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Introduccién

En los ultimos afios ha crecido el interés en el estudio de la comunicacién
intercelular bacteriana y se han identificado mecanismos regulatorios de la
expresion de ciertos genes en respuesta a altas densidades celulares (22,31). El
comportamiento “social’ de las bacterias estda emergiendo como un modelo
integral regulatorio que capacita a estos organismos para enfrentar diversas
condiciones de estrés ambiental, lo cual cobra gran importancia en el caso
particular de bacterias patégenas creciendo en tejidos de un hospedador.

La comunicacidn intercelular funciona tanto en bacterias gram-positivas, a
través de péptidos, como en gram-negativas, mediada por unas moléculas
aciladas conocidas como autoinductores (22). La autoinduccién define un
sistema sensor ambiental que permite a la bacteria monitorear su propia
densidad celular, de alli que se ha acufado el término “Quorum sensing” (9,11)
para este sistema de regulacion. La célula bacteriana produce un componente
difusible denominado autoinductor (Al), el cual se acumula progresivamente en
el medio de crecimiento. Cuando la densidad celular es alta, el autoinductor
alcanza alta concentracion intracelular y mediante interaccion con activadores
transcripcionales, promueven la expresidn de un grupo de genes para regular
una gran variedad de respuestas fisiolégicas. La concentracibn de
autoinductores incrementa precisamente porque hay mayor poblacion bacteriana
produciendo la sefal. El sistema de comunicacidbn mejor estudiado es mediado
por los autoinductores conocidos como acil-homoserin lactonas (acil-HSL), unas
moléculas de sefalizacion sintetizadas por enzimas especificas que utilizan como

sustrato S-adenosilmetionina y un intermediario de la ruta biosintética de acidos
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El la Figura 1 se muestra un ricleo homoserin lactona, al cual, a través del
gupo amino, se agregan cadena aciladas de 4 a 16 carbonos, algunas con
insaturaciones y con sustituciones que incluyen grupos hidroxilo o carbonilo. La
longitud de estas cadena laterales, el grado de insaturacion, asi como

sustituciones sobre esta cadena proveen especificidad a la sefial (11,31).
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Figura 1. Estructura basica de la Homoserin lactona. Al grupo
NH2. se unen denas aciladas (R). Ver detalles en el texto.

Uno de los ejemplos mejor caracterizados de esta comunicacidn entre
bacterias es el mecanismo de autoinduccidn de luminiscencia en la bacteria
marina Vibrio fischeri. El autoinductor de luminiscencia de V. fischeri, designado
VAl (“vibrio autoinductor”) es el 3-0xo-N-(tetrahidro-2-oxo-3-furanil)
hexanamida o cominmente llamado N-3-(oxohexanoil) homoserin lactona. A baja
densidad celular, VAl difunde pasivamente al medio extracelular, a favor de un
gradiente, mientras que a alta densidad celular, VAI se acumula en la célula y
alcanza una concentracion intracelular equivalente a la concentracion
extracelular (Figura 2) (7). V. fischeri puede encontrarse en forma de vida libre,
0 en simbiosis, habitando la luz de 6rganos de peces marinos y calamares. La
forma de vida libre, como es de esperar, se encuentra a muy baja densidad
celular, en el orden de 102 celulas/ml y no es luminiscente. En la luz de los
organos, alcanza densidades de 1010 celulas/ml hasta 1011 células/ml, por lo

cual se activa el sistema de autoinduccibn y se expresan los genes de
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luminiscencia (Z,22).
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Figura 2. Modelo propuesto para la requlacion de la expresion de genes porau-toinductores
altas densidades celulares, basado en sistema V. fischeri. LuxPF. producto del general luxR. es
un activador transcripcional que estimula la sintesis de genes de luminiscencia y del gen lu
luxl eodifica la proteina Luxl. que es la autoinduclor sintetasa de VAL VAl es el autoinductor
3-Oxo-hexanoil-homo-serin lactona especifico de V. fischeri.

