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RESUMEN.

La mayoria de organismos como plantas, insectos y mamiferos, conviven
diariamente con una gran cantidad de microorganismos tanto patégénos como no
patégenos. En el curso de su evolucién, estos organismos han desarrollado una serie de
estrategias para evitar la infeccién causada por microorganismos patégenos, que a su vez
han evolucionado para sobrevivir. Dichas estrategias conforman el Sistema
Inmunolégico, que estd compuesto por la Respuesta Inmune Innata (RII) y la Respuesta
Inmune Adquirida (RIA). En la primera de estas respuestas se incluyen los Péptidos
Naturales Antimicrobianos (PNA’s). Estos péptidos poseen cargas positivas (cationicos)
que les permiten unirse a los fosfolipidos ceirgados negativamente y que se encuentran en
las membranas externas de los microorganismos.

Los PNA’s se clasifican de acuerdo a su conformacién estructural o al organismo
que los produce, aunque por el momento no existe una clasificacién general que sea
aceptada en su totalidad. Los péptidos pueden ser inducibles, y algunos de ellos se
expresan constitutivamente.

El mecanismo mediante el cual los PNA’s eliminan a los microorganismos es
‘mediante 1a formacién de poros en la membrana externa de los agentes infecciosos, tanto
en bacterias con pared como en las que no lo tienen. En la actualidad sel conocen tres
modelos para explicar la acci6n antimicrobiana de los PNA’s, estos son: de barril, de
canal agregado y de alfombra. Su accién microbicida incluye a bacterias Gram +,
bacterias Gram -, algunas especies de hongos y algunos virus envueltos.

Debido al mecanismo de accién que presentan los PNAs, resulta dificil para los

microorganismos modificar Ia estructura de su membrana mediante alguna mutaci6n, por
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lo que estos péptidos tienen un gran potencial como agentes terapéuticos. En los tltimos
afios se han investigado algunas otras propiedades de los PNA's y se ha comprobado que
ademds de ser microbicidas, también funcionan como mediadores entre la RII y la RIA,
participan en la proliferacién celular y presentan a su vez propiedades angiogénicas.

Por lo anterior, en los dltimos afios se han incrementado considerablemente las
investigaciones tanto para descubrir nuevos péptidos y nuevas propiedades como para su
posible utilizacién terapéutica.

Durante la realizacién de este trabajo, la metodologia utilizada para recavar la
informacién fue la revisién de articulos recientes obtenidos de diversas fuentes, como lo
son revistas especializadas, consulta de articulos via intemnet asi como visitas a diferentes
bibliotecas.

El objetivo principal de este trabajo es el dar a conocer informacién bésica y
actual relacionada con los péptidos naturales antimicrobianos para contribuir a un
conocimiento mas amplio sobre este tema, debido a su importancia biolégica y médica

que han obtenido durante los wltimos afios.



1-INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

El sistema inmune (SI) de los seres vivos esta equipado con una serie de mecanismos
que los protegen de los microorganismos patdgenos, que de otra forma, debido a su nivel
evolutivo, tomarian ventaja para dafiar al huésped. La evolucién ha hecho que el SI desarrolle
respuestas en contra de cualquier elemento extrafio 6 peligroso. La respuesta inmune en los
vertebrados se divide en dos grandes categorias: Innata y Adaptativa. La respuesta inmune innata
(RII) es considerada la primer linea de defensa, presénta un reconocimiento de amplio espectro y

una répida eliminacién de los microorganismos invasores.

Las evidencias mas recientes indican que las células del sistema inmune innato pueden
regular a la Respuesta Inmune Adquirida (RIA) al identificar las proteinas microbianas y
activar, a través de macréfagos y células dendriticas, a los linfocitos T que atin no han tenido
contacto con el antigeno (Fearon, 1997; Medzhitov, 1997). Debido a que las respuestas
pat6geno-especificas de la RIA ocurren lentamente, las células de la Respuesta Inmune Innata
(RII) cuentan con sustancias antimicrobianas que actian rapidamente y controlan el crecimiento
de un gran ﬁﬁmero de microorganismos potencialmente patégenos. Otras sustancias causan dafio
estructural en su membrana como hacen los péptidos naturales antimicrobianos (PNA’s) (White
S.H., 1995). Estos péptidos, presentan una funcién muy importante contra microorganismos

patégenos (Gallo, 1994; Harder, 1997; Medzhitov, 1997).

