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RESUMEN

Las bombas de expulsion son proteinas transportadoras que se encuentran
en la membrana citoplasmatica de las células, capaces de transportar una o
varias clases de estructuras de distintos componentes usando un gradiente
de iones o ATP como energia. En si, su papel fisiolégico es la expulsién de
sustancias téxicas para mantener bajas concentraciones de éstas dentro de
las células. Estas son parte de la resistencia intrinseca de las bacterias
debido a que se encuentran naturalmente presente en ellas.

La resistencia bacteriana se ha ido desarrollando desde el descubrimiento y
uso irracional de antibiéticos. Hoy en dia la resistencia bacteriana es un
fendmeno creciente con implicaciones sociales y econémicas.

La mayoria de estas bombas de expulsion parecen apartarse de las leyes
del transporte convencional que rigen la selectividad de las proteinas, es
decir, se oponen al famoso modelo de la llave y la cerradura. Sus sustratos
casi no tienen nada en comun excepto que son moderadamente
hidrofébicos. Algunos sustratos de las bombas de expulsion son los
componentes organicos monocationicos como el SDS, otros como
acriflavina, bromuro de etidio y CCCP. Estudios anteriores muestran que el
bromuro de etidio es uno de los sustratos que comparten la mayoria de las
bombas de expulsion.

Patel, D et al., 2010 por medio de RT-PCR han demostrado que S. aureus
adquiere altos niveles de resistencia debido a la exposicion frecuente y
prolongada de sustratos como los compuestos catidnicos, un ejemplo el
SDS, los cuales pueden incrementar la expresion de genes que codifican

las bombas de expulsion.

En el presente trabajo se estudiaron cepas de Escherichia coli DH5a tratadas
anteriormente con SDS comprobando que este compuesto genera una mayor
expulsion de agentes téxicos como EtBr suponiendo la sobreexpresion de los
genes que codifican para las bombas de expulsion ocasionando resistencia a

antibiéticos.



1. INTRODUCCION
1.1 Contexto Histoérico

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 y su comercializacion en las
décadas de 1940 se fue desarrollando una gran variedad de muchos otros
antibiéticos*’. Hoy en dia, grandes cantidades de antibiéticos han sido usados
para el tratamiento de infecciones en humanos y en animales y como
promotores del crecimiento en animales; resultando, por presidon selectiva, la

aparicion de diversas clases de resistencia a ellos en mdltiples bacterias.?’

Un ejemplo que ofrece lecciones sobre la evolucion de la resistencia es la
bacteria Staphylococcus aureus; cepas de esta bacteria son resistentes a
bencilpenicilina y algunas lo son a meticilina, gentaminicina o ambas; algunas

otras también son resistentes a desinfectantes.*

MRSA (Methicillin-Resistant Sthaphylococcus aureus, por sus siglas en inglés)
es uno de los mayores problemas en los hospitales, debido a que regularmente
se encuentra en estos lugares ocasionando infecciones muy severas. En el
2002 en EUA se encontraron cepas de MRSA que también son resistentes a
vancomicina, tradicionalmente considerada como la ultima opcion para el

tratamiento de infecciones causadas por este microorganismo.°

En Meéxico se ha visto que la prevalencia de cepas MRSA se ha
incrementado rapidamente en los hospitales durante los dltimos afios. Se
estima que ha cambiado del 7% al 30%. En un estudio realizado en el
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional, Siglo XXI-IMSS, se
encontrd que la frecuencia de cepas MRSA vari6 del 17% al 23% de 1997 a
2001.°

Por otra parte, la resistencia simultanea a multiples farmacos como penicilinas
y cefalosporinas™ se descubri6 en enterobacterias como Escherichia coli,
Shigella sp. y Salmonella sp. a finales de la década de 1950 y comienzos de la
década de 1960.%
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Hoy en dia la resistencia bacteriana es un fendmeno creciente con
implicaciones sociales y economicas enormes dadas por el incremento de
morbilidad y mortalidad, aumento de los costos de los tratamientos y de las
largas estancias hospitalarias generadas. Varios son los factores que han

contribuido a su aparicién®:

« La presion selectiva ejercida al prescribir formal o libremente medicamentos
para uso terapéutico en humanos o animales.

« La utlizacion generalizada de antimicrobianos en pacientes
inmunocomprometidos y en la unidad de cuidados intensivos.

» El uso de dosis o duracion inadecuada de la terapia antimicrobiana.

« El desconocimiento de los perfiles de sensibilidad de los diferentes

gérmenes tomando en cuenta la flora local de cada institucion o comunidad.

1.2 Resistencia a Antibidticos

La resistencia a antibioticos es la capacidad que tienen los microorganismos
de soportar los efectos de los antibioticos destinados a eliminarlas. Esta puede

ser clasificada como*®:

e Resistencia fisioldgica (natural). Por medio de biopeliculas o de manera

intrinseca.

Las biopeliculas son organizaciones microbianas compuestas por
microorganismos que se adhieren a las superficies gracias a la
secrecion de un exopolimero. Las bacterias que presentan este tipo de
crecimiento son dificiles de erradicar con tratamiento antibiético.
Bacterias oportunistas como Pseudomonas aeruginosa puede adoptar
esta forma de biopelicula causando infecciones de pulmoén en pacientes

con fibrosis quistica. *2

La resistencia intrinseca significa que cada miembro de una especie de

bacteria sea resistente sin tener alguna alteracién genética. Ejemplo de
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esto es Mycoplasma sp., microorganismo que es siempre resistente a
antibidticos B-lactdmicos debido a que no posee peptidoglicano en su

pared celular.*®

Pseudomonas aeruginosa ejemplifica un organismo con alta resistencia
intrinseca. Se ha demostrado que la alta resistencia en este organismo
surge de la combinacion inusual de la permeabilidad de la membrana
externa y otros mecanismos de resistencia naturales tales como las

bombas de expulsién dependientes de energia.®*

Resistencia adquirida. Es una caracteristica propia de ciertas cepas,
cuyo patrimonio genético ha sido modificado por mutacién de un gen
implicado en el modo de accion de un antibiotico o transferencia génica
horizontal; por ejemplo adquisicion de genes a través de plasmidos,
transposones (cromosomal o integrado en plasmidos) o integrones

(cassettes de ADN transmisibles).*

En general esta adquisicion de genes o intercambio se lleva a cabo a
través de tres procesos: transduccion via bacteriéfagos, conjugaciéon via

plasmidos y transformacién (Figura 1).

Los plasmidos pueden contener varios genes para resistencia; tienen
replicacion independiente y pueden ser caracterizados por sus origenes
de replicacién. Mdltiples plasmidos pueden existir dentro de una sola
bacteria donde sus genes son afiadidos al genoma total del

organismo.®®

Los transposones son elementos genéticos moviles que pueden existir

en plasmidos o integrados dentro otros transposones. %
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Los integrones contienen una coleccion de genes generalmente
clasificados de acuerdo a su secuencia de proteina (integrasa). Tienen
la habilidad de integrarse dentro de regiones de ADN, donde

intercambian mltiples genes particularmente de resistencia.>®

Free DNA Bacteriophage Plasmid

(Transformation) (Transduction) (Conjugation)
AT
=
\!' A Abr
i \
i \
~sma membrane : \
Plasma ! \
1 N,
1 \\\
' N,

~
— e
= Ab"
— Transposable
element

Transposition and

i i Transposition A 4
Recombination Ly recombination
Ab" CHROMOSOME __ #% Ab’

Mutation

Figura 1. Adquisicion de resistencia a antibidticos; de izquierda a

derecha transformacion, transduccion via bacteridfagos, conjugacion via

plasmidos o transposones. Tomado de Alekshun, M and Levy, S., 2007®

La resistencia también puede llegar a ocurrir por el incremento de la

expresion de genes propios.

1.3 Mecanismos de Resistencia a Antibidticos

Los mecanismos bioquimicos y moleculares por medio de los cuales una

bacteria puede hacerse resistente al efecto del antibiético son debidos a la:

Menor captacion del antibiotico.
Expulsion del antibidtico.
Modificacion del sitio blanco.

Modificacion del antibi6tico.

Cabe resaltar que los cuatro mecanismos pueden ocurrir simultaneamente

y difieren dependiendo de las especies bacterianas.™
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1.4 Bombas de Expulsién

Las bombas de expulsién han sido estudiadas durante la segunda mitad del
siglo XX, un ejemplo de ello es el estudio de los transportadores ABC, los
cuales son una familia de proteinas transmembranales que median el
transporte de sustratos a la célula como EtBr, fluoroquinolonas y
esteroides. Sin embargo, a pesar de esta diversidad de sustratos, la
mayoria de los transportadores ABC muestran una especificidad

fuertemente restringida.?

