'S VOLUMEN 37

X X X . .
:; ! \lerano XXX Verano De la Ciencia
@ ciencia : ISR el
www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

Caracterizacion fenotipica de B. cereus FS1, sobreexpresante de la
proteina YieF de E. coli, en su interaccion con profarmacos
nitroaromaticos

Phenotypic characterization of B. cereus FS1, overexpressing the E. coli YieF protein, in its
interaction with nitroaromatic prodrugs

Jocelyn Hernandez Ordufa’, Paola Orozco Fernandez', Fernando Santos Escobar’, J Félix Gutiérrez Corona’
‘Departamento de Biologia, Divisién de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Guanajuato, Noria Alta S/N, Guanajuato, Gto. México,
C.P. 36050.
felixg@ugto.mx!

Resumen

El cromo (VI) es un contaminante ambiental de alta prioridad, debido a sus caracteristicas como son su alta
solubilidad, movilidad y capacidad de integrarse a las células, convirtiéndose en una amenaza significativa
para el medio ambiente y la salud humana. Por otro lado, el cromo (Ill) es menos téxico, es insoluble y de
facil remocion. Es por esto que se han buscado alternativas para la reduccion biolégica de cromo (VI) a cromo
(Il). Las cromato reductasas bacterianas han despertado un interés en este campo, especialmente las de
clase Il, las cuales durante el proceso de reduccion liberan una menor cantidad de ROS, minimizando el dafio
celular. La enzima YieF de Escherichia coli es una cromato reductasa de clase Il, la cual presenta la capacidad
de reducir profarmacos nitroaromaticos. En este trabajo se evalu6 la tolerancia de dos cepas
sobreexpresantes de la proteina YieF en B. cereus FS1 (Y2 y Y7) expuestas a cromo, asi como la capacidad
para reducir cromo (VI) y la activacion de los profarmacos nitroaromaticos Mitomicina C y Metronizadol. Los
resultados mostraron que, en comparacion a la cepa control YO (que es la cepa B. cereus FS1 transformada
con el vector vacio), ambas cepas sobreexpresantes, Y2 y Y7, presentan mayor tolerancia a Cr(VI) y mayor
capacidad de reducirlo, tanto en cultivo como en extractos libres de células. En los ensayos de activacion de
profarmacos, solamente se observd la activacion de metronidazol mediante el uso de una cepa reportera de
E. coli (recA-Gfp), que se activa por dafio genotoxico derivado de la activacion del profarmaco. Estos
resultados abren interesantes perspectivas de trabajo futuro.

Palabras clave: Cromo (VI), reduccion, cromato reductasa, mitomicina C, metronidazol.

Introduccion

El cromo hexavalente Cr(VI), en su forma de cromato o dicromato, es un contaminante ambiental que ha
generado alta preocupacion, debido a su alta toxicidad y a su amplio uso industrial en procesos como el
curtido de pieles y cueros, la fabricacion de pigmentos, el tratamiento de metales y el tefiido de textiles, entre
otros procesos (Sandana y col., 2015). Su alta solubilidad en agua, movilidad y capacidad de ingresar a
células procariotas y eucariotas, a través del sistema de transporte de sulfato, lo convierten en una amenaza
significativa para el ambiente y la salud humana (Ackerley y col., 2004). A nivel intracelular, la reduccién
incompleta de Cr(VI) genera especies reactivas de oxigeno (ROS) responsables de un dafio celular severo
(Ackerley y col., 2004). Por el contrario, su forma trivalente Cr(Ill) es menos toxica, insoluble y puede ser
removida eficazmente del ambiente mediante precipitacion (Sandana y col., 2015). Por ello, la reduccién
bioldgica de Cr(VI) a Cr(lll) se ha propuesto como una alternativa ecolégica a los métodos fisico-quimicos
tradicionales de remediacion, los cuales suelen ser costosos, energéticamente intensivos y generadores de
residuos secundarios (Kalsoom y col., 2025).

