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RESUMEN

Las bacterias han sido consideradas tradicionalmente como pequefios animalculos,
como los describié Antonie van Leeuwenhoeken en 1684, carentes de una dimension social.
Se creia que sus actividades, completamente individuales salvo en raras excepciones, se
reducian a captar alimento, crecer, adaptarse a las condiciones del medio y reproducirse. Sin
embargo, los ultimos descubrimientos han cambiado radicalmente esta vision del mundo
microbiano. Sabemos ahora que las bacterias han desarrollado sofisticados sistemas de
sefiales, que les permite comunicarse entre si.

A este nuevo y fascinante mecanismo de comunicacion intercelular se le ha
denominado “deteccion de quérum” (quorum sensing). Las bacterias utilizan sefiales quimicas
extracelulares para coordinarse en acciones como la produccion de antibidticos, la
transferencia de plasmidos, la sintesis de polisacaridos y exoenzimas relacionados con la
virulencia en patogenos, la formaciéon y maduracion de biofilmes o la esporulacion.

Debido a la importancia de las sefiales de quérum en numerosos procesos patdgenos,
otras bacterias y algunos eucariotas han desarrollado sistemas para inactivar estas sefiales, en
un proceso denominado “interceptacion de quoérum” (quorum quenching), consiguiendo asi
bloquear al enemigo al evitar que reciba las sefiales para iniciar el ataque. Esta nueva
estrategia de lucha antimicrobiana abre una nueva era en la busqueda de antibidticos para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas.

En este Trabajo de Fin de Grado se describen los lenguajes de quérum utilizados por
las bacterias, los mecanismos desarrollados para emitir y percibir sus sefiales y las estrategias

que utilizan otros organismos para inactivar estas redes de comunicacion.

Palabras clave: quorum sensing, quorum quenching, antagonistas, antimicrobianos.

1. Introduccién y antecedentes. Objetivos
Una gran parte de las enfermedades infecciosas estan vinculadas a las comunidades
bacterianas que proliferan formando biofilmes ).
El descubrimiento de la existencia de mecanismos generalizados de comunicacion
intercelular, que permiten a las bacterias actuar de forma coordinada, es probablemente el
hecho que mas ha cambiado nuestro concepto del mundo microbiano desde que Carl Woese,

en 1977, estableciese la diferenciacion entre el dominio Archaea y el dominio Bacteria.
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El proceso de comunicacion intercelular que se produce con elevadas concentraciones
celulares con el objetivo de iniciar acciones cooperativas ha sido denominado quorum sensing
(QS). Ello implica la produccidn y liberacion al medio de pequefias moléculas sefializadoras,

también denominadas autoinductores, por parte de las células bacterianas.

El hecho de que una bacteria tenga la capacidad de comunicarse con bacterias vecinas
para coordinar una respuesta uniforme favorable para su supervivencia, asegura su éxito en la
colonizacion de habitats, ya que para muchas bacterias patdgenas el resultado de la
interaccion entre el hospedador y el organismo patdgeno esta fuertemente influenciado por el

tamafio de la poblacion bacteriana ®.
Los procesos activados por los sistemas de QS son de tres tipos:

» Procesos de accion en masa en los que la accion de una sola bacteria seria inutil, desde
la bioluminiscencia hasta la iniciacion de procesos de virulencia.

» Preparacion para la competicion por nutrientes, en los que las bacterias inducirian
respuestas caracteristicas de la fase estacionaria, funciones de diseminacion y
dispersion o produccidn de antibioticos.

» Procesos de desarrollo, como la produccion de biofilmes.

Este proceso fue observado por primera vez en Vibrio fischeri, un bacilo Gram
negativo simbionte de algunas especies animales marinas. En este caso el hospedador
proporciona los nutrientes a la bacteria y ésta, a su vez, genera luz que sirve al pez para atraer

a las presas o alejar a los depredadores ®.
Los principales tipos de sefiales de quérum en las bacterias son:

» Las bacterias Gram negativas usan moléculas de la familia de las acil-
homoserinlactonas (AHLS), que difieren en la cadena lateral.

» Las bacterias Gram positivas utilizan aminoacidos y péptidos cortos, que en algunos
casos presentan modificaciones.

» El diésterfuranosil borato o Al-2 es utilizado tanto por Gram positivas como por Gram

negativas.

