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RESUMEN

La especie Vibrio puede formar una simbiosis con animales marinos produciendo bioluminiscencia y
en otros casos puede causar enfermedad en peces y humanos. La simbiosis y la patogénesis depende
de la expresion de factores de virulencia regulados por el Quorum Sensing (QS). El objetivo del
presente estudio fue describir los mdaltiples sistemas QS en Vibrio, controlados por moléculas
autoinductoras como el autoinductor-1 (acil homoserina lactonas), el (S)-3-hidroxitridecan-4-ona
(CAI-1), el autoinductor-2 (furanosil borato di-éster), el autoinductor-3, la noradrenalina y la
epinefrina. Ademas, se describen los principales reguladores transcripcionales de QS como el regulador
maestro AphA (a baja densidad celular), los reguladores transcripcionales LuxR, HapR, LitR, LsIR,
QseB y KdpE (en alta densidad celular). También, se describen algunas moléculas que regulan el
mecanismo de QS como el 6xido nitrico (NO), la etanolamina, el 3,5-dimetil-pirazin-2-ol (DPO) y el
ciclo-(L-Phe-L-Pro), activando la simbiosis, la patogenia, la defensa y la union con fagos facilitando
la lisogénesis de Vibrio. De igual modo se describieron los mecanismos de co-regulacion de fenotipos
por medio de los reguladores transcripcionales LuxR y AphA. Concluyendo que en la actualidad el
sistema QS de Vibrio continGa en estudio, se han descubierto nuevas moléculas sefial, nuevos
mecanismos y proteinas que co-regulan la red de sefializacion de QS en Vibrio y varios fenotipos como
la produccion de autoinductores, la bioluminiscencia, la movilidad, la biopelicula, la morfologia, la
produccién de polisacaridos, la simbiosis, la utilizacidn de hierro y los sistemas de secrecion (1, 3y 6).

Palabras clave: autoinductores (1-3); 3,5-dimetil-pirazin-2-ol (DPO); la ciclo-(L-Phe-L-Pro); etanolamina;

factores de virulencia; 6xido nitrico; Quorum Sensing.
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ABSTRACT

Vibrio species can form a symbiotic relationship with marine animals and produce luminescence, but
they can also cause disease in fish and humans. The expression of virulence factors, which is controlled
by Quorum Sensing (QS), is required for symbiosis and pathogenesis. This study aimed to describe the
multiple QS systems in Vibrio that are controlled by autoinducer molecules such as autoinducer-1 (acyl
homoserine lactones), (S)-3-hydroxytridecan-4-one (CAI-1), autoinducer-2 (furanosyl borate diester),
autoinducer-3, norepinephrine, and epinephrine. Furthermore, the main transcriptional regulators of
QS are described as the master regulator AphA (activated to low cell density), the transcriptional
regulators LuxR, HapR, LitR, LsrR, QseB, and KdpE (activated to high cell density). Also, are
described some molecules that participate in the regulation of the QS mechanism, such as nitric oxide
(NO), ethanolamine, 3,5-dimethyl-pyrazin-2-ol and cyclo-(L-Phe-L-Pro), activating the symbiosis,
pathogenesis, defense and phage binding to facilitate lysogenesis of Vibrio. At the same time, the co-
regulation of phenotypes by means of transcriptional regulators LuxR and AphA. Concluding that at
present the Vibrio QS system continues in study, new signal molecules, mechanisms and proteins have
been discovered that co-regulate the QS signaling network in Vibrio and various phenotypes such as
autoinducer production, bioluminescence, mobility, biofilm, morphology, polysaccharide production,
symbiosis, iron utilization and secretion systems (1, 3 and 6).

Keywords: autoinducers (1-3); 3,5-dimethyl-pyrazin-2-ol (DPO); cyclo-(L-Phe-L-Pro); ethanolamine;
virulence factors; nitric oxide; Quorum Sensing.

INTRODUCCION al género Vibrio en los afios 70s, encontrando
Las bacterias pueden comunicarse entre ellas que la produccién de la bioluminiscencia se
coordinando su comportamiento en respuesta a relacionaba con la alta densidad celular
la densidad celular. Este fendmeno es conocido bacteriana producida por Vibrio harveyi [2]. Y
como la deteccion de quérum, el cual se a su vez, la produccion de moléculas
fundamenta en la produccion y deteccion de autoinductoras producidas en cierto umbral de
una o mas moléculas sefial secretadas al concentracion son sensadas por las bacterias y
ambiente extracelular por las bacterias [1]. provocan una respuesta tal es el caso de la
Este mecanismo de comunicacién bacteriana activacion de genes [1,2].

nombrado como Quérum Sensing (QS) fue El descubrimiento del QS fue por medio de un
descubierto en microorganismos pertenecientes experimento simplista que consistié en exponer
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un cultivo de Vibrio fisheri a los metabolitos
producidos por esta especie, observando que la
produccion de la bioluminiscencia aumentaba
al estar al contacto con los metabolitos.
Encontrando que a las 7 horas de crecimiento se
concentracion  de

expresaba la  mayor

bioluminiscencia producida por V. fisheri [2].

Posteriormente, en los 80s se abrié un campo de
estudio para caracterizar bioquimicamente a la
enzima luciferasa, responsable de la produccion
de la bioluminiscencia en V. fisheri. Y a la par,
se acund el término “autoinductor” a esas
pequefias moléculas que permiten la expresion
de algunos procesos bacterianos, mediante la
activacion de la transcripcion de genes al
formar un complejo proteina-ligando entre el
autoinductor y regulador transcripcional LuxR
[2, 3, 4].

Esta respuesta es coordinada y permite a los
microorganismos responder a los cambios que
ocurren en el ambiente bacteriano adaptandose
y promoviendo la supervivencia. Para lo cual,
se han descrito varios procesos dependientes de
QS como la formacién de biopelicula, la auto
agregacion, la regulacion de la expresion del
flagelo, el control del proceso de invasion, la
produccién de fimbrias, la obtencidn de hierro,
la quimiotaxis, la adherenciaa las células HeLa,

la activacion del sistema de secrecion tipo 6 y
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el control de la inmunidad adaptativa de las
bacterias por medio de la regulacién del sistema
CRISPR-Cas, que esta relacionado con ciertos

mecanismos de defensa contra algunos

bacteriofagos [5-12].

Clasificacion de los  autoinductores
producidos por microorganismos

En la actualidad se reporta un aumento
creciente de investigaciones relacionadas con el
moléculas

descubrimiento de nuevas

autoinductoras, nuevos receptores de QS,
diferentes formas de interrumpir e inhibir las
vias de sefializacion y el uso de nuevas
tecnologias para explicar el proceso de
QS con la finalidad de
investigar mas a detalle algunos modelos

bacterianos dificiles de describir [5, 13, 14].

sefalizacién del

1382 moléculas

reportadas, de las

Existen alrededor de

autoinductoras cuales
aproximadamente 182 moléculas son Unicas y

son producidas por 215 microorganismos [14].

Las moléculas autoinductoras mas estudiadas y

producidas por los microorganismos se

describen en la tabla 1.

En la figura 1 se muestran las estructuras
quimicas de las moléculas autoinductoras

descritas previamente.
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Tabla 1. Los diferentes autoinductores producidos por microorganismos.

Microorganismos que lo

Autoinductor Comunicacién
producen

Las N-acil-homoserina lactonas (AHLS)
conocidas como el autoinductor-1 (Al-1)
El furanosil borato di-éster o autoinductor-2, Intraespecie e interespecie = Gram-negativas y Gram-positivas

Gram-positivas

Intraespecie e interespecie Gram-negativas

Los autoinductores peptidicos (AlIPs), Intraespecie e interespecie

El autoinductor-3 (Al-3), cuya estructura quimica = comunicacidn entre reinos .
Gram-negativas

es parecida a la epinefrina/norepinefrina (mamiferos y bacterias)
Los factores difusibles de sefializacion (DSF), Intraespecie e interespecie Gram-negativas
Las quinonas Intraespecie e interespecie Género Pseudomonas

Las dicetopiperazinas (DKPs) Intraespecie e interespecie Gram-negativas

Bacterias fotosintéticas:
Rhodopseudomonas palustris,
Bradyrhizobium japanicum, y

Bradyrhizobium ORS278

La p-coumaroil-AHL, el isovaleril-AHL y la

. : Intraespecie e interespecie
cinnamoil-AHL P P

El 3 4cido-metil-éster-hidroxi palmitico (3-OH

PAME) y el (R)-metil-3-hidroxi miristato ((R)-3- = Intraespecie e interespecie El género Ralstonia
OH MAME)
El tirosol y las oxilipinas Intraespecie e interespecie Hongos

Esta tabla fue elaborada con la informacion presentada por los autores [15-21].
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Figura 1. Estructura quimica de las principales familias de autoinductores en microorganismos. a) la
dodecanoil-homoserina-lactona (C12-AHL), b) el furanosil borato di-ester (Al-2), c) el ciclo-L-Phe-L-
Pro (dicetopiperazina), d) el farnesol, €) el ciclo tyr-pro (dicetopiperazina), f) el tirosol, g) el (S)-3-
hidroxitridecan-4-ona (CAI-1), h) la oxilipina, i) la 2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (PQS), j) el
ciclo-leu-pro (dicetopiperazina), k) el autoinductor-3 (Al-3) y I) el factor difusible de sefializacion
(DSF) [15-21].
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El conocimiento de las estructuras quimicas de
cada uno de los autoinductores ha sido de
interés desde el primer descubrimiento del
autoinductor-1, ya que estas moléculas regulan
muchos procesos bacterianos. Lo anterior es de
interés ya que es posible controlar la
produccion de bio-productos regulados por QS
como es el caso de moléculas de interés como
ejemplo la produccion de vainillina por medio
de la expresion del gen LuxS, produciendo
compuestos aromaticos por medio de la sintesis
de novo controlando la ruta de biosintesis del
ciclo del metilo y al adicionar autoinductores es
posible aumentar el rendimiento [22]. Otro
ejemplo es la violaceina, un pigmento
producido por C. violaceum regulado por el
sensado de las acil homoserina-lactona [23]. En
otros casos el hecho de conocer como es que se
regulan los factores de virulencia en bacterias y
asi proponer una estrategia para inhibir algunos
factores de virulencia como el uso de
inhibidores de QS. Esta Ultima estrategia en
especial ha sido de interés ya que desde los 90's
se ha estudiado como ejemplo a la furanona la
cual es un inhibidor que compite con el sitio de
unién al autoinductor-1 en algunas especies de
bacterias Gram-negativas [24, 25]. Por ello el
interés de los investigadores de conocer la
estructura quimica de un autoinductor ya que se
pueden sintetizar moléculas autoinductoras

similares a los autoinductores que puedan
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bloquear el sitio de union al autoinductor [26].

