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RESUMEN

La resistencia a antibiéticos se ha convertido en un problema de salud publica. Los
principales aspectos de riesgo son su rapida adquisicion, asi como el uso de un mismo
mecanismo de resistencia para varios antibiéticos (multi-resistencia).

Los mecanismos de resistencia se clasifican en tres tipos principales (Fernandez y
Hancock, 2012): 1) intrinseca (mecanismos inherentes de los microorganismos para evadir
la accion del antibiético) 2) adquirida (modificaciones genéticas) y 3) adaptativa (AdR por
sus siglas en inglés), que es la capacidad temporal para sobrevivir a una dosis de
antibiotico, debido a alteraciones genéticas y/o a la expresion de las proteinas, como
resultado de una exposicion, este fenotipo se revierte después de que el antibiético se
elimina del medio y correlaciona con el fendmeno de multi-resistencia. Sin embargo, si la
poblacion se deja bajo la presion selectiva del antibidtico por un tiempo suficientemente
largo, las células adquieren cambios genéticos y su fenotipo de resistencia se vuelve
estable. Es decir, pasan de un mecanismo de resistencia transitorio y rapido a un
mecanismo lento y estable, sugiriendo que la AdR funciona como un puente entre ambos
(Sandoval-Motta y Aldana, 2016).

La AdR surge en escenarios donde se somete a la poblacion microbiana a
concentraciones de antibidtico no letales, por ejemplo, dosis sucesivas de antibidtico o
gradientes espaciales de concentracion de antibidtico (Sandoval-Motta y Aldana, 2016).

Se ha observado que la produccién de bombas de eflujo esta relacionada con la
AdR, en especifico el sistema AcrAB-TolC en Escherichia coli, del cual existe un modelo
matematico propuesto por Sandoval et al., 2015, en el que se da una evolucion gradual
pero inmediata de las bacterias bajo un escenario de dosis sucesivas de antibidtico,
originando un fenotipo de resistencia adaptativa, el cual es reversible si la presion del
antibidtico se elimina del medio, pero que se vuelve estable si el antibiético se da deja por
un tiempo prolongado en la poblacién.

En esta tesis también se obtuvo el fenotipo de AdR en gradientes de concentracion
de antibidticos lineales, mientras que, en los gradientes exponenciales, la adaptacion de las
poblaciones en las concentraciones de antibiético mas altas se da por mutaciones, sin
embargo, en las concentraciones de antibiético mas bajas parece surgir el fenotipo de AdR.
Lo que nos lleva a apoyar la propuesta de Sandoval-Motta y Aldana, 2016, sobre que la
AdR funciona como un puente entre la resistencia intrinseca y la adquirida.



INTRODUCCION

La resistencia a antibidticos es un problema de salud publica y representa una
amenaza, sobre todo, para paises en vias de desarrollo como México, pues a diferencia de
los paises desarrollados donde los patégenos se adquieren generalmente en hospitales, en
los paises pobres los patdgenos multirresistentes (que tienen resistencia a mas de un
antibiodtico) se encuentran no soélo en los hospitales sobrepoblados sino en las
comunidades, las cuales tienen problemas de desnutricion y escasez de servicios médicos,
ademas el mal manejo de basura y de aguas residuales, asi como el hacinamiento de
humanos y animales promueven el intercambio de microorganismos (comensales y
patdgenos) entre ambos, y aumentan la contaminacién fecal del polvo urbano. Estas
condiciones aumentan la probabilidad de que ocurra transferencia horizontal de genes de
resistencia y de virulencia (Amabile-Cuevas, 2010). Por otro lado, la contaminacion quimica

puede seleccionar bacterias resistentes (Jiménez-Arribas et al., 2001).

Entre las practicas y situaciones que generan resistencia a antibiéticos en México,
tenemos (figura 1): 1) la automedicacion, a la que se le atribuye del 28 al 43% de las
compras de antibidtico en las farmacias en la década de los 90 (Amabile-Cuevas, 2010); 2)
el uso de antibidticos genéricos, cuya actividad es menor que la de los antibiéticos
“originales” (Jones et al., 2008), 3) el empleo de dosis bajas de antibidticos en la crianza
industrial de animales de granja para promover su crecimiento y prevenir infecciones
(Laxminarayan et al., 2015), pues ademas del consumo de su carne, su estiércol es utilizado
como abono y los desechos de estas industrias son vertidos a los cuerpos de agua. Cabe
sefialar que a nivel mundial, del 50 al 80% de los antibidticos que se produce al afo, se
destina a este tipo de industria (Amabile-Cuevas, 2015), convirtiéndola en la principal fuente
de microorganismos con resistencia a antibiéticos, 4) la utilizacion de estreptomicina en
cultivos de peras y manzanas para combatir infecciones por Erwinia amylovora, y de
oxitetraciclina en sembradios de duraznos y nectarinas para controlar infecciones por
Xanthomonas arboricola (Amabile-Cuevas, 2015), 5) uso de compuestos que co-
seleccionan el fenotipo de resistencia de antibiéticos como metales pesados (que se
emplean en desinfectantes, pesticidas y fertilizantes, o que se liberan por actividades de
agricultura y acuacultura) y herbicidas (como el glifosato) (Amabile-Cuevas, 2015), 6) el
desague de la gran mayoria de los drenajes (que llevan entre otros residuos, los que se
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producen en hospitales, industrias, hogares) en los cuerpos de agua (Amabile-Cuevas,
2015), 7) el depdsito de basura proveniente de hospitales, hogares, industrias en los
rellenos sanitarios, sin que cuenten con medidas ambientales adecuadas (Amabile-Cuevas,
2015) 8) la adquisicién de enfermedades nosocomiales que varia desde 2.1 hasta 15.8%
(DGED, 2011) y donde se aislan patégenos como Staphylococcus aureus que es resistente
a meticilina en el 48% de las muestras recuperadas (Amabile-Cuevas, 2010), Escherichia
coli que es resistente a ampicilina en el 37.6% de las muestras, Klebsiella pneumoniae que
presenta resistencia a ampicilina en el 46.9% de las muestras y Pseudomonas aeruginosa
que es resistente a ceftriaxona en el 38.3% de las muestras, y que ademas son
multirresistentes (DGE, 2016).

Los puntos mencionados en el parrafo anterior han provocado que en estudios
donde se aislan bacterias de humanos que habitan cierta comunidad, se encuentren
patdgenos resistentes a antibidticos. Por ejemplo, en datos recolectados de personas que
viven en Ciudad de México, se hallaron patégenos como Streptococcus pneumoniae que
presentan resistencia a penicilina y claritromicina en el 70 y 49% de las muestras aisladas
respectivamente, Salmonella spp. que muestra resistencia a ampicilina y cotrimoxazol en
el 66% de las muestras, Shigella spp. que muestra resistencia a ampicilina y cotrimoxazol
en el 81% de las muestras, y Escherichia coli [uropatogénica] que es resistente a ampicilina
y cotrimoxazol en el 74 y 60% de las muestras respectivamente, lo que indica que son cepas

multirresistentes (Amabile-Cuevas, 2010).

Las bacterias pueden sobrevivir y prosperar en presencia de antibidticos, para ello
cuentan con diversos mecanismos que les permiten lograrlo. Para entender mejor estos

procesos, comenzaremos por describir la resistencia a antibidticos.
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Figura 1. Actividades que liberan antibiéticos y bacterias resistentes al ambiente. De los antibidticos que produce la industria
farmacéutica, aproximadamente una tercera parte se destina a tratamientos de enfermedades y dos terceras partes a la cria intensiva de
animales. Los hospitales y hogares desechan antibioticos directamente a la basura, o bien, después de que son metabolizados y excretados
se liberan al drenaje junto con bacterias resistentes. La basura se lleva a rellenos sanitarios, donde por lixiviacion y escurrimiento llegan a
los suelos y aguas de asentamientos humanos, y el drenaje en su mayoria es descargado en cuerpos de agua, pero una pequefla parte se
somete antes a un tratamiento en una planta de aguas residuales (lo que reduce la concentracion de antibidtico pero también proporciona
una presion de seleccion muy fuerte para seleccionar bacterias resistentes). La defecacion al aire libre también expone antibiodtico y
bacterias resistentes en el medio. La cria intensiva de animales usa antibioticos y los desechos de esta industria se descargan en los cuerpos
de agua, mientras que el estiércol de los animales se usa como fertilizante, lo que permite la acumulacion de antibidticos y bacterias
resistentes en el suelo y en los cuerpos de agua, ademas en algunos cultivos se utilizan antibidticos para combatir infecciones. La
acuacultura se lleva a cabo en los cuerpos de agua o en estanques artificiales, lo cual implica que el antibiotico se libere de manera directa
en los cuerpos de agua o que por lixiviacion y escurrimiento llegue a éstos. Ahora bien, nosotros obtenemos alimentos de la cria intensiva
de animales y de la agricultura, y adquirimos el agua potable de los cuerpos de agua, por lo que todos ellos vienen contaminados con
bacterias resistentes. Las flechas negras representan el flujo de los antibiéticos, las flechas naranjas el flujo de bacterias resistentes, el
grosor de las lineas simboliza una aproximacion de la cantidad del flujo. Modificado de Amabile-Cuevas, 2015.

Resistencia a antibidticos: intrinseca, adquirida y adaptativa

La resistencia a antibiéticos se refiere al fracaso terapéutico de un antibiético y
puede clasificarse en intrinseca, adquirida y adaptativa. Sin embargo, los limites de esta
clasificacién no son estrictos y una caracteristica puede ocupar mas de una categoria
(Amabile-Cuevas, 2015).



Resistencia intrinseca: son las propiedades inherentes de una especie bacteriana
que limitan la accién de un antibiético (Amabile-Cuevas, 2015). Por ejemplo, las
bacterias Gram negativas son intrinsecamente mas resistentes que las bacterias
Gram-positivas, a los antibiéticos con estructuras hidrofilicas grandes, debido a que
la membrana externa que poseen impide el paso de estas moléculas, tal es el caso
de la vancomicina que no tiene efecto en las bacterias Gram-negativas (Arzanlou et
al., 2017).