Una excepcion es la P-gp (P-glycoprotein, por sus siglas en inglés) que
pertenece a esta familia y se encuentra en eucariontes y procariontes*’; la
cual puede interactuar con un gran numero de sustratos que son estructural
o funcionalmente diferentes.?® Estos sustratos casi no tienen nada en
comun, excepto que la mayoria de ellos llevan una carga eléctrica positiva y
todos ellos son moderadamente hidréfobicos.*® Estas bombas de expulsion
de multifarmacos parecen desobedecer las leyes de trasporte convencional

que rigen la selectividad de las proteinas y las enzimas.’

La P-gp es codificada por el gen mdrl, dentro del organismo en humanos
se expresa en el tracto gastrointestinal, higado, rifidén, cerebro, corazén y
células de la linea hematopoyética, entre otros.®® La localizacion tisular de
Pgp sugiere que la proteina desempefia un papel fisiologico en la
proteccion de los 6rganos sensibles como el cerebro, testiculos y el oido
interno de xenobidticos toxicos, la secrecion de metabolitos y xenobidticos
en la bilis, orina, y la luz del tracto gastrointestinal; y posiblemente el
transporte de hormonas de la glandula suprarrenal y el epitelio uterino.™®
Sus sustratos enddgenos son citoquinas como IL-2 e IL-4 y glucocorticoides
como el cortisol y aldosterona; mientras que dentro de los exdgenos se han

identificado gran cantidad de farmacos de uso habitual en la clinica médica,
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como antineoplasicos, glucésidos cardiacos, antibioticos,
inmunosupresores, antirretrovirales, antiepilépticos, corticoides, etc.®

Extracellular

Figura 2. Estructura de la P-gp. Tomado de Everts, S, 2009. ‘®

Algunos homaologos de P-gp como el producto del gen mdr2 en mamiferos

y la proteina STE6 en levaduras no comparten esta propiedad.“®

La sobreexpresion de P-gp en células cancerosas causa multiresistencia a

medicamentos que da como resultado el fracaso de la quimioterapia.?*

Ademas del descubrimiento de la multiresistencia causada por P-gp a
medicamentos usados comunmente contra el cancer, lo controversial fue la
interaccion de P-gp con un gran numero de diversos compuestos
oponiéndose a la famosa hipétesis de la llave y cerradura en la cual se

explica que la unién de protefnas a sustratos es muy especifica.®

Algunos estudios han tratado de resolver esta incognita investigando el
namero de sitios que puedan existir en la proteina, su proximidad y
locacion, asi como la variedad de sustratos que pueden interactuar con esta

proteina y sus moduladores.*
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Uno de estos estudios menciona que un alto nidmero de sustratos y
moduladores conocidos interactian con P-gp sugiriendo la presencia de
mas de un sitio de unién. La presencia de mas de cuatro interacciones de
distintos sustratos con los sitios de unién de P-gp fueron detectados
creando el siguiente diagrama:

I

vinblastine

II1

4€——> [ Hoechst33342

XR9576
XR9051

paclitaxel

Figura 3. Clasificacion de los cuatro sitios de unién del farmaco en la P-gp.
Tomado de Martin, C et al., 2000. ¢

Basandose en interacciones encontradas, los ligandos se pueden clasificar en
cuatro sitios de union en la P-gp. Sin embargo pueden existir mas sitios de union de
farmacos en la proteina. Los compuestos que se encuentran en cursiva son

moduladores. Las flechas indican la comunicacién entre los cuatro sitios.>®

Estos sitios se dividen en dos categorias: transporte, en el que la translocacion de
farmaco puede ocurrir a través de la membrana, y sitios reguladores, que
modifican la funcion de la P-gp. Sin embargo, algunos moduladores interactian
con la P-gp en el sitio de transporte en lugar del sitio regulador. Asi mismo
estudios farmacoldgicos han demostrado que los moduladores son capaces de
cambiar la afinidad de ambos sitios. Los mdltiples sitios en la P-gp muestra las

complejas interacciones alostéricas de la proteina.*
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1.5 Bombas de Expulsion y Resistencia a los Antibioticos

La presencia de bombas de expulsion localizadas en la superficie de las
células es una caracteristica clave en el fenotipo de resistencia que se

encuentra ampliamente en las células y microorganismos.’

La expulsion de antibidticos fue descrita por primera vez en 1980 cuando
fue descubierta como mecanismo de resistencia a la tetraciclina en
bacterias Gram-negativas.*’ A través de los afios, el papel que juegan los
mecanismos de expulsion en la resistencia en bacterias han sido

demostrados en casi todos los antibidticos.*

Este mecanismo es mediado por bombas de expulsion que son proteinas
transportadoras que se encuentran en la membrana citoplasmatica de la
células capaces de transportar una o varias clases de estructuras de
distintos componentes, usando un gradiente de iones o ATP como
energia.*’ Expulsan hacia el exterior de la bacteria gran cantidad de
componentes toxicos, entre ellos, metabolitos, detergentes, solventes
organicos y antibiéticos.®® Estas proteinas son llamadas en inglés multidrug-
resistant efflux pumps (MDR).>* Las fluoroquinolonas y los componentes
organicos monocationicos como acriflavina y bromuro de etidio son algunos

de los sustratos de estas bombas.*°

El principal papel de este mecanismo es mantener bajas o nulas®

concentraciones de sustancias toxicas dentro de la célula.?*

El andlisis de cepas de S. aureus que son resistentes a multiples
bactericidas y que fueron adquiridas en hospitales contenian plasmidos que
codificaban para QacA, bomba de expulsion que pertenece a una de las

cuatro familias de transportadores secundarios, llamada MFS (major
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facilitator superfamily, por sus siglas en inglés), la primera bomba de
expulsién identificada en bacterias.®

1.5.1 Mecanismos de las Bombas de Expulsion

La clave para la comprension de como funcionan estas bombas implica la
determinacién de sus estructuras representativas y el esclarecimiento de
los cambios conformacionales que acompafian a la translocacion de sus

sustratos.®

El proceso de las bombas de expulsion es en un principio, muy simple. En
general se requiere la union del sustrato, el suministro de energia, la
translocacion de sustrato a través de la membrana y la reposicion del

transportador.’

Existen tres mecanismos de transporte utilizados por las bombas de

expulsion:

e Antiporte mediado por protones. En procariontes la expulsion de
farmacos y otros compuestos citotdéxicos es en gran parte conferida por
las bombas de expulsion, en el que el proceso esta acoplado a la
entrada de un protéon (H'). Dentro de este transporte se encuentran
varias familias: MF (major facilitator), SMR (small multidrug resistance),
RDN (resistance/nodulation/cell division) y DME (drug/metabolite
efflux)?®; esta Gltima familia se ha estudiado hace poco por lo que aun
no se tiene la suficiente informacion sobre ella, pero se ha demostrado

que posee una cierta semejanza a la familia de SMR.?®
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Porin

Membrana externa

Espacio peniplismico

Membrana
citoplasmatica

)
SMR RND MF MFP
4- 12- 12 or 14- Citoplasma
helices helices helices
EmrE, E. coli \crB, E. coli IetA, E. coli EmrAB, E. coli

Figura 4. Representacion esquematica de la topologia de las bombas de
expulsion impulsadas por protones en la membrana de bacterias Gram-negativas.

Tomado de Borges-Walmsley, M., McKeegan, K., & Walmsley, A, 2003®

Las hélices de las bombas se muestran en verde. Las tres clases de antiporters se
muestran: SMR 4-helices, RDN, MF 12 - y 14-hélices. Estos transportadores se
muestran utilizando la fuerza proton-motriz generada por la respiracion para
expulsar antibidticos y otros sustratos en el espacio periplasmico, entre las
membranas interior y exterior. Los transportadores de MF y RND pueden actuar
en conjunto con una MFP y una OMP, como TolC, que traslada farmacos a través
de las membranas internas y externas, expulsandolos de la célula. TolC actia
como un canal que no solo se extiende por la membrana externa, sino que
posiblemente también abarca el periplasma. El papel exacto de la MFP sigue
siendo desconocido, pero puede actuar como una proteina para la translocacion
de las drogas entre el transportador de membrana interna y el canal helicoidal de
TolC.?
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e Antiporte mediado por Na*. En este mecanismo se encuentra un grupo
de proteinas de transporte que se han descrito recientemente, llamadas
MATE (multidrug and toxic compound extrusion, por sus siglas en

inglés). Este grupo de proteinas se acopla al flujo de salida de Na*.*?

Membrana
citoplasmatica

Figura 5. Representacion esquematica de la topologia de las bombas de
expulsion impulsadas por Na*. Tomado de Kumar, A. and Schweizer, H ¢?

e Transporte mediado por ATP. Este grupo de transportadores que estan
presentes en células procariotas y eucariotas, son los transportadores
ABC. Esta superfamilia de proteinas cataliza el flujo de farmacos
mediante la utilizacién de la energia liberada en la hidrélisis de ATP.?

