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Resumen

EL fenotipo MDR esté dado por diferentes mecanismos, el mejor entendido y ampliamente estudiado, es
la sobreexpresion del producto del gen mdrl, la glicoproteina-P, la cual confiere a la célula tumoral una
amplia resistencia a los agentes antineoplasicos, lo cual representa uno de los mayores obstaculos para
el tratamiento quimioterapéutico y su respuesta. En este estudio, se evalud la resistencia cruzada de
Rodamina 6G con otros sustratos de Bmr (analoga de Pgp) mediante ensayos de concentraciones
minimas inhibitorias en placas multipozo. Asi mismo, se evalu6é mediante citometria de flujo la
acumulacion de Rodamina 6G y el efecto del verapamil sobre la misma en un cultivo resistente de
Bacillus subtilis. Los resultados confirman la resistencia cruzada entre Rodamina 6G y otros sustratos de
Bmr como Cloranfenicol, y que el cultivo resistente es capaz de acumular Rodamina 6G.

Abstract

MDR phenotype is given by different mechanisms, the best understood and widely studied, is the
overexpression of the gene mdrl product, the P-glycoprotein (Pgp), which confers to tumoral cell a wide
resistance to anti-neoplasic agents, which remains one of the major obstacles to chemotherapeutic
treatment and its response. In this study, the cross-resistance of Rhodamine 6G with other substrates of
Bmr (analogue of Pgp) was evaluated by means of minimal inhibitory concentrations assays in multiple
well plates. Likewise, the Rhodamine 6G accumulation and the effect of verapamil on it in a resistant
culture of Bacillus subtilis were evaluated by flow cytometry. Results confirm the cross-resistance
between Rhodamine 6G and other substrates of Bmr like Chloramphenicol, and that resistant culture is
able to accumulate Rhodamine 6G.
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INTRODUCCION

Fenotipo MDR

El fenotipo de resistencia multiple a drogas (MDR,
por sus siglas en inglés) se describe como la
resistencia adquirida por las células a una amplia
gama de agentes farmacoldgicos no relacionados
entre si, tanto estructural como funcionalmente [1],
[2], [5]. En el caso de las células tumorales, estas
van adquiriendo resistencia durante el curso del
tratamiento, aun cuando haya habido una
respuesta inicial apropiada [7].

Las células tumorales seleccionadas con fenotipo
MDR, sobreexpresan el producto del gen mdrl, la
glicoproteina G (Pgp), una proteina ligada a la
membrana que confiere a la célula una actividad
de eflujo o extrusion de los agentes
guimioterapéuticos altamente activa [1], [7], [8].

Fenotipo MDR y su implicacion en el cancer

El fenotipo MDR, estd dado por numerosos
mecanismos de resistencia a los efectos
citotéxicos de los agentes quimioterapéuticos,
siendo la resistencia multiple mediada por la Pgp
el mejor entendido y mas estudiado de los
mecanismos en mamiferos [1], [2].

El fenotipo MDR, estd intimamente relacionado
con el fracaso en la terapia antineoplasica [7], al
no mantenerse las concentraciones
citoplasmaticas necesarias de los farmacos para
gue estos cumplan su finalidad, contribuyendo asi
a lo refractario de la enfermedad y a su progresion,
provocando casi el 90% de las defunciones por
cancer [7].

Se ha descrito en otros organismos eucariontes
(ademas de mamiferos) el fenotipo MDR, tal es el
caso de hongos y parasitos como Leishmania spp.
multirresistente, Plasmodium falciparum y Fasciola
hepatica [2]; en procariontes: bacterias de
importancia clinica como Pseudomonas
aeruginosa, Campylobacter jejuni [9], y otras como
Lactococcus lactis [8] y Bacillus subtilis [5]. En
general, se conoce que aproximadamente del 5 al
10% del genoma de las bacterias codifica para
diferentes bombas de eflujo [9].

La actividad de eflujo mediada por Pgp en células
tumorales, es extrapolable a un modelo analogo
en funcién y sustratos en Bacillus subtilis, donde la
sobreexpresion de la proteina bomba denominada
Bmr, le otorga a la bacteria el fenotipo MDR [5].

La expresion de la proteina bomba Bmr esta
regulada a nivel de transcripcion por BmrR, una
proteina con la capacidad de unirse al promotor de
bmr (gen que codifica para la bomba Bmr) y
codificada inmediatamente rio abajo del gen bmr

[3].

Se ha descrito en Bacillus subtilis la existencia de
dos proteinas bomba ademas de Bmr, Blt que es
altamente homoéloga a Bmr [4], y Bmr3 que es
muestra una homologia relativamente baja con
Bmr y BIt, mientras que la afinidad a los sustratos
de estas tres bombas se superpone [6].

