FACULTAD DE FARMACIA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO

TiTULO: BLOQUEO DE LA DETECCION DE
CUORUM

Autor: Celia Sanchez Martinez
Fecha: 30 de Junio de 2019

Tutor: Federico Navarro Garcia



INDICE

N o1 1 T P 2
2. Materiales Y MEOA0S. .. ..uentiti it 2
R TR0 10} 151 7 7o 2
A INETOAUCCION. ..ottt e e et 3
4.1 ;Qué es la deteccion del cuorum? ;Por qué utilizarlo?...........cccoevveeiieniennnnn. 3

4.2 Moléculas autoinductoras. ...........ovuiiiiiiiiitiii et 6

5. Resultados ¥ diSCUSION. .....uiuiinti et .8
5.1 Tipos de inhibidores de QS.........coiiiiiiii e 8

5.2 Inhibidores de QS en la naturaleza...................ccooiiiiiiii i, 9

5.2.1 El mar como fuente de inhibidores de QS...................coooiais 11

5.3.2 Probiodticos como moduladores de QS..............coooiiii.l. 11

5.3 Inhibidores sintéticos de QS..... ..ot 12

5.3.1 Antibiodticos como inhibidores de QS.................ooiiiiiin 13

5.4 Resistencia a inhibidores de QS...........oooiiiiiii i 14

5.5 Otras aplicaciones de los inhibidores de QS..............ocooiiiiiiiiiin ... 15

6. Conclusiones: inhibicion del QS como terapia..........ooevvviiiiiiiiiins ceviiiieenannnn. 16

7. BIbliografia. .. ..o e 18



1. ABSTRACT

Las bacterias utilizan un método de coordinacion de la expresion genética llamada deteccion
de cuérum (quorum sensing, QS), el cual es dependiente de la densidad de poblacion. Este
sistema se basa en el uso de unas moléculas llamadas autoinductores que permiten la activacion
de mecanismos genéticos que provocan la expresion de muchos tipos distintos de actividades
que pueden hacer las bacterias cuando actian conjuntamente, como serian la formaciéon de
biofilms, el desarrollo de virulencia o mecanismos de bioluminiscencia. Algunas de estas
actividades mencionadas estdn relacionadas con fendmenos de patogenia o resistencia a
antibioticos, los cuales se podrian evitar utilizando una molécula que bloquee esta
comunicacion. Para bloquearla, una opcion interesante son los inhibidores del QS, de los cuales
se investigan diversos tipos. Este innovador planteamiento en la forma de tratar infecciones
bacterianas evitando los efectos negativos del incremento de poblacidn, abre la posibilidad a
nuevas terapias alternativas a antibidticos, lo cual, teniendo en cuenta el panorama internacional
relativo a las resistencias frente a numerosos tipos de antibidticos y la aparicion de “bacterias
superresistentes”, podria llegar a ser un gran avance en la terapéutica actual. Asimismo, estos
inhibidores tienen grandes posibilidades de aplicacion en otros campos aparte de la medicina
para evitar formaciones de biofilms y otros problemas que dan las bacterias en otras areas
industriales.

Palabras clave: quorum sensing, inhibidores, antibidticos, resistencias, enzimas,
autoinductores, biofilms, patogenia, bacterias.

2. MATERIALES Y METODOS

Para este articulo, se ha llevado a cabo una revision, principalmente on-line de los materiales
actuales disponibles con respecto al quorum sensing. Las bases de datos y buscadores que mas
se han utilizado son PubMed, Google Académico, Science Direct y Scielo entre otras.

Se ha utilizado un método de revision bibliografica, pues se trata de un articulo de revision de
los inhibidores de quorum sensing que existen hasta el dia de hoy y de los proyectos futuros
que existen en este campo. Para realizar la busqueda se han utilizado las palabras: quorum
sensing, inhibidores, resistencias, antibidticos, terapias alternativas, quorum quenching y sus
equivalentes en espanol o inglés.

3. OBJETIVOS
Los objetivos de esta revision bibliografica son:

1. Conocer en profundidad en qué consiste el quorum sensing y los mecanismos existentes
en la naturaleza para llevarlo a cabo, teniendo en cuenta la necesidad de desarrollar
tratamientos alternativos a antibidticos.

2. Estudiar los distintos tipos de inhibidores para este fendmeno y conocer diversos
ejemplos de estos.

3. Explicar los posibles usos de los inhibidores en el futuro, principalmente hablando de
la terapéutica, pero también considerando su aplicacion en otros campos.

4. Conocer las posibilidades y peligros de la propagacion de resistencias frente a estas
moléculas.



4. INTRODUCCION

4.1 ;Qué es la deteccion del cuorum? ;Por qué utilizarlo?

La deteccion del cuérum o guorum sensing (QS) es un tipo de comunicacidon que se produce
entre microorganismos, de célula a célula. Se produce gracias a unas moléculas que secretan
denominadas autoinductores. Estas moléculas son percibidas por el resto de la microbiota, de
la misma especie o de otras, presentes en la misma zona. Cuando una bacteria detecta un
autoinductor y su cantidad, percibe la presencia de otras en la zona y del tamano de sus
poblaciones, lo que le hace modificar su comportamiento y la expresion de ciertos genes, hacia
una coordinacion en la actuacion de toda la poblacion de bacterias presentes. Es una forma de
actuacion conjunta que facilita la supervivencia de esa poblacion, por ello es un mecanismo de
comunicacion conservado evolutivamente en los dominios Arquea 'y Bacteria [1]. En definitiva,
el QS permite a estos microorganismos asegurarse de que en el medio hay una poblacion
suficiente para poder adaptarse a las circunstancias de su entorno de forma conjunta.

