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RESUMEN

Algunas especies de bacterias, como Escherichia
coli, poseen mecanismos de tolerancia a las
sustancias reactivas derivadas del oxigeno
(ROS). Uno de los principales productos del dafio
oxidativo al ADN en sistemas in vivo e in vitro
es la formacion de la 8-hidroxideoxiguanosina
(80OHdG), la cual incluso se puede utilizar como
un marcador bioldgico de dicho efecto. Al exponer
a la bacteria Prevotella al H,O, en una atmosfera
libre de oxigeno, se encontraron niveles elevados
de 80HAG y con porcentajes de sobrevivencia de
menos del 1%.

Se ha visto que en bacterias anaerobias de
importancia clinica, principalmente las del género
Bacteroides, el incremento de 8OHdG correlaciona
con una baja en la tasa de sobrevida.

Se han identificado algunas estrategias de
B. fragilis ante el estrés oxidativo; los genes
implicados en los mecanismos de detoxificacion
de las ROS y de reparacion del ADN son: katB
(catalasa), sod (superdxido dismutasa), ahpCF
(alquil-hidroperdxido reductasa) y dps (proteinas
no especificas de unién al ADN).

En cepas de B. thetaiotaomicron recA es mayor
la sensibilidad al oxigeno comparada con la cepa
silvestre y, ademas, disminuye la concentracion
del metronidazol; presentando mas resistencia
a uno de los antimicrobianos de eleccion contra
infecciones por bacterias anaerobias.

El estrés oxidativo tiene un efecto significativo
en el crecimiento de Bacteroides, pero existe una
serie de genes llamados de respuesta al estrés
oxidativo (OSR) que le permiten a este género
poseer una aerotolerancia significativa y, por lo
tanto, mayor capacidad de virulencia; por lo que
puede establecer un proceso infeccioso anaerobio
en el humano.

En este trabajo, se pretende resumir los mecanismos
contra el dafio oxidativo de las bacterias anaerobias
del género Bacteroides y, ademas, correlacionar
dichos eventos de proteccion con la virulencia
de este anaerobio en infecciones humanas y su
posible relacién con la generacion de resistencia
a antimicrobianos como el metronidazol.

Palabras clave: Bacterias anaerobias, dafio oxida-
tivo, Bacteroides, antimicrobianos, virulencia

ABSTRACT

Damage and response to oxidative stress in
anaerobic bacteria of the genus Bacteroides:
antimicrobial resistance and virulence factors
Some bacterial species such as Escherichia coli
have tolerance features against oxygen reactive
substance (ROS). One of the main products from
oxidative damage to the DNA molecule in in vivo
and in vitro is the 8-hydroxydeoxyguanosine
(80OHAG), which could be used as a biological
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marker as result of such effect. The exposure of
Prevotellato H,O, in an atmosphere free of oxygen
results in high levels of 8OHAG with a surviving
rate of less than 1.0 %.

In anaerobic bacteria of clinical importance,
mainly in those of the genus Bacteroides it has
been observed that an increasing of the 8OHdAG
correlates with a lower surviving rate. Some of
the responses to oxidative stress have been found
in B. fragilis and the genes involved in ROS
detoxification mechanism and DNA repair are katB
(catalase), sod (superoxide dismutase), ahpCF
(alquil-hydroperoxide reductase) and dps (DNA
unspecific binding proteins).

In B. thetaiotaomicron recA- the sensitivity to oxy-
gen is higher as compared with the wild type strain.
It also shows higher resistance to metronidazol,
one of the first choice antimicrobial used against
anaerobic bacterial infections.

The oxidative stress has a negative effect on
Bacteroides growth, however a group of genes
known as oxidative stress response (OSR) allow
this bacterial genus a significant aerotolerance,
therefore, higher virulence ability as to cause in-
fection in humans.