Papel bioldgico de LuxN, LuxQy LuxO enel
QS de Vibrio

Se tiene bastante descrito que algunas especies
de Vibrio
bioluminiscencia por
(luxCDABEGH)
elaborado circuito de deteccion de quérum [27].

controlan la produccién de

medio del operdn
luciferasa mediante  un
El mecanismo de QS se basa en la accién
catalitica de la enzima LuxM o AinS, que
sintetiza a la molécula autoinductora conocida
como beta-hidroxibutiril homoserina lactona.
Posteriormente el autoinductor sale al espacio
extra-citoplasmatico con la finalidad de sensar
las condiciones ambientales y posteriormente el

une a la
LuxN

respuesta al sensar el autoinductor [28].

autoinductor  se proteina

transmembranal provocando  una
En esta etapa la proteina LuxN tiene 2
comportamientos; a baja densidad celular
presenta actividad cinasa y se autofosforila en
el residuo aminoacidico His-471. Después, el
grupo fosforilo se transfiere al aminoacido Asp-
771 del dominio regulador respuesta de LuxN,
transfiriendo el grupo fosforilo a las proteinas
LuxU y LuxO, que se encuentran en el interior
de la célula bacteriana. Por el contrario, en alta
densidad celular, en presencia del Al-1, la
actividad cinasa de LuxN se inactiva y el
regulador respuesta tiene un dominio cuya

actividad es fosfatasa [29].
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Otra proteina importante en el mecanismo de
respuesta al autoinductor es LuxU, cuya
estructura cristalina fue resuelta por Ulrich y
cols., 2005 [29]. La funcion de esta proteina es
establecer un equilibrio entre los grupos aspartil
fosfato de LuxN vy la aspartil fosfato de LuxO.
Por consiguiente, la proteina LuxU transfiere el
grupo fosfato de LuxO a LuxN como se
menciond [28, 29]. Lo anterior, se dilucidd
mediante experimentos de delecion y mutacion
puntual, revelando que la actividad de la cinasa
LuxN esta regulada por la presencia del Al-1,
mientras que la actividad de la fosfatasa LuxN
es constitutiva. Demostrando que el Al-1 y la
proteina LuxN tienen un efecto mucho mayor
en la fosforilacion de LuxO y, por lo tanto, en
la expresion del operdn lux [30]. A su vez, la
proteina LuxP de V. harveyi se asocia con la
proteina LuxQ tanto en presencia como en
ausencia del Al-2. Asegurando que existen
cambios conformacionales de LuxQ con dos
actividades enzimaticas opuestas, con la
finalidad de

citoplasma sobre la densidad celular del entorno

transmitir  informaciéon  al
circundante [31]. En las especies de Vibrio
marinos, se ha encontrado que la unién de Al-2
al receptor periplasmico LuxP modula la
actividad de la cinasa sensor LuxQ, ubicada en
la membrana interna, transduciendo la
informacidn sensada a la region citoplasmatica

activando genes en respuesta al autoinductor
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[31]. A medida que se multiplican los
microorganismos, se ha observado que las
moléculas autoinductoras se acumulan vy
activan el sistema de deteccion de quérum que
inactiva a LuxO [1]. El papel bioldgico de esta
proteina es regular negativamente la expresion
de la bioluminiscencia en Vibrio. Observando
que, a baja densidad celular, la proteina LuxO
se fosforila y, junto con el factor 6> provoca la

luxCDABEGH. Esta
represion es indirecta, ya que la proteina LuxO

represion del operén

podria activar un regulador negativo de la
produccién de la bioluminiscencia. Mientras
que, en alta densidad celular, LuxO est&
desfosforilado, por ende, el operon
luxCDABEGH no se reprime y V. harveyi emite
luz. Como dato interesante, se ha encontrado
que LuxO vy el factor ¢°* pueden activar la
produccion de siderdforos y la regulacion del
relacionado con el cambio de
rugosas [28, 32].

Finalmente, se ha encontrado que a baja

fenotipo

morfologia a colonias

densidad celular LuxO reprime al regulador
HapR, como consecuencia se activan los genes
de virulencia de V. cholerae permitiendo asi la
colonizacién del intestino y la produccion de la
toxina del colera [1].

El papel bioldgico de los SARN en el QS de
Vibrio
Los Qrrs son ARN no codificante que participa

en la regulacion de la deteccion de quorum en
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Vibrio. Se cree que los ARN de este tipo son
guiados por una proteina conocida como Hfq,
papel
desestabilizacion de los ARNm que activan a

cuyo biolégico es regular la
los reguladores maestros de deteccion de
quorum (LuxR, HapR y VanT) [28]. Existen 5
diferentes Qrrs (Qrrl-Qrr5), cuya estructura
secundaria es parecida y se muestra en la figura
2A-E. Donde se ven las predicciones de las
estructuras secundarias de menor energia para
los pequefios ARN reguladores no codificantes
(ARNS) de Qrrl-5 identificados en V. harveyi y

V. anguillarium [33].

A)
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Asu vez, se muestra el porcentaje de homologia
de las secuencias de los Qrrl1-Qrr5 como se
observa en la figura 3A. Demostrando con este
estudio que existe un porcentaje de homologia
del 87-92% de las secuencias Qrr1-Qrr5 (Figura
3B), que fueron obtenidas de los 2 cromosomas
de V. anguillarium cepa NB10 (numeros de
LK021130.1, LK021129.1,

respectivamente) del banco de datos del Centro

acceso

Nacional de Informacion Biotecnoldgica NCBI

(National Center  for  Biotechnology

Information, por sus siglas en inglés) [34, 35,
37].

Figura 2. Estructura secundaria de los ARNSs reguladores de QS en Vibrio: (A) Qrrl, (B) Qrr2, (C)
Qrr3, (D) Qrrd y (E) Qrr5. Las predicciones de cada estructura fueron disefiadas en el programa

centroidfold [34-36].
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Qrr3

92%

Qrr1

Qrr4

Qrr2

020

B)
1.0m4
2. Q2
3.0m3
4. Q1
S. QS

87%

Qrrs

Figura 3. (A) Representacion del porcentaje de homologia de las secuencias de Qrr1-Qrr5). (B) Los
nucledtidos conservados. Iméagenes elaboradas en Mega X a partir de las secuencias reportadas en la

base de datos de NCBI [33, 35, 38].

Asi mismo, se sabe que el Qrr opera como un
regulador negativo que actla al sensar un
cambio de la densidad celular de algunas
bacterias. En V. harveyi, se ha encontrado que
la proteina Qrr se une y reprime la expresion de
la transcripcion del ARNm, que activa la
transcripcion del gen luxR que a su vez codifica
para la proteina LuxR. Esta proteina es
conocida como el regulador maestro de genes
las AHLS.

También, a densidades celulares altas hay un

dependientes del sensado de

aumento del umbral de concentracion de las
AHLS,
transcripcional de LuxR deja de ser reprimido.

por esa razon, el regulador
Adicionalmente en V. harveyi se ha encontrado
que existen diferentes genes de qrr (Qrrl-5)

[28]. Otro ejemplo es V. vulnificus cuyo

8

fenotipo es principalmente regulado por QS y
los qrr, como es el caso del gen vvpE que
codifica el factor de virulencia elastasa y
muestra una expresion en alta densidad celular.
Ademas, la transcripcion del gen vvpE del
mismo modo puede ser activada en sinergia por
medio de dos sefiales ambientales
biol6gicamente importantes como el hierro y la
Ambas

convergen dirigiendo la expresion del gen

deteccion de quérum. sefiales

smcR, que codifica para un regulador
transcripcional del tipo LuxR, y a su vez
coordina la expresion de ciertos factores de
virulencia [33, 39, 40]. Este mecanismo de
regulaciébn se encuentra descrito en V.
vulnificus. Confirmando que el complejo Fur-

Fe?* y la deteccion de quérum regulan
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coordinadamente la produccién de sideroforos
para lograr niveles intracelulares apropiados de
hierro. Lo cual es de importancia para ciertas
vias metabdlicas relacionadas con el transporte
de oxigeno, la fotosintesis, el ciclo del acido
tricloroacético 'y la  respiracion  [39].
Encontrando que este sistema no se expresa a
baja densidad celular, pero se expresa en alta
densidad celular y depende del regulador
SmcR. Por otro lado, en condiciones ricas de
hierro, la expresion de vvsAB se reprime

independientemente de la densidad celular [39].

AyTBUAP 6(24):1-49
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Actualmente, se ha investigado sobre el papel
biolégico de LuxT, descubriendo que esta
proteina controla ciertos fenotipos regulados
por deteccion de quérum en Vibrionaceae spp.
por medio de la represion del grrl [41]. En la
figura 4 se muestra el mecanismo de regulacion
del QS de V. vulnificus, asi como las maltiples
funciones de los Qrrl-5 resumidas en la
degradacion catalitica (luxR 'y aphA),
degradacion acoplada (luxN y luxM) vy el
secuestro de los genes diana (luxO) [33, 39-41].

CsqS
; e =
r —— - — - UXO P
| “ _I Secuestro
Degradacwn Qrr1y Qrr5
coplada Factores ambientales

que afectan la expresion de

" cada Qrr

Reguladbn
2 + Qrrd4 D fient
X ‘ - =1 (bajo) du:ldadeelllda;h

er2,3y5

Cada Qrr controla un
conjunto de genes diana

Degradacion
Hfq catalitica Qrr2, Qrr3y Qrr4
\'LUXR

- Activacion con la \
m—lsmc R—'m degrade de Qrr \l| Gegc;s
s

-
e

Figura 4. El sistema QS regulado por las 3 funciones de Qrrl1-5, su participacion con los reguladores
maestros y la activacion de fenotipos en V. vulnificus. Imagen adaptada de los datos reportados de

varios investigadores [33, 39, 40].
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El papel bioldgico de la proteina Hfgq en QS
de Vibrio

Hfq es utilizada por las bacterias como una
respuesta a las sefiales ambientales, debido a
que las células bacterianas necesitan coordinar
su expresion genética de manera rapida y
los ARN

desempefian un papel esencial en la regulacion

precisa. Ahora se sabe que
postranscripcional de la expresion de genes en
especial de virulencia. Los ARNs bacterianos
pueden regular los ARNm diana, ya sea positiva
0 negativamente, a nivel de traduccion o
afectando la estabilidad del ARNm. Muchos
ARNSs ejercen sus funciones por apareamiento
incompleto de bases con ARNm diana. Estas
interacciones a menudo requieren la ayuda de la
chaperona Hfq de unién al ARN [42]. Ademas,
actla como un regulador post transcripcional
global en la mayoria de las bacterias [43]. Su
mecanismo se basa en unirse a los pequefios
ARN reguladores (ARNSs) para facilitar la
regulacion de la traduccion del ARNm en
respuesta al estrés ambiental y los cambios de
concentracion de algunos metabolitos. También
se une con alta especificidad a los ARNt, que
son esenciales para la virulencia de V. cholerae
[28]. Algunos fenotipos estudiados en Vibrio y
que son regulados por Hfg son la morfologia de
las colonias, la utilizacion de nutrientes, la
resistencia a los antibioticos, la respuesta al
estrés oxidativo, la obtencion de fuentes de

carbono, el transporte, el metabolismo de
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aminoacidos, la movilidad y la quimiotaxis
[43].

El  papel biolégico del regulador
transcripcional AphA a baja densidad
celular bacteriana

En general, el regulador AphA es considerado
un regulador maestro del QS y de la virulencia
de Vibrio. Este regulador es dependiente del
regulador transcripcional LuxR, el cual se
activa en alta densidad celular. Desde otra
perspectiva AphA es un antagonista de la
activacion

transcripcional de la proteina

receptora de AMPc, que a su vez participa en el
QS [44].

