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Justificacion

Para poder comprender el éxito y fracaso de los antibioticos, se deben
entender sus origenes farmacolégicos, historia, evolucion y los mecanismos por
los cuales han desempefiado un papel muy importante en la salud humana. De
este modo, se puede estar en posibilidad de entender nuevas estrategias para
encontrar nuevos antibidticos y retrasar la resistencia a antibiéticos ya

existentes.?®

Teniendo en cuenta que al dia de hoy se han comenzado a realizar
investigaciones sobre la posible comunicacién bacteriana por medio de moléculas
de sefializacién y de la modulacién de genes por antibiéticos a concentraciones
subinhibitorias, este podria ser un camino por el cual pudieran generarse nuevas

alternativas terapéuticas.



Introduccion.

Los antibiéticos han sido considerados a lo largo de los afios como
sustancias producidas por microorganismos que pueden eliminar o inhibir el
crecimiento de otros microorganismos afectando diferentes funciones celulares.
Sin embargo, actualmente se tiene evidencia que sugiere que pueden servir como
herramientas de comunicacion entre ellos, por lo que se estan convirtiendo en

nuevos modelos de investigacion extremadamente importantes.

En la actualidad se necesita de nuevos antibiéticos; sin embargo, el
desarrollo de nuevos farmacos de este tipo es un proceso muy lento. La mayor
parte de los antibiéticos de primera generacién utilizados para tratar infecciones
son producidos por microorganismos en su medio ambiente. Las generaciones
sucesivas de estos, por lo general conservan la misma estructura quimica base
sufriendo modificaciones quimicas en la periferia, manteniendo su actividad, pero

mejorando algunas propiedades de los compuestos.*

Por otra parte, muchos afios las bacterias han sido consideradas como
organismos auténomos unicelulares con una pequefia capacidad de asociacién
colectiva; sin embargo en la actualidad se sabe que las células bacterianas son

altamente comunicativas.*

Entender el verdadero papel de los antibidticos en los sistemas biolégicos
naturales es muy importante para entender y manejar el problema de resistencia a
antibioticos y para poder descubrir nuevas moléculas que puedan combatir a los

microorganismos patdgenos posiblemente por medio de otros compuestos
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bioactivos producidos naturalmente por los microorganismos para fines de
sefalizacion. Ahora sabemos que existe una gran comunicacion quimica entre los
microorganismos por medio de secreciones a bajas concentraciones de moléculas
que pueden activar o desactivar genes de otros microorganismos y asi interactuar

en el medio.?

Se sabe que uno de los principales mecanismos para controlar todas las
funciones celulares es la regulacién de la transcripcion y se ha demostrado que a
concentraciones subinhibitorias, practicamente cualquier antibiético natural
aumenta o disminuye la expresion de un gran nimero de genes en diferentes

bacterias, muchos de los cuales determinan interacciones ambientales.®

Al analizar secuencias de nucleétidos experimentalmente, se ha observado
gue muchos genes relacionados a transporte, virulencia, reparacion de ADN vy
otras funciones indefinidas, son activados o inactivados bajo la influencia de

concentraciones subinhibitorias de antibiéticos.®

Como es sabido, existen moléculas que pueden poseer efectos
contrastantes a bajas y altas concentraciones, fenébmeno al que se le conoce
como hormesis. En el caso de los antibiéticos, el efecto a bajas concentraciones
puede resultar muy relevante.* Estos efecto contrastantes pueden deberse a
efectos en el metabolismo bacteriano, alterando patrones de transcripcion o por la

inhibicién de crecimiento, afectando funciones celulares especificas.”

Se ha demostrado experimentalmente que las sefiales de moléculas

pequefias pueden afectar muchas caracteristicas celulares, como morfologia
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microbiana, produccién de compuestos, pigmentos, entre otros. Por ello, es
probable que las redes de sefalizacion quimica operen para mantener la

estabilidad metabdlica de las comunidades bacterianas de diferentes maneras.

Las moléculas pequefas son una gran familia de determinantes biolégicos
que influyen en las respuestas celulares en todas las condiciones y pueden tener

interacciones especificas con muchos receptores macromoleculares.®

Por ello, la naturaleza de las interacciones quimicas es muy importante
para conocer coOmo reaccionan las bacterias a sustancias quimicas que son
producidas por otros microorganismos, ya que las bacterias son capaces de
producir muchos metabolitos secundarios y pueden responder de multiples formas

a muchas sustancias presentes en su medio.*

Por lo tanto es evidente que un andlisis genético, bioquimico y ecolégico en
el rol de estas moléculas implicadas en la regulacion y comunicacion de las

células, podria generar grandes beneficios a la medicina y a la salud.®

Este trabajo tiene como propdsito investigar el posible comportamiento
ecologico de los antibidticos en las comunidades bacterianas y conocer algunas
moléculas sintetizadas por diversos microorganismos, las cuales debido a sus
caracteristicas y propiedades podrian representar una posible alternativa para las

terapias farmacolodgicas.



Metodologia

Para el desarrollo de este trabajo monogréafico de actualizacion, se contd

con diferentes herramientas bibliograficas y electronicas.

Primero se definio un tema actual y de gran interés para poder identificar,
analizar y generar posibles nuevas alternativas de investigacion para una

problemética de gran actualidad en el campo de la salud.

Esto se realiz6 mediante un proceso de busqueda, andlisis y sintesis de
informacion para obtener una amplia panoramica del problema y posteriormente
realizar una discusién en base a la informacién recopilada asi como tomando en

cuenta todos los conocimientos adquiridos a lo largo de la carrera.

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Molecular del
Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica dentro de la linea de
investigacion “Bioquimica y Biologia Molecular de la Resistencia a los

Antibidticos”.



l. Definicién de antibidtico.

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diversas especies de
microorganismos como bacterias y hongos. Estos tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento o matar microorganismos dentro de los que existen gran variedad de

patégenos, es por ello que son utilizados para tratar enfermedades infecciosas.’

Por lo general alteran procesos o estructuras microbianas diferentes a las del

hospedero.

Con el paso del tiempo se ha ampliado el término, de modo que se incluyen
antibacterianos sintéticos como las sulfonamidas y las quinolonas, los cuales no

son sintetizados por microorganismos.

La muerte celular mediada por antibiéticos, es un proceso complejo que
comienza por medio de una interaccién fisica entre el farmaco y las bacterias que

les genera alteraciones a niveles bioquimicos, moleculares y estructurales.*®

Los antibioticos muestran diferencias notables en sus propiedades fisicas,
qguimicas y farmacologicas, asi como en sus espectros antibacterianos y en sus

mecanismos de accién.®

Estos deben tener una toxicidad selectiva, para que no se dafie a las células
humanas y Unicamente a los microorganismos patdégenos. El grado de toxicidad
selectiva puede expresarse en términos de dosis terapéutica, que muestra el nivel

de farmaco requerido para un tratamiento clinico de una infeccion particular y la
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dosis tdxica, que muestra el nivel de farmaco al cual este resulta toxico también

para el hospedero.’

Como ya se menciond, recientemente se ha descubierto que los antibitticos,
dependiendo de su concentracion, pueden actuar como un factor ecolégico muy
importante en el medio ambiente, funcionando aparentemente como moléculas de
sefalizacion y de este modo afectar a las caracteristicas de las comunidades

microbianas.*®

Por otra parte, al dia de hoy la evolucion de la resistencia a antibiéticos en
humanos por importantes patdgenos, ha generado que los antibiéticos naturales y
las nuevas generaciones de antibioticos se hayan vuelto ineficaces y si no se
encuentran nuevas moléculas, la edad de oro de los antibiéticos podria llegar a su

fin.



Il. Descubrimiento de los antibidticos.

El nacimiento de la quimioterapia moderna se acredita a los esfuerzos de
Paul Ehrlich (1854-1815) en Alemania. El pensaba que un quimico con toxicidad
selectiva que afectara a patdgenos y no a células humanas, podria ser efectivo
para tratar enfermedades, por lo que esperaba encontrar una molécula que
funcionara como “bala magica”, la cual se uniera especificamente a patégenos y

los destruyera.

En 1904 encontr6 que un colorante denominado rojo tripan era activo contra
tripanosoma, el cual causa la enfermedad del suefio en Africa y se podia utilizar
terapéuticamente. Posteriormente, Ehrlich, junto con un investigador japonés
llamado Sahachiro Hata, probaron una gran variedad de compuestos arsenicales
en conejos infectados con sifilis y encontraron que la arsfenamina era activa
contra la espiroqueta que causa la enfermedad. Esta fue comercializada en 1910

bajo el nombre de Salvarsan.

El descubrimiento y desarrollo de la penicilina, como el primer antibi6tico
utilizado terapéuticamente data de 1896, afio en el cual fue descubierta por un
estudiante de medicina francés llamado Ernest Duchesne. Desafortunadamente su
trabajo fue olvidado y retomado por Alexander Fleming en 1928, quien observo
que el crecimiento de Staphylococcus aureus era inhibido en una caja de Petri
contaminada con Penicilium notatum. Posteriormente, al aislar el compuesto

activo, se le denominé penicilina.”®



En 1939 Howard Florey trabajo para determinar las condiciones adecuadas
para obtener penicilina purificada la cual fue probada en ratones infectados con
estafilococos y estreptococos. Practicamente todos los animales sobrevivieron. Al

reportar este trabajo, Fleming, Florey y Chain recibieron el premio Nobel en 1945.

El descubrimiento de la penicilina estimulo la busqueda de otros antibioticos.
En 1944 Selman Waksman anuncioé que €l y sus colaboradores encontraron otro
antibiotico, la estreptomicina, producida por un actinomiceto llamado Streptomyces

griseus. Waksman recibié el premio Nobel en 1952.

En 1953 fueron aislados microorganismos productores de cloranfenicol,

neomicina, terramicina y tetraciclina.®

El descubrimiento de agentes quimioterapéuticos y el desarrollo de nuevos

farmacos ha transformado a la medicina moderna.’

Por lo tanto, desde el descubrimiento de la penicilina en 1929, se han
descubierto y desarrollado muchos otros antibidticos muy efectivos por
procedimientos como puede ser la modificacion quimica de las moléculas de

estos.



I". Tipos de antibidticos: Efecto bacteriostatico y bactericida.

Los antibioticos pueden ser clasificados de acuerdo al componente celular o
sistema al que afectan, tomando en cuenta si inducen la muerte celular
(bactericidas) o si inhiben el crecimiento bacteriano (bacteriostéaticos),

dependiendo de su concentracion.

Para ello es importante conocer la concentracion minima inhibitoria, la cual es
la concentracion méas baja a la que el antibiético inhibe el crecimiento bacteriano y
la concentracibn minima bactericida, la cual es la concentracion mas baja

necesaria para matar a las bacterias.