Resistencia adquirida: sucede cuando un microorganismo originalmente susceptible
se vuelve resistente como resultado de mutaciones en su acido desoxirribonucleico
(DNA por sus siglas en inglés), o bien, por incorporacion de material genético
externo (Fernandez y Hancock, 2012), es decir, por transferencia horizontal de
genes (HGT por sus siglas en inglés), la cual puede ocurrir por tres mecanismos
(Snyder et al., 2013):

o Transformaciéon: las bacterias adquieren DNA presente en el medio
(proveniente de la misma especie o de cualquier otra) bajo ciertas
condiciones (como puede ser la presencia de moléculas de sefalizacion de
densidad de la poblacién o el estado fisiolégico de la célula) o incluso de
manera constitutiva, y posteriormente lo integran a su genoma (Amabile-
Cuevas, 2015).

o Transduccion: el DNA de la bacteria donadora es empaquetado en la
capside de un bacteridfago, asi, cuando éste infecte a la bacteria receptora,
el DNA de la bacteria donadora sera introducido en ella.

o Conjugacién: es la transferencia de DNA de una bacteria donadora a una
receptora mediante un plasmido autotransmisible (que codifica todos los
elementos necesarios para moverse de una bacteria a otra), el cual puede
tener incorporado DNA cromosdémico de la bacteria donadora. En la
conjugacion, las dos cadenas de DNA del plasmido de la bacteria donadora
se separan y una de ellas se traslada a la bacteria receptora a través de una

estructura llamada pilus sexual.

Un caso de resistencia adquirida en Pseudomonas aeruginosa a los antibiéticos de
tipo aminoglucésidos (que inhiben la traduccion al evitar la translocacion del

ribosoma [Snyder et al., 2013]), ocurre cuando sus genes nuoG (codifica para NADH
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deshidrogenasa que contribuye a la formacion del gradiente electroquimico de
protones en la membrana, asi que al dafiar su funcién la cantidad de antibiético que
puede introducirse a la célula es menor), galU (es necesario para la sintesis de los
liposacaridos [LPS por sus siglas en inglés] que forman parte de la membrana
externa, cuando la funcion del gen disminuye se forman moléculas de LPS
truncadas, lo que resulta en un fenotipo con una permeabilidad de membrana baja),
y mexZ (represor del gen mexY que codifica para el transportador multifarmaco
MexY, por lo que cuando su actividad se ve afectada permite la sintesis del
transportador y por lo tanto el eflujo del antibiotico) presentan mutaciones que
disminuyen o inhiben su actividad (Plesiat et al., 2006); y también cuando adquieren
por HGT, plasmidos que llevan codificadas enzimas que modifican (por acetilacién,
fosforilacion o adenilaciéon) a los aminoglucosidos para inactivarlos (Snyder et al.,
2013).

¢ Resistencia adaptativa (AdR por sus siglas en inglés): es un incremento temporal
(es decir, se trata de mecanismos inducibles), en la capacidad de una bacteria para
sobrevivir a un ataque de antibiético como resultado de la exposicién a un activador
ambiental (estrés, condiciones de nutrientes, estado de crecimiento o dosis
subinhibitorias de antibiéticos), y se debe a cambios en la expresién de genes y/o
proteinas. A diferencia de la resistencia intrinseca y adquirida, la AdR no es estable,
es un fenotipo transitorio que se revierte después de que se elimina la condicion que
lo indujo (Fernandez y Hancock, 2012).
La produccion de las bombas de eflujo AcrAB-TolC, que disminuye la concentracion
de antibidtico en el interior de la célula, muestra este tipo de resistencia. Es un
sistema de defensa no especifico ya que muestra proteccion contra una gran
variedad de tipos de antibidticos y xenobidticos, y es inducido por diferentes tipos
de antibidticos y compuestos (como especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno
[Nunoshiba et al., 1993], farmacos como la aspirina [Rosner, 1985] o contaminantes
ambientales como los herbicidas [Kurenbach et al., 2015]). Mas adelante,

revisaremos con mas detalle este sistema, pues es el tema principal de este trabajo.

Para comprender como surge la resistencia profundizaremos en los mecanismos
moleculares que ocurren en este fendmeno. Describiremos cdémo actuan algunos

antibidticos y como la bacteria evade la accion de éstos.
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Antibidticos: mecanismos de accion y resistencia

Los antibidticos son sustancias de bajo peso molecular, se producen por
microorganismos y plantas, o bien, de manera sintética, son selectivos y eliminan o inhiben
el crecimiento de otros organismos, especialmente microrganismos (Smith et al., 2000). Sin
embargo, estos efectos se logran a concentraciones mucho mas altas que las encontradas
en la naturaleza, en donde los antibidticos actuan como moléculas de sefializacion y
modulan la expresién de genes. Algunos aspectos fisiolégicos que son afectados en esta
forma, son los relacionados a la deteccion de quérum y a la formacidén de biopeliculas
(Sengupta et al., 2013).

Los antibidticos se clasifican en varias clases de acuerdo a su mecanismo de accion,
es decir, en cémo los antibiéticos inducen la muerte de la bacteria, lo cual sucede por la
interaccion primaria del antibidtico con su objetivo celular. Entre estas clases encontramos
los B-lactamicos que inhiben la sintesis de pared celular, las tetraciclinas y aminoglicésidos
que bloquean la sintesis de proteina, las fluoroquinolonas que impiden la sintesis de DNA
o las rifampicinas que frenan la sintesis de acido ribonucleico (RNA por sus siglas en inglés)
(Levy y Bonnie, 2004). A continuacién, se exponen algunos ejemplos de interés para este

trabajo.

Quinolonas
Las quinolonas, tienen como blanco celular la DNA-girasa (topoisomerasa Il), que

se encarga de eliminar el estrés torsional que se acumula delante de las horquillas de
replicacion y de los complejos de transcripcién, y la topoisomerasa IV, cuya funcién es
decatenar los cromosomas hijos después de la replicacion (Aldred et al.,, 2014). Estas
actividades las logran al realizar una ruptura escalonada de ambas cadenas del DNA y
pasar otras dos cadenas de DNA de otro sitio o bien de otro DNA, a través del corte que
hicieron, y finalmente vuelven a ligar estos extremos (Snyder et al., 2013). Las quinolonas
se unen al complejo topoisomerasa-DNA (complejo de escision), y bloquean fisicamente el
ligamiento de los extremos escalonados, de esta manera aumenta el numero de rupturas
de doble cadena en el cromosoma, lo que dispara la via SOS para reparar el DNA, y

también disminuye la concentracién de topoisomerasas disponibles para aliviar el estrés
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torsional y para decatenar cromosomas hijos, lo que provoca una pérdida de actividad
enzimatica y que procesos como la replicacion, la transcripcion y la divisién celular se vean
afectados (Aldred et al., 2014).

La resistencia a quinolonas se da por tres mecanismos (Aldred et al., 2014): 1)
mutaciones en el sitio de interaccion de las topoisomerasas con el antibidtico, 2) adquisicion
de plasmidos que llevan genes de resistencia Qnr (que codifican para proteinas que imitan
la estructura del DNA, lo cual promueve que las topoisomerasas se unan a estas moléculas
en vez de unirse al DNA, ademas se une al complejo de escisién evitando que la quinolona
pueda acceder a él), aac(6’)-Ib-cr (esta proteina es una variante de una acetiltransferasa
aminoglucésido que se encarga de acetilar el antibiético disminuyendo asi su actividad) y
OgxAB, QepA1 y QepA2 (que son bombas de eflujo), 3) regulacion de la expresion de
porinas (disminuye la expresién) y bombas de eflujo (aumenta la expresion) codificadas en

el cromosoma.

B-lactamicos
Los B-lactamicos inhiben la sintesis de pared celular al unirse de manera covalente

a las proteinas de unién a penicilina (PBPs por sus siglas en inglés). Las PBPs son enzimas
con dos dominios enzimaticos: el primero tiene actividad glicosiltransferasa y se encarga
de polimerizar las subunidades que conforman el glicano (disacaridos formados por dos
azucares: N-acetilglucosamina [GIcNAc] y acido N-acetilmuramico [MurNAc]) de la pared
celular; el segundo posee actividad transpeptidasa y realiza enlaces entre dos péptidos que
estan unidos a un MurNAc. De tal manera que los glicanos alcanzan un tamano de 10 a
100 subunidades (dependiendo de la especie bacteriana) y estan unidos por cadenas
peptidicas de 4 aminoacidos, conformando asi el peptidoglicano. Los antibiéticos B-
lactamicos se parecen al sustrato que reconoce al dominio de la transpeptidasa y se unen
covalentemente a este sitio de la enzima para inactivarla y disminuir la sintesis de

peptidoglicano (Snyder et al., 2013).

La resistencia a p-lactamicos ocurre por los siguientes mecanismos: 1) expresion de
diferentes tipos de B-lactamasas, que son enzimas encargadas de hidrolizar al antibiotico,
es decir, destruyen su actividad bactericida desactivando las propiedades quimicas del

antibidtico (Fernandes et al.,, 2013), 2) uso de una PBP modificada en el dominio
8



transpeptidasa (que puede ser adquirida por HGT), el cual reconoce un sustrato diferente,
evadiendo asi la unién al B-lactamico (Snyder et al.,, 2013), 3) disminucion de la
concentracién de antibidtico dentro de la célula elevando la expresién de bombas de eflujo

y reduciendo la expresion de porinas (Arzanlou et al., 2017).