In this review, the mechanisms against the oxidative
damage in the anaerobic bacterium Bacteroides are
summarized. In addition, the protection events
mentioned above are correlated with virulence
of this anaerobe in human infections and with a
possible relation with resistance to antimicrobials
such as the metronidazol.

Key words: Anaerobic bacteria, oxidative dam-
age, Bacteroides, antimicrobial agents, virulence
factors

INTRODUCCION

Las células eucariotas de mamiferos son
capaces de protegerse contra las sustancias
reactivas derivadas del oxigeno (ROS) y poseen
mecanismos de reparacion del dafio al ADN
inducido por estas moléculas. Algunas especies
de bacterias, como Escherichia coli, poseen
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mecanismos similares de tolerancia a las ROS (1).
Por otro lado, muchas de las bacterias anaerobias
son muy sensibles al oxigeno molecular; sin
embargo, en los dltimos afios se han analizado los
mecanismos de reparacion del ADN producidos
por el dafio oxidativo en bacterias anaerobias de
importancia clinica humana.

Las bacterias anaerobias son microorganismos
que crecen 'y se multiplican en ausencia de oxigeno
molecular, al punto que incluso en muchos casos
éste les es letal. Sin embargo, dentro de los
anaerobios de importancia clinica humana existen
diferentes niveles de tolerancia al oxigenoy, por lo
tanto, distintos mecanismos de detoxificacion de
las ROS. Con esta revision se pretende conseguir
un resumen de los principales procesos de dafio
oxidativo y de respuesta a este estrés oxidativo en
bacterias anaerobias de importancia clinicay, por
ultimo, establecer la importancia que poseen estos
aspectos moleculares del oxigeno con la resistencia
a algunos antimicrobianos como el metronidazol y
los factores de virulencia que se han asociado con
estos mecanismos en anaerobios.

DANO OXIDATIVO AL ADN EN BACTE-
RIAS ANAEROBIAS

Es conocido que uno de los principales
productos del dafio oxidativo al ADN en
sistemas in vivo e in vitro es la formacion de la
8-hidroxideoxiguanosina (BOHdG), la cual incluso
se puede utilizar como un marcador bioldgico de
dicho efecto (2).

En estudios realizados con Prevotella
melaninogenica se ha observado que, si se incuba
en condiciones de aerobiosis, en cuestion de minu-
tos aumentan considerablemente los niveles de
80OHdG y se obtienen porcentajes de sobrevivencia
de menos del 10%. Ademas, se observo que este
efecto de la elevacion de los niveles de 80OHAG
es dependiente del tiempo de incubacion de la
bacteria en presencia del oxigeno molecular.

Si al cultivo bacteriano se le afiadia la enzima
catalasa en concentraciones de 1000 U/ml, se
detectaron concentraciones menores de 8OHdG,
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por lo que se tuvo un efecto detoxificante de las
ROS. Sin embargo, no se notaba el mismo efecto
si al cultivo de Prevotella se le agregaba la enzima
superdxido dismutasa (300 U/ml) (2).

Por otro lado, la presencia de glucosa
(en concentraciones de 5 mM) y de la enzima
glucosa oxidasa (0.2 U/ml) en el medio de
cultivo aumentaba significativamente los niveles
detectables de 8OHAG y la co-adicion de la enzima
catalasa en este punto hacia decrecer nuevamente
80HdG a niveles semejantes a los anteriores. La
exposicion de glucosa y glucosa oxidasa a las
mismas condiciones de oxigeno, en ausencia de
Prevotella, genera hasta niveles de 2.3 mM de
H,O, durante los procesos de incubacion. Sin
embargo, al exponer a Bacteroides fragilis a los
mismos niveles de oxigeno no se encontraron
niveles detectables de 80OHdG (2).