Los antibiéticos bactericidas son aquellos que la concentracién alcanzable en
sangre, esta excede la concentracion minima bactericida de los microorganismos
patbgenos mientras que los bacteriostaticos son aquellos cuya concentracion en
sangre es mayor que la concentracién minima inhibitoria, pero que no sobrepasa

la concentracion minima bactericida.*®

Los antibidticos bactericidas pueden matar a los patdogenos de manera
concentracion-dependiente  como pueden ser los aminoglicosidos |y
fluoroquinolonas o tiempo-dependiente como pueden ser los B-lactdmicos y
glicopéptidos. Estos por lo general inhiben la sintesis de proteinas, pared celular,

DNA y RNA.*3 (Tabla 1).
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Sin embargo esta clasificacion depende de cada microorganismo y el

antibiotico del que se trate.

Clase de Antibidtico

Ejemplo

Gram-positivo

Gram-negativo

Accion Bactericida

Accidn Bacteriostatica

Aminoglicésidos

B-lactamicos

Glicopéptidos

Macrélidos

Polipéptidos

Quinolonas

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Otros

Kanamicina

Estreptomicina

Amoxicilina
Ampicilina
Bencilpenicilina

Penicilina

Vancomicina

Eritromicina

Tilosina

Bacitracina
Colistina

Polimixina B

Ciprofloxacina
Flumequina
Ofloxacina

Acido Oxonilico

Sulfacloropiridacina
Sulfadiacina
Sulfametoxazol

Sufapiridina

Clotetraciclina
Doxiciclina
Oxitetraciclina

Tetraciclina

Cloranfenicol
Clindamicina

Lincomicina
Novobiocina

(X)

xX X X X

(X)

(X)

(X)

(X)
(X)

X X X X X

X X X X

Tabla 1. Resumen del espectro de diferentes tipos de antibicticos.™
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Entre los antibidticos que inhiben la funcion de los ribosomas, los
aminoglicdsidos son la Unica clase que funciona como bactericida. Los macrolidos,
estreptograminas, espectinomicina y cloranfenicol, funcionan generalmente como
bacteriostaticos. Sin embargo, dependiendo del tratamiento, pueden funcionar

como bactericidas.*®

En el caso de las tetraciclinas, se trata de antibidticos bacteriostaticos y
presentan actividad contra una amplia gama de microorganismos aerobios y

anaerobios Gram positivos y Gram negativos.

La eritromicina, perteneciente al grupo de los macrdlidos, usualmente es un
bacteriostatico, pero puede utilizarse como bactericida a altas concentraciones

contra organismos muy susceptibles.®

Esta clasificacibn de antibiéticos en ocasiones no es muy precisa, ya que

puede verse afectada dependiendo de la dosis administrada en cada terapia.
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V. Mecanismos de accién de los antibidticos.

Dentro de los diferentes mecanismos de accion de los antibidticos, se conocen
los siguientes: agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana,
agentes gue actuan directamente en la membrana celular de los microorganismos,
agentes que interrumpen la funcion de las subunidades 50S y 30S de los
ribosomas inhibiendo reversiblemente la sintesis de proteinas, agentes que alteran

el metabolismo de &cidos nucléicos y los antimetabolitos.

Como agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana, se
encuentran los B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems,
monobactams e inhibidores de B-lactamasas), y los glicopéptidos, dentro de los

cuales se encuentran la vancomicina y teicoplanina.®

Las penicilinas y cefalosporinas constituyen unos de los grupos mas

importantes de antibidticos.

La pared celular de las bacterias es esencial para su crecimiento y desarrollo
normal. El peptidoglicano es un componente de la pared celular compuesto de
cadenas de glucanos (N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico) unidos por
medio de cadenas peptidicas. La unidn es catalizada por una transpeptidasa la

cual es inhibida por penicilinas, cefalosporinas y cefamicina. (Figura 1).*

Las penicilinas pueden clasificarse como penicilinas estandar, penicilinas

antiestafilocéccicas, aminopenicilinas y penicilinas antipseudomonales.
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Dentro de los antibidticos B-lactamicos también se encuentran los
carbapenems. Estos tienen un espectro mas amplio que los mencionados
anteriormente del mismo grupo y generalmente son estables a [-lactamasas.
Dentro de los mas utilizados se encuentran el imipenem y el meropenem. El
imipenem es degradado por la enzima dihidropeptidasa-1 la cual es una [3-
lactamasa humana producida en el riidn que al interactuar con el imipenem hace
que se generen metabolitos téxicos, por lo que este antibidtico debe administrarse

con un inhibidor de las B-lactamasas renales llamado cilastatina.®’

La actividad de los inhibidores de B-lactamasas se ejerce a través de que estos

se unen covalentemente a las B-lactamasas e impeden su accion.

La vancomicina pertenece a los glicopéptidos; inhibe la sintesis de la pared
celular impidiendo la elongacion de la cadena de peptidoglicano, al unirse a las
cadenas peptidicas laterales. Esta no penetra a través de la membrana externa de
bacterias Gram negativas, por lo que Unicamente son activos contra
microorganimos Gram positivos. Dentro del grupo de los glicopéptidos también se

encuentra la teicoplanina.>®

Los aminoglicésidos son antibiéticos utilizados generalmente para tratar
infecciones causadas por bacterias aerobias Gram negativas. Estos difunden a
través de porinas (proteinas que se encuentran en la membrana externa de
bacterias Gram negativas) y se unen irreversiblemente al ribosoma bacteriano
para generar la inhibicion de sintesis de proteinas. Pueden causar dafio a la

membrana celular, lo que genera mayor permeabilidad y por ello permitir mayor

14



ingreso del farmaco. (Figura 1).'* Estos antibiéticos estan considerados dentro de
los antibidticos que generan mas toxicidad en especial si son utilizados por

tiempos prolongados.

p—Lactémicos

Gram negativo Gram positivo

Aminoglicosidos
FRFRRT Membrana

annnnn
Luuiud externa
[eeeeoe

Aminoglicésido

Proteina mal ? | 999977 Membrana
plegada { mtema

YV Incremento en la entrada

VVV v de aminoglicdsido

Figura 1. Se muestra el mecanismo de accion de los antibiéticos B-lactamicos al inhibir la transpeptidacion por medio
de su union a las proteinas de union a penicilinas (PUP) en el peptidoglicano. La disminucién en la sintesis de
peptidoglicano y un aumento de autolisinas generan la lisis y muerte celular. En el caso de los aminoglicésidos, estos
se unen a la subunidad 30S del ribosoma por lo que no se da una incorporacién correcta de los aminoacidos en la
elongacion de los péptidos, esto genera un plegamiento incorrecto de las proteinas, el cual al unirse a la membrana
celulargenera un incremento en la entrada del antibidtico, lo que genera la muerte celular.'

Las tetraciclinas son antibiéticos bacteriostaticos y presentan actividad contra
una amplia gama de microorganismos aerobios y anaerobios Gram positivos y
Gram negativos, incluso son efectivos contra microorganimos que son resistentes
a los antibioticos activos contra la pared celular de estos. EI mecanismo de accién

de las tetraciclinas es inhibir la sintesis proteica bacteriana por medio de su unién
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a la subunidad 30S del ribosoma previniendo la unién del aminoacil tRNA al sitio

aceptor en el complejo mMRNA-ribosoma.®

Estos antibiéticos penetran a las bacterias Gram negativas por difusion pasiva
por medio de canales hidrofilicos formados por porinas de la membrana celular
externa y por medio de transporte activo por un sistema dependiente de energia
se bombea a las tetraciclinas a través de la membrana citoplasmica. El
mecanismo para penetrar en las bacterias Gram positivas requiere de energia, sin
embargo aun no se comprende en su totalidad. Dentro de las mas utilizadas se

encuentran la tetracicilina, doxicilina y minociclina.

El cloranfenicol es un antibidtico reservado para las infecciones que
representen un alto riesgo para la vida, debido a su alta toxicidad. Tiene como
mecanismo de accion inhibir la sintesis proteica en bacterias y en un menor grado
en células eucariontes. Este posiblemente penetra rapidamente por difusion
facilitada. Actia uniéndose reversiblemente a la subunidad ribosomal 50S, en el
sitio de la peptidiltransferasa e inhibe la reaccién de transpeptidacion. Se une
cerca del sitio de unién de antibiéticos como macrdlidos y lincosamidas. También
puede inhibir la sintesis de proteinas mitocondriales en células de mamiferos, tal
vez por la semejanza entre el ribosoma bacteriano y el ribosoma mitocondrial. Si
es administrado conjuntamente con quinolonas, el cloranfenicol inhibe la habilidad

de las quinolonas para matar a las bacterias.®

Los linezolidos son antibidticos sintéticos de la clase de las oxazolidinonas, su

mecanismo de accion es por medio de su unidn a la subunidad ribosomal 50S,
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impidiendo la union de la subunidad 30S, por lo que impide la sintesis de

proteinas.®

Los macrolidos como eritromiciona, claritromicina y azitromicina, son
antibiéticos que inhiben la sintesis proteica por la unién reversible a la subunidad
ribosomal 50S de microorganismos sensibles, bloqueando el movimiento de

translocacion sobre el mMRNA.

La eritromicina no inhibe la formacion del enlace peptidico por si mismo, pero
inhibe el paso de translocacion en donde una nueva molécula peptidica de tRNA
sintetizada se mueve del sitio aceptor del ribosoma al sitio donador peptidico, este

farmaco puede causar efectos adversos intestinales importantes.®

La clindamicina pertenece a las lincosamidas y su mecanismo de accion es
similar al de los macrolidos, se une exclusivamente a la subunidad 50S ribosomal
y suprime la sintesis proteica. Es util para tratamiento de infecciones mdltiples de

microorganismos aerobios y anaerobios.

Aunqgue la clindamicina, eritromicina y clofanfenicol no estan estructuralmente
relacionados, actlan en sitios muy préximos y al darse la union de cualquiera de

estos con el ribosoma inhibira la interaccion de los otros.

Las quinolonas son antibioticos sintéticos derivados del acido nalidixico. Dentro
de ellas se encuentran la ciprofloxacina, levofloxacina, gemifloxacina y las
fluoroquinolonas. Su mecanismo de accion se genera inhibiendo la replicacion del

DNA, debido a que interfieren con la conservacion de la topologia cromosomal,

17



teniendo como blanco a las enzimas topoisomerasa Il y IV. Estas enzimas son
capturadas en el estado de separacion del DNA y no permiten la reestructuracion

de las hebras.*®

Se ha observado que existe diferente susceptibilidad a las quinolonas
dependiendo de las especies, como puede observarse en las cepas de bacterias
Gram positivas como el caso de Streptococcus pneumoniae que su primer blanco
es la topoisomerasa IV mientras que en el caso de bacterias Gram negativas
como son Escherichia coli y Neisseria gonorrhoea, su blanco principal es la

topoisomerasa I1.%3

Los nitroimidazoles son activos contra microorganismos anaerobios ya que
estos poseen una nitrorreductasa bacteriana, la cual puede reducir a estos
compuestos y generar intermediarios los cuales se unen al DNA y de este modo

inhiben su sintesis. En este grupo se encuentra el metronidazol.