En este contexto, las cromato reductasas bacterianas han despertado gran interés, especialmente aquellas
clasificadas como enzimas de clase I, que reducen Cr(VI) directamente a Cr(lll) con una baja generacion de
ROS (Shahpiri y col., 2021). La enzima YieF de Escherichia coli es una cromato reductasa de clase Il que,
ademas de mostrar una alta eficiencia en la reduccién de Cr(VI), genera niveles intracelulares minimos de
estrés oxidativo intracelular (Shahpiri y col., 2021). Esta enzima ha sido mejorada mediante evolucién dirigida,
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logrando incrementar su capacidad reductora hasta 200 veces respecto a la proteina nativa (Barak y col.,
2006).

Estudios recientes han demostrado que YieF también posee la capacidad de reducir profarmacos
nitroaromaticos, incluidos profarmacos anticancerigenos como la mitomicina-C, asi como el antiparasitario
metronidazol, cuya activacion en células tumorales permite una accién quimioterapéutica especifica y efectiva
(Barak y col I., 2006, Sharrock y col., 2021). Estos profarmacos son inactivos en su forma original, pero al ser
reducidos intracelularmente generan especies citotéxicas capaces de inducir dafio en el DNA, incluso en
células en estado no proliferativo, lo cual representa una ventaja significativa frente a tratamientos
convencionales (Kalsoom y col., 2025).

El metronidazol es un profarmaco antimicrobiano caracterizado por su bajo potencial de "efecto espectador”,
lo que implica que sus metabolitos activos tienden a quedar retenidos dentro de la célula una vez reducidos.
Esta particularidad lo hace idoneo para estudios de ablacién celular precisa y para ser utilizado como un
"interruptor de apagado" en terapias génicas, permitiendo la eliminacién controlada de células vectoras
(Sharrock y col., 2021). Por su parte, la mitomicina-C es un profarmaco reductivo no téxico en su forma nativa
que, al ser reducido, genera una especie altamente téxica que mata las células mediante la creacién de
aductos de DNA (Barak y col., 2006). Su ventaja radica en su capacidad para dirigirse tanto a células
tumorales en crecimiento como a las que no se replican activamente, lo cual es crucial, dado que en los
tumores humanos solo una fraccién de las células se encuentra en replicacion constante (Barak y col., 2006).

La actividad de YieF ha sido estudiada principalmente en bacterias Gram-negativas como E. coli, mientras
que especies Gram-positivas como Bacillus cereus carecen naturalmente de esta proteina. En el grupo de
trabajo se han aislado cepas bacterianas de residuos industriales que contienen Cr(VI), como la cepa Am13
de B.cereus (Chavez-Elias, 2015). Recientemente, en nuestro grupo, se han realizado estudios para
sobreexpresar la proteina YieF de E. coli en B. cereus FS1, una cepa derivada de la cepa ambiental AM13
que esta deletada en el regulador transcripcional PICR , por lo cual es una cepa inocua que no produce toxinas
importantes, pero que mantiene tolerancia a Cr(VI) y buena capacidad para reducirlo, asi como buena
efectividad para la remocion de colorantes azoicos (Uribe Juarez, 2023). Otros estudios fueron enfocados en
sintetizar y obtener el marco de lectura abierto (ORF) del gen yieF de E. coli con la modificacion descrita por
Barak y col., (2006) que incrementa la capacidad de reduccién de Cr(VI), mediante el uso de codones de B.
cereus y clonacion de la secuencia en el vector de expresion pBCF. Ademas, rio arriba del ORF del gen yieF,
se incluyo la secuencia de un promotor inducible por estrés salino, un inductor de bajo costo (Santos-Escobar
y col., 2024; datos no publicados). Resultados preliminares con varias sobreexpresantes de B. cereus AM13
que contienen el vector pBCY, mostraron que, en comparacion con la transformante que contiene el vector
vacio (pBCF, denominada YO0), las sobreexpresantes denominadas Y2 y Y7, presentaron mayor capacidad
de reduccioén de Cr(VI) tras la induccion con NaCl al 2.5 % por 3 h (Merino-Montiel y col., 2025; datos no
publicados).

