar no
genoma do hospedeiro e gerar os sitios attL e attR, estes podem também ser sitios de
integracdo de um outro ICE e, assim, dois ICEs coexistirem numa mesma célula. Quando isso
acontece possibilita eventos de recombinacdo mediados pelos genes bet, exo (codificado nos
proprios ICE) e recA (do hospedeiro), e assim gerar um novo ICE. Porém a configuracdo em
tandem é bastante instavel na célula, frequentemente levando a perda de um dos elementos,
seja um dos ICEs inseridos ou um dos ICEs resultantes da recombinacdo dos dois ICEs
(BURRUS; WALDOR, 2004a; GARRISS; WALDOR; BURRUS, 2009; HOCHHUT et al.,
2001).

Para que dois ICEs possam coexistir na mesma célula, cada um deve pertencer a um
grupo de exclusdo diferente do outro, no caso, o grupo R (R391) ou o grupo S (SXT). Tais
grupos de excluséo sdo definidos por duas proteinas de membrana codificadas pelos ICEs,
TraG e Eex, uma atua na célula doadora e a outra na célula receptora, respectivamente,
inibindo a entrada de um novo ICE que seja do mesmo grupo de exclusdo do ICE que ja esta
no hospedeiro. Foi mostrado que uma célula que ja possui uma copia de um ICE diminuia a
eficiéncia de conjugacdo de um segundo ICE do mesmo grupo em 30 vezes. Foi sugerido

também que a exclusdo de entrada tenha funcdo em evitar a morte da célula receptora



resultante de maior permeabilidade celular conferida por multiplos doadores. O mecanismo
exato pelo qual essa exclusdo ocorre ndo esta esclarecido, porém pelo fato da porcdo das
proteinas TraG e Eex envolvida na especificidade da exclusdo de entrada ser citoplasmatica
sugere-se um modelo no qual a porgdo citoplasmatica de TraG da célula doadora €
translocada para o citoplasma da célula doadora para permitir a interacdo entre as duas
proteinas (MARRERO; WALDOR, 2005, 2007).

1.3 Resposta SOS

As células estdo constantemente lidando com diversos agentes genotoxicos, end6genos
ou exdgenos, que ameacam a integridade do genoma. Como exemplo, ha as espécies reativas
de oxigénio (ROS), luz ultravioleta (UV), raios X, compostos quimicos, inclusive alguns
antimicrobianos (exemplo: quinolonas), entre outros. Em bactérias, o0 ROS produzido através
do metabolismo aerdbico contribui para o surgimento de mutantes espontaneos, e as
concentracdes sub-inibitdrias de antimicrobianos além de promover estresse oxidativo nas
células gerando ROS, promove a selecdo das células resistentes ao antimicrobiano (FOSTER
et al., 2015; KOHANSKI; DEPRISTO; COLLINS, 2010; KUMMERER, 2009a, 2009b).

Quando o nivel de danos no DNA atinge um certo nivel, leva a indugdo da resposta
SOS que é ativada quando ha formacéo de regides fita-simples de DNA (ssDNA, do inglés
single-stranded DNA) decorrente de bloqueios na forquilha de replicagéo ou outras situacdes,
como a HGT via conjugacdo em que ha presenca transiente de sSSDNA durante o processo de
transferéncia (BAHAROGLU; BIKARD; MAZEL, 2010; MASLOWSKA; MAKIELA-
DZBENSKA; FIJALKOWSKA, 2019; MICHEL, 2005). Na ocorréncia dessas fitas simples
de DNA, a proteina RecA se associa a regidao ssDNA, formando um filamento nucleoproteico
(RecA*) que por sua vez leva a autoclivagem do repressor LexA, e assim induz a expresséo
de diversos genes do regulon SOS. O conjunto de genes regulados pelo sistema é variavel de
espécie para espécie, no entanto alguns processos comuns envolvem a inibicdo da divisdo
celular, o reparo por excisdo de nucleotideos, o reparo por recombinacdo, e a expressdo de
polimerases translesdo (BAHAROGLU; MAZEL, 2014; BELL et al., 2012; COURCELLE et
al., 2001; KREUZER, 2013).
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Figura 4 - Ativacdo do sistema SOS por danos no DNA. Diversos agentes genotdxicos causam
danos no DNA, o que que leva & ativacdo da proteina RecA que se liga a fita simples de DNA que
decorre de bloqueio da replicagdo, uma vez que a polimerase replicativa é incapaz de prosseguir a
polimerizacdo na presenca de dano na fita molde. O filamento nucleoproteico de RecA (RecA*)
induz a autoclivagem da proteina LexA, repressor da expressao dos genes do regulon SQOS, e assim
leva a inducéo dos mesmaos.