Los organismos eucari6ticos como plantas, invertebrados y vertebrados (incluidos los
humanos) conviven normalmente con microorganismos que usualmente no infectan al
hospedero. La razén de lo anterior, se¢ debe a la existencia de las barreras fisicas y a la

produccién de los péptidos antimicrobianos que funcionan como un escudo quimico controlando



¢l crecimiento de los microorganismos patégenos y juegan un papel primordial para eliminarlos

en las primeras fases de la infeccién (Matzinger, 2002).

.La barrera de péptidos antimicrobianos es una parte esencial eﬁ la RII (Beutler, 2000).
Estos péptidos son constitutivos e inducibles, por sustancias secretadas por microorganismos. La
mayoria de estos eliminan a los microorganismos al formar poros en su membrana celular
(Schroder., 1999). Los primeros indicios de que existian péptidos catiénicos con actividad
microbicida fueron en las plantas. Desde hace 50 afios se sabe qﬁe las tioninas realizan una
funcién antimicrobiana en las plantas e inhiben el crecimiento de bacterias y hongos in vitro
(Stuart, 1942.). Ademas en 1972 por primera vez se demostré que las tioninas inhiben el
crecimiento de un niimero considerable de bacterias patdgenas sugiriendo por lo tanto que este

péptido juega un papel protector muy importante. (Fernandez de Caleya, 1972)

Los primel;os trabajos que se realizaron en el campo de los péptidos antimicrobianos en
animales fueron -reportadosv a principios de los 807s, en el laboratorio de Hans Boman y
colaboradores, ellos inyectaron bacterias a pupas de un tipo de polilla del género Cecropia,
después de siete dias detectaron en la hemolinfa de las pupas la presencia de un péptido catiénico
de 37 aminoécidos con actividad antimicrobiana hacia las bacterias Gram-negativas (Steiner,

1981).

A mediados de los 80’s Robert Lehrer y colaboradores reportaron las estructuras de una
clase abundante de péptidos almacenados en células polimorfonucleares de humanos y conejos.
Estos péptidos llamados defensinas presentaban actividad antimicrobian contra bacterias Gram-

negativas y Gram-positivas (Selsted, 1985; Selsted, 1984).



En 1987 Michael Zasslof descubri6 que la piel de la rana Xenopus laevis contenia
glandulas multicelulares ricas en péptidos catidnicos antimicrobianos, mismos que denominé
magaininas (Zasloff, 1987). Estos péptidos alteran la permeabilidad de las células bacterianas
causando un transtorno en el metabolismo y provocando lisis celular. (Boman, 1995). El
mecanismo implicado de la accién antimicrobiana es abordado por Matzuzaki en 1997 y explica

como los PNA's interactdan con la membrana citoplasmatica debido a su carga positiva.

En la década de 1990, hubo una ripida expansién en el campo de los péptidos
antimicrobianos. Actualmente, ademds de estar bien establecido que las respuestas de péptidos
antimicrobianos son un elemento comin en los phyla inferiores, se han reconocido sitios de

produccidn de estos péptidos en mamiferos (Gallo, 1998).

El presente trabajo pretende recopilar la informaci6n bésica existente con relacién a los
péptidos naturales antimicrobianos, que son parte esencial de la RII, para contribuir a un
conocimiento mas amplio sobre este tema que durante los ultimos afios ha tenido gran

importancia biolégica y médica.

2.-PRINCIPIOS DE LA INMUNIDAD INNATA.

La inmunidad innata proporciona al hospedero una importante y rdpida primera linea de
defensa que impide la invasién de los patégenos y/o su diseminacién en el organismo, previa a la
RIA. Los lipopolisac4ridos (IPS), peptidoglicanos y 4cidos lipoteicoicos (LTAs) son moléculas
que se encuentran en la superficie de las bacterias, pero no en las células eucariéticas por lo que
su reconocimiento especifico por el sistema inmune innato indica la presencia de una infeccién

(Janeway, 1989; Janeway, 1992). La RII utiliza poblaciones de células: asesinas naturales,
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células dendriticas, macréfagos y polimorfonucleares asi como componentes solubles: péptidos
antimicrobianos, sistema del complemento, factor de necrosis tumoral (TFN), interleucina 1 (IL-
1), interleucina 12 (IL-12) e interleucina 18 (IL-18) para la eliminacién de elementos extrafios o

propios que pongan en peligro la superviviencia del huésped.

