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Los péptidos antibiéticos de origen eucariético (PAE) son
componentes esenciales de la inmunidad innata. Acttan
en secreciones, epitelios y fagocitos profesionales como
primera barrera defensiva frente a las invasiones por
patégenos. Su interés clinico se debe a dos de sus
caracteristicas generales: amplio rango de patégenos
susceptibles y muy baja induccion de resistencias. Ambas
se derivan de su mecanismo de accién: la permeabilizacion
de la membrana del patégeno por interaccién con los
fosfolipidos aniénicos de la cara externa de la membrana.
Se presenta una vision general de estos antibiéticos, con
especial énfasis en los de origen humano, incluyendo su
mecanismo de accion, las estrategias de resistencia, asi
como otras actividades no relacionadas con su funcion
microbicida. Finalmente se discuten las perspectivas e
inconvenientes para su inclusion como nuevos agentes en
terapias antiinfecciosas.
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Eukaryotic antibiotic peptides: A new alternative in clinics?

Eukaryotic antibiotic peptides are key components of
innate immunity. They act as a first barrier against
invading pathogens. Expectations about their clinical use
have been raised as they are active against a wide range of
pathogens, and unlikely to induce resistance. Both
characteristics are related to their lethal mechanism, based
on interaction with anionic phospholipids in the outer
facet of the cytoplasmic membrane of the pathogens,
leading to permeabilization. This review will especially
focus on antibiotic peptides of human origin. Their
mechanism of action, strategies of pathogen resistance,
and role in activities other than microbicidal effect will be
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described. Practical applications and prospects of future
use in anti-infectious therapy will also be discussed.
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La originalidad consiste en volver al origen.
A. Gaudi

Introduccién

El espectacular auge de las resistencias a antibiéticos
constituye, junto con los patrones de infeccién compleja
asociados a estados de inmunodepresién, una de las
probleméticas mas graves en la clinica antiinfecciosa.
Las soluciones se han limitado en gran medida a la
modificacion de estructuras antibidticas ya existentes o
a terapias de combinacion de varios farmacos, mientras
que el desarrollo de nuevos disefios de antibidticos o la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas han sido
notablemente inferiores.

Desde esta perspectiva, las caracteristicas ideales de un
antibidtico serian la dificultad de inducir resistencia y un
amplio rango de patdégenos susceptibles. Ambas las
cumplen los péptidos antibidticos de origen eucariotico
(PAE), presentes en toda la gama de organismos
pluricelulares, desde invertebrados y plantas hasta seres
humanos.

Su funcion en vertebrados superiores es colaborar con
otros componentes de la inmunidad innata (p. e€j.,
complemento o fagocitosis) para neutralizar, o al menos
retrasar, la diseminacion de los patégenos mientras se
organiza la respuesta antigenoespecifica. Esta requiere al
menos de 2 dias?; por su parte, una Unica bacteria que se
duplicara sin restriccion cada 50 min originaria 108 en
24 h2.

El presente trabajo expone los aspectos basicos de los
PAE y su posible incidencia clinica y farmacoldgica,
centrandose en los PAE humanos, los ensayados como
farmacos o aquellos que permitan documentar alguna
cuestion especifica.

Caracteristicas fundamentales

El tamafio medio de los principales PAE varia de 10 a
50 residuos; sin embargo, el limite es arbitrario, ya que
existe un rango continuo que incluye proteinas
microbicidas (lisozima, proteinasa G, calprotectina,

48



Rivas L. Péptidos antibidticos eucaridticos: ;una nueva alternativa en clinica?

TABLA 1. Grupos principales de péptidos antibidticos eucaridticos con secuencias y estructuras representativas

Péptido y especie zoolbégica

Secuencia*

Estructura secundaria**

Péptidos lineales a-helicoidales

Péptido Antimicrobiano
Catidnico de 18 KDa (CAP18)
(Oryctolagus cuniculus) (conejo)

Cecropina A (Hyalophora cecropia)
(mariposa de la seda)

Cecropina P1 (Sus scrofa)
(cerdo doméstico)

Magainina | (Xenopus laevis)
(sapo de espolones africano)

Péptidos ricos en un aminoacido infrecuente
Indolicidina (Bos taurus) (buey)

Péptido Rico en Prolina de
39 aminoécidos (PR-39)
(Sus scrofa) (cerdo doméstico)

Péptidos con puentes disulfuro***

GLRKRLRKFRNKIKEKLKKI*
KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK?
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR?

GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS

ILPWKWPWWPWRR?

RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP?