Se sabe que AphA regula 167 genes y co-regula
77 genes con el regulador maestro LuxR por
medio de Qrr2, Qrr3y Qrr4 [45]. Mientras que,
los reguladores AphA y LuxR reprimen los
genes del sistema de secrecion de tipo 3, pero
en diferentes momentos y en diferentes grados.
La consecuencia de esta regulacién es que el
sistema de secrecion del tipo 3 se restringe a un
pico en la densidad celular media. De modo
que, existe una produccién asimétrica de las
proteinas AphA y LuUxR con un patron temporal

preciso de expresion génica [45].

Por otro lado, los estudios de expresion han
demostrado que AphA co-regula la expresion
de los genes de respuesta al estrés, del

metabolismo, de algunas oxidoreductasas, las
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proteasas y los genes relacionados con el
transporte de membrana [45]. De igual manera
se ha descrito el comportamiento en baja
densidad celular, las cinasas sensoras (CgsS y
LuxQ), inician una cascada de fosforilacion,
que da como resultado la activacion del
regulador de respuesta LuxO. Ademas, RpoN
(0-54) actia junto con la proteina LuxO
activando la expresion de cuatro ARN

pequefios (gqrrl—qrr4), que impiden la
expresion del regulador HapR desestabilizando
la expresion génica del ARNm. Esto permite
que las proteinas reguladoras AphA y AphB
activen la expresion de los genes tcpPH (que
codifican para las proteinas P y H de la
biosintesis de pili). Tanto TcpP y TcpH
cooperan con las proteinas ToxR y ToxS,
activando la expresion del gen toxT. Y la
proteina ToxT a su vez activa los genes tcp y
(que

Concluyendo que estos reguladores son de

ctx codifican para enterotoxinas).
importancia para la expresion de la virulencia

en Vibrio [46, 47]

Mientras que, a una alta densidad celular las
proteinas CqgsS y LuxQ funcionan como
fosfatasas manteniendo a la proteina LuxO
inactiva de manera que no se inhibe la
expresion del gen regulador hapR y se
transcribe. Posteriormente, la proteina HapR
reprime la expresion del promotor aphA,

evitando la expresion de los genes tcpPH vy el
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resto de la cascada de virulencia de Vibrio [46]

Co-regulacion del sistema de secrecion tipo 6
(SST6) por QS (AphA y HapR), RpoN, el
diguanilato ciclico (di-GMPc) y TfoY

El sistema de secrecion de tipo 6 (SST6), es un
sistema de secrecion que fue descubierto en
bacterias Gram-negativas. Es un inyectosoma
contréctil, que inyecta proteinas efectoras
(toxinas) en las células hospederas, provocando
la muerte en organismos procariotas Yy
eucariotas. EI SST6 juega un papel importante
en la virulencia bacteriana y la competencia por
la supervivencia en el ambiente. Lo cual ha sido
observado entre bacterias que pertenecen al
mismo hospedero y los microorganismos que
sintetizan el SST6 producen una serie de
regulaciones complejas que pueden ocurrir a
nivel

transcripcional,  post-transcripcional,

traduccional y post traduccional [48].

Ahora se sabe que el SST6 se controla mediante
la deteccién de quérum, la represion de
catabolitos y las vias de eliminacién de
nucledsidos. Asimismo, estas cascadas de
sefializacion se integran al mecanismo de
competencia inducida por la quitina producida
por plantas, que coordina la co-expresion del
SST6, los genes de competencia, de algunas
seflales ambientales

y del huésped (la

temperatura, la osmolaridad, el segundo

mensajero di-GMPc, la mucina y la bilis).
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Juntos, estos mecanismos  reguladores
proporcionan informacion de como V. cholerae
coordina su actividad acoplada a la funcion del
SST6 tanto en el medio acuatico como en el

hospedero [49].

SST6 esta

la molécula adenosin

Por otro lado, el regulado
positivamente por
monofosfato ciclico (AMPc) y la proteina
homodimérica CRP receptora de AMPc (cuyo
papel bioldgico es como regulador global).
Cuando las fuentes de carbono preferidas por el
microorganismo Se agotan 0 no estan
disponibles, se activa la transcripcién del gen de
la adenilato ciclasa (cyaA), lo que conduce a un
aumento de los niveles de AMPc. El cual se une
a CRP y el complejo resultante actia como un
regulador transcripcional controlando la
activacion y la represion de una serie de vias
esenciales de V. cholerae. Incluida la absorcion
de carbono, el QS, la asimilacion de la quitina,
la competencia natural inducida por la quitina y
el SST6. Asimismo, la supresion de los genes
cyaA y crp (codifican para una fosfato liasa de
ATP y el regulador transcripcional de union a
ADN,

produccion de Hcp (hidroxilamina reductasa)

respectivamente), previniendo la
ubicado en el cluster de genes del SST6 tipo 1
(VTISST6) y 2 (VFfISST62) (figura 5A y 5B),
indicando que el complejo AMPc-CRP es
esencial para la expresién del SST6 [49]. El

mecanismo por el que el complejo AMPc-CRP
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regula el SST6 no es claro, pero es posible que
el AMPc-CRP influya en la produccion del
SST6 por medio de la regulacion del QS vy la
competencia inducida por la quitina [49]. Para
lo cual, se requiere de estudios adicionales para
determinar si el complejo AMPc-CRP controla
la produccion del SST6 por medio de estas vias
mecanismos

0  mediante reguladores

alternativos [49].

El di-GMPc tiene un papel bioldgico en las
bacterias, ya que puede unirse a una amplia
variedad de genes diana e influir en la actividad
transcripcional y enzimatica. Se ha descubierto
que el di-GMPc activa al SST6 en V. cholerae
por medio de una proteina homéloga a TfoX
(que induce la competencia de Vibrio) conocida
como TfoY (cuya funcion es contraria a TfoX).
El 5UTR de tfoY contiene un riboswitch de
union del di-GMPc que previene la traduccion
de la proteina TfoY en presencia de altos
niveles de di-GMPc. La regulacion del SST6
por medio de la proteina TfoY es independiente
de la regulaciéon de TfoX. Se sabe que TfoY
presenta un mecanismo de deteccién de peligro
y escape defensivo en Vibrio [49]. Ademas,
TfoY

dependientes e independientes de SST6, junto

impulsa la produccién de toxinas
con un fenotipo de movilidad incrementaday la
activacion de la hemdlisis cuando el di-GMPc

disminuye su concentracién [51].
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A)

Vibrio coralliilyticus (Cromosoma 1, regiones: 20998-43742)
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Dominio PAAR

Y
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B)

Vibrio coralliilyticus (cromosoma 2, regiénes: 196211-224240)
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Figura 5A 'y 5B. Contexto gendmico del sistema de secrecion tipo 6 (1 y 2), correspondientes a Vibrio
coralliilyticus cepa OfT6-21 (cromosoma 1y 2), elaborado en el presente estudio y cuyos datos fueron
obtenidos de NCBI [50]. Abreviaturas: T-ABC (transportador del tipo ABC), T-MFS (transportador
MFS), D-FHA (dominio FHA), tss (genes que codifican para proteinas que conforman al sistema de

secrecion tipo 6).

Otra caracteristica descrita en que TfoX y TfoY
es que regulan la competencia natural, la
movilidad y la secrecién de tipo VI. Indicando
que la regulacién es similar en las especies de
V. cholerae, V. fischeri, V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus. Observando una regulacion
positiva por parte del regulador TfoX o TfoY.

Conjuntamente, los reguladores maestros del
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QS (HapR, LuxR, OpaR y LitR) co-regulan la
competencia, la movilidad y SST6, por medio
de TfoX 'y TfoY. Existe evidencia de las vias de
sefializacion mediadas por TfoX y TfoY, las
la figura 6A-D

describiendo 4 mecanismos de activacion los

cuales se muestran en

procesos descritos [1].
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Figura 6A-D. La regulacion de la competencia, movilidad y el sistema de secrecion tipo 6 de la clase
1y 2 (SST61y SST62) por medio de la co-regulacién de los reguladores maestros de QS y las proteinas

TfoX y TfoY en 4 especies de Vibrio [1].

En el caso de V. fluvialis las moléculas
autoinductoras CAI-1 y Al-2 activan al
regulador maestro HapR, por medio de las
proteinas LuxU/LuxO. Por consiguiente, el QS
juega un papel importante en la patogenia
regulando varios factores de virulencia de V.
fluvialis como el SST6 [48]. Y este hallazgo
mejorara la posible diafonia entre el SST6 y el

QS en bacterias Gram-negativas [48].

El mecanismo de regulacion del SST6 se
reprime a baja densidad celular y se activa en
alta densidad celular. En V. cholerae, la

regulacién de genes por QS es mediada por una
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cascada de fosforilacion modulada por cuatro
cinasas histidinicas sensoras (CgsS, LuxPQ,
CgsR y VpsS). Donde CgsS y LuxPQ detectan
al autoinductor 1 (CAI-1) y el autoinductor 2
(Al-2). Mientras que, no se han identificado los
ligandos de las proteinas CqsR y VpsS. Por el
contrario, en alta densidad celular las cuatro
cinasas histidinicas fosforilan a la proteina
LuxU, que a su vez fosforila a LuxO por
fosfotransferencia. Despues, LuxO fosforilada
activa la expresion de los cuatro ARN pequefios
(Qrr1-4), que se unen y desestabilizan la
transcripcion del ARNm del SST6 y HapR. En
alta densidad celular, LuxO no esta fosforilado
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y la transcripcion de grrl-qrr4 esta inactiva, lo
que permite la traduccion del SST6 y el
regulador HapR [49].

Un elemento importante de los reguladores
maestros AphA y OpaR participan en la
regulacion del QS a baja densidad celular y alta
densidad

ejemplo la

Como
ToxR,

(expresada en baja densidad celular), se

celular, respectivamente.

proteina  reguladora
coordina con el QS para reprimir la expresion
de SST61 cuando la celula fisiologicamente
cambia de baja a alta densidad celular. Lo que
da como resultado una alta expresion del SST61
en la fase de crecimiento media logaritmica de
Vibrio [49].

Mientras que el factor sigma 654 (RpoN) es un
importante regulador de la respuesta bacteriana
al estrés ambiental [51]. Este regulador activa
procesos como formacién de biopeliculas,
produccion de proteasas y exopolisacaridos, y
virulencia en V. anguillarum M3 [51]. Se ha
demostrado que la expresion de la proteina
Hcpl requiere del factor sigma alternativo
RpoN y la proteina de unién al potenciador
VasH, que esta codificada en el grupo de genes
SST6VAL. Que en conjunto con el regulador
maestro LuxR y RpoN regulan positivamente la
expresion del SST6. Demostrando que la
regulacion de la deteccion de quérum y el factor
sigma alternativo influyen en la activacion de la

transcripcion del SST6. Concluyendo que la
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activacion del SST6 probablemente involucra
al activador transcripcional VasH, que activa la
ARN polimerasa unida a los sitios de union
sigma-54 de los promotores de SST6 [52, 53].

En segundo lugar, se ha informado que vasH
codifica un activador del factor sigma-54 (c 54)
alternativo que permite que VasH y o
(codificado por el gen rpoN) actlien en conjunto
controlando la transcripcion del gen SST6 Hcp
de V. cholerae ya que VasH se une a los
promotores que impulsan la expresion del gran

grupo SST6 [52, 53].

En la figura 7A-D se muestran los diferentes
mecanismos de activacién del SST6 ya sea por
represion catabolica, el factor sigma RpoN
(involucrado en la inactivacion de la
trascripcion del regulador maestro de QS
hapR), el di-GMPc, del QS (HapR, LitR, LuxR
y OpaR) o por las proteinas reguladoras TfoX o

TfoY.