Asi, existen tres mecanismos moleculares de QS: el sistema LuxI/LuxR en bacterias

Gram negativas, el sistema de péptidos en bacterias Gram positivas y el sistema hibrido .
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Por otra parte, es importante destacar que el esfuerzo para interrumpir los biofilmes ha

permitido identificar las moléculas producidas por procariotas y eucariotas con habilidades

para apagar el sistema QS, denominado como quorum quenching (QQ). El QQ se puede

definir como el conjunto de estrategias de inactivacion de la sefial de quérum desarrolladas

por otras bacterias y algunos eucariotas.

Los inhibidores del quorum sensing pueden interferir competitivamente en el sistema

de sefializacion QS, proporcionando una nueva estrategia para desarrollar nuevos farmacos.

Los objetivos que se persiguen en este trabajo de Fin de Grado son:

Analizar el quorum sensing (QS) como proceso de comunicacién intercelular en
bacterias.
Analizar las estrategias antimicrobianas para inactivacion del QS este proceso,
concretamente estudiar los distintos antagonistas del quorum sensing (QQ). Para ello,
este estudio se centra principalmente en dos bacterias:

» Pseudomonas aeruginosa, como ejemplo de bacterias Gram negativas.

» Staphylococcus aureus, como ejemplo de bacterias Gram positivas.

Este estudio integra diversas aproximaciones: bioquimica, fisioldgica, bioldgica,

farmacoldgica y especialmente microbioldgica.

2.

Metodologia

Se trata de una Revision Bibliogréfica. En su desarrollo se ha analizado informacion

de revistas de divulgacion cientifica, articulos cientificos, consultados a partir de distintas

fuentes.

VVVYVYVYYY

PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/)

Med Line (https://www.nlm.nih.gov/bsd/pmresources.html)
Web of Science (https://login.webofknowledge.com)

Bucea (http://biblioteca.ucm.es)

Google Scholar (https://scholar.google.co.in/schhp?hl=en)
Elsevier (www.elsevier.com)

Science Direct (http://www.sciencedirect.com)

("antagonists and inhibitors"[Subheading] OR (“antagonists"[All Fields] AND "inhibitors"[All
Fields]) OR "antagonists and inhibitors"[All Fields] OR "antagonists"[All Fields]) AND
("quorum sensing“[MeSH Terms] OR (“quorum"[All Fields] AND "sensing"[All Fields]) OR
"quorum sensing"[All Fields])


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
https://www.nlm.nih.gov/bsd/pmresources.html
https://login.webofknowledge.com/
http://biblioteca.ucm.es/
https://scholar.google.co.in/schhp?hl=en
http://www.elsevier.com/
http://www.sciencedirect.com/
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Ademaés se han consultado libros de texto de Microbiologia, asi como distintos
articulos cientificos, los cuales aparecen recogidos en la bibliografia del trabajo.

3. Resultados y discusion

3.1. Generalidades de los sistemas de quorum sensing y quorum guenching

El hecho de que una bacteria tenga la capacidad de comunicarse con sus bacterias
vecinas para coordinar una respuesta uniforme favorable para su supervivencia, asegura su
éxito en la colonizacién de habitats, ya que para muchas bacterias patdgenas el resultado de la
interaccion entre el hospedador y el patogeno depende de la dosis infectiva y de la
multiplicacién bacteriana. A este fendmeno de comunicacion se le denomina quorum sensing
(QS) 0 “percepcion de quérum”; y las moléculas que intervienen se denominan
autoinductores. A su vez, los mecanismos de interferencia o inhibicién del QS se conocen
como quorum quenching (QQ). Los antagonistas del QS pueden ser de origen natural o
sintético.

3.1.1. Quorum sensing: autoinductores, funciones y clasificacion

Desde el afio 1994 hasta la actualidad, se han descrito gran cantidad de procesos
bacterianos regulados por quorum sensing ), tales como:

» Bioluminiscencia.

Movilidad.
Maduracidn de biofilmes.
Induccion del proceso de esporulacion.
Produccion de pigmentos.
Produccion de algunos metabolitos secundarios.
Produccién de exopolisacaridos.
Produccidn de factores de patogenicidad o virulencia.

Transferencia de plasmidos conjugativos.

vV V.V V V V VYV V V

Induccidn de competencia en bacterias.

En la actualidad se puede establecer una clasificacion de los distintos sistemas
bacterianos controlados por quorum sensing. Esta clasificacion tiene en cuenta la composicion
guimica, el namero de moléculas que intervienen y las interacciones entre los distintos
autoinductores .