LexA sO é sensivel a autoclivagem quando esta dissociada do operador. Assim, a
afinidade do repressor LexA pelos operadores e o nimero de operadores na regido promotora
dos genes do regulon SOS definem 0 momento em que esses genes comegam a Se expressar.
Quanto mais numeroso o operador na regido promotora e quanto maior a afinidade o operador
tem com a proteina LexA, mais tardiamente o respectivo gene € expresso durante a inducéo
da resposta SOS, e vice-versa. Uma vez que a resposta SOS estara ativa somente quando ha
presenca das regides de sSDNA, quando essa regido € reparada, a resposta é desligada.
Consequentemente, se a resposta é desligada rapidamente, os genes que seriam induzidos
mais tardiamente ndo serdo induzidos, como por exemplo, os genes da polimerase translesdo
Pol VV (umuDC) somente sdo expressos aproximadamente 40 a 50 minutos apds a indugdo da
resposta SOS por irradiagdo com luz UV. O LexA é induzido tardiamente e pode desligar a
resposta SOS quando o sinal genotdxico ndo estiver mais presente e, assim, ndo induzir mais
a autoclivagem do repressor (BUTALA et al., 2011; CULYBA et al., 2018; FRIEDMAN et
al., 2005; MICHEL, 2005).



1.3.1 Sintese translesdo (TLS) e Mutagénese

A sintese translesdo (TLS) é uma via existente em praticamente todos 0s organismos
que é caracterizada como um mecanismo de toleréncia aos danos no DNA, mediados pelas
polimerases translesdo que s&o induzidas na resposta SOS (Figura 2). Bactérias como E. coli
possuem 5 DNA polimerases (I a V), classificadas filogeneticamente em familia A (Pol 1), B
(Pol 11), C (Pol 111), e Y (Pol IV e V), sendo que as principais polimerases translesdo sdo da
familia Y de DNA polimerases. As Pol I, II e III possuem atividade revisora 3’-5’ que
contribui para maior acurécia durante a sintese de DNA, e nelas foi demonstrado alguma
atividade de tolerancia a danos em certas condicdes, porém com contribuicdo limitada
(FUCHS; FUJII, 2013; FUJII; FUCHS, 2020; NAPOLITANO et al., 2000).

As polimerases translesdo podem substituir a polimerase replicativa (Pol I1I)
bloqueada pela presenca de dano na fita molde, e por possuir o sitio catalitico mais espa¢oso
podem acomodar o dano na fita molde para dar continuidade ao processo de replicacdo. Séo
caracterizadas também pela baixa fidelidade e auséncia da atividade revisora 3’ - 5°, o que
inerentemente permite a introducdo de bases pareadas erroneamente na fita complementar
(FUCHS; FUJII, 2013; LING et al., 2001; OHMORI et al., 2001; SALE; LEHMANN;
WOODGATE, 2012; ZHAO; TODD WASHINGTON, 2017). Eventualmente, tais erros de
pareamento que ndo sdo reparados se tornam mutacdes, 0 que caracteriza a TLS como um
processo ativo de mutagénese dependente da resposta SOS, tendo em vista também que essas
polimerases podem inserir erros de pareamento mesmo na auséncia de lesdes na fita molde do
DNA (NOHMI, 2006).