La liberacion de los autoinductores provoca la expresion de muchos genes en las bacterias que
los perciben. Esta expresion viene condicionada por la concentracion de los autoinductores, los
cuales se acumulan en el medio hasta llegar a una concentracion limite (la cual esta
condicionada por la densidad de poblaciéon) que permite la unidon de la cantidad de moléculas
necesarias con los receptores como para que se produzca la expresion de los genes dependientes
de QS, que luego derivaran en una gran diversidad de actividades bacterianas como
bioluminiscencia, formacidn de biofilms o virulencia. Aunque un aspecto importante para que
se produzca este fenomeno es la densidad celular en el ambiente, la deteccion de cudrum
también estd condicionada por factores como la distribucion espacial de las bacterias en el
medio y el coeficiente de difusion del inductor en ese medio [2].

Para estudiar los mecanismos de inhibicion de QS se ha utilizado como principal bacteria
modelo Pseudomonas aeruginosa por tener uno de los sistemas de QS mejor caracterizados y
por ser un patégeno humano en el que los mecanismos de QS que estan relacionados con
factores de virulencia estdn muy bien estudiados. La formacion del biofilm de esta bacteria
también es dependiente de QS, como es el caso de las poblaciones de P. aeruginosa residentes
en los pulmones de los enfermos de fibrosis quistica. Cuando el microorganismo coloniza los
pulmones de estos enfermos, se agrupa en biofilms que se comienzan a desarrollar por la
secrecion y deteccion de moléculas de N-(3-oxododecanoil)-L-homoserin-lactona y N-
butanoil-L-homoserin-lactona, autoinductores con estructura de acil-homosein-lactona.
Cuando las bacterias detectan estas moléculas comienza la formacion previa de los pili
necesarios para el desarrollo posterior del biofilm. Ademads, también son necesarias para el
mantenimiento normal de la estructura de la biopelicula en este tejido pulmonar. La existencia
de este biofilm es una de las causas por las que los antibidticos no consiguen eliminar las
infecciones en este tipo de pacientes, disminuyendo la calidad de vida de estas personas, por lo
que la aparicién de moléculas con capacidad inhibidora de QS ayudaria mucho en la terapéutica
de estas infecciones cronicas [3].
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Figura 1. Actividades bacterianas reguladas por QS [23]

Esta actuacion conjunta bacteriana que permite la deteccion del cudrum tiene efectos positivos
y negativos. En relacion con el hospedador, el QS entre bacterias, tanto de la misma especie
como entre varias, favorece la proteccion y los beneficios que ofrece la microbiota del
organismo. Sin embargo, cuando se habla de bacterias patdgenas, el QS a veces provoca la
formacion de biofilms, la generacidon de toxinas u otros tipos de mecanismos de virulencia que
facilitan la accion patogena de la bacteria [4]. Estos efectos negativos son los que se quieren
abolir, para poder evitar o disminuir el uso de antibioticos, o al menos reducir las dosis de estos
y asi evitar la aparicion de un numero de resistencias mayor al ya existente. La actuacion
sinérgica de los inhibidores de QS con los antibidticos permitiria, teéricamente, la reduccion de
estos efectos negativos del uso de antimicrobianos, principalmente de aparicion de resistencias
a estos farmacos, y asi, la conservacion a largo plazo de medios contra las bacterias, lo cual,
actualmente parece improbable.

En la Figura 1 aparecen reflejadas algunas de las actividades bacterianas conocidas que regula
el QS. A continuacidn, se clasifican en beneficiosos y perjudiciales algunos ejemplos de
deteccion de cuérum con el fin de dar a conocer las actividades con las que se relaciona:

e Como aspecto positivo, la deteccion del cudrum es responsable del biofilm protector
que forman los lactobacilos de la flora vaginal, los cuales, por la fermentacion del
glucogeno de la zona, disminuyen el pH vaginal y evitan la colonizacion por bacterias
patdgenas [5]. También regula la sintesis de bacteriocinas, moléculas con capacidad
antibidtica, en algunas especies de Lactobacillus mediante un péptido autoinductor [25].

e Como consecuencias negativas del QS para los seres humanos existen varios ejemplos.
Uno de ellos son las infecciones de oido medio producidas por Haemophilus influenzae.
En las infecciones crénicas producidas por esta bacteria a veces se usan tubos
timpanostomicos que permiten airear el area, pues atraviesan el timpano. En la
superficie de estos tubos se pueden formar biofilms de las bacterias que estan
colonizando el oido medio, empeorando la situacion [5]. A nivel intestinal, la
produccion de factores de virulencia en Vibrio cholerae, los cuales estan regulados por
QS, es otra muestra de los perjuicios que puede ocasionar el QS [7]. En la cavidad oral,



la formacion de la placa dental también procede de un biofilm dependiente de QS que
forman las bacterias presentes en esta area. Este biofilm es protector frente a bacterias
patdgenas, pero es facilmente alterable por cambios en el pH que llevan a la formacion
de otros biofilms como el que crean algunos cocos Gram-positivos como Streptococcus,
provocando la aparicion de caries en los dientes, o periodontitis provocada por
biopeliculas de otras bacterias anaerobias Gram-negativas [6].

Sin embargo, una de las consecuencias negativas mas preocupantes del QS es su relacion con
las resistencias a antibioticos. Muchas resistencias son seleccionadas por la llegada insuficiente
de antibiotico a la bacteria y uno de los factores que se relaciona con este hecho son los biofilms.
Los biofilms son matrices de exopolisacaridos que protegen a las bacterias que alberga su
interior, tanto fisica como quimicamente. Su formacion es dependiente de mecanismos de QS
en muchos casos, por lo que su inhibicién podria ser una forma de evitarlos. Los biofilms
impiden la penetracién de todo tipo de sustancias, entre ellas, los antimicrobianos. La baja
capacidad de penetracion del farmaco en estas biopeliculas, favorece la aparicion de estas
resistencias pues no se llega a la concentracion minima inhibitoria del antimicrobiano, por lo
que ni bacteriostaticos ni bactericidas podrian llegar a eliminar esa infeccion, produciéndose la
cronificacion de la infeccion y facilitando la seleccion de bacterias resistentes a los
antimicrobianos.