Tradicionalmente se ha considerado q;xe la inmunidad innata produce una répida e
incompleta defensa antimicrobiana en el huésped hasta que se genera la RIA mds lenta pero
_definitiva. También tiene un papel adicional para determinar a qué antigenos responde laRIA y
la naturaleza de esa respuesta, distinguiendo entre diferentes clases de bacterias patégenas, virus
y hongos. Los distintos componentes de la RII ademés de sus funciones de defensa e
inmunorregulacién de las respuestas adaptativas, juegan un papel importante en el desarrollo de
los procesos autoinmunes (Fearon, 1997; Shi, 2001). Las c€lulas del SLI estén localizadas en los
bordes epiteliales y reconocen antigenos no procesados, carbohidratos o 4cidos nucleicos
expresados por los patdgenos utilizando diferentes receptores. En cambio los linfocitos T y B
expresan receptores antigeno-especificos como parte de la RIA pero es la inmunidad innata la
que enseia a éstas células antigeno-especificas a reconocer que elementos necesita una respuesta

inmune (Hoffmann, 1999)

BARRERAS EXTERNAS EN CONTRA DE INFECCIONES:

La forma m4s sencilla que tiene un organismo de evitar alguna infeccion es el evadir el
ingreso del microorganismo al cuerpo. La primera linea de defensa es la piel, la cual es
impermeable a la mayoria de los agentes infecciosos. Niimerosas bacterias no pueden sobrevivir

mucho tiempo en la piel debido a los efectos inhibitorios de ciertas sustancias como son el 4cido
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lactico, los 4cidos faticos y los péptidos antimicrobianos, ademés del pH bajo existente en este

tipo de secreciones (Beutler, 2000)

El moco secretado por las membranas que se encuentran en laé superficies internas del
cuerpo actlia como una barrera de proteccién, para bloquear la adherencia de las bacterias hacia
las células epiteliales. Una vez que han sido atrapadas por el moco, las bacterias son eliminadas
mediante movimientos mecanicos como lo son el movimiento ciliar, el toser o estornudar.
Muchos de los fluidos corporales que se secretan contienen componentes bactericidas como el
4cido en los jugos géstricos, la espermina y el zinc en el seﬁen, la lactoperoxidasa en leche, las
lisozimas en lagrimas, secreciones nasales, saliva, y como una linea de defensa importante se ha
comenzado a estudiar extensivamente durante la dltima década, los péptidos naturales
antimicrobianos que se eﬁcuenttan en muchas de las secreciones ya mencionadas anteriormente

(Roitt, 2001).

Si los microorganismos llegan a penetrar estas lineas de defensa se activan otros tipos

celulares.

COMPONENTES CELULARES DEL SISTEMA INMUNE INNATO

Los polimorfonucleares: (PMN) son células pertenecientes al SII, contienen grénulos
citoplasméticos con un miicleo lobulado caracteristico, existen tres tipos de PMN: neutréfilos,

baséfilos y eosinéfilos.



NEUTROFILO :

Se origina de una célula madre hematopoyetica precursora de otros elementos celulares
de la sangre, es la céluia blanca dominante en el torrente sanguineo. Es una c€lula que no se
divide y presenta vida corta, su niicleo posee miltiples niicleos lobulados en forma de collar de
cuentas y en su citoplasma se encuentran granulos que no se tifien mediante técnicas
histolégicas, como son la hematoxilina-eosina a diferencia de los granulos de los eosindfilos y
baséfilos. Estos granulos pueden ser de dos tipos: los granulos azuréfilos que se desarrollan en
una fase temprana, éstos tienen uné morfologia lisosomal clésica y contienen mieloperoxidasa
junto con la mayoria de moléculas efectoras antimicrobianas no-oxidativas incluyendo las
defensinas, las cuales son péptidos antimicrobianos que incrementan la permeabilidad -de la
membrana bacteriana y los grinulos secundarios especificos que contienen lactoferrina, gran
cantidad de lisosima, fosfatasa alcalina y citocromo 5358 de uni6n a membrana. Las reservas de
glucégeno pueden ser utilizadas durante la glucélisis permitiendo a los neutréfilos funcionar bajo

condiciones anaerébicas (Roitt, 2001).