También existen las rifamicinas; estas pertenecen a la clase de antibibticos

bactericidas semisintéticos de amplio espectro que inhiben la sintesis de RNA.

Actlan inhibiendo la transcripcion del DNA, estas se unen de manera estable
con la subunidad B de la enzima RNA polimerasa, inhibiendo el proceso de
transcripcion. La subunidad B se encuentra localizada en el canal que esta
formado por el conjunto de la RNA- polimerasa y el DNA, a partir de la cual, en
condiciones normales sin el antibiético, se genera la nueva cadena de RNA. En

este grupo se encuentran el rifampin, rifabutina y rifapentina.®®
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Dentro del grupo de los antifolatos, se encuentran las sulfonamidas,
sulfonas e inhibidores de la dihidrofolato reductasa. Las sulfonamidas y las
sulfonas tienen como mecanismo de accién la inhibicion de la sintesis de folato ya
que las sulfonamidas y sulfonas se unen a la dihidropteroato sintetasa, y por ello
no permiten que el acido para-aminobenzgico se una a esta, compuesto necesario
para la sintesis de purinas y DNA. Los inhibidores de la dihidrofolato reductasa
inhiben la sintesis de folatos al unirse con dicha enzima, entre ellos se encuentran

el trimetoprim, pirimetamina y trimetrexato.*?
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V. Antibidticos v estrés oxidante.

Puede generarse estrés en el medio ambiente para los microorganismos si la
temperatura, la osmolaridad y pH no son optimos, o si hay presencia de especies

reactivas de oxigeno y radiaciones.*®

Para ello las bacterias tienen una compleja red de sistemas regulatorios que
aseguran una respuesta coordinada y efectiva a diferentes tipos de estrés. Estas

respuestas pueden generar cambios en el factor de expresion de la virulencia.’

Por ejemplo, en el caso de E. coli se sabe que mas de 30 sistemas de dos
componentes detectan el entorno y generan cambios en la expresion de un gran

ndmero de genes.®

La respuesta bacteriana a estrés, puede ser definida como una cascada de
alteraciones en la expresion de genes y la actividad de proteinas con el propdsito
de sobrevivir a cambios extremos, rapidos y a condiciones de dafio percibidas por
las bacterias, cuyos resultados en las células pueden resultar en generar
resistencia a estrés, eliminaciéon de los agentes causantes de estrés y/o reparacion

del dafio celular.’

Los procesos de oxidacion celular estan presentes en todo momento en los
organismos, ya que muchos procesos biolégicos dependen de oxigeno, sin
embargo existen también defensas antioxidantes naturales, que son generadas

para aminorar el dafio.
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El estrés oxidante se genera cuando hay una sobreproduccion de anién
superoxido y peréxido de hidrogeno, lo cual genera un desequilibrio

oxidacion/antioxidacion en la célula.

Diversas sustancias producidas durante procesos oxidantes, afectan las

especies reactivas de oxigeno.™*

El anién superoxido, el peroxido de hidrogeno, y el radical hidroxilo se forman
como intermediarios en el proceso de reduccion de una molécula de oxigeno a
agua. El anion superoxido puede transformarse en peroxido de hidrégeno por
medio de la enzima superéxido dismutasa. El peroxido de hidrogeno puede
formarse espontaneamente y reaccionar con el anion superoxido en presencia de
metales de transicion como son el hierro y el cobre, para general al radical
hidroxilo. Estas moléculas pueden producirse en el crecimiento bacteriano aerobio
por medio de la auto-oxidacién de componentes de la cadena respiratoria, por

varias actividades endégenas o por agentes exégenos.*’

Existen otras especies oxidantes que no son radicales libres como es el caso
del oxigeno singulete, que se forma por la inversion en el spin de uno de los
electrones desapareados de la molécula de oxigeno. Dentro de las especies que
generan estrés oxidante, el oxigeno singulete también es una de las especies mas

dafiinas, ya que puede destruir biomoléculas, microorganismos y otras células.**

Algunos estudios han demostrado que diversos antibioticos pueden generar un
incremento del anidn superéxido en bacterias de diferentes especies; sélo las

cepas sensibles a estos antibiéticos presentan estrés oxidante. Tal es el caso de
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Staphylococcus aureus, que sufre estrés oxidante en presencia de ciprofloxacina
con un estimulo de la enzima superoxido dismutasa. Sin embargo se ha
observado que por medio del mecanismo de quorum sensing los microorganismos
pueden controlar la formacion de defensas contra sustancias que estimulan el

estrés oxidante.®*

Las bacterias unidas recientemente en biopeliculas generan mas especies
reactivas de oxigeno que las biopeliculas viejas; también los antibiticos generan

menor estrés oxidante cuando las bacterias reducen el metabolismo oxidativo.*!

Las bacterias se adaptan a la presencia de especies reactivas de oxigeno
aumentando la expresion de enzimas de detoxificacion y proteinas y por funciones
de reparacion de DNA. Estas mdiltiples enzimas pueden diferir en su tiempo de
expresion, regulacion o localizacion. Por ejemplo, muchas bacterias inducen la
expresion de la catalasa u otras enzimas protectoras durante la transicién de la
fase de crecimiento a la fase estacionaria, probablemente como una adaptacion
para proteger al genoma y otros componentes celulares esenciales contra la

oxidacion durante una fase prolongada sin crecimiento.

Existen mecanismos de deteccién de perdxido por tres familias de proteinas,
las cuales participan en respuestas inducibles a estrés por este, la familia OxyR,
PerR y OhrR. Estos sistemas utilizan residuos de cisteina, para detectar la
presencia de peroxidos, lo que muestra que estas familias de proteinas pueden
modular con facilidad la actividad redox y se encuentran en gran variedad de

bacterias Gram positivas y negativas.*®
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OxyR en Escherichia coli fue el primer factor de transcripcion relacionado con
genes de deteccién de peréxido bien caracterizado.*? Este regulén incluye genes
involucrados con el metabolismo y protecciébn de perdxido, equilibrio redox e
importantes reguladores, como es el caso de limitar la disponibilidad de Fe?** para

minimizar la ocurrencia de la reaccién de Fenton.**

PerR ha sido identificado como el mejor regulador de la respuesta inducible a
estrés por peréxido de hidrogeno en Bacillus subtilis y es el prototipo de un grupo
relacionado a represores de sensores de perdxido en bacterias Gram positivas y
Gram negativas. El gen perR se descubrié como represor del gen mgrA el cual se

regula por iones metalicos como el hierro y el manganeso.*?

La familia ohrR pertenece a un grupo de proteinas antioxidantes que se
encuentran en una gran cantidad de bacterias y cuentan con un residuo

conservado de cisteina, requerido para la deteccién de per6xido.*

Se sabe que las bacterias secretan pigmentos activos redox como antibiéticos

para inhibir a competidores.

Pseudomonas aeruginosa libera fenazinas, que son antibiéticos redox, dentro
de las que se encuentra la piocianina. Esta, activa el factor de transcripciéon SoxR,

en Escherichia coli, que regula la respuesta al estrés por superéxido.?

En las enterobacterias SoxR activa el factor de transcripcion SoxS, quien

controla genes involucrados en la eliminacion del anion superoxido y éxido nitrico
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y que protegen contra solventes organicos y antibiéticos.?* También participa en la

reparacion del DNA.**
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Figura 2. La produccion de fenazinas modula la morfologia de las colonias en Pseudomonas
aeruginosa PA14. La cepa sin fenazina (&phz) comienzan a visualizarse rugosas en el dia 2,
mientras que la cepa silvestre (wt) en el dia 3 y las cepas con la supresion de 10s genes SoxR vy
mexGHIi-ompD comenzaron a verse rugosas en el dia 5 y la cepa con sohreproduccion de piocianina
(DKN370) permanecieron lisas y blancas durante mas de 6 dias 2!

Las fenazinas son un gran numero de compuestos heterociclicos que
contienen nitrégeno, producidos por varios microorganismos. Estos compuestos
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presentan diferentes funciones como donadores o aceptores de electrones,
modifican estados redox celulares, actian como sefiales celulares que regulan
patrones de expresion de genes y contribuyen a la formacion de biopeliculas,
entre otros, particularmente bajo condiciones limitadas de oxigeno. Se ha
demostrado que estas también pueden controlar el tamafio y la estructura de las

colonias bacterianas.?

La piocianina afecta la expresion de al menos 35 genes diferentes que se
encuentran en el regulén SoxR y tiene grandes efectos en la fisiologia celular.
Estos pigmentos influencian la regulacion transcripcional y modulan caracteristicas

fisicas de comunidades durante su desarrollo. (Figura 2).%*

Los efectos de la piocianina han demostrado ser dependientes de dos
mecanismos, uno de los cuales se encuentra involucrando con un homologo de E.

coli SoxR.

En E. coli, este gen regula la expresion de regulones involucrados en la
respuesta a estrés por superéxido en conjunto con otro regulador, SoxS.?
También se ha observado que la actividad letal de una variedad de agentes
antimicrobianos, como el caso de la norfloxacina que pertenece al grupo de las
fluoroquinolonas, se acompafia de un aumento del radical hidroxilo; dicha
actividad letal se ve reducida tratando a las células de E. coli con agentes que
bloguean la acumulacion del radical hidroxilo, observando que si se genera una
eliminacion en los genes de la superoxido dismutasa se reduce la letalidad de la

norfloxacina.*®
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En Pseudomonas aeruginosa y Streptomyces coeicolor muchos de los
regulones SoxR identificados carecen de genes involucrados con la respuesta a
estrés por superoxido, pero cuentan con genes involucrados con el transporte de

moléculas pequefias.®?

El estrés oxidante puede generar dafios en las células y cambios de
transcripcion de diversos genes en las cepas bacterianas. Dicho estrés puede
generarse por diversos factores, entre los que se encuentran los antibioticos. Por
ello, es un factor importante para conocer con mayor exactitud el comportamiento
y reaccion de las células bacterianas y asi buscar nuevas alternativas como

tratamientos en infecciones bacterianas.
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VI. Comunicacioén celular en procariontes. Quorum sensing.

Actualmente se sabe que las bacterias son muy interactivas y muestran una
gran cantidad de comportamientos que las relacionan entre ellas, como pueden
ser motilidad, conjugacion por transferencia de plasmidos, resistencia a

antibiéticos y formacion de biopeliculas y virulencia. (Figura 3).

Las bacterias pueden alterar su morfologia celular, generar nuevos tipos de
células, sintetizar pigmentos y construir matrices extracelulares como un resultado

natural al crecimiento y a sus necesidades.*

MONOCAPA MICROCOLONIAS BIOPELICULA MADURA
F aeruginosa
; Pili Tipo IV
v Flagelo Crc
LPS algC A Acil-HSLs
fliC ¢ Alginato
e e

Figura 3. Ejemplo del desarrollo de hiopeliculas en microorganismos Gram negativos. Se muestra el
modelo de la formacion en Pseudomonas aeruginosa, bacteria que requiere de flagelo y del
lipopolisacarido para que se lleve a cabo la interaccion. Una vez que estos microorganismos se
encuentran en la superficie en una monocapa, es necesario el pilus de tipo IV para que se agreguen en
microcolonias, de este modo se genera un cambio en la expresion de genes que regulan a la alta la
hiosintesis de alginato y ala bajala sintesis flagelar. Por lo que son necesarias |as homoserin lactonas
y el alginato para formar una hiopelicula madura !