Macrolidos
Los macrdlidos inhiben la traduccion de proteinas. Este proceso se lleva a cabo en

los ribosomas, que son estructuras compuestas por dos subunidades, las cuales se
ensamblan una vez que el RNA mensajero (MRNA) se une a la subunidad pequefa,
quedando en medio de ambas. Aqui se interpreta la informacion contenida en el mRNA
mediante el apareamiento de los codones (tripletes de nucleétidos en el mMRNA) con sus
anticodones complementarios (contenidos en el RNA de transferencia [tRNA], el cual lleva
su aminoacido correspondiente [aa-tRNA], previamente cargado por enzimas aminoacil
tRNA sintetasa [aaRS]). Los tRNAs interactuan con el mRNA en tres sitios distintos del
ribosoma: el sitio aminoacil (A), el sitio peptidil (P) y el sitio de salida (E). Luego de que se
insertd el primer aminoacido del péptido (N-formilmetionina [fMet] en bacterias) en el sitio P
o de que la cadena peptidica que se esta sintetizando se encuentra sostenida en P, un aa-
tRNA se introduce en el sitio A, si el codén y el anticoddn son complementarios, se
transfieren los aminoacidos que estan unidos al tRNA ubicado en el sitio P, al tRNA que
estd en el sitio A, (lo cual agrega el aminoacido del tRNA que estéa en el sitio A, al extremo
carboxilo terminal del péptido que se encontraba unido al tRNA del sitio P). Enseguida el
tRNA del sitio P (que ya no esta cargado) se mueve al sitio E y el tRNA del sitio A (que lleva
la cadena polipeptidica) se traslada al sitio P, dejando disponible el sitio A para que entre
otro aa-tRNA. El traslado al sitio E, del tRNA ubicado en el sitio P, expulsa al tRNA que
pudiera estar ocupando el lugar anteriormente. Los macrélidos se unen a la subunidad
grande del ribosoma cerca del sitio P, bloqueando el canal de salida del péptido que se esta

sintetizando, lo que provoca que el péptido se libere prematuramente (Snyder et al., 2013).

Los mecanismos de resistencia que desarrollan las bacterias ante este tipo de
antibiéticos son: 1) metilacion por enzimas Erm metilasas, de una base especifica en la
subunidad grande del ribosoma que causa un cambio conformacional y evita asi, la unién

adecuada del macrdlido (Gaynor y Mankin, 2010). Estas enzimas son codificadas por
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plasmidos y transposones (Snyder et al., 2013), 2) mutaciones en la subunidad grande del
ribosoma que modifican su estructura impidiendo la accién del antibiético (Snyder et al.,
2013), 3) expresion de péptidos pequenos codificados en el ribosoma que parecen actuar
de manera cis para evitar que el antibidtico funcione (Tenson y Mankin, 2001) y 4) expresion
de bombas de eflujo (Snyder et al., 2013).

A pesar de que esta clasificacion nos da la idea de que el antibiético sélo tiene un
blanco celular, la muerte celular mediada por estas moléculas, es un proceso complejo que
si bien, comienza con la interaccion fisica entre la molécula y su blanco especifico, también
involucra alteraciones que afectan a la bacteria a nivel bioquimico, molecular, estructural
(Kohanski et al., 2010) y evolutivo. Tal es el caso de los tratamientos con girasa, f-
lactdmicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos, que producen especies reactivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), causando dano oxidativo a las células y

contribuyendo a la letalidad del antibiotico (Dwyer et al., 2015).

Por ello, enfocar el problema de resistencia a antibioticos, desde una perspectiva de
biologia de sistemas, podria ayudarnos a entender este fendmeno tomando en cuenta los
diversos factores que lo conforman y las interacciones que existen entre éstos, y podriamos
hacerlo en diversos aspectos como fisiolégico, terapéutico o evolutivo por mencionar
algunos. Este trabajo aborda el tema en el ambito evolutivo, especificamente cédmo una
bacteria pasa de tener una resistencia intrinseca a una resistencia adquirida con la ayuda
de un fenotipo de AdR, pues se ha observado que cuando las bacterias se someten a dosis
subinhibitorias de antibiético, rapidamente desarrollan mecanismos de defensa inestables
(reversibles) y luego de una exposicidon prolongada al antibiético sus mecanismos ya no son
reversibles, de modo que la AdR parece ser el puente para pasar de una respuesta con
mecanismos rapidos y transitorios (FTM por sus siglas en inglés) a una respuesta con
mecanismos lentos y estables (SSM por sus siglas en inglés) (Sandoval-Motta y Aldana,
2016).

En cuanto a lo que se expuso sobre los mecanismos de resistencia, podemos notar
que éstos pueden ser: a) especificos, es decir, que afectan la accion de un solo antibiético,
por ejemplo las mutaciones que ocurren en las topoisomerasas en el sitio de interaccion
con el antibidtico, y b) inespecificos, los cuales perjudican la actividad de varios antibidticos

al mismo tiempo, dando lugar a un fenotipo multirresistente, como sucede con las bombas
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de eflujo que presentan resistencia a los tres tipos de antibidtico presentados antes

(quinolonas, B-lactamicos y macrélidos).

Como ya se menciond, las bombas de eflujo poseen un fenotipo de AdR, y ademas
son un mecanismo inespecifico que conduce a un fenotipo multirresistente. Esto permite
que cuando el antibiético entra a la célula, induzca el sistema de bombas de eflujo, para
que la concentracion de esta molécula disminuya en el interior de la bacteria, evitando que
el contacto con sus blancos sea letal y dando a la célula tiempo para desarrollar
mecanismos de resistencia especificos al antibiético que requieren de cambios en su DNA
(resistencia adquirida), por lo que usaremos un sistema de bombas de eflujo como modelo

para estudiar la AdR.

Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son transportadores involucrados en el traslado de nutrientes
esenciales y de iones, en la excrecion de sustancias deletéreas como algunos metabolitos
enddgenos de la bacteria, colorantes, detergentes, metales pesados y solventes organicos
(Li y Nikaido, 2004; Blanco et al., 2016), por lo que son el primer mecanismo de defensa
contra los agentes tdxicos, evitando que se acumulen sustancias bactericidas o
bacteriostaticas en el interior de la célula (Davies y Davies, 2010). Sin embargo, las bombas
de eflujo estan presentes en todos los microorganismos (patégenos y no patégenos), lo cual
sugiere que su evolucion y propagaciéon se debe a que cumplen también otras funciones
(Fernandez y Hancock, 2012), por ejemplo, intervienen en la interaccién hospedero-
patdgeno al permitir que este ultimo expulse sales biliares, acidos grasos y hormonas, lo
que le permite adaptarse al estrés ejercido por el tracto intestinal del hospedero y asi poder
colonizarlo (Li y Nikaido, 2009; Sun et al., 2014). Ademas, participan en la comunicacién
célula-célula a través de la expulsion de moléculas de sefalizacion, entre las que se
encuentra acil homoserin lactona (AHL por sus siglas en inglés) en bacterias Gram-
negativas, que regula comportamientos de grupo como bioluminiscencia, conjugacion,
formacion de biopeliculas, motilidad, biosintesis de antibidtico y produccion de factores de

virulencia (Amaral et al., 2014).
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Las bombas de eflujo se clasifican en 5 familias (figura 2) en funcién de su similitud
de secuencias, su especificidad por los sustratos, nimero de componentes, numero de
regiones transmembranales y fuente de energia (Blanco et al., 2016). Los nombres de las
familias y algunas de sus caracteristicas son (Li y Nikaido, 2004): 1) Superfamilia casete de
union a ATP (ABC por sus siglas en inglés): esta familia esta impulsada por la hidrdlisis de
trifosfato de adenosina (ATP), se encarga del transporte de azucares, amino acidos, iones,
farmacos, complejos de hierro y proteinas, y no es muy comun en bacterias, 2) Superfamilia
del maximo facilitador (MFS por sus siglas en inglés): su fuente de energia es la fuerza
protbn motriz (PMF por sus siglas en inglés) que realiza el traslado de azucares,
metabolitos, aniones y farmacos, 3) Familia de extrusibn de compuestos toxicos y
multifarmacos (MATE por sus siglas en inglés): usa PMF para obtener energia y expulsa
colorantes catiénicos, aminoglucésidos y fluoroquinolonas, 4) Familia de resistencia a
multiples farmacos de bajo espectro (SMR por sus siglas en inglés): su fuente de energia
es la PMF, sus sustratos son cationes lipofilicos como antisépticos y desinfectantes, y 5)
familia de resistencia nodulacién division celular (RND por sus siglas en inglés): utiliza PMF
para llevar a cabo sus funciones, se encuentra sélo en bacterias Gram negativas, su
estructura consiste en un complejo tripartita que abarca las dos membranas de estas
bacterias (Blanco et al., 2016). Es la familia mas relevante a nivel médico, porque esta
involucrada en el fendmeno de multi-resistencia (debido a que tiene afinidad por una gran
variedad de sustratos), muestra resistencia intrinseca, adquirida y adaptativa, y ademas
permite la adquisicion de mecanismos adicionales de resistencia como modificacién de los
blancos de los antibidticos o la produccién de enzimas que degradan estas moléculas
(Nikaido y Pages, 2012). El sistema AcrAB-TolC de Escherichia coli pertenece a esta
clasificaciéon y estd muy bien caracterizado, por otra parte, un gran numero de
enterobacterias aisladas durante una terapia con antibiéticos tienen el fenotipo de multi-
resistencia asociado a este tipo de bombas, razones por las cuales se tomo este sistema

como modelo para este trabajo.
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Figura 2. Familias de transportadores de eflujo. S6lo la familia RND forma un complejo tripartita, abarcando tanto la membrana interna
como la externa, pues las otras cuatro familias unicamente se encuentran en la membrana interna de la célula. En la imagen se observa la
fuente de energia que utiliza cada familia. PME: proteina de membrana externa. Tomado de Blanco et al., 2016.

Sistema AcrAB-TolC de Escherichia coli y su regulacion

Esta bomba de eflujo esta conformada por tres proteinas distintas (figura 2 y figura
3B): 1) AcrB, que esta anclado a la membrana citoplasmatica y reconoce los sustratos, 2)
AcrA, de la cual se necesitan dos unidades, flanquean a AcrB, y ayudan a la extrusion del
sustrato a través del transportador AcrB, mediante accién peristaltica, y 3) TolC, que es un
canal contiguo a AcrB, anclado a la membrana externa, y por donde finalmente es

expulsado el sustrato (Amaral et al., 2014).
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Este sistema expulsa colorantes, detergentes (sales biliares), cloranfenicol,
tetraciclinas, macrdlidos, p-lactamicos, fluoroquinolonas y solventes organicos (Blanco et
al., 2016), mismos que son inductores de su produccién, lo que nos indica que diferentes
presiones de seleccidén (y no solamente los antibidticos) pueden originar un fenotipo de

resistencia a antibidticos (Davies y Davies, 2010).