Estructura de CAP18

Estructura de indolicidina

Estructura de HNP-3

a-Defensina humana 3

DTYTRIPAC’rIAGERRYGT?IYQGRLWAFCE(T
]

(Human Neutrophil Peptide-3.-
HNP-3) (Homo sapiens)

Protegrina 1 (Sus scrofa)
(cerdo doméstico)

Polifemusina I (Limulus polyphemus)
(Cacerola de las Molucas)

Péptidos circulares (0-defensina)****
Defensina Theta de Rhesus-1
(RTD-1) (Macaca mulata)
(Mono Rhesus)

RGGRLTY RRRF Vj:GRa
RRWTFRV(EYRGF?YRKTRa

t"'GFTRTLC&RRGV?RTITTR""

~)

Estructura de RTD-1

*La representacion de la secuencia sigue el codigo de una letra para los aminoéacidos. Alanina (A); cisteina (C); aspartico (D);glutamico (E);
fenilalanina (F); glicocola (G); histidina (H); isoleucina (I); lisina (K); leucina (L), metionina (M); asparagina (N); prolina (P); glutamina (Q); arginina (R);
serina (S); treonina (T); valina (V); triptéfano (W) y tirosina (Y). La a minuscula al final de la secuencia indica amidacion del extremo carboxilo terminal

**Las estructuras secundarias se han obtenido a partir de los datos accesibles del National Center for Biotechnology Information NIH con el

programa Rasmol.
***|_os puentes disulfuro vienen indicados como lineas continuas.

****|_a linea discontinua sobre la secuencia RTD-1 sefiala la existencia de un péptido ciclico, con ambos extremos de la cadena unidos mediante un enlace

peptidico.

fosfolipasa A,, etc.) de tamafio considerablemente
superior. El nimero de PAE naturales descritos supera los
seiscientos®. Los Unicos rasgos comunes a la mayoria de
ellos son su alta carga neta positiva y su estructura
anfipatica, con delimitacion clara entre zonas polares e
hidrofébicas?.

Los PAE son codificados por genes y sintetizados por el
ribosoma como precursores que constan de un péptido
sefal, seguido de un propéptido anionico que evita la
citotoxicidad intracelular y, en el extremo carboxilo, la
secuencia madura activa. Sus modificaciones posteriores
son escasas®.

La clasificacién estructural de los PAE en grupos, con
ejemplos representativos de cada uno de ellos, se deta-
llan en la tabla 13, y los principales PAE humanos y su
distribucién anatomica en la tabla 2312, El procesamien-
to proteolitico de los PAE puede originar nuevas varian-
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tes con diferente actividad y especificidad. Como ejem-
plos, el péptido de neutrdfilo humano-2 (HNP-2) es una
degradacién de la HNP-1 por aminopeptidasas, asi como
muchas de las isoformas de histatinas de menor tamafio.
Toda la panoplia de PAE se complementa con proteinas
microbicidas!®'* como la calprotectina, que inhibe el cre-
cimiento bacteriano por disminucion de los niveles de Zn**
disponibles; la proteina bactericida por incremento de per-
meabilidad (BPIP), que permeabiliza las membranas en
gramnegativos, neutraliza el lipopolisacarido (LPS) y op-
soniza la bacteria; la lisozima, que ademas de degradar
el peptidoglucano posee actividad bactericida intrinseca
por su caracter cationico; la fosfolipasa A,, de neutroéfilos
y células de Paneth, que degrada preferentemente fos-
folipidos bacterianos; el inhibidor de proteinasas secretado
de leucocitos (SLPI), presente en numerosas secreciones,
con actividad microbicida en su regiéon aminoterminal,
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TABLA 2. Principales péptidos antibicticos identificados en seres humanos**2

Péptido | Secuencia Distribucion Actividad*
B-defensina hgD-1 GLGHRSDHYN?VSSGGQ(}LYSA?PIFTKIQGT?YRGKAK? K Epitelios cuténeo, bucal, G, G, F
(constitutiva) i renal gastrico, intestinal,
! orina, plasma
B-defensina hgD-2 GIGDPVTCLKSGAI?HPVFCI?RRYKQIGTQGLPGTK? KKP Epitelios dérmico, bucal G, G, F
(inducible) | i intestinal, urinario,
L respiratorio
a-defensina HNP-1 Al Y?RIPA?IAGERRYGT?IYQGRLWAF? Neutroéfilo G, G ,F
(constitutiva) 1
a-defensina HNP-5  QARAT Y(ERTGR(EATRESLSGV?EISGRLYRL? R Células de Paneth, tracto G, G,F
(constitutiva) 1 sexual femenino
0-defensina** “-RGICRCICGRGICRCICG- Pseudogen; reconstruccion  G*, G-, VIH
Retrociclina artificial
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES Neutroéfilo, medula 6sea, G, G, F
(a-helicoidal) queratinocitos
Histatina-1 DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN Glandula salivar G, F
Dermicidina SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSV Glandula sebacea G, G F
Hepcidina QRRRRRDTHFPICIFCCG (EHRSKSGM KT Higado, corazon cerebro, G, G F
orina. Implicada en precisa Zn?
absorcién de Fe?
I Trombocidina AELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQ Degradacion de la proteina  G*, G~
VEVIATLKDGRKICLDPDAPRIKKIVQKKLAGDES béasica de plaguetas
Lactoferricina GRRRRSVQWC  (disulfuro heterodimérico) Glandula mamaria G, G
AVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPIQCI
Péptido anidnico DDDDDDDDDD Pulmén. Prozimégeno G*, G-