Muchos de estos comportamientos son regulados por diversos sistemas de

gquorum sensing que se encuentran en bacterias Gram positivas y Gram

negativas.’
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Para lograr una verdadera comunicacion, se requiere principalmente de uno o
varios individuos que produzcan una sefial, la cual pueda ser percibida por otros
individuos y que los individuos que reciben la sefial alteren su comportamiento en
respuesta a la sefial. Por lo tanto, la comunicacién entre dos partes permanecera
estable, sOlo si ambas partes se benefician de la transferencia de informacion que

se transmite por la sefial.*

La sefalizacidon juega un papel muy importante en los procesos de desarrollo
celular y muchas de estas sefales se encuentran involucradas en el desarrollo.
Frecuentemente, son metabolitos secundarios, los cuales no son esenciales para
el crecimiento basico y la reproduccion de los microorganismos, pero pueden ser

instrumentos criticos para la diferenciacion celular.>

Sin embargo puede generarse un cambio importante en el comportamiento
bacteriano sin una comunicacion directa, como es el caso cuando las bacterias
utilizan informacién de compuestos quimicos que son producidos con propdsitos
diferentes a dicha comunicacion o cuando existe manipulacién quimica por otras

bacterias que se encuentran en el mismo ambiente.*

La sefializacion entre células resulta de la produccion de moléculas producidas
por una célula emisora y la acumulacion de estas en su medio ambiente. (Figura
4).* La informacién generada por estas moléculas es critica para sincronizar la

actividad de grandes grupos de células.**
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En algunos umbrales de concentracion las moléculas de sefalizacion se unen
con receptores membranales o dentro de la célula, llevando a cambios en la
expresion de genes de la célula receptora. Las moléculas de sefalizacion
generalmente son metabolitos secundarios y por lo general actian a bajas
concentraciones por lo que estas, no se encuentran involucradas en el

metabolismo primario.*

Es importante entender las condiciones bajo las cuales puede evolucionar un

comportamiento que favorece a unos microorganismos a expensas de

otros.t®
© Emisor e °® ’.
© Receptor o— °° — o ® — 0.' e
o o o Poo® @°
Senal °® o e

Concentracion de la senal

Tiempo (crecimiento)

Figura 4 . Esquema general de quorum sensing.*
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Esta sefializacion que sincroniza los patrones de expresidbn de genes
bacterianos y coordina el comportamiento dentro de una poblacién, actualmente

se ha observado en todas las clases de bacterias estudiadas.*?

Quorum sensing se refiere a un fendbmeno por el cual la acumulacion de
moléculas de sefializacion en el medio permite a una célula “percatarse” de la

densidad celular y entonces poder generar una respuesta coordinada.®*

El fendmeno de quorum sensing fue descrito por primera vez en la regulacion
de la bioluminiscencia en cepas de Vibrio fischeri y Vibrio harveyi y desde

entonces ha mostrado ser un mecanismo de regulacién de genes en bacterias.*®

Al dia de hoy, se sabe que es un fenbmeno que regula un gran nimero de
diversos fenotipos incluyendo la produccion de antibioticos y la esporulacion, entre
otros como puede ser la formacién de biopeliculas. Estas estructuras contienen
frecuentemente canales para la importacion de nutrientes y la disposicion de

productos de desecho.

Los sistemas de comunicacién de quorum sensing se caracterizan por el uso
de metabolitos, hormonas, antibiéticos o0 compuestos volatiles como sefales para

conocer la densidad celular de la poblacién de microorganismos en general.?®

Por ello la mayoria de los procesos que son controlados por quorum sensing
son intrascendentes en bacterias individuales, pero resultan de gran beneficio

cuando se llevan a cabo por un gran niimero de células asociadas entre si.>*
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Se ha demostrado que este fendmeno es necesario para la completa virulencia
de algunos microorganismos patdégenos incluidos Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Burkholderia pseudomallei, Burkholderia cenocepacia y
Vibrio cholerae. En el caso de Pseudomonas aeruginosa, el quorum sensing
regula la produccion de un gran nimero de factores determinantes de virulencia,
incluyendo elastasa, piocianina y lectinas. °

Adicionalmente, dentro de las moléculas participantes en la comunicacion
celular, se conoce que las bacterias también pueden detectar moléculas

sefializadoras liberadas por el organismo al que infectan.?

Debido a que las bacterias pueden detectar la acumulacion de un umbral de
concentracion minimo de los autoinductores y modificar la expresion de genes
pueden, por lo tanto pueden alterar su comportamiento como respuesta a ello.**

En especies que carecen de habilidades cognitivas complejas, la Unica fuerza
selectiva que promueve la cooperacion durante las interacciones intraespecificas
es la seleccion por parentesco. Esta tiene como principio que actos altruistas que
son dirigidos hacia parientes, producen una compensacion reproductiva. Al
mejorar la reproduccion de los parientes, indirectamente los genes pueden
propagar copias de ellos en los demés parientes.* (Figura 5).

En bacterias, los tres factores que conducen a una comunicacion
intraespecifica son: 1. que estas se encuentren altamente relacionadas entre ellas,
2. el bajo costo metabdlico en la produccion de una sefial y 3. que se genere un
alto beneficio para que las bacterias se comporten de manera coordinada.

Inversamente, la comunicacion debe ser menos comun cuando cepas multiples de
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la misma especie de bacterias se encuentran mezcladas, cuando la produccion de
la sefal es costosa o cuando los beneficios de un comportamiento coordinado

estan limitados.*
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Figura5. Relacion clonal y sefializacion intraespecies.

a) La senalizacion intercelular célula-célula predomina en poblaciones de células clonales. Se cree que
la sefalizacion se puede dar con mayor rapidez si se colonizan nuevos sitios. Las microcolonias se
formaran de célulasindividualesy las células QS+ las formaran con mayor eficacia.

b) En el caso de bacterias que generan un cuerpo fructifero y esporulan, las colonias se forman
comenzando por la agregacion dentro de un érea local, sequido de la formacion del cuerpo fructifero, el
cual requiere de una sefial dependiente de contacto que genere la esporulacion que llevara a lanueva
generacion de células *

QS: Quorumsensing

Un grupo de bacterias en el que la sefializacion bacteriana parece ser
particularmente prevaleciente es en las bacterias patégenas. Estas
frecuentemente forman microcolonias con individuos clonales cuando hay una
colonizacion local dentro del hospedero y por ello proporcionan las condiciones
necesarias para que se desarrolle la sefalizacion. En este caso, la expresion
coordinada de los determinantes de virulencia seria mas ventajosa cuando el

nimero de células alcanza el umbral critico.*
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La interrupcién del quorum sensing ha demostrado que puede reducir la
virulencia en varios hospederos. Se ha establecido su importancia en varias
comunidades bacterianas, como es en el caso de los sistemas de transduccion de
sefales de dos componentes que, al inhibirlos, se pueden controlar los factores de
virulencia como biopeliculas y quorum sensing sin necesidad de matar a los
microorganismos patégenos.*® Estos sistemas de transduccién de sefiales
responden a una variedad de cambios en el medio ambiente, cada sistema
responde a sefales especificas como pueden ser cambios en el pH, niveles de
nutrientes, presion osmética, sefiales de quorum sensing, estado de oxidacion de

las moléculas y presencia de antibiéticos.*

Los sistemas de sefalizacibn de quorum sensing son muy vulnerables y
pueden ser inactivados por otras bacterias, células eucariontes u organismos

multicelulares.*?

La naturaleza de las interacciones a través de quimicos por medio de quorum
sensing no es una simple comunicacion cooperativa, si no que implica otras
interacciones como sefiales y manipulacion quimica entre microorganismos de la

misma especie y entre diferentes especies.’

Este fendmeno es muy importante para poder comprender la relacion que
puede existir entre las moléculas de sefalizacion y las nuevas alternativas
terapéuticas, ya sea para encontrar nuevas moléculas que puedan funcionar como
antibiéticos o bien maneras de inhibicion del quorum sensing para reducir la

virulencia de cepas patogenas.
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VIl. Moléculas participantes en la comunicacion celular procarionte.

Para que una molécula se pueda clasificar como sefial para la comunicacion
celular procarionte, debe cumplir con ciertas caracteristicas, como son, que la
produccion de las sefiales se debe de producir en etapas especificas del
crecimiento 0 en respuesta a cambios ambientales particulares; estas sefales
deben acumularse extracelularmente y ser reconocidas por un receptor especifico;
la respuesta celular se puede extender mas alla de los cambios fisioldégicos

requeridos para metabolizar y detoxificar a estas moléculas.’

Hay tres clases de moléculas bien definidas que sirven para la sefializacion
quimica en bacterias, las cuales son oligopéptidos, N-acil homoserina lactonas y

las de clase LuxS.?® (Figura 6).

Las sefiales producidas por oligopéptidos son sefales predominantes en
bacterias Gram positivas; estos son péptidos autoinductores en un rango de 5 a 34

aminoacidos de longitud.

Existen tres familias de péptidos autoinductores que han sido estudiadas a
mayor profundidad, los oligopéptidos lantibidticos, péptidos de tiolactona y

péptidos de triptéfano.*
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Figura6. Estructuras de algunas moléculas de sefalizacion bacteriana 28.57

5a) Homoserin lactonas producidas por microorganismos Gram negativos y el precursor del
Autoinductor-2 por microorganismos Gram positivos y Gram negativos.

5b) o-hidroxicetonas producidas por microorganismos Gram negativos.

5c) Péptido de tiolactona cuyo péptido se encuentra compuesto por 8 aminoacidos, esta molécula de
sefializacion es de mayor tamafio que las mostradas en los incisos anteriores, sin embargo sigue siendo
pequefa.
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Los lantibidticos, incluyendo a la nisina que es producida por Lactococcus
lactis, y muestran gran actividad bactericida contra un amplio espectro de
microorganismos Gram positivo. Este sistema es Unico por la biosintesis de una
molécula sefializadora altamente nociva para los microorganismos. Por ejemplo la
sintesis de nisina requiere de un grupo de 11 genes y es un sistema auto-inducible
que involucra un sistema regulatorio de dos componentes NisK-NisR, los cuales
controlan la expresion de proteinas involucradas en la biosintesis de nisina e

inmunidad.®®

En el caso de los péptidos de triptéfano, como es el autoinductor ComX en
Bacillus subtilis, este es percibido por un sistema de dos componentes ComP-
ComA, que regula la expresion de varios genes. Se generan modificaciones post-
traduccionales en los péptidos de triptéfano modificados por un grupo isoprenilo,
que son muy importantes para generar una actividad biologica y son clave para la

interaccién de ComX con su receptor ComP.®

Los péptidos de tiolactona son la via mas estudiada. Esta familia esta
caracterizada por el octapéptido Al-1 empleado por Staphylococcus aureus.
(Figura 6c). Estos se derivan por la accién de un locus policistréonico, agrBDCA
gue comprende los genes requeridos para la sintesis de péptidos autoinductores

(agrBD) y péptidos autoinductores de respuesta (agrAC).®

Estos péptidos de tiolactona generados por bacterias Gram positivas son muy
especificos teniendo un rol para un comportamiento coordinado y cooperativo.