Co-regulacion de la expresion de la toxina
del céleray el pili por el QS (AphA 'y HapR)
y la proteina Fur

Se ha

transcripcional AphA reprime indirectamente

encontrado que el regulador
la transcripcion del gen toxR (que codifica para
el activador transcripcional de la toxina del
cblera en baja densidad celular). Mientras que,
la proteina OpaR (un regulador transcripcional

homologo a LuxR), no tiene acciones regula-
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CyaA
(B)
- Factor sigma N (©)
Di-GMPc
CRP-cAMP RpoN

v

T6SS
hapR
TsrA

(D)
CqgsA/LuxS-HapR

HapR |

Baja densidad celular

Figura 7. Factores y moléculas sefial que regulan al sistema de secrecion tipo 6 como: (A) la represion
catabdlica, (B) factor sigma N, (C) el di-GMPcy (D) el CAI-1y Al-2 por medio de la via CqsA/LuxS-

HapR [47-49, 54].

doras sobre la transcripcion de toxR. A la par,
se ha encontrado que la proteina ToxR tampoco
muestra acciones regulatorias de AphA y
OpaR. Sin embargo, se ha descrito la auto
represion de ToxR y que esta proteina regula
negativamente la transcripcién de los genes del
sistema de secrecion tipo 3 ubicado en el
cromosoma 1 (SST3-1). Pero activa los genes
encontrados en la isla de patogenicidad de
Vibrio como el del sistema de secrecion tipo 3
ubicado en el cromosoma 2 (SST3-2) y el gen
que codifica para la hemolisina tdh2, ambos
de V.

se ha

involucrados en la virulencia

parahaemolyticus [55]. Finalmente,

16

dilucidado que la toxina del colera (CT), el pili
y latoxina TCP subunidad principal (TcpA) son
los factores de virulencia principales de V.
cholerae. Estas toxinas desempefian un papel
fundamental en el desarrollo de diarrea grave en
humanos, y son co-regulados por la proteina
Fur [56].

La importancia de los mecanismos moleculares
mencionados en este apartado influye en la
expresion de los factores de virulencia de
Vibrio.

diversos factores de virulencia para prosperar

Este microorganismo regula sus

en el intestino delgado humano y en los

reservorios ambientales [57]. Uno de ellos es el
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SST6, el cual es utilizado por muchas especies
de bacterias Gram-negativas para administrar
proteinas efectoras toxicas a las células de presa
de las bacterias cercanas con la finalidad de
matar o inhibir su crecimiento [58]. Ademas de
que en el ser humano la microbiota modifica los
acidos biliares para inhibir la muerte de
bacterias comensales mediada por el SST6.
Como es el caso de V. cholerae, demostrando
que hay una interaccion novedosa entre
bacterias comensales, factores del huésped y el
SST6 de V. cholerae [57]. Motivo por el cual es
de interés conocer los mecanismos moleculares
por los cuales las proteinas reguladoras de QS
actian en la regulacion y co-regulacion del
SST6 para crear estrategias en contra de las
enfermedades y brotes causados por las
variantes patogénicas de Vibrio reportadas
como V. cholerae, V. parahaemolitycus y V.
vulnificus tanto en seres humanos como en
animales provenientes de la acuicultura ya que
en el caso de animales marinos estos pueden
transmision

causar enfermedades de

alimentaria en seres humanos [59-61].

El  papel biolégico del regulador
transcripcional LitR/HapR en la formacion
de biopelicula, el cambio de morfologia
colonial y bioluminiscencia en Vibrio

Las biopeliculas son comunidades bacterianas
asociadas a la superficie que son cruciales en la

naturaleza y durante la infeccion [62]. Muchas
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especies bacterianas colonizan superficies y
forman  biopeliculas densas; estructuras
tridimensionales, que son altamente tolerantes a
los antibidticos y constituyen una de las
principales formas de biomasa bacteriana en la

tierra. Ademas, las biopeliculas de bacterias

patogenas  pueden  causar  infecciones
devastadoras. Estas estructuras bacterianas
muestran cambios notables durante su

desarrollo desde la adhesion inicial hasta la
madurez, sin embargo, se desconoce en gran
medida la arquitectura celular que da lugar a la
morfologia colectiva de las biopeliculas durante

el crecimiento [63].

El sistema de QS de V. cholera esta conformado
por un conjunto de proteinas sensor cinasa y el
regulador respuesta LuxO, que a su vez,
controla la expresion del regulador maestro
HapR. La estructura cristalina del regulador
maestro HapR ha sido descrita, es funcional en
forma dimérica, su arquitectura es muy similar
a la familia de reguladores transcripcionales del
tipo TetR, se une al ADN por medio de un
motivo de unién al ADN o HTH en el dominio
C-terminal, contiene una cavidad anfipatica que
asegura la union con algunos ligandos como el
autoinductor-1 en el dominio N-terminal [64,
65].

Entre los fenotipos regulados por HapR se
encuentran la expresion de los genes asociados

a la rugosidad, que a su vez esta controlada por

Articulo de revision




un circuito de reguladores complejos [66].

A la par, la expresion de los reguladores VpsR
y VpsT estd controlada negativamente por el
regulador maestro HapR. Y de manera similar,
VpsR y VpsT controlan negativamente los
niveles del gen hapR, lo que sugiere la
presencia de un bucle regulador. A su vez, la
expresion de genes vps es controlada
positivamente por la proteina di-guanilato
ciclasa A (CdgA) cuya transcripcion esta
regulada positivamente por las proteinas VpsR

y VpsT [66].

Entre los fenotipos de virulencia regulados por
HapR, Fur y HlyU se encuentra la expresion de
hemolisina en V. cholerae EIl Tor serogrupo O1
[67]. EI mecanismo regulador se basa en que
inicialmente las proteinas Fur y HIyU se
transcriben en una densidad celular media
(DOsoo de 0.6). Corroborando una regulacion
negativa por el regulador HapR, el cual resulta
en la transcripcion del gen hlyA, lo que lleva a
una alta expresion de la proteina HIyA en la
fase de crecimiento medio logaritmico. Esta
regulacion se ha descrito en los modelos
bacterianos de V. vulnificus, V. vulnificus y V.
cholerae [67].

Por otro lado, el papel de LitR como proteina
reguladora del QS es muy complejo y a
continuacion se describe el mecanismo de
regulacion en Vibrio. Como ejemplo la bacteria

Vibrio fischeri, este microorganismo infecta
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simbidticamente a animales marinos en
densidades celulares de rango de densidad
celular de aproximadamente 5x10° a 1x10°
celulas. Por lo anterior, el regulador LitR tiene
fundamental

un  papel regulando la

colonizacion simbiotica de érganos de luz [68].

El gen litR codifica para una proteina con una
alta identidad de secuencia con el regulador
transcripcional de la familia TetR que estan en
en el genoma de muchas especies de Vibrio spp.
El regulador LitR, no solo tiene caracteristicas
funcionales similares a las de sus homélogos y
modula la colonizacion de V. fischeri en
calamares [68]. A continuacion, se muestra el
analisis de ancestro en comin en MEGAX a
partir del BLASTp de LitR (nimero de acceso:
AF378100),

evolutivas de taxones infiriéndola por el

demostrando las relaciones
método de minima evolucion (ME) [69].
Ademas, se muestra el mejor arbol filogenético
dibujado a escala, las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de correccion
de Poisson (Figura 8) [70] y estan en las
unidades del numero de sustituciones de

aminoéacidos por sitio.

Se elabor6 un arbol de ME utilizando el
algoritmo Close-Neighbor-Interchange (CNI,
por sus siglas en inglés) a un nivel de basqueda
de unvalor de 1 [72]. El algoritmo de Neighbor-
joining se us6 para generar el arbol inicial

usando 20 secuencias de aminoacidos y se
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LuxR/Vibrio xuii.
TetR/AcrR/Vibrio parahaemolyticus.
TetR/AcrR/Vibrio orientalis.
TetR/AcrR/Vibrio ouci.
TetR/AcrR/ Vibrio aquaticus.
TetR/AcrR/Vibrio hepatarius.
TetR/AcrR/Vibrio sinaloensis.
TetR/AcrR/Vibrio neptunius.
TetR/AcrR/Vibrio brasiliensis.
TetR/AcrR/Vibrio sp. Hep-1b-8.
TetR/AcrR/Vibrio mexicanus.
TetR/AcrR/Vibrio caribbeanicus.
TetR/AcrR/Vibrio fluvialis.

95% | TetR/AcrR/Vibrio.
TetR/AcrR/ Vibrio anguillarum.
95% I: TetR/AcrR/Vibrio aestuarianus.
95% TetR/AcrR/ Vibrio sp. S12 S33.
{ LuxR/Vibrio harveyi.
94% TetR/AcrR/Vibrio rotiferianus.

LitR/Aliivibrio fischeri ES114

94%

95%

—_
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Figura 8. Arbol filogenético del regulador LitR en especies de Vibrio elaborado por el método
Neighbor-joining usando MEGAX [71].

- (1) LuxR/Vibrio xuii.

- (15) TetR/AcrR/Vibrio parahaemolyticus.
- (13) TetR/AcrR/Vibrio orientalis.

- (14) TetR/AcrR/Vibrio ouci.

- (6) TetR/AcrR/ Vibrio aquaticus.

- (10) TetR/AcrR/Vibrio hepatarius.

- (17) TetR/AcrR/Vibrio sinaloensis.

- (12) TetR/AcrR/Vibrio neptunius.

- (7) TetR/AcrR/Vibrio brasiliensis.

en | @7 — - (18) TetR/AcrR/Vibrio sp. Hep-1b-8.
- (11) TetR/AcrR/Vibrio mexicanus.
(36) - (8) TetR/AcrR/Vibrio caribbeanicus.

- (9) TetR/AcrR/Vibrio fluvialis.

= (32) |- (3) TetR/AcrR/Vibrio.
(38) 5) - (5) TetR/AcrR/ Vibrio anguillarum.
(34) ) - (4) TetR/AcrR/Vibrio aestuarianus.
@) L- (19) TetR/AcrR/ Vibrio sp. S12 S33.

’_—_ M (2) LuxR/Vibrio harveyi.
(37) - (16) TetR/AcrR/Vibrio rotiferianus.

- (20) LitR/Aliivibrio fischeri ES114 ] outgroup

—_
0.050

Figura 9. Analisis de la descendencia del regulador LitR mediante analisis de nodos representado por
un arbol filogenético obtenido en MEGAX, confirmando que el regulador LitR es descendiente del
regulador TetR en Vibrio. El arbol fue obtenido basandose en los algoritmos de MEGAX [71, 73, 74].

19

Articulo de revision




muestra en la figura 9 [73]. Todas las
posiciones ambiguas se eliminaron para cada
par de secuencias (opcidn de eliminacion por
pares). Con un total de 216 posiciones en el
conjunto de datos final de la proteina LitR [71].
Demostrando que el nodo parental 20
fischeri
ES114 es descendiente del nodo 36 y 37

(TetR/AcrR).

correspondiente a LitR/Allivibrio

El papel del regulador LitR en la regulacién de
la bioluminiscencia, movilidad, biopelicula y
describe a

morfologia de Vibrio se

continuacion.