Al exponer a Prevotella al H,O, en una
atmosfera libre de oxigeno, se encontraron
niveles mayores de 80OHdAG y con porcentajes
de sobrevivencia de menos del 1%. Ademas, no
se encuentran niveles importantes de 8OHdG en
Bacteroides, pero si se observa que el nivel de
supervivencia baja un poco, aproximadamente al
80%, bajo las mismas condiciones de incubacion
que Prevotella.

Asi, se ha visto que en bacterias anaerobias el
incremento de la presencia de 8OHAG correlaciona
con la baja en la tasa de sobrevida; sin embargo,
este efecto no se ha visto en todos los generos
anaerobios. Por ejemplo, el dafio oxidativo en
el ADN medido por la presencia de la oxidacion
de la guanina es un mecanismo importante
en géneros como Prevotella, pero no asi en
Bacteroides. Probablemente el menor efecto en
el dafo oxidativo al ADN de Bacteroides se deba
a la presencia de actividad de catalasa y esto se
evidencia ain mas con el hecho de que al agregar
catalasa al medio con Prevotella la cantidad de
80HdG detectable es menor (2).

Esta es la primera evidencia de que la
enzima catalasa en algunos anaerobios es una
de las primeras lineas de defensa en contra del

dafio oxidativo y las bacterias anaerobias que no
poseen dichas enzimas destoxificantes son mas
susceptibles al dafio por las ROS en la molécula
de ADN (2).

Los mecanismos para evitar el dafio
oxidativo o de reparacion por los efectos del mismo
en el ADN son mas estudiados e importantes
en anaerobios aerotolerantes como el género
Bacteroides.

Ademas, las especies del género Bacteroides
son las principales bacterias de la microbiota
endémica del tracto intestinal humano y es la
bacteria mas frecuentemente aislada en muestras
clinicas.

AEROTOLERANCIA COMO FACTOR DE
VIRULENCIA EN ANAEROBIOS

Es bien sabido que uno de los principales
factores de virulencia de Bacteroides es la extrema
aerotolerancia que posee, en comparacioén con
el resto de bacterias anaerobias de importancia
clinica, la cual incluso le permite sobrevivir hasta
24 horas expuesta al oxigeno molecular. Ante esto,
se considera que Bacteroides es de los anaerobios
de importancia clinica mas aerotolerante capaz de
sobrevivir (no de multiplicarse) por 48 a 72 horas
expuesto al oxigeno atmosfeérico (3).

Esta resistencia al dafio oxidativo en una
bacteria con metabolismo totalmente anaerobio
todavia no esta bien comprendida. Pero se vuelve
interesante el estudio fisiologico y genético de
la tolerancia al estrés oxidativo en el género
Bacteroides, debido a que la aerotolerancia
observada en este anaerobio se debe traducir
necesariamente en finos procesos fisiologicos
y genéticos de detoxificacion de las ROS y de
reparacion de dafios en la molécula del ADN.

RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO
(OSR) EN Bacteroides fragilis

Han sido identificadas algunas estrategias de
B. fragilis ante el estrés oxidativo; los genes que se
han implicado en los mecanismos de detoxificacion
de las ROS vy reparacion del ADN son: katB
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(catalasa), sod (superdxido dismutasa), ahpCF
(alquil-hidroperdxido reductasa) y dps (proteinas
no especificas de union al ADN). Estudios con
mutantes katB, dps y ahpCF demuestran que
juegan un rol importante durante la exposicion
al oxigeno, debido a que las mutantes en estos
genes presentan dafios oxidativos severos en toda
la célula bacteriana e, incluso, en la molécula de
ADN (2).

Las expresiones coordinadas de los genes
OSR en Bacteroides estdn mediados por un
regulador sensible a los cambios en el potencial
redox; dicho regulador es un factor de transcripcion
Ilamado OxyR (1).

Ademas, los genes katB, ahpCF y dps se
encuentran en el contexto de un regulén en donde
se incrementa su expresion en presencia de OxyR.
Este altimo responde a estimulos de un ambiente
oxidado, inducido por la presencia de O, o H,O,
en el medio alrededor de la célula bacteriana en
cuestion (4).

