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Bactérias e as suas redes sociais

Resumo

As bactérias sdo microorganismos primitivos unicelulares que habitam em nichos
ecoldgicos formando comunidades multiespécie e sintetizam moléculas sinalizadoras
que lhes permitem comunicar entre si por um mecanismo designado de quorum sensing.
O primeiro modelo experimental de quorum sensing a ser estudado foi o da bactéria de
Gram-negativo bioluminescente Vibrio fischeri que sintetiza como moléculas de
sinalizacdo as N-acil-homoserina lactonas. As bactérias de Gram-negativo comunicam
igualmente através de outras moléculas de sinalizagdo nomeadamente, 2-alquil-4-
quinolonas (AQs), cadeias longas de acidos gordos e ésteres metilicos de acidos gordos.
As bactérias de Gram-positivo sintetizam auto-indutores peptidicos.

Nesta revisdo bibliografica estdo descritos alguns mecanismos de quorum sensing,
designadamente, o sistema LuxI/LuxR pela bactéria Vibrio fischeri, sistema de quorum
sensing peptidico em Staphylococcus aureus, circuitos de quorum sensing paralelos por
Vibrio harveyi, circuitos de quorum sensing competitivos por Bacillus subtilis e
circuitos de quorum sensing organizados em série por Pseudomonas aeruginosa.

Serdo igualmente abordadas novas terapéuticas antibacterianas que incluem a utilizagéo

de moléculas anti-quorum sensing.

Palavras-chave: bactérias; comunicacdo entre as bactérias; quorum sensing; quorum

quenching.
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Abstract

Bacteria are primitive unicellular microorganisms that inhabit ecological niches
composed by multispecific communities and synthesize signal molecules that allow them
to communicate between each other by quorum sensing.

The first studied model of quorum sensing was of the bioluminescent Gram-negative
bacteria Vibrio fischeri, which synthesize N-Acyl homoserine lactone signal molecules.
Gram-negative bacteria also communicate using other signal molecules, namely 2-alkyl-
4-quinolones (AQs), long-chain fatty acids and fatty acid ethyl ester. Gram-positive
bacteria, however, synthesize peptide autoinducers.

In this review several quorum sensing mechanisms are described, namely the LuxIl/LuxR
system by the bacteria Vibrio fischeri, peptide quorum sensing in Staphylococcus aureus,
parallel quorum sensing circuits by Vibrio harveyi, competitive quorum sensing circuits
by Bacillus subtilis and serial quorum sensing circuits by Pseudomonas aeruginosa.
Novel antibacterial therapeutics that include the use of anti-quorum sensing molecules

will also be approached.

Keywords: bacteria; cross-talk in bacteria; quorum sensing; quorum quenching.
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I. Introducéo

As bactérias sdo 0s microorganismos vivos mais antigos na Terra, sdo constituidas por
uma Unica célula e possuem poucos genes e pouca informacdo genética para codificar
todas as funcbes que levam a cabo. As bactérias sobrevivem consumindo nutrientes do
meio ambiente, crescendo até ao dobro do tamanho e dividindo-se. De uma célula

bacteriana formam-se duas células-filha e assim por diante (Murray et al., 2012).

Os humanos possuem cerca de um bilido de celulas somaticas e aproximadamente 10
bilides de bactérias, ou seja, 10 vezes mais células bacterianas. As bactérias auxiliam na
digestdo de nutrientes e minerais, na sintese de vitaminas, e educam o sistema
imunitario no combate a agentes infeciosos e na prevencao de multiplas patologias. As
bactérias apresentam comportamentos incriveis que nos auxiliam e sdo vitais para nos,

nunca sendo reconhecidas por isso (Bassler, 2002; Alberts et al., 2009).

Até ao final dos anos 60 as bactérias eram consideradas células individuais que apenas
procuravam nutrientes e se multiplicavam (Antunes, 2003). Assumia-se que as bactérias
e outros microorganismos unicelulares viviam de uma forma independente e que nédo
possuiam comportamentos cooperativos. As bactérias foram sempre consideradas

organismos reclusivos e associais (Shapiro,1988).

Na verdade, as bactérias ttm comportamentos sociais que Ihes permitem sincronizar o
comportamento de todos 0s membros do grupo atuando como entidades multicelulares,
aumentando as suas hipoteses de sobrevivéncia em ambientes complexos (Hooshangi &
Bentley, 2008; Antunes, 2003; Bassler & Losick, 2006).

As bactérias vivem quase sempre em comunidades, denominadas biofilmes, que sdo
constituidos por um aglomerado de células, aderentes a uma superficie biotica (por
exemplo, tecidos da mucosa) ou abidtica (por exemplo, rochas) envolvidas numa matriz
polisacaridica. As bactérias ndo sdo aleatoriamente distribuidas na matriz, estdo
presentes em micro col6nias que permitem o transporte de nutrientes e metabolitos para
dentro e para fora do biofilme. Os biofilmes formam na natureza comunidades
multiespécie, com centenas ou milhares de outras bactérias e raramente sdo compostos

1
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por uma unica espécie bacteriana (Vendeville et al., 2005; Jayaraman & Wood, 2008;
Kokare et al., 2009).

Populacdes bacterianas multiespécie podem desempenhar funcbes que sdo dificeis ou
mesmo impossiveis para estirpes ou espécies individuais (Brenner et al., 2008). O
comportamento coletivo das células bacterianas pode ser vantajoso, como por exemplo,
na migracdo para ambientes que possuam condi¢Oes satisfatorias, com melhor oferta de
nutrientes ou na adopc¢do de novos modelos de crescimento, tais como a esporulacao ou
a formacao de biofilmes que proporcionam protecdo contra efeitos nocivos do ambiente
(Rumjanek et al., 2004).

Quando estes microorganismos primitivos se encontram em comunidade, distribuem
diferentes tarefas e passam a exibir comportamentos de grupo. A forma como o fazem é
falando umas com as outras através de uma linguagem quimica designada por quorum

sensing (Bassler, 1999).
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I1. A comunicacgéo entre bactérias: Quorum Sensing

Os processos de comunicacgdo e sinalizacdo celular sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento de todos os organismos vivos unicelulares e multicelulares. Nos
microrganismos a comunicacao inter e intra-espécies € designada por quorum sensing e
envolve a producdo, detecdo e resposta a pequenas moléculas de sinalizagdo
extracelulares designadas de auto-indutores (Als) ou feromonas (Bassler, 1999;
Rutherford & Bassler, 2012; Sifri, 2008).

Os Als medeiam a comunicacdo célula-a-célula em bactérias, atraves da transferéncia
de informacdo entre as células da mesma ou de diferentes espécies, géneros ou mesmo
familias, e consequentemente sdo consideradas “palavras” nesta “linguagem” bacteriana
especifica (Khmel & Metlitskaya, 2006).

A comunicacdo célula-a-célula através do sistema de QS e a inducgéo de grupos de genes
facilita a répida adaptacdo de uma populacdo bacteriana a alteracbes nas condicdes
ambientais e garante a sua sobrevivéncia em ambientes naturais (Khmel & Metlitskaya,
2006).

As bactérias libertam para o meio ambiente varios tipos de moléculas de sinalizacao
produzidas no interior da célula que vao mediar o sistema de QS. Estes comportamentos
sdo ineficazes quando realizados individualmente por uma bactéria, mas tornam-se
eficazes quando realizados simultaneamente por um grupo de células bacterianas
(Bassler, 2002; Umesha & Shivakumar, 2013).

A expressdo génica de uma comunidade bacteriana é controlada por sistemas de QS,
responsaveis pela sincronizacdo de uma determinada atividade, com efeitos benéficos

para toda a comunidade bacteriana (Rutherford & Bassler, 2012).

O QS apresenta-se como um tipo especifico de regulacdo da expressdo génica que
depende da densidade da populacdo bacteriana (Khmel & Metlitskaya, 2006). A
concentracdo de Als no meio extracelular é diretamente proporcional ao numero de

bactérias pertencentes a essa populacdo bacteriana. Quando € atingida a concentracao
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minima estimulatoria de Als toda a populacéo bacteriana vai alterar coletivamente a sua

expressdo génica (Rutherford & Bassler, 2012).

A densidade celular apresenta-se assim como um fator determinante na obtencdo da
emissdo de um sinal que ultrapasse o limiar da sensibilidade necessario a ocorréncia da
resposta desejada. Estes sinais levam a ativacdo ou supressao de genes que conduzem a
diferentes alteracGes na atividade metabdlica, morfologia, mobilidade, agregacdo e
associacdo com outras células da mesma espécies ou de espécies diferentes (Adak et al.,
2011).

A uma baixa densidade celular (Figura 1A), ndo é atingida a concentracdo minima
estimulatoria de auto-indutores, mas a medida que aumenta a densidade celular a
concentracdo de Als aumenta (Figura 1B) atingindo a concentracdo necessaria para que
as bactérias ali presentes detetem essas moléculas e ativem ou reprimam genes

especificos (Antunes, 2003).