En procariontes se identifican cinco importantes
familias de bombas de eflujo: MF (a la cual
pertenece Bmr), SMR, MATE, RND y ABC [1].

El uso de modelos bacterianos resulta ser un
método viable al suponer un bajo costo,
crecimiento rapido y confiable en el estudio del
eflujo activo de farmacos en las células. Bacillus
subtilis, al ser una bacteria no patégena, supone
un riesgo minimizado en cuanto a su
manipulacion. Por lo que la caracterizacion de la
resistencia a R6G en B. subtilis permitird una
mejor compresion se sus mecanismos que facilite
el disefio de nuevos farmacos inhibidores de
bombas de eflujo con potencial uso en mamiferos

(8].

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Se empled Bacillus subtilis ATCC 33608 como
cepa silvestre cultivada en medio para antibiéticos
3 (Difco) suplementado con glucosa al 0.4% (D3G)
a 37°C y 180 rpm. Para los ensayos de
sensibilidad, se partié de cultivos de 18 horas de
incubacion de los cultivos obtenidos de acuerdo
con lo previamente reportado por Reyes y Col. [8].
Para los ensayos de evaluacion de compuestos
inhibidores, las  bacterias  recibieron un
pretratamiento por 15 min a temperatura ambiente
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en medio D3G con un inhibidor de Pgp, verapamil
(25 pg/mL). [8]

Como cultivo resistente a Rodamina 6G (R6G) se
utilizé una aislado obtenido por cultivo en
presencia de concentraciones crecientes de R6G
de la cepa silvestre hasta una concentracion de 3
ng/mL de R6G, denominada BS-3, su obtencion se
describe con detalle en [8].

Evaluacidon de la resistencia cruzada a otros
sustratos de Pgp.

Se partié de cultivos frescos de la cepa silvestre
(BS-A) y el cultivo resistente (BS-3) luego de 18
horas de incubacion, lavados 3 veces con solucion
salina y ajustados a una densidad éptica (D.O.) a
630 nm de 0.04 en medio D3G. Las suspensiones
bacterianas se inocularon en placas de 96 pozos
gue contenian diluciones dobles seriadas de los
antibiéticos a probar en medio D3G a una
concentracion de 1.0-64.0 pg/ml para Rodamina
6G, 0.6-38.4 pg/ml para Cloranfenicol, 0.5-32.0
mg/ml para Tetraciclina y de 0.03125-2.0 pg/ml
para Ciprofloxacino. La concentracibn minima
inhibitoria para cada antibiético se consideré
aquella més baja que inhibié6 completamente el
crecimiento bacteriano, después de 18 h de
incubacion a 37°c y 180 rpm mediante una lectura
a una D.O.s30 nm. LOS ensayos de concentraciones
minimas inhibitorias para cada sustancia a evaluar
se montaron por duplicado.

Evaluacién de la acumulacién y del efecto de
un inhibidor de Pgp en la acumulacién de
Rodamina 6G.

Para la evaluacion de la acumulacion se realizaron
ensayos de citometria de flujo, para lo cual se
parti6 de cultivos frescos de 18 horas de
incubacion a 37°C y agitacién constante en medio
D3G de las cepas silvestre y resistente (a 3 mg/ml
de R6G), se centrifugaron, se lavaron con PBS y
se ajustd a una D.O.e30 nm de 0.4 a en PBS estéril y
filtrado. Se adicioné R6G a una concentracion final
de 2 pg/ml y se incubé a diferentes tiempos (30 y
60 minutos). Transcurrido este tiempo se
determiné la poblacion de células fluorescentes

mediante el equipo FACS Moflo marca Beckman a
529 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Resistencia cruzada a otros sustratos de
Pgp.

Con el objetivo de evaluar la resistencia cruzada a
otras moléculas sustrato de Bmr en un cultivo
silvestre (BS-A) y en otro seleccionado para
resistencia a Rodamina 6G (BS-3), se
determinaron las sensibilidades mediante ensayos
de concentraciones minimas inhibitorias.

La resistencia cruzada pudo observarse para
cloranfenicol (2X), ciprofloxacino (4X) y bromuro
de etidio (2X), segln se muestra en la Imagen 1,
no siendo asi para tetraciclina, ya que como esta
descrito previamente [8], tetraciclina no comparte
afinidad a Bmr como muchos otros sustratos,
ademas que posee su propia bomba de extrusion
altamente selectiva [4].

Evaluacién de la acumulacién y del efecto de
un inhibidor de Pgp en la acumulacién de
Rodamina 6G.