En los ultimos afos, se han dilucidado
mecanismos nuevos de OSR en Bacteroides y
se han implicado con procesos de proteccion o
reparacion del dafio oxidativo al ADN. Uno de
éstos es la presencia de ribonucle6tido reductasa
aerobia (RRasa aerobia).

RIBONUCLEOTIDO REDUCTASA AERO-
BIA EN Bacteroides fragilis

Las RRasa aerobias son enzimas que
catalizan la produccion de desoxirribonucleotidos
requeridos para la sintesis de ADN en todas las
células vivas con metabolismos aerobios, pero la
presencia de una enzima que actda en condiciones
aerobias en un organismo totalmente anaerobio es
interesante desde un punto de vista fisioldgico y
genético. La RRasa aerobia en Bacteroides esta
codificada por los genes nrdAB que se encuentran
en un operdn cuya expresion se induce por medio
de la presencia de O, (4).

NrdA, en un principio caracterizada en
Treponema pallidum, es una RRasa particular clase
la que funciona estrictamente bajo condiciones
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aerobias, debido a que necesariamente utiliza el
oxigeno molecular como parte de su mecanismo
catalitico. Ademas, en E. coli la presencia de
NrdAB RRasa es esencial para la replicacion
del ADN durante su crecimiento en condiciones
aerobias (5); sin embargo, B. fragilis no se replica
cuando esta en presencia de oxigeno molecular,
por lo que NrdAB deberia tener otra funcion
asociada con el ADN, pero no necesariamente la
replicacion.

Estudios genéticos en el locus nrdA han
revelado dos marcos de lectura abiertos (ORF),
los cuales estan separados por 28 pb. EI primer
ORF esta compuesto por 2520 pb y codifica una
proteina relativamente grande (839 aminoacidos
y 95.8 kDa) y el segundo ORF de 1050 pb
codifica una proteina un poco mas pequefia
(41.3 kDa). Estas dos ORF en Bacteroides
codifican, respectivamente, la subunidad grande
(nrdA) y la pequeiia (nrdB) de la RRasa aerobia
clase la (4).

Esta evidencia se ha comprobado con
el alineamiento de la secuencia peptidica en
proteinas ortdlogas de otras especies y en donde
se evidencian dos regiones muy conservadas en
la RRasa del tipo la que son: cinco residuos de
cisteina en lugares especificos de la subunidad
grande y un residuo tirosil que es el centro de
la interaccion con el oxigeno para la actividad
catalitica de la enzima (5).

Para demostrar que los genes nrdA y nrdB
codificaran por una RRasa funcional, estos
genes fueron clonados en vectores de expresion
de pET16b en E. coli, obteniéndose cepas
pPET16b:nrdA y pET16b:nrdB y se evalud la
actividad citidina 5’-difosfato reductasa (CDP). Se
observo que dicha actividad fue muy reducida, a no
ser que estuvieran pET16b:nrdA y pET16b:nrdB
juntos en un mismo extracto (4).

Por otro lado, las moléculas de hidroxiurea
inhiben las enzimas clase | pero no asi las RRasas
clase Ill. Dicho mecanismo de inhibicion de
la generacion de radicales libres a partir del
oxigeno ocurre en el sitio tirosil de la subunidad
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pequefia de las enzimas clase I; en contraste, la
interaccion con el oxigeno es producida por la
S-adenosilcobalaminay, por lo tanto, es resistente
a la hidroxiurea. Todo lo anterior concuerda con
la presencia de la hidroxiurea y el decremento
considerable de la actividad CDP reductasa, lo
cual es consistente con la presencia del residuo
conservado de tirosina en el peptido primario de
la subunidad NrdB de B. fragilis.

La expresion de nrdAB en B. fragilis se
induce rapidamente después del estrés oxidativo
(1 a 2 horas), pero nunca se detectan niveles
enzimaticos considerables durante condiciones
anaerobias.