P-glycoprotein ArsAB RbsAC, LmrA, DrrAB
Homo sapiens E. coli E. coli L. lactis S. peucetius

ﬂﬂJlﬂJW Jil

multidrug

A

DrrB
ArsA RbsA
ATP ADP  ATP ADP ” \TP ADP
o Pi ATP ADP ATP ADP  ATP ADP ATP ADP ATP ADP
+
Pi Pi Pi Pi Pi
Two polypeptides Three polypeptides Single polypeptide  Two polypeptides
2 x Ghelix domains 1 x 12helix polypeptide 2 x Ghelix polypeptides 1 x Ghelix domain 1 x Ghelix polypeptide
2 x ABC domain 1 x ABC polypeptide with 1 x ABC polypeptide 1 x ABC domain 1 x ABC polypeptide

2NBS. with 2 NBS,

Figura 6. Representacion esquematica de la topologia de los
transportadores que pertenecen a la superfamilia ABC en la membrana
bacteriana. Tomado de Borges-Walmsley M, McKeegan K, and Walmsley A,

2003. ©
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1.5.2 Tipos de Bombas de Expulsion

Filogenéticamente, las bombas de expulsion pertenecen a cinco
superfamilias que se pueden clasificar en dos tipos de mecanismos
distintos: transportadores primarios que utilizan la hidrélisis de ATP y
transportadores secundarios energizados por gradientes

electroquimicos ya sea de protones o iones de sodio.®

e Transportadores Primarios. También son llamados transportadores ABC
los cuales utilizan la hidrélisis de ATP como sustrato energético y se
encuentran en procariontes y eucariontes. Todos los transportadores
ABC tienen dos dominios de unién de nucledtidos y dos dominios

transmembranales.®

Miembros de esta familia de transportadores incluyen a la P-gp que se
encuentra en mamiferos y es muy similar a LmrA de Lactococcus lactis®®

y a MRP (multidrug resistance protein, por sus siglas en inglés).**

P-gp es codificada por el gen mdrl. La sobreexpresion de este
transportador es una de las principales causas de resistencia a los

farmacos dirigidos contra el cancer. ’®

LmRA es un mediador de la resistencia a los antibioticos, mediante la
expulsion de compuestos anfifilicos de la pared interna de la membrana
citoplasmatica.” Estudios experimentales han expresado LmrA en

células fibroblasticas de los pulmones de humanos. "

Las células fibroblasticas del pulmén que expresan la proteina LmRA
tipo silvestre muestran una resistencia 10-60 veces mayor a una
variedad de productos naturales y farmacos quimioterapéuticos

sintéticos que son sustratos tipicos de P-gp'”: antraciclinas como
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daunomicina y doxorrubicina; alcaloides de la vinca tales como
vinblastina que es un antineoplasico; y agentes toxicos como bromuro
de etidio y colchicina. Las caracteristicas farmacologicas de LmrA y P-
gp expresadas en células fibroblasticas del pulmén son muy similares, y
las afinidades de ambas proteinas para vinblastina y magnesio-ATP son
indistinguibles; demostrando que LmrA bacterial y P-gp de humano son
funcionalmente intercambiables y que este tipo de MDR son

conservados en bacterias y en el hombre.”®

Otros transportadores relacionados se encuentran en un gran ndmero
de hongos patdgenos, helmintos y protozoarios, donde confieren
resistencia a farmacos antimicrobianos. Por ejemplo, P-gpA, un
homologo de MRP, es una bomba de arsénico/antimonio que es
responsable de la resistencia al medicamento antimonial

estibogluconato sédico conocido como Pentostam en Leishmania.®

MacB es otro mas de este tipo de transportadores, el cual se encuentra

en E. coliy le confiere la resistencia a macrolidos.

Transportadores Secundarios. Utilizan un mecanismo de contra-
transporte ibnico como sustrato energético. Estos transportadores estan

clasificados de la siguiente manera.

— MF. Los transportadores MF son una superfamilia que
comprende un gran ndmero de subfamilias.® Tipicamente se
compone de aproximadamente 400 aminoacidos organizados en

12 hélices con dominios periplasmicos entre la hélice 6 y 7.9

Estos transportadores han sido clasificados dentro de dos

subfamilias: 12-hélice y 14-hélice; por ejemplo, TetA(B) y TetA(K).
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La clase B y clase K son transportadores de tetraciclina de E. coli.

y S. aureus respectivamente.?

Se creia originalmente que estos transportadores funcionaban
principalmente en la absorcidon de azucares. Estudios posteriores
revelaron que los sistemas de expulsion de metabolitos del ciclo
de Krebs pertenecen a esta familia.>

Los compuestos que son transportados por MF incluyen azlcares
simples, oligosacéridos, inositoles, farmacos, aminoacidos,
nucledsidos, ésteres organofosforados, metabolitos del ciclo de
Krebs.®® Asi también expulsan activamente compuestos
monocationicos, otros agentes como bromuro de etidio y

reconocen uno o un limitado nimero de clases de antibiéticos.*’

Algunos ejemplos de estos transportadores son EmrB de E. coli
el cual confiere resistencia a inhibidores como el CCCP (cianuro
de carbonilo m-clorofenilhidrazona) y antibioticos como el acido
nalidixico; NorA de S. aureus confiere resistencia a
fluoroquinolonas, colorantes cationicos e inhibidores catidnicos
incluida la puromicina; LmrP de Lactococcus lactis el cual expulsa
compuestos como colorantes catidnicos, tetraciclinas y

macrolidos.*” &

Membrana externa

Espacio peniplasmico

Membrana
citoplasmatica

MF

1Z or 14- Citoplasma
helices
TetA, E. coli

Figura 7. Representacion esquematica de la topologia de los
transportadores MF. Tomado de Borges-Walmsley, M., McKeegan, K., &

Walmsley, A, 2003®
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SMR. Son las mas pequefias de las bombas de expulsion.®® Se
compone normalmente de alrededor de 100 aminoé&cidos en
cuatro hélices.>® Primero fueron descubiertas codificadas en
algunos plasmidos presentes en S. aureus, después se encontré
gue son codificadas en cromosomas de bacterias Gram-
negativas. Expulsan componentes como biocidas de aminas
cuaternarias o etidio. Un ejemplo de este tipo de transportadores
es el EmrE de E. coli*’, un transportador que contribuye a la

resistencia a EtBr.%°

Membrana externa

Espacio penplasmco

Membrana
crtoplasmatica

SMR

4 Crroplasma
helices

EmnmrvE, . coli

Figura 8. Representacion esquematica de la topologia de

los

transportadores SMR. Tomado de Borges-Walmsley, M., McKeegan, K., &
Walmsley, A, 2003®

RND. Son transportadores, es decir, bombas de expulsion mucho
mayores que los transportadores MF; se componen normalmente
de aproximadamente 1000 residuos de aminoacidos y adoptan
una estructura helicoidal similar de 12 hélices.” Sin embargo, a
diferencia de los transportadores MF, poseen grandes dominios
periplasmicos o extracitoplasmicos entre las hélices 1y 2 y entre

las hélices 7y 8.°

Estos transportadores estan implicados en mecanismos
generales de destoxificacion y sefalizacion intercelular. Por
ejemplo, el sistema AcrAB de E. coli que expulsa sales biliares y

los sistemas MexAB-OprM y MexEF-OprN de P. aeruginosa que
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son capaces de expulsar el autoinductor del sistema de

sefializacién de quérum sensing 3-oxo-Ci,-homoserin lactona.®

Muestran un gran espectro de sustratos lipofilicos y anfifilicos.®®
Esta super familia de bombas de expulsion juega un importante
papel en la produccion de multiresistencia en bacterias Gram-
negativas; esto es porque estas bombas estdn compuestas por
un sistema complejo de proteinas de transporte. Generalmente,
este sistema de transporte consta de un transportador IMP
(integral membrane protein, por sus siglas en inglés), una MFP
(membrane fusién protein) que es una proteina del periplasma
como AcrA de E. coliy MexA de P. aeruginosa, y una OMF (outer
membrane factor) que es un canal de membrana externa
ejemplificado por TolC de E. coli.*” *® Esta asociacién permite la
exportacion directa de compuestos al medio externo en lugar del

espacio periplasmico.*’

TolC channel &

Periplasmic
AcrA linker
proteins

Figura 9. Modelo de bomba de expulsion RND. Tomado de Nikaido, H
2009%“"

Complejo que exporta farmacos directamente al medio externo. El
dominio transmembranal de la bomba AcrB (verde) se encuentra
incrustado en la membrana citoplasmatica, mientras que su dominio

periplasmico esta conectado al canal TolC a través de AcrA.*’
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MATE. A diferencia de las demas que utilizan protones, esta bomba
utiliza el transporte de Na® como sustrato energético.®® Los
transportadores MATE son similares en tamafio a los MF, y se
componen tipicamente de aproximadamente 450 aminoacidos
dispuestos en 12 hélices. Sin embargo, no tienen ninguna similitud
de secuencia con los miembros de la superfamilia de MF.?