pulmonar

de tripsina

*Actividad antibidtica: G*: grampositivos; G gramnegativos; F: fungicida, VIH (actividad antirretroviral).
**En retrociclina, al ser un péptido ciclico, el enlace peptidico entre ambos extremos de la cadena aparece en linea discontinua, mientras que los enlaces
disulfuros aparecen con linea continua, como en el resto de los péptidos que poseen dicho tipo de enlace en el resto de la tabla.

o la granulisina de linfocitos T citotdxicos y células ase-
sinas (NK), que interviene mediante accion citolitica di-
recta o induciendo apoptosis en células hospedadoras
de patégenos intracelulares.

Mecanismo de accién microbicida

Los PAE actuan rapidamente, reduciendo 3-5 log el
numero de colonias viables en los primeros minutos. Ello
va acompafiado de pérdida de homeostasia celular,
despolarizacion de la membrana y liberacion de
metabolitos intracelulares, debido a la interaccion de los
fosfolipidos con la estructura anfipatica del péptido®.

La especificidad del proceso se basa en el mayor
contenido en fosfolipidos anidnicos de la membrana
plasmatica de los patdgenos respecto a eucariotas
superiores, donde dichos fosfolipidos se hallan confinados
en la cara citoplasmica de la membrana, inaccesibles al
péptido. La ausencia de esteroles en la membrana
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bacterianay la presencia de un potencial de membrana
negativo en el citoplasma, son otros factores secundarios
de especificidad.

El modelo que mejor describe la accién de la mayoria de
PAE es el denominado “agujero de gusano”, esquematizado
en la figura 1. Comienza por una acumulacion de moléculas
de péptido en la cara externa de la membrana, por interac-
cién de sus cargas positivas con los fosfolipidos aniénicos. Al-
canzada una densidad critica de péptido, algunas moléculas
del mismo tenderian a orientarse perpendicularmente al
plano de la membrana, originando poros de estequiometria
variable con flujo de metabolitos y pérdida de asimetria de
membrana por intercambio de fosfolipidos entre ambas ca-
ras. En una etapa final, el poro transitorio se destruiria, re-
localizando el péptido a ambos lados de la membrana. En la
figura 2 puede observarse la afectacion de las membranas
de promastigotes de Leishmania donovani tratados con el
péptido antibidtico CA(1-8)M(1-18). El dafio de la membra-
na plasmatica es suficientemente extenso para provocar la
lisis del parasito y la salida del contenido intracelular.
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La accidon de los PAE es estequiométrica y no por
inhibicion enzimatica o de sistemas de adquisicién de
nutrientes, como la mayoria de antibidticos clasicos. Al ser
la membrana un sistema biolégico universal, intentar
disefiar péptidos més activos aumentando excesivamente
su afinidad por membranas ocasionaria pérdida de
especificidad y, con ello, efectos citotéxicos. Numerosos
intentos de manipulacion estructural no han conseguido
obtener concentraciones inhibitorias minimas (CIM)
inferiores a 1 wM ([13-10 wg/ml). Por otra parte, y en el
aspecto positivo, la induccién de resistencias exigiria un
cambio radical en la composicion de los fosfolipidos de la
membrana plasmatica, como diana de actuacion para los
PAE, con afectacion simultanea de los numerosos
sistemas enzimaticos y de transporte de ésta, procesos
altamente improbables.

En gramnegativos, los PAE deben primero desorganizar
la membrana externa, por interaccion con el
lipopolisacéarido aniodnico al igual que la polimixina, para
acceder a la membrana interna, su diana final?. Por otra
parte, la membrana no siempre es el objetivo final;
algunos PAE poseen dianas intracelulares especificas
(p. €j., la mitocondria para las histatinas).

Algunos PAE son activos frente a virus con membrana
como herpes, estomatitis viral, gripe y virus de la
inmunodeficiencia (VIH). El mecanismo de accién no
siempre implica la destruccion de la membrana, sino que
pueden inhibir la fusion viral” o la transcripcion.