NrdAB podria funcionar para mantener
el "pool” de desoxinucleodsidos trifosfato en las
células inmediatamente después de un estrés
oxidativo. En principio, se pensaria que, al igual
que en E. coli, las RRasas clase | funcionarian
para contribuir con la replicacion del ADN en
condiciones aerobias; sin embargo, en B. fragilis
al realizar una curva de crecimiento después de
la exposicion al oxigeno, una mutante nrdA- y
una cepa silvestre control no presentan diferencia
significativa en el crecimiento y ambas presentan
inhibicion de la replicacion del ADN por el estrés
oxidativo (4).

Durante una exposicién prolongada al
oxigeno, un anaerobio aerotolerante necesita
reparar los posibles dafios oxidativos a su molécula
de ADN; por lo que, por ultimo, se propone que
NrdAB le permite a Bacteroides mantener un
"pool” de desoxirribonucleotidos para abastecer
a los mecanismos de reparacion del ADN vy asi
mantener la integridad del cromosoma mientras
pasa el estrés oxidativo al que estd sometido;
obviamente, si este estrés se prolonga por mucho
tiempo la bacteria entrara en muerte celular.
Anaerobios que no poseen la RRasa aerobia
tipo | tendran mecanismos menos eficientes
de reparacion del dafio al ADN en condiciones
aerobias y menos capacidad de iniciar rapidamente
la replicacion del cromosoma despues del estrés
oxidativo.

ANTIMICROBIANOS Y DANO OXIDATIVO
AL ADN EN Bacteroides

Una de las drogas de eleccién en el
tratamiento de infecciones por B. fragilis es el
metronidazol (6). Este antimicrobiano ingresa en
forma de prodroga inactiva a la célula bacteriana
y es activado intracelularmente mediante una
reduccion del grupo nitro, con lo cual induce
alteraciones en el ADN y ruptura de la doble hélice
(M.

Los mecanismos de resistencia descritos
en Bacteroides son: el eflujo activo de la droga
(8), la presencia de genes nim que codifican las
nitrorreductasas que inactivan la droga (9) y la
alteracion del flujo de electrones mediante la
modulacion del metabolismo de piruvato (10).

Por otro lado, se ha observado que
incrementos en la expresion de proteinas vinculadas
con la reparacion en el dafo al ADN se traducen
en aumentos a la resistencia contra esta droga.
Por ejemplo, la sobreexpresion de recA lleva
a una mayor resistencia al metronidazol (11).
Mutantes de B. thetaiotamicron recA- poseen una
mayor sensibilidad al metronidazol que las cepas
silvestres (12).

Por otro lado, en la bdsqueda de nuevos
reguladores de la reparacion del dafio al ADN
se ha investigado el gen reg en Bacteroides, el
cual codifica una proteina probablemente de
154 aminoécidos y una masa de 18.1 kDa. Esta
tendria una secuencia similar a los miembros de
la familia de reguladores transcripcionales AraC/
XylS (13). Estos reguladores, junto con la proteina
del gen reg, poseen una region conservada de unos
100 residuos de aminoacidos que constituyen el
dominio de unién al ADN (14).

La identificacion de estos reguladores en
bacterias anaerobias es importante debido a que
estan ligados con la reparacion del ADN, como
factores de virulencia, sistemas de multirresistencia
y en respuesta a agentes alquilantes (15). En E. coli
las proteinas de la familia AraC/Xyls vinculadas
con multirresistencia mejor caracterizadas son
MarAy Rob (14).
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Las mutantes B. fragilis reg- crecen mas
lentamente que la cepa silvestre control, lo que
plantea que la proteina Reg esté relacionada con
el crecimiento de esta bacteria anaerobia. Ademas,
los mutantes reg fueron significativamente mas
susceptibles al metronidazol y a la mitomicina
C que la misma cepa control (13), lo cual indica
el papel importante de la proteina Reg en la
proteccion de las células bacterianas anaerobias
de B. fragilis contra agentes que dafian el ADN.