Esta familia fue identificada recientemente con la caracterizacion de
NorM en 1998, una bomba acoplada al transporte de Na* de Vibrio
parahaemolyticus, la cual expulsa fluoroquinolonas y bromuro de

etidio®®; una bomba similar fue encontrada en Bacteroides fragilis.

Figura 10. Comparacion del modelo de bomba de expulsion MATE contra
MFS. Tomado de He et al., 2010 #°

(a)Comparacion Topologica entre transportadores MATE y MFS desde el lado
citoplasmico. En transportadores MATE; TM1 estad entre TMs 5y 8, y TM7
esta entre TMs 3y 11. En contraste, el MFS tiene TM1 entre TMs 4, 5 y 6; del
mismo modo, TM7 esta entre TMs 10, 11y 12. (b) Estructura tridimensional de
NorM y MFS.?
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1.5.3 Sustratos de Bombas de Expulsion

Transportador
SMR
Smr/OaC
EmrE

AbrAB

YkkCD
Tbsmr
Pasmr
QacE
QacEA1l
MF
TetA
EmrB
EmrD

MdfA/Cmr/Cm E.

FarB
NorA
VceB
TetK
NorA
QacA
Brm

LmrP
MdrL
Tap
Mrr

Tap
LfrA
CaMDR1

RDN

AcrB
AcrB
MexB
SmeE
AcrB
ArpB

MtrD

Organismo

S. aureus
E. coli
B. subtilis

B. subtilis

M. tuberculosis

P. aeruginosa

Bacterias Gram-negativas

Bacterias Gram-negativas y Gram-positivas

E.
E.
E.

coli
coli
coli

coli

. gonorrhoeae
. fragilis

. cholerae
aureus

. aureus

. aureus

. subtilis

WO n<wZ

L. lactis

L. monocytogenes
M. tuberculosis

M. tuberculosis

. fortuitum
. sSmegrnalis

M
M
C. albicans

. coli
.influenzae

. aeruginosa

S. maltophilia

S efjgIRInRGRGHALM
P. putida

T I m

N. gonorrhoeae

Sustratos/Ligandos moduladores

EtBr, CV, QA, MV, TPP+
EtBr, AC, MV, TPP+

EtBr, AC, PY, SO, TPP+

EtBr, PF, CV, PY, MV, CPC, CP, SM, TC,
PM, TPP+

AC, EtBr, MV

AC, EtBr, MV

EtBr, QA, SU

Cip, EtBr, GM, QA, SU, TC

TC

CCCP, NA, TL, CHH

CCCP

EtBr, PM, TC, Ery, neomycin, Nor, CP, ITG,
TPP+, R6G, DAR, DXR, QA, RP, TC, PM.
Fatty acids

Ery, Nor, PM

CCCP, NA, Cip, Ery, PhMA, DOC

TC

EtBr, AC, QA, FQ, R6G, TPP+, PM, CP
EtBr, QA, CH, PI

EtBr, AC, QA, FQ, R6G, TPP+, PM, CP
EtBr, DM, H33342, TPP+/VP, nicardipin,
quinne, TX100

EtBr, Ery, cefolaxime

TC

EtBr, AC, ErY, TPP+, SO, PY

TC, gentamicin, 2-N"- y 2-n"ethylnetilmicin ,
SM

EtBr, CV, QA, FQ

FZ, NQO, benomyl, methotrexate

EtBr, AC, CV, SDS, TX100, sales biliares,
- lactamas, Nov, Ery, Fus, TC, CP, MMC,
FQ, NA, solventes organicos, NBD-PC
EtBr, CV, Ery, RP, Nov

AZ, Cip, CV, RP, TX100

EtBr, Ery, TC

AC, DOC, Cip, Ery, Fus, NA

Nor, Nov, RP, SDS, TC

Cip, Ery, Nov, TC, TX100, B- lactamas,
azitromicin, peptidos antimicrobianos,
espermicidas.
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Transportador Organismo Sustratos/Ligandos moduladores
MATE
BexA B. thetalotamicron AC, EtBr, MV
NorM V. parahaemolyticus CP, EtBr, Nor
YdhE E. coli AC, Cip, KM, Nor, SM, TPP+
VcmA V. cholerae Nor, Cip, DAR, DXR, SM, KM, EtBr, H33342
YdhE B. fragilis Nor, Cip, EtBr
NorM N. gonorrhoeae AC, EtBr, berberina, Cip, Nor
NorM N. meningitidis AC, EtBr, berberina, Cip, Nor
ABC
DAR, DXR, R6G, R123G, H33342, NBD-
PE, NBD-PC, PM, VC, VB, CC, taxol,
dexametasona, esteroides, VP, nicardipina,
P-gp H. sapiens IS, CA
MRP H. sapiens Similar a P.gp.
R6G, R123G, RB, FZ, DAR, DXR, QM, CP,
Pdr5 S. cerevisiae NBD-PE/VB, VX, CP, CC, taxol, esteroides
Cdrl C.albicans FzZ, KZ, MZ, esteroides
Pfmdrl P. falciparum cloroquinona
EtBr, R6G, R123G, DAR, DXR, VB, VC,
LmrA L. lactis DM, CC, TPP+, H33342,CA, IS
DnrAB S. peucetius DXR, DAR
MacB E. coli AZ,CL, OL, Ery
YvcC B. subtilis homologos a P-gp
PGPA Leishmania spp. pentostam
Pst M. smegmatis FQ

Tabla 1 Bombas de Expulsion: Sus origenes y sustratos. Tomado de Borges-
Walmsley, M., McKeegan, K., and Walmsley, A. (2003).®

Abreviacion de sustratos y ligandos: AC, Acriflavina; AZ, azitromicina; CC,
colchicina; CCCP, cianuro de carbonilo m-clorofenilhidrazona; CH, clorhexidina;
CHH, clorhidrato de 2-clorofenilhidrazina; Cip, ciproflaxacin; CL, claritromicina;
CP, cloranfenicol; CPC, cloruro de cetilpiridinio; CV , Cristal Violeta; DAR,
daunorubicina; DM daunomicina; DOC, desoxicolato: DXR, doxorrubicina; Ery,
eritromicina; FQ, fluoroquinolonas; Fus, acido fusidico; FZ, fluconazol; GM,
gentamicina; H33342, Hoechst 33342; IPTG, B isopropilico -D-tiogalactosidasa;
IS, sulfona indolizina (por ejemplo, SR33557); KM, kanamicina; KZ,
ketoconazol; LTC4, cisteinil leucotrienos; MMC, mitomicina; MV, metil violégeno;
MZ, miconazol; NA, &cido nalidixico; NBD-PC, 7 - nitrobenz-2-oxa-1, 3 -
NBD-PE, 1-miristoil-2-[6 (NBD)

fosfatidiletanolamina; Nor, norfloxacina; Nov, novobiocina; NQO, 4-

diazolfosfatidilcolina; aminocaproil]

nitrogquinolina-N-oxido; OL, oleandomicina; OM, oligomicina; PF, proflavina;
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PhMA, acetato de fenilmercurio; Pl, pentamidina isotionato; PM, puromicina,
PY, pironina Y; QA, compuestos de aminas cuaternarias (incluyendo cloruro de
benzalconio y el bromuro de cetiltrimetilamonio); R123G, rodamina 123G; RB,
rodamina B; RP, rifampicina; SO, safranina O; SM, estreptomicina; SP,
espiramicina; SU, sulfonamidas; TC, tetraciclina; TL, tiolactomicin; TX2100,

Triton X-100; VB, vinblastina; VC, vincristina; VP, verapamilo.3

1.6Sobreexpresion de Bombas de Expulsion

Se ha demostrado por medio de RT-PCR que S. aureus adquiere altos
niveles de resistencia debido a la exposicion frecuente y prolongada de
sustratos de fluoroquinolonas y compuestos catidnicos, los cuales pueden
incrementar la expresion de genes que codifican las bombas de expulsion,

alterando la regulacién proteica o seleccionando mutaciones >

Por ejemplo existen algunas instituciones hospitalarias y educativas donde
compuestos cationicos como el dodecilsulfato de sodio (SDS) son utilizados
como agentes de limpieza incrementando la expresion de las bombas de

expulsion.>

El SDS también conocido como laurilsulfato de sodio (SLS) es un
tensoactivo ionico empleado en diversos productos de higiene personal
como jabones de bafio, shampoo, cosméticos, detergentes textiles y
agentes de limpieza.” Debido al extenso uso que tiene este agente, una
gran parte de la poblacién estd expuesta a él de manera cronica y por lo
tanto las bacterias que coexisten en este medio todos los dias, también
estdn provocando asi el incremento de la expresibn de bombas de

expulsion.*
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1.7 Deteccion de la Sobreexpresion de Bombas de Expulsién

Los transportadores de multiples farmacos han sido tradicionalmente
estudiados en células completas o como componentes de vesiculas de
membrana derivadas de las células alteradas. Estos sistemas sin duda son
Utiles, pero pueden surgir problemas debido a la presencia de otras

proteinas o mediante la interferencia de los procesos celulares.