Actualmente, hay un gran nimero de especies bacterianas multirresistentes a varios tipos de
antimicrobianos, lo que constituye un peligro real para la vida humana. De hecho, se calcula
que a nivel mundial al dia mueren 700.000 personas por enfermedades resistentes a farmacos,
de las cuales 230.000 lo son por cepas de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes a
antimicrobianos [8]. Estos calculos también pronostican que en 2050 podria haber 10 millones
de muertes al afio por estas resistencias [5], con la distribucion representada en la Figura 2, que
atribuye gran parte de esas muertes a paises con un nivel de pobreza alto.

La OMS incluye entre los patdgenos resistentes prioritarios a: Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp, Serratia
spp, Proteus spp, Morganella spp, Providencia spp, todas estas con una prioridad critica, ya
que son resistentes a carbapenemas; y con prioridad alta encontramos a Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp., Salmonella spp, Neisseria
gonorrhoeae, pues son resistentes a vancomicina, meticilina y a fluorquinolonas. Finalmente,
con una prioridad media aparecen Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y
Shigella spp, por su alta resistencia a penicilinas, ampicilina y fluorquinolonas [9].

Muchas de las bacterias mencionadas, como Helicobacter pylori o Klebsiella pneumoniae,
basan algunos de sus mecanismos de resistencia a antimicrobianos en los biofilms. La
proteccion que otorgan estos facilita la cronificacion de las infecciones de las bacterias que
viven en ellos, como se ha indicado. Al ser los biofilms producto de la interaccién entre
bacterias por mecanismos dependientes de QS, el estudio de los inhibidores de QS es una
estrategia innovadora que podria resultar muy util en infecciones complicadas, como terapia
coadyuvante a los antibidticos.
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Figura 2. Representacion grafica de la distribucion mundial de muertes asociadas a resistencias a
antimicrobianos en 2050 [24].

4.2 Moléculas autoinductoras

Como se ha mencionado previamente, el mecanismo de funcionamiento del QS requiere de
unas moléculas llamadas autoinductores. Estos se caracterizan por ser capaces de acumularse
en un medio, unirse a receptores de otras bacterias y activar ciertos genes que dan lugar a
actividades especificas en las bacterias, por lo que se puede decir que tienen cierto control en
la expresion génica de una poblacion y pueden ser determinantes en el comportamiento de las
poblaciones bacterianas en el medio [11].

Existen varios tipos de estas moléculas, que pueden ser comunes a todas las bacterias con este
sistema, ser especifico de alguna especie o estar compartido por varias especies que tienen
caracteristicas comunes. En general, se clasifican en:

A. Autoinductores de tipo 1 (Al-1): normalmente presentes en bacterias Gram-negativas.
Estas moléculas constan de un anillo homoserin-lactona y de una cadena de acilos con
longitud y saturacion variable, y se denominan acil-homoserin-lactonas (AHL) [10].
Las enzimas de este tipo de moléculas suelen estar especializadas en sintetizar un solo
tipo de ellas. Se unen a receptores tipo LuxR, los cuales se unen al ADN en mayor o
menor medida, dependiendo de la concentracion de estos autoinductores en el medio.
Teéricamente, cada especie bacteriana tiene enzimas y receptores especificos para un
tipo de AIl-1, pero las especies que usan varios tipos de autoinductores, como
Pseudomonas aeruginosa no se rigen por esta especificidad [10].




B. Péptidos: pueden ser lineares o ciclicos, son de pequeiio tamafio y los suelen utilizar
bacterias Gram-positivas. Los receptores para estos péptidos suelen ser
quinasas/fosfatasas presentes en la membrana celular, que fosforilan en distinto grado a
la molécula provocando una distinta expresion en los genes regulados por el QS [4, 10].

C. Autoinductores-2 (AI-2): este término hace referencia a un gran grupo de moléculas que
se caracterizan por ser furanonas ciclicas que, ademas, son susceptibles de sufrir
modificaciones quimicas en el medio que las convierten en otras furanonas, también
con capacidad inductora. Estas moléculas son utilizadas tanto por bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas, y no son especificas de cada especie, por lo que
servirian como comunicacion interespecie en el medio [4, 11].

Hay otros tipos de autoinductores que no estdn mencionados en estos apartados, ya que la
percepcion del cuérum se puede llevar a cabo con moléculas que tienen otras funciones en la
bacteria [4] y esta falta de especificidad puede llevar a efectos que no son los deseados cuando
se busca la inhibicion del QS, por lo que estan menos estudiados. Ademas, si se utilizara la
inhibicion de estas moléculas, que no son especificas como autoinductores, para bloquear el QS
podrian seleccionarse resistencias a este bloqueo, pues estas moléculas, al tener otras funciones
estaran implicadas en el crecimiento de la bacteria, y su inhibicion podria afectar al desarrollo
de la vida de la bacteria.
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Figura 3. Representacion grafica del uso de moléculas autoinductoras por parte de las bacterias Gram
positivas y Gram negativas. En el circulo de la izquierda se muestran los péptidos utilizados por bacterias
Gram positivas, en el de la derecha los diferentes tipos de moléculas que usan las Gram negativas y la
interseccion de los circulos representa a las moléculas autoinductoras AI-2, que son comunes a los dos tipos
de bacterias [11].