Asi pues, esta clasificacion permite diferenciar entre sistemas sencillos, regulados por

una Unica molécula autoinductora y sistemas complejos en los que participan mas de un



autoinductor, con composicion quimica heterogénea. De la misma forma, los autoinductores
de los sistemas complejos pueden tener efectos sinérgicos o antagonicos en la ruta que
regulan “ (figura 1).

e Sistemas de quorum sensing con un autoinductor:

» Bacterias Gram positivas. Ejemplo: Staphylococcus aureus.

» Bacterias Gram negativas. Ejemplo: Vibrio fischeri.
e Sistemas de quorum sensing con dos o0 mas autoinductores:

e Sistemas cooperativos:

~
Q
=
S
N
S
<
D
D
.
S
D
S
~
=
=
S
NJ
-
S
a
S

v" Circuitos en paralelo: sistema de QS de Vibrio harveyi.

v" Circuitos en serie: sistema de QS de Pseudomonas aeruginosa.

e Sistemas competitivos:

v' Sistema de QS en Bacillus subtilis.
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Gram negativos: Luxl/R
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Procesos regulados por Quorum sensing

Pseudomonas aeruginosa:
Pi ion de y rhamr
(factores de patogenicidad)

Vibrio fischeri:
Bioluminiscencia

Erwinia carotovora:
Produccién de exoenzimas (virulencia),
y antibiéticos

Agrobacterium tumefaciens:
Conjugacién del plasmido Ti

Serratia liquefaciens:
Produccién de pigmento y antibiéticos

Sinorhizobium meliloti:
is de

polisacéridos (simbiosis)

Bacillus subtilis:
Competencia, esporulacién

Staphylococcus aureus:
Virulence, biofilmes

Lactococcus lactis:
Produccién de nisina

Streptococcus pneumoniae:
Competencia

Vibrio harveyi:
Luminiscencia, secrecion tipo Il

Vibrio cholerae:
Virulencia, produccioén de biofiimes

Vibrio anguillarum:
Produccién de proteasa

Salmonella typhimurium:
Transportador Lsr

Produccién de antibiéticos

*#Clostridium perfringens:
Produccién de toxinas

**Streptococcus pyogenes:
Produccién de hemolisina

Figura 1. Principales sistemas de comunicacién quorum sensing en bacterias ©.

3.1.2. Quorum quenching: inhibidores, mecanismos y funciones
Los sistemas de inhibicion del quorum sensing o inhibidores quorum quenching (QQ)
bloguean el QS en distintas etapas: sintesis del autoinductor, su acumulacién y la percepcién
de la sefial (figura 2). Estos inhibidores QQ pueden ser activos en infecciones microbianas
(figura 3).
» Inhibidores no enzimaticos o furanonas: son compuestos quimicos que mimetizan las
sefiales de QS. Se trata de analogos estructurales de las acil-homoserin lactonas, de tal

manera que van a impedir la union de la molécula sefial al receptor.
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» Inhibidores enzimaticos: son pequefias moléculas que van a actuar como inhibidores

enziméticos. El triclosan inhibe la enoil-ACPO reductasa, cuyo producto es

fundamental en la biosintesis de las acil-homoserin lactonas.

» Mecanismos basados en paraoxonasas: las enzimas PON1, PON2 y PON3 con

actividad lactonasa/esterasa, catalizan la hidrdlisis del anillo de homoserinlactona.

» Mecanismos basados en acilhomoserinlactonasas:

las metalohidrolasas van a

hidrolizar el anillo lactona de las acil-homoserin lactonas. Sélo interfiere en los

sistemas de QS de Gram negativas.

» Mecanismos basados en acilhomoserinlactona-acilasas: enzimas que rompen el

enlace amida de las acil-homoserin lactonas.

(a)

— acetyl-CoA »enoyl-ACP > Acyl-ACP

hionine+ ATP—» S-adenosyl "-.@(SAM)~‘®
R O
5’-methylthioadenosine ~ +
n H
lactonase,

(0]
R O OH
"
n
' &>
Acyl-HS acylase

W OH , HN
HSL

fatty acid

AHL
®)

quorum-quenching molecules host

effect

AHlL-lactonase aiid

attM, aiiB
paraoxonase PON1

AHL-acylase aiiD

synthetic AIP-II
3-ox0-C12-(2-
aminocyclohexanone)

furanone

DSF

Erwinia carotovora

tobacco, potato

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli
Bacillus thuringiensis

Burkholderia
thailandensis

Erwinia amylovora

Erwinia carotovora
subsp. Arroseptica
P aeruginosa

P aeruginosa

mouse
P, aeruginosa
mouse

Candida albicans

decreases extracellular pectolytic enzyme
activities, and attenuates soft rot symptom on
the plants inoculated