Con el fin de caracterizar completamente a las proteinas que fungen como
bombas de expulsion, tanto estructural como bioquimicamente, un ndmero
de métodos han sido desarrollados, los cuales permiten la purificacion y
reconstitucion funcional de proteinas de membrana en los liposomas. Una
serie de pasos pueden hacer que la reconstitucion sea problematica. En
primer lugar la proteina de la membrana tiene que ser correctamente
sobreexpresada; en segundo lugar, la proteina tiene que ser extraida de la
membrana, por lo general mediante el uso de un detergente adecuado o en
algunos casos de disolventes organicos; y en tercer lugar, el complejo
proteina purificada-detergente tiene que ser funcionalmente reconstituido

en forma activa.®

Algunos ensayos efectivos que se utilizan, pueden clasificarse como
pruebas cualitativas y cuantitativas; dentro de las cualitativas se realiza un
ensayo para encontrar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de
bromuro de etidio con diferentes concentraciones de este mismo,
compuesto que es sustrato de diferentes bombas de expulsién“’. Dentro de
las cuantitativas se utilizan los ensayos fluorométricos o radiométricos
donde puede observarse la sobreexpresion de las bombas de expulsion

utilizando especialmente un espectrofluorémetro.>

Uno de los sistemas de ensayo adecuado para las bombas de expulsidon

gue permite medir la funcién del transportador, son las sondas

30



fluorescentes; herramientas que se utilizan a menudo en este tipo de

estudios.*®

1.7.1 Concentracién Minima Inhibitoria

Se define la MIC (minimum inhibitory concentration, por sus siglas en
inglés) como la minima concentracién de un compuesto que en un periodo
de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un

indculo bacteriano previamente estandarizado.®

La determinacion de la MIC puede realizarse por micro o macro dilucién
en caldo, dilucion en agar o E-test (marca comercial) y la MIC se

expresa en ug/mL."

e Dilucion en caldo. Consiste en exponer algan microorganismo de
interés a diferentes concentraciones de un agente antimicrobiano en

particular un medio liquido (caldo de cultivo).*®

La concentracion minima inhibitoria de crecimiento es evaluada
observando la turbidez del medio después de un determinado tiempo

de incubacion.*®

[:AB:l [AB:] [AB:] [AB] EAB:] gngrBOI

H H_ I -k

Figura 11. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria. Tomado de
Ferraro, M. 20019

e Diluciébn en agar. En este método el agente antimicrobiano es
incorporado en cada placa de agar. Cada placa contiene una

concentracion diferente del agente antimicrobiano.”
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e E-test. Utiliza tiras de plastico que contiene concentraciones
crecientes del agente antimicrobiano y una escala numérica que
indica las concentraciones. Esta tira se pone sobre una placa de agar
gue ha sido inoculada con el organismo en estudio. Después de
incubar la placa, se forma un area de inhibicion de forma eliptica, en
la cual la concentracién inhibitoria minima puede ser leida

directamente.??

i
21)

ol

Figura 12. E-test. Tomado de Ferraro, M. 2001

En el E-test se usa el principio de un gradiente antimicrobiano predefinido
sobre una tira de plastico para generar un valor de MIC. Se procesa como
la difusion con discos. A, se colocan las tiras con cada antimicrobiano
sobre la superficie sembrada del agar. B, después de la incubacion se lee
la MIC en el punto en que el limite de crecimiento/inhibicién corta la tira

graduada.?

1.7.2 Método fluorométrico

El método fluorométrico capta la fluorescencia de diversos compuestos. La
fluorescencia es un fenbmeno electronico de emisién molecular que se
presenta inmediatamente después de aplicarle al analito un fotdbn como

energia de excitacion.>
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La fluorescencia es el resultado de un proceso de tres etapas que ocurre en
ciertas moléculas (generalmente hidrocarburos poliaromaticos o
heterociclos) que se denominan fluoréforos.” La siguiente figura ilustra el

proceso mediante un diagrama de Jablonski muy simplificado.

>
(N

Energia
=
<
o)

“ "n(3)
| 4 S

Figura 13. Diagrama de Jablonski que ilustra los procesos involucrados en la

0

creacion de un estado electronico excitado por absorcidn Optica y subsecuente
emision de fluorescencia. Los numeros corresponden a cada etapa del proceso.
Tomado de Valeur, B. 2002.

e Etapa 1. Excitacidon
Una fuente externa proporciona un foton de energia hvex que es
absorbido por el fluoréforo, creando un estado electronico excitado
singlete (S;’). Este proceso distingue a la fluorescencia de Ia
guimioluminiscencia en la cual el estado excitado es creado por una

reaccion quimica.”

e Etapa 2. Tiempo de vida del estado excitado
El estado excitado existe durante un tiempo finito (tipicamente 1 a 10 x°
segundos). Durante este tiempo, el fluoréforo sufre cambios
conformacionales y una multitud de posibles interacciones con su
entorno molecular. Estos procesos tienen dos consecuencias
importantes: en primer lugar, la energia de S;' es parcialmente disipada,
proporcionando un estado excitado singlete relajado (S;) a partir del cual
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se origina la emision fluorescente. En segundo lugar, no todas las
moléculas inicialmente excitadas por absorcion (etapa 1) retornan al

estado fundamental (Sg) mediante emisién de fluorescencia.”

e Etapa 3. Emision
Un foton de energia hven €s emitido, volviendo el fluor6foro a su estado
fundamental So. Debido a la disipacién de energia durante la vida del
estado excitado, la energia de este foton es menor y de aqui, la longitud
de onda de emisidon es mayor que la de excitacion. La diferencia de
energia (hvex — hvem) 0 de frecuencia (vex — vem) €S llamada de Stokes y
es fundamental para la sensibilidad de las técnicas de fluorescencia
puesto que permite la deteccion de los fotones de emision aislados de

los fotones de excitacion, contra un bajo nivel de ruido.”

Las técnicas analiticas basadas en fluorescencia son muy populares debido
a su alta sensibilidad y selectividad, junto con las ventajas que ofrecen las
nuevas y sofisticadas técnicas de resolucion espacial (acopladas a
sistemas avanzados de microscopia) y temporal (en el rango del
femtosegundo), asi como el uso de dispositivos tipo sensor, basados en

fibra optica.®®

Durante los ultimos 15 afios, la aplicacion de técnicas basadas en el
fendmeno de la fluorescencia ha conocido un enorme impulso debido sobre
todo a su competencia exitosa, en el campo analitico clinico, con las
técnicas que involucran sustancias radioactivas. Como ejemplos se pueden
citar los inmunoensayos tipo ELISA o las técnicas de fluorescencia de
polarizacion). Asi, en este periodo, se han utilizado diversas técnicas de
fluorescencia para: analisis clinicos, secuenciacibn de ADN, analisis
genético (hibridacién fluorescente in-situ), identificacién celular por

citometria de flujo, entre otros.®®
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En el campo de la Quimica, las técnicas de fluorescencia suelen utilizarse
para deteccion fluorométrica directa, en modo espectroscopico, en modo
cromatografico, o en dispositivos tipo sensor, o bien para deteccion

indirecta.®®
1.7.2.1 Sustratos Fluorescentes

El farmaco antitumoral llamado doxorrubicina, R6G y el EtBr son buenos
ejemplos de compuestos que exhiben diferentes niveles de fluorescencia
intracelular y extracelular, la cual se produce debido a su interaccion con
los componentes celulares. En el caso de R6G y doxorrubicina, su
fluorescencia disminuye en el medio intracelular, mientras que sucede lo
contrario con el EtBr. Este fendmeno simple puede ser utilizado para
monitorear directamente el flujo de salida de estos compuestos en las

células tratadas.*®

El colorante Hoechst 33342, substrato de un numero de bombas asociadas
a la multiresistencia a antibioticos, es otra sonda fluorescente que es util
particularmente en los estudios de transporte en la membrana.?! Hoechst es
fuertemente fluorescente en el entorno de la membrana, pero tiene baja
fluorescencia en soluciones acuosas. Esta capacidad se ha utilizado para
caracterizar a un numero de los transportadores MDR incluyendo P-gp,
LmrA, LmrP, NorA, YyvC, MdfA y HorA.®’

