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RESUMO
Quorum sensing caracteriza-se por um sistema de comunicacgao intra e interespécies
de microrganismos, baseado na emissao de estimulos e respostas dependentes da
densidade populacional. Este tipo de interacdo reflete o comportamento dos
microrganismos, demonstrando a capacidade de habitar ambientes diversos, captar
as informagfes de seu meio, comunicar-se com diferentes espécies, monitorar sua
densidade populacional e principalmente regular a sua expressao génica,
controlando processos celulares como a esporulacdo, formacédo de biofilmes,
expressdo de fatores de viruléncia, producdo de bacteriocinas e antibidticos e a
bioluminescéncia. Acredita-se também que este sistema de comunicac¢do celular
desempenhe funcdes importantes na ecologia microbiana de alimentos, tanto na
deterioracdo destes produtos quanto na multiplicacdo de patégenos e producdo de
toxinas.
PALAVRAS-CHAVE: Bactérias deteriorantes; Comunicacao celular; Doencas
veiculadas por alimentos; Patdogenos alimentares.

MECHANISMS OF QUORUM SENSING AND THE IMPORTANCE IN FOOD
MICROBIOLOGY

ABSTRACT
Quorum sensing is characterized by a system of intra and interspecies
communication of microorganisms, based on the emission of stimuli and responses
dependent on population density. This type of interaction reflects the behavior of
microorganisms, demonstrating the ability to inhabit different environments, capturing
the information of their environment, communicate with different species, monitor
their population density and mainly regulate their gene expression by controlling
cellular processes such as sporulation , biofilm formation, expression of virulence
factors, production of bacteriocins and antibiotics and bioluminescence. It is also
believed that cellular communication system play important roles in the microbial
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ecology of foods, both in the deterioration of these products on the multiplication of
pathogens and toxins.
KEYWORDS: Spoilage bacteria; Cell communication; Foodborne diseases; Food
pathogens

1 INTRODUCAO

Por muitos anos, os pesquisadores acreditaram que as bactérias existiam
como ceélulas individuais, viviam em busca de nutrientes, agiam como populacdes de
células independentes e se multiplicavam quando em condi¢cfes favoraveis. Hoje,
admite-se que as bactérias ndo se comportam como células individuais e solitarias,
mas sim como microrganismos coloniais que exploram sistemas elaborados sendo
capazes de captar informacdes originadas por plantas e por outras bactérias,
indicando assim a existéncia de uma interagdo e comunicacdo entre células
(WHITEHEAD et al., 2001; BAI & RAI, 2011).

Esta linguagem ou mecanismos de percepg¢ao e resposta empregados pelas
bactérias, denominado quorum sensing, caracteriza-se pela liberacdo de sinais
quimicos secretados a partir de células, capazes de induzir diversas alteracdes
como a regulacdo da expressdo de genes dependentes da densidade celular
(MILLER & BASSLER, 2001; KELLER & SURETTE, 2006).

Este sistema de sinalizacao, ja foi identificado em muitos géneros bacterianos
e se baseia na capacidade destes agentes em monitorar a presenca de outras
bactérias ao seu redor, pela producdo e resposta a moléculas sinalizadoras,
conhecidas como autoindutores. Estas pequenas moléculas sédo detectadas por
receptores especificos e permitem que as células avaliem o tamanho da populacao
atraves da concentracdo de sinais. Quando esta sinalizacdo atinge o nivel critico, os
microrganismos passam a agir como um unico organismo multicelular, sendo capaz
de organizar respostas unificadas favoraveis a sobrevivéncia da populagdo (FUQUA
et al., 2001; RUMJANEK et al., 2004; PINTO, 2005; AMMOR et al., 2008).

Estudos atuais, sobre a comunicagcado entre microrganismos, buscam elucidar
0S mecanismos de interagdo entre procariotos e eucariotos, formacao de biofilmes,
producdo de bacteriocinas, fatores de viruléncia de patdégenos de plantas e animais,
biossintese de antibidticos e, também na relacdo do quorum sensing e sua
importancia para a microbiologia de alimentos, envolvendo 0s microrganismos
patogénicos e os deteriorantes (PINTO et al., 2007; AMMOR et al., 2008; ESPER,
2010).

Diante das evidéncias sobre o mecanismo de comunicagdo célula-célula,
acredita-se que 0 quorum sensing esteja presente nos processos que envolvem a
deterioracdo de alimentos e até mesmo no controle de patdogenos alimentares. Visto
isso, faz-se necessario conhecer as possiveis alteracbes envolvendo este
mecanismo de comunicacgao celular, assim como a ecologia microbiana de produtos
alimenticios, e a possivel inibicdo do quorum sensing, buscando a interferéncia na
multiplicacdo de comunidades bacterianas, como biofilmes, redugcdo do processo de
deterioracdo de produtos e principalmente o bloqueio na multiplicacdo de patégenos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Quorum sensing
Quorum sensing pode ser definido como um mecanismo de comunicacao
entre bactérias, através da producao e difusdo de pequenas moléculas quimicas ou
sinalizadoras, através de membranas bacterianas. Este sistema de linguagem
permite a coordenacdo do comportamento bacteriano em relacdo ao meio ambiente,
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regulando a expressdo de genes especializados, em resposta a densidade
populacional, além da intervengcdo em diversos processos fisiolégicos como a
diferenciacéo celular e fluxo de nutrientes, a bioluminescéncia, inducéo de fatores de
viruléncia em patégenos de plantas e animais, biossintese de antibidticos e a
formacédo de biofilmes (SCHAUDER & BASSLER, 2001; RUMJANEK et al., 2004;
AMMOR et al., 2008; BAI & RAI, 2011).

Apesar dos diferentes sistemas de comunicacéo existentes entre as bactérias,
observa-se que a sinalizacdo dependente da densidade celular pode ser
considerada um comportamento comum entre microrganismos. Nestes sistemas, a
regulacdo encontra-se mediada pelo acidmulo de uma ou mais moléculas
sinalizadoras produzidas pelas células e excretadas para 0 meio externo, pelo
simples processo de difusdo. Estas pequenas moléculas quimicas ou autoindutoras
(Al) acumulam-se no ambiente em quantidades proporcionais ao crescimento celular
e sdo detectadas pelos individuos por meio de receptores, somente quando, no
ambiente externo, perpassa a concentracdo critica. A partir deste limite atingido,
ocorre a percepcdo da alta densidade celular pela populacéo, iniciando acdes
conjuntas com a ativacao ou repressao de genes determinados, como por exemplo,
0s envolvidos na viruléncia, regulagédo do crescimento de colGnias e producéo de
antibioticos pelas cepas (MILLER & BASSLER, 2001; WHITEHEAD et al., 2001,
RUMJANEK et al., 2004, PINTO et al., 2007).

2.2. Historico

O primeiro estudo envolvendo o quorum sensing teve inicio no final da década
de 60, devido a observacédo de caracteristicas peculiares da bactéria marinha Vibrio
fischeri. Notou-se que esta espécie Gram negativa, € uma bactéria simbionte, capaz
de habitar 6rgédos luminosos e intestinos de lulas, peixes e outros animais marinhos
e principalmente proporcionar luminescéncia ao seu hospedeiro eucarioto
(ANTUNES, 2003; AMMOR et al., 2008; TRUCHADO et al., 2009).