La regulacion de este sistema de bombas se da a nivel local y global (Li y Nikaido,
2004; Li et al., 2015) (figura 3). Los genes acrA y acrB, se encuentran en un operon que
también contiene el gen acrR, el cual funciona como represor de dicho operén; el gen tolC
no esta en este operdn, pero su expresion es controlada por los mismos reguladores. AcrR
es el represor local del sistema de bombas AcrAB-TolC, inhibe la transcripcién de acrA 'y
acrB, aunque permite una transcripcion basal de manera que las bombas se expresan de
manera constitutiva, en otras palabras, estas bombas de eflujo otorgan resistencia
intrinseca a la célula y un fenotipo multirresistente (Li y Nikaido, 2004; Li et al., 2015).
Ademas existen tres reguladores globales llamados MarA, SoxS y Rob, que promueven la
expresion de acrA, acrB, tolC y micF, este ultimo gen codifica un RNA pequeio que es
complementario al 5’°UTR del mRNA de ompF (gen que codifica para la porina OmpF),
donde se encuentra la regién de inicio de la traduccién, por lo que el apareamiento entre

MicF y el mRNA de ompF inhibe la traduccién de la porina OmpF (Moat et al., 2002).
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Figura 3. Regulacién del sistema de bombas de eflujo AcrAB-TolC de Escherichia coli. A) La transcripcion de los genes acrdB 'y
tolC esta regulado a nivel local y global. El represor local AcrR reprime la expresion de acrAB directamente, pero cuando se une a un
inductor como un colorante, AcrR se despega del DNA y deja de inhibir la transcripcion del operdn. Los represores globales MarA, SoxS
y Rob son activadores de la expresion de acrdB, tolC y micF (este ltimo inhibe la traduccion de la porina OmpF). Las lineas rojas
muestran la represion de la transcripcion por MarR y SoxR, y la represion de la traduccion por MicF. Las linaes verdes representan la
activacion de la transcripcion por MarA, las moradas por SoxS y las amarillas por Rob. MarA promueve la transcripcion de las bombas
de eflujo cuando el inductor (por ejemplo, compuestos fendlicos) se une a MarR y éste se desprende del DNA, permitiendo la union de
MarA y por lo tanto su propia transcripcion. SoxS fomenta la produccion de bombas de eflujo cuando en presencia de una sefial de estrés
oxidativo (como 6xido nitrico) SoxR (que esta reprimiendo el operon) se oxida y promueve ahora la transcripcion de soxS. Rob se expresa
en grandes cantidades de manera constitutiva en la célula, sélo que permanece inactivo hasta que el contacto con su inductor (sales biliares
o0 acidos grasos) libera una region que tiene secuestrada, lo que le permite adoptar su forma activa. B) Estructura de la bomba de eflujo
AcrAB-TolC codificada por los genes acrAB y tolC, cuya transcripcion es activada por los reguladores globales MarA, SoxS y Rob, los
cuales inhiben al mismo tiempo la traduccion de las porinas OmpF. Las porinas permiten la entrada de antibiético y las bombas de eflujo
se encargan de su extrusion, por lo que al disminuir la expresion de OmpF y aumentar la de AcrAB-TolC, la concentracion del antibidtico
disminuye en el interior de la célula. Modificado de Duval y Lister, 2014; Li et al., 2015.

El regulador MarA se encuentra en el locus de multi-resistencia a antibioticos (mar
por sus siglas en inglés), que esta compuesto por dos unidades transcripcionales
divergentes: marRAB y marC, las cuales son transcritas a partir de una regiéon comun
conocida como marO (que es el sitio de unidn del activador y represor). MarR es el represor
del operdén, MarA es el activador, MarB inhibe a marA al parecer de forma postranscripcional
y la funcién de MarC se desconoce; en ausencia de un inductor (como quinolonas, f-
lactamicos o macrélidos), MarR permanece unido a marO bloqueando la transcripcién del
operon (no obstante, hay una nivel basal de transcripcion del locus mar), pero cuando el
inductor entra a la célula se une al represor, liberando el sitio marO, donde ahora puede
unirse el activador (MarA) e impulsar la transcripcion de acrAB, tolC, micF y de su propio
operon (Li y Nikaido, 2004; Duval y Lister, 2014; Li et al., 2015).

SoxS pertenece a un operdn de respuesta a estrés oxidativo, que tiene dos genes
que se transcriben divergentemente: soxR, el represor del operén y soxS, que fomenta la
transcripcion de acrAB, tolC y micF. En ausencia de estrés oxidativo, SoxR se une al
promotor de soxS y evita su transcripcion, cuando hay estrés por moléculas como oxido

nitrico, el represor se oxida y se convierte en activador (Duval y Lister, 2014; Li et al., 2015).

Rob, a diferencia de MarA y SoxS que se sintetizan de novo en presencia de una
sefal activadora, se expresa de manera constitutiva y abundante, pero permanece en
estado inactivo (Duval y Lister, 2014) a través de un mecanismo de secuestro de una region

de esta proteina que es liberada y expuesta después de que tiene contacto con sus
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inductores (sales biliares o acidos grasos), y asi Rob puede activar la transcripcion de
acrAB, tolC y micF (Griffith et al., 2009).

De manera que esta respuesta incrementa el eflujo de antibidticos y disminuye la
permeabilidad de la membrana, lo que da lugar a un fenotipo de resistencia a antibioticos,
ademas aumenta la resistencia a superéxidos y la tolerancia a solventes organicos (Martin
et al., 2009).

AdR en el sistema AcrAB-TolC

Se necesitan ciertas caracteristicas en el sistema para que la AdR pueda surgir, las
cuales se han determinado a partir de experimentos (Adam et al., 2008) donde una
poblacion isogénica de bacterias es sometida a concentraciones subinhibitorias de
antibiético y sobrevive el 20% de las células, posteriormente se someten a dosis mas altas
y se puede ver que las bacterias que estuvieron en contacto previamente con una
concentracion mas baja de antibidtico, tienen una sobrevivencia mayor que aquellas que
son expuestas por primera vez. Pero una vez que se elimina el antibiético del medio la
capacidad de resistencia a antibiotico se revierte en un 95% de la poblacion. Ambos
porcentajes son muy altos para ser explicados por mutaciones (pues las mutaciones en una
cepa silvestre de E. coli ocurren con una frecuencia de 1x10~ por gen por generacién [Chen
y Zhang, 2013], mientras que para un evento de reversion se necesita una mutacién en el
mismo lugar que originé el fenotipo resistente, lo cual es menos frecuente aun y puede
ocurrir con una probabilidad de 2x107° [Levin et al., 2000]), por lo que se supone que los
cambios son originados por modificaciones epigenéticas, los cuales tienen la caracteristica

de que son heredables, menos estables y suceden en una escala de tiempo mas corta.
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Figura 4. Experimentos para observar un fenotipo de AdR. A) El fenotipo de AdR se obtiene después de que a una poblacion isogénica
se le administran dosis de antibidtico que van incrementando su concentracion. A pesar de que la poblacion no tiene una variabilidad
genotipica significativa, existe variabilidad fenotipica debido a una expresion aleatoria de genes, sobre la cual puede actuar la seleccion.
Las células que sobreviven a una dosis subinhibitoria de antibiético (20% aproximadamente), se duplican hasta que alcanzan un tamaiio
de poblacion similar al anterior, entonces se somete a la poblacion a una concentracion de antibidtico mayor, nuevamente sobrevive una
fraccion de la poblacion y el proceso se repite hasta que la poblacion puede sobrevivir cerca de los limites de dilucion del antibidtico. B)
Las células que obtienen el nivel mas alto de resistencia se trasladan a medio sin antibiético y después de un tiempo corto, las bacterias se
exponen a la misma concentracion de antibidtico a la que alcanzaron su nivel maximo de resistencia. Las bacterias no son capaces de

soportar esta concentracion y mueren, es decir, el fenotipo de resistencia es inestable. Tomado de Sandoval y Aldana, 2016.

De los experimentos anteriores podemos decir que se requieren las siguientes
propiedades para un conseguir un fenotipo de AdR (Adam et al., 2008; Sandoval y Aldana,
2016):

1. Variabilidad fenotipica, que pueden no depender de aspectos genéticos ni
epigenéticos (ya que la poblacion inicial del experimento es isogénica y todas
las bacterias de esta poblacion estan expuestas a las mismas condiciones
ambientales), sino de procesos estocasticos inherentes a los procesos celulares
bioquimicos, como la transcripcion que puede dar lugar a diferencias en la
expresion de genes, y la distribucion aleatoria de componentes citoplasmicos
(Davidson y Surette, 2008), o bien, puede originarse por diferencias en los
niveles de expresion de las bombas de eflujo debido a que los patrones de
metilacién de los genes que permiten su produccion son distintos, en otras
palabras por cambios epigenéticos (ver seccidon “Herencia epigenética en el
sistema AcrAB-TolC”).

2. Herencia, en otras palabras, memoria a través de las generaciones que “guarda”
los mecanismos que producen la resistencia a antibiéticos, de tal forma que la

poblacion incrementa su nivel de resistencia gradualmente.
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3. Cambios epigenéticos, pues tanto las altas tasas de sobrevivencia como de
reversibilidad, no pueden ser explicadas por mutaciones genéticas.
4. Presion de seleccion, en este caso el antibiético, que en un inicio debe estar

presente a concentraciones bajas y se va aumentando de gradualmente.

Como ya se habia indicado, las bombas de eflujo AcrAB-TolC tienen un fenotipo de
AdR porque se expresan cuando son inducidas por una sefal (por ejemplo, el antibiético) y
cuando el inductor se elimina el fenotipo se revierte, ademas, la resistencia otorgada por
las bombas va aumentando de manera gradual. Estas caracteristicas sugieren que la

herencia epigenética esté involucrada en este sistema.