Debido al potencial biotecnoldgico de YieF tanto para aplicaciones ambientales como terapéuticas, en el
presente trabajo se propone la caracterizacion fenotipica de una cepa de B. cereus FS1 genéticamente
modificada para sobreexpresar la proteina YieF, con el fin de evaluar su eficacia tanto en la reduccion de
Cr(VI) como en la activaciéon de profarmacos nitroaromaticos de interés clinico.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas

Se utilizé la cepa Bacillus cereus FS1, derivada de AM13 que esta deletada en el regulador transcripcional
PIcR, por lo cual es una cepa inocua que no produce toxinas importantes; esta cepa es similar a la cepa
parental B. cereus AM13 en la tolerancia a Cr(VI) y en la capacidad de reducirlo, asi como en la cpacidad de
remover ccolorantes azoicos. La cepa YO es una derivada de la cepa FS1 por transformacion con el vector
vacio pBCF, en tanto que las cepas Y2 y Y7 fueron obtenidas como derivadas de la cepa FS1 por
transformacion con el vector pBCY (contiene el gen yieF adaptado al uso de condones de B. cereus). Como
cepa reportera para detectar dafio genotoxico, se utilizd Escherichia coli MG1655 que contiene la fusion
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transcripcional PrecA::gfpmut2 en el vector pUA66 denominada ECR11 (Zaslaver y col., 2006). El
mantenimeto de los cultivos y crecimiento para los diferentes experimentos, fue realizado en medio Luria-
Bertani (LB; NaCl 5 g L', extracto de levadura 5 g L'y peptona biotriptasa 10 g L") suplementado con
tetraciclina 15 ug mL™".

Ensayos de induccion (NaCl)

Con el fin de determinar la concentracion optima de NaCl para la induccion del gen yieF en las cepas Y2 y
Y7 de B. cereus FS1, se llevaron a cabo ensayos de reduccion de Cr(VI). A partir de un preinéculo crecido
toda la noche, de cada cepa, se inocularon matraces con medio LB liquido (30 mL) suplementado con
tetraciclina hasta llegar a una densidad optica (D.O.) a 600 nm de 0.5 (fase exponencial de crecimiento).
Posteriormente, cada cultivo fue dividié en cuatro partes iguales (5 mL) y fueron inducidos con NaCl al 0%,
1.5%, 2.5% y 3.5%, se dejaron incubando por 3 horas adicionales a 37°C/200 rpm. Después de la induccion,
fue agregado el Cr(VI) (15 ppm) y se incubd por 30 minutos adicionales a 37°C/200 rpm. Finalmente, fue
determinado el crecimiento a una D.O.s00 Yy la capacidad de reduccion de Cr(VI) por el método de la
difenilcarbacida (Sandana y col., 2015).

Tolerancia a cromo hexavalente

Para determinar el fenotipo de tolerancia a cromo hexavalente fueron realizadas cinéticas de crecimiento.
Cultivos de las cepas YO0, Y2y Y7 de B. cereus FS1 fueron crecidos en medio LB liquido y suplementados
con tetraciclina hasta obtener el cultivo en fase exponencial (D.O.sg5s de 0.5) bajo las condiciones de
incubacién antes mencionadas. A este tiempo, cada cultivo fue dividido en partes iguales (20 mL), a un matraz
se le afiadio la concentracion éptima de NaCl estéril y al otro H20 MQ estéril y fueron incubados a 37°C/200
rpm por 3 h adicionales. Posteriormente, cada cultivo fue ajustado a una D.O.sgs de 0.2 y una alicuota de 180
uL fue adicionada a una placa Elisa de 96 pocillos y esta fue aforada con 20 uL de la concentracién de cromo
hexavalente (0, 15, 30, 50, 70 y 90 ppm). La microplaca fue incubada en un lector de Elisa MULTISCAN FC
(marca Thermo Scientific) bajo las siguientes condiciones: temperatura de 37°C, agitacion orbital media, toma
de muestras cada 20 min por 12 h.