Algunas veces estos péptidos pueden generan diferentes sefiales dentro de cepas
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de las mismas especies de microorganismos. Esto puede observarse en cepas de
Staphylococcus aureus, las cuales han sido clasificadas de acuerdo a las sefales

de oligopéptidos que producen.

El costo bioquimico para su sintesis es relativamente alto, incluso para
péptidos pequefios. La estructura quimica de estos es definida por su secuencia
de aminoécidos, la cual puede ser modificada como en el caso del anillo de

tiolactona en los péptidos de sefializacion de Staphylococcus aureus.*

También se pueden generar sefiales por péptidos que actiien como inhibidores

de sefiales en otros grupos.

El mecanismo de sefializacion por medio de acil-homoserina lactonas (AHL),
se presenta por lo general en bacterias Gram negativas; sin embargo, algunos
patdgenos Gram negativos como son el caso de Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae y Helicobacter pylori, no producen AHLs y aunque
muchos miembros de Enterobacteriaceae producen AHLs, no es el caso de

Escherichia coli o Salmonella sp.

La cadena acilo de las AHLs, puede variar en su longitud, nivel de saturacion y
estado de oxidacion. Estos sustratos tienen una carga metabodlica asociada para
su sintesis y tienen un costo metabdlico intermedio asociado con su produccion.
Este sistema tiene una especificidad moderada, en la cual una proteina de la
familia Lux| creara una AHL predominante y otra u otras en menor cantidad, como
es el caso de la AHL sintasa Lasl de Pseudomonas aeruginosa que crea la 3-oxo-

dodecanoil-homoserin lactona y la 3-oxo-hexanoil-homoserin lactona (Figura 6a).
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La sefial de AHL es detectada por un miembro de los reguladores
transcripcionales de la familia LuxR. En la actualidad se conocen mas de 100

diferentes homélogos de Luxl.®’

En el caso de la 3-oxo-dodecanoil-homoserin lactona producida por
Pseudomonas aeruginosa, esta tiene gran actividad biologica, ya sea inhibiendo el
crecimiento y quorum sensing mediado por agr en S. aureus, inhibiendo la
formacion de pseudohifas de Candida albicans y, dependiendo de su
concentracion y el modelo utilizado, provoca respuestas inflamatorias o

antiinflamatorias.'* (Tabla 2).

El sistema de sefializacion por el camino de LuxS/Al-2 se encuentra tanto en
bacterias Gram positivas como en bacterias Gram negativas y se refiere a una
familia de compuestos de furanona interconvertibles.'* La sefial que se produce
por todas las cepas estd generada por el mismo producto que es 4,5- dihidroxi-

2,3-pentanodiona®. (Figura 6a).

La clase LuxS se refiere a un gen conservado que se encuentra en bacterias
Gram positivas y Gram negativas, el cual modula la produccién del autoinductor 2.
Este camino de sefializacibn no es muy especifico, por lo que no brinda
informacion muy precisa. Esta sefial se genera por la degradacién de la molécula
S-adenosil homocisteina.* La cual es removida por mecanismos que involucran a
enzimas como Pfs y LuxS, para generar homocisteina. Esta via también conduce
a la formacion de 4,5-dihidroxi-2,3-pentadiona la cual se cicla espontaneamente

para formar furanonas que constituyen al autoinductor 2.
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Este sistema se ha estudiado detalladamente en Vibrio spp., en especial en V.
harveyi y V. cholerae. La molécula Al-2 reconocida por estas especies es un

furanosil borato diéster.**

Las bacteriocinas o microcinas son consideradas como otras moléculas de
sefalizacion, las cuales son pequefias moléculas que presentan diferentes
estructuras quimicas y que pueden ser potentes inhibidores del crecimiento de
algunas cepas bacterianas y pueden ser de gran interés para su desarrollo como

agentes terapéuticos.

Algunas de estas son producidas por enterobacterias y son consideradas
importantes para el control de la poblacion bacteriana en el tracto gastrointestinal.
Muchos de estos se derivan de pequefios péptidos producidos por el proceso
normal de la sintesis proteica ribosomal que padece una extensiva modificacion

post traduccional.

Las bacteriocinas han sido clasificadas en diferentes grupos de acuerdo a sus
propiedades bioquimicas y genéticas. Son péptidos sintetizados generalmente en

el ribosoma, producidos y excretados por bacterias Gram positivas y negativas.>

Las microcinas son codificadas por los genes bacterianos mas pequefios
identificados, estas han demostrado actividad antimicrobiana, presentan hormesis
y una gran modulacién transcripcional al ser probadas en concentraciones

subinhibitorias.®
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Organismo Mayor AHL(s) LuxR Luxl Fenotipos
Aeromonas C4-HSL AhyR Ahyl Biopeliculas y
hydrophila exoproteasas
Aeromonas C4-HSL AsaR Asal Exoproteasas
salmonicida
Agrobacterium 3-o0x0-C8-HSL TraR Tral Conjugacién por
tumefaciens plasmido
Agrobacterium vitiae C14:1-HSL, 3-oxo- AvsR Avsl Virulencia
C16:1-HSL
Burkholderia C6-HSL, C8-HSL CepR, CciR Cepl, Ccil Exoenzimas, formacion
cenocepacia de biopeliculas,
motilidad en swarming,
siderdéforo, virulencia
Burkholderia C6-HSL, C10-HSL, PmITR1, Pmll1, Virulencia, exoproteasas
pseudomallei 3-hidroxi-C8-HSL, BpmR2, PmlI2,
3-hidroxi-C10- BpmR3 Pmli3
HCL, 3-hidroxi-
C13HSL
Burkholderia mallei C8-HSL, C10-HSL BmaR1, Bmall, Virulencia
BmaR3, Bmal3
BmaR4,
BmaR5
Chromobacterium C6-HSL CviR Cvil Exoenzimas, pigmento,
violaceum cianuro
Erwinia carotovora 3-ox0-C6-HSL ExpR/CarR Carl (Expl) Carbapenem,
Ssp. carotovora exoenzimas, virulencia
Pantoea (Erwinia) 3-ox0-C6-HSL EsaR Esal Exopolisacarido
stewartii
Pseudomonas C4-HSL; 3-oxo- LasR, RhIR, Lasl, Rhll Exoenzimas, secrecion,
aeruginosa C12-HSL QscR, VgsR HCN, biopeliculas
Pseudomonas C6-HSL PhzR, CsaR Phzl, Csal Fenacinas, proteasas,
aureofaciens morfologia de la colonia,
agregacion
Pseudomonas putida  3-oxo-C10-HSL, 3- PpuR Ppul Formacidn de
oxo-C12-HSL biopeliculas
Pseudomonas C6-HSL PhzR Phzl, Csal Fenacina-1-carboxamida
chlororaphis
Pseudomonas 3-ox0-C6-HSL AhIR Ahll Exopolisacarido,
syringae motilidad, virulencia
Rhizobium 7-cis-C14-HSL/C6- CinR, RhiR, Cinl, Rhil, Transferencia de
leguminosarum bv HSL/C7-HSL/C8- RaiR, TraR, Rail plasmido, inhibicién de
viciae HSL, BisR, TriR crecimiento, adaptacion

3-0x0-C8-HSL, 3-
hidroxi-C8-HSL

a la fase estacionaria
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Organismo Mayor AHL(s) LuxR Luxl| Fenotipos

Rhodobacter 7-cis-C14-HSL CerR Cerl Agregacion
sphaeroides

Serratia spp. ATCC C4-HSL SmaR Smal  Antibidtico, pigmento,
39006 exoenzimas

Serratia liquefaciens ~ C4-HSL SwrR Swrl Motilidad en swarming,
MG1 exoproteasa,

desarrollo de biopeliculas,
biosurfactante
Serratia marcescens C6-HSL, 3-ox0-C6-HSL  SpnR Spnl Motilidad, biosurfactante,
5§-1 pigmento,
nucleasa, frecuencia de
transposicion
Serratia 3-0x0-C6-HSL SpnR Sprl Exoenzimas
proteomaculans B5a
Sinorhizobium meliloti C8-HSL, C12-HSL, 3- SinR, ExpR,  Sinl Nodulacion/simbiosis
oxo-C14-HSL, TraR
3-o0x0-C16:1-HSL,
C16:1-HSL, C18-HSL
Vibrio fischeri 3-0x0-C6-HSL LuxR LuxI Bioluminiscencia
Yersinia enterocolitica C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL, YenR, YenR2 Yenl Motilidad
3-0x0-C10-HSL,
3-0x0-C12-HSL, 3-oxo-

C14-HSL
Yersinia C6-HSL, 3-ox0-C6-HSL, YpsR, YtbR  Ypsl, Motilidad, agregacion
pseudotuberculosis C8-HSL Ytbl

Tabla 2. Ejemplos de sistemas de quorum sensing dependientes de LuxR/Luxl/AHL en
bacterias Gram negativas.™

Las que pertenecen a la clase lla, producidas por bacterias acido lacticas, son
uno de los grupos de mayor interés para la conservacion de alimentos y en
medicina como antibiéticos complementarios para tratar enfermedades infecciosas
0 agentes antivirales, ya que estos péptidos inhiben el crecimiento de
microorganismos patdégenos como es el caso de Bacillus cereus, Clostridium

perfringens, Staphylococcus aureus, y Listeria monocytogenes.*?

También se conocen las bacteriocinas de la clase llb, las cuales se forman por

dos péptidos diferentes, cuyos genes se encuentran juntos en el mismo operon.
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Para generar su actividad antibacteriana, se requiere de ambos péptidos en
cantidades iguales. Este tipo de bacteriocinas hacen que la membrana celular de
bacterias sensibles, sean permeables a un grupo de iones selectos, lo que indica
que estas forman o inducen la formacion de poros que muestran especificidad con
respecto al transporte de moléculas y por medio de estos pueden generar fugas

en la membrana las cuales posteriormente generan la muerte celular.>®

Existen también las a — hidroxicetonas, que han sido descubiertas
recientemente en microorganismos patégenos Gram negativos como Legionella
pneumophila y Vibrio cholerae. Estas sefiales regulan las interacciones patégeno-
huésped, virulencia bacteriana, formaciébn de biopeliculas o filamentos
extracelulares y la expresion de islas genomicas. Los componentes necesarios
para la sefalizacion de estas moléculas, se encuentran codificados por los grupos
de genes Igs y cqs respectivamente. Estos genes codifican para los
autoinductores: (LAI)-1 (3-hidroxipentadecan-4-ona) en el caso de Legionella
pneumophila y (CAIl)-1 (3-hidroxitridecan-4-ona) en el caso de Vibrio cholerae,
para las sintasas homologas de los autoinductores LgsA/CgsA vy las cinasas de los

sensores LgsS/CqsS.® (Figura 6b).