SISTEMA RecA EN Bacteroides Y RESISTEN-
CIAALOS ANTIMICROBIANOS

Los genes recA han sido descritos en el
género Bacteroides y se han realizado estudios con
mutantes para determinar la participacion de RecA
en eventos de recombinacion y en la tolerancia al
oxigeno en estas bacterias anaerobias. Ya se ha
comentado que, en cepas de B. thetaiotaomicron
recA-, se incrementa la sensibilidad al oxigeno y
disminuye la concentracion del metronidazol a la
que son tolerantes, en comparacion con la cepa
silvestre (12).

Al ser expuestas al aire las cepas silvestres
logran sobrevivir por varios dias; sin embargo,
las cepas recA- mueren al poco tiempo de ser
expuestas al oxigeno. Estas y otras observaciones
realizadas sugieren que las sustancias reactivas
derivadas del oxigeno, producidas durante la
exposicion de los anaerobios, producen dafio en la
molécula de ADN, igual que como se ha descrito
para otros microorganismos como E. coli. En la
reparacion del dafio producido al ADN (de origen
oxidativo en el caso especifico de Bacteroides)
participa activamente RecA (12).

El anidn superdxido esta implicado en
la produccion de dafio al ADN por varios
mecanismos (16). La superdxido dismutasa (SOD)
es esencial en el género Bacteroides para disminuir
la cantidad de superoxido en la célula bacteriana;
sin embargo, la actividad de la SOD en cepas
recA-y en la cepa silvestre no presenta diferencia
significativa. Probablemente, la ausencia de RecA
en Bacteroides no afecte los niveles de actividad de
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la SOD, por lo que en este anaerobio la proteccion
al ADN por dafio oxidativo no recae Unicamente
en SOD vy la presencia de RecA es esencial (12).
Ademas, lo termina de comprobar la baja en la
tolerancia a la presencia de metronidazol en cepas
recA- del género Bacteroides.

CONCLUSIONES

El estrés oxidativo tiene un efecto
significativo en el crecimiento de Bacteroides, pero
existe una serie de genes llamados de respuesta al
estrés oxidativo (OSR) que le permiten a este
género poseer una aerotolerancia significativa.
Uno de los genes inducidos por el estrés oxidativo
en Bacteroides son genes que estan involucrados
con vias metabdlicas que pueden llegar a ser
necesarias en estas condiciones de oxidacion:
aspartato descarboxilasa, osu de utilizacion del
almidon, entre otras.

Por otro lado, estan los genes mas
directamente relacionados con evitar y reparar
el dafo oxidativo al ADN. Estan dados, como se
menciono anteriormente, por el operén nrdAB que
codifica RRasas aerobias de la clase I, las cuales son
enzimas estrictamente aerobias. Estas RRasas se
encargan de mantener un "pool" de ribonucleétidos
para abastecer a otros mecanismos de reparacion
en el ADN, como por ejemplo por medio de RecA
(4). Ademas, se expresan proteinas Dps y RbpA
que se unen al ADN y ARN, respectivamente; por
lo que se propone que posiblemente participan para
evitar o amortiguar el dafio oxidativo al ADN, ya
que por lo menos en Bacteroides no se conoce su
mecanismo especifico (1,3).

Por altimo, a pesar de que todos estos
mecanimos para evitar el dafio oxidativo en Bacte-
roides son eventos fisiologicos naturales de estos
microorganismos, es interesante analizar como los
mecanismos de reparacion por el dafio oxidativo
en el ADN difieren de los de las bacterias aerobias;
ademas que en un contexto determinado, estos
mismos eventos podrian Ilegar a estar vinculados
con los mecanismos de virulencia y de resistencia
a los antimicrobianos como el metronidazol.
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