Ensayo de actividad cromato reductasa

A partir de un preinoculo crecido toda la noche de las cepas Y0, Y2y Y7, se inocularon matraces con medio
LB liquido (50mL) adicionado con tetraciclina y se incubaron a 37°C hasta llegar a una densidad optica de
0.2 a 600nm. A este tiempo, se agrego6 el inductor, NaCl al 1.5% y los matraces fueron incubados por 3 h
adicionales a 37°C/200 rpm. Una vez inducidos, se centrifugaron las células a 5,000 g por 5 min a 4°C y se
decanté el sobrenadante, se realizaron 2 lavados y se resuspendio la pastilla celular con 5 mL de buffer de
fosfato al 0.2M pH 7.2 a 4°C. A continuacion, se realizé la lisis agregando a la suspension celular, 0.6 g de
perlas de vidrio (estériles), 0.3 mL de inhibidor de proteasas (s8820) al 1X, 0.005 mL de lisozima y 0.01mL
de mutanolizina. Toda la mezcla se dejé incubando por 1 hora 30 minutos a 37°C. Posteriormente se dejo
reposar 15 minutos a -20°C y fue agitado por vortex a maxima velocidad por 5 minutos y luego se incubé a -
20°C, este paso se repitio por 7 veces. Posteriormente se centrifugé a 16000 x g por 20 minutos a -4°C y fue
separado el sobrenadante (extracto crudo) de los restos celulares.

Para determinar la actividad de la enzima cromato reductasa se utilizé el método segun Sandana y col.,
(2015). Para el ensayo se utilizé una mezcla que contenia 0.2 mL de una solucion de Cr VI 0.2 mM; 0.2 mL
de Buffer de fosfato 0.2 M a pH 7.2; 0.2 mL de NADH 0.2 mM y 0.4 mL del extracto crudo. Se incub6 por 30
minutos a 37°C y se afiadieron 0.5 mL de acido tricloroacético (TCA) al 20% para detener la reaccion.
Posteriormente se afiadieron 2 mL de difenilcarbacida al 0.5%, obteniéndose un color rosado caracteristico.
Para determinar la reduccién de Cr se midié la absorbancia a 540nm y se utilizé una curva estandar para
cuantificar el Cr(VI). Asi mismo, se preparé un control que contenia NADH y Cr(VI) para determinar la
reduccion abidtica.

Activacion de profarmacos

pag 3



® | xxx VOLUMEN 37
ﬁ? yenane XXX Verano De la Ciencia
-~ ciencia ISSN 2395-9797

WWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

A partir del extracto crudo obtenido previamente, fue realizada la siguiente mezcla de activacion de los
profarmacos de interés, Mitomicina C (Barak y col., 2006) y Metronidazol (Sharrock y col., 2021): 5 uM del
profarmaco, 0.2 mL de Buffer de fosfato 0.2 M a pH 7.2; 0.2 mL de NADH 0.2 mM y 0.4 mL del extracto crudo.
La mezcla de reaccion fue incubada en un Termomixer (Eppendorf) por 60 minutos a 37°C/600 rpm y se
afadieron 0.5 mL de TCA al 20% para parar la reaccion.

Para verificar la activacion de los profarmacos, fue utilizada una cepa reportera de E. coli ECR11 conteniendo
la fusién transcripcional PrecA-Gfpmut2::KnR (Zaslaver y col., 2006), la cual, es ampliamente utilizada para
la deteccion de agentes genotoxicos (Matejczyk & Rosochacki, 2014). A partir de un preinoculo crecido toda
la noche de la cepa EcR11, se inocul6 un matraz con medio LB liquido (20mL) suplementado con kanamicina
[40 ug mL"1y se incubo a 37°C/200 rpm hasta alcanzar una densidad éptica a 600nm de 0.5. Posteriormente
se hicieron alicuotas 0.8 mL del cultivo de E.coli en tubos Eppendorf y se les agregaron 0.2 mL de los
profarmacos activados por los extractos sin o con la proteina YieF, por cada uno de los profarmacos y cada
una de las muestras, para obtener una concentracion final de 2 yM. Asi mismo, se incluyeron los controles,
positivos (Mitomicina C y Metronidazol, ambos a una concentracion final de 2 uM) y negativo, adicionando
agua (H20) desionizada estéril. Los tubos se incubaron por 1 hora a 37 °C / 600 rmp en un Termomixer
(Eppendorf) y muestras de cada tubo se observaron por microscopia de epifluorescencia.

Resultados y Discusion

Caracterizacion de cepas de B. cereus FS1 portando el vector pBCF (Y0) y la construccion pBCY para
sobreexpresar yieF (Y2 y Y7) en respuesta a NaCl.