Los grupos de genes lgs/cgs se presentan en una gran cantidad de bacterias
gue se encuentran en el medio ambiente, por ello se cree que estas moléculas son

utilizadas ampliamente como moléculas de sefializacién entre células.®’
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Las sefiales generadas por los autoinductores, que son pequefias moléculas
de sefalizacion, representan un importante camino en la regulacion fenotipica

bacteriana por medio de la expresion de genes.°

VII.I. Comunicacién entre células procariontes y células eucariontes.

Se han observado moléculas participantes en la comunicacion celular
procarionte que pueden recibir sefiales de células eucariontes, como es el caso
del receptor bacteriano conocido como QsecC, el cual normalmente es un receptor
del autoinductor 3 (Al 3), pero que también se activa por las hormonas adrenalina
y noradrenalina presentes en mamiferos, los cuales son capaces de promover la
expresion de genes de virulencia de E. coli, por lo que se ha llegado a pensar que
las hormonas humanas y el autoinductor presentan estructuras similares que

permiten unirse al mismo receptor.®®

El mensajero microbiano C12 es una sefial que coordina la expresion de genes
de virulencia de Pseudomonas aeruginosa. Este fue probado con ratones, donde
se encontré que inhibe a NF-kB, el cual es muy importante en la generacion de la

respuesta inmune; estudios realizados en células humanas indicaron lo mismo.®

De la misma manera, se han realizado investigaciones con moléculas del
hospedero, como es el caso de la apolipoproteina B (APOB), la cual ayuda a
transportar el colesterol en el torrente sanguineo y se observd que interfiere con

una molécula llamada péptido autoinductor 1, (la cual participa en el quorum
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sensing de Staphylococcus aureus) y de este modo corta la linea de comunicacion

utilizada para coordinar el inicio de la virulencia en este microorganismo.

Estudios en ratones manipulados quimica y genéticamente para la ausencia de
APOB demuestran que estos son mas susceptibles a infecciones. Sin embargo, en
este caso de ratones con ausencia de APOB, se ha observado que se generan
beneficios tanto para el hospedero como para el patdégeno y Unicamente cuando el
equilibro hospedero-patégeno se rompe debido a factores como la edad, otras
enfermedades o que el paciente se encuentre inmunocomprometido, la infeccién
aumenta. Estudios clinicos han demostrado que los niveles de APOB son menores
en pacientes con enfermedades criticas que en individuos sanos, lo que podria
explicar parcialmente por qué estos pacientes son mas vulnerables a infecciones

por Staphylococcus aureus.
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VIIl. Los antibiéticos como posibles moléculas implicadas en la comunicacion

celular procarionte.

El hombre ha manipulado a las bacterias para producir grandes cantidades de
moléculas que pueden utilizarse contra infecciones. Sin embargo, es importante
preguntarse si las concentraciones inhibitorias de antibiéticos se logran alcanzar
naturalmente en el medio ambiente y si los antibiéticos podrian ser mejor

considerados como moléculas de comunicacién bacteriana.*°

Las moléculas pequefias estan involucradas en las interacciones entre célula y
célula. Por ello debe existir un gran nimero de compuestos bioactivos producidos
naturalmente por la mayoria de los organismos si bien so6lo algunos de ellos han

podido ser identificados hasta ahora.**

De estas moléculas pequefas, que son productos naturales, la mayor parte de
las identificadas son clasificadas como antibiéticos y probablemente son los

metabolitos secundarios mejor conocidos.>!

Los antibidticos poseen muchas caracteristicas de las moléculas que funcionan
como sefiales de quorum sensing, como son: que estas moléculas generan las
sefiales para quorum sensing en determinadas etapas del crecimiento bacteriano,
gue la sefial se acumula en el medio extracelular y es reconocida por un receptor
bacteriano especifico, que la concentracién de la sefial a un umbral critico de la

sefial genere una respuesta concertada y que la respuesta celular se extienda
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mas alla de cambios fisiol6gicos requeridos para metabolizar o detoxificar a las

moléculas.'*

La estructura de las comunidades bacterianas puede verse afectada si son
expuestas a antibidticos. Esto es debido a que los antibiéticos en general
presentan efectos selectivos en varios grupos de microorganismos. Por lo tanto,
estos pueden alterar la abundancia relativa de especies microbianas, e interferir

con las interacciones entre diferentes especies.*®

Por todo esto, se ha sugerido que en la naturaleza los antibioticos funcionan
como sefiales intermicrobianas, en lugar de moléculas de defensa o ataque contra
otros organismos 0 competencia por nutrientes. Esto podria resultar en una
explicacion del por qué los antibioticos son capaces de interferir con la expresion

de genes controlada por quorum sensing.?

Se han reportado muchos ejemplos de fenotipos asociados a la modulacién

transcripcional inducida por antibidticos.

Para microorganismos Gram positivos y Gram negativos, los tratamientos de
antibioticos a concentraciones subinhibitorias pueden estimular la produccion de
exopolisacéridos, como es el caso de Pseudomonas aeruginosa, que al estar en
contacto con niveles subinhibitorios del antibiético B-lactamico imipenem, aumenta
la produccion de alginato y conduce a un aumento en la formacion de

biopeliculas.*
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La concentracién subinhibitoria de aminoglicésidos y en algunos casos de
amikacina, estreptomicina y gentamicina, pueden inducir la formacion de
biopeliculas en Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli; en el caso de la

rifampicina, esta regula la transcripcién de genes de virulencia y motilidad.?

En el caso de la azitromicina que es un agente inhibidor de la sintesis proteica,
es uno de los pocos antibiéticos que mejora a los pacientes con fibrosis quistica
infectados por Pseudomonas aeruginosa; se ha mostrado que la azitromicina,
ceftazidima y ciprofloxacin, también afectan al mecanismo de quorum sensing,
posiblemente alterando la permeabilidad de la membrana y afectando el flujo de
homoserin lactonas. De cualquier manera, estos antibidticos siguen teniendo
actividad bactericida y bacteriostatica, que generan resistencia a antibioticos, por
lo que se ha sugerido que los antibiéticos juegan un papel importante de
sefalizacion en la naturaleza, e identificar inhibidores de quorum sensing, puede
ser un gran avance, para atenuar la virulencia sin afectar necesariamente a los

procesos bacterianos esenciales.’®

Se han encontrado moléculas como la cerulenina, inhibidor de la sintesis de
acidos grasos, la cual a concentracion subinhibitoria bloguea la produccion de

exoproteinas interfiriendo con niveles de transcritos especificos.®

Los efectos de los antibidticos en el ecosistema se encuentran relacionados
con su concentracion, biodisponibilidad, tiempo de exposicion y los sustratos
presentes.'® Sin embargo se ha observado que las células bacterianas dentro de

biopeliculas son altamente resistentes a antibidticos, incluso cuando se ha
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determinado en la fase de crecimiento microbiano una concentracion minima
inhibitoria muy baja, por medio de la cual podria predecirse alta susceptibilidad al

agente antimicrobiano.*!
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IX. Efecto de los antibiéticos a niveles subfarmacolégicos en las células

procariontes.

Aunque a lo largo del tiempo se habia sospechado que los antibiéticos podrian
tener multiples efectos en las células bacterianas a bajas concentraciones, no fue
hasta que comenzaron los analisis de transcripcion del genoma, que estas

actividades pudieron ser analizadas a nivel del metabolismo celular.?

Se ha demostrado que a concentraciones subinhibitorias, practicamente
cualquier antibidético aumenta o disminuye la expresion de un gran numero de
transcritos en diferentes bacterias, muchos de los cuales determinan interacciones

ambientales.?

Bajas concentraciones de antibiéticos pueden, por lo tanto, afectar a la flora
normal humana debido a esta modulacion transcripcional. Estas moléculas ejercen
sus efectos transcripcionales uniéndose a blancos intracelulares especificos.

(Figura 7).

El efecto de moléculas pequefias a bajas concentraciones en cuanto a
transcripcion, puede proveer las bases para nuevos acercamientos para la
identificacion de moléculas pequefias biolégicamente activas de fuentes naturales

para uso como agentes farmacéuticos.?

Por ello se han examinado las concentraciones subinhibitorias para mostrar su

habilidad para causar cambios globales en la transcripcion de genes.?
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Los antibidticos obtenidos naturalmente afectan la transcripcion de muchas
funciones celulares a concentraciones subinhibitorias. También algunos
antibioticos obtenidos sintéticamente como el caso del trimetoprim y las
fluoroquinolonas han demostrado tener propiedades para modular la transcripcién

las cuales son dependientes de la concentracion.

Gran numero de
transcritos modulados
(~5%)
Multiplicacion

celular
/I _\ Bajo numero de
\ transcritos
/ ‘ \ aumentados

[T I\
// ' %\\/
\

/ A\
/ Entorno . i".\ Terapéutico

1 b N
0.01 0'.1

Nivel de Transcripcion

Concentracion relativa ala CMI

Figura 7. Cambios en la traduccion global relacionada a inhibicion de
crecimiento conforme la concentracion de antibidticos aumenta, de
subinhibitoria a inhibitoria 20

De la misma manera, la transferencia horizontal de genes se ve generalmente

aumentada por concentraciones subinhibitorias de algunos antibiéticos como es el

caso de la tetraciclina.®
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Se han realizado varios estudios en diferentes genes a concentraciones
subinhibitorias y se ha observado, por ejemplo, que la polimixina B ha mostrado
regulacion a la baja de genes flagelares y de invasion y regulacién a la alta de
genes involucrados en biosintesis de exopolisacaridos en Salmonella enterica
serotipo Typhimurium. Pero en el caso de la rifampicina, que es un inhibidor de la
RNA polimerasa, se muestra regulacion a la baja de genes flagelares y de
invasion, pero regulacion a la alta de genes involucrados en crecimiento
intracelular y sobrevivencia; en general, muchos genes afectados por la
rifampicina en parte corresponden al regulon del sistema de transduccion de

sefiales de dos componentes PhoPQ.*

En este microorganismo, varios genes flagelares y de motilidad como el caso
de flicC, fliD, motA y motB, se inducen a concentraciones subinhibitorias de
tetraciclina. Estos genes son parte de los operones flagelares de clase Ill, que se
encuentran bajo el control de fliA y son expresados Unicamente al término de la

biosintesis del flagelo.”’