1.7.2.2 Método fluorométrico utilizando EtBr

El método fluorométrico referido en este apartado utiliza el bromuro de
etidio debido a que es un sustrato de las diferentes bombas de expulsion
por lo que se ha demostrado ser una sonda adecuada para este método. El
EtBr emite una fluorescencia débil en soluciones acuosas, en este caso

fuera de la célula y se convierte en fuertemente fluorescente cuando su
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concentracion dentro del periplasma supera la de la solucién acuosa debido
a su unién a los componentes celulares, es decir, debido a que se intercala
a &cidos nucleicos presentes en la célula como ADN y ARN.>? Los cambios
en la intensidad de fluorescencia son debidos a los diferentes rendimientos
cuanticos entre la forma libre de la sonda en disolucion y la forma unida al

analito.?®

Se ha propuesto que en un estado excitado, el catién de etidio dona un
protbn al solvente que aumenta significativamente su tasa de
descomposicién.®® La intercalacién en el ADN aisla el EtBr del disolvente y
en consecuencia elimina el mecanismo de transferencia de protones,

provocando un aumento de fluorescencia del EtBr.*®

NG 48:? nm 620 nm ER

|/‘“ 4
Y

Exc(1.620); Flu(473;1)

100 |

50 4\ |

Exc(1:620); Flu(473:1)

o

800

Wavelength, nm

Figura 13. Espectro de fluorescencia y excitacion del EtBr (EB en la

figura) libre en solucién (a) e intercalado en ADN (b). Tomado de Dragan, A
etal., 2009.%°

Este método puede distinguir la acumulacién de EtBr en la célula, reflejando
el equilibrio del flujo de entrada y salida de este’’, debido a la variacién de

la intensidad de fluorescencia descrita en los anteriores parrafos.
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1.7.2.2.1 Bromuro de Etidio

El bromuro de etidio esta constituido por cristales de color rojo oscuro,
tiene una referencia CAS 1239-45-8 y su nombre sistemético es
bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenentridinio o también llamado
Bromuro de 2,7-diamino-10-etil-9-fenilfenantridinio.” El EtBr funge como
un fluoréforo catidnico aromético; es la sonda molecular fluorescente de
mas amplio uso en el campo de la Bioquimica para la deteccion de
ADN, y se suele usar como revelador en la mayoria de las

electroforesis.®

T\

Br- N—

e e

Figura 15. Estructura plana del bromuro de etidio. Tomado de
Sigma-Aldrich, 2003-2004.®

Se usa para la deteccidon de acidos nucleicos, debido a que tras la unién
a ADN el EtBr muestra cambios caracteristicos en la absorbancia,
mostrando un desplazamiento batocrémico e hipercromico de su banda
de absorcidon y propiedades de fluorescencia, demostrando una mejora
en la intensidad de fluorescencia en aproximadamente un orden de
magnitud, en comparacioén con el del EtBr libre en solucion donde el

rendimiento cuéntico de la fluorescencia de EtBr es bajo.*®

Debido a la intercalacion del EtBr en el ADN, se ha comprobado que
tiene un fuerte efecto carcinbgeno y mutagénico. Es nocivo por
ingestion, toxico por inhalacion e irritante para los ojos, la piel y las vias

respiratorias.”
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1.7.3 Otros métodos

Comunmente se utilizan técnicas de biologia molecular que involucran la
recombinacion del DNA, un ejemplo de ellas es la RT-PCR (reverse
transcription-PCR, por sus siglas en inglés).*’

La RT-PCR se ha usado como prueba cuantitativa para encontrar el
incremento de la expresién de uno o mas genes que codifican la clase
MDR de bombas de expulsion presentes en la mitad de todas las cepas
de S. aureus.’ Este ensayo requiere de instrumentacién especial y es

relativamente costoso en términos de instrumentacién y suministros.?®

Estas técnicas tienen una alta especificidad, debido a la naturaleza de

los componentes de la técnica.

1.8 Inhibidores de las Bombas de Expulsidn

Se han desarrollado nuevas estrategias para contrarrestar la resistencia a
los antibidticos. Algunas de ellas son la busqueda de nuevos antibioticos,
otras, la mejora del disefio molecular de antibioticos viejos para reducir su

expulsion o bien, el uso de inhibidores de las bombas de expulsion.

Con respecto a la busqueda de nuevos antibioticos tenemos como ejemplos
algunas fluoroquinolonas como levofloxavin, moxifloxacino, gemifloxacino y
garenoxacina; los cuales no son sustratos de las bombas de expulsion que
causan la resistencia a multiples farmacos, como la NorA y la PmrA en S.

aureus y S. pneumoniae, respectivamente.?’

Por otro lado, la identificacion y el desarrollo de inhibidores de las bombas
de expulsion son un enfoque interesante para mejorar la eficacia clinica de

los antibidticos. Estos agentes disminuyen la resistencia bacteriana
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intrinseca a los antibidticos y reducen la frecuencia de aparicién de cepas

multi-resistentes.®

La inhibicibn de las bombas de expulsibn puede lograrse mediante
diferentes mecanismos: (1) interferencia con pasos necesarios para la
expresion de la bomba, (2) cambios en la estructura quimica de antibi6ticos
por lo tanto, impidiendo su transporte, (3) interrupcion del ensamble de los
componentes de las bombas, (4) inhibicion de la union del sustrato
(antibiético) usando otros compuestos por unidon competitiva o no
competitiva, (5) bloqueo de poros exteriores responsables de la salida del
antibidtico, (6) interferencia con la energia necesaria para la actividad de la

bomba.?

Antibiotic

5-Blocking outer

4-Competiting antibiotic efflux

6-Collapse efflux energy

Inner membrane

1-nterference with the regulatory steps H+
2-Changing the antibiotic design

Figura 16. Mecanismos generales de inhibicion de las bombas de
expulsion utilizando la bomba MexAB-OprM como ejemplo. Tomado de
Askoure, M. et al, 2011.?

La identificacién de estos inhibidores comenz6 con el estudio de algunos
moduladores quimicos que actian sobre la P-gp, los cuales han sido
usados para la quimio sensibilizacion de células en presencia de farmacos

anti cancerigenos.®* Algunos de ellos son el verapamil y la reserpina, los
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cuales fueron inicialmente documentados como inhibidor de
transportadores de monoaminas y antagonista de los canales de calcio,
respectivamente. Verapamil también actia sobre los transportadores MDR,
incluyendo NorA para S. aureus y otros como LmrP y LmrA. Reserpina
bloquea el transportador Bmr en Bacilus subtilis.’

Estos moduladores quimicos que actian sobre la P-gp, pueden ser
divididos en tres categorias: (a) sustratos con alta afinidad a la bomba, (b)
inhibidores eficientes del transporte acoplado a la hidrélisis de ATP, (c)
sustratos o inhibidores parciales. Igualmente, pueden ser clasificados en
seis categorias de acuerdo a su estructura y funcion: (a) bloqueadores de
canales de calcio o sodio, (b) agonistas de la calmodulina, (c) compuestos
esteroides o flavonoides, (d) inhibidores de la proteina cinasa C, (e)
alcaloides inddlicos, (f) péptidos ciclicos, (g) quinolonas, (h) surfactantes y
() anticuerpos.”? La mayoria de estos tienen en comin muchas
caracteristicas como un alto nivel de hidrofobicidad, presencia de anillos

aromaticos, etc.”®

Un inhibidor de la bomba de expulsién NorA de un S. aureus que se ha
estudiado es el 5-MHC (5'-metoxihidnocarpin, por sus siglas en inglés).
Previamente, el inhibidor fue identificado como un componente menor del
aceite chaulmoogra, una terapia tradicional para la lepra pero en realidad es
un componente sintetizado a partir de la planta llamada berberina que se

encuentra en varias plantas del género Berberis.>’
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Figura 17. Plantas medicinales productoras de 5 -MHC inhibidor de
bombas de expulsion. (Arriba) B. fremontii. (En medio) B. repens. (Abajo) B.
aquifolia. Tomado de Stermitz, F., 2000.¢”

5-MHC es un acido deébil anfipatico y es claramente diferente de los
sustratos cationicos de NorA. El componente se prob6 en células de S.

aureus con bombas de expulsion MDR y la salida de bromuro de etidio fue
completamente inhibida por 5'-MHC.%
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Figura 18. Formulas estructurales de sustratos e inhibidores de la

bomba de expulsién NorA. Abajo 5'-MHC inhibidor de la MDR. Tomado
de Stermitz, F., 2000.¢% 41