Las transformantes de B. cereus FS1, Y2y Y7, sobreexpresantes de la proteina yieF, mostraron un notable
efecto inhibitorio en su crecimiento al tratamiento con NaCl, el cual fue dependiente de la concentracion,
observando una mayor a sensibilidad a la concentracion salina de 3.5 % en conjunto con la cepa control, YO,
cuyo efecto inhibitorio fue mayor (Figura 1). Con base a estos resultados, decidimos utilizar la concentracion
de NaCl de 1.5% debido a un efecto minimo de toxicidad, con el fin de analizar la capacidad de reduccién y
de tolerancia a Cr(VI). Este resultado sugiere que a una baja concentracion de NaCl se podria inducir
adecuadamente la expresion del gen yieF, sin generar un estrés salino excesivo que pudiera afectar la
produccion de la proteina y la viabilidad celular (Naamala y col., 2023).
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Figura 1. Efecto del NaCl en el crecimiento de las transformantes de B. cereus FS1 YO, Y2 y Y7. Las transformantes fueron crecidas
en medio LB suplementado con tetraciclina hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial (D.O. a 600 nm de 0.5); el cultivo fue
dividido en partes iguales, fue tratado con diferentes concentraciones de NaCl (expresadas en %) y fue incubado por 3 h adicionales
a 37°C/200 rpm. Los resultados fueron graficados como el promedio de tres experimentos independientes hechos por triplicado +
DE.
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Figura 2. Efecto de la expresion heterologa de yieF en Bacillus cereus FS1 sobre la capacidad de reduccion de Cr(VI). Las
transformantes de B. cereus YO, Y2y Y7 fueron crecidas en medio LB-TcR hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial y cada
cultivo fue tratado o no con el inductor (NaCl al 1.5%) por 3 h. Posteriormente, fue adicionada la concentracion de Cr(VI), 35 ppm, y
los cultivos fueron incubados por 3 h. La capacidad de reducciéon fue medida utilizando el método de la difenilcarbazida de acuerdo
con lo descrito en Materiales y métodos. Los resultados fueron graficados como el promedio de tres experimentos independientes
hechos por triplicado + DE.

Efecto de la sobreexpresion de yieF en la capacidad de reduccion y tolerancia de B. cereus FS1 a los
efectos toxicos de Cr(VI).

Con base a los resultados del efecto del NaCl sobre el crecimiento de las cepas de B. cereus Y0, Y2y Y7,
fueron obtenidos cultivos en fase exponencial e inducidos o no con 1.5 % de NaCl y expuestos a 15 ppm de
Cr(VI), para determinar la capacidad de reduccion del oxianion. Los resultados de los ensayos de reduccion
de Cr(VI), mostraron que las cepas de B. cereus Y2y Y7, que portan la construccidon que sobreexpresa al
gen yieF, presentaron aproximadamente 2 veces mas capacidad reductora de Cr(VI), en comparacion con
las cepas sin induccién y que la cepa control YO (Figura 2). A continuacién, se estudio el efecto del Cr(VI) en
el crecimiento de las cepas transformantes, mediante la realizacion de cinéticas de crecimiento en respuesta
a diferentes concentraciones de Cr(VI) (0, 30 y 50 ppm). En las figuras 3A y 3D, se muestra que las cepas de
B. cereus, Y2y Y7, presentan un crecimiento similar tanto en ausencia como en presencia del inductor (NaCl);
sin embargo, la cepa YO utilizada como control del experimento, mostré un menor crecimiento en comparacion
con las cepas sobrexpresantes Y2y Y7, bajo las mismas condiciones.

En presencia de Cr(VI) sin el inductor, las cepas de B. cereus Y2y Y7, presentan mayor tolerancia al oxianion
que YO (Fig. 3B y 3C). Sin embargo, en presencia de NaCl, la cepa transformante YO presenta un aumento
importante de tolerancia a Cr(VI), alcanzando un crecimiento similar al de las sobreexpresantes Y2y Y7 (Fig.
3E y 3F). En conjunto, estos resultados indican que la produccidon de la proteina YieF por las cepas
transformantes Y2 y Y7 mejora la capacidad de reduccion de Cr(VI). Se ha descrito que en E.coli la proteina
YieF tiene la capacidad de reducir el Cr(VI) a Cr(lll) intracelularmente (Ackerley y col., 2004), por lo que puede
interpretarse que dicha proteina promueve la tolerancia al estrés generado por el oxianidon en las
sobreexpresantes Y2y Y7, con el consecuente aumento en capacidad de reduccion extracelular de Cr(V1).