El regulador LitR activa la luminiscencia por
medio de la transcripcion de luxR. A su vez,
LuxR induce el operon lux, lo que da como
resultado la producciéon de luz. En
consecuencia, LitR esta controlado por la
deteccidn de quérum y se activa en respuesta a

los autoinductores [75].

La via de deteccidn de quérum incluye tres Al
sintasas, dos de las cuales, LuxS y AinS,
producen Al que controlan las actividades de
las proteinas sensor quinasa/fosfatasa LuxQ (a
través de la proteina periplasmica LuxP) y
AInR, respectivamente. Cuando los niveles de
los Al son bajos, LuxQ y AinR funcionan como
quinasas, lo que da como resultado la
fosforilacion y activacion del regulador de

respuesta aguas abajo LuxO. Phospho-LuxO
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activa la transcripcion del gen del ARN
pequefio (ARNm) Qrrl, que a su vez inhibe la
produccion de luz post transcripcionalmente al
inhibir la sintesis de LitR. A medida que
aumentan las concentraciones de IA, LuxQ y
AInR cambian sus actividades a fosfatasas,
desactivando LuxO 'y permitiendo la
produccién de LitR y, a su vez, aumentando los
niveles de LuxR y de luz al tiempo que
disminuyen la movilidad. La interrupcion de
LitR o su regulador positivo ainS da como
resultado un aumento de la movilidad, mientras
que la interrupcion de luxO da como resultado

una disminucion de la movilidad [75].

LitR controla la movilidad por medio de las
cinasas LuxQ y AinR, dirigiendo el flujo de
fosfato a través de LuxU a LuxO, activando al
LitR para promover la transcripcion de grrl. El
pequefio ARN resultante inhibe la produccion
de LitR. A alta densidad celular, los niveles de
los autoinductores Al-2 y Cg-HSL se acumulan
y cambian la actividad de LuxQ y AinR de
quinasas a fosfatasas, invirtiendo el flujo de
fosfato y desactivando LuxO, lo que permite la
produccién de LitR [75].

Por otro lado, se ha confirmado que la
inactivacién de IlitR en Vibrio mejora la
(del

temperatura), la morfologia de colonias rugosas

adhesion  dependiente medio y la
y la formacion de biopeliculas. Ademas, LitR

regula genes polisacarido de simbiosis (syp) de
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Vibrio fischeri. La regulacion del locus syp
implica una red compleja de proteinas
reguladoras, incluida la quinasa sensor hibrida
RscS y el regulador de respuesta aguas abajo
SypG. de V.

sobreexpresan SypG muestran un aumento

Las cepas fischeri que
dramético en la formacion de biopeliculas y
tienen una ventaja en la colonizacion del
huésped, lo cual hace referencia al papel

biologico del regulador LitR [76].

Produccion de luminiscencia regulada por el
par de proteinas Luxl/LuxR en Vibrio

Entre los mecanismos mas estudiados del QS se
encuentra el de V. fisheri, quien produce
bioluminiscencia y vive de manera simbidtica
en drganos especializados de peces y calamares
[77]. La emision de luz de este microorganismo
esta controlada por las proteinas Luxl y LuxR,
ambas proteinas son consideradas los
principales protagonistas del sistema QS y se
pueden encontrar homoélogos LuxI/LuxR en
una gran variedad de bacterias Gram-negativas
[78]. Otro modelo bastante estudiado es V.
harveyi, un patdgeno marino oportunista
bioluminiscente encontrado a menudo en aguas
tropicales. [Este microorganismo produce
bioluminiscencia, biopelicula, virulencia y el
flagelo por medio del sensado de moléculas
autoinductoras. Se sabe que V. harveyi produce

al menos tres autoinductores diferentes y a su
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vez posee tres proteinas sensoras (LUxN, LuxQ
y CsgS) que captan a los autoinductores para
activar genes como respuesta [79].

En general, el mecanismo del QS de Vibrio
depende principalmente de la modulacion de 4
factores como; a) la sintesis de moléculas
seflales o autoinductores (por medio de la
enzima Luxl y sus homdlogos), b) la
acumulacion de las moléculas sefial en el
espacio extra-citoplasmatico, c) el
reconocimiento de la molécula sefial por medio
del regulador transcripcional LuxR o sus
homologos y d) la activacion transcripcional de
algunos procesos bacterianos en respuesta a la
sefial autoinductora [80]. La primera etapa del
QS de Vibrio como ya se menciond es
dependiente del autoinductor-1 y las proteinas
homologas a Luxl. Cuando la densidad
poblacional es baja las células bacterianas
producen un nivel basal del autoinductor-1. Se
sabe que un determinado nimero de especies
bacterianas produce Unicamente un tipo o
combinacion de AHLS que varia en cuanto al
tamario de la cadena lateral. Encontrando en las
especies bacterianas moléculas autoinductoras
de 4 hasta 18 carbonos (Cs-AHL a Cis-AHL,
respectivamente). Y los miembros de la misma
especie bacteriana pueden reconocer y
responder a un cierto tipo de molécula
autoinductora [17]. En la segunda etapa las

AHLS se difunden al exterior por transporte
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pasivo a través de la membrana bacteriana con
la finalidad de

ambientales. Posteriormente, el autoinductor-1

sensar las condiciones
entra a la célula para unirse a la proteina
reguladora LuxR y formar un complejo LuxR-
AHL con la finalidad de unirse a la regién
promotora del gen LuxR y finalmente activar la
expresion de genes bacterianos que codifican
para el operon luxABCDEG encargados de
activar la produccion de la bioluminiscencia y
ciertos genes de virulencia [17]. En estudios
previos se ha reportado que el par de proteinas
LuxI/LuxR se distribuyen en mas de 100
especies de bacterias Gram-negativas [80]. Con
la finalidad de conocer cuéantas especies poseen
la capacidad de producir el Al-1 se han
realizado bdsquedas bioinformaticas utilizando
a la proteina LuxI sintasa de V. fisheri como
modelo [28].

obtenidos con respecto a los alineamientos de la

Los datos comparativos

proteina LuxI con las secuencias de la base de

datos de Pfam (http://pfam.xfam.org/),

permitieron encontrar que existen 478 especies
de bacterias Gram-negativas que en su genoma
presentan a la proteina Luxl sintasa, es decir
tienen la capacidad de producir el Al-1. Entre
los alineamientos se encontro que la enzima
Luxl se encuentra bien distribuida entre las
clases alfa, beta, gamma y delta proteobacteria
[14, 80]. Quedando claro que no todos los
distribuidos en los

modelos bacterianos
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diferentes  dominios  bacterianos  estan
caracterizados en cuanto a la funcionalidad de
las proteinas LuxI/LuxR [14, 28]. Con respecto
a LuxR, la secuenciacion gendémica ha sido de
analisis

gran ayuda como base a los

bioinformaticos y con la ayuda de los
algoritmos en los programas computacionales y
el analisis del ancestro en comdn obtenido por
medio de los arboles filogenéticos se ha
comprendido sobre el analisis evolutivo de las
proteinas LuxR en el género Vibrio.
Encontrado, que el ancestro mas comun es la
cepa de V. nigripulchritudo. Con el transcurso
del tiempo, el regulador transcripcional LuxR
ha evolucionado y se ha demostrado que existen
cuatro descendientes directos (V. metoecus, V.
albensis, V. cholerae y V. mimicus) con un
segundo descendiente directo V. anguillarum.
En otros estudios, se dividid a la proteina LuxR
en 3 diferentes clados describiendo alrededor de
22 especies de Vibrio. Concluyendo que hay un
alto grado de homologia, sugiriendo que la
proteina LUxR se conserva evolutivamente y
posiblemente comparte un mecanismo de
deteccién de quérum similar que esta presente

en todas las especies analizadas [81].

El autoinductor-1 o Acil Homoserina

Lactona (AHL)
Las AHLS provienen de diferentes especies

bacterianas, se diferencian por la longitud y la
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derivacion quimica de sus cadenas laterales
lipofilicas [82]. Existen diferentes tipos de
AHLS dependiendo de la cadena lateral del
grupo acilo de 4 carbonos a 14 carbonos,
aunque se han identificado AHLS con 18
carbonos y con sustituyentes en el carbono 3 ya
sea un grupo carbonilo o hidroxilo. Asimismo,
las AHLS con cadena corta son capaces de
difundirse mas fécilmente a través de la
membrana bacteriana en comparacion con las
de cadena larga, estas Ultimas necesitan de
sistemas especializados de transporte [83].
Ademas, las bacterias poseen diferentes formas
de detectar una gran variedad de moléculas
autoinductoras por medio de diferentes
mecanismos de sefializacion como el sistema de
un solo componente, doble componente y los
del tipo LuxR-solo o huérfano [82]. Como dato
interesante, se ha descubierto que existen
acciones sinérgicas, de competencia y de
antagonismo bacteriano, cuyo papel bioldgico
es ajustar el estilo de vida de cada
microorganismo al responder a las moléculas
autoinductoras. En Vibrio la enzima Luxl es

necesaria para la sintesis de la OHHL (N-(3-
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oxohexanoil)-L-homoserina  lactona), una
molécula autoinductora que se une a LuxR

activando la bioluminiscencia en Vibrio [28].

El mecanismo de sintesis de las AHLS se basa
en que estas moléculas sean sintetizadas por la
enzima Luxl, mismas que son codificadas por
el gen luxl o sus homologos. Inicialmente, la
proteina LuxI cataliza la unién de la molécula
S-adenosil metionina (SAM) con la proteina
transportadora de acilo (acil-ACP) por medio
de un enlace amida, formado por la cadena acilo
del Acil-ACP y el grupo amino del SAM. El
intermediario (Acil-ACP-SAM) junto con la 5-
metiltioadenosina sufre una dltima reaccion
favoreciendo la sintesis de las AHLS [84].
Como ejemplo los géneros Aliivibrio,
Photobacterium y Vibrio producen AHLS de
bajo y alto peso molecular (Cs-AHL, Cs-AHL,
el 3-OH-Cg-AHL y la Cio-AHL) [85]. Existe
una gran cantidad de fenotipos regulados por el
sensado de las AHLS. A continuacion, en la
tabla 2, se resumen algunos fenotipos regulados
por las AHLS (de bajo y mediano peso

molecular) en diferentes especies de Vibrio.

Tabla 2. Fenotipos regulados por los homélogos de LuxR en algunas especies de Vibrio.

Autoinductor Funcion bioldgica Bacteria Referencia
Cs-AHL y 3-0x0- Infeccidn de tejido y formacion de V. vulnificus, V. sinaloensis [86-88]
Ci-AHL biopelicula y V. alginoliticis

3-0x0-C1o-AHL Proteasa extracelular, hemolisina y SST6 V. fluvialis [89, 90]
AHL Metaloproteasa (VVpE) V. vulnificus [91]
C1-AHL Formacion de biopelicula y patogenicidad V.scophthalmi [92]

Cs-AHL y Cs-AHL Bioluminiscencia V. fisheri [93, 94]
AHL Biosintesis del sider6foro vulnibactina V. vulnificus [95]
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Movilidad, biopelicula, metabolismo, sistemas de secrecion
(1, 6 y 3), sistemas de transporte de membrana y el di-GMP¢

Quimiotaxis, proteasas,
metabolismo,
cinasas, transporte de
membrana y el di-GMPc

Biopelicula,
uso de hierro,
metabolismo y
transporte de

membrana

aHm)

Quimiotaxis

Movilidad, quimiotaxis,
biopelicula,
metabolismo,
sistemas de secrecion tipo 1,
transporte de membrana y
di-GMPc

Quimiotaxis, sistema de
secrecion tipo 6,
cinasas y di-GMPc¢

Figura 10. La co-regulacién de fenotipos en Vibrio por medio de los parélogos de LuxR (OpaR, SmR
y HapR) [1]. Los nimeros en las esferas lila indican el nimero de genes que estan siendo co-regulados

por los reguladores maestros de QS.