Los genes de luminiscencia estan organizados en dos unidades de transcripcion
divergentes con los sitios “start”, separados por 150 pares de bases (Figura 3).
El gen luxR codifica la proteina LuxR, el cual es el activador transcripcional de
genes de luminiscencia y en presencia de VAI, se une a una secuencia con
simetria diada localizada aproximadamente a -40 pares de bases “upstream’
(caja luxR) del operén de luminiscencia: luxICDABEG (6). El primer gen de este
operon, luxl, codifica para la proteina VAI sintetasa (193 aa) responsable de la
sintesis de VAI. A baja densidad celular, luxl se transcribe a nivel basal y VAI se
acumula lentamente en el medio de crecimiento. Cuando VAl alcanza
concentraciones criticas en el medio intracelular (a alta densidad celular),
interactia con LuxR; este complejo se une a la “caja lux” y activa la
transcripcion de genes de luminiscencia y su propia transcripcion. Esto genera
un esquema autorregulatorio positivo dependiendo de las concentraciones de

VAI (28) (Figura 3). Los otros genes del operdn codifican para componentes del
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sistema de luminiscencia.
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Figura 3. Organizacion del operdn de luminiscencia de V. fischeri y esquema de autoinduceii
mediado por productos génlcos del locus luxR. El complejo LuxR-VAl se une a regign regulat
activa tanto su propia transcripcion como la de los genes luxl, que codifican VAl sintetasa y |
genes luxCDABEG. codificando proteinas de hioluminiscencta.

Durante muchos afios se pensé que el fendmeno de autoinduccion estaba
confinado a los vibrios marinos luminiscentes, sin embargo, actualmente se sabe
que muchas bacterias no luminiscentes utilizan sistemas de regulacion

homodlogos, para controlar una gran variedad de funciones de una manera

Aungue la mayor parte del conocimiento sobre estos reguladores se ha obtenido
usando sistemas LuxR-Luxl, estudios recientes han reportado un numero
creciente de bacterias gram-negativas que tienen genes similares a luxR o a luxl
(Tabla 1). Fuqua y cols. (11) han designado el grupo de homdlogos de LuxR
como miembros de una superfamilia: superfamilia LuxR. Este grupo de proteinas
exhiben gran homologia principalmente en la regidon carboxi-terminal (Figura 4).
En general, opera el mecanismo descrito para el sistema de V. fischeri, donde el
homodlogo de LuxR es el activador transcripcional, que estimula la transcripcion
del gen que codifica para un autoinductor sintetasa (homdlogo de luxl) y en
consecuencia, se expresan genes requeridos a altas densidades celulares (Tabla

1). A través de observaciones de sintesis enzimatica de moléculas
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autoinductoras, se ha propuesto que las proteinas tipo Luxl utilizan como
sustratos el grupo homoserin lactona derivado de S-adenosilmetionina
(intermediario en la ruta biosintética de treonina y metionina) y cadenas
aciladas en complejos con proteinas transportadoras, derivadas de
intermediarios en la biosintesis de acidos grasos (9). Es importante aclarar que
el andlisis de productos generados de la actividad de homdlogos de Luxl
expresado tanto en la bacteria de origen, como en sistemas heterélogos, como
E. coli, rinden bajos niveles de sintesis de otras homoserin lactonas aciladas,
estructuralmente diferentes a los autoinductores principales. No se sabe si estos
productos menores se deben a especificidad limitada del sustrato sobre la
magquinaria biosintética o a modificaciones del autoinductor principal después de

su sintesis (9).
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Tabla 1
Sistemas Regulatorios " Quorum sensing™ en diversos géneros
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Figura 4. Diagrama esquematico de regiones de las proteinas de la superfamilia LuxR. En eln
requlador se distinguen: 1: region de autorregulacion de LuxR. requerida para el control de |
LuxR; 2: regidan de unidn de autoinductor; 3: region de multimerizacian. En el madulo activad
reconocen 2 subregiones. 4: dominio HTH de unidn al DNA; 5: region C-terminal requerida pe
activacion transeripeional. Las funciones han sido mapeadas poranalisis de mutaciones pu
delecciones.

Los sistemas regulatorios tipo LuxR-Luxl presentan diversos tipos de
organizacibn genética. Generalmente estdn organizados en unidades
transcripcionales préximas, donde algunos pares de genes homdlogos se
transcriben convergentemente y no estan ligados a los genes que regulan. Estos

incluyen los genes expR y expl de E. carotovora (21); phzR y phzl de P.

aureofaciens (45); yenR y yenl de Y. enterocolitica (39,44) y los genes esaR y

esal de E. stewartii (2). Hay también ejemplos de pares de genes transcritos en
la misma direccibn, incluyendo los genes lasR y lasl y rhiR y rhll de P.
aeruginosa, aunque no estén expresados como un simple operon (25,26, 29,
32,33).

En contraste con estos ejemplos, los genes traR y tral de A. tumefaciens
estan separados por mas de 60 pb en pladsmidos T1 tipo octopinA y 30 Kpb en
plasmidos T1 tipo nopalinA (10, 19,20,36).