La actividad in vivo de los PAE se ve modificada por fac-
tores ambientales. Niveles altos de Ca*™ o Mg**, alta salini-
dad, polisacaridos anidnicos (heparina o alginato bacteria-
no) o complejacion con proteinas tienen efecto inhibitorio.
La propia célula diana puede modular la accién microbicida
del PAE mediante enzimas de superficie (ADP-ribosila-
cion de la HNP-1; reduccion de disulfuros de la NK-lisina).
Por otra parte, las concentraciones locales de PAE secreta-
das por estimulo microbiano son muy superiores a las de
ensayos en fase fluida y pueden actuar sinérgicamente con
otros PAE, incrementando su eficacia letal®314,

Aunque PAE como las defensinas del neutréfilo, las
criptidinas, la B,-defensina o las histatinas se producen
constitutivamente en ausencia de estimulo; la biosintesis
de otros muchos PAE viene regulada a nivel de la
transcripcion del ARN mensajero (ARNmM) por estimulos
bacterianos o inflamatorios (LPS, lipoproteina bacteriana,
etc.) a través de vias de sefializacion complejas que pueden
variar con el tejido. La activacion de los PAE, sintetizados
como precursores, requiere la eliminacién proteolitica de
su prosegmento inhibidor mediante proteinasas
especificas. Los PAE como el LL-37, las defensinas
mieloides o las criptidinas se almacenan en granulos. Para
los dos primeros, la descarga en el fagosoma tiene lugar
tras la ingestion del patdgeno. Para las criptidinas, los
granulos se vierten a la luz de las criptas de Lieberkihn
tras estimulacion de las células de Paneth por bacterias o
estimulos colinérgicos debidos a la llegada de comida. A la
posterior distribucion de criptidinas a la luz intestinal y
zonas vecinas contribuye el flujo hidrico resultante de la
activacion de canales de CI- por las propias criptidinas®.
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Figura 1. Esquema del modelo de agujero de gusano para la permeabilizacion
de membrana por péptidos antibidticos eucaridticos. I) Acumulacién
electrostatica de péptido en la superficie; I1) formacion de poro transitorio; I11)
disolucion del poro. La distribucién de fosfolipidos se representa en diferentes
colores para sefialar el intercambio de éstos.
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Figura 2. Microscopia electrénica de promastigotes de Leishmania donovani
tratados con 12 pg/ml del péptido sintético hibrido cecropina A-melitina
CA(1-8)M(1-18). Obsérvese el dafio a la membrana plasmatica, con pérdida

del contenido intracelular para muchos de los organismos (Por cortesia de
A. Guineay P. Diaz-Achirica) (x 24.150).

Funcion fisiologica

La complejidad de la respuesta inmunitaria humanay
la coexistencia de diferentes PAE en una misma
localizacién dificultan la asignacion de la contribucion
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individual de cada uno de ellos. Sin embargo, hay
suficientes evidencias sobre su papel en las fases
tempranas de defensa:

1. El sindrome de deficiencia granulo-especifico,
caracterizado por la carencia de granulos azurdfilos, y en
consecuencia de defensinas, cursa con infecciones
frecuentes y graves en las personas que lo padecen; de
igual manera, los pacientes que padecen morbus
Kostmann, una deficiencia congénita recesiva que cursa
con neutropenia y ausencia de LL-37 en la saliva, padecen
infecciones recurrentes y periodontitis crénicas'’.

2. Hay correlacion entre los niveles de PAE y la
gravedad de la infeccion. Asi, la defensina
hBD-2 experimenta un incremento local en la neumonia,
en la infeccién por Mycobacterium avium-intracellulare,
acné o enteritis bacteriana. A la inversa, niveles bajos de
granulisina se asocian a la lepra diseminada en
comparacién con la tuberculoide, los de histatinas con
oromucositis por Candida albicans en pacientes con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), o
infecciones en quemadura por ausencia de hpD-2°.
Recientemente se ha descrito en la revista Science por
Zhang y cols la contribucion de las defensinas HNP1,
HNP2 y HNP3, al denominado factor antiviral
CD8 (CAF), que suprime la replicacion de VIH. Dicho
factor es producido por los linfocitos citotéxicos de aquellos
pacientes donde la enfermedad no progresa en afios y
mantienen la competencia inmunoldgica.

3. Laconcentracion fisiologica de los PAE es microbicida:
las criptidinas en las criptas de Lieberkihn y las defensi-
nas mieloides en el fagosoma superan los 3 mg/ml. Incluso
la B-defensina 1 bovina, un PAE secretado constitutiva-
mente, alcanza de 20 a 100 png/ml en el epitelio lingual.

4. Se ha observado correlacion entre gravedad de la
infeccion y anulacion de la actividad de los PAE, p. ej., en
raton por knock-out de genes de PAE como B-defensina
1 0cnbD-1 (equivalente murino de LL-37), o de enzimas de
procesamiento. La controvertida mayor salinidad del
fluido broncoalveolar en pacientes de fibrosis quistica
seria responsable de la inhibicién de la actividad de la
hgD-1!. También se observa correlacién significativa
entre resistencia a PAE y gravedad de la infeccién,
demostrada para estreptococo respecto a LL-37%°, para
Salmonella respecto a criptidina o para Staphylococcus
aureus respecto a la proteina béasica de plaquetas.