5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Tipos de inhibidores de QS

La inhibicidon del QS se puede conseguir de varias formas y es por lo que hay diferentes
estrategias dirigidas a distintas fases del proceso. De forma general, se pueden distinguir tres
formas de bloqueo de esta percepcion: A) evitando la sintesis de los autoinductores, B)
utilizando antagonistas o moléculas que secuestren a los autoinductores o C) creando enzimas
que degraden o modifiquen estas moléculas para que no puedan actuar [4, 10]. La Figura 4
muestra una ilustracion que resume estas formas de actuacion de los inhibidores de QS.

A) Inhibir la sintesis de autoinductores es una de las estrategias planteadas para evitar la
formacion de biofilms. Se puede conseguir de varias formas:

1.

2.

Utilizando moléculas inhibidoras de las enzimas que se encargan de producir las
moléculas autoinductoras, como cicloleucina que inhibe la sintesis de AHL
Usando iones como el ién Cadmio (Cd*") [12] que inhibe a los AI-1 de
Chromobacterium violaceum por inhibicion de la sintesis del receptor para esta
molécula, impide la transcripcion de los genes que codifican para este.

Otras estrategias estdn dirigidas a la mutacion de los genes responsables de la
formacion de las enzimas que sintetizan los autoinductores [12], aunque la mutacion
de genes de la bacteria en infecciones in vivo es mas complicada y menos aplicable
en la practica.

B) Para bloquear la captacion de autoinductores se han usado principalmente:

1.

2.

Anticuerpos contra estos, que se unen a la molécula y evitan que esta pueda actuar
en su receptor, esta seria una forma de antagonizar estas moléculas [12].
Moléculas que compiten con los autoinductores por la unidon al receptor, como
ocurre con las furanonas, que tienen mayor afinidad por el receptor y provocan una
inhibicion de la actividad de éste de manera dosis-dependiente [10].

Inhibidores del transporte de los autoinductores al exterior de la molécula. Esto se
consigue mediante la inhibiciéon de las bombas encargadas de transportar los
autoinductores al exterior celular, con nanoparticulas de cobre o plata [12].

C) Las enzimas utilizadas para interferir con la deteccion del cuérum normalmente son
obtenidas de otras bacterias [4]:

1.

El objetivo méas comun de este tipo de enzimas son moléculas autoinductoras tipo
Al-1. Existen muchos tipos de enzimas que destruyen las AHL, como las acil-
homoserin lactonasas, acilasas y oxidorreductasas, las cuales destruyen el anillo de
la lactona, la cadena acilada o catalizan reacciones oxidorreductoras para que la
molécula pierda su forma activa, respectivamente [4]. Este tipo de inhibidores han
demostrado ser mas eficaces que los antagonistas quimicos de autoinductores [13].
Para los AI-2 hay mucha menos variedad de enzimas eficaces conocidas, sin
embargo, se cree que ciertos metabolitos secundarios de plantas y otras bacterias
son reguladores de estos autoinductores para controlar las poblaciones bacterianas
de un medio [4].

Contra los péptidos autoinductores tampoco se suele buscar una alternativa
enzimatica para inhibirlos, aunque existen metabolitos con radicales oxidativos que
desestabilizan la estructura peptidica y evitan la actuacion de la molécula [4].
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El disefio de los inhibidores se debe llevar a cabo teniendo en cuenta una serie de factores
comunes a todos los tipos: los inhibidores deberian ser moléculas pequefias que inhibieran la
expresion genética deseada sin intervenir en otros procesos bacterianos (tanto si son positivos
como negativos porque esto podria influir en la aparicion de resistencias, suponiendo que la
interferencia en el QS no contribuya de por si), y siendo especificas para el tipo de autoinductor
relacionado con el agente patdgeno . Ademas, en el caso de uso en patologias humanas, como
cualquier farmaco, no puede ser toxico y no debe ser metabolizado antes de llegar a su lugar de
accion (como son moléculas pequenas es facil que se degraden antes de tiempo, lo cual es un
problema) [1, 3].

5.2. Inhibidores QS en la naturaleza

La existencia de los organismos pluricelulares se basa en la posibilidad de comunicacion entre
células mediante diversas moléculas que la evolucion ha ido seleccionando, con diferencias
entre las distintas especies. E1 QS podria ser a su vez una forma mas primitiva de este tipo de
comunicacion celular. Aunque sea entre individuos independientes, es posible que sea basico
para la supervivencia bacteriana y es por esa razon por la cual existirian en la naturaleza
inhibidores de las moléculas que actuian como autoinductores. Hay inhibicion de los
autoinductores tanto entre especies bacterianas, como entre organismos superiores (hongos,
plantas, animales) [10].

Un ejemplo de este tipo de moléculas presentes en la naturaleza que inhiben la deteccion del
cudrum son las furanonas. A pesar de su falta de utilidad terapéutica por su alta toxicidad, estas
moléculas obtenidas de algunas especies de algas marinas del género Delisea, impiden el
crecimiento de bacterias tanto Gram-positivas como negativas, pues afectan tanto a los
autoinductores Al-1 como AI-2 [10].



Para bacterias Gram-positivas, cuyos inhibidores estan algo menos estudiados, el compuesto
mejor caracterizado es un inhibidor del péptido autoinductor de Staphylococcus aureus, el cual
es un producto enddgeno de la propia bacteria, es decir, lo produce ella misma. Este inhibidor
es capaz de disminuir el dafo producido por la bacteria en modelos animales, bloqueando la
fosforilacion necesaria para que se produzca la deteccion del cuérum [14].

Otra fuente de origen de estos inhibidores se puede encontrar en el extracto de diversos frutos
y otras partes de la planta, como seria el caso del extracto de semilla de alfalfa (Medicago spp.)
que inhibe algunos tipos de Al-1, o el del ajoeno y la alicina (A//lium sativum) que afectan a
algunos de los genes reguladores de QS de Pseudomonas aeruginosa evitando la formacion del
biofilm, y actuando asi sinérgicamente con algunos antibidticos como la tobramicina [10].