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de yieF reduce los efectos toxicos ocasionados por el Cr(VI),
lo que le confiere a B. cereus FS1 la capacidad de tolerar mayores concentraciones de este metal. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Liu y col., 2015, quienes observaron que la expresion heteréloga
de yieF, en células humanas HepG2, incrementd la tolerancia y proteccion frente a los efectos nocivos del
ion cromato. El mecanismo mediante el cual YieF protege a B. cereus de los dafios celulares causados por
el Cr(VI) se encuentra actualmente en investigacion en nuestro laboratorio.
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Figura 3. Efecto de la expresion heteréloga de yieF en Bacillus cereus FS1 crecido en presencia de Cr(VI). Cinética de
crecimiento de B. cereus YO (A), Y2 (@)y Y7 (H) , inducidas (D-F) o no (A-C) con NaCl al 1.5 % y después tratadas con 0 (A y D), 30
(ByE)y 50 (CyF) ppm de Cr(VI). Los resultados fueron graficados como el promedio de tres experimentos independientes hechos
por triplicado.

Por otro lado, estos resultados sugieren que la posible expresion heterdloga del gen yieF, no solo confiere
una mayor tolerancia al estrés generado por el Cr(VI), sino que también aumenta la capacidad de reduccién
del metal. Un Hallazgo importante fue el aumento en la tolerancia a cromo en la transformante de B. cereus
YO0 que porta el vector vacié (pBCF) a la concentracion salina evaluada como inductor. Este fenémeno podria
estar relacionado con la respuesta celular potenciada frenteal estrés osmético, favoreciendo la respuesta al
efecto toxico del cromo (Shahpiri et al., 2021), sin un aumento en la capacidad de reduccion (ver Fig. 2).

Debido a que la actividad de la proteina YieF es citosolica (Ackerley y col., 2004), decidimos medir la actividad
de cromato reductasa en extractos crudos obtenidos mediante la lisis celular de las cepas sobreexpresantes
de B. cereus Y2 y Y7, previamente tratadas con NaCl al 1.5 % utilizando el protocolo para la lisis celular
descrito en la seccidon de Materiales y Métodos. Los resultados descritos en la Figura 4 muestran que las
cepas sobrexpresantes de B. cereus Y2 y Y7 presentan una capacidad de reduccion de Cr(VI) 1.6 y 1.3 veces
mayor, respectivamente, en comparacion con la la transformante YO0. Estos resultados validan la eficacia de
YieF como una cromato reductasa activa en un organismo Gram-positivo, lo que constituye un hallazgo
relevante, ya que hasta ahora la mayoria de los estudios se habian centrado su atencién en bacterias Gram-
negativas como E. coli y Pseudomonas aeruginosa (Ackerley y col., 2004). Ademas, este resultado en
conjunto con el fenotipo de tolerancia y capacidad de reduccion de las sobreexpresantes Y2 y Y7, refuerzan
la conclusién de que la proteina YieF se encuentra presente, es funcional y activa bajo las condiciones
analizadas en este estudio.
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Figura 4. Actividad de cromato reductasa derivada del extracto crudo obtenido de la lisis celular de las transformantes de B. cereus
FS1, YO0, Y2y Y7. Utilizando células en fase exponencial y la concentraciéon de NaCl al 1.5 como inductor, fue obtenido el extracto
crudo a partir de la lisis combinando las condiciones enzimatica/mecanica descrita en Materiales y métodos. La concentracién de
Cr(VI) evaluada en este experimento fue 40 uM. Los resultados fueron graficados como el promedio de tres experimentos
independientes hechos por triplicado.