Caracterizacion de sistemas “Quorum sensing” en P. aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista de importancia clnica,
asociado a diversas patologias principalmente en pacientes

inmunocomprometidos y es uno de los principales agentes causales de
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infecciones intrahospitalarias. Entre las patologias asociadas a esta bacteria se
encuentran: infecciones cronicas pulmonares en pacientes con fibrosis quistica,
complicaciones infecciosas de heridas y quemaduras, infeccidn en pacientes con
otitis externa, infecciones en piel, ojos, tracto genito-urinario e infecciones
sistémicas generalizadas (3,37,14,31). El éxito de esta bacteria para causar
infeccidn reside en su capacidad para sintetizar y secretar una variedad de
exoproductos, tales como exotoxina A, fosfolipasas, sideroporos y varias
proteasas con una amplia especificidad de sustratos que incluyen elastina,
colageno, transferrina e inmunoglobulinas encontrados en tejidos del hospedador
(3). Estos productos no se producen constitutivamente, sino que son regulados
por diversos estimulos. En los ultimos afios ha crecido el interés en el estudio de
la regulacibn de estos exoproductos, principalmente en respuesta a altas
densidades celulares, sobre todo después del descubrimiento de que existen al
menos dos sistemas “quorum sensing” que regulan la expresion de genes de
virulencia en P. aeruginosa. La regulacion de genes de virulencia dependiente de
la densidad celular es una estrategia clave, debido a que tal vez se requiere una
masa celular muy alta que sea capaz de sintetizar factores de virulencia en
cantidad suficiente para ejercer un efecto significativo sobre bs tejidos del
hospedador, e inclusive contrarrestar la respuesta inmune del mismo. A
continuacibn se presentan los principales reportes que han permitido definir
algunas caracteristicas regulatorias de los sistemas “quorum sensing” de P.

aeruginosa.

Sistema “Quorum sensing” Lasl/LasR

En 1992, Bainton y cols. (1) construyeron un sistema sensor de homoserin
lactonas. El sistema consistia en un plasmido donde fueron clonados los genes
luxR y regidon promotora del operdn lux de V. fischeri (o Photobacterium fischeri)
, unidos a genes luxA y luxB (luciferasa) de V. harveyi. Cuando el pladsmido se
introducia en E. coli, esta bacteria emitiria luminiscencia, solo si se suministraba
N-3(oxo-hexanoil)-homoserin lactona (OHHL) exdgena, debido a que esta
construcciéon carecia de luxl, es decir la homoserin lactona sintetasa. Entonces
cuando E. coli transformada con este sistema, se incuba con sobrenadantes de
cultivos, la luminiscencia indica la presencia de OHHL u otra N-acil-homoserin-

lactona relacionada (Figura 5). Varias especies de P. aeruginosa inducian
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luminiscencia con este sistema, sugiriendo regulacidn por autoinduccién en
Pseudomonas (1).

Previamente Gambello e Iglewski (12) habian reportado un homdlogo de luxR en
P. aeruginosa, aislado a través de un andlisis de complementacion de produccion
de elastasa en la cepa PA103. Esta cepa mutante espontanea tenia el gen
estructural lasB (elastasa) intacto, pero era defectuosa en la produccion de la
enzima. Los autores introdujeron una genoteca de una cepa silvestre en la
mutante PA103 y aislaron el fragmento que restauraba la produccidbn de
elastasa. La secuencia de aminoacidos predicha para este gen, mostré
homologia con LuxR, por lo cual fue designado lasR, por “regulator of lasB” (12),
siendo actualmente uno de los miembros mejor caracterizados de la superfamilia
LuxR.

El papel regulatorio de LasR (26,618 Kd) sobre genes de elastasa lasB fue
confirmado en una mutante de deleccion de lasR en la cepa de referencia PAO1,
en la cual no se detectaba proteina elastasa ni RNAm de lasB (12). Mas tarde, el
grupo de Gambello, utilizando la misma mutante de deleccibn PAO-R1, reporté
que LasR regulaba la expresion del gen las A, codificante de otra elastasa (40).

Debido a que LasR regulaba la transcripcion de dos proteasas lasA y lasB
asociadas con virulencia, el grupo de Gambello siguié investigando la posibilidad
de que esta proteina activadora regulara otros exoproductos de virulencia en P.
aeruginosa. Efectivamente, la transcripcion del gen apr, que codifica una
proteasa alcalina, se anulaba en la cepa mutante PAO-R1 (lasR) y se
restauraba cuando el gen lasR se suministraba sobre un pldsmido multicopia (13)
. Ademés, la mutante lasR~ también exhibié una disminucibn de un 40% en la
expresion del gen toxA, codificante de exotoxina A. De hecho, hay similaridad de
secuencias en las regiones promotoras de los genes regulados por LasR, con una
secuencia de 29 nucledtidos con simetria diada inmediatamente precediendo el
hexdmero —35 de los genes lasB, lasAy apR.