Hace apenas unos afos se encontraron
reguladores transcripcionales de Vibrio que son
paralogos de LuxR, los cuales se encuentran
regulando fenotipos en varias especies de
Vibrio [1]. En la figura 10 se muestran varios
fenotipos regulados por LuxR, OpaR, SmcR y
HapR. Demostrando que estos reguladores
activan una gran cantidad de fenotipos
dependientes del QS en las especies de Vibrio
como

la biopelicula, la quimiotaxis, la

utilizacion de hierro, la produccion de

proteasas, la activacion de cinasas, la
movilidad, el metabolismo, los sistemas de

secrecion (1, 3y 6) y el transporte de membrana
[1].
Todos los factores de virulencia expresados por

Vibrio que son co-regulados por los reguladores
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maestros del QS son de importancia conocerlos
a detalle, ya que los patégenos como Vibrio
pueden provocar enfermedad en seres humanos
cuando el balance de la microbiota se rompe,
debido a que el ser humano atraviesa etapas de
baja inmunidad, enfermedades del corazon e
inmunoterapia. Para lo cual Vibrio puede actuar
como patdgeno oportunista teniendo efectos
negativos en la salud de los seres humanos [96].

Variantes del autoinductor-1 en Vibrio
sintetizadas naturalmente y por sintesis de
novo

Se ha encontrado que algunas bacterias pueden
producir la molécula autoinductora p-cumaroil-
AHL, la cual se deriva del &cido p-cumarico.
Esta sefial

puede desempefiar un papel
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ecologico y de comunicacion inter-especies de
bacterias y algunas plantas [97, 98]. Se reportan
3 variantes de las AHLS conocidas como la p-
coumaroil-AHL, isovaleril-AHL y cinnamoil-
AHL producidas a partir de la lignina obtenida
de plantas hospederas. Estas moléculas son
bioconvertidas a sustratos que son utilizados
por la enzima Luxl homologa para sintetizar la
variante del autoinductor como es el caso de las
especies Rhodopseudomonas palustris,
Bradyrhizobium japanicum y Bradyrhizobium
ORS278[18, 19]. También, se ha reportado que
la bacteria fotosintética R. palustris produce 2
variantes  del

fenilacetil-AHL y la p-cumaroil-AHL [98].

autoinducor-1 denominadas

Algunos investigadores han intentado conocer
codmo es que se sintetizan las variantes del Al-

1, con el antecedente de que acidos fendlicos

(A) iy
)

|+ o

N

NH,

SAM 3-metilbutanoil-CoA
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producidos en los exudados de las raices
influencian la produccion de las variantes de las
AHLS vy utilizado algunos acidos fendlicos
como sustratos, tal es el caso del cinamoil-CoA,
p-cumaroil-CoA, cafeoil-CoA y el feruloil-
CoA para simular la sintesis de las AHLS.
Encontrando que al seguir una estrategia de
sobrealimentar la via del CAM con ciertos
sustratos (tirosina, SAM y L-metionina) y
sobreexpresar en E. coli las enzimas Rpal y p-
cumaroil-CoA de Rhodopseudomonas palustris
es posible obtener a la molécula a autoinductora

p-cumaroil-HSL con altos rendimientos [77].

Las homoserina lactonas como la isovaleril-
AHL vy

mediante

la cumaroil-AHL, se sintetizan

reacciones sencillas en
microorganismos Gram-negativos tal como se

observa en las figuras 11Ay 11B.

p ﬂ F + COA +H*

oH
5-Metil-tio-
adenosina

Isovaleril-AHL Coenzima A Protén

Enzima primaria (E1): p-cumaril-homoserina lactona sintasa (Rpal)

® "

o-

NH,

SAM Cumaroil-CoA

5-Metil-tio-

~ +CoA+ H*

Cumaroil-AHL Coenzima A Proton

adenosina

Enzima primaria (E2): 4-coumaroil-homoserina lactona sintasa (Rpal)

Figura 11. (A) Sintesis de la isovaleril-AHL y (B) La sintesis de la cumaroil-AHL por Vibrio. Las
reacciones de sintesis fueron obtenidas de MetaCyc database of metabolic pathways and enzymes and

the BioCyc collection of pathway/genome [99].
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4-Cumarato-CoA
ligasa de Nicotiana ‘: o
-
0 ‘
o” @
Cinamoil-AHL
Cinamoil-coA
o
OH /
S==( P, !
CoA [

OH
OH

Cumaroil-CoA Cumaroil-AHL

Figura 12. (A) Sintesis de novo de la cinamoil-AHL. (B) Sintesis de la cumaroil-AHL a partir de
acidos fenolicos obtenidos de lignina y de los exudados radiculares de plantas expresando la enzima
autoinductor sintasa Rpal en E. coli. Imagen adaptada de la base de datos de MetaCyc database of
metabolic pathways and enzymes and the BioCyc collection of pathway/genome [99].

Las vias de obtencion de las variantes de las
moléculas autoinductoras (cinamoil-AHL y la
sintesis de la cumaroil-AHL), utilizando
sustratos provenientes de la lignina mediante el
uso de la sintesis de novo también se muestran

(Figura 12Ay B).

Mecanismo del QS en Vibrio regulado por el
autoinductor CAI-1

El autoinductor CAI-1, es considerado una de
las principales moléculas autoinductoras
producidas por Vibrio. La sintesis de esta
molécula es a partir de la decanoil-CoA y
necesita de dos pasos enzimaticos para su
sintesis. El primer paso utiliza la enzima
autoinductor sintasa conocida como CgsA, que
es codificada por el gen cgsA y el sustrato

decanoil-CoA, cuya funcion es eliminar la S-
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metil-5'-tioadenosina del sustrato SAM (S-
adenosil metionina) y la coenzima A, resultado
en la sintesis del 3-aminotridec-2-en-4-ona.
Este compuesto sufre una desaminacion
hidrolitica espontanea para formar la tridecan-
3,4-diona, que mas adelante es reducida por una
oxidoreductasa para formar el producto final
CAI-1[99].

Mecanismo del QS en Vibrio regulado por el
Al-2

Este mecanismo se basa en la sintesis del Al-2
por medio de la enzima LuxS utilizando el ciclo
de activacion del metilo o CAM. Después de la
sintesis, el Al-2 es secretado tanto por bacterias
Gram-negativas o Gram-positivas y se utiliza
para la comunicacién entre especies. La

regulacion de la expresion de LuxS, ocurre en
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respuesta a cambios de la densidad celular y se
le denomina deteccion de quérum [101-103].
Varios estudios han demostrado que el
homodimero de la proteina LuxS posee ciertas
similitudes entre varias especies bacterianas,
debido a que existen datos sobre la topografia
de la enzima, la cual es muy similar por ejemplo
en Vibrio y Bacillus [104]. Las principales
caracteristicas de la enzima LuxS son que posee
un sitio activo, presenta un atomo de hierro no
hemo divalente mononuclear, tres residuos de
aminoéacidos clave para su actividad bioldgica
(His-54, His-58 y Cys-128) y el sitio de
coordinacion del metal ocupado por una
molécula de agua que da lugar a la

conformacién apo de la enzima LuxS [104]

Adicionalmente, el mecanismo de QS en Vibrio
estd muy descrito y se basa en que el Al-2
llegue a un umbral de concentracion adecuado
para que lamolécula sefial salga al espacio extra
citoplasmatico, sense las  condiciones
ambientales y a su vez la molécula regrese a la
ceélula, con la finalidad de que las proteinas
transmembranales LuxP y LuxQ sensen la
molécula autoinductora. Posteriormente, se
forman complejos con el Al-2 y como respuesta
se activan los reguladores transcripcionales
AphA, HapR y LuxR, con la finalidad de
activar la produccién de la bioluminiscencia y
otros factores de virulencia en Vibrio. En

cuanto a fenotipos regulados por el Al-2 se han
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encontrado como ejemplos la biopelicula
bioluminiscenciay el SST3 en V. harveyi [105].
En el caso de V. parahaemolyticus encontrando
que el Al-2, la glucosa y el NaCl tienen un
efecto en la formacién de biopelicula al

colonizar al camardn “tigre negro” [106].

Mientras que, en V. anguillarum la regulacion
de los fenotipos como el SST6, la produccion
de pigmentos, la respuesta al estrés y la
produccién de metaloproteasas es regulada por
el Al-2 [107-110]. Y por otra parte, se ha
comprobado que el AI-2 promueve la
interaccion fago-hospedero observando un
aumento en la lisogenia de Vibrio [110]. A su
vez, Vibrio puede defenderse de los fagos
mediante el mecanismo de QS, regulando
estrategias de defensa por ejemplo contra el
fago KVP40 por medio de la produccién de
biopeliculas cuya funcion es bloquear al
receptor del fago ompK. Por otro lado, el uso de
fagos se ha propuesto como una terapia
alternativa contra las especies de Vibrio que
enferman animales marinos. Finalmente, el QS
SST6, la

produccidn de pigmentos y la respuesta al estrés

de V. anguillarum regula al
mediante la produccion y sensado del Al-2,
destacando la importancia de la molécula sefial
en patogenos monitoreados en el proceso de la
acuicultura [107, 108, 110]. A modo de
resumen en la figura 13 se observa el

mecanismo molecular del QS de algunas
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especies de Vibrio en el cual participan 3
moléculas autoinductoras. En este apartado
fueron de interés el Al-1 y sus variantes, asi
como el autoinductor CAI-1 y el Al-2. Asi
como las enzimas autoinductor sintasa
(LuxM/CsgA/LuxI/LuxS) involucradas en el
primer paso del mecanismo del QS. Ademas de
los reguladores transcripcionales del QS y los
genes que son activados por cada sefal
autoinductora en Vibrio. Asi como fue de
interés resaltar la importancia de cada regulador
maestro de QS en el modelo de Vibrio para

comprender su mecanismo molecular.