Herencia epigenética en el sistema AcrAB-TolC

La mayoria de los sistemas epigenéticos conocidos en bacterias usan la metilacion
del DNA como mecanismo de herencia (Sanchez-Romero y Casadesus, 2014). La herencia
epigenética observada en el sistema AcrAB-TolC de E. coli, podria ser originada en esta
forma a través de la enzima desoxiadenosina metiltransferasa (DAM por sus siglas en
inglés). DAM metila la adenina de la secuencia GATC, la cual se encuentra
aproximadamente 18,000 veces en el genoma de esta bacteria, y distingue asi, la cadena
de DNA recién sintetizada de la cadena templado, pues la cadena nueva de DNA
permanece temporalmente sin metilar (Adam et al., 2008), es decir, la cadena de DNA se
encuentra en un estado hemimetilado por un periodo de tiempo corto (dicho estado tiene
también implicaciones en el inicio de la replicacion y en la reparacion del DNA [Snyder et
al., 2013; Sanchez-Romero y Casadesus, 2014]). La mayoria de las secuencias GATC
estan metiladas, pero algunos de estos sitios son variables y el hecho de que estén o no
metilados, tiene un impacto en la expresion de genes, por ejemplo, el gen flu, que participa
en la formacion de biopeliculas (Henderson y Owen, 1999). En el caso del sistema AcrAB-
TolC, se ha visto que cuando se pierde la funcion de DAM, la expresién del operén Mar se
ve disminuida (Adam et al., 2008), lo que nos sugiere que su expresién se ve afectada por

un mecanismo de metilacién.
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Las modificaciones debido a cambios epigenéticos son al menos un orden de
magnitud mas frecuentes que las que se deben a cambios genéticos (Rando y Verstrepen,
2007), lo cual permite que los organismos puedan responder de manera mas rapida a las
senales del ambiente (Sanchez-Romero y Casadesus, 2014), aunque los cambios sean
menos estables (reversibles). Sin embargo, hay una relacion entre modificaciones
epigenéticas y genéticas, ya que en el sistema AcrAB-TolC, después de haber inducido el
fenotipo de AdR (por herencia epigenética), si la poblacién se deja en contacto con el
antibiotico por un tiempo largo, se observan mutaciones geneéticas, que otorgan a la

poblacion mecanismos de resistencia permanentes (Sandoval-Motta y Aldana, 2016).

AdR como puente entre FTM y SSM en el sistema AcrAB-TolC

De acuerdo al tiempo que tardan en aparecer, podemos clasificar a los mecanismos

que confieren resistencia en (Sandoval-Motta y Aldana, 2016):

e Mecanismos rapidos y transitorios (FTM): ocurren en escalas de tiempo cortas,
implica cambios fenotipicos graduales, suceden en respuesta a la seleccion del
antibidtico, tienen la desventaja de que las células crecen mas lento, la aparicion de
estos mecanismos depende de procesos como el ruido y la metilacién del DNA
(herencia epigenética).

e Mecanismos lentos y estables (SSM): aparecen después de estar en contacto con
el antibiético durante largos periodos, son cambios secuenciales discontinuos que
compensan las desventajas de los mecanismos rapidos y transitorios, son menos
reversibles, generalmente conceden resistencia permanente contra un antibiético
especifico, en su manifestacion estan involucradas las mutaciones genéticas

(herencia genética).

Asi, se propone que la AdR es un puente entre ambos FTM y SSM (Sandoval-Motta
y Aldana, 2016) (figura 5). En el sistema AcrAB-TolC, se ha sugerido que pueden originarse
tanto los FTM como los SSM. Respecto a los FTM, se sabe que AcrAB-TolC se expresa de
manera constitutiva en las bacterias, pues es parte de la resistencia intrinseca de las

células, sin embargo, en una poblacion de bacterias los niveles de expresion de las bombas
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de eflujo varian, ya sea por ruido o por diferencias en los patrones de metilacién. Cuando
se expone a la poblacion a dosis bajas de antibiético, se selecciona a aquellas bacterias
que tienen una expresion mayor del sistema AcrAB-TolC, y esta caracteristica de expresién
elevada de bombas, se hereda a la siguiente generacion gracias a los patrones de
metilacién que “guardan” esta informacién (herencia epigenética). Las células
seleccionadas vuelven a ser expuestas a una dosis de antibiético mayor y sélo las bacterias
con los niveles mas altos de expresion de AcrAB-TolC son capaces de soportar el estrés, y
el ciclo se repite (Adam et al., 2008). Es por la herencia epigenética que la evolucién de la
poblacion sucede de forma rapida y gradual, sin embargo, si el antibiético se elimina del
medio el fenotipo de resistencia se revierte inmediatamente, pues la sintesis de bombas
tiene un costo para la célula que la hace crecer mas lento (Sandoval-Motta y Aldana, 2016).
En cuanto a los SSM, si dejamos a la poblacion en contacto con el antibiético por un tiempo
mas largo comienzan a aparecer mutaciones que impiden que el fenotipo de resistencia

desaparezca cuando se retire el antibiético del medio.

Se elimina el
antibiético

. ﬁ
Respuesta

Sin lentay estable
antibiético

Respuesta

lent tabl
Con entay estable

antibiético

——

8

O

§ Respyesta Respuesta rapida
2 rapiday y transitoria
o transitoria

Tiempo

—_—

Figura 5. FTM y SSM. La flecha azul representa los FTM, que aparecen cuando la poblacion de bacterias se somete a concentraciones
subinhibitorias de antibiotico, experimentos de los que se obtiene una sobrevivencia del 20%, este porcentaje es explicado por procesos
como el ruido o la herencia de patrones de metilacion que afectan la expresion de los genes y permiten que la resistencia aumente continua
y rapidamente, pero también que haya reversibilidad del fenotipo, es decir, que surja un fenotipo de AdR. Estos FTM hacen posible que
la poblacion responda y se adapte a las sefiales temporales del ambiente y desaparecen una vez que se elimina la sefial que los indujo. Pero
si la sefial dura por periodos de tiempo largos, aparecen mutaciones genéticas y por lo tanto los SSM, representados por la flecha roja, lo
que promueve que la resistencia se incremente de manera discontinua y lenta, pero estable, pues cuando se retira el antibiético el fenotipo
resistente se mantiene en la poblacion. Tomado de Sandoval y Aldana, 2016.
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Tomando en cuenta la regulacién del sistema de bombas AcrAB y los rasgos
necesarios para la aparicion de un fenotipo de AdR, Motta et al., propuso un modelo tedrico
para establecer cuantitativamente los elementos que son esenciales para obtener una

resistencia reversible.

Modelo de lared regulatoria de bombas de eflujo AcrAB-TolC
(EPRN)

El modelo construido por Motta et al. esta basado en la red de regulacion del sistema
de bombas de eflujo (EPRN por sus siglas en inglés) AcrAB-TolC de E. coli (figura 6A)
descrito en la seccién “Sistema AcrAB-TolC de Escherichia coli y su regulacién". Sin
embargo, la red se simplificd con la ayuda de simulaciones numéricas y se identificaron los
elementos dinamicos mas importantes (figura 6B). Con esta red simplificada, fue con la que
se trabajo, ya que esencialmente arroja los mismos resultados que la red completa. En esta
version de la red se usan nombres genéricos como activador y represor en lugar de marA
y marR. En este trabajo el antibidtico es el inductor, a pesar de que existen mas activadores
en esta red (Motta et al., 2015).

21



Figura 6. Modelo de la red regulatoria de bombas de eflujo. A) Red regulatoria de las bombas de eflujo AcrAB-TolC de E. coli, basada
en Li y Nikaido, 2009. B) Version simplificada de la red regulatoria AcrAB-TolC, donde se muestra que el activador y el represor son dos
factores transcripcionales que estan en el mismo operon enmarcandolos en un cuadro de lineas punteadas. Si el represor esta unido al
DNA, la transcripcion del operon esta inhibida, pero cuando el antibidtico entra a la célula se une al represor ocasionando que éste se
desprenda del DNA y libere el sitio de union del activador, que una vez unido al DNA promueve la transcripcion del operon, lo que tiene
como resultado un aumento en la cantidad de bombas de eflujo y la disminucion de la sintesis de porinas. Las bombas de eflujo expulsan
tanto el inductor como algunos nutrientes, lo que tiene un costo para la célula, pues la célula tarda mas en crecer y el tiempo de division
se incrementa. Las flechas con extremos puntiagudos indican regulacion positiva, mientras que las flechas con extremos romos sefialan
represion. Act: activador. Rep: represor. Ind: inductor. Nutr: nutrientes. Ox: dxido nitrico. Bx: sales biliares. Tomado de Motta et al., 2015.

La dinamica de la red consiste en que los factores de transcripcién, activador y
represor (que se encuentran en el mismo operdn), autorregulan su propia transcripcion. En
ausencia de antibidtico, el represor tiene una alta afinidad por la regiéon promotora del
operdn al menos cuatro veces mas alta que la del activador, por lo que su transcripcion
permanece mayormente inhibida. Cuando el antibiético entra a la célula a través de las
porinas, se une a la molécula del represor, logrando que la region promotora quede libre
para que el activador pueda unirse. El activador promueve su propia expresiéon, asi como
la de las bombas de eflujo, al mismo tiempo que evita la sintesis de porinas (Motta et al.,

2015). Estas acciones disminuyen la concentracion de antibiético en el interior de la célula.

Motta et al. plante6 seis ecuaciones diferenciales y una algebraica, que simulan el
comportamiento de la EPRN en una célula.
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En la tabla 1 se indican los significados de las variables y de los parametros que
utilizan las ecuaciones. En la tabla 2 se indican los valores de los parametros que fueron

utilizados para las obtener los resultados de las simulaciones de la presente tesis.

Los circulos verdes sefalan los parametros principales de los que depende el eflujo
de los antibidticos: la tasa de transcripcion del operdn de la EPRN o, que afecta la cantidad
de bombas que tiene la célula, y &, que controla cuanto antibiético puede ser expulsado de

la célula en cierto lapso de tiempo (Motta et al., 2015).
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Tabla 1. Significado de los parametros y variables que utilizan las ecuaciones que simulan el comportamiento de la EPRN.
Modificado de Motta et al., 2015.