Posteriormente se identific6 un gen homdlogo a luxl, el gen lasl, localizado
después de lasR (32). Cuando lasl se introduce en E. coli sobre un plasmido
multicopia, dirige la sintesis de oxododecanoil-L-homoserina lactona (OdDHL,
Figura 5 y Tabla 1).
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Figura 5. Representacion esquematica del ensayo de hioluminiscencia desarrollado enf. ca
plasmido repartero pSB237, en el cual se clond el general luxR, region promotora de luxy gen
codifican respectivamente las subunidadescy pde la enzima luciferasa.

El papel de un sistema “quorum sensing” en la regulacibn de exoproductos
asociados con virulencia en P. aeruginosa, dirigid el interés a la caracterizacion
genética de diferentes mutantes defectuosas en la sintesis de dichos
exoproductos, lo cual condujo a la identificacibn de un segundo sistema
“Quorum sensing” en este patdgeno oportunista.

Sistema “Quorum sensing” RhlI/RhIR

Koch y cols. (24) aislaron una mutante tn5-Gm' (65E12) afectada en la
biosintesis de ramnolipidos y elastasa. La mutante no crecia en medio ninimo
conteniendo hexadecano como Unica fuente de carbono. Solo crecia si se
afiadia ramnolipidos al medio, indicando que éstos juegan un papel importante en
la solubilizacibn y captura de sustancias insolubles en agua. Ochsner y cols.
(30) utilizaron esta mutante para estudios de complementacibn con una
genoteca de césmidos y lograron aislar y caracterizar un fragmento de DNA
capaz de restaurar la produccion de ramnolipidos y elastasa. ldentificaron un
gen, designado rhiR, cuyo producto mostraba homologia con los activadores
transcripcionales LasR de P. aeruginosa, RhiR de Rhizobium leguminosarum y
LuxR de V. fischeri.

La existencia de este segundo sistema “quorum sensing” en P. aeruginosa fue
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confirmada independientemente por Latifi y cols., (25), quienes estaban
caracterizando otra mutante de P. aeruginosa defectuosa en la produccién de
elastasa. Utilizaron una mutante elastasa negativa de PAO1l, denominada
PANO67 que habia sido obtenida por Jones y cols. usando N-metil-N-nitro-N-
nitroso guanidina (21). La mutante PANOG67 tenia efectos pleiotropicos y no
sintetizaba la mayoria de exoproductos. En la tabla 2 se resumen los resultados
obtenidos por “inmunoblotting” y ensayos enzimaticos en las cepas PAO1
silvestre y mutante pleiotrépica PANO67. Se pensaba que PANO67 podria tener
una mutacién en los genes lasR o lasl, de acuerdo a la informacidon disponible
hasta ese momento.

La mutante no inducia la produccidon del pigmento violdceo en el sistema
sensor de homoserin lactonas de la cepa mutante C. violaceum CV026. La
bacteria Gram-negativa Chromobacterium violaceum, encontrada cominmente
en agua y suelo, produce un pigmento purpura (violaceina), cuya expresion
depende del autoinductor N-hexanoil-L-homoserin lactona (HHL) expresado en la
cepa C. violaceum silvestre. Este autoinductor no se expresa en la cepa
mutante CV026 (mini-Tn5), por lo cual es violaceina negativa. La produccion del
pigmento puede restaurarse en esta mutante por incubacibn con sobrenadantes
de cultivo de la cepa silvestre o de otras bacterias que produzcan homoserin
lactonas relacionadas. Este sistema, al igual que el sistema reportero luxR-luxAB
de V. fischeri, permite detectar un amplio rango de homoserin lactonas (27,42).