El desarrollo de inhibidores de las bombas de expulsion es muy atractivo.
Por ejemplo, un solo EPI (efflux pump inhibior, por sus siglas en inglés)
puede ser activo contra la bomba MDR y se puede utilizar como terapia
adjunta.”® Algunos EPIs estudiados han demostrado su eficacia pero las
concentraciones necesarias para bloguear a las bombas son toxicas; por
ejemplo, las concentraciones que se necesitan del verapamil (inhibidor de
bombas MDR) son neurotdxicas®; en caso del omeprazol, el cual se ha
demostrado que actia como EPI en NorA de bacterias Gram positivas, las
dosis necesarias son muy altas.® Es necesario realizar ensayos mas
eficaces para cuantificar los efectos de EPIs asi como la definicion de
parametros cinéticos y su relacion con la estructura del componente que

afecta a la bomba de expulsién para el desarrollo de nuevos EPIs."®
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposicién continua de células bacterianas a compuestos catidnicos que
son sustratos de bombas de expulsion puede inducir su sobreexpresion. Se
busca estudiar la actividad de estas bombas de expulsion en cepas de
Escherichia coli DH5a tratadas anteriormente con SDS debido a que son un
mecanismo de resistencia de las bacterias a los antibioticos. Por esta via se
puede tratar de buscar algunas alternativas contra este mecanismo de

resistencia.
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3. HIPOTESIS

Las cepas de Escherichia coli DH5a tratadas anteriormente con SDS generan
una mayor expulsién de agentes toxicos como EtBr ocasionando resistencia

cruzada a antibioticos.
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4. OBJETIVO GENERAL
e Estudiar la actividad de bombas de expulsion generada por la
adaptacion a altas concentraciones de SDS de cepas de Escherichia
coli DH5a. por medio de un método espectrofluorimétrico
4.1 Objetivos Particulares

e Determinar la concentracion minima inhibitoria del EtBr.

e Correlacionar la resistencia de la bacteria al EtBr con la adaptacion de la

bacteria a altas concentraciones de SDS.

e Estudiar la fluorescencia con respecto al tiempo del EtBr dentro de la

célula.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas Bacterianas

5.2 Reactivos

Escherichia coli DH5a control
Cepa que no fue adaptada a concentraciones de SDS vy
gue es sensible a todos los antibioticos.

Escherichia coli DH5a adaptada

Se utilizaron cepas de Escherichia coli DH50 adaptadas a
su concentracion méaxima tolerada de 1.7 mg/mL del
detergente dodecil sulfato de sodio (SDS), lo que podria
producir resistencia cruzada a antibidticos. Estas cepas
presentaron resistencia a 7 antibiéticos: Cefotaxima,
Ampicilina, Nitrofuratoina, Cloranfenicol, Ciprofloxacino,

Netilmicina y Amikacina.

Bromuro de Etidio

Se utilizé a una concentracion de 5 mg/mL. Las soluciones
de EtBr fueron preparadas con agua destilada vy
almacenadas a 4°C y protegidas de la luz, debido a que el

EtBr es fotosensible.

Medio Luria

Las cepas de E. coli se mantuvieron mediante resiembras
periodicas en medio Luria.

El medio luria es un medio deshidratado utilizado para
mantener y cultivar cepas de E. coli. Este medio provee de
todos los requerimientos nutricionales necesarios para E.
coli. La peptona provee de nitrégeno y carbono. Las

vitaminas (incluida complejo B) y ciertos elementos trazas
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son provistos por el extracto de levadura. Los iones sodio
para el transporte y el balance osmaotico son aportados por
el cloruro de sodio.

Formula (g/L)

Triptona......ccooooiiiii 109
Extracto de Levadura............. 59
Cloruro de sodio.................... 59

pH Final 7,0£0,2

5.3 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria

Se trata de la dosis minima con la que un farmaco o sustancia inhibe el

crecimiento de un determinado microorganismo, y es indicativa de la

eficacia que tiene la sustancia para inhibir el crecimiento.

Se realiz6 la determinacion de la MIC de EtBr de tres cepas
problemas y la cepa control de Escherichia coli
DH5a mediante el método de dilucion en caldo luria.

A partir de una solucion stock de 5 mg/mL se realizaron las

siguientes diluciones de EtBr en 3 mL de medio Luria.

Tabla 2. Diluciones de bromuro de etidio

Diluciones ( ng/mL)

10 200 440
30 230 480
40 240 500
80 280 530
100 300 550
120 320 580
150 380 600
180 400
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e De cada una de las cepas sembradas en caldo luria junto
con la cepa control se preparé una suspension de
aproximadamente 5x10° células/mL. La suspension se
prepar6 determinando por medio de un densitdbmetro con
su respectiva curva de calibracion, la cantidad de células
por mililitro del medio luria en el que se encontraban para
posteriormente calcular la cantidad de la cepa que se
necesita agregar a cada dilucion para tener la
concentraciéon de 5x10° células/mL. Cabe mencionar que
se emplearon cultivos de 24 hrs.

e A cada dilucién preparada de EtBr se le agreg6 la cantidad

determinada de la cepa, incubando a 36.8°C por 24 hrs.

La concentracion minima inhibitoria de crecimiento fue evaluada

observando la turbidez del medio después de 24 hrs de incubacion.

Como prueba confirmatoria cada dilucién se resembro en cajas Petri con

agar chocolate y con agar Luria.
5.4 Fluorometria

Este método fue desarrollado usando la cepa de Escherichia coli DH5a,
monitoreando la fluorescencia del EtBr en tiempo real por 30 minutos,
usando un espectrofluorometro Perkin-Elmer 203. El instrumento
permitio la seleccidon de longitudes de onda de excitacién y emision para
EtBr de 540 nm y 545 nm respectivamente, en las cuales se podia

visualizar las sefales.

Se resembraron las tres cepas de Escherichia coli DH5a asi como la
cepa control en 6 mL de medio Luria. Se prepard una solucion de EtBr a

una concentracion de 5 mg/mL.
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Se ajustaron las cepas a una ODeggo de 0.4 en 3 mL del medio Luria,
para después agregar a cada solucién la cantidad de bromuro de etidio
suficiente para tener la concentracion de 10 ug/mL. Se incubd a

temperatura ambiente por 20 minutos.

Después de la incubacién se centrifugd a 10 000 rpm durante un minuto,
se decantd y se resuspendié el pellet de células en 4 mL de medio Luria.

Por dltimo, se procedié a medir la fluorescencia de cada cepa en el
espectrofluorometro. La fluorescencia fue obtenida por intervalos de 60
segundos durante 10 minutos; posteriormente cada 5 minutos hasta

alcanzar el tiempo de 30 minutos.

Cabe mencionar que los ensayos se realizaron por tres veces teniendo

reproducibilidad.
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6. RESULTADOS
6.1 Concentraciéon Minima Inhibitoria

Tomando en cuenta a Patel, D et al. 2010, quienes mencionan que la
exposiciéon a compuestos catidnicos pueden incrementar la expresion de
genes que codifican para las bombas de expulsion, se seleccionaron tres
cepas diferentes de Escherichia coli DH5a multiresistentes a
antibidticos, las cuales previamente fueron tratadas y adaptadas con un
compuesto catiénico llamado dodecilsulfato de sodio.

Dentro del estudio, las tres cepas de E. coli DH5a denominadas a,
Byy junto con la cepa control de E. coli DH5a no adaptada; se les
sometio a concentraciones variables de bromuro de etidio de acuerdo a
la tabla 2. Se observo una diferencia entre la MIC de la cepa control y la
MIC de las cepas problemas, mostrando una resistencia a las
concentraciones de este agente regularmente toxico para la mayoria de

las células.

Los resultados mostrados en la tabla 3, nos muestran la concentracion
minima con la que el bromuro de etidio inhibe el crecimiento de E. coli;
esta concentracion fue evaluada observando la turbidez del medio

después de 24 horas de incubacion.

Tabla 3. Turbidez de cada tubo en diferentes concentraciones de EtBr

Concentracion Cepas
ug/mL
400 +?|-L+ +E+ +I+ C-O:t-[d +++  Mayor tqrbidez .
440 et r—— r r—— ++ Presenuq de turbidez
480 +++ S +++ ++ + Poca turbidez
500 +++ +++ ot ++ - Sin turbidez
520 ++ ++ ++ +
550 ++ ++ ++ =
580 + + + -
600 - - - -
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La concentracion minima inhibitoria de bromuro de etidio para las tres
cepas fue de 600 ug/mL mientras que para la cepa control fue de 550
ug/mL. Como prueba confirmatoria cada dilucion se resembré en cajas

Petri con agar chocolate y con agar Luria.