Mecanismos de resistencia microbiana

Los PAE no constituyen una panacea universal contra
las infecciones. La resistencia de determinadas cepas o
especies se restringe a una determinada clase de PAE. En
general, estos fendmenos son constitutivos o inducidos por
otros estimulos; pero muy raramente se asocian a la
induccion por presencia de PAE?.

La expresion de hgD-1y LL-37 es inhibida por Shigella
a través de su ADN plasmidico por un mecanismo todavia
desconocido. La infeccion por Yersinia inhibe, a través de
mecanismos de secrecion tipo 111, la sefalizacién por via
NF-kB, esencial para la expresion de numerosos PAE.

Por otra parte, el patégeno puede impedir el acceso del
PAE a la membrana plasmatica mediante barreras
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fisicoquimicas. Entre éstas, la més externa es la matriz del
biofilm bacteriano, particularmente rica en alginato
anionico. EI LPS puede presentar modificaciones que
impidan su interaccion con PAE?l. Su ausencia en
Treponema denticola, una mayor longitud del antigeno O en
S. tiphymurium y Burkholderia cepacia, o su sustitucion con
grupos aniénicos -—acido wurénico en Bordetella
bronchiseptica o fosforilcolina en Haemophilus influenzae—
provocan resistencia a los PAE.

La activacion de los sistemas PhoP-PhoQ y PMrA-PMrB
de Salmonella?, relacionados con la virulencia, ocasionan
resistencia de la bacteria a PAE, por palmitoilaciéon
adicional del lipido A que disminuye la fluidez de la
membrana externa y dificulta la penetracion del PAE, asi
como por reduccion de los sitios anionicos de unién de PAE
en el lipido A. La disminucion de carga negativa en el
peptidoglicano de grampositivos también implica una
mayor resistencia de S. aureus a los PAE?, rasgo también
asociado a una mayor capacidad de colonizacion de
superficies.

El alto contenido en proteasas en Proteus y Serratia es
causa de su baja susceptibilidad a los PAE?. Otros ejemplos
son la proteasa pgtE en Salmonella, la OmpT en Escheri-
chia coli, ambas de membrana externa y dependientes de
PhoP-PhoQ%, o la cisteinproteasa de Porphyromonas gin-
givalis, que degradan histatinas®. Otras bacterias poseen
proteasas que actian sobre la matriz extracelular de las
células eucaridticas, liberando fragmentos del polisacarido
anionico dermatéan sulfato que neutraliza la actividad del
PAE.

En mutantes de S. aureus resistentes a LL-37, la
conjugacion de fosfatidilglicerol a lisina supone la
conversion de un fosfolipido aniénico en cationico,
impidiendo la unién de LL-37 a la membrana interna.
Otros mecanismos de resistencia, descritos en Neisseria,
Salmonella, Vibrio flescheri, S. aureus y Yersinia?® actian
mediante extrusion de péptidos unidos a la membrana por
sistemas de transporte dependientes de energia.

Otras actividades

Control de la flora bacteriana

La inhibicién de la produccion de PAE en anfibios
determina infecciones entéricas por flora bacteriana de
piel y boca®?. En mamiferos hay resultados dispares sobre
la estimulacion de produccion de PAE por la flora local: la
expresion de criptidinas es idéntica en ratones crecidos
en ausencia o presencia de microorganismos??, la de
hpD-2 en epitelio bucal se estimula por el comensal
Fusobacterium nucleatum, mientras que en otros tejidos
epiteliales solo es inducida por bacterias patégenas.

Accidén antiendotoxica

La interaccion de PAE con LPS y acidos teicoicos inhibe
efectos como la produccién de factor alfa de necrosis
tumoral (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1). Los PAE impiden
la union del LPS a la proteina de unién de
lipopolisacarido, que cataliza su transferencia a CD14 y
dispara las correspondientes vias de transduccion de
sefiales!. Una consecuencia importante es que la
eliminacion bacteriana causada por PAE cursa con baja
respuesta inflamatoria y ausencia de shock endotoxico,
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en contraposicion a otros antibidticos clasicos, que
promueven la liberacion de LPS?.