Al transformar la cepa mutante PANO67 con una genoteca genémica de PAO1
(silvestre) y analizar restauracidn de sintesis de exoproductos, aislaron un
cosmido de complementaciéon (Tabla 2). Pensaron que el ddsmido incluia los
genes lasR o lasl, por lo cual utilizaron como sonda estos genes en un “Southern
blotting” de DNA de este cdésmido, pero no observaron hibridizacién, indicando
que estos genes no eran responsables de la restauracion del fenotipo y en

consecuencia, no eran los genes afectados en la mutante.
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Tabla 2

Sintesis de exoproductos en cepa mutante pleiotropica PANC

Exoproducto PAO1 PAN067 PAN067 PANO067 PANO
(pAX27) (prhiRI) (prhiF

Elastasa + - + +
Proteasa alcalina + - + +
Exotoxina A + o f + NT
Hemolisina + + /- + +
Cianida + - + +
Piocianina + - + +
Inductor (C.V.) + - + ++

+
L

NT
NT
+
+
+

PAG 1: cepa silvestre; PANDGT es la murante de efectos pleiotropicos. Se estudio la si
exoproductos en PANDG7T transformada con: pAX27 (20 Eb): es el cosmido aislado por
complementacion; los tres altimos son plasmidos recombinantes con fragmentos aislad
{(subgenoteca). prhlRI: fragmento pstl de 2Kb conteniendo rhlR y rhil: fragmento de 1.
rhll; prhiR plasmido con fragmento de 1.4 Kb conteniendo el gen rhlRE. NT: No ensaya

en . violaceum.

Luego, hicieron una subgenoteca de este c6smido y delimitaron un fragmentos
Pstl de 2Kb que tenia la actividad de complementacion (sintesis de
exoproductos) y era capaz de dirigir la sintesis de autoinductor. Este fragmento
fue designado vsm por “virulence and secondary metabolism’. Al secuenciar
este fragmento, encontraron dos marcos de lecturas. Uno de ellos, designado
VsmR (726 pb) que resulté 90% idéntico a la secuencia del producto del gen
RhIR reportada por Ochsner y cols. (30) como un activador transcripcional de la
sintesis de ramnolipidos, elastasa y piocianina.

El segundo marco de lectura, designado Vsml o Rhll mostr6 homologia de
secuencia con Luxl, Lasl y otros productos responsables de la sintesis de
autoinductor. Efectivamente, Rhll dirige la sintesis de otros autoinductores N
butanoil-L-homoserina lactona (BHL o PAI-2) y N-hexanoil-L- homoserina
lactona (HHL), en menor proporcidn (4,29, 33,41). Ademas, precediendo vsml
(posicidn -46), localizaron un elemento palindrémico tipo “caja lux”.

En la Tabla 2 se resumen los resultados del andlisis de complementacién de la
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cepa PANO67. Cuando la cepa es transformada con los genes rhiIRI, se restaura
su capacidad de sintesis de exoproductos y de autoinductor.

Previamente se habia reportado que las mutantes lasR  son deficientes en la
produccibn de elastasa (12), sin embargo, la mutante PANO67 aunque es
deficiente en elastasa, tiene un sistema lasR/lasl funcional, ya que produce
OdDHL (25). Como ambos sistemas, lasR/lasl y rhiR/rhll estan involucrados en la
regulacibn de exoproductos, parecia posible que los dos sistemas regularan, de
manera interactiva, genes blancos estructurales como es el caso de lasB.
También se observaba la identidad de las cajas tipo “lux” precediendo cada gen,
lasl o rhll.

Para estudiar la posibilidad de que lasR/OdDHL activara la transcripcion de rhl o
alternativamente que rhl/BHL regulara a lasR, Latifi y cols. (26), construyeron
fusiones transcripcionales de estos genes al gen lacZ’ y estudiaron la expresion
de estas fusiones en mutantes lasR~ (PAOR) o rhl- (PANOG67). Luego
suministraban los genes correspondientes en sobre plasmidos multicopia para
ensayos de complementacion.

Los autores observaron la misma actividad promotora lasR en la cepa silvestre
PAO1 y en las mutantes PAOR (lasR’)) o mutante PANO67 de efectos
pleiotrépicos, la cual se sabia que podia ser complementada por rhlIRIl. Cuando
la fusién fué expresada en el sistema heterdlogo de E. coli, la presencia de lasR
suministrada en multicopia, reducia marcadamente la expresion de lasR-lacZ. El
efecto fue mas pronunciado en ausencia del autoinductor. Esto sugirié un efecto
regulador negativo y que LasR estaba reconociendo elementos regulatorios
sobre lasR, pero esta regulacion no es muy clara.

Para determinar si RhLR o LasR regulan rhll, también construyeron la fusion
transcripcional rhll-lacZ, la introdujeron en PAO1 y las dos mutantes regulatorias
PAOR y PANO67. En ninguna de las mutantes se expres6 rhl-lacZ y al usar el
sistema en E. coli, se observdé maxima expresion rhl-lacZ al suministrar RhIR con
BHL y una restauracion parcial de la actividad al afiadir lasR-OdDHL.