Cientistas observaram que a simbiose entre a bactéria V. fischeri e a lula
Euprymna scolopes garantia uma bioluminescéncia ao organismo, sendo capaz de
auxiliar na camuflagem ou na atracdo de presas e em troca, oferecer os nutrientes
necessarios para o crescimento bacteriano (LERAT & MORAN, 2004; PINTO et al.,
2007).

Naquele ambiente maritimo, em noites claras, onde a Lua é a Unica fonte de
luz disponivel, os predadores podem detectar com facilidade as sombras de suas
presas se movimentando a frente da luz. Desta forma, mediante a colonizacédo das
bactérias e a consequente producdo de luz nos o6rgdos dos hospedeiros, a
luminosidade acaba por mascarar a sombra, confundindo assim os predadores e
evitando o ataque (LERAT & MORAN, 2004; SMITH et al., 2004; PINTO et al.,
2007).

WHITHEHEAD et al. (2001) e LERAT & MORAN (2004), apés alguns anos de
estudos, observaram que as bactérias ndo s6 eram capazes de produzir luz, mas
também que essa luminosidade sé era emitida quando um grande numero de
bactérias se acumulavam no ambiente. Porém hoje, ja se sabe que a emisséo de luz
€ dependente da transcricdo do operon luciferase, que sé ocorre mediante a alta
densidade populacional e o consequente acumulo de moléculas sinalizadoras no
ambiente. No momento em que se atinge a concentracdo limiar critica destas
moléculas, ocorre a ligagdo do autoindutor com a proteina receptora e este
complexo resultante ativa a transcricdo dos genes alvo por meio da ligacdo ao
operon da luciferase em uma regido chamada box lux (RUMJANEK et al., 2004).
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Vale destacar que o mecanismo de autoinducdo com a producdo de
luminescéncia s6 é observado na colonizacdo da bactéria Vibrio fischeri em 6rgéaos
de animais hospedeiros, ndo ocorrendo emissdo de luz quando em vida livre.
Considerando a evolucdo dos organismos, compreende-se a necessidade de um
rigido controle das bactérias sobre a sintese da bioluminescéncia, uma vez que este
mecanismo é altamente consumidor de energia, ocorrendo somente em simbiose
(WHITHEHEAD et al., 2001; RUMJANEK et al., 2004; VIANA, 2006).

2.3 Modelos de Quorum sensing

As bactérias Gram positivas e Gram negativas apresentam sistemas de
comunicacao diferenciados para regular as diversas func¢des fisiologicas. Em geral,
as bactérias Gram positivas usam oligopeptideos para se comunicar e as bactérias
Gram negativas usam como autoindutores as acil-homoserina lactonas (AHLs — um
anel de homoserina lactona que, através de uma ligacdo amida, liga-se a um
grupamento acil, que varia conforme a espécie bacteriana considerada) (WINZER et
al., 2002; SMITH et al., 2004; AMMOR et al., 2008).

O sistema de sinalizacdo através de autoindutores tem como principio a
ligagdo das moléculas sinalizadoras, quando em concentracfes elevadas, a
moléculas receptoras ou sensoras, presentes na superficie ou no interior das
bactérias. Estas moléculas sensoras ou “proteinas R” atuam como reguladores
transcricionais, sendo capazes de regular a expressdao de genes determinados.
Cada uma das proteinas R corresponde a receptores especificos, sendo ativados
apenas quando estimulados pelas moléculas sinalizadoras. Apesar da existéncia de
moléculas autoindutoras ou sinalizadoras inespecificas e uma provavel ligacdo entre
elas e a proteina R, o fendmeno de autoinduc&o néo ocorre nestes casos, visto que
esta conexdo por ser fraca ou inexistente ndo é capaz de ativar a regulacdo da
expressdo de genes (SCHAUDER & BASSLER, 2001; RUMJANEK et al., 2004;
PAIVA, 2011).

As moléculas sinalizadoras envolvidas no mecanismo quorum sensing em
bactérias podem ser agrupadas em quatro categorias ou modelos:

a) Autoindutor -1 (Al -1): moléculas derivadas de acidos graxos, sendo muito
utilizadas por bactérias Gram negativas no mecanismo de comunicacao
intraespécies. Neste grupo, as moléculas autoindutoras possuem estrutura de
N- acil homoserinas lactonas (AHLs) (MILLER & BASSLER, 2001;
WHITEHEAD et al., 2001);

b) Autoindutor-2 (Al-2): Furanosil borato diéster, produzido por bactérias Gram
negativas e Gram positivas para a comunicacdo intra e interespécies
(SHAUDER & BASSLER, 2001; CHEN et al., 2002);

c) Autoindutor-3 (Al-3): Estrutura ainda desconhecida, ja descrita na presenca
de Escherichia coli 0157:H7 (SPERANDIO et al., 2003; PAIVA, 2011);

d) Aminoacidos e pequenos peptideos utilizados por bactérias Gram positivas
na comunicacao intraespécies (MILLER & BASSLER, 2001; WHITEHEAD et
al., 2001).

Apesar da grande quantidade de microrganismos que possuem sistemas de
guorum sensing, observa-se que a maioria apresenta como similaridade a
sinalizacado dependente da densidade populacional. BAI & RAI (2011) verificaram a
descricdo de pelo menos quatro mecanismos principais envolvendo o quorum
sensing, porém varios outros sistemas de sinalizacdo podem ocorrer, como é o caso
do Vibrio cholerae que possui, pelo menos, trés sistemas de QS que funcionam em
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paralelo e sdo capazes de regular a expressdo de genes de viruléncia (MILLER &
BASSLER, 2001). Além desses, dipeptideos ciclicos, como dicetopiperazinas
(DKPs) e 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS), podem estar envolvidos na
sinalizagdo célula-célula (MILLER & BASSLER, 2001; ZHU et al., 2002; SMITH et
al., 2004; AMMOR et al., 2008).

Considerando as moléculas sinalizadoras ja descritas, verifica-se trés classes
bem definidas e que estdo envolvidas no mecanismo de linguagem de bactérias:
AHLs (autoindutor tipo 1), oligopeptideos e a classe LuxS/autoindutor-2 (Al-2)
(KELLER & SURETTE, 2006; VIANA, 2006).

MILLER & BASSLER (2001) reconheceram dois tipos de mecanismos de
comunicacdo: o intraespécie e o interespécies. O mecanismo de comunicacao
intraespécie ocorre principalmente em bactérias Gram negativas, sendo mediado
pelos autoindutores tipo 1 (Al-1) que sao as N-acil-homoserina lactonas (AHLS)
derivadas de precursores de acidos graxos e aminoacidos (FUQUA et al., 2001;
MILLER & BASSLER, 2001; WHITEHEAD et al., 2001; PONCE, 2007).

As acil-homoserinas lactonas -AHLs- sdo as moléculas sinalizadoras do
sistema quorum sensing com melhor caracterizagédo. Considerando a atuagdo em
bactérias Gram negativas, ja foram identificados mais de 12 derivados de AHLs,
contendo modificacdes no comprimento ou substituicdo da cadeia acil (WHITEHEAD
et al., 2001; PONCE, 2007). JA em bactérias Gram positivas, o0 mecanismo
intraespécie ndo é mediado por AHLs e sim por pequenos peptideos sintetizados
pela prépria célula e encaminhados para o meio externo (MILLER & BASSLER,
2001; ANTUNES, 2003; PONCE, 2007, SCHERTZE et al., 2009).