Cooperacion de los PAE con la inmunidad
antigeno especifica

Las a- y B-defensinas y LL-37 son quimiotacticos para
otras células del sistema inmunitario a concentraciones
muy inferiores a las microbicidas®; HNP1y HNP2 lo son
para las células T y los monocitos; hgD-1y hgD-2 para
las células dendriticas inmaduras, pero no para las
maduras; hgD-3 para los monocitos periféricos y
macroéfagos, y hgD-4 para monocitos?®. En ciertos casos se
han identificado los respectivos receptores; la homologia
estructural entre quimiocina 6 y hgD-2 les permite
compartir el receptor CCR6. La relacién PAE-quimiocina
es reciproca; las quimiocinas inducidas en monocitos por
interferon gamma (CXC9, CXCL10 y CXCL11) son
microbicidas, asi como las trombocidinas procedentes del
procesamiento de quimiocinas plaquetariast?. La
guimiotaxis se activaria so6lo cuando la actuacién
microbicida, ya sea por PAE o quimiocinas, fracasara; las
células presentadoras atraidas por el quimiotactismo se
encontrarian fragmentos de patdgeno unidos a PAE o
quimiocina, favoreciendo su union a la superficie, su
posterior procesamiento y, finalmente, su presentacion
antigénica®.

Otras actuaciones de los PAE en la respuesta
microbicida global son la inhibicion de producciéon de
cortisoles por HNP, la liberacién de histamina de células
cebadas y la promocién de la regeneracion tisular?.

Aplicaciones farmacoldgicas de los PAE

Las expectativas creadas por la actuacion de los PAE
en la Naturaleza y en modelos animales con protegrinas,
histatinas, magaininas y cecropinas*®#° han promovido
una extensa investigacion tendente a su aplicacion clinica.

La interaccion farmaco-membrana como base de la
actividad microbicida del primero se ha descrito para
polimixina, gramicidina? o anfotericina B. La novedad de
los PAE respecto a estos farmacos radica, primero, en su
menor citotoxicidad y, por otro lado, y ahi reside quiza su
principal ventaja, en el amplio rango de patdgenos
susceptibles, ya que es muy frecuente que un mismo PAE
actle en grampositivos y gramnegativos y ademas sea
fungicida“. So6lo hay ejemplos concretos de resistencia
cruzada para polimixina B y PAE, debido a que comparten
el mecanismo de autopromocion a través de la membrana
externa, pero Unicamente los PAE permeabilizan la
membrana interna a su CIM, permitiéndoles actuar sobre
cepas resistentes a polimixina B?. Respecto a la
gramicidina, los PAE poseen una mayor especificidad e
indice terapéutico, al ser mas catidnicos y discriminar
mejor entre membranas con fosfolipidos anidnicos o
neutros en la capa externa. La accion letal de anfotericina
B requiere su interaccion con el ergosterol de la
membrana. La sustitucion de éste por otro esteroide
analogo es relativamente asequible, comparado con el
cambio dréastico (aunque no imposible?®) de fosfolipidos
preciso para lograr una resistencia frente a los PAE.

Ademas de su actuacion sobre cepas multirresistentes?,
los PAE pueden revertir estas resistencias mediante al
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TABLA 3. Estrategias de optimizacion de péptidos antibi6ticos
para su aplicacion farmacoldgica

Busqueda de nuevos cabezas de serie

Busqueda funcional de PAE en nuevos organismos y
localizaciones anatémicas

Identificacion de areas anfipaticas en proteinas

Técnicas combinatoriales: peptidotecas sintéticas y de expresion
en fagos

Identificacién de estructuras consenso en bases de datos de PAE

Optimizacion del disefio de PAE seleccionados

De su secuencia primaria: definicion de residuos clave
y secuencia minima activa; obtencion de péptidos hibridos
por combinacién de secuencias de diferentes PAE, acilacion,
ciclacion, inclusion o eliminacion de puentes disulfuro.
Inclusién de analogos de aminoacidos no naturales
(betaaminoacidos, peptoides)

De su estructura secundaria: carga, hidrofobicidad, contenido en
hélice alfa, sustitucion selectiva de aminoacidos por sus
analogos de la serie D

Optimizacioén de su actuacion microbicida in vivo
Resistencia a la degradacién proteolitica
Actuacion en condiciones de alta salinidad
Actuacion en presencia de biofilms

Optimizacion del modo de utilizacion clinica de PAE

Administracion farmacolégica de PAE: posologia, via de
administracion, vehiculizacion de PAE (acomplejamiento con
polimeros biodegradables [xantano, mucina, lipoproteinas
biomateriales] liposomas, eritrocitos)

Terapia génica: adenovirus, retrovirus, lipofeccion con ARNm

Optimizacion de la produccién de PAE (bioseguridad, coste
econémico)
Sintesis quimica: en fase sélida o liquida, quimica Fmoc o t-Boc
Produccién recombinante:
Microorganismos: bacterias, levaduras, lineas celulares de
mamiferos
Produccién en organismos transgénicos: ganado, plantas

PAE: péptido antibidtico de origen eucariético.