transgenic plants are resistant to E. carotovora
infection

decreases production of elastase, rhamnolipids,
hydrogen cyanide and pyocyanin, and
inhibits bacterial swarming

attenuates the pathogenicity of E. carotovora
when co-inoculated

the efficiency of biocontrol against E. carotovora
infection is dependent on AHL-lactonase

reduces the bacterial swarming and twitching
motility, prevents the B-haemolysis of sheep
erythrocytes

impairs extracellular polysaccharide production
and tolerance to hydrogen peroxide, and
reduces the fire blight symptom on apple
leaves

decreases maceration in potato tubers

the serum containing PON1 prevents bacterial
biofilm formation in vitro

decreases swarming ability, elastase and pyo-
cyanin production, and attenuates nematode
paralysation

treated mice show resistance to S. aureus
infection

reduces the production of virulence factors and
biofilm formation

attenuates the virulence of P aeruginosa in
mouse models

inhibits the fungal dimorphic transition that is
associated with virulence

Figura 2. Sintesis (a) y degradacion (b)
de las sefiales tipo AHL ®

Figura 3. Ejemplos de inhibidores quorum quenching
activos en infecciones microbianas ©.

3.2. Deteccidn de quérum en bacterias Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa

Las bacterias Gram-negativas, como ya se ha dicho, utilizan un tipo de sefiales

caracteristicas para la deteccion del quorum sensing. Un ejemplo claro de este tipo de

bacterias y que adquiere gran importancia por las infecciones produce, es Pseudomonas

aeruginosa, uno de los patdégenos oportunistas méas importantes desde el punto de vista clinico

y uno de los organismos en los que el fendmeno del quorum sensing més se ha estudiado.

En diversos modelos de infeccion, se ha demostrado en el laboratorio que la

interrupcion del QS reduce la patogenicidad de P. aeruginosa .
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Los sistemas QS de P. aeruginosa son complejos e incluyen dos circuitos completos
dependientes de AHL (acil-homoserin-lactona), circuitos RhlI/RhIR y Las I/R ®. AHL (figura
4) es fundamental en el control de la expresion de muchos factores de patogenicidad por los
que constituye una de las dianas de investigacion mas importantes en el desarrollo de
inhibidores especificos y nuevas terapias para el control de las infecciones causadas por

P. aeruginosa ©.

Entre las numerosas patologias que

produce, cabe destacar que este j\ L;O AHL

. : . . R™ N
microorganismo constituye la principal H

causa de queratitis microbiana y de

o)
0 O
infecciones en pacientes con fibrosis /\HJJ\)LN ©
n Ho g

quistica. Se ha demostrado que la

n=1; 3-oxo-C6-HSL
n=73; 3-oxo-C8-HSL
n=235; 3-oxo-C10-HSL
n=7; 3-oxo-C12-HSL

Lo

sefializacion célula a célula dependiente
Figura 4. Estructura de acil-homoserin-lactonas y

de AHL es importante en el desarrollo de ligandos 1°.

ambos tipos de patologias ©.La queratitis es una infeccion aguda, mientras que la infeccion
en los pacientes con fibrosis quistica se convierte en una enfermedad cronica. Ambos casos
son complejos y aun no se ha esclarecido como AHL regula la patogenicidad en ambas

infecciones ©.

3.2.1. Mecanismos moleculares de quorum sensing en Pseudomonas aeruginosa

El sistema de QS de P. aeruginosa se ha convertido en uno de los mejor estudiados
debido a su complejidad y a la multiplicidad de procesos controlados por este sistema. Este
patdgeno utiliza, al menos, dos pares de complejos homologos de LuxI/LuxR, denominados
Lasl/LasR y RhII/RhIR que funcionan en tandem controlando numerosos genes V.

La sefializacion QS requiere dos proteinas: una N-acil-homoserinalactona (acil-HSL)
sintasa (proteina 1) y un factor de transcripcion con actividad dependiente de acil-HSL
denominada proteina R. El complejo proteina R-acil-HSL activa la transcripcion de los genes
que codifican las proteinas R e I, creando un mecanismo regulador de realimentacion positiva.
Asi, el compuesto acil-HSL es un autoinductor (Al). En bacterias QS patégenas como
P. aeruginosa, las proteinas R activadas también inducen la transcripcion de genes que

codifican factores de patogenicidad ).
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P. aeruginosa es uno de los pocos organismos que poseen dos conjuntos de proteinas
QS, y por lo tanto dos autoinductores: N-(3-oxo-dodecanoil)-HSL (3-0x0-Cj2-HSL) y N-
butanoil-HSL (Cs-HSL) .