O sistema que tem a participacéo do autoindutor Al-1 ja foi bem descrito, visto
a participagcdo de genes que possuem homologia com Luxl e LuxR, bastante
estudados no mecanismo de bioluminescéncia em V. fischeri (RUMJANEK et al.,
2004). O gene Luxl sintetiza as moléculas de N-acil-homoserina lactonas (AHLS)
denominadas Al-1, e o LuxR , um fator de transcricao, é responsavel por controlar a
expressdo génica na presenca da molécula autoindutora (SMITH et al., 2004;
AMMOR et al., 2008; BAI & RAI, 2011).

O outro tipo de sistema que envolve a comunicacdo intra e interespécies
utiliza moléculas de furanosil borato diéster (Al-2) e uma molécula diéster nao
boratada (vAI-2) (SPERANDIO et al., 2003). As moléculas sinalizadoras do tipo 2
(Al-2) tem sido encontradas em diversas espécies bacterianas, sendo por isso
consideradas como um sinal de comunicacdo universal entre diferentes espécies
(WINZER et al., 2002; VIANA, 2006).

A sintese do autoindutor do tipo 2 (Al-2) ocorre a partir de uma S-
adenosilmetionina (SAM) e a enzima LuxS que participa da clivagem de S-ribosil
homocisteina, formando dois produtos, uma homocisteina e Al-2. J& a molécula
SAM, atua como precursor comum na sintese das N-acil-homoserina lactonas (Al-1)
e de Al-2 (SCHAUDER & BASSLER, 2001; FUQUA & GREENBERG., 2002; PAIVA,
2011).

Pesquisas revelam que o sistema dependente da participagdo do autoindutor
Al-2 ja foi identificado em mais de 285 espécies de bactérias, principalmente
Salmonella enterica, E. coli, Vibrio cholerae e Yersinia sp e que a regulacédo deste
sistema atua de forma complexa, tendo a modulacdo dos autoindutores, sob
influencia ambiental (AHMER, 2004; RUMJANEK et al., 2004; AMMOR et al., 2008).

E provavel que os dois sistemas envolvidos no mecanismo de comunicagio
celular atendam necessidades diferentes para as bactérias, pois, enquanto o
sistema capta informacgdes sobre a presenca de individuos da mesma espécie sob
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uma populacdo mista, proporcionando uma avaliacdo da densidade populacional, a
simples presenca de um segundo sinal € capaz de detectar a presenca de outras
espécies, informando sobre o percentual da sua espécie em relacdo aos outros
microrganismos. Desta forma, percebe-se a existéncia de uma modulacao
comportamental de uma determinada espécie frente as variacbes populacionais do
seu habitat, permitindo avaliar as possibilidades de sobrevivéncia e multiplicagéo
(FUQUA et al., 2001; RUMJANEK et al., 2004).

Considerando os trés sistemas de comunicacao celular envolvendo bactérias
Gram negativas, o sistema Al-3 € o0 menos compreendido. A descri¢ao inicial foi de
um composto aromético, com estruturas ainda ndo determinadas, encontrado em
meios pré-condicionados, sendo capaz de controlar a expressao dos genes de
viruléncia em E. coli enterohemorragica (EHEC). Alguns estudos demonstram
semelhanca entre o autoindutor Al-3 e os hormdnios epinefrina e norepinefrina,
devido ao reconhecimento destes trés compostos pelo receptor QseC e diante
destas suposicoes, SPERANDIO et al. (2003) verificaram em seu estudo, o
envolvimento do autoindutor 3 (Al-3) na comunicacdo cruzada entre a bactéria
Escherichia coli 0157:H7 e o hormdnio epinefrina do sistema sinalizador da célula
do hospedeiro.

CLARKE et al. (2006) afirmam que a deteccado das moléculas autoindutoras
Al-3 é realizada por um sistema duplo formado por um sensor quinase QseC, e um
regulador da resposta, QseB. Na presenca da molécula Al-3, o sensor QseC se
autofosforila e posteriormente transfere seu fosfato para o regulador QseB. Em
seguida, ocorre ativacdo de uma cascata de sinais levando a transcricdo de genes,
como os genes de viruléncia em EHEC. RASKO et al. (2008) relatam a presenca de
receptores homologos de QseC em pelo menos 25 patdgenos importantes para
humanos e vegetais.

Enquanto as bactérias Gram negativas tém como vocabulario as acil-
homoserina lactonas (AHLS), a linguagem das bactérias Gram positivas € atravées de
pequenos peptideos. Esses peptideos sao sintetizados pela prépria célula e, apés
modificacdes, sdo transportados para 0 meio externo. No momento em que a
concentracdo dessas moléculas atinge um limite critico, dependente da densidade
celular, dois componentes passam a detectar uma quinase, presente na membrana
da célula. Esta molécula é capaz de reconhecer o peptideo e transferir esse sinal
para o meio interno, fosforilando o proximo componente, uma proteina que atua
como um regulador de resposta, que se liga ao DNA, e regula assim a expressao
dos genes alvo (MILLER & BASSLER, 2001; WITHERS et al., 2001;READING &
SPERANDIO, 2006).

Enquanto alguns dos peptideos envolvidos no quorum sensing de bactérias
Gram positivas sao transportados para o interior das células por meio de permeases
de oligopeptideos, podendo interagir com receptores intracelulares, outros apenas
interagem com 0s sensores de quinases ligados a membrana. Considerando 0s
diferentes processos envolvidos neste sistema de comunicacao celular, destaca-se a
regulacédo de viruléncia em Staphylococcus aureus, competéncia para aquisicao de
DNA em Bacillus subtilis e Streptococcus pneumoniae, esporulagdo em B. subtilis,
transferéncia de plasmideo por conjugacdo em Enterococcus faecalis, e producéo
de bacteriocina em bactérias lacticas (RUMJANEK et al., 2004).
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2.4 Fenotipos regulados pelo  Quorum sensing
O mecanismo de comunicagéao celular desempenha uma fungéo central
na fisiologia e no desenvolvimento de organismos vivos, destacando-se o
comportamento em grupo de bactérias, mediante a capacidade de coordenacédo de
atividades de forma semelhante as entidades multicelulares (SCHAUDER &
BASSLER, 2001; PONCE, 2007).

RUMJANEK et al. (2004) consideraram que o comportamento coletivo pode
ser vantajoso para as bactérias. Analisando o processo de migracdo de
microrganismos para ambientes mais satisfatorios devido a melhor oferta de
nutrientes e, a adog&o de novos modelos de crescimento, tais como, esporulagéo ou
formacdo de biofilmes, verifica-se que estas alteracbes acabam por propiciar
melhores condicdes ao agente e consequentemente protecdo contra efeitos
deletérios do ambiente.

Inimeros estudos afirmaram que o sistema quorum sensing esta envolvido na
regulacdo de uma série de fendtipos, incluindo a bioluminescéncia, producédo de
antibioticos, formacéo de biofilmes, mecanismos de diferenciagéo celular, motilidade
em superficies, crescimento, esporulacdo, producdo de pigmentos, transferéncia de
plasmideos, producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, producdo de
bacteriocinas, toxinas e expressao de genes de viruléncia (SMITH et al., 2004,
AMMOR et al., 2008; BAI & RAI, 2011).

Os biofilmes caracterizam-se por comunidades ou agregados microbianos
imobilizados em uma matriz rica em substancias extracelulares de origem
bacteriana, conferindo protecdo a ambientes hostis e garantia de acesso a nutrientes
necessarios a sobrevivéncia. A formacdo de biofilmes é dependente do sistema
quorum sensing, sendo um exemplo relevante de adaptacdo, onde as bactérias que
o integram, se multiplicam, e se tornam parte da comunidade séssil em uma matriz
de exopolissacarideos, evidenciando uma formacdao ciclica e dinamica (SMITH et al.,
2004).