menos dos mecanismos: a) en gramnegativos, la
destruccion de la membrana externa facilita el acceso de
otros farmacos clasicos a sus dianas intracelulares y b)
los PAE causan deplecidn de adenosintrifosfato (ATP)
intracelular, impidiendo la expulsion de farmaco por
sistemas de transporte dependientes de energia. Existen
numerosos ejemplos de estas sinergias: betalactamicos
mas magainina sobre E. coli; buforina mas azitromicina
sobre Cryptosporidium parvum, o mas cefazolina frente a
S. epidermidis, histatina 5 méas anfotericina B frente a
Candida®. Otro modo de actuacidon sinérgica es la
combinacion de PAE: magainina 2 mas taquiplexina,
HNP-1 mas LL-378 0 hBD-2 mas lisozima o lactoferrina; la
capacidad de esta ultima para secuestrar Fe* permite
inhibir la formacion de biofilms?.

La estructura nativa de los PAE puede ser modificada
para optimizar cualitativa y cuantitativamente la
actividad microbicida, la vehiculizacion farmacolégica o los
costes de produccion. Las estrategias utilizadas en este
proceso se enumeran de forma muy concisa en la
tabla 3242728,

La optimizacién por actuacién sobre la estructura
secundaria del PAE se ha circunscrito casi exclusivamente
a los péptidos lineales helicoidales. El retrato-robot de un
PAE ideal de esta clase seria un péptido helicoidal de talla
reducida (< 20 residuos), con carga positiva pero no
excesivamente alta y con alta anfipaticidad (segregacion
entre areas polares e hidrofébicas).
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TABLA 4. Industrias farmacéuticas con investigacion y ensayos de PAE y sus analogos

Péptido* | Compafiia | Fase | Aplicaciones clinicas
rBPI1-21 (Neuprex®) (fragmento de BPI) XOMA Corp + Baxter 1 Antiendotoxémico en meningitis infantil
1B-367(Iseganan”) (derivado protegrina) Intrabiotics 11 Oromucositis tras tratamiento antitumoral

T-1249 (derivado de taquiplexina) Trimeris-Roche

P-113L (derivado de histatina) Demegen

P-113D (derivado de histatina Demegen
con aminoé&cidos D)

D2A21 (derivado de cecropina) Demegen

MBI-226 (?)**
MBI-594AN (?)**

Pexiganan (derivado de magainina),
ensayado bajo el nombre de Locilex"

Etd-1 (PAE de insecto)

Micrologix Biotech
Micrologix Biotech
Gaenera-SM&B

Entomed

de cabezay cuello
1 SIDA (inhibicién unién virus)
11 Mucositis oral (colutorio)
1 Candidiasis oral

| Nebulizador oral para pacientes
de fibrosis quistica

| Infeccién en heridas y quemaduras
0 Microbicida vaginal

Esterilizacion de cateterismo intravenoso central
11 Crema contra el acné

Crema para Ulceras de pie de diabético
(fase 1V rechazada por la FDA)

0 Antifangico

*Los datos se han obtenido de las paginas web de las respectivas compariias. Consta el nombre comercial cuando existe, asi como el PAE origen del

derivado ensayado.
**Estructura no revelada por la correspondiente compafia farmacéutica.

PAE: péptido antibiético de origen eucaridtico; SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida; FDA: Food and Drug Administration.

El precio de un PAE de sintesis es, incluso a escala
multigramo, 10 veces el de un antibiético convencional?.
La produccion recombinante de éstos ha conseguido un
numero importante de éxitos, por lo general bajo formas
inactivas para la bacteria productora, que son
posteriormente procesadas. También se ha logrado su
expresion transgénica en la leche de ratén?.

Una de las aplicaciones de los PAE con mas futuro es la
terapia génica antiinfecciosa?®, imposible para la totalidad
de los otros antibidticos. La transferencia de hCAP18/LL37
a explantos de epitelio respiratorio de pacientes con
fibrosis quistica incrementa de tres a cuatro veces los
niveles de LL-37 y permite recuperar la actividad
bactericida perdida, independientemente de la salinidad
del medio extracelular. Ratones infectados por
adenovirus con el gen del mismo péptido muestran una
supervivencia muy superior frente a neumonia por
P. aeruginosa o septicemia por E. coli. Aumentando los
niveles de histatina en saliva por infeccién bucal con el
correspondiente adenovirus recombinante disminuye la
incidencia de placas y gingivitis en perro. Mas elaborada
aun es la expresion inducible en ratones transgénicos de
Shiva 1, un analogo de cecropina, lograda bajo el
promotor de IL-2, que permite manipular, de forma
externa o como producto de la infeccion, el grado de
expresion del PAE, evitando posibles dafios patologicos o
incluso creacion de autoinmunidad contra éste. Dichos
ratones transgénicos son altamente resistentes a la
infeccion con Brucella abortus. Los macréfagos humanos
carecen de defensinas mieloides; la expresion de
HNP-1 mediante infeccion con retrovirus o de
hBD-2 mediante transfeccion con ARNm causa la
eliminacion de Histoplasma capsulatum y de M.
tuberculosis. Por ultimo, la expresiéon de melitina en
células HelLa disminuye en un 40% su infeccion por
Chlamydia o Mycoplasma.