También fue de gran importancia en este trabajo la observacién de que una
fusion rpos-lacZ de P. aeruginosa en E. coli, era expresada solo al introducir un
plasmido con rhIR en presencia del autoinductor BHL, sugiriendo una estrecha
regulacién entre el sistema “quorum sensing” RhIR/BHL y la expresion del gen

rpoS, el cual codifica s°, un factor sigma de fase estacionaria de crecimiento
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que ha sido reconocido como un regulador global de respuesta a estrés (16,17).

Previamente Huisman y Kolter (18) habian reportado que la homoserin lactona
exdgena era capaz de activar la expresion de rpoS en E. coli. El hecho de que
Latifi y cols., (26) encontraran que la expresiéon de rpoS se anulaba en las dos
mutantes deficientes en generar moléculas sefial de acil-homoserin lactonas,
sugieren una conexion entre los sistemas “quorum sensing” y RpoS. En base a
estos hallazgos, los autores propusieron un modelo de regulacidon jerarquico para
los dos sistemas “quorum sensing” y el factor sigma rpoS, todos ellos operando
cuando las células alcanzan alta densidad celular. EI modelo propone una
jerarquia regulatoria, en la cual el sistema lasR/lasl regula la transcripcion de
rhiR. Luego RhIR activa la transcripcion de rhll, el cual promueve la acumulacidn
de BHL, y el complejo RhiR/BHL activa la transcripcidon de rpoS.

La relacibn RhIR/BHL con RpoS puede ser muy importante en la virulencia de P.
aeruginosa. Recientemente se puso en evidencia que el gen lexA, codificando
lectina citotéxicas PA-IL, posee en su region regulatoria un promotor con
secuencia consenso para RpoS (s°) y una caja tipo “lux”. Efectivamente, se
demostré que la expresiéon de lexA se anula por completo en mutantes rpoS- y es
estimulada por adicién de Rhil/BHL (43).

El modelo integral fué apoyado por estudios de expresion de fusiones
transcripcionles lasR-lacZ y rhiR-lacZ en una cepa de P. aeruginosa doble
mutante lasl- y rhll- deficientes en generar autoinductores PAI-1 y PAI-2,
respectivamente (35). Se encontré que la adicibn de PAI-1 era capaz de
restaurar la expresion de ambas fusiones transcripcionales, mientras que la
adicion de PAI-2 solo, no tenia ningun efecto, demostrando que la transcripcion
de rhiR es regulada positivamente por LasR/PAI-1.

Propusieron que el sistema LasR/Lasl controla la transcripcion de rhiR y que el
sistema rhl responde a la densidad celular solo a través del sistema lasR/lasl, el
cual esta directamente sensando el “quorum”. Para asegurar que el efecto de
PAI-1 sobre rhIR es mediado por LasR, estudiaron la expresion de rhiR-lacZ en el
sistema heterdlogo de E. coli, en presencia o ausencia de lasR y PAI-1.
Observaron incrementos de la actividad promotora de rhIR solo si estaban
presentes LasR y PAI-1. Ademas sugirieron que la regulacién rhl por LasR/PAI-1
ocurre también a nivel post-traduccional, ya que PAI-1 bloqueaba la actividad

de PAI-2. Esto fue demostrado porque la habilidad de RhIR y PAI-2, para activar
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la transcripcibn de la fusidbn transcripcional rhlA-lacZ (rhlA codifica
ramnosiltransferasa y es dependiente del sistema RhIR/RhIl/ PAI-2) disminuia de
una manera dosis-dependiente, a medida que se incrementaba la concentracion
de PAI-1, indicando que PAI-1 podria bloquear los sitios de unién de PAI-2 en
RhIR y explicar la inhibicion.

Especularon que el control post-traduccional de RhIR por PAI-1, ocurre antes
que rhl sea inducido para producir PAI-2, siendo las concentraciones de PAI-1
mucho mas altas que PAI-2. Entonces PAI-1 podria bloquear la unién de PAI-2 a
RhIR, hasta que PAI-2 alcance un nivel suficiente para contrarrestar el bloqueo.
Esto podria permitir a P. aeruginosa retardar la induccién de genes controlados
por el sistema “quorum sensing” RhIR/BHL.