Baixa densidade celular Alta densidade celular

@ Célula bacteriana Auto-indutor

Figura 1 - Influéncia da densidade celular no quorum sensing: a baixa densidade celular, a concentragéo
de auto-indutores é baixa (A) ndo sendo possivel detetar as moléculas de sinalizagdo. A medida que a
densidade celular aumenta (B), as bactérias detetam a acumulagdo de uma concentragdo minima
estimulatoria de auto-indutores e respondem coletivamente através da alteracdo da expressdo génica
(retirado de Antunes, 2003).

A acumulacéo extracelular da concentracdo minima estimulatéria de um auto-indutor s6
ocorre quando um numero suficiente de células, um quorum, estd presente. Através da
utilizacdo destes sistemas de sinal-resposta, as bactérias sincronizam em grande escala
comportamentos especificos numa populagdo, funcionando assim como organismos
multicelulares (Waters & Bassler, 2005; Bassler, 2002).
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Alguns dos processos controlados por sistemas de QS incluem a bioluminescéncia por
Vibrio fischeri (V. fischeri), a esporulacdo por Bacillus subtilis (B. subtilis), a
competéncia por Streptococcus pneumoniae, a producdo de antibioticos por
Streptomyces spp., a formacdo de biofilme e a secrecdo de factores de viruléncia por
Staphylococcus aureus (S. aureus) (Novick & Geisinger, 2008; Ng & Bassler, 2009;
Williams & Camara, 2009; Miller & Bassler, 2001).

Os sistemas de QS podem ser divididos em quatro etapas: (1) sintese de pequenas
moléculas sinalizadoras pela célula bacteriana, (2) libertacio de moléculas de
sinalizagdo, ativa ou passivamente para 0 meio circundante, (3) reconhecimento das
moléculas de sinalizacdo por recetores especificos e (4) altera¢cdes na regulacdo génica

gue ocorrem quando a exposicao a auto-indutores é elevada (Sifri, 2008).

Apesar das diferencas na regulacdo dos comportamentos e dos respetivos mecanismos
moleculares, todos os sistemas de QS conhecidos dependem de 3 mecanismos

sequenciais.

Em primeiro lugar, os membros da comunidade bacteriana sintetizarem as moléculas de
sinalizagéo (Als). Em condigdes de baixa densidade celular (Figura 2 - condicéo 1), 0s
Als diluem-se e por conseguinte ndo atingem a concentracdo minima estimulatéria, o
que inviabiliza a sua detecdo. Quando a densidade celular é elevada (Figura 2 -
condicdo 2), a concentracdo de Als no local é elevada e cumulativa permitindo a sua
detecdo e o0 desenvolvimento de uma resposta coletiva sincronizada (Kaplan &
Greenberg, 1985).

Em segundo lugar, os auto-indutores sdo detetados pelos respetivos recetores (Figura 2
- proteina R) existentes no citoplasma ou na membrana citoplasmética (Antunes, 2003).

Em terceiro lugar, além de ativar a expressdo de genes necessarios para
comportamentos cooperativos, a detecdo de Als resulta na ativacdo da producdo de mais
Als (Novick et al., 1995; Seed et al., 1995).
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Condi¢do 1 Condigdo 2
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Figura 2 - Quorum sensing e auto-indutores. No quorum sensing, 0s auto-indutores, quando se
encontram em concentracdo elevada, ligam-se a moléculas sensoras das bactérias que atuam como
reguladoes da expressdo de genes especificos (retirado de Antunes, 2003).

2.1. Classes de auto-indutores

Existem diversas moléculas que podem exercer fungdes de sinalizacdo. As moléculas de
sinalizacdo mais utilizadas pelas bactérias de Gram-negativo sdo as N-acil-homoserina-
lactonas (AHLs) (Figura 3a), 2-alquil-4-quinolonas (AQs), cadeias longas de acidos
gordos e ésteres metilicos de &cidos gordos. As bactérias de Gram-positivo utilizam
péptidos lineares, modificados ou ciclicos como moléculas de sinalizacdo, designadas
por auto-indutores peptidicos (Figura 3c). Existe um terceiro auto-indutor do sistema
de QS, designado por Al-2 (Figura 3b) que pode ser encontrado tanto em bactérias de
Gram-negativo como em bactérias de Gram-positivo pertencendo a um grupo de
furanonas interconversiveis derivadas da dihidroxipentanodiona (DPD) (Umesha &
Shivakumar, 2013; Adak et al., 2011).

{8) AHLs (b) A1-2 (e} AIP
o HO Phe
) o %, H__G'H ﬂspl. g ™ lig
I A e I
0 /'\/\/\ 0 o o /grs M
) . R . S
‘a\ NH HO H—P CH, ~ Asn 0
[ o
Ho ' NS

Figura 3 - Moléculas de sinalizagdo mais utilizadas em sistemas de QS. (a) Acil-homoserina-lactonas
produzidas por bactérias de Gram-negativo, consistem num anel homoserina-lactona e cadeias laterais
acilo variadas (C4 a C18). “R” indica a presenga de grupos adicionais de carbono; (b) Al-2, auto-indutor
presente em bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo; (c) auto-indutor peptidico utilizado por
bactérias de Gram-positivo (retirado de Decho et al., 2009).
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O QS pode ser dividido em duas classes paradigmaticas: a primeira classe, refere-se a
sistemas de QS do tipo Luxl/LuxR nas bactérias de Gram-negativo (Figura 4a e b), que
utiliza as N-acil-homoserina-lactonas (AHL) como moléculas de sinalizagdo, também
designadas de auto-indutores-1 (Al-1). O AHL consiste num anel de homoserina
lactona e numa cadeia lateral acilo (Khmel & Metlitskaya, 2006). A segunda classe
reporta-se a circuitos de QS que utilizam auto-indutores peptidicos como moléculas de
sinalizacdo das bactérias de Gram-positivo (Figura 5a e b) (Federle & Bassler, 2003; Li
& Tian, 2012).

)
@ B
® o ® 0e ® "o o0
@ e © (X
®
@ / 00 ®
® oo ° /
® B
LuxR LuxR
Luxt Lux! Py
LuxR ,—.
SN\ IRNGNINGN
Target genes Target genes

Figura 4 - Sistema de quorum sensing em bactérias de Gram-negativo: moléculas de sinalizagdo

homoserina-lactonas (HSL) (retirado de Jayaraman & Wood, 2008).

a P utoindu pept b - . & & ‘
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Figura 5 — Sistema de quorum sensing em bactérias de Gram-positivo: auto-indutores peptidicos (retirado
de Jayaraman & Wood, 2008
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2.2. Quorum sensing em bactérias de Gram-negativo

2.2.1. Sistema de quorum sensing Luxl/LuxR em Vibrio fischeri

O primeiro sistema descrito de comunicacdo intercelular em bactérias, designado por
QS, foi o da bactéria marinha bioluminescente V. fischeri (Figura 6) e é considerado
um paradigma de QS para a maioria das bactérias de Gram-negativo (Nealson &
Hastings, 1979), apresentando como excecéo as bacterias Vibrio harveyi e Myxococcus

xanthus que utilizam circuitos de quorum sensing distintos (Miller & Bassler, 2001).

Durante anos, pensava-se que este fendmeno era limitado a alguns microorganismos
marinhos, mas ap0s a descoberta do sistema de quorum sensing em V. fischeri ja foram
identificadas mais de 100 espécies que apresentam este mecanismo de comunicacao
celular como parte da sua maquinaria regulatoria (Hirakawa & Tomita, 2013; Umesha
& Shivakumar, 2013).

A bactéria V. fischeri (Figura 7) coloniza o 6rgdo luminescente da lula Euprymna
scolopes (Figura 5), que habita as aguas pouco profundas do Havai (Antunes, 2003;
Lupp et al., 2003; Waters & Bassler, 2005).

Figura 6 - Orgdo luminescente de Euprymna scolopes.

Disponivel em <http://supercoolscience.files.wordpress.com/2012/04/hawaiian-bobtail-squidl.png>
[Consultado em 21.07.2013].

Figura 7 — Cultura bacteriana de Vibrio fischeri (retirado de Antunes, 2003).


http://supercoolscience.files.wordpress.com/2012/04/hawaiian-bobtail-squid1.png
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Neste 6rgdo as bactérias multiplicam-se até atingirem uma densidade superior a 10™
células/ml (Khmel & Metlitskaya, 2006; Mitchell et al., 2011; Miller & Bassler, 2001) e
induzirem a expressao de genes responsaveis pela bioluminescéncia. A lula utiliza a
bioluminescéncia das bactérias para detecdo de presas e simultaneamente para mascarar
a sua sombra diante do luar evitando assim o ataque de predadores (Miller & Bassler,
2001). As bactérias beneficiam desta simbiose, uma vez que dentro do érgdo emissor de
luz rico em nutrientes se encontram todas as condi¢des necessarias, que lhes permitem
atingir niveis de proliferacdo elevados, incapazes de ocorrer na dgua marinha (Visick et
al., 2000; Asad & Opal, 2008).