Algunos extractos acuosos de frutas y plantas comestibles como la pifia muestran actividad
inhibidora in vitro frente a la deteccioén del cudérum sin bloquear el crecimiento de las colonias
bacterianas [14].

Otro ejemplo de inhibicion de QS en la naturaleza es el que se da entre las distintas especies de
bacterias en su propio medio, lo que regula las poblaciones y demuestra el porqué de la
importancia de una microbiota adecuada en los organismos. Los dipéptidos ciclicos son
moléculas que producen numerosas especies bacterianas, incluyendo bacterias presentes en la
microbiota de los organismos como los lactobacilos vaginales, y que pueden tanto inhibir como
fomentar la actividad de las AHL, regulando de esta forma la aparicion de problemas sanitarios
causados por descompensaciones en la microbiota bacteriana, pues pueden evitar el QS entre
bacterias patdgenas y evitar la virulencia de estas. Esto ocurre con Lactobacillus reuterii, que
es capaz de inhibir los genes regulados por QS de Staphylococcus aureus para mantener el
medio vaginal sano [10]. En la Tabla 1 aparecen reflejados otros ejemplos.

Finalmente, otra fuente de inhibidores de deteccion de cuérum son los bacteridfagos, de los
cuales se ha encontrado alguna especie que secreta enzimas inhibidoras de la formacion de
biofilms, particularmente los bacteriofagos T7 contra Pseudomonas aeruginosa. [15].

Tabla 1. Ejemplos de inhibidores de AHL en la naturaleza [16]

Bacteria Bacillus cereus Ciclo-L-Pro-L-Tyr | Antagonismo del autoinductor
Hongo Aspergillus spp. Acido kéjico Antagonismo del autoinductor
Hongo Candida albicans | Farnesol Inhibe la sintesis del autoinductor
Planta Curcuma longa Curcumina Antagonismo del autoinductor
Planta Rheum Emodina Antagonismo del autoinductor (de
rhabarbarum P.aeruginosa)
Animal Abejas Miel y propolis Antagonismo del autoinductor
Bacteria Staphylococcus Yayurea Ay B Inhibe la sintesis del receptor
delphini
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5.2.1. El mar como fuente de inhibidores de QS

Una fuente de moléculas capaces de bloquear la deteccion del cuérum cada vez mas importante
es el ecosistema marino. Es el caso de la furanona C-30 que procede de una furanona del alga
Delisea pulchra. Esta molécula es una de las mas efectivas conocidas contra bacterias Gram-
negativas, en particular contra Pseudomonas aeruginosa. Se ha visto que este compuesto es
eficaz frente a factores de virulencia dependientes de QS, aunque se han encontrado resistencias
frente a ¢l tanto in vitro como in vivo [14]. Otra furanona de procedencia marina es la furanona
C-56, la cual impide la formacion de biofilms dispersdndolos, aunque no impide que las
bacterias sigan unidas al sustrato [14].

A nivel oceanico, la concentracion de bacterias es baja y, ademas, al pH del agua del mar, la
estabilidad de moléculas autoinductoras como las AHL es bastante inferior a la estabilidad en
los ecosistemas terrestres. No obstante, se han encontrado microhabitats de cepas marinas de
bacterias productoras de Al-1, capaces de producir biofilms en esponjas o cnidarios [17]. Este
tipo de autoinductores regulan también la produccidn de enzimas hidroliticas de compuestos de
carbono y contribuyen a la deposicion y remineralizacion de los fondos [17].

En los ecosistemas marinos, los inhibidores mas investigados son enzimas inhibidoras de Al-1
que se encuentran en corales, esponjas, otras bacterias presentes en este ecosistema como
Planomicrobium chinense o Citomicrobium spp. (con una frecuencia de entre el 2 y 46%
superior a los encontrados en bacterias terrestres), e incluso en peces y bivalvos [17].

Para encontrar bacterias capaces de producir enzimas inhibidoras, se hizo un estudio en el mar
Mediterrdneo en el que se aislaron 12 cepas con una capacidad bastante alta de inhibir Al-1,
tanto de cadena larga como corta. Algunas de las bacterias que obtuvieron mejores resultados
fueron varias especies del género Erythrobacter spp. entre otras, pues produjeron enzimas
inhibidoras de QS del tipo lactonasas y acilasas. Tras los analisis metagendmicos del agua
estudiada se comprobd que los genes que codifican para acilasas eran mas frecuentes que los
de lactonasas [17].

Estos, entre otros ejemplos, muestran la importancia de las bacterias y sus mecanismos de QS
a nivel marino. Dada esta influencia, otros seres vivos, tanto eucariotas como procariotas han
creado estrategias para evitar algunas de estas funciones relacionadas con la deteccion del
cuorum. Del estudio de estas moléculas y de la genética asociada a estas enzimas, puede que se
obtengan nuevos compuestos con capacidad terapéutica, que, ademas, se podrian obtener de
cultivos acuaticos de bacterias, o de la produccion de estas enzimas como proteinas heterdlogas
en otras bacterias como ocurre con otros fArmacos como insulinas o anticuerpos monoclonales.