A los datos acumulados hasta ese momento se sumaron otras evidencias a
través del mismo enfoque de dobles mutantes. Pearson y cols. (34)
construyeron cepas de P. aeruginosa mutantes Dasl, Drhll y dobles mutantes
en ambos genes y estudiaron el efecto de la ausencia de estos genes sobre la
expresion de elastasa y ramnolipidos, los principales blancos de ambos sistemas
“quorum sensing”, para dilucidar asi, la contribucibn de cada sistema en la
expresion de estos exoproductos. Analizaron actividad elastolitica (por “Elastin
Congo red” o ECR) y sintesis de ramnolipidos (por ensayos de orcinol) en fluidos
de cultivos de estas cepas mutantes. Observaron que tanto la elastdlisis, como
la produccion de ramnolipidos, disminuian significativamente en ambas mutantes
(Dlasl y Drhll).

Cuando cada mutante era complementada con el gen correspondiente, es decir
lasl o rhll, segun era el caso, se restituia la capacidad de producir elastasa y
ramnolipidos. La adicién de PAI-1 a los cultivos de Dlasl restauraba la elastdlisis,
pero solo parcialmente la produccidbn de ramnolipidos, mientras que la adicidbn de
PAI-2 a cultivos de la mutante Drhll restauraba tanto la produccidbn de
ramnolipidos como de elastasa. La produccion de elastasa y ramnolipidos se
anulé por completo en la cepa doble mutante lasl, rhll. La complementacidon
total de la elastolisis y sintesis de ramnolipidos en esta mutante, ocurria
solamente si se agregaban al cultivo los dos autoinductores PAI-1 y PAI-2, o si
la cepa se transformaba con un plasmidos que incluyera los dos genes lasl y
rhil.

En este trabajo se mostr6 que tanto la produccién de elastoélisis como de
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ramnolipidos depende de ambos sistemas “quorum sensing”. Sin embargo, la
adicion de PAI-1 en la mutante lasl, restauraba solo parcialmente la produccion
de ramnolipidos, sugiriendo que posiblemente otros autoinductores, ademas del
autoinductor principal PAI-1, sintetizados por Lasl, pudieran contribuir en la
regulacion de la sintesis de ramnolipidos, via sistema rhiR/rhll.

Todos los datos presentados resaltan el papel de los sistemas “quorum
sensing” en la regulacibn de la expresidon de exoproductos que intervienen
directamente en la virulencia en P. aeruginosa, sin embargo datos recientes
demuestran que los sistemas “quorum sensing” también pueden regular
indirectamente otros productos génicos relacionados con virulencia, como es el
caso de genes esenciales para la resistencia a estrés oxidativo. Las mutantes
lasR/rhll- muestran expresion disminuida de genes sod y katA que codifican
superoxido dismutasas y catalasa respectivamente (15), enzimas que defienden
la célula del dafo oxidativo causado por radicales superoxido y peroxido de
hidrégeno. De hecho, las mutantes resultaron sensibles a intermediarios de
oxigeno reactivo, lo cual puede ser indicativo de un rol importante de los
sistemas “quorum sensing” en la defensa de P. aeruginosa contra ataques
oxidativos mediados por células del sistema inmune del hospedador.

El papel de los sistemas “quorum sensing” en la regulacién de determinantes de
virulencia también se ha explorado directamente en modelos de infeccidn
utilizando animales de experimentacibn. Se ha demostrado que las mutantes
lasR-, lasl- y rhll- exhiben una disminucibn en modelos de quemaduras de piel en
ratones, siendo el fenotipo de virulencia atenuada, mas drastico en dobles
mutantes lasl, RhllI- (38). Cuando los genes correspondientes se introducen
sobre plasmidos multicopia en las cepas mutantes, se restaura su habilidad para
multiplicarse en este tipo de lesiones.

También se ha reportado la importancia de los genes “quorum sensing” en
modelos de infeccibn pulmonar en roedores. Las ratas infectadas con cepas de
P. aeruginosa doble mutante lasl-, rhll- exhiben patologia en tejido pulmonar
menos severa que aquellas infectadas con cepa silvestre después de 14 a 28
dias post-infeccidon (46). Adicionalmente, utilizando un sistema reportero en E.
coli, se detectaron moléculas de homoserin lactonas “in vivo” en tejido pulmonar

con patologias severas en ratones infectados con P. aeruginosa (47).
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Modelo de regulacién por sistemas quorum sensing en P. aeruginosa