Dispersa no mar, a bactéria V. fischeri ndo atinge elevada densidade celular e
consequentemente ndo produz bioluminescéncia. Quando estas bactérias se encontram
dispersas no mar e encontram matéria organica em decomposi¢do, aderem a sua
superficie e multiplicam-se alcancando uma alta densidade celular indutora de
bioluminescéncia. Esta estratégia tem como objetivo atrair para o local peixes ou outros
animais que ao ingerirem o material bioluminescente em decomposicdo vao servir de

hospedeiro para a bactéria V. fischeri, iniciando assim um novo ciclo (Antunes, 2003).

O peixe Monocentris japonicum utiliza a bioluminescéncia produzida pela V. fischeri
para atrair o parceiro. Neste caso existem duas regides luminosas neste peixe, que sdo

aparentemente atraentes para o peixe do sexo oposto (Miller & Bassler, 2001).

O mecanismo de sinal-resposta da bactéria V. fischeri descrito por Engebrecht e
Silverman (Engebrecht et al., 1983; Engebrecht & Silverman, 1984) foi demonstrado
em mais de 30 espécies de bactérias de Gram-negativo para o controlo das funcdes
dependentes da densidade celular (Fuqua et al., 1994; Swift et al., 1999).

Os circuitos de QS em bactérias de Gram-negativo sdo mediados por um sistema
regulatério que é analogo ao sistema de QS em V. fischeri (Jayraman & Wood, 2008).
Os sistemas de QS de bactérias de Gram-negativo contém no minimo homélogos das
duas proteinas reguladoras de V. fischeri, designadas Luxl e LuxR (Miller & Bassler,
2001). As proteinas do tipo Luxl s&o as enzimas responsaveis pela biossintese da
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molécula sinalizadora especifica acil-homoserina-lactona (AHL), N- (3-oxo-hexanoil)-

homoserina-lactona (30C6-HSL), com fungéo de auto-indutor (Lupp & Ruby, 2005).

A biossintese da molécula de sinalizacdo AHL envolve a proteina S-adenosilmetionina
(SAM), que € necessaria para a formacao do anel de homoserina-lactona, e a proteina

ACP, cuja funcdo é ser transportadora do grupo acilo (Khmel & Metlitskaya, 2006).

Diferentes estirpes de bactérias de Gram-negativo produzem diferentes AHLS que
ativam o respetivo circuito de QS (Jayaraman &Wood, 2008). A especificidade do auto-
indutor AHL depende do numero de grupos acilo e da presenca de certos grupos
adicionais especificos. AHLs com cadeias laterais acilo pequenas difundem livremente
através das membranas celulares, enquanto AHLs com cadeias laterais de acilo longas,

utilizam um efluxo ativo para atravessar a membrana (Khmel & Metlitskaya, 2006).

As moléculas de AHL variam no comprimento da cadeia N-acil (de 4 a 18 dtomos de
carbono), no grau de saturagcdo e no nimero de substituintes de oxigénio. A forma L-
isomérica do anel da homoserina-lactona é comum a todos os AHLs (Asad & Opal,
2008). Estas moléculas de sinalizacdo passam livremente atraveés das membranas
celulares e por isso a concentracdo do auto-indutor tem um incremento diretamente
proporcional ao aumento da densidade celular na populacdo bacteriana (Miller &
Bassler, 2001; Sifri, 2008).

Devido ao pequeno tamanho e ao caréter lipofilico dos auto-indutores, estes difundem-
se livremente no citoplasma e atravessam passivamente as membranas celulares,
acumulando-se tanto intra como extracelularmente na propor¢édo da respetiva densidade
celular (Bassler, 2002).

A baixa densidade celular da bactéria V. fischeri corresponde uma baixa concentracao
de moléculas de sinalizacdo (Jayaraman & Wood, 2008). Quando os auto-indutores
atingem uma concentracdo extracelular minima estimulatoria, atravessam a membrana
celular e ligam-se ao receptor citoplasmatico do auto-indutor LuxR, formando um

complexo LuxR-AHL que induz a transcricdo do operdo luciferase (luxICDABE)

10
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responsavel pelo fendmeno de bioluminescéncia (Waters & Bassler, 2005; Bassler,
1999; Sifri, 2008).

O complexo LuxR-AHL regula igualmente o gene luxl, levando ao aumento da sintese
da proteina Luxl e consequentemente a um rapido incremento da bioluminescéncia.
Contudo, a producéo de sinal (isto é, da expressao de luxl) ndo aumenta continuamente.
O feedback positivo, ou seja, a amplificacdo da emissdo de bioluminescéncia é
equilibrado por um feedback negativo que leva a diminui¢cdo da concentracdo da
proteina recetora intracelular LuxR, da sintese da proteina Luxl e consequentemente a

diminuicdo da expressdo dos genes da luciferase (Jayaraman & Wood, 2008).

A
A A A
A
| ——
A A
a0 =
ok LuxR LuxR
f l _
luxi light

Figura 8 - Sistema de quorum sensing na bactéria Vibrio fischeri (retirado de Waters & Bassler, 2005).

Estes sistemas de regulacdo sdo usados predominantemente para comunicagao
bacteriana intra-espécie dado que existe uma enorme especificidade entre o recetor das
proteinas LUxR e as moléculas de sinalizacdo AHL. Cada uma das espécies de bactérias
de Gram-negativo produz um Gnico AHL ou uma combinacdo Unica de AHLs (se
possuir mais do que uma proteina do tipo Luxl). Como consequéncia, apenas 0S
membros da mesma espécie reconhecem as respectivas moléculas de sinalizacdo

respondendo assim seletivamente (Federle & Bassler, 2003).

Cada proteina do tipo Luxl sintetiza a molécula de sinalizagdo com grande fidelidade.
No entanto existem algumas proteinas do tipo Luxl que produzem diferentes moleculas
de sinalizacdo (AHLS), embora se desconheca se estas apresentam um papel biologico

activo (Marketon et al., 2002).
11
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Encontram-se descritas cerca de 50 espécies de bactérias de Gram-negativo que
produzem os auto-indutores AHLs que diferem quimicamente na por¢éo acilo da cadeia
lateral (Figura 9) (Bassler, 2002).

Bacterium/gene responsible for AHL synthesis/ AHL AHL structure
H ©O
|
Vibrio fischeri/luxi/N-3-oxohexanoyl homoserine lactone N ,N%O
11w
H O
i
Pseudomonas aeruginosallasl/N-3-oxododecanoyl homoserine lactone \\)/--\/z-\)/-\/\Tz-\ “/N\ ‘/I\O
{ !
O O —
6]
; ]
Pseudomonas aeruginosalrhll/N-butanoyl homoserine lactone R N\)\ 0
g W
it
Agrobacterium tumefaciens/tral/N-3-oxooctanoyl homoserine lactone |~~~ _~._ N V)\ 0
S
0
Vibrio harveyi/luxM/N-3-hydroxybutanoyl homoserine lactone N N N\)\O
A H oy
H OH () L
H O
|
Pseudomonas chlororaphis/phzlIN-hexanoyl homoserine lactone RN N\)‘\O
é '

Figura 9 - Estruturas de alguns AHLs com cadeias laterais diferentes (retirado de Khmel &Metlitskaya,
2006).

A estrutura das proteinas LUxR sugere que estas apresentam especificidade através dos
seus locais de ligacdo a grupos acil que permitem que o receptor LUxR apenas se ligue e

seja ativado por uma molécula sinalizadora especifica (Vannini et al., 2002).

Em ambientes onde se encontrem diferentes espécies bacterianas e consequentemente
diversas moléculas de sinalizacdo AHL, cada espécie pode distinguir, quantificar e
responder apenas as suas moléculas sinalizadoras especificas. E importante referir que
as bactérias nem sempre dependem de um sistema exclusivo de QS LuxIR. Utilizam
mais do que um destes sistemas LuxIR em simultaneo e em conjunto com outros tipos
de circuitos de QS (Waters & Bassler, 2005).

12



Bactérias e as suas redes sociais

2.3. Quorum sensing em bactérias de Gram-positivo

As bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo utilizam diferentes tipos de sistemas
de QS. As bactérias de Gram-positivo ndo utilizam AHLs como moléculas de
sinalizacdo, nem utilizam o complexo de sinalizacdo Luxl/LuxR. As moléculas de
sinalizacdo neste tipo de bactérias sdo péptidos modificados designados de auto-
indutores peptidicos (AIPs) (Umesha & Shivakumar, 2013; Antunes et al., 2010).

Ao contrério dos auto-indutores presentes nas bactérias de Gram-negativo, os auto-
indutores peptidicos ndo se difundem livremente dentro e fora da célula. Estes sdo
sintetizados por percursores peptidicos, posteriormente modificados e exportados das
células usando uma proteina transportadora com consequente gasto de adenosina
trifosfato (Jayaraman & Wood, 2008).