Parametro
0 Significado
variable
A Concentracion del activador
R Concentracion total del represor
R* Concentracion del represor en su forma activa (cuando esta unido al DNA)
Q Concentracion de porinas
P Concentracion de bombas
I Concentracion interna del inductor/antibiético
lext Concentracion externa del inductor/antibiético
F Concentracion interna de nutrientes
Fext Concentracion externa de nutrientes
Ki Constante de afinidad entre el inductor y el represor
Ka Constante de afinidad entre el activador y el DNA
Kr Constantes de afinidad entre el represor y el DNA
Bo Tasa maxima de transcripcién del operén Act-Rep
Bx Tasa maxima de transcripcion de x
Yx Constante de degradacioén del elemento x de la red
p Tasa de entrada de los nutrientes a la célula
EF Tasa de expulsién de los nutrientes de la célula
I Tasa de entrada del inductor a la célula
€l Tasa de expulsion del inductor de la célula (Eficiencia de las bombas)
MB Promedio de la distribucion Gaussiana que determina la tasa de transcripcion Bo
del operén activador/represor
OB Varianza de la distribucién Gaussiana que determina la tasa de transcripcion o del
operén activador/represor
Ex Ruido Gaussiano asociado al elemento x de la red
Mnoise Promedio de la distribucion Gaussiana que detemina el ruido &x para el elemento x
de la red
Onoise Varianza de la distribucion Gaussiana que determina el ruido &x para el elemento x
de la red
OrF Concentracion interna de nutrientes que debe alcanzar la célula para poder
dividirse
el Concentracion interna de inductor que mata a la célula

Estas ecuaciones fueron implementadas en un algoritmo cuyo objetivo era simular
el comportamiento de una célula en presencia de antibiético y se obtuvieron los resultados

que se presentan en las dos siguientes secciones (Motta et al., 2015).

Tabla 2. Valores de los parametros que fueron utilizados para obtener los resultados de esta tesis. Modificado de Motta et al., 2015.

Parametro Valor
YA 0.5
YR 0.2
yP 0.2
ya 1
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I 1
E€F 0.365
Kgre 0.25
Ki 0.05
OF 6
O¢ 0.005
Bp 0.2
e] 0.5
Mnoise 0
Mg 0.5
Me 0.5
Ouiff, Oint 3.1
p 0.35
Ka 1
Onoise 0.1
op 0.1
Fext 10
Ba 0.1

EPRN en una célula

Al simular el comportamiento de la EPRN en una bacteria con las ecuaciones
expuestas anteriormente, observamos que cuando la tasa de transcripcion del operdn Act-
Rep (Bo) es igual a 0, la bacteria no es capaz de responder al estimulo del antibiético, y no
puede aumentar la expresion del operén aun en presencia de antibidtico. Al aumentar o a
un valor de 5, la bacteria aumenta significativamente la sintesis de activador cuando el
antibidtico entra a la célula, lo que conlleva a un aumento en el numero de bombas (figura
7) (Motta et al., 2015).

No obstante, esta respuesta que permite sobrevivir a la célula en un ambiente con
antibidtico, tiene un costo para la bacteria, pues la produccion de bombas de eflujo ademas
de que permite la expulsion de los antibidticos, también posibilita la eliminacion de
nutrientes, lo que tiene como consecuencia que la bacteria crezca mas lento (figura 8)
(Motta et al., 2015).
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Figura 7. Simulacién del comportamiento de la EPRN en una bacteria. Expresion del activador y de las bombas en presencia y

ausencia de antibidtico (lineas rojas [lext = 7], lineas negras [Iext = 0] respectivamente). Cuando la tasa de transcripcion (Bn) esigual a5,

el sistema responde a la presencia de antibidtico, y aumenta la expresion del activador que promueve la sintesis de bombas de eflujo para

disminuir la concentracion de antibidtico en el interior de la célula. Tomado de Motta et al., 2015.
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Figura 8. Tiempo de divisién como funcién de la tasa de transcripcién f§, a diferentes concentraciones de antibiético. Cada punto

representa el tiempo promedio de division de 1,000 eventos de division celular (el promedio es necesario por la presencia de ruido).

Podemos ver como el tiempo de division aumenta conforme Bo y la concentracion de antibidtico incrementan, es decir, la produccion de

bombas de eflujo implica un costo para la bacteria, pues ésta tarda mas en alcanzar la concentracién de nutrientes que necesita para

dividirse porque las bombas de eflujo no s6lo expulsan antibidtico, sino también nutrientes. Tomado de Motta et al., 2015.
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EPRN en una poblacion

Para reproducir el comportamiento de una poblacion en presencia de antibidtico, se
uso6 un conjunto de células, cada una representada por su propio sistema de ecuaciones
que describe su EPRN. Si alguna de las células que conforman la poblacion alcanza el
umbral de nutrientes requeridos para reproducirse, esta bacteria se divide (da origen a dos
células) y aumenta el tamafo de la poblacién; pero si alcanza un determinado umbral de
concentracion de antibiotico en el interior de la célula, la bacteria muere, disminuyendo la

cantidad de células de la poblacion (Motta et al., 2015).

Como se menciond en la seccion “AdR en el sistema AcrAB-TolC”, para que surja
el fenotipo de AdR se necesita implementar en el modelo variabilidad fenotipica, herencia
y cambios epigenéticos. Para ello vamos a centrarnos en dos parametros: ¢ (eficiencia de
las bombas) y Bo (tasa de transcripcion maxima del operén activador-represor), que son los
mas importantes para disminuir la concentracion de antibiético en el interior de la célula. Un
incremento en la eficiencia de las bombas para extruir el antibiético (s/), puede deberse a
que son mas rapidas o a que tienen una mayor especificidad por el inductor, lo cual podria
implicar un cambio estructural en el sistema AcrAB-TolC, por lo que en el presente modelo
se asume que este tipo de cambios se da por mutaciones en la secuencia de DNA
(modificaciones que se transmiten por herencia genética). En cuanto a los cambios en la
expresion de bombas de eflujo (o), se asume que es por cambios en los patrones de
metilacién en la region regulatoria del operdn activador-represor, donde se encuentran 12
sitios blanco de la enzima DAM, por lo que hay 2'? estados posibles de metilacion, que
podrian resultar en diferentes tasas de transcripcion (modificaciones que se transfieren a
las siguientes generaciones por herencia epigenética). Para asemejar la condicion de
variabilidad fenotipica, cada bacteria de la poblacion inicial toma valores para ¢ y o de las
distribuciones gaussianas G(u.= 0.5, 6% = 0.005) y G(us = 0.5, 6% = 0.1) respectivamente (n
se refiere al promedio y o?a la varianza). Al dividirse la bacteria, hereda estos parametros
como se muestra en la figura 9: en el tiempo to, tenemos la distribucién gaussiana (ya sea
de g o de Bo) de la célula madre G(uo, %), de la que la bacteria tomara un valor para su
parametro (& 6 Po), cuando la célula madre alcance el umbral de nutrientes necesario para
dividirse dara origen a dos células hijas en el tiempo t1, cuya distribucion gaussiana tendra

como promedio el valor del parametro (e 6 o) de la célula madre y de la cual las células
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hijas obtendran un valor para su parametro, de esta manera se correlacionan los valores
de los parametros a través de las generaciones con lo cual se implementa la herencia con
cierta probabilidad de variacion. Para distinguir entre herencia genética y herencia
epigenética, se asignoé un valor de o2 = 0.005 para la eficiencia de las bombas que tiene
cambios por mecanismos genéticos, y un valor de ¢%;= 0.1 para la tasa de expresion de las
bombas que presenta modificaciones por mecanismos epigenéticos; estos valores permiten
que la herencia epigenética suceda de forma mas rapida que la herencia genética (Motta
et al., 2015).

P
'(:’)B) Distribucion de la
P(e) madre (t,)

BO madre

Mo = BO madre
o]

Mo = £I madre

Pgﬁ) Distribucion de
P(e) las hijas (t,)
Bo’hija
GZB = 0.1
2 —
| c-.=0.005
M= BO madre ¢
6
M1 = & madre

Figura 9. Herencia genética y epigenética en el modelo poblacional de EPRN. La bacteria (6valo verde) toma un valor para su
parametro €I 6 BO, de la distribucion gaussiana G(ll,, 0%) en el tiempo t,, cuando esta célula se divide (célula madre) y da lugar a dos
células hijas (6valos azules), hereda el valor de sus parametros con cierta probabilidad de variacion, al pasar el valor de su parametro como
promedio a la distribucion gaussiana de las células hijas, de la cual ambas bacterias obtendran un valor para sus parametro. Para distinguir
entre herencia genética y epigenética, se utilizaron valores distintos para la varianza de la distribucion.

28



TS I

[Activador]

=<

90180 270

Generaciones

Figura 10. Simulacion del crecimiento de una poblacién de bacterias que se somete a dosis sucesivas de antibiotico. Las flechas
representan el suministro de una dosis X de antibidtico. Conforme aumenta la cantidad de antibidtico, incrementa también el nivel de
expresion del activador, que repercute en una disminucion de la expresion de porinas y un aumento en la expresion de bombas de eflujo,
lo que permite que las bacterias disminuyan la concentracion de antibidtico en el interior de la célula, y vayan adquiriendo un fenotipo
resistente. Tomado de Motta et al., 2015.

En la figura 10 se observa el crecimiento de una poblacion con variabilidad, herencia
genética y epigenética, que se somete a dosis sucesivas de antibidtico (experimento
semejante al descrito en la seccion “AdR en el sistema AcrAB-TolC” y representado en la
figura 4). Las flechas indican los momentos en los que se suministra una dosis X de
antibiotico, de tal manera que en la generacion 270 hay una concentracion de antibiético
igual a 12X. El criterio para aplicar una dosis de antibiético es que la poblacién de células
alcance un tamafio de 5,000 bacterias, asi que la poblacion se deja crecer hasta esta
densidad y cuando la alcanza se le suministra una dosis de antibiético que mata a gran
parte de la poblacién en las primeras generaciones, pero conforme pasa el tiempo y
aumenta la concentracién de antibidtico, también se incrementa la concentracion del
activador (que inhibe la sintesis de porinas y promueve la expresién de bombas de eflujo),
lo que repercute en un fenotipo resistente, de tal manera que en generaciones posteriores

el antibidtico que se administra logra matar a una proporcion menor de bacterias. En la
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imagen también se observa que los lapsos de tiempo que tarda la poblacién en alcanzar un
tamano de 5,000 células, se incrementan cuando las bacterias alcanzan mayores niveles
de resistencia (las flechas en las ultimas generaciones se ven mas separadas entre si que
en el tiempo inicial), lo que nos indica que la adquisicion de resistencia tiene un costo para

la célula (como se ve en la figura 8) (Motta et al., 2015).
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Figura 11. Reversibilidad del fenotipo de resistencia a antibiético. A) La poblacion recibe ~12 dosis de antibiotico y en la generacion
~270 se elimina este inductor de la poblacion (indicado en la grafica por una flecha), entonces el activador disminuye inmediatamente su

expresion y posteriormente alcanza su nivel inicial. B) La tasa de expresion maxima del operdn activador-represor (BO) de las bacterias
que conforman la poblacion, aumenta cuando se suministran las dosis sucesivas de antibidtico, al eliminar este compuesto del medio
(indicado en la imagen con una estrella), la disminucion de este parametro ocurre de forma gradual también, hasta alcanzar valores
semejantes a los iniciales, lo que sefiala que la resistencia al antibiotico es un fenotipo inestable. Tomado de Motta et al., 2015.