La proteina Las-1 cataliza la produccion de 3-0x0-Ci,-HSL (Al1).All se acopla al
regulador de la transcripcién LasR, lo que hace que LasR se una a los promotores de los genes
reguladores de QS que controlan la expresion de los genes de patogenicidad, tales como LasB
(elastasa), LasA (estafilolisina), AprA (alcalina proteasa), ToxA (exotoxina A), HcnABC
(cianuro de hidrogeno sintasa) y Lasl. El sistema Lasl/LasR induce una retroalimentacion
positiva para producir mas AHL, ademas de inducir un circuito QS secundario: el llamado
sistema Rhl ©).

<

( —' lasR ’—a lasl — \
| L
s “Lasl G Communication
R \ Lasl/ L with other cells
‘Q” ""'/ Elastases, toxin A,
X pyoverdine etc. Host allack

I rhil
! !
&
l Q D e
» RhIR \ / with other cells

» 1]

@2}'\’ . Many other
virulence factors, Host attack
pyocyanin, biofilm

Figura 5. Mecanismos de sistemas quorum sensing en Pseudomonas aeruginosa .

El sistema Rhl consiste en Rhll, que sintetiza C,—HSL (Al2) y el receptor, RhIR.
Como con el sistema Las, Al2 se acumula hasta una concentracion suficiente y se une a RhIR.
El sistema Rhl induce la expresion de rhAB (genes de sintesis de rhamnolipidos), rhll, lasB,
rpoS (el factor de sigma de fase estacionaria), lecA (lectina de tipo 1), lecB (Lectina de tipo
1), hcnABC y genes implicados en la produccién de piocianina ©.

Se ha descrito un tercer sistema en el que no media una HSL, sino una quinolona,
denominada PQS (2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona). La sintesis de PQS se produce durante
la fase exponencial y es dependiente de LasR. La adicidn externa de PQS induce la expresion
de lasB, el gen que codifica la elastasa, controlado por LasR, y de rhll, por lo que PQS actua

como sefial intermedia entre el sistema Las y Rhl 2.

10
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3.2.2. Otros genes que influyen en la respuesta QS

e Elregulador QS (QscR) fue descubierto como un represor de los factores de virulencia
regulados por 3-0x0-Ci-HSL. Esto asegura que la cascada QS no se activa
prematuramente dentro del huésped, o en entornos donde no es necesario. Este efecto
inhibidor est4 controlado por la proteina activadora global GacA ©.

e Rsal, el producto de un gen encontrado entre Lasl y LasR en el genoma de P.
aeruginosa PAO1, es un regulador negativo del circuito QS. El producto del gen vrf es
un receptor de AMPc homélogo requerido para la transcripcién de LasR ©).

e RsmA regula varios fenotipos dependientes de QS en P. aeruginosa, como la
produccién de proteasas, elastasas, lectinasas citotoxicas, cianuro de hidrogeno y
piocianina. La sobreexpresion de RsmA reduce la expresion de la AHL sintetasa, Lasl
y Rhl. Ademas, se ha demostrado que RpoN controla la expresién de rhil ©.

3.2.3. Antagonistas del quorum sensing en Pseudomonas aeruginosa

El descubrimiento de los inhibidores del QS en P. aeruginosa supuso un gran avance
en la busqueda de nuevos compuestos activos frente a este patdgeno. Existen una serie de
mecanismos de control del QS, tales como la inhibicion o degradacion de la sefial AHL,
inhibiendo la AHL sintasa, o blogueando la interaccion receptor-ligando ©.

Unos de los mas potentes antagonistas obtenidos mediante la modificacion de
antagonistas de autoinductores naturales, son las furanonas halogenadas (figura 6a),
producidas por algas marinas para evitar la colonizacion por bacterias. Estos productos
naturales interrumpen la interaccion SwR-C4-HSL de Serratia liquefaciens e inhiben las
interacciones LuxR-3-0x0-Cs-HSL y CarR-3-0x0-Cg-HSL, pero tienen poca actividad contra
el LasR-3-ox0 -C1o-HSL .

(a) (b)
Br.

Br —Br _-Br
Br. }f Br. ,{:F Br ,<
W \1'\<
O o] O

Figura 6. Inhibidores de quorum sensing y derivados .
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Hentzer et al. ®? sintetizaron un analogo que carece de la cadena lateral alquilica de
las furanonas naturales y encontr6 que este compuesto tenia una actividad inhibidora
considerable contra el sistema QS de P. aeruginosa (figura 6b). Mostraron que la molécula
inhibe los genes en un modelo de estudio in vitro pero no en P. aeruginosa de tipo salvaje con
niveles naturales de Al. Este compuesto no inhibi6 la formacion de biofilme, pero afectd la
arquitectura del biofilme y mejor6 el proceso de desprendimiento bacteriano, lo que
constituyé un resultado muy prometedor .