Para determinar si la resistencia se asocia a una
tolerancia a la R6G o a un eflujo de la misma a
través de una bomba, se evalud la capacidad de
acumulacion de R6G tanto de la cepa silvestre
como del cultivo resistente mediante citometria de
flujo. Con objetivo de encontrar las mejores
condiciones que permitan de deteccion de
bacterias  fluorescentes  producto de la
acumulacion, se probaron dos condiciones de
temperatura ambiente (TA) y 4°C, para la
interaccién con R6G por 30 min; asi mismo se
evaluo si la pre-incubacién con un inhibidor de
BMR tenia efecto en la acumulacion. Como se
aprecia en el Imagen 2 a los 30 min fue posible
detectar células fluorescentes tanto en la cepa
silvestre (BS-A) como en el cultivo resistente (BS-
3) a TA, mientras que a 4°C no se observa
fluorescencia, lo que se atribuye a una
acumulacion dependiente de temperatura y no a la
adherencia del compuesto. Debido a que BS-3 es
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cultivado en presencia de R6G para su
mantenimiento, se evalué si cultivar a BS-3 previo
al ensayo, con y sin R6G presentaba algin efecto
sobre la acumulacion la R6G. Como se aprecia en
la Imagen 2, la fluorescencia observada de fondo
en estas dos condiciones es practicamente la
misma, por lo que el cultivo en presencia de R6G
no afecta el ensayo.

Para observar el fendbmeno de captacion en los
cultivos silvestre y resistente de R6G con y sin
presencia de inhibidor de Pgp (verapamil) re
realizé la evaluacién a diferentes tiempos. Como
se observa en la Imagen 3, tanto la cepa silvestre
como el cultivo resistente acumulan R6G y es
dependiente del tiempo; se mostré una diferencia
en la acumulacion de R6G, siendo el cultivo
resistente el que aparentemente acumula mas
R6G que el cultivo silvestre, fendmeno que pudiera
atribuirsele a una adaptacion propia de la
exposicion continua a R6G que ha sufrido el
cultivo resistente. El efecto del verapamil en la
acumulacion de R6G se observd Unicamente en el
cultivo silvestre, donde la pre-incubacién con el
inhibidor incrementa la captacion de R6G; para el
cultivo  resistente es posible con una
sobreexpresion de la bomba de eflujo responsable
de la resistencia, requiera una mayor
concentracién de verapamil para lograr inhibir los
sitios activos de la bomba y observar un efecto
positivo a los tiempos evaluados.

CONCLUSIONES

Bacillus subtilis resistente a R6G muestra
resistencia cruzada otros sustratos de la bomba de
eflujo Bmr (Cloranfenicol, Ciprofloxacino vy
Bromuro de Etidio).

La inhibicion por verapamil de la actividad de la
bomba Bmr en la cepa silvestre de B. subtilis,
produce un incremento en la acumulaciéon de R6G,
lo que sugiere un eflujo activo de R6G.

El cultivo resistente a R6G mostr6 una mayor
acumulacion de R6G, sin embargo, a las
concentraciones evaluadas del inhibidor, Ila
actividad de la bomba de eflujo no se modifico, lo
gue sugiere gque la resistencia a R6G se atribuye a
una sobreexpresion de la bomba BMR que
requiere una mayor concentraciéon de inhibidor
para afectar el eflujo activo.
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Imagen 1: Sensibilidad del Bacillus subtilis a sustratos blanco de
la Bmr. Concentracion minima inhibitoria (CMI) relativa a la cepa
silvestre BS-A (barras negras) del Cultivo BS-3 (barras grises) de
Bacillus subtilis a Rodamina 6G (R6G), Cloranenicol (CLF),
ciprofloxacino (CIP), bromuro de etidio (BrEt) y tetraciclina (TET).
[CMI = 1 pug/mL para R6G, 4.8 pg/mL para CLF, 4 ug/mL para
TET, 0.5 pg/mL para CIP y 4 pg/mL para BrEt).
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Imagen 3. Acumulacion de R6G en B. subtilis. Poblacion de
células fluorescentes de la cepa silvestre BS-A antes (rojo) y
después (naranja) de la exposicion por 30 min a 2ug/ml de R6G y
del cultivo resistente BS-3 (azul) y (verde) mantenidos sin R6G
(panel A’y B) o con R6G (panel C y D) previo a la determinacion.
Se muestran los resultados tanto a TA (panel Ay D) como a 4°C
(panel By D).
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Imagen 4. Efecto del verapamil en la acumulacion de R6G en B.
subtilis a diferentes tiempos. Poblacion de células fluorescentes
de la cepa silvestre BS-A antes (rojo) y después (naranja) de la
exposicion por 30 min (panel A) y 60 min (Panel B) a 2ug/ml de
R6G y del cultivo resistente BS-3 (azul) y (verde obscuro)
respectivamente. La poblacion de células fluorescentes
obtenidas luego de preincubacion con 20 pg/ml de verapamil se
observa para BS-A en verde claro y para BS-3 en violeta.
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