Las caracteristicas de la simulacién muestran un fenotipo de AdR, por ejemplo, hay
incremento gradual en la resistencia bacteriana a los antibiéticos (provocado por un

incremento gradual en la concentracion de activador), un aumento en el nivel de resistencia
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aparece después de inducir la expresion de bombas de eflujo con el antibidtico, pero hace
falta verificar si el fenotipo obtenido en la simulaciéon también es reversible, para ello se
elimina el antibiético de la poblacién después de alcanzar una concentracion maxima de

12Xy se obtienen los resultados de la figura 11.

En el panel A de la figura 11 vemos como al eliminar el antibiético del medio en la
generacion ~270, la concentracion del activador disminuye rapidamente, pues en ausencia
de inductor ya no se fomenta su sintesis, sin embargo, para asegurarnos de que el fenotipo
de esta simulacion es reversible, debe verse la evolucion del parametro po, el cual aumenta
gradualmente cuando se aplican dosis sucesivas de antibiético a la poblacién, y al quitar el
inductor, también va disminuyendo de forma gradual hasta alcanzar valores semejantes a
los iniciales. Cuando las células que ya recuperaron valores de Bo cercanos a cero (como
al inicio de la simulacién), se sometan nuevamente a la presencia de antibiotico, van a tener
que adaptarse nuevamente a este estrés, incrementando su valor de o, lo que les permitira
un fenotipo mas resistente (al expresar mayor cantidad de bombas y disminuir la cantidad
de porinas), es decir, el fenotipo de resistencia se revierte al eliminar la presiéon de seleccién
(Motta et al., 2015).

Con estos resultados Motta et al., concluyen que el modelo reproduce un fenotipo

de AdR, ante un escenario donde se expone a la poblacion a dosis sucesivas de antibidtico.

EPRN en un gradiente

Los gradientes espaciales de concentraciones de antibidtico son otra forma de poner
en contacto a una poblacién bacteriana a dosis subinhibitorias de antibidtico, por lo que

suponemos que bajo este escenario también se obtendra un fenotipo de AdR.

Un trabajo experimental que muestra la evolucién de la resistencia a antibioticos en
un gradiente exponencial (Baym et al., 2016), propone que las mutaciones son el
mecanismo que permite a las bacterias colonizar el gradiente, pero que las regiones que
tienen concentraciones bajas de antibiético son las que permiten a las bacterias adaptarse
a las concentraciones altas de antibiodtico, pues si éstas no existen, las células no tienen el

mismo éxito al colonizar concentraciones de antibidtico elevadas.
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Este caso de los gradientes, también es de interés estudiarlo, porque los gradientes
los encontramos de manera natural en: 1) la formacion de biopeliculas, donde las capas
mas internas de esta estructura tienen menor contacto con el medio porque la penetracion
de las sustancias esta limitada, incluyendo los nutrientes, por lo que las bacterias del interior
de la biopelicula, ademas de no entrar en contacto con niveles de antibidtico elevados,
tienen tasas de crecimiento menores que las del exterior, lo cual significa que los patrones
de expresion en las células que forman parte de la poblacién son distintos originando niveles
de resistencia diferentes (Sandoval-Motta y Aldana, 2016) y 2) los parametros farmaco-
cinéticos varian entre diferentes 6rganos y tejidos, lo que provoca que las concentraciones

de antibidtico no estén distribuidas homogéneamente en el espacio (Elliott et al., 1995).

Por estas razones se simul6 el comportamiento de las bacterias en un gradiente

lineal o exponencial de antibiético, adecuando el modelo presentado por Motta et al., 2015.

HIPOTESIS

Dado que el modelo de la red regulatoria de bombas de eflujo logré obtener el
fenotipo de AdR en el escenario de exposiciones sucesivas a antibioticos, al implementar
este mismo modelo en el escenario de gradientes de concentracion de antibidticos, las
bacterias migraran gradualmente a concentraciones mayores de antibiotico, obteniendo asi
el fenotipo de AdR.

OBJETIVOS

Objetivo general
Implementar el modelo de la red regulatoria de bombas de eflujo en un gradiente de

concentraciones de antibiodtico.
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Objetivos particulares
Comparar el comportamiento de las poblaciones de bacterias en un gradiente lineal

con el de un gradiente exponencial.

METODOLOGIA

Se utilizé JAVA, un lenguaje de programacion orientado a objetos, para crear un

objeto célula, un objeto poblacion y un objeto gradiente (figura 12).

El objeto célula contiene un método dinamico que itera, por el método numeérico de
Euler, las ecuaciones diferenciales que describen el comportamiento de la EPRN, lo que

nos permite conocer como cambia el estado de una célula del tiempo to al tiempo tn.

El objeto poblacion es un conjunto de células, donde cada una de ellas posee su
propia EPRN. Contiene un método evolutivo, el cual nos permite observar como se modifica
el estado de la poblacién a través del tiempo, dependiendo de la concentraciéon de
antibidtico en el medio. Las células mueren si la concentracion de antibiético en el interior
de la célula alcanza cierto valor (6)) y se reproducen si alcanzan un umbral de comida (6f),
“‘heredando” con cierta probabilidad de variacion los parametros po y &, mediante
correlaciones entre los promedios de las distribuciones gaussianas de las cuales o y &

toman su valor.

El objeto gradiente es un conjunto de poblaciones, cada una, sometida a una
concentracion de antibiotico distinta. El gradiente es discreto y puede ser lineal o
exponencial. Se coloca una poblacion de células en region que tiene la concentraciéon mas
baja de antibidtico y una vez que las células alcanzan un tamanio igual a la capacidad de
carga de esta region, se seleccionan aleatoriamente algunas bacterias que intentan invadir
el siguiente espacio que tiene una dosis de antibidtico mayor, sin embargo para lograrlo
deben tener las condiciones adecuadas que les permitan sobrevivir, es decir valores de fo
y & que les posibiliten colonizar esa concentracion de antibiético mas alta, si no lo logran
en la primera oportunidad, continian migrando hasta conseguir establecerse en ese nicho.

De tal manera que con este objeto podemos ver el proceso de colonizacién en un gradiente.
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Figura 12. Descripcion del programa utilizado para simular el comportamiento de bacterias en un gradiente de antibiético. Se uso

un lenguaje de programacion orientado a objetos y se construyd un objeto célula cuyo estado estaba dado por la EPRN, las células se

agruparon en un objeto poblacion para poder conocer su comportamiento en presencia de antibidtico y finalmente en un objeto gradiente

se reunieron poblaciones, donde cada una estaba sometida a una dosis de antibidtico distinta (la cual podia aumentar de manera lineal o

exponencial).

Los resultados que se presentan en esta tesis tienen el formato que se observa en

la figura 13. En el eje X se encuentran las concentraciones de antibidtico que tienen las

regiones del gradiente, las cuales van de menor a mayor. En el eje Y, se observa como

cambia la expresion promedio de la concentracién de activador en la poblacidn de bacterias,

o bien, como varia el promedio de los parametros o y € de las bacterias que son parte de

la poblacién, conforme la concentracion de antibidtico en el ambiente aumenta.
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Figura 13. Formato de los resultados obtenidos en este trabajo. En el eje X, se observa la concentracion de antibidtico que tiene cada
region del gradiente, las cuales estan ordenadas de tal forma que la concentracion de antibidtico en una region es mayor que la region
anterior pero menor que la region siguiente (indicado con el simbolo < en la imagen). Para colonizar el gradiente se inoculan bacterias en
la primera region del gradiente (que tiene la menor concentracion de antibidtico), y una vez que esta region alcanza su capacidad de carga,

las bacterias tratan de colonizar la siguiente regién (cuya concentracién de antibidtico es mayor), pero sélo lo pueden lograr si sus

parametros de 0 y €I son los adecuados para adaptarse a este ambiente, cuando esto sucede las bacterias colonizan esta region del
gradiente y el mismo proceso contintia hasta que se colonizan todas las regiones del gradiente, de manera que en cada region del gradiente
tenemos un conjunto de bacterias, es decir, una poblacion de bacterias. Asi que lo que se grafica en el eje Y, es el valor promedio que la
poblacion bacteriana tiene la expresion del activador (como se observa en la imagen), pero también se graficaron los valores promedio de

los parametros 30 y €I, ya que de éstos depende el eflujo de antibiotico de la célula. Para saber cémo cambian estos valores conforme las

bacterias van colonizando el gradiente, graficamos a diferentes tiempos (generaciones) el estado del gradiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para comprobar que nuestro programa que simula el comportamiento de las
bacterias en un gradiente de antibidtico estuviera funcionando adecuadamente, primero se
reprodujeron los resultados obtenidos por Motta et al., 2015 para una sola célula (Apéndice

A, figuras A1y A2) y para una poblacion (Apéndice A, figura A3).

Posteriormente se simul6 el comportamiento de las bacterias en gradientes lineales
con incrementos de 2 (figura 14-16), 5 (figura 17-19) y 10 unidades (figura 20-22), y en
gradientes exponenciales con bases de 2 (figura 23-25), 5 (figura 26-28) y 10 unidades
(figura 29-31).