5.2.2 Probidticos como moduladores de QS

Como ya se ha indicado en esta revision, las propias bacterias tienen capacidad moduladora de
la deteccion del cudrum. Esta capacidad la utilizan para mandar sefiales entre ellas con el fin de
inhibir el crecimiento de los microorganismos que les resulten perjudiciales, pero también para
favorecer el crecimiento de otras especies con las que les resulte beneficioso interactuar. Es por
esto por lo que el uso de otras bacterias para tratar infecciones podria ser un recurso terapéutico
innovador. Al igual que se usan los probidticos con bacterias capaces de restablecer la
microbiota intestinal, se podrian utilizar bacterias con capacidad de producir moléculas
inhibidoras de deteccion de cudérum, de forma que se evite la virulencia, o al menos, la
formacion de los biofilms que impiden el paso de los antibidticos. Estas bacterias vivas se
podrian administrar, aparte de para la microbiota intestinal y vaginal, como existen hoy dia
formas farmacéuticas, a nivel dérmico, bucofaringeo u 6tico.
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Siguiendo este principio se aplicaron bacterias de la microbiota vaginal e intestinal en la piel.
De esta forma se comprobd que las bacterias aplicadas como probidticos se adherian a la
queratina de la piel y mediante la produccién de acidos orgénicos evitaban la adhesion y la
formacion de biofilms por parte de otras bacterias patdégenas productoras de disbiosis cutanea.
El mecanismo de inhibicion de la formacion de biofilms fue en parte debido a la disminucion
de pH que producen los acidos orgéanicos, pero también a la capacidad inhibidora de QS pues
estos acidos consiguen modificar algunas moléculas AHL de cadena corta impidiendo asi su
union al receptor. Entre las especies utilizadas destacan las del género Lactobacillus que
consiguieron evitar el desarrollo de los biofilms de los microorganismos patégenos como
Staphylococcus aureus, aunque solo Propioniferax innocua pudo eliminar biofilms ya
formados. Asi se comprobd que los probidticos a nivel dérmico pueden ser una terapia
potencialmente complementaria a las utilizadas actualmente para tratar las disbiosis cutaneas,
que aparte de efectos secundarios, pueden ser resistentes a antibidticos, como ocurre con
algunas cepas de S. aureus [19].

Los acidos organicos producidos por bacterias que se pueden utilizar como probidticos, como
es el caso de Pediococcus acidilactici, han demostrado ser inhibidores de las enzimas de sintesis
de Al-1 de Pseudomonas aeruginosa, evitando la formacion de toxinas, biofilms y otras
proteinas de caracter patogénico para el hospedador [20].

Estos ejemplos muestran las posibilidades de los probidticos como inhibidores de QS,
independientemente de sus aplicaciones para otras patologias. Sin embargo, otro posible
mecanismo de accion de esta terapia es su actuacion como agonistas de QS. Con los probiodticos
se podria favorecer el crecimiento de bacterias positivas para el organismo mediante la
produccion de autoinductores que ayuden al desarrollo de estas poblaciones bacterianas.

5.3. Inhibidores sintéticos de QS

Muchos de los inhibidores de QS son fairmacos aprobados para otras indicaciones como el 5-
fluoruracilo, un citostatico usado en quimioterapia en el cual se han visto propiedades
inhibitorias de deteccion de cuoérum [14]. En Acinetobacter baumanii se han hecho estudios del
uso de este fiarmaco en combinacién con otros quimioterapéuticos como cisplatino y
mitomicina C y se han obtenido resultados positivos en larvas de Galleria melonela,
disminuyendo su capacidad de formacion de biofilms en la larva [18].

Dentro de las enzimas que degradan los autoinductores Al-1, como lactonasas y acilasas, un
ejemplo estudiado es el uso de bacterias de Lactobacillus plantarum modificadas
genéticamente para expresar una lactonasa procedente de Bacillus thuringiensis. Esta enzima
fue eficaz a nivel de laboratorio en la inhibicion de la formacion de biofilms de P. aeruginosa.
[14].

Algunas moléculas que se han encontrado con caracteristicas antagonistas de autoinductores
Al-1 son el 4cido salicilico o el acido fenilacético. Ambas son antagonistas de AHL pues
impiden la union de estas moléculas con el receptor [14]. En la Tabla 2 se incluyen otras
moléculas con mas mecanismos de inhibicion de QS.

Otro compuesto eficaz frente a Staphylococcus aureus es el diflunisal, un antiinflamatorio no
esteroideo que evita la produccion de factores de virulencia de esta bacteria también por
mecanismos de inhibicion de QS. Impide la formacion de o-hemolisina y de la toxina
modulina-a, evitando asi el dano producido por el microorganismo. Por este hecho, ha sido
aprobado para el tratamiento de S. aureus resistente a meticilina en Estados Unidos por la FDA
(Federal Drugs Administration) [14].
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Tabla 2. Otros ejemplos de inhibidores sintéticos de QS [6]

Tiazolidinedionas y | Inhibicién de la bioluminiscencia | A concentraciones
dioxazaborocanos en Vibrio harveyi por bloqueo del | inferiores a 1000 pM no
receptor de Al-1 hay efecto.
Sales N,N- Inhibicion de la bioluminiscencia | La concentracidon minima
disustituidas de de Escherichia coli pSB401 por | inhibitoria fue de entre 200
imidazol bloqueo del receptor de Al-1 y 2000 uM
Bromo-tiofenonas Inhibicién de la bioluminiscencia | No tiene efecto bactericida
de V. harveyi por mecanismo
desconocido
Antagonistas de Inhibicion de la fluorescencia en | No tienen efecto bactericida
sintesis con Pseudomonas putida por bloqueo
estructura AHL de AI-1.

5.3.1. Antibidticos como inhibidores de QS

Desde ¢l descubrimiento de los antibioticos hasta el momento actual, estos han sido el
tratamiento principal de las infecciones producidas por bacterias, y sus mecanismos de accion
se basan en evitar el crecimiento bacteriano o en eliminar la célula. No obstante, diversos
estudios muestran que en determinadas ocasiones el antibidtico no disminuye la poblacion
bacteriana que se quiere eliminar [11], pero aun asi ayudan al paciente a mejorar. Esto podria
deberse a que estos antibioticos actuarian como inhibidores de QS, impidiendo el mecanismo
de virulencia de los patdégenos que se querian eliminar, disminuyendo la gravedad de la
enfermedad y sus sintomas, aunque la infeccion siga presente en el organismo. Es el caso de la
azitromicina, un antibidtico de la familia de los macrolidos, que se utiliza en el tratamiento de
enfermedades como la fibrosis quistica porque es capaz de mejorar la capacidad pulmonar de
los pacientes. En este caso su mecanismo de accién no es el de un antimicrobiano, pues no
disminuye la cantidad de bacterias en el tejido pulmonar, pero si la virulencia producida por
estas [11]. Este hecho se ha atribuido a que produce una interferencia en la deteccion del
cudrum, y evita que las bacterias presentes en ese tejido provoquen el incremento de la
inflamacion pulmonar, es decir, evita la virulencia.