Quando a resposta SOS é ativada, as 3 polimerases Pol Il, Pol IV e Pol V sdo
induzidas. As Pol 1l e IV séo expressas em niveis basais e sdo induzidas em até 7 vezes (Pol
I1) e 10 vezes (Pol 1V), ja a Pol V é expressa somente durante a resposta SOS. A Pol 1l néo é
essencial na replicacdo do DNA e tem seu papel fisiolégico pouco conhecido, mas foi
demonstrada a sua capacidade de passar por adutos AAF (N-2-acetilaminofluoreno) e desde
entdo considera-se que tenha um importante papel em promover TLS em condicdes de
estresse (NAPOLITANO et al., 2000).

Em E. coli, a principal polimerase translesdo é codificada pelos genes umuDC, que é
DNA Pol V, e também ha o gene dinB que codifica uma polimerase propensa a erro, a DNA

Pol 1V, porém com papel mais restrito. Ambos sdo regulados pela resposta SOS e requerem



interacdo com o grampo (beta clamp) para exercer a atividade de sintese translesdo
(BECHEREL; FUCHS; WAGNER, 2002; JAROSZ et al., 2006; KATO; SHINOURA, 1977,
WAGNER et al., 1999). A Pol V é a principal polimerase envolvida na mutagénese induzida
por agentes genotdxicos como luz ultravioleta (UV) e nitrosoguanidina, enquanto que a Pol
IV apesar de ter o papel mais restrito, possui uma regulacdo adicional de inducdo por beta-
lactdmicos, pela entrada na fase estacionaria de crescimento e tambem estd envolvida na
mutagénese induzida por estresse (BAGG; KENYON; WALKER, 1981; GALHARDO et al.,
2009; GUTIERREZ et al., 2013; LAYTON; FOSTER, 2003; MCKENZIE et al., 2001;
PEREZ-CAPILLA et al., 2005; YEISER et al., 2002).
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Figura 5 — Resposta SOS, regulacdo da expressao de Pol V e a sintese translesdo. Os genes que
codificam a Pol V estéo sob repressdo de LexA em condigbes normais, com a inducdo da resposta
SOS, 0 RecA* induz a autoclivagem do repressor e permite a inducdo de polimerases transleséo
(umuDC, a Pol VV em E. coli). O precursor UmuD, precisa sofrer autoclivagem das duas subunidades
do homodimero (UmuD’;) para que a polimerase seja ativa, em um processo também dependente de
RecA*. Caso contrario, € levado para degradacdo pela Lon protease e ClpXP protease. A PolV ativa
(UmuD’,C) pode entéo substituir a polimerase replicativa blogueada na forquilha de replicacéo pela
presenca de danos na fita molde para dar continuidade ao processo de replicacdo e, posteriormente
ser substituida de volta pela polimerase replicativa.



A DNA Pol V é formada pelo dimero da subunidade UmuD e uma subunidade UmuC
que formam o complexo UmuD’,C. A subunidade auxiliar UmuD precisa ser autoclivada para
a forma UmuD’ (clivagem de 24 aminoacidos do N-terminal), em um processo dependente de
RecA*, o que caracteriza um papel regulatério dessa subunidade. Além disso, a Pol V é
ativada pela transferéncia de um 3°-RecA-ATP do filamento RecA* para que o complexo seja
ativo (UmuD’,C-RecA-ATP) como uma polimerase (Pol V Mut). A expresséo de umuDC nos
niveis basais € essencialmente inexistente e a sua inducdo é altamente regulada nos diversos
niveis de regulacdo (Figura 5). O promotor é fortemente reprimido pelo LexA, e o
processamento pos-transcricional de inducdo da autoclivagem de UmuD pela RecA* é de
baixa eficiéncia (menos eficiente que a inducdo da clivagem de LexA), podendo resultar em
nenhuma ou somente uma das subunidades do homodimero clivado (UmuD’D), formas que
estdo sujeitas a degradacdo pelas proteases (Lon e CIpXP proteases). Consequentemente, a
sintese translesdo depende de uma resposta SOS consistente que fornece RecA* em
quantidade e tempo suficiente para indugdo da autoclivagem do UmuD (GOODMAN et al.,
2016; JIANG et al., 2009; MAOR-SHOSHAN! et al., 2000).