Pesquisas revelam que a regulacdo da maturagcdo e da dissolugédo de
biofiimes pode ser regulada pelo quorum sensing, porém poucos conseguem
evidenciar a relagdo do mecanismo e a etapa inicial de formag&do do biofilme
(DAVIES et al., 1998; PARSEK et al., 2005). HUBER et al. (2001) ao realizarem uma
andlise quantitativa detalhada coordenando o processo de maturacdo do biofilme.
Além disso, observaram que a motilidade de B. cepacia, é regulada pelo mecanismo
de quorum sensing e este possivelmente interfira na producédo de biossurfactante e
polissacarideos que auxiliariam seu avanco ao longo da superficie.de estruturas de
biofilmes formados por estirpes selvagens e mutantes de Burkholderia cepacia e
Pseudomonas aeruginosa verificaram que o sistema quorum sensing nao esti
envolvido na regulagdo da adesdo celular inicial, mas € capaz de controlar as
etapas subsequentes,

Em contrapartida, SPERANDIO et al. (2003) ao observarem a importancia do
autoindutor-2 (furanosil borato diéster) como sinal regulatério em E. coli O157:H7 e
sua atuacdo na regulacdo de mais de 400 genes, como o0s de quimiotaxia e sintese
de flagelo e motilidade, destacaram uma possivel relagdo do quorum sensing com a
etapa inicial de formacéo do biofilme.

Baseando-se nas vantagens conferidas pelo sistema de comunicacao celular
e ao comportamento coletivo das bactérias, McCULLOCH (2006) revelou em seu
estudo que a formacgao de biofilme e a adesdo de cepas de Staphylococcus aureus
ao plastico acabaram por conferir protecdo as bactérias na presenca de
vancomicina, pois a concentracdo do antimicrobiano que atingiu as células aderidas
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foi significativamente menor do que a que atingiu as ceélulas soltas. Isto se deve ao
fato de que o agrupamento de células possui uma superficie exposta relativamente
menor do que as células isoladas, e a possibilidade de uma protecéo conferida por
uma barreira celular que poderia impedir a penetragcao do antimicrobiano.

Como o tratamento de infec¢cbes por S. aureus tem sido problemético,
principalmente em &ambito hospitalar, verificou-se neste estudo que as células
aderentes formadoras de biofilmes podem se associar a catéteres, valvulas e outros
materiais como suporte, caracterizando-se o risco sobre o uso prolongado e indevido
deste antibiotico e a formacé&o de biofiime (McCULLOCH, 2006).

Estudos envolvendo a sintese de antibioticos por Pseudomonas fluorescens,
identificaram que dois genes possivelmente envolvidos na regulacdo da biossintese
do antibiético mupirocina, mupR e mupl, cuja sequéncia de aminoacidos codificados
teria similaridade com proteinas LasR/LuxR e Lasl/Luxl, estariam envolvidos no
sistema quorum sensing. A inativacdo desses genes, por delecdo, confirmou a
necessidade de ambos para a sintese deste antibiotico (EL SAYED et al., 2001).
KHAN et al. (2005) observando a sintese de fenazina pelo mesmo agente, notaram
gue o operon phz, precedido por dois genes, phzR e phzl, sdo similares aos genes
da familia LuxR/Luxl e que a consequente delecdo de phzR e phzl levaria em
auséncia de producédo de fenazina, além de moléculas autoindutoras como as AHLsS
que incluem quatro derivados 3-oxo-hidroxil AHL (OHHL) e dois derivados alcanoil-
AHL.

Chromobacterium violaceum, é uma bactéria, Gram negativa, anaerdbia
facultativa, que vive em amostras de solo e agua de regides tropicais e subtropicais
em diversos continentes. Este microrganismo esta relacionado com a producdo de
metabdlitos secundarios como pigmentos inddlicos derivados de triptofano, como a
violaceina e desoxiviolaceina (BLOSSER & GRAY, 2000; MARTINELLI et al., 2004).

McCLEAN et al. (1997) evidenciaram que extratos da cultura de C. violaceum
apresentando pigmentos como a violaceina e desoxiviolaceina conferiram atividades
bioldgicas relevantes, como efeitos antitumorais e antibidticos. Posteriormente,
outras pesquisas evidenciaram que a producdo de violaceina poderia ser controlada
pelo mecanismo de comunicacao celular quorum sensing, onde sua producao seria
induzida pela molécula sinal, N-hexanoil homoserina lactona (HHL), em condicbes
proporcionais a densidade populacional e o ambiente (BLOSSER & GRAY, 2000;
MARTINELLI et al., 2004).

Diante da importancia bioldgica dos metabdlitos produzidos por C. violaceum,
alguns estudos observaram as atividades antibioticas dos extratos pigmentados de
culturas de C. violaceum e de violaceina purificada. Embora os resultados tenham
demonstrado que a violaceina tenha atividade antibidtica relevante, verificou-se que
0s extratos brutos ndo purificados apresentam maior eficacia, entretanto, devido a
baixa produtividade dos extratos ou pigmentos em meios complexos, torna-se dificil
0 estudo e a comprovacgdo destas atividades biolégicas (BLOSSER & GRAY, 2000;
BRAZILIAN NATIONAL GENOMA PROJECT CONSORTIUM, 2003; MARTINELLI et
al., 2004).

Em consonédncia aos achados descritos, PITLOVANCIV et al. (2006)
propuseram a avaliacao in vitro do crescimento celular bem como da producéo dos
pigmentos violaceina e desoxiviolaceina em meio liguido com a presenca da
bactéria Chromobacterium violaceum. Os resultados deste trabalho mostraram que a
producdo de violaceina € dependente da fonte de carbono utilizada, sendo
desfavorecida em ambientes contendo glicose e frutose como Unicas fontes de
carbono, porém estimulada em presenca de glicerol. Além disso, observou-se maior
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produtividade de pigmento em meio solido, contendo glicerol. Como concluséo, os
autores verificaram a possibilidade de se estabelecer uma condicdo de cultivo
optando-se tanto pela otimizacdo da producdo de pigmentos, obtendo-se
quantidades suficientes para isolamento, caracterizacao e utilizacdo dos compostos
isolados, quanto na obtencdo de moléculas precursoras para o desenvolvimento de
derivados com atividades farmacoldgicas interessantes.

GUIMARAES et al. (2010) em sua revis&o sobre a producéo de antibiéticos,
relataram que as novas estratégias referentes a pesquisa em produtos naturais
microbianos com foco na busca por substancias presentes em microrganismos ainda
pouco explorados, estdo em consonancia com os diversos mecanismos de
comunicacao celular. Suas aplicacdes podem acelerar o processo de descoberta de
novos antibiéticos, conferindo extrema importancia no atual cenario de resisténcia
bacteriana aos agentes terapéuticos disponiveis no mercado.

As bacteriocinas sdo proteinas biologicamente ativas ou peptideos com
propriedades antibacterianas, variando quanto ao espectro de atividade, modo de
acdo, peso molecular, origem genética e propriedades bioquimicas, além de se
caracterizar como um agente conservador natural, capaz de inibir a atividade de
diversos microrganismos de grande importancia em alimentos, inclusive os
patogénicos como Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica (NASCIMENTO et al., 2008).