Estes auto-indutores uma vez exportados difundem-se e vao interagir com as bactérias
vizinhas através da sua ligacdo ao dominio externo das proteinas membranares que

funcionam como sensores (Bassler, 2002).

Os auto-indutores peptidicos derivam da clivagem de longos percursores peptidicos.
Alguns sinais peptidicos contém modificacBes nas cadeias laterais, incluindo lactonas
ou anéis de tio-lactonas e ainda outras porcoes hidrofébicas indefinidas (Bassler, 2002).

Cada espécie bacteriana de Gram-positivo utiliza um sinal especifico assim como
recetores que sdo extremamente sensiveis as moléculas de sinalizacdo, através de um
mecanismo idéntico ao utilizado nas bactérias de Gram-negativo. Assim, tal como nos
sistemas de LuxIR, os circuitos peptidicos de QS asseguram a comunicagdo intra-
espécie (Waters & Bassler, 2005).

Tal como as bactérias de Gram-negativo, as bactérias de Gram-positivo podem utilizar

multiplos auto-indutores e sensores (Waters & Bassler, 2005).

13
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2.3.1. Sistema de quorum sensing peptidico em Staphylococcus aureus

A bactéria S. aureus é uma das principais causas de infec¢des hospitalares em todo o
mundo. E o agente etiolégico de uma vasta gama de doencas, desde infecOes
relativamente benignas da pele até doencas sistémicas potencialmente fatais. Mdltiplas
patologias, incluindo endocardite e osteomielite estdo associadas a biofilmes de S.
aureus. Os biofilmes tém uma relevancia especial na clinica, uma vez que as bactérias
associadas aos biofilmes apresentam resisténcia contra desinfetantes e antibi6ticos
(Yarwood et al., 2004).

A bactéria S. aureus apresenta-se como um exemplo fascinante de QS peptidico, pois
utiliza uma estratégia biféasica para causar patogenicidade: a baixa densidade celular a
bactéria expressa fatores proteicos que promovem a adesdo e a colonizacéo, enquanto
que em condicBes de elevada densidade celular, a bactéria reprime esses tracos e inicia a
secrecdo de toxinas e proteases que sao necessarias para a sua disseminacdo (Lyon &
Novick, 2004).

AlP ooy
coofy ooy
AgrC
~ ™ W\T
AgrA AgrA~P

AgrD

Siéﬁ’i%‘i‘i; RNAT {L é@m

Cell adhesion P3 P2

proteins

Figura 10 - Sistema de quorum sensing em Staphylococcus aureus. O S. aureus apresenta um sistema
regulador de reposta constituido por dois componentes, onde deteta e responde a um péptido extracelular
(AIP). Os pequenos circulos vermelhos indicam o AIP. P2 e P3 sdo os promotores para agrBDCA e
RNAIII, respetivamente (retirado de Waters & Bassler, 2005).

O sistema consiste num auto-indutor peptidico de S. aureus (Figura 10) que €
codificado pelo gene agrD. Dado que os sinais peptidicos ndo se difundem

passivamente pela membrana, a libertagdo da molécula de sinalizagdo é mediada por
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uma proteina transportadora, AgrB, que exporta e adiciona um anel tio-lactona
modificando os AIPs do S.aureus (Novick et al., 1995; Saenz et al., 2000).

O reconhecimento do AIP é constituido por um sistema que engloba dois componentes
(Figura 10 — AgrC e AgrA). O AIP liga-se a uma cinase sensora membranar (AgrC)
induzindo a sua auto-fosforilagdo num residuo de histidina. A proteina membranar
AgrC fosforilada reconhece entdo o segundo componente do processo de
reconhecimento do AIP, uma proteina reguladora de resposta especifica (AgrA). A
informacdo é transmitida através da fosforilacdo da proteina citoplasmatica reguladora
(AgrA). A proteina AgrA fosforilada vai induzir a expressdo de um RNA regulador
designado RNAIII, que vai ser responsavel pela repressdo da expressdo de fatores de
adesdo induzindo simultaneamente a expressao de fatores de secrecéo, tais como toxinas
e proteases. A proteina AgrA activada vai também induzir a expressdo génica do operdo
agrBDCA. Este processo vai dar origem a um amento dos niveis de AIP, o que vai
assegurar que toda a populagéo bacteriana transite de uma baixa densidade celular para
uma elevada densidade celular (Novick et al., 1995; Jayaraman & Wood, 2008).

As estirpes de S. aureus podem ser categorizadas em quatro grupos diferentes baseados
na especificidade dos seus AIPs (Figura 11) (Miller & Bassler, 2001). As estirpes sdo

classificadas de acordo com o anel tio-lactona do auto-indutor (Dufour et al., 2002).

Oligopeptide autoinducers
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Figura 11 — Diferentes auto-indutores peptidicos de Staphylococcus aureus (retirado do artigo Waters &
Bassler, 2005).

A interaccdo entre o AIP e o recetor AgrC ¢ altamente especifica, de tal modo que para
um determinado sinal peptidico apenas serdo ativados recetores especificos do respetivo

grupo de S.aureus (Waters & Bassler, 2005).
15



Bactérias e as suas redes sociais

Segundo Ji et al. (1997), diferentes estirpes de S. aureus produzem diferentes péptidos e

0s péptidos de uma determinada estirpe inibem a expressdo génica de outras estirpes.

A co-infecdo com dois grupos diferentes de S. aureus resulta numa competicao intra-
espécie; 0 grupo que estabelecer primeiro a sua cascata de QS p&e o outro grupo fora
dessa competicédo (Sifri, 2008; Waters & Bassler, 2005).

2.4. Circuitos de quorum sensing paralelos

A primeira observagdo de que as bactérias podem comunicar com multiplos sinais de
QS foi identificada no sistema de QS da bactéria marinha, bioluminescente, de Gram-
negativo Vibrio harveyi (Federle & Bassler, 2003).

O sistema de QS em Vibrio harveyi (Figura 12) envolve trés auto-indutores e trés
recetores (Jayaraman & Wood, 2008) que funcionam em paralelo. Os recetores sao
proteinas transmembranares localizados na membrana interna que detetam o auto-
indutor. Este atravessa por difusdo a membrana externa alcancando o periplasma onde
se liga ao recetor da proteina transmembranar, induzindo uma cascata de fosforilag&o,
similar ao mecanismo utilizado pelas bactérias de Gram-positivo (Waters & Bassler,
2005).

CAI-1 HAI- 1 Al-2
o |
g |
‘UL “
CgsA CqgsS LuxM LuxN LuxQ LuxS
A/,\
LuxU~P LuxU
/\\
LuxO LuxO~P o5
sRNAs+qu
biofilms luxCDABE

virulence /\/UXR mRNA) protease
LuxR

Figura 12 — Sistema de quorum sensing em Vibrio harveyi. V. harveyi sintetiza e responde a trés auto-
indutores distintos: CAI-1, HAI-1 e Al-2 (retirado de Waters & Bassler, 2005).
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A bactéria Vibrio harveyi produz uma molécula sinalizadora AHL designada HAI-1
(30HC4- homoserina-lactona) que é sintetizada pela proteina LuxM (Cao & Meighen,
1989). Apesar de ndo apresentar homologia com as proteinas do tipo Luxl, esta proteina
catalisa reacOes bioquimicas idénticas para sintetizar um AHL especifico (Bassler et al.,
1993; Hanzelka et al., 1999). O auto-indutor HAI-1 liga-se a uma cinase sensora
membranar que contem histidina (LuxN), por um mecanismo idéntico ao que ocorre nos
circuitos de QS nas bactérias de Gram-positivo (Bassler et al., 1993; Freeman et al.,
2000).

A segunda molécula de sinalizagdo em Vibrio harveyi é uma furanosil borato diéster,
designada por Al-2 (Figura 3b) (Chen et al.,, 2002) e sintetizada pela proteina
intracelular LuxS (Xavier & Bassler, 2003). O auto-indutor Al-2 liga-se a proteina
LuxP no periplasma formando o complexo LuxP-Al-2 que interage com uma segunda

cinase sensora membranar que contem histidina, LuxQ (Bassler et al., 1994a).

A terceira molécula de sinalizacdo é designada por CAI-1 ((S)- 3-hidroxitridecano-4-
ona) e é sintetizada pela enzima citoplasmatica CgsA. Mais uma vez este sinal interage
com uma terceira cinase sensora membranar que contem histidina, CgsS. O auto-indutor
CAIl-1 € responsavel pela regulagdo de quorum sensing nos processos de
bioluminescéncia e formacdo de biofilmes (Henke & Bassler, 2004b; Jayaraman e
Wood, 2008).

A baixa densidade celular, na auséncia de concentracBes detetaveis de auto-indutores,
os trés sensores — LuxN, LuxQ e CgsA — agem como cinases, autofosforilam-se e
subsequentemente transferem o fosfato para a proteina citoplasmatica LuxU. Esta
proteina transfere o fosfato para a proteina reguladora de resposta LuxO (Bassler et al.,
1994b; Freeman & Bassler 1999a,b; Freeman et al., 2000).