1.3.2 Sintese translesdo (TLS) e Mutagénese em Proteus mirabilis

A taxa de mutacdo pode ser elevada de forma transiente quando a resposta SOS é
ativada nas diversas espécies bacterianas, porém essa capacidade mutagénica ndo estd
presente em todas as espécies, como é o caso de P. mirabilis que curiosamente somente
possui 0s homologos de umuDC, chamados rumAB, quando carrega consigo o elemento
genético da familia SXT/R391, como foi observado no genoma de diversas linhagens como
HI14320 (portadora do ICEPmiUSAl) e BB200 (ndo portadora), ou quando carrega um
plasmideo que codifica homdlogos de Pol V (PEARSON et al., 2008; SULLIVAN et al.,
2013). Portanto, as linhagens ndo portadoras do ICE s&o desprovidas de genes de polimerase
translesdo codificadas no cromossomo, que concorda com estudos antigos em que se mostra a
auséncia de mutagénese induzida por danos nessa especie (SEDGWICK; HO; WOODGATE,
1991). Além disso, estudos mostraram que a polimerase codificada pelo operon rumAB
promove maior frequéncia de mutagénese em comparacéo aos homologos UmuDC e MucAB

quando expressa em vetores plasmidiais em E. coli (MEAD et al., 2007).



1.4 Resposta SOS, Mutagénese e resisténcia a antimicrobianos

A mutagénese pode levar a resisténcia aos antibidticos por mecanismos como:
alteracdo de alvo, ativacdo de bombas de efluxo, alteracdo na permeabilidade as drogas, e
alteracdo na expressdo de genes codificadores de enzimas, tudo isso por alteragdes no
cromossomo (WOODFORD; ELLINGTON, 2007). Mutacdes sdo processos normais que
ocorrem em taxas relativamente baixas, no entanto, a presenca de isolados clinicos de
diferentes espécies com fendtipo mutador tém chamado a aten¢do da comunidade cientifica
nas Gltimas décadas (DENAMUR et al., 2002; DRAKE, 1991; LECLERC et al., 1996;
OLIVER et al., 2000; WANG et al., 2013). Esse fenbmeno decorre da presenca de defeitos
genéticos em mecanismos de reparo de DNA, como no sistema de reparo de bases mal
emparelhadas (Mismatch repair, MMR) que se caracteriza por taxas de mutagédo
constantemente elevadas, contribuindo para o surgimento de novas resisténcias e a
disseminacéo delas (MILLER, 2005).

Como dito anteriormente, a resposta SOS é uma via que aumenta transientemente a
taxa de mutagénese em bactérias, 0 que caracteriza uma importante via a ser explorada, uma
vez que é ativada em diversas condicGes de estresse como durante um tratamento com
antibidticos. Muitas vezes esses antimicrobianos sdo encontrados em concentracfes
subinibitdrias seja pelo mal uso ou até mesmo em forma de residuos no ambiente, o que
contribui com a inducdo da resposta SOS e também para selecionar as linhagens mais
resistentes ja existentes no meio. Além disso, em um estudo recente foi mostrado o papel da
inducdo da resposta SOS para o0 surgimento de resisténcia a antimicrobianos in vivo (CRANE;
ALVARADO; SUTTON, 2021; GALHARDO; HASTINGS; ROSENBERG, 2007;
KUMMERER, 2003).