Proteinas que censan las
moléculas autoinductoras

S—pem

Autoinductor Autoinductor
sintasa
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El mecanismo de QS en Vibrio regulado por
QseB/KdpE

El sistema QS se encuentra regulado por el
sistema de proteinas QseB/KdpE que son
proteinas de tipo sensor cinasa que
corresponden a un sistema de doble
componente como QseF/QseE, involucrado en
la regulacion de la virulencia y el metabolismo
en algunas bacterias Gram-negativas. Este
sistema regula la formacion del pedestal en las
células epiteliales del huésped durante la
infeccion de algunas enterobacterias, regula

varios genes metabdlicos, genes de virulencia'y

QS de varias especies de Vibrio:
*  Vibrio harveyi

= Vibrio fisheri

«  Vibrio cholerae

Al-2
+p Regulador de baja
densidad celular
Genes regulados a baja
sARN densidad celular
P p
B, et
Regulacion de
I’ la biopelicula
Sigma 54 g N
+p LiR/HapR T - Rep resién del
CqsA I CgsS b de w:::iz'::ipn 11l

CAI-1

998

LuxI LuxR
LuxA LuxB Luciferasa Reductasa ||cac(\

Regulador de alta
densidad celular

LuxC I LuxD I LuxE } de cadena larga

P

£raso

LuxG Reductasa de FMMN

Bty i

Figura 13. El Quorum Sensing de algunas especies de Vibrio (V. harveyi, V. fisheri y V. cholerae),
regulado por moléculas autoinductoras (Al-2, Al-1 y CAI-1). Imagen adaptada de la informacion del

KEGG [105].
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genes de utilizacion de hierro. También regula
algunos sistemas de doble componente como
RcsB/RcesC (involucrado en la sintesis de la
capsula de &cido colénico, la formacién de
biopeliculas, la division celular y la sintesis de
proteinas de la membrana externa) y al par de
proteinas PhoP/PhoQ (involucrado en la
regulacion de la expresion de genes implicados
en la virulencia, la adaptacion a entornos
acidos, de baja concentracion de Mg?* y la
resistencia a los péptidos antimicrobianos
producidos como defensa por el huésped) [23,
111-113].

El sistema QS regulado por el sistema de
proteinas QseB/KdpE depende de las hormonas
(S
norepinefrina (NE) producidas por los seres

asociadas al estrés epinefrina
humanos. Estas sefiales activan la transcripcién
de algunos factores de virulencia y el
crecimiento bacteriano por medio del secuestro
de hierro del huésped, observando que por
ejemplo V. cholerae se beneficia de estas
hormonas del estrés y posee la proteina cinasa
QseC que reconoce a las moléculas N y NE

[114].

Lo anterior, se dilucidé al observar que V.
cholerae (el agente causal del célera), exhibe
una respuesta especifica a epinefrina vy
noradrenalina. Lo anterior fue confirmado con
un monitoreo de genes por PCR de transcriptasa
(RT-gPCR). Los

inversa en tiempo real
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resultados revelaron que existe un aumento de
los niveles de transcripcion del gen gseC y
pomB (que codifica para un componente
estructural del complejo motor del flagelo),
bajo la influencia de la E y NE [114]. Ademas,
en V. parahaemolyticus por medio de la via
QseC se regulan algunos genes relacionados
con la virulencia como es el caso de la
produccién de pilina del sistema de secrecion
tipo 1V, la movilidad del flagelo, la formacion
de biopelicula, el sistema de secrecion tipo VI
y la biosintesis de la pared celular bacteriana
[113]. Ademas, por medio del analisis de
secuencias gendmicas en las bases de datos de
NCBI, se han encontrado los principales
componentes del QS como los genes que

codifican para el regulador transcripcional

correspondiente  al sistema de doble
componente QseB (nimero de acceso;
AWB75687), la cinasa-histidinica QseE

(nimero de acceso; SUP35035) y la proteina
QGM33530),
confirmando que es posible que el sistema de

QseF (numero de acceso;

sensado del Al-3 se encuentre en el género
Vibrio [23].

Ademas, se ha descrito el mecanismo de

activacion de ciertos genes en las
enterobacterias por medio de la activacion de la
cinasa QseC al sensar la E y NE de huéspedes
humanos. Para lo cual el mecanismo de E. coli

enterohemorragica (EHEC) se ha descrito y
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consiste en que QseC modula el estado de
fosforilacion del regulador respuesta QseB y
posteriormente se une a la region reguladora del
(fInDC).  En

desfosforilacion de QseB es fundamental para

flagelo contraste, la
desreprimir al regulon flhDC y mantener la
expresion genica de la movilidad. También,
QseC fosforila a 2 reguladores respuesta (QseF
y KdpE), juntos activan la expresion de los
genes del sistema de secrecion tipo 111y el gen
de toxina Shiga stx2 [112]. Asimismo, se ha
encontrado que el regulador transcripcional
KdpE en la secuencia gendémica de V. cholerae
(numero de acceso; AOAOH6EMM7) [115,

QseF-P

Toxina shlga

rluxR
Genes de virulencia

espF U

ih#
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116]. Y de esta proteina se sabe que regula un
sistema de transduccion de sefiales, ubicado en
un operon (KdpABC), el cual es parte de la
maquinaria de osmorregulacion en Vibrio
[116]. Finalmente, se ha descubierto que Vibrio
posee un sistema incompleto de QS del tipo
LuxR-solo o SdiA cuya funcion es detectar al
Al-1 exogeno producido por diferentes especies
bacterianas y propiciar una comunicacion entre
especies, asi como la activacion de genes en
respuesta al comportamiento bacteriano. A

continuacion, en la figura 14 se muestra el

mecanismo de QS regulado por QseB, KdpE y
SdiA en Vibrio.

Regulacion del flagelo

Efector del SST3

Figura 14. El sistema de QS en Vibrio esta regulado por la deteccion de la epinefrina (E), norepinefrina
(NE) y el Al-1 (por medio del regulador SdiA). Imagen adaptada de la informacion obtenida por varios

autores [111-113, 117].
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Otras moléculas sefal involucradas en la
regulacion del QS en algunas especies de
Vibrio

La etanolamina

Es un metabolito intestinal comuUnmente

producido por hospederos de bacterias.
Algunos estudios han demostrado que la
etanolamina interactia con la proteina cinasa
CqsR producida por V. cholerae en el dominio
de union al periplasma, inhibiendo la expresion
génica de la virulencia en el huésped cuando
hay una alta densidad celular [112]. El
mecanismo de union de la etanolamina a la
proteina CqgsR se ha descrito por medio de la
interaccion de la etanolamina con el dominio
CACHE de

importancia para la deteccion y la transduccion

la proteina CgsR, que es

de sefiales [118]. Sugiriendo que V. cholerae
utiliza la cinasa CqsR como un receptor para
integrar informacion obtenida al captar sefiales.
Es decir, sensa la etanolamina exdgena como
una sefial ambiental producida por otras
especies con la finalidad de modular los
principales factores de virulencia de V.
cholerae e incluso el comportamiento grupal
con otras especies y durante la colonizacion del

hospedero [118].

Deteccion de oxido nitrico (NO)

El NO es producido por una gran variedad de

células animales como un mecanismo
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antibacteriano. Tras la deteccion de NO,
algunas especies bacterianas expresan un
conjunto de genes de respuesta para
contrarrestar este compuesto toxico. Por lo que,
las proteinas de union al grupo hemo conocidas
como H-NOX, se unen al NO por medio de un
dominio hemo de Fe (I1). La funcion del grupo
H-NOX es modular la actividad de las cinasas
del QS, que se asocian a una cinasa histidinica
conocida como HgsK. En V. harveyi y V.
parahaemolyticus, la cinasa histidinica se
alimenta en los circuitos del QS utilizando a las
proteinas LuxPQ, CgsS y LuxN. En ausencia de
NO, la cinasa histidinica HgsK fosforila a la
proteina LuxO por medio de la proteina LuxU
[112]. Lo cual, disminuye la fosforilacion de
LuxU y LuxO, lo que resulta en la produccién
de bioluminiscencia en V. harveyi [112, 119].
También, se ha descrito que la simbiosis de V.
harveyi se produce porque el patégeno se
adhiere a las superficies de animales marinos
para conseguir nutrientes como el 6rgano
emisor de luz bilobulado del calamar brindando
bioluminiscencia al hospedero [120]. Para
iniciar esta asociacion, las células de V. harveyi
pasan por varias etapas distintas desde la vida
libre en el bacterioplancton, hasta la formacion
de una agregacion multicelular cerca de los
poros en la superficie del 6rgano de luz del
calamar, pasando por la migracion a través de

los poros y hacia las criptas profundas en el
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organo de luz, donde la poblacién de simbiontes
crece y produce luz [120]. Este fendmeno
simbidtico modula la colonizacion simbidtica
de V. fisheri en el calamar Euprymna scolope.
Por medio del sensado de NO producido por el
calamar, revelando que V. fisheri normalmente
detecta la molécula sefial NO generada por el
calamar, por medio de la proteina H-NOX. Con
la finalidad de modular la expresion de la
capacidad de absorcion de hierro durante las
primeras etapas de la simbiosis en los 6rganos
de luz del calamar. Sugiriendo que Vibrio
utiliza la proteina H-NOX como un mecanismo
de adaptacion de Vibrio en su hospedero debido
a que la concentracion de NO es toxica para la
bacteria [121]. A su vez, se ha descubierto que
el NO coordina la expresion de genes de
virulencia como la produccion de flagelo y la
formacion de biopelicula. Observando que
tanto V. harveyi y V. parahaemolyticus pueden
cambiar su estilo de vida bacteriana,
adaptandose a los cambios de las condiciones
ambientales. Por medio de pequefias moléculas
como el NO, utilizando el QS e incluso el di-

GMPc [119, 122, 123].

Hay que resaltar que el NO promueve la
transcripcion del gen regulador maestro opaR a
baja densidad celular. Ademas de que hay una
relacién indirecta de NO con los reguladores
maestros de QS (AphA, LuxR y LitR), que

concluye en la activacion de genes bacterianos
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[123].
mecanismo se basa en que, a baja densidad

como la bioluminiscencia Cuyo
celular las dos cinasas (LuxQ y AinR) activan
una cascada de fosforilacion que va de LuxU a
LuxO. Y a su vez, ambas proteinas activan la
transcripcion del gen qrrl, disminuyendo la
transcripcion del regulador LitR. Esta proteina
tiene un papel como regulador positivo que
promueve la produccion de bioluminiscenciaen
V. cholerae y el ortélogo de LitR conocido
como HapR controla la transcripcion del gen
dns, que codifica para una nucleasa que
interfiere con la captacion de ADN. En
comparacion con el comportamiento anterior,
en alta densidad celular hay una alta produccion
de autoinductores (1 y 2) como efecto se
observa que la actividad enzimatica de LuxQ y
AInR cambia a fosfatasa, disminuyendo asi los
niveles de Qrrl aumentando los niveles de LitR
y la produccién de bioluminiscencia en Vibrio
[124].

En conclusion, el sensado del NO es de
importancia para Vibrio porque permite
coordinar su comportamiento como una
estrategia para sobrevivir como simbionte en el

calamar, en sinergia con el QS [95].

Deteccion del 3,5-dimetil-pirazin-2-ol (DPO)

El analisis de las moléculas sefial ha

demostrado que un grupo hidroxilo y carbonilo
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ubicado en la posicion 2' del DPO posee un
papel biolégico importante debido a que
asegura la union VgmA (un regulador
transcripcional de QS) [130]. Al comparar la
estructura quimica del DPO se encontrd que
utiliza sustratos de sintesis parecidos a su
homdlogo el Al-3 descrito por Sperandio y cols
[112]. La molécula del DPO puede formar un
complejo con el regulador VgmA, el cual posee
un dominio de union al ADN vy regula el
mecanismo de QS activando algunos genes
bacterianos en Vibrio (figura 15A) [129]. El
mecanismo de regulacion se basa en que el
regulador VgmA sensa la molécula DPO,
activando la transcripcion de vgmR, que
codifica para un ARN pequefio. Su funcién es
reprimir los genes necesarios para la formacién
de biopelicula y la produccion de toxinas del
tipo Rtx. Por medio de la represion del
regulador transcripcional de union al ADN
(VpsT) [12, 19, 129, 125]. Gracias al analisis de
genomas se ha encontrado que el sistema de QS
del patégeno V. cholerae y E. coli son parecidos
debido a que presentan muchas de las proteinas
y reguladores que conforman el sistema QS
como la proteina VgmA, la cual se une al ADN
activando algunos genes en respuesta al QS [12,

112].