Esto seria una muestra de que ademas de los usos conocidos de los antibioticos, estos podrian
tener cualidades alternativas segin la especie bacteriana contra la que se utilicen o las
condiciones de la infeccion tratada, abriendo nuevas posibilidades de tratamiento, como el uso
sinérgico de antibidticos. Actualmente la combinacion de varias terapias antibioticas se hace
para evitar resistencias, basandose en la forma de eliminar a la bacteria, pero también podria
cimentarse en la inhibicién de QS y eliminacion de la poblacion bacteriana, incrementando la
efectividad del tratamiento.
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Figura 5. Representacion de los distintos agentes inhibidores de QS. En el circulo naranja, los inhibidores
de deteccion de cuorum; en el verde, las enzimas que rompen autoinductores; en el azul anticuerpos contra
los autoinductores, en el morado péptidos inhibidores de Gram-positivas; y en el rojo antibidticos con
capacidad inhibidora de QS [11].

5.4. Resistencia a los inhibidores de QS

La inhibicidn de la deteccion del cudrum se basa en evitar algunos de los factores que facilitan
la persistencia de las bacterias en un medio, y que de alguna manera pueden causar dafio en el
hospedador cuando es el medio colonizado. Por el contrario, en el caso de los antibidticos se
eliminan las infecciones por mecanismos bactericidas o bacteriostaticos, que, finalmente
acaban con la vida bacteriana. El problema de las resistencias aparece en las poblaciones en las
que existe una mutacion para la diana del antibidtico, pues esta mutacion se selecciona,
pudiendo llegar a propagarse. Es por esto por lo que se estudia la inhibicién de QS, porque al
no acabar con la vida de esas bacterias se cree que los inhibidores tienen menos posibilidades
de seleccionar resistencias.

El problema de esta suposicion es que se basa en que los mecanismos de QS no son esenciales
para la vida de estos microorganismos y, ademas, se desconoce si al evitar mediante estos
inhibidores la virulencia o el desarrollo de biofilms, se afecta a aspectos basicos de la vida de
la bacteria [6]. Este hecho supone una complicacion a la hora de crear moléculas destinadas a
ser farmacos contra el QS pues intentar inhibir un factor de virulencia puede afectar a algiin
proceso metabolico, y de esta forma condicionar la vida de la bacteria y seleccionar resistencias
[17].
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Otro factor a tener en cuenta es la dosis que se administra de estos inhibidores, pues a ciertas
concentraciones pueden llegar a ser bactericidas, produciendo un efecto que no se desea en
estas terapias [6]. Asimismo, la especificidad de los inhibidores de deteccion de cuérum no es
muy alta en la mayoria de los casos, lo que, ante el desconocimiento de la totalidad de genes
que regula el QS, puede llegar a ser un problema por la seleccion de resistencias al existir la
posibilidad de condicionar la vida bacteriana [6].

Sin embargo, a pesar de esta posibilidad se han llevado a cabo pocos estudios para demostrar
si esto ocurre en la naturaleza. Uno de ellos consisti6 en mezclar dos poblaciones de P.
aeruginosa, una sensible a un inhibidor de QS y otra resistente y se cultivaron con un inhibidor
de QS. El medio estaba enriquecido con adenosina como fuente de carbono que las bacterias
eran capaces de usar para su propio crecimiento siempre que dispusieran de las enzimas
necesarias para degradarla. La sintesis de esas enzimas dependia de la deteccion de cuérum.
Las bacterias resistentes al inhibidor podian crear las enzimas y crecer libremente, pero las
células sensibles veian su crecimiento limitado, de forma que las bacterias resistentes crecian
mas rapidamente [21].

En este estudio se demostrd, que una resistencia se puede propagar en ciertas condiciones, sobre
todo de estrés celular, seleccionando a la poblacion resistente [21]. Esto implicaria que, si una
poblacion bacteriana adquiere resistencia a un inhibidor de QS, ésta seria capaz de triunfar entre
las otras poblaciones. Por tanto, se puede decir que el QS si podria llegar a condicionar la vida
de las bacterias como ocurre con los antibidticos y la seleccion de resistencias a estas nuevas
moléculas no es una posibilidad tan remota como se creia, aunque se sigue considerando
complicada.

5.5 Otras aplicaciones de los inhibidores de QS

La inhibicién de la comunicacion intercelular bacteriana, ademas del uso que mas se ha tratado
en este trabajo, que es evitar la formacion de biofilms a nivel sanitario, tiene otras aplicaciones,
dirigidas en su mayoria a resolver de forma alternativa problemas industriales, agricolas o
ganaderos.