A proteina LuxO- fosfatada, em conjugacéo com o fator de transcricdo denominado o,
ativa a transcri¢do dos genes que codificam 5 pequenos RNAs (sSRNAs, do inglés small
RNAs) reguladores denominados Qrrl-5 (Qrr - Quorum Regulatory RNA) (Lilley &
Bassler 2000; Lenz et al., 2004).
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Os diferentes SRNAs interagem com a proteina de apoio de RNA, Hfg, que ¢ um
membro da familia Sm das proteinas de apoio de RNA eucaridticas envolvidas no
splicing do mRNA (Carrington & Ambros, 2003).

Os sRNAs juntamente com a proteina Hfg ligam-se e destabilizam o mRNA que
codifica o ativador transcripcional designado LuxR (Lenz et al., 2004).

LuxR é necessario para ativar a transcricdo do operdo luciferase. Assim, a baixa
densidade celular, devido ao complexo luxR mRNA ser degradado, a bactéria ndo vai

expressar bioluminescéncia (Waters & Bassler, 2005).

A elevada densidade celular leva a acumulacdo de auto-indutores atingindo-se assim a
concentracdo minima estimulatoria necessaria para a sua detecdo. As trés cinases
sensoras convertem-se em fosfatases adquirindo o fosfato da LuxO via LuxU.

A proteina LuxO desfosforilada é incapaz de induzir a expressdo de sRNAs. Isto
permite a translacdo de IluxR mMRNA, producdo de LuxR e expressdo da
bioluminescéncia. Esta via controla multiplos genes incluindo os que codificam a
luciferase (Henke & Bassler, 2004a; Mok et al., 2003).

2.5. Circuitos de quorum sensing competitivos

O B. subtilis ¢ um microorganismo do solo, que utiliza um elaborado sistema peptidico
de quorum sensing para induzir o desenvolvimento do estado de competéncia ou do

processo de esporulacdo (Figura 13) (Miller & Bassler, 2001).

A bactéria do solo B. subtilis pode formar enddsporos, metabolicamente inativos, que se
encontram num estado de dorméncia e que sdo muito resistentes ao calor, dessecacao,

radiacdo ou agressdo quimica em resposta a privacdo de nutrientes (Wang et al., 1997).

A esporulacdo em Bacillus spp. é induzida pela privacdo de nutrientes, mas o0 processo
de desenvolvimento da esporulagdo ndo se inicia imediatamente ap0s a desaceleragédo
do crescimento bacteriano. Podem ocorrer varias respostas alternativas, incluindo a
ativacdo da motilidade flagelar para procurar novas fontes de alimento por quimiotaxia,

a producdo de antibioticos para destruir microorganismos competitivos do solo, a
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secrecdo de enzimas hidroliticas para eliminar as proteinas e polissacarideos
extracelulares ou a indugdo de competéncia, para captar DNA exdgeno. A esporulacdo é
0 ultimo recurso da célula bacteriana a privacdo de nutrientes e este processo é
suprimido até as respostas alternativas se revelarem inadequadas (Grossman & Losick,
1997).

A competéncia, também designada de competéncia natural, ¢ um fendmeno comum as
bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo. Entre os sistemas mais bem estudados
destacam-se o0s de Steptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae e Bacillus subtilis. As bactérias competentes sdo capazes de se ligar de
forma eficiente, processar e internalizar DNA exd6geno de alto peso molecular (Dubnau,
1991).

O circuito competitivo de B. subtilis apresenta dois auto-indutores peptidicos (ComX e
CSF (factor de competéncia e esporulagdo)) que funcionam em rede com a finalidade de
determinar um de dois estilos de vida mutuamente exclusivos: competéncia ou

esporulacao (Miller & Bassler, 2001).
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Figura 13 — Sistema de quorum sensing em Bacillus subtilis. B. subtlis sintetiza dois auto-indutores
peptidicos que regulam dois caminhos distintos de indugdo de resposta: competéncia ou esporulagao

(retirado de Waters & Bassler, 2005).
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Ambos os péptidos sdo sintetizados no citosol e acumulam-se a medida que a densidade
celular aumenta (Miller & Bassler, 2001).

O péptido ComX é constituido por 10 amino&cidos (Magnuson et al., 1994; Solomon et
al., 1996) e contem uma modificacdo hidrofobica num residuo de triptofano que é
necessario para a sua atividade de sinalizacdo. Este péptido deriva de um péptido
percursor, constituido por 55 amino&cidos que é codificado pelo gene comX (Miller &
Bassler, 2001). Para o seu processamento e sintese este péptido necessita de uma
proteina membranar designada ComQ. Este péptido é detetado por uma cinase sensora

membranar que contem histidina e é designada ComP (Waters & Bassler, 2005).

A ligacdo do auto-indutor extracelular ComX ao recetor da cinase sensora
transmembranar ComP, estimula a autofosforilacdo desta, que transfere o grupo fosfato
ao regulador de resposta ComA (Solomon et al., 1995). A fosforilacdo da proteina
ComA regula a transcricdo de varios genes que codificam fatores essenciais para 0
desenvolvimento do fenémeno de competéncia (Nakano & Zuber, 1991).

Um segundo auto-indutor oligopeptidico, CSF, é codificado pelo gene phrC e
apresenta-se como um factor de competéncia e esporulagdo em B. subtilis. O auto-
indutor é transportado do citoplasma para o meio extracelular através de um canal
proteico e € reinternalizado atraves do péptido transportador Opp, actuando no

citoplasma (Lazazzera et al., 1997; Solomon et al., 1996).

A baixa concentracdo o auto-indutor CSF liga-se a uma proteina designada RapC
rompendo a ligacdo de RapC com ComA (Perego, 1997; Solomon et al., 1996). A
fosfatase RapC é especifica de ComA. A inibi¢do de RapC por CSF causa um aumento
dos niveis de ComA-fosfatada. Niveis baixos de CSF promovem o desenvolvimento de
competéncia (Miller & Bassler, 2001).

Contudo, a concentracéo elevada de CSF internalizado, inibe a cascata de sinalizagéo
ComP-ComA por um mecanismo desconhecido, diminuindo o desenvolvimento de
competéncia e favorecendo a esporulacdo (Lazazzera et al., 1997; Solomon et al.,
1996).
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O mecanismo pelo qual CSF estimula a esporulagéo € analogo ao mecanismo pelo qual
CSF estimula a competéncia. Neste caso CSF liga-se e inibe uma fosfatase designada
RapB. RapB desfosforila o regulador de resposta SpoOF que esta envolvido no
desenvolvimento da esporulacdo. A inibicdo da atividade da fosfatase RapB aumenta os
niveis de SpoOF fosfatado, favorecendo assim o desenvolvimento de esporulacdo
(Miller & Bassler, 2001).

2.6. Circuitos de quorum sensing organizados em série

O circuito de quorum sensing em Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) é sensivel a

maultiplos auto-indutores, e utiliza circuitos de QS organizados em série (Figura 14).
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Figura 14 — Sistema de quorum sensing em Pseudomonas aeruginosa. Os circuitos de QS em P.
aeruginosa operam em série para controlar um grande conjunto de genes alvo (retirado de Waters &
Bassler, 2005).

P. aeruginosa é uma bactéria de Gram-negativo, geralmente encontrada no trato
intestinal, &gua e solo, e apresenta-se como um agente patogénico oportunista associado
a infecbes nosocomiais e a infecdes em pacientes imunocomprometidos. Este

microorganismo é também conhecido por causar infecfes respiratérias cronicas, em
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pacientes portadores de fibrose cistica (Eberl & Tummler, 2004; Hirakawa & Tomita,
2013; Wang et al., 2013).

Nas infegcBes cronicas causadas por P. aeruginosa, 0 mecanismo de QS assume um
papel determinante uma vez que este sistema controla o processo de adesdo, a formacao

de biofilme e a expresséao de fatores de viruléncia (Smith & Iglewski, 2003a).

O sistema de QS em P. aeruginosa engloba dois auto-indutores AHL, nomeadamente
N-(3-oxododecanoil)-HSL (30C12-HSL) e N-butiril-HSL (C4-HSL), produzidos pelas
enzimas Lasl e Rhll, respetivamente. Estes auto-indutores acumulam-se tanto intra
como extracelularmente durante o crescimento celular. Apds atingirem a concentracao
minima estimulatéria, as moléculas de sinalizacdo ligam-se aos respetivos recetores
citosélicos, LasR e RhIR, para ativarem a expressdo dos genes alvo (Juhas et al., 2005;
Schuster & Greenberg, 2006; Smith & Iglewski, 2003b).

Os dois sistemas de QS estdo dispostos hierarquicamente uma vez que o sistema LasR-
Lasl controla o sistema RhIR-RhII (Pesci et al., 1997).