De acuerdo con recientes estudios en V.
cholerae, se ha encontrado que VgmA activa la

transcripcion del gen vgmR a nivel basal en
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del DPO. Y Ia

transcripcional de VgmA aumenta en respuesta

ausencia actividad
a concentraciones crecientes del DPO, lo que
permite que VgmA impulse la transicion de
deteccidn de quorum [125]. A su vez, estudios
adicionales de cristalizacion del regulador
VgmA revelaron que la proteina posee un
dominio homodimero (PAS) en el N-terminal y
un dominio de unién al ADN en el C-terminal.
Se ha concluido que la proteina VgmA se une
directamente a una molécula de DPO por medio
de un bolsillo hidrofébico compacto en la
proteina, que consta de una hoja B antiparalela
de seis hebras y varias hélices o como se
observa en la figura 15B bajo un modelo de

lazos y listones [126].

Otro elemento importante es que el dimero del
regulador VgmA interactia con la secuencia
cuasi-palindrémica del promotor del gen vgmR
utilizando el dominio de union al ADN.
Adicionalmente, los estudios de cristalizacién y
acoplamiento  molecular han  permitido
vislumbrar que los residuos aminoacidicos
como Phe-67 y Lys-101 ubicados en la proteina
reguladora VgmA juegan un papel clave en el
reconocimiento de moléculas (figura 15C)
[126]. Ademas, se ha encontrado que la
proteina VgmA permite la union del fago
VP882 y utiliza el QS para infectar a V.
cholerae manipulando la biologia de la bacteria

utilizando un receptor de QS conocido como
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Figura 15. (A) Estructura cristalina que representa la union del regulador VgmA con el ADN [129].
El PDB de la proteina corresponde al codigo 61DE y las imagenes fueron visualizadas en USF chimera
[127, 128]. (B) Union del regulador VgmA-DPO obtenido de los estudios experimentales de [129,
130]. EI PDB de la proteina corresponde al cddigo 6KJU. (C) Representa la interaccién ligando-
proteina del complejo VgmA-DPO. Las iméagenes fueron visualizadas en USF chimera y Discovery

studio, 2020 [127, 128].

VgmAprhage, [126]. Por lo que es de importancia
conocer los mecanismos por los cuales el fago
infecta a Vibrio para combatir la virulencia
causada por el microorganismo, ya que los
fagos son ampliamente utilizados como terapia
en la acuicultura [126].

El mecanismo de sensado de la etanolamina, el
NO y el DPO, asi como su relacién con el QS
de Vibrio se observa en la figura 16, mostrando
que la etanolamina y DPO entran a la celula
mediante difusion pasiva. Para lo anterior, la
necesita de la

etanolamina proteina
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transmembranal CqsR para activar a la proteina
LuxU y posteriormente se inicie una cascada de
regulacién por medio de los Qrr. Activando a
los reguladores maestros de QS (AphA, LuxR,
LitR y OpaA) cuya funcion es activar genes a
baja y alta densidad celular, de acuerdo con las
necesidades de la bacteria. Mostrando que a
baja densidad celular se activan los genes de la
biopelicula, los factores de virulencia y el
sistema de secrecion tipo Ill. En alta densidad
celular se activan la

genes como

bioluminiscencia y el sistema de secrecion tipo
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VI. Mientras que, el DPO se une al regulador
VgmA para activar al ARN regulador VgmR y
a su vez se observa que Hfg regula
negativamente los genes de la sintesis de la
biopelicula [112].

Finalmente, se ha descrito que el DPO forma
complejos con la proteina VgmAphage, para
intervenir el sistema QS del huésped mediante
la unién tanto al DPO producido por el huésped
como a su promotor afin (Pqgtip) para inducir la
transicion de lisogenia a lisis del fago. Mientras
que VgmA no puede influir en la via inducida
por VaqmAprnage, 10 que sugiere una regulacion
asimétrica [112, 129].

AyTBUAP 6(24):1-49
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cFP: Ciclo-(L-Phe-L-Pro)

La molécula cFP es una dicetopiperazina o
autoinductor producido por Vibrio. El cFP es
una molécula difusible que no requiere energia
ni maquinaria de membrana para transportarse
por la membrana bacteriana. El autoinductor
cFP alcanza niveles maximos de concentracion
cuando las células entran en fase estacionaria 'y
a su vez, desencadena la expresion de una serie
de genes asociados con la patogenicidad de
Vibrio [130, 131].

- Etanolamina

= oo o

Qrr sARNs o™~ _r~

Formacion de biopelicula

Formacidn de

: . Factores de virulencia
biopelicula

A
e _____ Bioluminiscencia
SST3 D é -PPrOteé“sis

Formacion de

S8T6 biopelicula

LuxR/HapR/LitR/OpaR

Figura 16. Mecanismo de co-regulacion de la activacion de genes de QS en Vibrio por el sensado de
la etanolamina, NO y DPO. Imagen adaptada de Barrasso et al., 2020 [112].
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La molécula cFP posee varias actividades
biologicas como: antibacteriana, antifingica,
puede inducir la diferenciacion de tipo
intestinal de células de carcinoma de colon
humano, inhibe a las topoisomerasas de ADN
bacteriano e induce la apoptosis en células con
cancer de colon. Ademas, inhibe la produccion
de interferon (IFN)-B al inducir un cambio
conformacional en el gen inducible por acido
retinoico (RIG-1), afectando la respuesta
inmune innata que causa la apoptosis de lineas
celulares humanas al elevar los niveles
intracelulares de las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estas caracteristicas sugieren
que la cFP no es solo una molécula de
sefializacion, sino que también actia como un
factor de virulencia en Vibrio [130, 131].

Estudios recientes en Vibrio han ayudado a
descubrir que la proteina estructural nucleoide
del tipo histona (H-NS), puede reprimir la
expresion del regulador maestro de la via de
sefializacion de cFP conocido como LeuO al
unirse directamente en la region ubicada rio
arriba del gen leuO [131]. Ademas, existe un
mecanismo de activacion de genes de virulencia
en Vibrio, cuyo mecanismo de sefializacion
inicia mediante el sensado de la molécula cFP y
se desencadena la activacion de una via de
transduccion de sefiales en el patégeno Vibrio
por medio del complejo de proteinas ToxR-

LeuO-vHU. Esta cascada de sefializacion inicia
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con la unién del ARNm con el factor sigma
alterno RpoS que a su vez, induce la
transcripcion del gen katG que codifica una
peroxidasa que desintoxica y protege al
patdgeno Vibrio del ROS producidas por el
huésped. En la figura 17, se representa la
estructura quimica del autoinductor cFP y el
mecanismo de respuesta en V. vulnificus al
sensar las ROS producidas por las celulas

humanas [131].

CONCLUSIONES

El presente estudio describi¢ los hallazgos en el
género Vibrio con respecto a los mecanismos de
QS, Ila

bacterianos relacionados con la virulencia. A la

regulacion de ciertos procesos
fecha, el mecanismo de QS en Vibrio esta
encargado de sensar moléculas autoinductoras
con la finalidad de activar a los reguladores
transcripcionales de QS a baja y alta densidad
celular (AphA, LuxR, LitR y OpaA). Y ademas
de regular fenotipos bacterianos, que en su
mayoria son factores de virulencia como la
produccion de toxinas, los sistemas de
secrecion (3, 4 y 6), la biopelicula, la
produccién de metaloproteasas, la movilidad y
la defensa de Vibrio en contra de algunos fagos.
A su vez, se ha dilucidado por medio de
diferentes estudios, que Vibrio posee el sistema
de sefializacion dominado por el par de cinasas

histidinicas QseC y QseE, que en respuesta a las
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\- /

Células humanas

Figura 17. Mecanismo de activacion de factores de virulencia y respuesta a las ROS por medio del
autoinductor cFP en V. vulnificus [130]. Abreviaturas. ToxR (regulador de la toxina del colera), ToxS
(regulador transmembranal que interactia con ToxR), vHUa y vHUP (proteinas similares a las
histonas), vwpE (gen que codifica para una metaloproteinasa), aldB (gen que codifica para la alfa-
acetolactato descarboxilasa), gabD (gen que codifica para la succinato-semialdehido deshidrogenasa),
LeuO (activador transcripcional de leucina del tipo LysR), NF-kB (factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células P activadas), TNF-a (factor de necrosis tumoral) y IL-6

(interleucina-6).

moléculas noradrenalina, epinefrina y el Al-3,
activan genes de virulencia. Este sistema se
caracteriza porque es muy parecido al de las
enterobacterias porque posee reguladores
homologos a QseB, QseF y KdpE. También, se
han dilucidado nuevos mecanismos de QS
relacionados con el sensado de moléculas sefial
como el caso de la respuesta a los cambios de
concentracion del NO producido por animales,
cuya funcidn es regular la expresion de genes

de virulencia como la produccién del flagelo y
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la biopelicula. Ademas de la modulacién de la
colonizacién simbiotica al responder a la
etanolamina, producida por el hospedero. Con
la finalidad de atraer a la especie Vibrio por
quimiotaxis y el sensando de moléculas
autoinductoras mediante una comunicacion
entre reinos. Por ultimo, la molécula cFP es una
molécula de sefializacion, que participa en la
activacion de la virulencia en Vibrio y como un
factor de virulencia porque inhibe la produccion

de interferon (IFN)-B en humanos impidiendo
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la produccién de ROS. Demostrando que el
sistema de QS se dirige principalmente por 10
moléculas sefial que participan en la regulacion
de multiples factores de virulencia en Vibrio. Y
a su vez, son co-regulados por multiples
proteinas y reguladores de QS, ya sea a baja y
alta densidad celular. Observando que hay una
regulacion de los genes durante las diferentes
fases del crecimiento de Vibrio, que son
dependientes de la deteccion de quérum y de
multiples reguladores. Encontrando que Vibrio
ajusta la expresion de sus genes para responder
al estres al expresar el SST6, el QS, las ROS y
la produccién de biopelicula. Obteniendo una
gran variedad de vias de regulacion positiva y
negativa de los factores de virulencia de Vibrio.
Incluso se ha obtenido més informacion sobre
los genes de virulencia regulados a baja
densidad celular por el regulador maestro AphA
y la co-regulacion de ciertos genes con los
homologos de LuxR.

Ademas, se han descrito multiples vias de QS
que son reguladas por las moléculas sefial como
las mencionadas en el presente trabajo. Con el
objeto de dar importancia a los mecanismos de
regulacion de los factores de virulencia, porque
hasta ahora, se desconocen las formas en que
muchas moléculas de sefalizacion de QS
producidas por la microbiota intestinal se
comunican con los patégenos como Vibrio, lo

que dificulta encontrar moléculas novedosas
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que apaguen el quoérum para reducir la
patogenicidad de las variantes de Vibrio. Por
ello es de importancia conocer los componentes
moleculares del QS de Vibrio que ya estan
descritos y los nuevos, ya que pueden ser
blanco molecular de inhibidores de QS para
disminuir o atenuar la virulencia de Vibrio, en
especial, porque es un patdégeno de animales
marinos de consumo humano y se reportan
personas que han enfermado por consumo de

productos contaminados por Vibrio.
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