Cuando se compara las estructuras quimicas de estos compuestos, cabe destacar que
tres antagonistas, los 2, 3y 3-0x0-C1,-D10, esténestructuralmente relacionados con el agonista
sintético 4 (figura 7). Pequefios cambios estructurales del grupo 2-aminociclohexanol (D12)
(es decir, OH al grupo ceto 3, anillo de 6 a 5 miembros (2) o ciclohexanol a fenol (3-0x0-C,-

D10)), altera dramaticamente

la actividad de agonista a | M c. O
X1 /\)J\)(z

antagonista. A la vista de la

"\ — _
fuerte actividad agonista de 4, \H,%o \HJ\TQ W ,\) “ ,Q - O
H H

; o] H & z
estos antagonistas on © OH
i X1=las AL (HSL) 1 2 3 4 (D12)
probablemente mantienen la | Xx2=rhlAL (HsL) 5 6 7 8
uniéon a Las R pero fallan en |
o o 0O o0
activarla, y por lo tanto acttan /\/\/\A)J\/U\N g /\/\/\/\)J\)J\N/Q
H = H
4 (Agonist) e 3 (Antagonist) 0

como potentes inhibidores.

Entre estos compuestos, 3y 3-

0x0-Cy,-D10 inhiben la - N

2 (Antagonist) 3-0x0-C1,-D10 OH
expresion del factor de R
patogenicidad. Ademas, el Figura 7. Agonista y antagonistas sintéticos de QS .

compuesto anterior inhibe la formacion de biofilmes tanto en el mutante QS (en presencia de
Al exdgenas) como en el P. aeruginosa de tipo salvaje. Este Gltimo compuesto no inhibe la
formacion de biofilmes sino que altera significativamente la arquitectura del biofilme. Estos

antagonistas podrian permitir la obtencién de compuestos mas potentes .

Asi pues, en términos del mecanismo molecular por el que estos antagonistas inhiben
los sistemas QS, aun quedan numerosas preguntas por resolver. ;Como inhiben los
antagonistas a Las-R? ¢Por qué los pequefios cambios estructurales en D12 produjeron
antagonistas? Se ha demostrado que TraR y muy probablemente LasR se dimerizan en la

unién con Al, formando complejos necesarios para la activacién transcripcional. Por lo tanto,
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se puede especular que estos antagonistas previenen la dimerizacion de LasR. La
comprension del mecanismo inhibidor de estos antagonistas ayudara a desarrollar inhibidores
QS mas potentes 7.

En conclusion, aunque se ha logrado un éxito limitado, la atenuacién observada de la
virulencia de P. aeruginosa por los antagonistas de Al sintéticos es alentadora para la
blsqueda continua de compuestos inhibidores de QS, como posibles antibacterianos .

3.3. Deteccion de quorum en bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus

En bacterias Gram-positivas, las moléculas autoinductoras son oligopéptidos
modificados. Por su parte, los oligopéptidos no difunden a través de la membrana plasmética
y necesitan un transportador especifico, que generalmente modifica la estructura del
autoinductor. También necesita dos receptores: una histidin-quinasa de membrana y una
proteina que interaccionen con el DNA vy active la transcripcion. La sefial producida se
transmite por una cascada de fosforilacion/desfosforilacion. Por tanto, este mecanismo es
mucho mas complejo que el de bacterias Gram negativas .

El ejemplo mas sencillo de estos sistemas es el caso de Staphylococcus aureus.
Staphylococcus comprende una serie de patdgenos capaces de causar multiples infecciones
agudas y cronicas, tales como neumonias, endocarditis, shock toxico y osteomielitis, entre
otras > 1 15:18) Esta patogénesis estd mediada por factores de virulencia como exotoxinas,
proteinas de unién a la pared celular, proteasas, lipasas y superantigenos . Estos factores
permiten a la bacteria eludir las defensas del hospedador, adherirse a las células y a la matriz
del tejido, propagarse dentro del hospedador y degradar los tejidos. Por tanto, la supresion de
la patogenicidad y los factores de adhesion celular constituyen un nuevo enfoque para intentar
disminuir las infecciones "