A nisina foi a primeira bacteriocina produzida por uma bactéria lactica -
Lactococcus lactis, tendo sido descoberta a partir da observacédo do metabolismo de
uma linhagem especial, durante experimento realizado na Inglaterra em 1928. E
considerada como um 6timo agente conservador inibindo a multiplicacdo de véarios
tipos de bactérias. Atualmente, € a Unica bacteriocina com uso liberado como aditivo
alimentar para controle antimicrobiano, sendo regulamentada pelo comité de aditivos
alimentares do Codex Alimentarius da FAO como GRAS (Generally Recognised as
Safe), todavia, a utilizacdo deste composto em alimentos, pode ser limitada, visto a
sua instabilidade e principalmente atividade em pH alcalino (MARTINIS et al., 2001;
KRUGER, 2006).

STRAUME et al. (2007) afirmaram que a producdo de bacteriocinas em
algumas bactérias faz parte do mecanismo quorum-sensing, demonstrando assim o
envolvimento das moléculas autoindutoras agindo como sinais indutores para a
expressao de genes e a consequente de bacteriocinas.

Diante das propriedades antibacterianas das bacteriocinas, pesquisadores
verificaram que a nisina, produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis, possui agao
inibitéria comprovada contra bactérias Gram positivas e ainda supdem que a acao
do antimicrobiano provoque a lise de células vegetativas devido a permeabilizacéo
da membrana citoplasméatica, diante da formacdo de poros que promovem O
extravasamento dos constituintes intracelulares de baixo peso molecular como ATP,
ions de potassio e aminoacidos, com consequente colapso das células,
principalmente pela privacao de fonte de energia (MARTINIS et al., 2001; DEEGAN
et al, 2006).

Considerando o controle da expressao génica, PAIVA (2011) prop0s verificar
a possivel regulacdo pelo sistema quorum sensing na interacdo in vitro de uma
amostra de E. coli da microbiota intestinal com amostras de E.coli enteropatogénica
atipica (aEPEC). Seus resultados confirmaram a producdo de moléculas
sinalizadoras ou autoindutoras (Al-3) por amostras de E.coli da microbiota intestinal
e, além disso, nos ensaios de adesdo e quantificagdo utilizando um meio pré-
condicionado contendo a amostra, epinefrina e bloqueadores, constatou que os
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padrées de adesdo de aEPEC obtidos em menor tempo foram decorrentes da
presenca da molécula sinalizadora Al-3 no meio pré-condicionado, sugerindo a
participacdo do mecanismo de quorum sensing nos casos pré-determinados.

RUMJANEK et al. (2004) descreveram que baixas densidades populacionais
de estirpes patogénicas, teriam uma chance limitada frente aos sistemas de defesa
de um hospedeiro (animal ou vegetal) e consequentemente estariam em condi¢cdes
desfavoraveis ao ataque deste organismo. Desta forma, um adiamento na expresséo
dos fatores de viruléncia pelo agente patogénico até a obtencdo de um maior
namero de células e a adocdo do comportamento coletivo seria a melhor estratégia,
visto que a ativagado do sistema de defesa do organismo seria apenas quando em
condi¢cBes mais favoraveis ao agente patogénico.

Diante das possibilidades de comunicagdo entre as bactérias, verifica-se a
necessidade de novas formas de analise da expressdo génica, visto a interferéncia
de substancias produzidas por outras bactérias e até por hospedeiros, na expressao
de genes que muitas vezes nao seriam expressos em condicdes normais. Em
contrapartida, verifica-se que a presenca de moléculas sinalizadores de outros
microrganismos pode anular algum mecanismo de patogenicidade de outro agente
presente na microbiota (WINZER et al., 2002; PAIVA, 2011). Como exemplo, pode
ser citado o estudo de RASKO et al. (2008) que identificaram uma molécula capaz
de se ligar ao receptor de Al-3, e desta forma conseguiu o0 bloqueio da expresséo de
fatores de viruléncia de EHEC, Salmonella e Francisella.

2.5 Quorum sensing na microbiologia de alimentos

Diante da comunicacdo celular em diversas espécies de microrganismos,
acredita-se que 0 mecanismo quorum sensing também desempenhe funcdes
importantes na ecologia microbiana de alimentos, tanto na deterioracdo destes
produtos quanto na multiplicacdo de patégenos e producdo de toxinas (PINTO,
2005; AMMOR et al., 2008).

Os alimentos podem apresentar sistemas microbianos complexos, contendo
microbiotas altamente suscetiveis as diferentes condicdes de estresse e alteracbes
ambientais decorrentes dos métodos de conservacdo empregados no
processamento industrial. Diante das diferentes condicbes em que as populacbes
bacterianas presentes nos alimentos estao suscetiveis, pesquisadores sugerem gque
as moléculas sinalizadoras ou autoindutoras possam estar implicadas na regulacéo
de fenodtipos importantes, envolvidos na deterioracdo de alimentos e toxinfecc¢des
alimentares, devido a ativacdo da expressao genética principalmente pela ocorréncia
do quorum sensing em bactérias deteriorantes e patogénicas (CHRISTENSEN et al.,
2003; SMITH et al., 2004; VIANA, 2006).

Estudos realizados por GRAM et al. (2002) e FLODGAARD et al. (2003)
detectaram a presenca de concentracdes elevadas de moléculas sinalizadoras em
alimentos industrializados e associaram este achado com a presenca de
microrganismos deteriorantes pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Diversos
géneros bacterianos foram descritos como produtores de AHLsS em alimentos como
leite, frango, peixes, produtos carneos e em uma variedade de alimentos em
processo de deterioracdo como salméao defumado a frio, carne embalada a vacuo e
broto de feijao (GRAM et al., 2002; BRUHN et al., 2004; PINTO et al., 2007; PONCE,
2007).

No tocante as observagbes quanto a atuagcdo do quorum sensing sobre
patégenos de origem alimentar, ZHAO et al. (2006) foram os primeiros a buscar a
caracterizagdo deste mecanismo no Clostridium botulinum. A detec¢do de moléculas
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sinalizadoras foram avaliadas por cepas de Vibrio harveyi e os resultados revelaram
a presenca do autoindutor Al-2, responsavel por comunicacdo entre espécies.
Observou-se também que as células de C. botulinum se comunicam entre si durante
a fase de germinacdo e multiplicagcdo e 0os esporos ndo se comportam de forma
independente uns dos outros.

Na tentativa de avaliar a producdo de AHLs por bactérias Gram negativas
isoladas em alimentos, RAVN et al. (2001) avaliaram o0s sistemas monitores
Escherichia coli pSb403, Agrobacterium tumefaciens A136 e Chromobacterium
violaceum CV026 testando a indugcdo e inibicAo do pigmento violaceina. Nos
resultados, verificaram que apenas uma das 148 cepas apresentou resultado
negativo, indicando assim a producdo de autoindutores na maioria das bactérias
utilizadas no estudo.

Muitas bactérias psicrotréficas e proteoliticas como Pseudomonas spp,
Serratia spp, Enterobacter spp e Halfnia alvei, frequentemente isoladas em leite cru
e pasteurizado séo capazes de produzir diferentes moléculas AHLs, indicando assim
a participacao e interferéncia do quorum sensing no processo de deterioracdo de
alimentos, principalmente leite e derivados (VIANA, 2006; PINTO et al., 2007).