Conjuntamente estes dois sistemas controlam a expressdo de centenas de genes (Hentzer
et al., 2003; Wagner et al., 2003). Foram identificados mais de 30 genes que codificam
fatores de viruléncia, tais como enzimas extracelulares (protease LasA, elastase,
protease alcalina, lipase, fosfolipase C), metabolitos secundarios (cianeto de hidrogénio
e piocianina), e toxinas (exotoxina A). Propde-se que estes fatores de viruléncia
contribuam nas infe¢Bes cronicas e agudas de P.aeruginosa em individuos

imunocomprometidos e portadores de fibrose cistica (Sandoz et al., 2007).

2.7. Comunicacdo inter-especies

O quorum sensing é utilizado com elevada especificidade e controlo apertado para
regular mdaltiplos fendtipos bacterianos. As bactérias estdo predominantemente
presentes em comunidades multiespécie (por exemplo, a cavidade oral apresenta
biofilmes com cerca de 400 espécies bacterianas (Kolenbrander, 2000)) sendo o nivel de
especificidade e de controlo fascinante dado a complexidade associada as comunidades

microbianas. Cada uma das espécies bacterianas pode sintetizar varias moléculas de
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sinalizacdo e os circuitos de resposta utilizados por estas moléculas de sinalizacao estdo
também interligados (Waters & Bassler, 2005).

O sistema de quorum sensing permite a comunicagao bacteriana intra e interespécie. O
auto-indutor Al-2 é uma molécula de sinalizacdo ndo especifica de uma espécie que
medeia a comunicagdo interespécie entre bactérias de Gram-negativo e de Gram-
positivo. A actividade do auto-indutor Al-2 ja foi demonstrada em mais de 100 espécies
de bactérias. Este tipo de comunicagdo é designada de linguagem universal para a
comunicacdo entre espécies bacterianas (Federle & Bassler, 2003; Li & Tian, 2012;
Hirakawa & Tomita, 2013).

A primeira molécula de sinalizagdo Al-2 a ser identificada pertence a bactéria de Gram-
negativo V. harveyi (Figura 15).

HO.©/%M Al-2 (Vibrio harvey)

Figura 15 - Auto-indutor Al-2 de V. harveyi. Este tipo de auto-indutor estd presente em bactérias de

Gram-negativo e de Gram-positivo (retirado Federle & Bassler, 2003).

A molécula de sinalizacdo Al-2 participa no sistema de quorum sensing da bactéria
marinha bioluminescente Vibrio harveyi. Muitas das bactérias que sintetizam Al-2
também sintetizam e respondem a um auto-indutor AHL ou AIP, indicando que para
além de distinguirem as diferentes espécies bacterianas, contém um mecanismo que lhes

permite quantificar as bactérias existentes da mesma espécie (Federle & Bassler, 2003).

O auto-indutor Al-2, tal como os AHLs, é sintetizado a partir de S-adenosilmetionina
(SAM) em trés etapas enzimaticas. SAM é um cofactor essencial para os processos de
sintese de DNA, RNA e de proteinas. A utilizacdo de SAM como doador de metilo
tanto neste processo como em outros processos metabdlicos, leva a formacdo de um
intermediario toxico denominado S-adenosilhomocisteina (SAH), que € hidrolisado para

formar S-ribosilhomocisteina (SRH) e adenina pela enzima nucleosidase Pfs (5’
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metiltioadenosina/ S- adenosilhomocisteina nucleosidase) (Khmel & Metlitskaya, 2006;
Xavier & Bassler, 2003).
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Figura 16- Biossintese da homoserina lactona e do Al-2. Ambos os auto-indutores derivam de SAM
(retirado de Xavier & Bassler, 2003)

A proteina LuxS cliva a S- ribosilhomocisteina para formar homocisteina e 4,5-
dihidroxi-2,3-pentanodiona (DPD) que é depois espontaneamente ciclizado para formar
Al-2 (Winzer et al., 2000; De Keersmaecker et al., 2005; Rajan et al., 2005). Este
sistema foi avaliado num determinado numero de espécies e tornou-se claro que a
ciclizacdo espontanea de DPD ndo produz um unico composto molecular, mas produz
maltiplas moléculas com diferentes capacidades de ligacdo aos recetores de Al-2

(Vendeville et al., 2005) como se encontra representado na Figura 17.
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Figura 17 - Sintese de Al-2 em V. harveyi e Salmonella typhimurium (retirado de Khmel & Metlitskaya,

2006).
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\

Isto levou a utilizagdo do termo “Al-2” para representar coletivamente uma grande
diversidade de variantes moleculares que resultam de mudancas espontaneas em DPD e

atuam como ligandos para os recetores de Al-2 (Vendeville et al., 2005).

A enzima LuxS é codificada pelo gene luxS e esta presente numa grande diversidade de
bactérias de Gram-negativo e de Gram-positivo (Federle & Bassler, 2003) (Tabela 1).

Tabela 1- Bactérias que apresentam genes luxS (retirado de Federle & Bassler, 2003).

Actinobacillus pleuropneumoniae Helicobacter pylori Salmonella paratyphi
Bacillus anthracis Klebsiella pneumoniae Salmonella typhi

Bacillus cereus Lactobacillus gasseri Salmonella typhimurium
Bacillus halodurans Lactobacillus plantarum Shigella flexneri

Bacillus subtilis Lactococcus lactis Sinorhizobium meliloti
Bifidobacterium longum Leuconostoc mesenteroides Staphylococcus aureus
Borrelia burgdorferi Leuconostoc oenos Staphylococcus epidermidis
Campylobacter jejuni Listeria innocua Streptococcus agalactiae
Clostridium acetobolyticum Listeria monocytogenes Streptococcus gordonii
Clostridium difficile Neisseria gonorrhoeae Streptococcus mutans
Clostridium perfringens Neisseria meningitidis Streptococcus pneumoniae
Deinococcus radiodurans Oceanobacillus iheyensis Streptococcus pyogenes
Enterococcus faecalis Oenococcus oeni Vibrio anguillarum
Enterococcus faecium Pasteurella multocida Vibrio cholerae
Escherichia coli Pasteurella multocida Vibrio harveyi
Haemophilus ducreyi Porphyromonas gingivalis Vibrio parahemolyticus
Haemophilus influenzae Proteus mirabilis Vibrio vulnificus
Haemophilus somnus Salmonella enterica Yersinia pestis

Helicobacter hepaticus

O auto-indutor Al-2 pode ser sintetizado por uma grande diversidade de bactérias, e €
também detetado por muitas ou possivelmente por todas elas. O auto-indutor Al-2
controla multiplas funcGes em bactérias (Tabela 2), o que indica que, tal como a
sinalizacdo por AHL e AIP, a sinalizacdo por Al-2 foi adaptada pelas diferentes
bactérias para influenciar uma variedade de comportamentos especificos do nicho

ecoldgico onde habitam (Federle & Bassler, 2003).
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Tabela 2- Funges reguladas pela molécula sinalizadora Al-2 (adaptado de Pereira et al., 2013).

Species

Functions regulated by Al-2

Al-2 receptor

Actinobacilus pleuropneumoniae

Actinomyces naeslundli
and Streptococcus oralis

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Bacillus cereus

Borrelia burgdorferi

Escherichia coli EHEC

Escherichia coli K12

Haemophilus influenzae
strain BB-028MNP

Helicobacter pylori

Moraxella catarrhalis
Mycobacterium avium
Pseudomonas aeruginosa

Salmonelia enterica
ssp. enterica serovar
Typhimurium

Sinorhizobivm meliloti

Staphyloccocus aureus

Staphylococcus epidermidis

Streprtococous anginosus

Biofilm formation', adherence to
host cells and growth in iron-limited
medium

Mutualistic biofilm formation

Biofilm formation

Biofilm formation'

Increased expression of the outer
surface lipoprotein VIsg'

Chemaotaxis towards Al-2, motility
and Hela cell attachment

Biofilm formation and maotility!
Al-2 incorporation and chemotaxis towards
Al-2

Al-2 incorporation and biofilm formation

Mortility

Biofilm formation and antibictic resistance’
Biofilm formation’
Virulence factor production

Pathogenicity island 1 gene exprassion
and invasion into eukaryotic cells

Al-2 incorporation

Al-2 incorporation

Capsular polysaccharide gene expression

and survival rate in human blood and
macrophages

Expression of phenol-soluble modulin
peptides, acetoin dehydrogenase,
gluconokinase, bacterial apoptosis
protein LrgB, nitrite extrusion protein
and fructose PTS systemn subunit

Susceptibility to antibiotics

26

Unknown

Unknown

Lsr8 and RbsB

LsrB?

Unknown

LsrB?