6.2 Expulsién del bromuro de etidio

De acuerdo a las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas en las
cepas en estudio y a los estudios que nos dicen que el bromuro de etidio
es un sustrato de las bombas de expulsién igual que el SDS; se
procediéo a monitorear la fluorescencia de EtBr a través del tiempo en
cada cepa como se observa los datos en la tabla 4.

Tabla 4. Fluorescencia a través del tiempo de cada cepa

Tiempo Fluorescencia
(min) Cepa control Cepa a Cepa Cepay

0 370 +£10,0 243+ 115 260 + 20,0 213 +15,3
1 377 £5,8 250 + 10,0 237 £ 15,3 217 +£115
2 377 £5,8 253+115 230+17,3 210+ 10,0
3 380 +£10,0 247 + 115 230+ 10,0 210+ 10,0
4 393+11,5 250+ 0,0 223+115 213 +15,3
5 397 £5,8 247 +5,8 220+ 10,0 217 £ 20,8
6 393+5,8 243 +5,8 213+115 207 £115
7 397 +£11,5 247 + 11,5 207 £ 15,3 203+ 15,3
8 397 £5,8 233+15,3 207 +5,8 207 £ 115
9 397 £5,8 233+10,0 203 +5,8 197 +11,5
10 397 £5,8 230+5,8 203 + 15,3 200+ 17,3
15 397 £5,8 227 +5,8 203 +5,8 190+ 17,3
20 403 +£5,8 223+5,8 200+ 0,0 180 + 10,0
25 407 £5,8 223+5,8 197 + 11,5 173 +5,8

30 410+0,0 220+ 0,0 193+11,5 167 +5,8

Los datos de la cepa control indican que el bromuro de etidio se fue
acumulando dentro de la célula a través del tiempo (figura 19), esto lo
sabemos porque de acuerdo a Paixao, L. et al. el bromuro de etidio emite una

fluorescencia débil en soluciones acuosas, en este caso fuera de la célula y se
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convierte en fuertemente fluorescente cuando su concentracién dentro del
periplasma supera la de la solucion acuosa debido a su unién a los componentes
celulares, es decir, debido a que se intercala a &cidos nucléicos presentes en la
célula como ADN y ARN.

420

410 W
400 T T -|- T T T T T
390 / t t t T t

380 y —
370 -
360
350
340
330

Fluorescencia

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 19. Acumulacion de bromuro de etidio en cepa control de
Escherichia coli DH5q..

Con los datos de las cepas tratadas en estudio se observd que el bromuro de

etidio se fue expulsando de las células a través del tiempo.

En la figura 20 se observa que en la cepa de E. coli aDH5a., la fluorescencia
aumentaba y disminuia a través de algunos minutos pero alrededor del minuto 9
se fue estabilizando mostrando una disminucién constante hasta llegar a una

disminucién de alrededor de 20 unidades de fluorescencia.
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Figura 20. Expulsion de bromuro de etidio en cepa alfa de

Escherichia coli DH5a.

En la figura 21 se observa inmediatamente que la cepa de E. coli BDH5a
expulsé progresivamente el bromuro de etidio a través del tiempo, hasta
llegar a la disminucién de alrededor de 100 unidades de fluorescencia.

300
280
260
240
220
200
180
160
140
120

Fluorescencia

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 21. Expulsién de bromuro de etidio en cepa beta de Escherichia coli DH5a
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La figura 22 muestra una menor expulsién del bromuro de etidio por la cepa de E.
coli yDH5a, con una disminucion de la fluorescencia de unas 50 unidades en 20

minutos.
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Escherichia coli DH5a.

Figura 22. Expulsién de bromuro de etidio en cepa gama de
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Figura 23. Resumen de la acumulacion (control) y expulsién de bromuro de

etidio en cepas de Escherichia coli DH5a
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se estudio la resistencia intrinseca debido a que las
bombas de expulsion son proteinas que se encuentran naturalmente en las

bacterias.

Suponemos que nuestras cepas problema cuentan con bombas de
expulsion por ser parte de la naturaleza de las células y porque algunas
bacterias al ser multiresistentes a diversos antibiéticos hacen uso de estos
transportadores llamados bombas de expulsion.

Las cepas de E. coli DH5a utilizadas en el presente estudio fueron
anteriormente adaptadas a una concentracion de 1.7 mg/mL de
dodecilsulfato de sodio que fue la concentracion maxima tolerada; esto
debido a que el SDS es un tensoactivo i6nico empleado frecuentemente en
diversos productos de limpieza e higiene personal. Estas cepas, al ser
expuestas al SDS, adquirieron resistencia a 7 antibidticos: Cefotaxima,
Ampicilina, Nitrofuratoina, Cloranfenicol, Ciprofloxacino, Netilmicina vy

Amikacina.

De acuerdo a Patel, D et al. 2010, han demostrado que S. aureus adquiere
altos niveles de resistencia debido a la exposicion frecuente y prolongada
de sustratos como los compuestos cationicos un ejemplo el SDS, los cuales
pueden incrementar la expresion de genes que codifican las bombas de

expulsion.

Iniciando el estudio de la MIC de bromuro de etidio necesaria para inhibir el
crecimiento de nuestras cepas en estudio de E. coli, se realizaron a partir
de un stock de 5 mg/mL diversas diluciones de bromuro de etidio en medio
luria las cuales fueron de un rango de 10 pg/mL a 600 ug/mL con un inoculo

de 5x10° células/mL.

La diferencia entre las MIC de EtBr obtenida en el estudio de las cepas

problema con la cepa control no fue muy grande, con lo que podemos
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inferir dos supuestos. El primero es que el bromuro de etidio por lo general
presenta problemas de solubilidad. Por esta razén, aunque se siga
afiadiendo EtBr al medio y se encuentre una concentracion minima
inhibitoria como es el caso, puede que no sea confiable debido a que no
todo el EtBr del medio se encontraba soluble, pero cabe mencionar que la
solubilidad reportada es de 40 g/L la cual nos hace inferir que en el trabajo
experimental que el EtBr se encontraba soluble. Comparando con Patel, D
et al, 2010 y anteriores estudios las concentraciones de EtBr utilizadas son

correctas.

El segundo supuesto es que tomando como confiable la MIC encontrada
tanto en las cepas problemas como la cepa control, podemos inferir que en
las cepas tratadas con SDS se aumentd la resistencia al EtBr por las

bombas de expulsién las cuales tienen como sustrato comun el EtBr.

Al analizar los resultados obtenidos durante el ensayo de la MIC, se
procedié a realizar un ensayo en el cual fuese sencillo observar la

expulsion o acumulacion de bromuro de etidio.

El bromuro de etidio es un buen ejemplo de compuestos que exhiben
diferentes niveles de fluorescencia intracelular y extracelular. Tomando en
cuenta esta propiedad del bromuro de etidio se decidié utilizar un ensayo

fluorométrico.

Mediante el ensayo fluorométrico podemos observar la acumulacion de
EtBr en la célula, debido a que se refleja el equilibrio del flujo de entrada y

salida de este.

Se observé de acuerdo a las graficas obtenidas, que las cepas problema
tratadas anteriormente con SDS y que tuvieron una MIC de bromuro de
etidio de 600 pg/mL, mostraron una disminucion de la fluorescencia a
través del tiempo, indicando una expulsién del bromuro de etidio de la

célula.
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En el caso de la cepa control, la cual no fue pre-expuesta a SDS, se
observo la acumulacion del bromuro de etidio a través del tiempo. La célula
durante el ensayo fue acumulando el EtBr del medio en el que se
encontraba. Esto debido a que el bromuro de etidio ingresa a la célula y
como no hubo una induccién de las bombas de expulsién, el bromuro de

etidio que entraba era mayor del que era expulsado.

El presente estudio demuestra que la induccién de las bombas de expulsién
favorece la multiresistencia a antibidticos y la capacidad de agentes
tensoactivo que utilizamos diariamente, de generar mayor resistencia a

antibiéticos asi como nos hace suponer la sobreexpresion de estas.

Tomando en cuenta este estudio, posteriormente se puede profundizar la
investigacion determinando las proteinas, asi como buscar nuevos
compuestos que puedan inhibir a las bombas de expulsion y atacar al

fendmeno creciente de resistencia bacteriana.
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8. CONCLUSION

De acuerdo a la determinacion de la concentracion minima inhibitoria de EtBry
los resultados obtenidos del monitoreo respecto al tiempo de la fluorescencia
de EtBr dentro de la células obtenidas de las cepas de Escherichia coli
DH5a tratadas anteriormente con SDS, se observd que la adaptacion a las
altas concentraciones de este agente generaron un aumento en la resistencia
de la bacteria hacia algunos antibiéticos y hacia el EtBr asi como un aumento
en la expulsion de EtBr lo que nos hace suponer una sobreexpresion de

bombas de expulsion.
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