La inclusion de PAE en biomateriales utilizados en
protesis se ha probado con éxito en resinas dentales de
polimetilmetacrilato conteniendo histatina, como
prevencion frente a Candida. El mismo péptido,
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complejado a mucina salival o xantano, proporciona una
liberacion mas controlada en la cavidad oral y aumenta
su resistencia a las proteasas de los patogenos. Una
estrategia similar se ha ensayado con inclusion de
polimixina en el cemento acrilico de protesis déseas. El
encapsulamiento de indolicidina en liposomas neutros
elimina Aspergillus en macrdéfagos. La impregnacion
previa con buforina de implantes vasculares reduce
notablemente la tasa de infeccion por S. epidermidis. La
misma estrategia se aplica a los cultivos artificiales de piel
para quemaduras y heridas extensas; aunque los
queratinocitos son per se productores de hpD-2, la
sobreexpresion de ésta mediante ingenieria génica
disminuiria la tasa de fracasos de implantes por infeccion.

La acumulacion masiva de PAE sobre la superficie del
patdégeno, base de su accion letal, se ha aprovechado para
la identificacion de focos infecciosos mediante marcaje del
péptido con *°Tc?.

La falta de datos sobre la farmacocinética de los PAE
obedece a los escasos ensayos clinicos realizados hasta la
fecha, resumidos en la tabla 4. Ademas de su elevado
coste, otro de los principales problemas de la
farmacocinética de los PAE radica en su dificil acceso a
capas profundas del tejido. Como posibles soluciones se
han propuesto la terapia génica o la conjugaciéon a
transportanos, péptidos capaces de atravesar la
membrana sin necesidad de receptores y que pueden
introducir incluso enzimas en el interior celular.

Conclusiones y perspectivas

En los apartados anteriores se ha enfatizado la
importancia de los PAE como nueva alternativa
guimioterapéutica. A pesar de sus obvios atractivos,
conviene introducir un contrapunto sobre un excesivo
optimismo en este tema.

La presencia de PAE en toda la escala evolutiva
demuestra su importancia como arma universal frente a
la infeccion. Sin embargo, estudios de “arqueologia
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molecular” demuestran que los PAE han sufrido una
fuerte y constante modificacion, tendente a la
conservacion de su eficacia frente a la légica evolucion de
la virulencia bacteriana. Las diferencias en la
conservacion de secuencias entre rata y ratén, o la
localizacién exclusiva de histatina en hominidos, asi lo
atestiguan. Un caso dramatico en este proceso ha sido la
pérdida de expresion en seres humanos de retrociclina
(tabla 2)" un péptido capaz de inhibir la infeccién por VIH
del cual existen versiones analogas en primates, que
ofrecen nuevas perspectivas no sélo en el posible
tratamiento de la enfermedad, sino en el origen y posibles
reservorios salvajes de ésta’.

Otra incertidumbre nace del delicado equilibrio entre la
flora bacteriana local y los PAE presentes en su habitat??.
La utilizacion indiscriminada de PAE puede conducir
tanto a un desequilibrio de aquélla, con colonizacion
preferente de otras especies mejor adaptadas, como al
desarrollo y propagacion de mecanismos de resistencia
gue ocasionen la transformacion de comensal en patégeno
o de fenotipo susceptible a resistente a los PAE.

El conocimiento actual sobre los PAE es muy
fragmentario. Las nuevas técnicas genomicas han
permitido el descubrimiento de mas de 20 secuencias de
posibles defensinas®, pero se desconoce si pueden existir
otros PAE con estructuras muy diferentes a las conocidas y
cuya identificaciéon haya sido ignorada por una posible
actuacion muy localizada o efimera, por actuar a muy baja
concentracion, o ser inducido por un patégeno o estimulo
muy concreto.

Otra importante faceta aun insuficientemente
explorada de los PAE son sus mecanismos “secundarios”
de actuacion, como por ejemplo, su interaccion con el
sistema inmunitario, o la recientemente descrita con el
sistema endocrino por parte de la hepcidina, que
complican extraordinariamente la definicion de su papel
fisiolégico y plantean incdgnitas sobre la existencia de
repercusiones insospechadas en su actuacion clinica. En el
150 aniversario de Antoni Gaudi, los PAE nos desafian a
modo de un complejo trencadis fisiolégico, donde las
incertidumbres coexisten con sugerentes posibilidades,
planteando en conjunto una nueva vision de la infeccion
que deberemos resolver y explotar en los proximos afios.
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