AMMOR et al. (2008) detectaram a presenca de AHLs em amostras de leite
cru, pasteurizado e esterilizado - tanto integral quanto desnatado. Seus resultados
mostraram que apenas as moléculas autoindutoras AHLs produzidas pela familia
Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae né&o puderam ser detectadas nas
amostras de leite submetidas ao tratamento térmico, sugerindo assim que as AHLs
produzidas incialmente pelos microrganismos no leite cru, foram inibidas totalmente
ou alteradas parcialmente apdés o processamento térmico. No entanto, LU et al.
(2004) verificaram que as moléculas sinalizadoras Al-2 podem suportar o
aquecimento a 80<C, sugerindo que a pasteurizacdo d o leite ndo é capaz de inibir os
sinais do tipo Al-2, indicando desta forma que, a pasteurizacdo do leite ndo destroi
proteases endogenas, estas que sao responsaveis pela deterioracéo do leite.

Apesar do reconhecimento do mecanismo de comunicacao celular e a
confirmacdo de que moléculas sinalizadoras estejam envolvidas na regulacdo de
fendtipos, a simples deteccdo dos autoindutores em microrganismos nao € suficiente
para se constatar qual o fenétipo esta sendo regulado. Para tanto, WHITELEY et al.
(1999) estudando a bactéria Pseudomonas aeruginosa, construiram um banco de
dados de genes possivelmente regulados por AHLsS, por meio das técnicas de
mutagénese insercional com o transposon Tn5 e por fusfes randémicas do gene
lacZ no cromossomo de mutantes duplos lasl/rhl, incapazes de sintetizar AHL.
Monitorando a expressdo de [3-galactosidase na presenca ou auséncia das
moléculas autoindutoras 3-C12-AHL e C4-AHL, constataram que um total de 39
genes estavam sob o controle do mecanismo de sinalizacdo quorum sensing.

Sob a mesma visdo, DUNSTALL et al. (2005) verificaram o efeito de nove
AHLs sintéticas na multiplicacdo de Pseudomonas fluorescens isoladas de leite.
Com este estudo, constataram que N-benzoiloxicarbonil-L-homoserina lactona e N-
3-oxihexanoil-DL-homoserina lactona reduziram a duragéo da fase lag da curva de
multiplicacdo microbiana e ampliaram a taxa de crescimento de trés estirpes
avaliadas, porém sugeriram mais estudos a fim de elucidar o efeito de AHLs sobre a
atividade proteolitica. PINTO et al. (2007) ao analisarem o mecanismo de quorum
sensing em bactérias psicrotroficas proteoliticas isoladas de leite, constataram que
89% das estirpes avaliadas foram produtoras de AHLs, porém ao avaliarem a adicéo
de AHL sintética ao meio de cultura contendo cepas de P. fluorescens, verificaram
que a adicdo de autoindutores ndo promoveu aumento da atividade proteolitica,
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sendo este um indicativo de que o sistema quorum sensing mediado por AHL nao
estivesse exercendo influéncia na regulacdo da sintese de enzimas proteoliticas
pela estirpe P. fluorescens 07A.

A microbiota presente em carnes frescas inclui principalmente os
microrganismos da familia Enterobacteriaceae, além de S. putrefaciens, B.
thermosphacta, Pseudomonas spp e estes muitas vezes estédo relacionados com a
sua deterioracdo (NYCHAS et al., 2009).

O sistema quorum sensing nestes alimentos envolve tanto a deterioracdo de
carnes frescas e derivados, armazenados sob condicbes de refrigeracdo e
aerobiose, quanto a formacgéao de biofilmes. A producdo de AHLs tem sido detectada
em muitos produtos carneos e esta envolvida diretamente na atividade proteolitica
destes alimentos (SMITH et al., 2004; AMMOR et al., 2008).

LU et al. (2004) propuseram em seu estudo determinar se produtos frescos e
alimentos processados possuem as moléculas Al-2 como sinais precursores do
sistema quorum sensing e se aditivos alimentares podem atuar como inibidores
destas moléculas. Baseando na resposta de luminescéncia do biosensor Vibrio
harveyi BB170, a méaxima atividade de Al-2 foi vista sobre a amostra de peixe
congelado, seguida pelo tomate, melédo, cenoura, tofu e amostras de leite. A inibicdo
da molécula Al-2 foi constatada nas amostras de empada de peru (com 99,8% de
inibicdo quando comparado com o controle positivo), seguidas de peito de frango
(97,5%), queijos artesanais (93,7%), bife de carne bovina (90,6%) e empada de
carne bovina (84,4%).

Quanto aos aditivos alimentares, a atividade do sinal Al-2 foi quase totalmente
inibida por propionato de sédio, enquanto que o benzoato de sodio causou inibi¢cdo
de 93,3%, em comparacdo com a inibicdo de 75% por acetato de sédio. Nitrato de
sédio ndo teve qualquer efeito apreciavel, mesmo a 200 ppm. Deste modo, a
compreensao das relagdes existentes entre a atividade de Al-2 sobre os alimentos e
a ecologia de patdgenos e bactérias deteriorantes nos alimentos podem fornecer
pistas sobre os fatores de controle da deterioragdo dos alimentos e viruléncia de
patogenos (LU et al., 2004).

MEDINA-MARTINEZ et al. (2006) verificaram a influéncia de condicdes
ambientais sobre alimentos na producdo de moléculas sinalizadoras AHLs por 13
estirpes de Aeromonas spp isoladas de alimentos como bacon, carne, salméo e
vegetais, sendo possivel afirmar que mesmo sob diferentes condicbes de
temperatura, valores de pH e concentracdes de NaCl, 11 estirpes foram capazes de
produzir AHLs, em particular a molécula C4-HSL.

Diante da preocupacdo quanto a presenca de bactérias em formulas infantis,
que séao utilizadas como fonte de alimentacéo para lactentes de forma exclusiva ou
em combinagcdo com outros alimentos, ESPER (2010) prop0s verificar se a
contaminacdo destes alimentos por Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp) e
Bacillus cereus poderia ser resultante do contato do alimento com biofilmes
formados em ambientes, utensilios e equipamentos empregados durante a producao
ou seria posterior, j& nos locais de distribuicdo dos produtos. Além da avaliacdo da
dindmica de formacéo de biofiimes em superficie de aco inoxidavel, verificou-se a
ocorréncia dos sistemas quorum sensing e quorum quenching - mecanismo inibidor -
envolvendo E. sakazakii (Cronobacter spp.) e B. cereus e a possivel influéncia das
moléculas sinalizadoras na sensibilidade destas bactérias aos antimicrobianos.

Como resultados, ESPER (2010) observou que a formacédo de biofilmes
ocorreu de forma mais intensa na utilizacdo da formula infantil, quando comparado
com o meio de cultivo e constatou a existéncia dos sistemas quorum sensing e
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guorum guenching, através dos testes de atividades biolégicas das culturas, extratos
e suas fracoes, demonstrando que a formacéo de biofilmes, assim como em outros
mecanismos celulares como a producéo de bacteriocinas e fatores de viruléncia,
podem ser modulados pelo processo de comunicacéo célula-célula, quorum sensing,
e interrompidos pela quebra deste sistema, através da degradacdo das moléculas
sinalizadoras de comunicac¢do, denominada quorum quenching.

A atuacado do fenbmeno de quorum sensing sobre bactérias Gram positivas ja
foi descrita em processos como o desenvolvimento de competéncia genética em
Bacillus subtilis e Streptococcus pneumoniae, a expressao de enzimas e antibiéticos
em Erwinia carotovora, a conjugacao em Agrobacterium tumefaciens e Enterococcus
faecalis, a expressdo de viruléncia em Staphylococcus aureus e produgao de
peptideos antimicrobianos por varias espécies de bactérias lacticas (ANTUNES,
2003).