LsrB?
LsrB

RbsB

Unknown

Unknown
Unknown
Unknown

LsrB¥

LsrB
LsrB

Unknown

Unknown

Unknown



Bactérias e as suas redes sociais

Streptococcus intermedius Haemalytic activity, biofilm Unknown
formation and susceptibility to antibiotics

Streptococcus gordonii Biofilm formation Unknown

Streptococous Mutualistic biofilm formation Unknown
gordonii and
Streptococcus oralis

Streptococcus pneumoniae Biofilm formation Lnknown

Vibrio cholerae Biofilms, protease and virulence LuxP
factor production, and competence

Vibrio harveyi Bioluminescence, colony morphology, LuP
siderophore production, biofilm formation,
type Il secretion and metalloprotease
production

*Whole genome expression profiles such as microarrays analysis were not included in this table.
'DPD supplemented to wild-type strain cultures.
IThis receptar is present in this bacteria but the connection to the regulated phenotypes remains to be demonstrated.

Todas as bactérias possuem mecanismos de quorum sensing que lhes permitem
coordenar centenas de comportamentos coletivos. E importante salientar que as
bactérias controlam sempre a sua patogenicidade atravées de sistemas quorum sensing.

A identificacdo das moléculas responsaveis pela comunicacdo entre as bactérias
apresenta-se como uma nova estratégia no combate a infecdes causadas por agentes

patogénicos (Koh et al., 3013).

I11. Terapia antimicrobiana

Uma das maiores conquistas da medicina moderna tem sido o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos antimicrobianos para o tratamento de doengas infeciosas. Em
1928, Alexandre Fleming identificou o primeiro agente com propriedades antibioticas, a
penicilina, e desde entdo desenvolveu-se uma intensa pesquisa para que as infe¢oes

bacterianas possam ser tratadas eficazmente (Hentzer & Givskov, 2003).

Os antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento
celular ou causar a morte de bactérias e fungos. Relativamente a classificacdo dos
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antibioticos, estes podem ser classificados como bactericidas, quando causam a morte
da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibi¢cdo do crescimento bacteriano
(Guimarées et al., 2010).

Os antibioticos tém como principais alvos, processos celulares essenciais para a
sobrevivéncia das bactérias, tais como a biossintese da parede celular, a sintese proteica,
a replicacdo e a reparagdo do DNA. O aumento gradual do aparecimento de bactérias
resistentes a antibioticos torna ineficaz o tratamento de infecdes com gravosas

consequéncias humanas e socio-econdmicas em todo o mundo (Hall, 2004).

A procura de novos farmacos com actividade antimicrobiana torna-se imperativa, uma
vez que a resisténcia aos antibioticos leva a falhas terapéuticas e consequentemente a

limitacBes nas opcdes de tratamento (Hall, 2004).

Uma alternativa de controlar a patogenicidade de bactérias é através da atenuagdo
especifica da sua viruléncia, que pode ser atingida alvejando sistemas regulatérios-
chave que medeiam a expressdo de fatores de viruléncia. Um dos sistemas regulatérios
alvo é o quorum sensing. A quebra do sistema de QS tem sido sugerida como uma nova

estratégia contra infecdes bacterianas (Defoirdt et al., 2010).

IV. Perturbacéo nos sistemas de quorum sensing: Quorum Quenching

A perturbacdo do processo de QS em comunidades bacterianas, apresenta-se como uma
vantagem competitiva quando as condi¢des ambientais se tornam desfavoraveis. Da
mesma forma, a capacidade do hospedeiro para interferir na comunicacdo célula-a-
célula pode ser crucial na prevencao da sua colonizacdo por bactérias patogénicas que
utilizam sistemas de quorum sensing para controlar a viruléncia (Waters & Bassler,
2005).

O aumento do nimero de estirpes bacterianas resistentes aos antibidticos, associado aos
processos referidos anteriormente, levou ao desenvolvimento de novas estratégias para
0 tratamento de infecOes bacterianas. A descoberta de que um largo espetro de

microorganismos utilizam sistemas de quorum sensing para controlar a producdo de
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fatores de viruléncia tornou-se um alvo atraente para a terapia antimicrobiana. Através
do bloqueio destes mecanismos de sinalizacdo célula-a-célula nos microorganismos
patogénicos, que utilizam sistemas de quorum sensing, pode controlar-se a sua
viruléncia, convertendo-os assim em agentes que ndo apresentam patogenicidade
(Kievit & Iglewski, 2000; Antunes et al., 2003).

Como ja foi referido anteriormente, os sistemas de quorum sensing consistem na
producdo de moléculas de sinalizacdo e dos seus recetores especificos para a regulacao
de genes e actividades coordenadas (Miller & Bassler, 2001; Waters & Bassler, 2005;
Federle & Bassler, 2003; Parsek & Greenberg, 2005). A descoberta de mecanismos de
quorum sensing nas bactérias levou a identificacdo de alguns compostos ou enzimas que
suprimem a comunicacao bacteriana, designada interferéncia no quorum sensing ou
quorum quenching (Smith & Iglewski, 2003a; Zhang & Dong, 2004; Dong et al., 2001).

Os antagonistas de sistemas de QS atuam, interrompendo a sintese de moléculas de
sinalizacdo, inibindo a difusdo dessas moléculas, bloqueando a ligacdo a proteina
recetora, ou impedindo a transducdo de sinal apds a ligacdo das moléculas de

sinalizac&o aos recetores (Hong et al., 2012).

Nos ultimos anos, tem havido um incremento na identificacdo de antagonistas de
sistemas de quorum sensing de origem bacteriana e ndo bacteriana. Até a data, os
componentes biologicamente activos de produtos naturais, especialmente aqueles
derivados de plantas, levaram a descoberta de novas drogas para o tratamento de

numerosas doencas infecciosas (Koh et al., 2013).

4.1. Sistemas de quorum quenching entre células procariontes

O Staphylococcus aureus é um claro exemplo de mecanismo de quorum quenching, na
medida em que cada um dos seus quatro grupos de AIPs inibe especificamente o
quorum sensing de grupos competidores de S. aureus, sem que ocorra a inibicdo do

crescimento e de outras funcdes celulares (Lyon et al., 2002).
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As bactérias apresentam a capacidade de degradar os auto-indutores AHLs. Foram
descobertas enzimas capazes de inativar os AHLs em proteobactérias, bem como em
algumas bactérias de Gram-positivo (Czajkowski & Jafra, 2009).

A inativacdo da molécula de sinalizacdo pode ser mediada por dois tipos de enzimas,
AHL-lactonases e AHL-acilases. As AHL-lactonases hidrolisam o anel homoserina-
lactona das moléculas de sinalizacdo AHL, enquanto as AHL-acilases decompbem a
cadeia lateral libertando um &cido gordo e uma lactona (Defoirdt et al., 2010).

A familia de enzimas intimamente relacionada com a degradacdo de AHLs, AiiA, pode
ser encontrada em vérias espécies de Bacillus, incluindo B. thuringiensis, B. cereus e B.
mycoides isoladas a partir do meio ambiente. Esta enzima cliva os anéis lactona das
porcdes acil dos AHLs tornando-os inativos na transducéo de sinal (Dong et al., 2000;
Dong et al., 2001; Lee et al., 2002). Esta enzima ndo é especifica relativamente a cadeia
lateral de acil do AHL, o que sugere que esta estratégia interfere genericamente na
comunicacdo mediada por AHL entre bactérias de Gram-negativo (Dong et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, o sistema de quorum sensing em Bacillus subtilis €
mediado por péptidos ndo sendo por isso este sistema perturbado por este mecanismo de
interrupcdo da comunicagdo em bactérias de Gram-negativo (Waters & Bassler, 2005).

A producdo de enzimas que sdo capazes de degradar AHLSs néo esta limitada a Bacillus.
Homologos de AiiA, capazes de degradar AHLs foram identificados em Agrobacterium
tumefaciens, Arthrobacter sp., Klebsielle pneumoniae, Comamonas sp., € Rhodococcus
sp. (Carlier et al., 2003; Park et al., 2003; Uroz et al., 2003).

Na fase de crescimento estaciondria, a Agrobacterium tumefaciens produz uma
lactonase designada AttM, capaz de degradar o seu préprio auto-indutor (Zhang et al.,
2002). Nesta fase tardia de crescimento a bactéria ndo beneficia da participacdo em
atividades de grupo, interrompendo assim o0s processos de QS, sintetizando a enzima
AttM. Encontram-se igualmente descritas atividades de degradagéo do auto-indutor, na
fase de crescimento estacionaria, para as bactérias Xanthomonas campestris e Erwinia
carotovora (Barber et al., 1997; Holden et al., 1998).
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A bactéria do solo Variovorax paradoxus degrada AHLSs, utilizando uma tatica diferente
de quorum quenching. Neste caso ocorre a destruicdo de AHLs através da abertura do
anel lactona por uma acilase. Esta bactéria utiliza o produto da reacdo como uma fonte
de carbono e azoto, usando uma estratégia com um duplo beneficio: termina
comportamentos de grupo competitivos e aumenta simultaneamente o seu proprio

crescimento potencial (Leadbetter & Greenberg, 2000).