3.3.1. Elsistema quorum sensing en Staphylococcus aureus: sistema agr

Actualmente, el componente del sistema de traduccién de sefiales mejor caracterizado en
S. aureus es el sistema QSconocido como regulador génico accesorio (agr). La activacién de
este sistema regula todas las toxinas y exoenzimas de S. aureus (figura 8). Aunque el locus
agr se ha estudiado principalmente en S. aureus, parece conservarse a través de los firmicutes

(18) y se sabe que contiene dos transcripciones divergentes denominadas RNAII y RNAIII que

son controladas por los promotores P2 y P3, respectivamente (figura 8) (4 181920,
El transcriptor P3, el nucleotido 517 denominado RNAIII, es el efector de la respuesta

agr. El transcriptor de RNAII cubre un operdn de cuatro genes que contiene agrBDCA, que
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codifica para los componentes transmembrana, citosdlicos y extracelulares del sistema de
traduccion de sefales.

En Staphylococcus, los péptidos autoinductores (AIP) son tiolactonas macrociclicas
que consisten en 7-12 aminoacidos en los que un residuo central de Cys o Ser esta unido
covalentemente al o-carboxilato C-terminal para formar un macrociclo que comprende
Sresiduos de aminoacidos *° 8 2021 22),

La secuencia de los AIPs es altamente variable. S. aureus puede subdividirse en cuatro
grupos agr diferentes “® mientras que S. epidermidis se subdivide en tres grupos. El sistema
agr de S. aureus esta constituido por cuatro genes que codifican la expresion de cuatro
protefnas

e AgrD: sintetiza el autoinductor peptidico (AIP).

e AgrC: sintetiza la histidin-quinasa encargada de transmitir la sefial desde la membrana
plasmatica hasta la molécula reguladora de la respuesta transcripcional.

e AgrA: sintetiza la molécula reguladora de la respuesta transcripcional.

e AgrB: proteina exportadora (excretora) que modifica el anillo de tiolactona del
autoinductor peptidico.

Cuando la concentracion de S. aureus es muy baja, el sistema agr esta funcionando de
forma constitutiva, produciéndose niveles basales del autoinductor proteico, de su proteina
transportadora, de la histidin-quinasa y del regulador de la respuesta transcripcional. De esta
forma, el autoinductor sale al medio extracelular y se producen los factores de adhesion y
colonizacién a superficies .

Cuando los niveles de S. aureus aumentan, el péptido autoinductor (AIP) se une a la
histidin-quinasa de membrana y produce su fosforilacién. Esta produce a su vez la
fosforilacion del regulador transcripcional (AgrA) que se une al DNA con dos efectos :

e Induce la transcripcion del ARN IIl que permite la expresion de los factores de
virulencia y reprime la expresion de los factores de colonizacién y adhesion a
superficies.

e Induce la expresion del operon agr (D, C, A, B) con lo que se produce la reactivacion

del sistema.
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Figura 8. Sistema del gen regulador accesorio Agr del quorum sensing en S. aureus %,

3.3.2. Inhibicion del sistema gquorum sensing en Staphylococcus aureus

Aunque la importancia evolutiva y fisioldgica precisa de la inhibicion del QS en
S. aureus esta aun por dilucidar, esta estrategia tiene un potencial terapéutico significativo. Se
han descrito varios inhibidores QQ, con actividad frente a S.aureus (figura 9). Se ha
demostrado que la inhibicion del agr por los AIPs no conocidos suprime la produccion de la
enterotoxina C3, la lipasa y la toxina-1 del sindrome de shock tdxico. Ademas, la
interferencia de la sefializacion del péptido autoinductor (AIP) mediante AIPs competidores o
anticuerpos AlP-secuestradores, reduce la formacién de abscesos en S. aureus e infecciones
de tejidos blandos ¢*?°2%) Estos hallazgos indican que las terapias dirigidas al agr, como la
inhibicién competitiva de AIP, constituyen un enfoque terapéutico Unico basado en la
atenuacion de la virulencia bacteriana ",

Ademas, es importante destacar que el macrociclo es critico para la funcion del
péptido autoinductor AIP, ya que los péptidos lineales no activan agr, y la hidrolisis adicional
de los bloques de tioéster funciona. Sin embargo, en relacion con la inhibicién potente del
agr, el compuesto mas significativo emergid de la mutagénesis dirigida al sitio con escaneo
de alanina en S. aureus AIP-I que proporciona la variante D5A, potente inhibidor de AgrC-1y
que se demostrd posteriormente también como inhibidor universal a través de las especies de
S. aureus %%,

Recientemente se ha visto que en S. aureus, la mutacion del acido aspartico a la
alanina en la posicion 4 dentro del macrociclico AIP-11I, también proporciona un potente
grupo inhibidor “?. Investigaciones posteriores se han centrado en analogos truncados (tr)
gue comprenden solamente la porcién macrociclica de la estructura. Estas investigaciones han
llevado al desarrollo de tr-(Ala)-AIP-1 N-acetilado con valores de ICs, de aproximadamente

0,1-5 nM, activos en los cuatro sistemas agr en S. aureus Y.