En la figura 6 se presenta un modelo que integra lo que se conoce hasta ahora
sobre la regulacidn jerarquica de los dos sistemas “quorum sensing” en P.
aeruginosa. El circuito comienza con la transcripcion de lasR, inducida por un
posible activador transcripcional aiin no identificado, o tal vez por un mecanismo
de derrepresion de algun regulador negativo. LasR activa la transcripcion de lasl,
el cual promueve la acumulacidn del autoinductor PAI-1 a alta densidad celular.
PAI-1 se une a LasR, este complejo amplifica la respuesta activando la
transcripcion de lasR y lasl (autorregulacion positiva) a la vez que dirige la
transcripcion de otros genes del reguldn Las, entre ellos: lasB, lasA, toxA, apr,
rhiIR y rhil. Una vez expresado RhIR, éste forma un complejo con la segunda
molécula autoinductora PAI-2, sintetizado por Rhll. Este complejo dirige la
sintesis de rhll, acumulandose PAI-2 en la célula y se hace disponible para la
formacibn de mas complejos activadores RhIR-PAI-2 que estimulan Ila
transcripcidn de rhlAB, lasB, rpoS y rhill. Se indica con linea discontinua la
regulacién post-traduccional propuesta de PAI-1 sobre RhIR. Se ha sugerido que
PAI-1 inicialmente, alcanza mayor concentracion que PAI-2 y se asocia con RhIR
rindiendo la formacibn de complejos activadores RhIR-PAI-2. Los complejos RhIR-
PAI-1 parecen ser inactivos. A esta red regulatoria podria integrarse un tercer
gen homdlogo a lasR, encontrado en el genoma de P. aeruginosa, designado
gscR ("quorum sensing control”). Este gen parece regular el tiempo en el cual la
expresion de genes es controlada por “quorum sensing”, ejerciendo su efecto
presumiblemente por represion de lasl. Una mutante gscR’, produce sefiales
generadas por Lasl prematuramente, lo cual resulta en trascripcidn inoportuna
de genes regulados por “quorum sensing” (5). La represion de lasl por QscR
podria garantizar que los genes controlados por “quorum sensing” no sean
activados en ambientes o condiciones de vida celular donde los mismos no son
requeridos. Con “otros” se sugieren genes adicionales, no identificados hasta el
momento, que pueden pertenecer a estos regulones. Se indica regulacion

positiva con signo + y regulacién negativa se representa con -.
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Figura 6. Modelo del circuito regulatorio de los dos sistemas " Juorum sensing"
descritos en Pseudomonas aeruginosa. Se incorporan los datos acumulados hasta el
presente. Ver descripcion en el texto.

Conclusion
Aunque la multicelularidad se consideraba una estrategia adaptativa
especializada limitada a grupos particulares de bacterias, como Myxobacterias,
en los dltimos 10 afos, se ha aceptado la nocibn de comunicacion intercelular y
comportamiento multicelular en la mayoria de gneros bacterianos, tanto en

Gram-negativos como Gram-positivos, permitiéndoles una estrecha coordinacion
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en el crecimiento y actividades bioquimicas, que se traducen en beneficios
adaptativos.

Una gran variedad de genes blanco controlados por autoinduccibn o sistemas
“quorum sensing”, descritos en bacterias Gramnegativas, codifican factores de
virulencia, afectando animales y plantas. En el caso particular de P. aeruginosa,
al menos dos sistemas “quorum sensing” regulan varios factores de virulencia y
esto podria explicar en parte el éxito de este patdgeno. Por ejemplo en los
abscesos alveolares desarrollados durante pneumonia, P. aeruginosa crece a
altas densidades celulares y es posible que los sistemas de autoinduccidn
causen un incremento en la sintesis de productos téxicos y degradativos.

Por otra parte, el hallazgo de una asociacion entre el sistema “quorum sensing”
RhIR/RhIl y el factor sigma de fase estacionaria RpoS, el cual a su vez se
reconoce como un regulador global de respuesta a estrés, sugiere que este
circuito regulatorio puede resultar en la expresion de genes que permiten a la
bacteria resistir a diversas condiciones de estrés encontradas en tejidos del
hospedador, amplificando el potencial virulento de este patdgeno oportunista de
importancia clinica.

La caracterizacion genética, bioquimica y fisioldgica de estos sistemas “quorum
sensing” contribuyen en general, a la comprensidn de mecanismos de regulacion
de la expresion de genes en procariotas y a dilucidar mecanismos de virulencia
en organismos patdgenos. En el caso particular de P. aeruginosa, este tipo de
regulacibn adquiere cada vez nmas atencidon y se encuentra bajo investigacion
activa, dada su importancia en la regulacibn de la expresion de genes de

virulencia en este patégeno oportunista.
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