En el caso de los gradientes lineales se observa que la expresion promedio del
activador incrementa de manera gradual conforme la poblacién va colonizando
concentraciones de antibiético mas elevadas (figura 14, 17 y 20), alcanzando un nivel
cercano a 5 unidades en todos los casos. Cuando las bacterias que lograron colonizar la
concentracion mas alta del gradiente se crecieron en un medio sin antibi6tico, rapidamente
cae la expresion del activador en 3 unidades aproximadamente, y en otras 200 a 400
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generaciones aproximadamente, la expresion del activador vuelve a sus valores iniciales
(figura 14F, 17D, 20C). En cuanto a su parametro Bo, aumenta lentamente conforme la
concentracion de antibiético incrementa (figura 15, 18 y 21) y cuando las células crecen sin
antibiotico, el valor de o decrece paulatinamente de 200 a 400 generaciones (figura 15F,
18D y 21C). Por ultimo, su parametro g, aumenta su valor en las primeras concentraciones
de antibiético (figura 16, 19, 22) y permanece constante incluso después de eliminar el
antibiotico del medio (figura 16F, 19D y 22C). Si comparamos los tiempos en los que los
gradientes logran colonizar concentraciones similares, observamos que mientras mas
pequenos sean los incrementos, se coloniza en un tiempo menor la siguiente concentracion
de antibidtico, por ejemplo deben pasar ~709 generaciones para que las bacterias colonicen
la concentracion de antibiético 10 en un gradiente que va incrementado de 10 en 10,
mientras que solo pasan ~251 generaciones para que las células colonicen una
concentracién de 16 unidades en un gradiente cuyo incremento es de 2. Es decir,
concentraciones bajas de antibidtico permiten que la bacteria se adapte a concentraciones

mas altas de antibiético de forma mas rapida.

En los gradientes exponenciales el comportamiento de las células es distinto: el
activador incrementa su expresion de manera exponencial con valores maximos de entre 3
y 4 unidades (figura 23, 26 y 29), pero al igual que sucede con los gradientes lineales, una
vez que se elimina el antibiético del medio, el nivel de expresion del activador disminuye
abruptamente entre 2 y 4 unidades, hasta alcanzar su nivel de expresion basal alrededor
de 100 generaciones después (figura 23E, 26E y 29D). Su parametro po, aumenta cuando
se va a colonizar la siguiente concentracion de antibiético, pero disminuye una vez que se
colonizo, y alcanza niveles maximos de entre 9 y 18 unidades (figura 24, 27 y 30), pero al
eliminar el antibiético del medio su valor baja a sus valores iniciales en ~100 generaciones
(figura 24E, 27E y 30D). En el caso del parametro g, en un principio aumenta su valor
lentamente, pero al avanzar el tiempo, su valor se incrementa rapidamente, es el parametro
que menor variabilidad tiene (figura 25, 28 y 31) y a pesar de que se elimine el antibidtico

del medio, su valor se mantiene constante (figura 25E, 28E y 31D).

A pesar de que existen modelos que describen el comportamiento de las
poblaciones bacterianas en gradientes de antibidtico (Hermsen et al., 2012), el modelo
construido por Motta et al., 2015 toma en cuenta los aspectos bioldgicos que dan lugar a

un fenotipo de AdR y de multi-resistencia, lo que nos permite obtener resultados similares
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a los experimentales como los de Adam et al., 2008 y los de Baym et al., 2016. En el primer
trabajo se reportd el surgimiento de un fenotipo de AdR cuando las bacterias se sometian
a incrementos graduales de concentracion de antibidtico (por ejemplo, exposiciones
sucesivas a dosis de antibidtico y gradientes lineales) y en el segundo se reportd que las
bacterias podian colonizar gradientes con concentraciones de antibidético que aumentaran
de manera exponencial, si mutaban. Ambos resultados concuerdan con los resultados
obtenidos en este trabajo, pues los gradientes lineales muestran un incremento significativo
en la tasa de expresién de las bombas de eflujo, mientras que en los gradientes
exponenciales lo que aumenta en gran medida es la eficiencia de las bombas. Ademas,
pareciera que la AdR permite a las bacterias que colonizan gradientes exponenciales,
sobrevivir en un inicio para posteriormente desarrollar mecanismos por medio de
mutaciones, que les permitan adaptarse a esos nuevos ambientes, es decir como si la AdR,
actuara como un puente entre los mecanismos rapidos y transitorios y los mecanismos

lentos y estables (Sandoval-Motta y Aldana, 2016).
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Figura 14. Expresion del activador en un gradiente lineal con un incremento de 2 unidades. Las graficas A-E, indican la expresion
promedio del activador en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese
gradiente esta indicado en el titulo de cada imagen. F) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion
de antibidtico de 128 unidades, en un medio sin antibiotico.
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Figura 15. Valores que adquiere [}, en un gradiente lineal con un incremento de 2 unidades. Las graficas A-E, indican el valor

promedio de [30 en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. F) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico
de 128 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 16. Valores que adquiere € en un gradiente lineal con un incremento de 2 unidades. Las graficas A-E, indican el valor

promedio de € en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta

indicado en el titulo de cada imagen. F) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico

de 128 unidades, en un medio sin antibiotico.

39



~46 generaciones B ~160 generaciones
Al L

uw —- uw -
T < 4
=] <3
k-1 & I
o o
] =z {
8 s
@ @
o o
c (=
§ S
(=3 [=3
£ £
c ™~ - C o~ -
3 3
= he [~
(=3 o
[&] I [&]
- 4 - - I
ot R

0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Concentracion de antibidtico Concentracion de antibidtico
~1,257 generaciones lext=0
c [ ’ D u

Congentracion de activador
Cencentracion de activador

RRIAEETS
- ' -
IIH ﬁq
R o IR RS ETRELRY:

I T T T T 1 I T T T 1
0 25 50 75 100 125 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900

Concentracién de antibidtico Generaciones

Figura 17. Expresion del activador en un gradiente lineal con un incremento de 5 unidades. Las graficas A-C, indican la expresion
promedio del activador en una poblacién de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese
gradiente estd indicado en el titulo de cada imagen. D) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion
de antibiotico de 125 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 18. Valores que adquiere [3, en un gradiente lineal con un incremento de 5 unidades. Las grificas A-C, indican el valor

promedio de [30 en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. D) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico
de 125 unidades, en un medio sin antibiotico.
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Figura 19. Valores que adquiere €I en un gradiente lineal con un incremento de 5 unidades. Las graficas A-C, indican el valor

promedio de €I en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. D) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibiotico
de 125 unidades, en un medio sin antibiotico.
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Figura 20. Expresion del activador en un gradiente lineal con un incremento de 10 unidades. Las graficas A y B, indican la expresion
promedio del activador en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese
gradiente esta indicado en el titulo de cada imagen. C) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion
de antibiotico de 100 unidades, en un medio sin antibiotico.
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Figura 21. Valores que adquiere 3, en un gradiente lineal con un incremento de 10 unidades. Las graficas A y B, indican el valor

promedio de [30 en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. C) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico
de 100 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 22. Valores que adquiere €I en un gradiente lineal con un incremento de 10 unidades. Las graficas A y B, indican el valor

promedio de €I en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. C) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico
de 100 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 23. Expresion del activador en un gradiente exponencial con base igual a 2 unidades. Las graficas A-D, indican la expresion
promedio del activador en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese
gradiente estd indicado en el titulo de cada imagen. E) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion
de antibiotico de 512 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 24. Valores que adquiere 3, en un gradiente exponencial con una base igual a 2 unidades. Las graficas A-D, indican el valor

promedio de ﬁo en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. E) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico
de 512 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 25. Valores que adquiere €I en un gradiente exponencial con una base igual a 2 unidades. Las graficas A-D, indican el valor

promedio de €I en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. E) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico
de 512 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 26. Expresion del activador en un gradiente exponencial con base igual a 5 unidades. Las graficas A-D, indican la expresion
promedio del activador en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese
gradiente esta indicado en el titulo de cada imagen. E) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion
de antibiotico de 625 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 27. Valores que adquiere 3, en un gradiente exponencial con una base igual a 5 unidades. Las graficas A-D, indican el valor

promedio de [, en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacién estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta

indicado en el titulo de cada imagen. E) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico

de 625 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 28. Valores que adquiere €I en un gradiente exponencial con una base igual a 5 unidades. Las graficas A-D, indican el valor

promedio de €I en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese gradiente esta
indicado en el titulo de cada imagen. E) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibidtico
de 625 unidades, en un medio sin antibidtico.
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Figura 29. Expresion del activador en un gradiente exponencial con base igual a 10 unidades. Las graficas A-C, indican la expresion
promedio del activador en una poblacion de 100 células, con su respectiva desviacion estandar. El tiempo en que se encontraba ese
gradiente esta indicado en el titulo de cada imagen. D) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion

de antibiotico de 100 unidades, en un medio sin antibiotico.
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indicado en el titulo de cada imagen. D) Comportamiento de las bacterias, que ya se habian adaptado a una concentracion de antibiotico

de 100 unidades,

en un medio sin antibidtico.
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de 100 unidades, en un medio sin antibidtico.

CONCLUSIONES

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo sugieren que, en un gradiente
lineal, es necesario que el parametro o aumente, es decir, que la expresidon de bombas
aumente para que la bacteria pueda adaptarse a concentraciones de antibiético mas
elevadas. Mientras que, en un gradiente exponencial, lo que permite a las bacterias
colonizar nichos con concentraciones mas altas de antibidtico, es la eficiencia de las
bombas (&), aunque en los primeros momentos Po les permite sobrevivir. Es decir, en el
gradiente lineal vemos el fenotipo de resistencia adaptativa, porque la resistencia a los
antibidticos va aumentando gradualmente (conforme se incrementa la concentracion de
antibidtico a la que esta expuesta la poblacién) a través del incremento del valor de o y una
vez que se elimina el antibidtico del medio, el fenotipo de resistencia se revierte pues la

tasa de expresion maxima del operdén Act-Rep disminuye, el comportamiento de este
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gradiente es como el de la exposicion a dosis sucesivas de antibidtico descrito por Motta et
al., 2015. En el caso del gradiente exponencial, el fenotipo de resistencia a los antibioticos
esta dado por una mayor eficiencia de las bombas de eflujo, la cual se hereda en este
modelo de manera genética, por lo que se fija en la poblacion y el fenotipo de resistencia
ya no es reversible, sin embargo, en los primeros tiempos de colonizacién de un nicho con
una concentracion de antibiético mayor, By aumenta, lo que permite que las bacterias
sobrevivan y se reproduzcan, lo que permite que en la replicacién ocurran mutaciones,
algunas de las cuales pueden ser favorables para prosperar en ambientes con antibiético.
Asi la AdR es un puente para desarrollar mecanismos lentos y estables que no tengan costo
para la célula y le permita sobrevivir y colonizar nichos con concentraciones de antibiético

elevadas.
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