El gen fur es un regulador de adquisiciébn de hierro y es importante para la
sobrevivencia dentro del hospedero cuando el hierro se encuentra limitado.
También estd involucrado en la tolerancia a acido, lo cual es importante para
Salmonella para sobrevivir a las condiciones en el tracto gastrointestinal del
hospedero. Recientemente se ha mostrado que este gen induce en general la
expresion de hilA 'y SPI-1. De manera de que el aumento en la expresion del gen

fur en las cepas tratadas con tetraciclina representa un factor adicional que al
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expresarse, induce la expresion de los genes hilA y SPI-1, los cuales son
responsables en parte del aumento en su capacidad de invadir, observada en los
medios de cultivo. Este gen es responsable de una amplia variedad de efectos en
virulencia, y puede inducir la expresion de otros genes como parA, el cual se sabe

que presenta regulacion a la alta en presencia de tetraciclina.’®

En Pseudomonas aeruginosa, el antibiético imipenem que es un inhibidor de la
sintesis de la pared celular, ha mostrado inducir genes para B-lactamasa,
biosintesis de alginato y biosintesis de peptidoglicano. Sin embargo, reprime

genes relacionados a biosintesis de flagelo y pili.

Se cree que las fenazinas, a concentraciones subinhibitorias, son sefiales
capaces de alterar patrones de expresion de genes. Pseudomonas aeruginosa,
libera al menos cuatro tipos de fenazinas: 1-hidroxifenanzina, fenazina-1-
carboxamida y la piocianina, los cuales se derivan de un mismo precursor acido

fenazina-1-carboxilico.”

Por ello en un estudio realizado con una cepa de Pseudomonas aeruginosa
PAO1, que es una cepa mutante, se eliminaron los dos genes involucrados en
biosintesis de fenazinas, y se pudo observar una alteracion alrededor de 51 genes
de los cuales al adicionar piocianina, 8 de 22 genes se encontraron regulados a la
alta, los cuales codifican para los transportadores involucrados en mecanismos de
expulsion para la eliminacion de antibidticos y 7 de 29 genes involucrados con

captacion de hierro, se encontraron regulados a la baja. El grupo de genes
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PA5498-5500 regulado a la baja, codifica el regulador transcripcional np20 y

proteinas similares a los transportadores de zinc.*°

Se reportd que una mutacion en el regulador np20 anula las sefiales por
quinolonas de este microorganismo, de este modo se concluyd que la piocianina

es una sefial que modula la fisiologia de Pseudomonas aeruginosa.”

En la misma cepa PAOl de Pseudomonas aeruginosa, también se pudo
observar susceptibilidad a concentraciones subinhibitorias de tobramicina, que es
un aminoglicésido utilizado para afecciones cronicas causadas por bacterias Gram
negativas. Este induce la produccibn de homoserin lactonas, swarming

(comportamiento de enjambre) y formacién de biopeliculas.*

Para este género, también se han reportado estudios con azitromicina a
concentraciones subinhibitorias, en los cuales se ha mostrado que este antibiético
puede suprimir la expresion del gen lasB, el cual controla el quorum sensing, la
inhibicién de la virulencia generada por quorum sensing y la produccién de
alginato. La azitromicina también hace que esta bacteria pueda eliminarse en la
fase estacionaria del crecimiento bacteriano y sea sensible al peroxido de

hidrégeno.*?

En Pseudomonas aeruginosa muchos de los regulones SoxR identificados
contienen genes involucrados con el transporte de moléculas pequefias. En el
caso de Escherichia coli, SoxR regula la expresion de regulones de respuesta a

estrés por superéxido.?
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Para Escherichia coli O157 la norfloxacina, inhibidor de la enzima girasa,
muestra regulacion a la alta de genes relacionados con toxinas y regulacion a la

baja de genes de virulencia.?*

Se ha observado que las cepa de E. coli enterohemorragica presentan como
mayor factor de patogenicidad a la toxina shiga, cuyos genes se codifican en
profagos. Esta toxina es responsable de muchos de los dafios que se generan en
las células eucariontes. La produccion de esta toxina por cepas que E. coli puede

ser modulada por antibiéticos a concentraciones subinhibitorias.’

Las concentraciones subinhibitorias de algunos antibiéticos, en particular de
aguellos que su mecanismo de accién principal es el dafio al DNA, afectan los
rangos de mutaciones en las bacterias, o que puede ser resultado de cambios
transcripcionales en genes responsables de la reparacion y preservacion del DNA,

como podria ser el mecanismo SOS."?

La expresion de factores de virulencia como toxinas, adhesinas, y formacion de
biopeliculas en Staphylococcus aureus se ven afectados al exponerse a
concentraciones subinhibitorias de antibidticos. Se han realizado estudios con
antibioticos de diferentes clases y mecanismos de accion sobre lexA y recA que
son los principales mediadores del mecanismo SOS en Staphylococcus aureus.

También se han examinado genes como umuC, sosA, dinB y recF.
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Figura 8. El efecto de los antibiticos en la expresion de genes en el mecanismo de respuesta
SOS en las cepas RN4220, Newman y 458 de Staphylococcus aureus.

En la primera linea se muestran las zonas de inhibicion en ensayos de difusion en discos
representativos después de 20 horas, |as siguientes lineas muestran el efecto de los antibidticos
en las cepas mencionadas, las cuales se observaron con un lumindgrao, posteriormente
convertidas en la escala de color mostrada a la derecha en un rango de alto y bajo nivel de
expresion.

CIP: ciplofloxacina ENR: enrofloxacina  FLO: florofloxacina  GAT: gatifloxacina

LCX: levofloxacina MXF: moxifloxacina MIT: mitomicina NAL: 4cido nalidixico
NOR: norfloxacina  PEF: pefloxacina  OFX: ofloxacina NOV: novohiocina
RIF: rifampin TMP: trimetoprim  BLE: bleomicina DIS: distamicina
MTH: mitramicina ~ NET: netropsina PHL: pleomicina STL: estreptolidigina

GC¥: ganciclovir MET: metotrexato ETBR: bromuro de etidio

Se observé que en el caso de la expresion de los genes umuC, recA, SOSA,

esta fue activada en presencia de ciprofloxacina. El antibiotico trimetoprim activa la
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expresion de recA y en el caso de los antibiéticos B-lactamicos como la penicilina
G, estos no presentan ningun efecto en la transcripcion de los genes involucrados
con el mecanismo de respuesta SOS. Los efectos de las concentraciones
subinhibitorias sobre la expresion de recA en las cepas de Staphylococcus aureus
Newman y 458, cepas clinicas, presentaron un efecto similar a la cepa RN4220,
sin embargo en el caso de la netropsina, el nivel de induccion de la expresion de
recA en la cepa Newman fue mas alto que en las cepas RN4220 y 458. (Figura 8).
Por lo tanto se cree que este mecanismo de respuesta es dependiente de la

concentracion de los antibioticos.?®

56



X. Los antibi6ticos como moléculas fisiol6gicas reguladoras de la expresion

génica en procariontes.

Como ya se ha sefialado, ahora sabemos que los antibidticos a
concentraciones subinhibitorias, son potentes moduladores de la expresion

génica.**

En la mayoria de los casos, los sistemas de quorum sensing controlan la
expresion de genes y desarrollo de biopeliculas, rasgos que son importantes para
la interaccion y colonizacién de los hospederos eucariontes y la supervivencia y
proliferacion celular. Esto incluye la regulaciéon de factores de virulencia en
microorganismos patdogenos como Pseudomonas aeruginosa Yy Yersinia
pseudotuberculosis y factores de virulencia en bacterias patégenas en plantas

como el caso de Erwinia carotovora.>®

Teniendo en cuenta que los antibiéticos tienen diferente estructura quimica y
mecanismos de accién, como se ha mencionado anteriormente, se han realizado
estudios para poder observar la activacion o desactivacion de diferentes
promotores génicos en cepas de diferentes microorganismos, como es el caso de

Salmonella typhymurium, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Se ha observado que estos compuestos pueden ejercer efectos en la
transcripcion bacteriana a concentraciones subinhibitorias, por lo que parece que

muchos antibiéticos utilizados naturalmente a bajas concentraciones, tienen en
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comun la habilidad de activar o reprimir la expresion génica, que es una actividad

radicalmente diferente a la que ejercen a concentraciones inhibitorias.

La respuesta de los microorganimos ya sea a altas o bajas concentraciones de
antibioticos, surgen al darse la unién entre el antibiotico con la molécula blanco
normal. Sin embargo si los microorganismos han sufrido mutaciones, pueden

afectar a la unién con las células blanco y reducir la respuesta significativamente.®

Por ello se puede observar que incluso teniendo diferentes estructuras y
actividad inhibitoria, los antibidticos al ponerse en contacto con un
microorganismo, pueden generar la estimulacion de un gran numero de
promotores de genes, incluyendo algunos genes involucrados con virulencia,

metabolismo y funciones adaptativas.

Los antibidticos provocan respuestas especificas y estas pueden ser mediadas
por las vias de transduccion de sefales clasicas, dentro de las que se encuentra el
quorum sensing. El efecto de inhibidores traduccionales en la transcripcién
bacteriana ha demostrado que los ribosomas ejercen un rol central en la

modulacién de respuestas transcripcionales especificas.?’

Los mecanismos por los cuales los antibiéticos provocan respuestas
transcripcionales son la respuesta SOS vy la respuesta a estrés, entre otros. La
modulacién transcripcional de las bacterias como respuesta a la presencia de
antibioticos es altamente especifica y puede ser mediada por vias clasicas de
traduccion de sefales, como los sistemas de transduccion de sefiales de dos

componentes (sensor/regulador) y quorum sensing.™
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El dafio del DNA provoca una respuesta SOS que involucra un cambio en la
expresion de varios genes bacterianos. Antibiéticos como las quinolonas, que
interfieren con el metabolismo del DNA y algunos B-lactdmicos, provocan esta

respuesta.

Se ha sugerido que los sensores transmembranales estan involucrados en la
respuesta de Gram positivos a glicopéptidos, mediados por VanRS. Por ejemplo,
en el caso de la respuesta a antibiticos que actian sobre la pared celular de
Listeria monocytogenes, se encuentra involucrado el sistema de transduccion de

dos componentes CesRK.*

Algunos sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes controlan
grupos de genes los cuales contribuyen al crecimiento celular, virulencia y quorum
sensing, por lo que aquellos farmacos que tengan una funcion anti-sistemas de
transduccion de sefiales de dos componentes, podrian ser una alternativa a los
antibioticos para cepas que presentan resistencia a ellos. Estos sistemas se

encuentran también presentes en microorganismos eucariontes.*®

Los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes consisten en un
sensor de una histidina cinasa y un regulador de respuesta afin al sensor. Una
caracteristica en comun en estos sistemas es que un dimero de histidina cinasa
sufre una autofosforilacion dependiente a ATP en un residuo especifico de
histidina y posteriormente transfiere el grupo fosforilo a un residuo de aspartato en
un regulador de respuesta afin, modificando sus propiedades transcripcionales

enziméticas o mecanicas.”®
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Existen sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes que son
esenciales para el crecimiento celular como el caso de los sistemas WalK/WalR,
YhcS/YhcR81, HP165/HP166, MtrB/MtrA. En particular el sistema WalK/WalR, ha
demostrado ser indispensable en varias especies Gram positivas incluyendo
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus mutans y Streptococcus pyogenes.”’