Con base en los resultados mostrados en la Figura 4, se eligio la sobreexpresante de B. cereus Y2 para
analizar la activaciéon de los profarmacos, otra actividad importante que contiene la proteina YieF (Barak y
col., 2006). La activacion de profarmacos fue evaluada mediante el uso de la cepa reportera E. coli MG1655
que contiene la fusion transcripcional PrecA-Gfp que se activa mediante dafio genotdxico (Zaslaver y col.,
2006, Matejczyk & Rosochacki, 2014). Para la activacion, se adicionaron metronidazol y mitomicina-C a una
concentracion final de 5 uM, previamente activados por el extracto crudo de Y2 que fue inducido con NaCl al
1.5%. La adicion de metronidazol o Mitomicina C activados (concentracion final de 2 uM) a las células de E.
coli EcR11, solamente resulté en una clara senal de fluorescencia cuando se utilizé el metronidazol activado
(Fig. 5G-I) en comparacion a los controles: metronidazol (Fig. 5 A-C) y metronidazol no activado, derivado de
la cepa de B. cereus YO (Fig. 5D-F). En este caso fue posible observar la sefial de fluorescencia de la proteina
Gfp en las células de E. coli EcR11, resultado de la activacion efectiva del profarmaco. Este resultado
comprueba la capacidad de la enzima YieF, expresada en Y2, para reducir compuestos nitroaromaticos con
fines terapéuticos, como ha sido demostrado previamente por Barak et al. (2006) en el contexto de
quimioterapia reductiva. Ademas, estos resultados indican que, en ausencia de YieF, el extracto carece de la
capacidad de reducir el profarmaco a su forma activa. La ausencia de sefial fluorescente en este control
negativo confirma que la actividad reductora especifica observada en Y2 se atribuye directamente a la
expresion de yieF, y no a componentes inespecificos del extracto celular o a efectos de la induccion salina
por si sola.

Por otro lado, la adicion de mitomicina-C activada con el extracto crudo de Y2 inducido con 1.5% de NaCl no
mostro fluorescencia a la concentracion evaluada, 2 uM, ni en el extracto crudo derivado de Y0. Solamente
se observo fluorescencia en el control positivo, en presencia de mitomicina C (2 uM; datos no mostrados).
Esta ausencia de activacioén puede deberse a un error durante lamanipulacion en la mezcla de reaccion para
la activacion del profarmaco; en particular, quiza al parar la reaccion con el TCA, este pudo haber precipitado
la mitomicina C activa, ya sea en su forma activa o no, y de esta manera, no estaria disponible para generar
dafio genotdxico en la cepa reportera de E. coli.
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Figura 5. Ensayo de activacién del profairmaco Metronidazol utilizando la cepa reportera de E. coli PrecA-Gfp::KnR. Se observé la
activacion de los profarmacos a partir del extracto crudo de la cepa Y2 mediante microscopia de fluorescencia a 63X utilizando un
pad de agarosa. A) Micrografia de CC como control negativo, metronidazol 2 uM, profarmaco no activo. B) Micrografia FLUO del
control negativo, mezcla de reaccién del extracto crudo de la cepa de B. cereus YO con metronidazol, profdrmaco no activo. C)
Combinacién de las micrografias de CC y FLUO. Micrografias de CC, FLUO y MERGE de células de E. coli ECR11 con metronidazol
no activado derivado del extracto crudo de la lisis celular de la cepa de B. cereus YO (D-F) y Y2 (G-1) en presencia de NaCl al 1.5%.
Imégenes representativas de tres experimentos independientes.

Conclusiones

Las cepas recombinantes de B. cereus FS1 Y2 y Y7, que sobreexpresan la proteina YieF de E.coli,
demostraron una mayor capacidad para reducir Cr(VI). Esta caracteristica puede estar atribuida a la presencia
de un vector autorreplicativo que expresa de manera inducible con NaCl el gen yieF. La cepa Y2 mostr6 una
mayor eficiencia reductora al ser inducida con NaCl al 1.5%, en comparacion con Y7 y con el control negativo
YO0. Dado que YieF es una proteina de localizacion citosolica, los resultados de la mayor actividad de cromato
reductasa en los extractos crudos de las cepas Y2 y Y7 indicaron que la sobreproduccién de la referida
proteina podria ser la responsable.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la expresion heterdloga de yieF en B. cereus es
funcional y representa una estrategia prometedora tanto para la biorremediacion de Cr(VI) como para la
activacion de profarmacos, como se evidencié en la activacion de metronidazol, con potencial aplicacién en
el area biomédica.
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