1.5 Dados Prévios e Justificativa

Nosso grupo de pesquisa avaliou a prevaléncia do ICE SXT/R391 em 76 isolados
clinicos de P. mirabilis de hospitais brasileiros, dentre os quais constatou a presenga de 5
linhagens portadoras do elemento: PmBR19, PmBR595, PmBR607, PmBR614 e PmBR618
(FONSECA, 2016; SATO et al., 2020). Estas linhagens e outras desprovidas de elementos

SXT/R391 foram avaliadas quanto a capacidade mutagénica por inducdo com a luz UV



(Figura 6), e apenas nas linhagens PmBR19 e PmBR607 foi observado um perfil de
mutagénese esperada pela presenca de ICE (e dos genes rumAB), considerando o parametro
de outras enterobactérias como E. coli, nas quais a atividade de TLS conferida pela
polimerase UmuDC (Pol V) promove um aumento de dezenas a centenas de vezes na
frequéncia de mutantes quando expostas a luz UV. As demais linhagens portadoras de ICEs
SXT/R391 néo apresentaram a indugdo da mutagénese esperada.

50,0

45,0

40,0 I

| !inhagem
com ICE

35,0

30,0 T
linhagem
25,0 - _ sem ICE

20,0 -

15,0 -

10,0 - T

Frequéncia de mutantes relativa
(células irradiadas/ células ndo irradiadas)

50 - T

0,0 -
HI4320 19 607 614 595 618 ATCC 601 599 549 606

Figura 6 - Aumento relativo de frequéncia de mutagdo em diferentes isolados clinicos apos
irradiagdo com luz UV em comparagdo a frequéncia de mutacdo espontanea. Os dados
representam a média de pelo menos trés experimentos independentes para cada linhagem, e as barras
de erro representam o erro padr&o.

A analise da expressdo dos genes rumAB das linhagens portadoras do ICE SXT/R391
foi realizada a fim de investigar se o fendmeno observado na mutagénese induzida por UV
estava associado ao nivel de expressdo dos genes rumAB (com uso do gene recA como
controle da indugdo da resposta SOS). Como consta na Figura 7, foram observadas 3
situagOes distintas: a primeira, das linhagens PmBR19 e PmBR607, em que ha inducéo de
rumAB e que também ha aumento de mutagénese induzida por luz UV; o segundo, das
linhagens PmBR595 e PmBR618, em que hd auséncia de inducdo dos genes rumAB, e
também ha auséncia do aumento da mutagénese; e por altimo, das linhagens HI4320 e

PmBR614, que sdo 0s mais intrigantes, em que ha indugdo dos genes rumAB (assim como nas



linhagens PmMBR19 e PmBR607), porém ndo se observou aumento esperado na mutagénese, o
que sugere a presenca de fatores pos-transcricionais que influenciam a atividade da
polimerase translesdo. Além disso, podemos constatar que todas as linhagens séo proficientes

na ativacao da resposta SOS, vide a inducéo da expressao do gene recA.
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618

42,85[32,54]10,56

54,41[32,72/14,21

30,1720,637,783

50,66/68,23/10,96

3,428[0,981 154

2,906/1,046 8,824

Figura 7 — Indugdo dos genes rumAB e recA apos exposic¢ao a luz UV. Comparagdo dos niveis de
expressao dos genes rumAB e recA (controle da inducéo da resposta SOS) de amostras irradiadas
com 20 J/m2 de UVC em comparacdo com amostras controle. Os ndmeros na parte inferior aos
nomes das linhagens sdo os valores exatos do aumento relativo da expressdo dos genes avaliados.
Genes dnaQ e rpoB foram utilizados como controles endégenos. Média de duas réplicas bioldgicas
analisadas em duplicata. As barras pretas representam o erro das amostras.