Entre los sistemas de transduccion de sefiales que tienen un efecto sobre la
virulencia, se encuentran los sistemas Qsec/QseB, AgrC/AgrA, FsrC/FsrA,
GacS/GacA, PhoQ/PhoP, CorS/CorR.*

Cada uno responde a sefiales especificas como en el caso del sistema
Qsec/QseB, que responde a sefiales del autoinductor-3, epinefrina y norepinefrina
en Escherichia coli enterohemorragica. Existen homélogos de este sistema en al
menos 25 especies bacterianas que son patégenas en humanos y plantas.”®

El sistema AgrC/AgrA se encuentra en Staphylococcus aureus y responde a
sefales de péptidos de tiolactona. En el caso del sistema PhoQ/PhoP este se
encuentra en Salmonella y su sensor detecta la concentracion de Mg
extracelular y se estima que modifica la expresién de un 3% de los genes via su
regulador de respuesta. Se considera que este sistema regula las habilidades del
microorganismo para invadir células epiteliales y para ser resistentes a péptidos
antimicrobianos.*?

Las bacterias perciben su entorno por medio de sefiales y vias de regulacion

de la transcripcion que incluyen sensores y sistemas de transduccion de sefales
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de dos componentes. Ese es el caso de las biopeliculas inducidas por
aminoglicosidos en Pseudomonas aeruginosa, mediante la presencia del sensor
transmembranal Arr cuyo dominio citoplasmico regula los niveles del segundo

mensajero diguanilato ciclico, que es utilizado como sefial de transduccién.*®

Es importante conocer el mecanismo de estos sistemas de transduccion de
sefales de dos componentes, ya que al estar involucrados con la virulencia de las
cepas, se podria pensar en alternativas terapéuticas que inhiban la activacién de
estos sistemas y generar nuevas posibilidades de farmacos contra cepas

multirresistentes.

En el caso del efecto de los inhibidores traduccionales en la expresion de
genes, este se debe a la unidn de los antibioticos con el ribosoma. Debido a que
diferentes antibiéticos se unen a diferentes sitios del ribosoma, esto puede ser una
causa de la especificidad de la respuesta bacteriana a los antibidticos. Por
ejemplo, se ha demostrado que los macrolidos inhiben la respuesta de quorum
sensing de Pseudomonas aeruginosa debido a la interaccion del antibiético con el

ribosoma y no por interferencia con la red de sefales de quorum sensing.

Se ha estudiado la produccion de piocianina por Pseudomonas aeruginosa,
dado que si esta es una sefial fisiolégica que regula la expresion de genes, se
esperaria que los genes a los cuales esta molécula activa se expresaran en la
presencia de fenazinas, las cuales se secretan en fase estacionaria. Para ello se
realizd un estudio en el cual se eliminaron los operones phz en la cepa PA14 y de

este modo se preveno la produccion de fenazinas, comparando posteriormente
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esta cepa con la cepa silvestre en la fase estacionaria. Se observo que los genes
mexG, mexH y PA2275 fueron regulados a la alta en la fase estacionaria y sus
niveles relativos de expresion correspondieron a la respuesta de las cepas con
piocianina adicionada de manera exdgena. En contraste, en la ausencia de
piocianina, no se observo el aumento de la expresion de los genes mexG, mexH y
PA2275. Estos estudios también se realizaron con cepas sin el gen PhzM, el cual
codifica para la enzima necesaria para la biosintesis de piocianina, por lo que de
este modo se concluyé que las fenazinas son necesarias para la induccion
fisiolégica de genes en Pseudomonas aeruginosa y el mecanismo de quorum

sensing.*°
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XI. El futuro: moléculas utilizadas en la comunicacién celular procarionte con

posible actividad antibidtica.

Los microorganismos son los organismos que pueden cambiar con mayor
facilidad y los mas adaptables en la Tierra. Las bacterias se han encontrado en
lugares donde los animales y las plantas no pueden sobrevivir y llevan a cabo

muchas funciones para responder a los cambios en el medio ambiente.*®

Actualmente existen muchos problemas relacionados a multiresistencia de
antibioticos, como puede ser el caso de las infecciones adquiridas en hospitales.
Esto puede deberse a que una de las fallas de los antibiéticos actuales es que su
eficiencia para matar microorganismos conduce a una rapida evolucion de la
resistencia a antibiéticos.*? Por ello, el problema de resistencia a antibiéticos ha
sido afrontado con el desarrollo de nuevos compuestos que tienen una potencia

incrementada.*®

Dado lo anterior, resulta de gran importancia entender los mecanismos por los

cuales las bacterias pueden ser dafiadas y generar nuevas terapias alternativas.*?

También se ha prestado poca atencion al contexto ecoldgico del por qué las
bacterias producen moléculas de sefalizacion y responden a estas sefales, pero
es claro que las moléculas que producen los microorganismos y a las cuales

también responden para adaptarse a su medio, van en aumento.*
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Dado el gran numero de metabolitos extracelulares, la diversidad quimica entre
las moléculas de sefializacion relacionadas a quorum sensing conocidas en la

actualidad seguramente representa una minima parte de las que podrian existir.

La mayoria de las moléculas orgéanicas de bajo peso molecular creadas y
secretadas por microorganismos, pueden funcionar como moléculas de
sefalizacion celular que modulan la actividad metabdlica de las comunidades

microbianas naturales.'*

El rol natural de las moléculas pequefas en el campo de la biologia no ha sido
explorado suficientemente, por lo que es un campo que puede servir como una
amplia gama de investigacién. Esto debido a que estas moléculas son una gran
familia de efectores biolégicos que influyen en las respuestas celulares bajo
cualquier condicién y tienen interacciones especificas con muchos tipos de

receptores macromoleculares.®

Indudablemente, las moléculas derivadas de bacterias pueden ser una parte
muy importante para una ecologia dinadmica y deben tener roles especificos como

las sefiales de quorum sensing.*

En las dltimas décadas se ha tratado de manipular el quorum sensing para
poder crear farmacos antibacterianos, desafortunadamente, no se ha tenido
mucho éxito. Por ello, uno de los mayores retos para la microbiologia implica
prestar atencibn a comportamientos como el quorum sensing y las moléculas
implicadas en éste, para encontrar nuevas alternativas de farmacos que puedan

dafiar las células bacterianas patégenas.®
64



Uno de los problemas para llevar a cabo esto, puede deberse a la falta de
conocimiento sobre las interacciones entre las sefiales bacterianas y las sefales
de los hospederos. Sin embargo dado que se ha observado que las bacterias
responden a sefiales quimicas que los hospederos utilizan para su propia
comunicacion interna y que también los hospederos infectados pueden interceptar
sefales que las bacterias mandan entre ellas, se cree que por medio de la
busqueda de nuevas pequefias moléculas podrian encontrarse nuevos anti-

bacterianos.*?

Muchos de los promotores bacterianos identificados en diversos estudios,
regulan genes con funcion desconocida y es posible que un gran nimero de estos
se encuentre asociado con procesos que podrian ser importantes bajo condiciones

de laboratorio y clinicas.*

Los pigmentos excretados por muchas bacterias se han considerado como
metabolitos secundarios o productos de desecho, sin embargo muchos de estos

compuestos redox presentan actividad antibiética hacia células competitivas.

Algunos de estos metabolitos son moléculas como las fenazinas que pueden
servir como moléculas de sefializacion, alterando patrones de expresion de genes
en bacterias. Sin embargo, los genes especificos pueden variar en diferentes
especies, por lo que se puede tener una amplia area de investigacion con los
diferentes tipos de fenazinas, observando la manera en que afectan la expresion

de genes conservados y cdmo afectan el comportamiento bacteriano.??
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Se ha demostrado que las bacterias pueden percibir la presencia de diferentes
cepas y que cambios en la relacién general tendran un efecto en el crecimiento y

sobrevivencia de la poblacién bacteriana.*

También existen moléculas como las bacteriocinas, las cuales han mostrado
un gran acercamiento para poder funcionar como agentes antimicrobianos ya que
no son téxicas para los mamiferos.®® Estas moléculas, debido a sus propiedades,
podrian ser una buena opcién para generar en el futuro nuevas aplicaciones
médicas y biotecnoldgicas para ser utilizadas en tratamientos para infecciones o

conservadores de alimentos.*®

Han existido intentos para encontrar moléculas inhibidoras de quorum sensing,
ya que este puede ser importante para llegar a establecer infecciones, sin
embargo la terapia con estas moléculas Unicamente podria utilizarse antes de que
la infeccion haya comenzado. Estas moléculas no matan a las bacterias, solo
disminuyen su virulencia y aumentan la probabilidad de que al recibir una terapia
adicional con antibidticos estos, con ayuda del sistema inmune, puedan eliminar la

infeccién con mayor facilidad.*?

Otra alternativa, podrian ser las moléculas inhibidoras de los sistemas de
transduccion de sefales de dos componentes, ya que estos sistemas regulan
funciones importantes como el metabolismo de la pared celular, crecimiento
bacteriano, virulencia y quorum sensing, entre otros. Por ello, podrian ser

utilizados como nuevos farmacos contra bacterias resistentes.*
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Por lo tanto, nuevos farmacos que interfieran con la virulencia microbiana y la
formacion de biopeliculas podrian significar una alternativa terapéutica muy

prometedora contra microorganismos patégenos resistentes a antibioticos.>

La naturaleza de las interacciones quimicas es importante para tener en cuenta
cuando estudiar el por qué y como las bacterias reaccionan a sustancias quimicas

producidas por otras bacterias o sus hospederos.*
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Conclusiones

Debido a que el fendbmeno de quorum sensing dia a dia genera grandes
expectativas, es importante conocer mas a fondo las moléculas que participan en
él, sus propiedades y los mecanismos de accion por los cuales se encuentran
implicadas en la comunicacion celular, y por este medio se podrian generar
nuevas alternativas de farmacos para las cepas que presentan resistencia a

antibioéticos.

Dado lo anterior, es de gran trascendencia estudiar el papel ecolégico de
los antibidticos y conocer las acciones que estos pueden ejercer sobre los
microorganismos, como es el caso de la modulacion en la expresion de diversos
genes y las funciones que estos pueden alterar en las diferentes cepas

bacterianas.

El efecto de los antibidticos en la expresién de genes en bacterias puede
ser generalizada, pero es dependiente de la combinacion bacteria-antibiético y la
dosis de antibidtico. Ya estudios previos habian demostrado que agentes
antimicrobianos pueden afectar especificamente la expresion de genes de

virulencia en bacterias.”

Por ello es importante conocer la manera en la que los antibidticos y otras
moléculas de sefalizacion pueden regular la expresion génica, ya que de este
modo se pueden conocer los cambios en la expresion de genes, ya sea que se
activen o desactiven y asi poder obtener las propiedades deseadas en las cepas

para que estos puedan ser utilizados como nuevas alternativas terapéuticas.
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Es importante generar un vinculo entre la microbiologia y el campo de
evolucion ecologica para poder generar un progreso en el entendimiento de
quorum sensing y desarrollar bacterias como organismos modelo en la evolucion

ecoldgica.*
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