KUIPERS et al. (1998) afirmaram que uma das melhores caracteriza¢des do
mecanismo de comunicacédo celular em bactérias lacticas envolvem a biossintese da
nisina. O processo de transcricdo dos genes buscando a sintese deste peptideo
depende diretamente da concentracdo de nisina extracelular, esta que por sua vez &
proporcional e dependente da densidade populacional da cultura produtora.
DUFOUR et al. (2007) afirmaram que a acidificacdo do meio é decorrente do
metabolismo das bactérias lacticas e pode ser um sinal indicativo da densa
populacdo de espécies produtoras de nisina, esta que, além de agir como peptideo
antimicrobiano, age também como um peptideo capaz de induzir sua propria
biossintese, enquadrando-se ao mecanismo de autoindu¢cdo conhecido como
guorum sensing.

No tocante a aplicacdo de antimicrobianos naturais como uma oOpcgao
interessante e aplicavel no processamento de alimentos e na busca do controle de
microrganismos, KRUGER (2006) propbs avaliar o efeito de 6leo essencial de
orégano e de nisina, individualmente ou em combinacdo, na inibicdo da
multiplicacdo de Listeria monocytogenes visto que 0s 0Oleos essenciais e seus
compostos fendlicos, assim como a nisina, estdo se tornando agentes
antimicrobianos naturais muito populares, devido a procura de alimentos naturais
pelos consumidores. Os resultados indicaram que a combinacdo dos
antimicrobianos pode ser utilizada como uma barreira adicional para a multiplicacéo
de L. monocytogenes em linguica frescal suina, porém como as amostras ndo foram
aprovadas nos testes sensoriais de aceitagdo, a adicdo destes compostos poderia
limitar sua aplicacédo neste produto.

TRUCHADO et al. (2009) avaliaram a atividade inibitoria do quorum sensing
sobre 29 amostras de diferentes tipos de meis uniflorais, por meio do modelo
bacteriano Cromobacterium violaceum. As amostras foram capazes de inibir a
producéo de acil-homoserina lactonas (AHLS) produzido por C. violaceum em 0,1 g/
mL, valendo destacar que as amostras de meéis produzidas de castanheiros e tilia
mostraram a maior atividade inibitéria, enquanto os meéis de laranja e alecrim foram
0s menos eficazes em inibir o quorum sensing. Quando as amostras de mel com a
mesma origem floral obtidos de diferentes regides geograficas foram comparadas, a
atividade inibitéria entre elas mostrou-se semelhante, podendo inferir que um dos
fatores que influenciam a atividade inibitéria do quorum sensing poderia ser derivada
a partir da origem floral, independentemente da localizacdo geografica. Os
resultados obtidos mostraram que as propriedades conservantes do mel pode ser
tanto pelas propriedades antimicrobianas quanto pela capacidade inibitoria do
guorum sensing.
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Diante das diferentes manifestacdes do mecanismo de quorum sensing e sua
relacdo com bactérias deteriorantes ou patogénicas isoladas de alimentos, percebe-
se a necessidade da compreensdo do papel deste sistema e a ecologia dos
microrganismos de origem alimentar. Muitas moléculas sinalizadoras ja foram
identificadas em bactérias isoladas de fontes alimentares variadas, porém faz-se
necessario verificar a expressao de genes relacionados ao sistema quorum sensing
e sua manifestacao fenotipica em cada agente (PINTO et al., 2007).

2.6 Métodos de deteccédo e quantificacdo dos sinais de Quorum sensing
envolvendo alimentos

Os procedimentos envolvendo a deteccao, identificacdo e quantificacdo das
moléculas autoindutoras por bactérias tem sido alvo de estudos. Atualmente, a
verificacdo da producdo de AHL por bactérias tem sido por meio da utilizacdo de
biosensores bacterianos, que se baseiam na resposta fenotipica, como
bioluminescéncia, producdo do pigmento violaceina ou atividade de 3-galactosidase,
consequentes da ativagdo e resposta da proteina receptora de AHL (RAVN et al.,
2001; AMMOR et al., 2008; GORI & JESPERSEN, 2010).

Estes biosensores bacterianos ndo sdo capazes de produzir moléculas
sinalizadoras AHLs seja naturalmente ou por inativagdo do gene Luxl responséavel
pela producdo de AHLs, porém, possuem ativas as proteinas receptoras,
denominadas de proteinas R, que sdo capazes de responder a diferentes AHLS
regulando a expressdo de determinados genes e consequentemente respostas
fenotipicas adequadas (McCLEAN et al., 1997).

As bactérias geralmente usadas pelos sistemas de monitoramento como
indicadoras da produgcdo de moléculas autoindutoras s&do Agrobacterium
tumefaciens A136 (SHAW et al.,, 1997), Chromobacterium violaceum CV026
(McCLEAN et al.,, 1997) e Escherichia coli com plasmideo pSB403 contendo a
proteina LUxR de V. fisheri e genes de bioluminescéncia (SWIFT et al., 2001).

Devido a especificidade das proteinas receptoras e a diversidade das
moléculas sinalizadoras, um mesmo sistema biosensor ndo é capaz de detectar
todas as estirpes produtoras de AHL em uma populacdo, sendo recomendada a
utilizacado de mais de um sistema em uma analise (RAVN et al., 2001; AMMOR et al.,
2008). Segundo GRAM et al. (2002), os sistemas monitores de AHL mais usados
sao C. violaceum CV026 e E. coli pSB403, pois sdo capazes de detectar diferentes
espectros de moléculas AHLs. Desta forma, a utlizacdo dos sistemas de
monitoramento biologico confere a avaliacdo dos diferentes tipos de AHLs de uma
forma mais rapida e principalmente menos onerosa.

Além da utilizacdo das bactérias biosensoras, a identificacdo de AHL pode ser
realizada por meio das técnicas de cromatografia liquida (HPLC), cromatografia
gasosa (GC), espectrometria de massa e cromatografia de camada fina (TLC)
(THROUP et al., 1995; SCHAEFER et al., 2000; CATALDI et al., 2007). A técnica da
reacao em cadeia da polimerase (PCR) também pode ser utilizada para identificar os
genes envolvidos no sistema quorum sensing, assim como quantificar seus niveis de
transcricdo e traducao, principalmente quanto a sintese de aminoacidos e pequenos
peptideos utilizados por bactérias Gram positivas ha comunicacao intraespecifica e
a diversidade de proteinas homologas Luxl e LuxR envolvidas no mecanismo de
autoinducdo de AHLs (NAKAYAMA et al., 2003; AMMOR et al., 2008).
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2.7 Mecanismos de inibicdo do sistema  quorum sensing e aplicacbes
biotecnolégicas

O estudo dos sistemas de QS, além de detalhar os fundamentos envolvidos
nos mecanismos de parasitismo e simbiose dos microrganismos, vem permitindo a
descoberta de meios inovadores para o controle de infec¢cdes em plantas e animais.
Além disso, mediante o envolvimento na expressao da viruléncia de patégenos, o
controle deste mecanismo tornou-se um alvo atraente e promissor para o
desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas (ANTUNES, 2003; RUMJANEK
et al., 2004).