Estas linhagens tiveram o seu genoma sequenciado, e no presente trabalho realizamos
a andlise comparativa dos genomas. Na analise preliminar, constatamos que algumas
linhagens desprovidas de mutagénese induzida por UV possuem altera¢cdes no gene rumB que
afetam a funcionalidade da polimerase, justificando o fendtipo observado. Na linhagem
PmBR595 foi constatada delecdo do gene rumB e uma inser¢do de um outro gene na regido. E
na linhagem PmBR618 foi encontrado um frameshift no gene rumB causado pela delecdo de
um nucleotideo, o que resulta em uma proteina truncada e possivel desestabilizacdo do
MRNA, o que levaria a auséncia de expressdo deste gene na andlise de RT-PCR realizada

anteriormente. No entanto, a linhagem PmBR614 e a linhagem tipo HI4320, possuem o gene



rumAB intactos, porém ndo apresentam mutagénese induzida por luz UV, provavelmente essa
observacdo se deve a presenca de possiveis fatores pés-transcricionais que conferem a
capacidade de sintese translesdo a Pol V. De uma certa forma, podemos inferir que a
integridade do gene rumAB tem influéncia na mutagénese induzida pela resposta SOS,

hipo6tese abordada no presente projeto.

A frequente associacdo dessas polimerases com elementos genéticos como plasmideos
conjugativos, bacteriofagos e ICEs (PERMINA; MIRONOV; GELFAND, 2002) sugere um
possivel papel na manutencdo e transferéncia desses elementos. Como o processo de
transferéncia do ICE é induzido em uma situacdo em que ha danos no DNA, é possivel que
estas polimerases tenham um papel importante para garantir que a conjugacdo ocorra, até
mesmo no processo de reconstituicdo da dupla fita do ICE ap6s o processo de transferéncia,
uma vez que estas podem conter lesdes que necessitem da atividade de TLS. Essa questdo é
ainda mais interessante se considerar o fato de linhagens de P. mirabilis ndo possuirem Pol V

normalmente no seu genoma quando desprovida do ICE SXT/R391.

Constatamos também que o ICE da linhagem PmBR19 é muito similar ao
ICEPmIiJpnl, que foi descrito primeiramente no Japdo e esta presenta em varias linhagens
descritas em outros continentes, que carrega uma beta-lactamase CMY-2 em sua estrutura
(ABERKANE et al., 2016; HARADA et al., 2010; LEI et al., 2016; MAC AOGAIN;
ROGERS; CROWLEY, 2016; MATA et al., 2011). Este ICE foi conjugado para uma E. coli
em nosso laboratorio para realizagdo de estudos envolvendo a manipulagdo genética deste

elemento genético no presente trabalho.



6 CONCLUSOES

b)

d)

f)

9)

ICE carregado pela linhagem PmBR19 é idéntico ao ICEPmiJpn1 descrito na literatura
e € 0 Unico isolado de P. mirabilis da nossa colecdo que carrega um gene de

resisténcia a um antimicrobiano (blacmy-2);

O ICE carregado pela linhagem PmBR595 ¢ idéntico a outro previamente identificado
em linhagem ATCC 33672 de Providencia stuartii;

O ICE da linhagem PmBR607 ¢é semelhante ao ICEPmiJpnl, porém com uma
diferenga importante na VR V. Outros ICEs semelhantes a este foram identificados em
genomas depositados no banco de dados concomitantemente a realizacdo deste
trabalho;

Os ICEs das linhagens PmBR614 e PmBR618 sé&o novos, e parecem ser mosaicos

resultantes de recombinacao entre diferentes ICEs da familia SXT/R391;

Todas as linhagens de P. mirabilis que receberam o ICEPmiJpnl (PmBR19)

apresentaram aumento da frequéncia de mutacao induzida por luz UV;

A delecdo do operon rumAB no ICEPmIiJpnl aboliu a capacidade mutagénica nas
diferentes linhagens isogénicas de P. mirabilis construidas, mostrando o papel destes

genes na mutagénese;

Os genes rumAB apresentam um efeito pequeno sobre a conjugagdo em celulas

irradiadas com luz UV.
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