15



1 contenida en el mismo.

~
S
~=
)
>
S
)
=
~
S
e}
N
S
S)
Q
N~
el
N
N
Q
S
<
)
“
Q
~
3
bxd

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

Preventing autoinducer-regulator interactions

N
H NH
\r»,,/j\NH oj,NH ) = o o
@0 N o Ph 501 p
R\/\)\/&() H HN HO

Ox~N N
R=H  Solonamide A Ho :ﬂ
R =C2H5 Solonamide B NH,

Inhibiting regulator binding to DNA

D N-NH E

0,
\\S\\ N o OH
o || HO
N O‘O (A) Solonamide Aand B (B) AIP D4A  (C) most potent inhibitor found
I) I (D) savirin
OH O OH

(E) w-hydroxyemodin.

Figura 9. Principales inhibidores de quorum sensing en Staphylococcus aureus @3),

3.4.  Limitaciones actuales en la identificacion de inhibidores de quorum sensing

Como ya se ha visto, la interrupcion de los sistemas de comunicacion quorum sensing
en bacterias, mediante antagonistas de autoinductores, constituye una alternativa a los
antibidticos y una estrategia prometedora en la busqueda de nuevos compuestos con actividad
antimicrobiana. Actualmente se estan desarrollando inhibidores de QS —IQQ- (inhibidores
quorum quenching —QQ-) tanto naturales como sintéticos. La mayoria de las investigaciones
in vitro se basan en experimentos con “cepas marcadoras” (reporter) o “detectoras” de
moléculas sefializadoras de QS. No obstante, este tipo de ensayos estan sujetos a desviaciones
experimentales, ya que los compuestos ensayados como 1QQ, pueden tener otros efectos
adversos 0 toxicos sobre dichas cepas dando lugar a falsos positivos, 1o que supone una

importante limitacidn en estas investigaciones.

Por tanto, es necesario intensificar el desarrollo cepas de laboratorio biosensoras con
genes marcadores, detectores o sefializadores, que posean un fenotipo especifico en respuesta
a los autoinductores de QS. Como se ha sefialado, el uso de estas cepas biosensoras tiene una
importante restriccion, ya que los fenotipos regulados por QS a menudo son co-dependientes
de otros factores o dependen de diversas actividades metabolicas de la célula. Las condiciones
del ensayo, los medios de cultivo empelados y los protocolos experimentales pueden

modificar las respuestas bacterianas a los compuestos candidatos a 1QQ.
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En condiciones ideales, una cepa biosensora de control deberia pertenecer a la misma
especie que la cepa “informadora” (emisora de QS) a fin de evitar diferencias en sensibilidad
entre especies yla construccion del promotor-gen marcador (reporter gene) deberia tener el
mismo ntimero de copias que en la cepa QS emisora de la molécula sefial ¥,

Hasta el momento varios grupos de investigacion han utilizado estos tipos de ensayos
(29,30, 32 33) " gjn embargo, uno de los sistemas experimentales méas prometedores es el
denominado Sistema Selector de Inhibidores de Quorum Sensing (QSIS), puesto a punto por
los grupos de Defoirt y Rasmussen %39 Es necesario seguir investigando, y poner a punto y
validar métodos suficientemente sensibles y especificos que permitan valorar la actividad
inhibidora se los sistemas QS, y asi evitar atribuir a losnuevos compuestos en ensayo una
actividad QQ); siendo en realidad falsos positivos que afectan al crecimiento de las cepas

biosensoras mediante mecanismos diferentes a los regulados por QS.

4. Conclusiones

1. Los inhibidores del quorum sensing constituyen una nueva estrategia antimicrobiana
terapéutica muy eficaz.

2. Las moléculas inhibidoras no inducen resistencias en bacterias.

3. Esta estrategia podria suponer una buena alternativa terapéutica para cepas resistentes a
antibioticos.

4. Dada la repercusion clinica y social de las infecciones multirresistentes, es urgente el
desarrollo de nuevas estrategias de blsqueda de otros antibidticos, que incrementen el

espectro de acciéon y amplien el arsenal terapéutico disponible.
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