P. aeruginosa degrada cadeias longas de AHLSs, mas ndo as cadeias curtas, através de
uma acilase do tipo AiiD, denominada PvdQ (Huang et al., 2003). Neste caso, o auto-
indutor sintetizado pela proteina Rhll, C4-homoserina-lactona, é resistente a este
comportamento, enquanto o auto-indutor sintetizado pela proteina Lasl, 30C12-

homoserina-lactona, pode ser destruido (Waters & Bassler, 2005).

4.2. Sistemas de quorum quenching de eucarionte para procarionte

Tém sido identificados mecanismos em organismos eucariontes hospedeiros, capazes de
neutralizar os sistemas de quorum sensing de células bacterianas (Waters & Bassler,
2005). Existem compostos sintetizados quimicamente que inibem sistemas de quorum
sensing, mas a maior parte dos antagonistas foram encontrados em extratos de plantas.

Ainda € necessario aprofundar a toxicidade deste tipo de compostos (Koh et al., 2013).

Os antagonistas naturais dos auto-indutores tém sido alvo de especial atencéo, citando
como exemplo os derivados de furanonas (incluindo as furanonas halogenadas). A alga
vermelha marinha Delisea pulchra (D. pulchra) produz vérias furanonas halogenadas
(Figura 18), que impedem assim a sua colonizagdo por bactérias marinhas, através da
inibicdo dos sistemas de QS das bactérias (Khmel & Metlitskaya, 2006).
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Figura 18 - Furanonas que atuam como inibidores do sistema de quorum sensing. O composto a esquerda
e 0 composto central sdo produzidos pela alga marinha D. pulchra. O composto a direita representa um
inibidor de QS sintetizado quimicamente (retirado de Khmel & Metlitskaya, 2006).
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As furanonas naturais sdo halogenadas em varias posi¢des com bromo, iodo ou cloro
(Suga & Smith, 2003; Hentzer & Givskov, 2003). Derivados de furanonas sdo
produzidos por varios organismos: algas marinhas verdes, vermelhas e castanhas,
fungos, ascidias e actinomicetos (Hentzer & Givskov, 2003; Martinelli et al., 2004).

A macroalga D. pulchra possui a sua superficie revestida com uma mistura de
furanonas halogenadas que possuem similaridade estrutural com AHLs bacterianas
(Givskov et al., 1996). As furanonas sdo internalizadas pela bactéria, ligam-se as
proteinas do tipo LuxR, alterando a estabilidade do complexo proteina-ligando,

causando uma rapida degradacéo destas proteinas recetoras (Manefield et al., 2002).

As algas sdo, portanto, protegidas contra o efeito destas bactérias. Esta estratégia
previne a colonizagdo bacteriana a superficie da alga pela inibicdo do sistema de

qguorum sensing, controlando a formacéo de biofilme (Waters & Bassler, 2005).

As furanonas halogenadas sintetizadas por D. pulchra tém a capacidade de bloquear
sistemas de QS em Serratia ficaria, V. fischeri, V. harveyi, e outras bactérias, mas
curiosamente ndo em P. aeruginosa (Hentzer et al., 2002; Manefield et al., 2000;

Rasmussen et al., 2000).

Estudos efetuados com um derivado de furanona, (5Z)-4-bromo-5-(bromometileno)-3-
butil-2(5H)-furanona sintetizada pela D. pulchra demonstraram que esta inibe o sistema
de QS em E. coli que utiliza o auto-indutor Al-2. Este derivado também suprime a
formagéo de biofilme e a expressédo de 56 genes em E. coli, sendo que 79% destes genes
sdo induzidos pela molécula de sinalizagdo Al-2 (Ren et al.,2004).

Apbs a caracterizacdo do efeito das furanonas de D. pulchra, muitos laboratérios
selecionaram uma ampla gama de compostos naturais e compostos quimicamente
sintetizados de derivados de furanonas que inibem o sistema de QS, incluindo aqueles
com variagOes nas cadeias laterais. ldentificaram um derivado de furanona que néo
apresenta cadeia lateral mas que contem dois atomos de boro e inibe o sistema de QS

em P. aeruginosa (Figura 18) (Hentzer et al., 2002).
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As furanonas suprimem varios processos celulares regulados por quorum sensing:
bioluminescéncia em V. fischeri, a producéo de fatores de viruléncia em P. aeruginosa e
Erwinia carotovora e a formacdo de biofilmes (Hentzer & Givskov, 2003; Hentzer et
al., 2002; Manefield et al., 2001; Hentzer et al., 2003).

Nas bactérias de Gram- negativo, o passo inicial do quorum sensing é ligar um sinal
especifico de AHL a uma proteina LuxR. Assim, antagonistas que interferem com a
ligacdo dos AHLs aos recetores sdo potenciais inibidores de QS. Tém sido testados
varios compostos naturais e sintéticos relativamente a sua potencial atividade

antagonista (Figura 19).
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Figura 19 — Moléculas antagonistas dos recetores das bactérias de Gram-negativo (retirado de Hirakawa
& Tomita, 2013).

Moléculas que apresentam analogia com 0s auto-indutores sdo potenciais candidatos a

antagonistas dos sinais de AHL. Estudos com alteragOes na cadeia lateral de 3-0x0-C6-

HSL de Vibrio fischeri, 3-oxo-C12-HSL de Pseudomonas aeruginosa e 3-0xo-C8-HSL

de Agrobacterium tumefaciens demonstraram inibir a ligacdo dos AHLs nativos por
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mecanismos de competicdo com o respectivo recetor (Passador et al., 1996; Schaefer et
al., 1996; Zhu et al., 1998).

Alguns anadlogos dos AHLs nativos estabelecem ligacGes com os recetores inativando a
expressao génica e comportando-se desta forma como antagonistas (Hirakawa &
Tomita, 2013).

Além da D. pulchra, os extractos de Citrus x paradisi (toranja) também contém
compostos bioativos, tais como, furocumarinas, carotendides, limondides, pectina e
cumarina que apresentam actividade antibacteriana (Heggers et al., 2002). Compostos
furocumarinicos revelam ter uma forte inibicao tanto contra actividades Al-1 como Al-2
e impedem a formacdo de biofilme em E. coli, S. typhimurium e P. aeruginosa
(Girennavar et al., 2008).

Encontram-se descritos outros compostos naturais que interferem com o QS presentes
em: Daucus carota (cenoura), Allium sativum (alho), Matricaria recutrita (camomila),
Nhymphaea L. (nenufar) bem como Capsicum sp. (variedades de pimentas). O extracto
de Allium sativum contém trés inibidores distintos de QS. Um deles é um composto
dissulfureto ciclico, que exerce um forte efeito inibitorio sobre sistemas de QS baseados
em LuxR, mas curiosamente, sem efeito em P. aeruginosa (Adak et al., 2011). O 4cido
rosmarinico extraido de Ocimum basilicum (manjericdo) tem a capacidade de diminuir a
expressdao da elastase e da protease, bem como a formacdo de biofilme em P.
aeruginosa (Walker et al., 2004).

Os inibidores de sistemas de QS podem afetar a integridade de um biofilme e assim

tornar as bactérias mais suscetiveis a antibioterapia (Dong et al., 2002), minimizando a
possibilidade das bactérias se tornarem resistentes (Hentzer & Givskov, 2003).
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V. Concluséao

As bactérias sdo microorganismos unicelulares e normalmente vivem em comunidades
complexas, designadas biofilmes. As bactérias tém a capacidade de captar as
informagdes necessarias do meio ambiente, comunicar através de moléculas de
sinalizacdo com bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes, monitorizar a sua
densidade populacional e regular a sua expressdo génica, sendo assim consideradas

microorganismos multicelulares.

As bactérias agem em unissono e tém a capacidade de coordenar comportamentos
coletivos, citando como exemplo, a bioluminescéncia por V. fischeri, a esporulacdo por
B. subtilis, a formacéo de biofilmes e a secreccdo de fatores de viruléncia por S. aureus

através de mecanismos designados de quorum sensing.

Um fator importante controlado por quorum sensing € a viruléncia. Através do
conhecimento deste tipo de comunicacdo € possivel compreender que as bactérias se
multiplicam até atingirem um quorum e langcam o seu ataque colectivo virulento em

simultaneo.

O aumento gradual do aparecimento de bactérias resistentes a antibioticos torna ineficaz
o tratamento de multiplas infec¢Bes. Os antibiodticos sdo utilizados como bacteriostaticos
ou como bactericidas tendo como consequéncia a selecdo de mutacdes resistentes. Surge
assim o quorum sensing como uma nova estratégia terapéutica. Perturbando este
sistema de comunicacdo talvez as bactérias ndo consigam organizar 0 seu ataque

virulento com eficiéncia.

Existem compostos naturais e sintéticos capazes de perturbar os sistemas de quorum
sensing. A interferéncia com os circuitos de quorum sensing através de pequenas
moléculas foi proposto como uma nova estratégia na prevencdo da patogenicidade
bacteriana. Estes compostos poderéo representar num futuro préximo uma nova geracao
de moléculas que quando administradas em simultaneo com os antibidticos apresentem

um efeito sinérgico no controlo da patogenicidade bacteriana.
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