Diante da possibilidade de interrup¢do ou manipulacdo do mecanismo de
comunicacdo celular, muitas pesquisas vém buscando a utilizacdo de compostos
analogos ou antagonistas ou até mesmo enzimas capazes de degradar moléculas
sinalizadoras do sistema quorum sensing, levando a alteracdo significativa dos
fendtipos regulados por este mecanismo, como por exemplo o controle da
multiplicacdo de microrganismos ou até mesmo a inibicdo dos mecanismos de
viruléncia de bactérias presentes em diferentes ambientes, principalmente nos
alimentos (SMITH et al., 2004; PILLAI & JERUDHASAN, 2006).

O bloqueio ou a inibicdo do sistema QS pode ser obtido por meio de
autoindutores inespecificos, que se ligam a proteina R, mas ndo a ativam, e desta
forma, impedem a ligacdo de tais proteinas aos autoindutores especificos; e por
meio da interrupcao das reacdes bioldgicas de sintese de autoindutores baseando-
se no uso de analogos de precursores dessas moléculas (ANTUNES, 2003;
RUMJANEK et al., 2004; BAI & RAI, 2011).

Até o momento, foram descritas duas classes de enzimas capazes de
degradar as moléculas sinalizadoras AHLs: as lactonases de AHL (aiiA e homdlogos
attM), capazes de hidrolisar o anel lactona, e as acilases de AHL, responsaveis
pela hidrolise da ponte amida entre a cadeia de &cido graxo e a molécula de
homoserina lactona (DONG et al. 2002). Ambas foram identificadas em diversas
bactérias, mas também encontradas em hospedeiros eucariotos, supondo assim que
a interferéncia da sinalizacdo por eucariotos pode se constituir um determinante
adicional da resposta imune inata (XU et al. 2003; BAI & RAI, 2011).

Como aplicacdo pratica deste mecanismo de inibicdo do QS, a sintese
guimica das enzimas capazes de degradar as AHLs seria uma alternativa
interessante como composicdo dos detergentes utilizados na industria, pois
aumentaria a possibilidade de remocao de biofilmes (SMITH et al., 2004;VIANA,
2006).

Na microbiologia de alimentos, PILLAI & JESUDHASAN (2006) afirmaram que
compostos inibidores de guorum sensing, principalmente os que atuam sobre as
moléculas autoindutoras - AHL -, podem influenciar a colonizacdo microbiana de
superficies de carnes, producao de toxinas e proliferagcdo microbiana, podendo ser
aplicados como conservantes de alimentos.

Na area meédica, a aplicacdo do conhecimento sobre os mecanismos de
sinalizagdo entre espécies, poderia influenciar na descoberta de novos
medicamentos capazes de combater microrganismos que possivelmente ja se
encontram resistentes aos antimicrobianos presentes no mercado. Outra aplicacao
deste mecanismo de inibicdo seria no bloqueio da formacdo de biofilmes
bacterianos, aumentando a sensibilidade das bactérias as drogas e principalmente
ao sistema imunologico dos hospedeiros (ANTUNES, 2003).

Considerando a necessidade do controle de microrganismos, 0s mecanismos
de intervencdo que o sistema quorum sensing permite, seriam de grande valia na
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agricultura. Acredita-se que muitas bactérias associadas a plantas, sejam elas,
simbidticas ou patogénicas, utilizam os mecanismos de sinalizagdo como norteador
de sua sobrevivéncia e multiplicacdo no ambiente. Como as moléculas autoindutoras
produzidas por plantas podem também ativar os sistemas de quorum sensing de
bactérias causadoras de doencas, estudos revelam que estimulando-se a producao
precoce de fatores de viruléncia por essas bactérias, seria possivel permitir ao
sistema de defesa das plantas o reconhecimento destas moléculas e a consequente
eliminacdo da infeccdo de forma mais simples (ANTUNES, 2003; RUMJANEK et
al.,2004).

Até o momento, inUmeros mecanismos de quorum sensing foram descritos
nas diversas espécies bacterianas, porém sao necessarias novas pesquisas para
desmistificar este fendémeno tdo complexo e intrigante, a fim de ampliar a
compreensao deste mecanismo e até mesmo de sua inibicdo, para atuar
principalmente no controle de microrganismos indesejaveis e producdo de
metabdlitos prejudiciais aos alimentos, contribuindo na preservacdo e garantia de
qualidade destes produtos, além do controle da formacdo de biofilmes e a
manifestacéo de doencas infecciosas que representam risco a saude e bem estar do
homem.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Até a década de 60, acreditava-se que as bactérias fossem seres individuais,
independentes e incapazes de comunicarem entre si. Entretanto, com o
desenvolvimento da ciéncia, pesquisadores notaram que as bactérias podem se
comunicar e dimensionar sua populacdo, baseando-se por uma sinalizagdo quimica
como vocabulario. Este mecanismo de comunicacdo celular acontece devido ao
reconhecimento de concentracdes minimas de moléculas sinalizadoras ou
autoindutores, permitindo a distingdo entre as bactérias, a percepcdo do tamanho
populacional e, consequentemente, a modulacdo da expressdo de seus genes de
acordo com a densidade de células presentes no ambiente.

Por meio do sistema quorum sensing, diversas bactérias monitoram a
densidade populacional e modulam a expressdo de seus genes adequadamente, e
através disso, sdo capazes de regular uma série de comportamentos bacterianos e
caracteristicas fenotipicas, como a bioluminescéncia, esporulacdo, viruléncia,
conjugacéao, formacéao de biofilme e producéo de bacteriocinas.

Considerando este sistema elaborado de comunicacdo entre células,
dependente de densidade celular, o conhecimento de fendtipos controlados por este
mecanismo pode contribuir para a elucidacdo de processos importantes na
microbiologia de alimentos, envolvendo tanto os microrganismos deteriorantes
guanto os patogénicos.

Acredita-se que o quorum sensing esteja envolvido na deterioracdo de
alimentos, devido a presenca de moléculas sinalizadoras sintetizadas por diferentes
géneros de bactérias, incluindo muitos membros da familia Enterobacteriaceae,
isoladas de alimentos, como produtos carneos e leite. Quanto aos patdgenos
alimentares, diante do numero de doencas veiculadas por alimentos, envolvendo
principalmente microrganismos dos géneros Salmonella, Campylobacter, Listeria e
E. coli, alguns estudos vem buscando formas alternativas de intervencdo no
processo e principalmente mais qualidade aos produtos.

De acordo com as caracteristicas que o quorum sensing apresenta sobre 0s
microrganismos, uma das solucdes seria a interferéncia neste mecanismo de
comunicacdo das bactérias, impedindo ou dificultando assim sua multiplicacdo, a
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formacdo de comunidades bacterianas conhecidas como biofilmes em
equipamentos, utensilios e em alimentos, e até mesmo na expressao da viruléncia
do agente, o que seria altamente benéfica para a qualidade destes alimentos e
consequentemente para a saude do consumidor.

A compreensdo do processo de quorum sensing e a identificagcdo das
moléculas envolvidas nos diferentes sistemas de comunicacdo podem ser Uteis para
a ciéncia e principalmente para a industria, pois este fendmeno celular além oferecer
uma alternativa atrativa aos tradicionais antibioticos, vem aplicando técnicas
interessantes baseando-se na utilizacdo de conservantes naturais de alimentos e a
inibicAo do sistema dificultando a formagdo de biofimes em alimentos,
equipamentos e utensilios.

Diante do exposto, vale destacar que independente da aplicagédo prética, a
compreensao do quorum sensing amplia os conhecimentos sobre a microbiologia e
pode trazer novas idéias a respeito dos mecanismos de sinalizacdo e a consequente
evolucdo dos organismos.
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