Actualmente, la proteccion de los cultivos agricolas de las plagas se basa en pesticidas y en
introducir mutaciones en ciertos genes en las plantas para evitar la susceptibilidad a estos
patdgenos. Sin embargo, algunas plagas producidas por bacterias podrian ser prevenidas
mediante el uso de inhibidores de deteccion de cuérum. Por ejemplo, la co-inoculacion de cepas
mutadas de Burkholderia spp. con un gen que codifica una lactonasa junto con la bacteria
patdgena Burkholderia glumae reduce la podredumbre de las plantulas de arroz, pues inhibe la
produccion del factor de virulencia de B. glumae ya que esta depende de un proceso de QS [4].
Otra posibilidad seria transferir los genes que codifican esas proteinas a las plantas y que ellas
mismas produzcan los inhibidores. Esto se probd en plantas de tabaco y de patata con los genes
de Bacillus spp. que codificaban una lactonasa que rompe el anillo lactonico del Al-1 que
produce Pectobacterium carotovorum (patdgeno habitual de estas plantas). El resultado
demostrd un incremento en la tolerancia a la presencia de este patdgeno, reduciendo los
sintomas en las plantas [22].

A nivel de piscifactorias se utilizan gran cantidad de antibioticos para evitar grandes pérdidas
de crias de marisco o peces por la colonizacion con Aeromonas spp. 'y Vibrio spp. Sin embargo,
mediante el uso de bacterias productoras de enzimas con capacidad para degradar Al-1, o la
combinacion de estas con probidticos, inmunoestimulantes y otros tratamientos en
investigacion [22], se podria reducir el uso de antibidticos y los riesgos medioambientales que
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esto conlleva, puesto que se ha conseguido incrementar la supervivencia tanto de peces como
de gambas cuando se inoculaban con ese tipo de bacterias [4].

Un uso alternativo muy util para la industria farmacéutica es el uso de estos inhibidores para
evitar la bioincrustacion que se produce en los biorreactores que utilizan membranas para filtrar
los productos. La incrustacion biologica también es producto de la aparicion de biofilms, por
lo que la inhibicion de QS es un mecanismo innovador para evitarla [4]. De hecho, actualmente,
se han utilizado lactonasas para impedir la bioincrustacion en membranas de osmosis inversa
[13].

Los inhibidores de QS también se han estudiado para la desinfeccion material médico. Las
infecciones nosocomiales y post quirdrgicas son un gran problema, sobre todo, porque los
patdgenos presentes en los hospitales en muchos casos son resistentes a varios antibidticos y
son infecciones dificiles de tratar y que ocasionan muchos problemas en los pacientes. Por eso
la prevencion de éstas es el método mas eficaz de evitar estos problemas. El bloqueo de la
deteccion del cuérum podria ser una estrategia interesante y con posibilidad de combinarse con
los medios actuales [22].

6. CONCLUSIONES: INHIBICION DE QS COMO TERAPIA

Para finalizar, tras comprobar que la inhibicion del QS es un campo de investigacion de plena
actualidad y que podria ofrecer grandes posibilidades a la terapia con antibidticos actual, es
necesaria mas investigacion en este campo para poder afirmar que el uso en humanos sera
posible. A pesar de la importancia de la deteccion del cudrum en la patogenia, para que la
inhibicion de QS emerja como terapia real, es necesario proponer algunas metas:

1. Encontrar inhibidores mas especificos, tanto para especies bacterianas, como para
procesos realizados por las bacterias mediante este fendmeno, pues estos inhibidores
podrian afectar a la microbiota sana de los organismos provocando desajustes y mas
perjuicios que beneficios.

2. Es necesario conocer la toxicidad de las moléculas que se desarrollen para las propias
bacterias, porque en algunos casos, estas sustancias pueden ser bactericidas a ciertas
concentraciones (muy altas), contradiciendo asi uno de los principios en los que se basa
la inhibicion de la deteccion del cuérum como terapia anti-patogenia y que la haria
susceptible de resistencias.

3. Las moléculas que vayan a ser utilizadas como farmacos deben ser seguras para el ser
humano y ser eficaces frente a las bacterias. Ambos son factores que tienen que conseguir
grandes avances.

4. Hay que contrastar la importancia real de la resistencia a los inhibidores de QS en la
naturaleza, para conocer si podria llevar a desajustes en las relaciones simbidticas entre
bacterias y otros organismos.

5. Es necesario comprender la verdadera actividad in vivo de las moléculas que se
desarrollen, para determinar en qué momento es preciso utilizarlas (es posible que no
sean eficaces a no ser que se usen antes de la formacion del biofilm), o que la especie
tenga factores de virulencia asociados y no asociados a QS y a pesar de la inhibicion la
bacteria siga siendo patogena.
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No obstante, son moléculas muy innovadoras, por lo que es probable que en un espacio breve
de tiempo se consigan resultados positivos y consigan llevarse al mercado farmacéutico.
Ademas, aunque los estudios no estén muy avanzados en algunos puntos de esta terapia, hay
factores favorables:

Se conocen moléculas con actividad inhibidora de QS, tanto de sintesis como de origen
natural, aunque en muchos casos su capacidad in vivo se desconozca. Esto posibilita que
en unos anos pueda llegar a haber ensayos concluyentes de la actividad real in vivo y que
permitan el paso de estas moléculas a la terapéutica.

La posible aparicion de resistencias es un problema, pero, teniendo en cuenta el
panorama actual respectivo a los antibiodticos, la aparicion de nuevas terapias es urgente
y necesaria. Asimismo, estos inhibidores se diseflaran para no eliminar la vida de las
bacterias, por lo que la seleccion de resistencias siempre serd mas lenta y menos grave
que en el campo de los antimicrobianos.

Se pueden utilizar en otros campos y permitirian la reduccion del uso de antibiodticos a
nivel agropecuario o biomédico, lo que también seria favorecedor para la disminucion
de la seleccion de resistencias, y, ademads, se podria favorecer el uso de agonistas de QS
para que la poblacion de bacterias que aportan beneficios evite la propagacion de
bacterias patogenas, entre otras posibles aplicaciones innovadoras.

En conclusion, atin queda mucho por hacer hasta que estas moléculas lleguen al mercado, pero
son una estrategia terapéutica muy prometedora y que aportard grandes ventajas al panorama
antimicrobiano actual.
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