BASOFILO:

Los baséfilos son células redondas cuyo tamaiio oscila entre 10 y 13 um, el nicleo de cromatina
denga posee genéralmente dos o tres 16bulos unidos por puentes cromatinicos, en ocasiones
dificiles de visualizar debido a la presencia de muchas granulaciones baséfilas propias de esta
célula. Los granulos basdfilos se disponen encima del ndcleo con un tamaiio entre 0.2 y 1pum,
adquiere una coloracion rojo violdcea obscura y tiene una forma poligonal. En ocasiones los
granulos baséfilos se disponen en el interior de las vacuolas citoplasmiticas y presentan
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metacromasia (diferencia de coloracién) con los colorantes azul de metileno y azul de toluidina
adquiriendo una tonalidad rojiza mientras que el resto de las estructuras celulares se tifien de
color azul. La metacromasia se debe a la riqueza de estos granulos en mucopolisacéridos 4cidos
sulfatados, ricos en histamina, heparina, gluc6geno y determinadas enzimas (peroxidasa). A
diferencia de los mastocitos, éstos no contienen cloacetatoesterasa, ni fosfatasa alcalina. Otra
caracteristica diferencial entre los granulos baséfilos y los del mastocito, es la solubilidad de los
primeros por lo que ei citoplasma del baséfilo aparece en ocasiones con nimerosas vacuolas que

no son mas que granulos parcialmente extraidos (Janeway, 2001a).

EOSINOFILO:

Los eosindfilos tienen un tamafio similar a los neutr6filos, se caracterizan
morfol6gicamente por contener en su citoplasma grénulos acidéfilos. Dichos granulos tienen una
forma redonda de entre 0.5 y 1.5 pm, ocupan todo el citoplasma de la célula y se tifien de color
naranja o marrén anaranjado con las coloraciones panépticas. A diferencia de los grénulos
baséfilos nunca se disponen por encima del niicleo. Desde el punto de vista ultraestructural los

eosinéfilos poseen distintos tipos de granulaci6n:

1-Primaria: Se localiza la lipofosfolipasa también denominada proteiﬂa del cristal de Charcot
Leyden, éstos granulos no tienen centro cristaloide y constituyen aproximadamente un 5% de la

granulacién del eosinéfilo.

2-Secundaria: Con centro cristaloide que representa més del 95% de la granulacién en el

eosiné6filo maduro.



3- Microgrénulos o estructuras tubulovesiculares: Son ricos en fosfatasa 4dcida y proteinas
catiénicas, citoquimicamente se caracterizan por poseer gran cantidad de myeloperoxidasa,

fosfatasa 4cida y arilsulfatasa.

La peroxidasa se dispone fundamentalmente en la matriz de los grinulos y posee
caracteristicas diferenciales bioquimicas, antigénicas y ontogénicas con respecto a la peroxidasa
de los neutréfilos, también contienen proteinas catinicas y mucésustancias sulfatadas: poseen
un alto contenido de fosfolipasa y lisofosfolipasa. Por el contrario estd desprovisto de fosfatasa
alcalina y lactoferrina. Su papel biolégico principal es modular la reaccién anafildctica al ser
capaces de inactivar sustancias liberadas por los mastocitos, ademas de controlar la infeccion por
ciertos parésitos, cuyo ataque no tiene lugar por mecanismos de fagocitosis sino por adherencia y

citotoxicidad al segregar diversas sustancias nocivas (Benjamini, 2000a; Roitt, 2001).

MACROFAGO:

Los macréfagos son fagocitos del sistema inmune y estin distribuidos ampliamente en
los tejidos corporales, donde juegan un papel critico en la inmunidad innata. Estas células
derivan de los premonocitos de la medula 6sea los cuales después de que se diferencian en
monocitos sanguineos, finalmente se alojan en los tejidos como macréfago‘s maduros donde
constituyen el sistema fagocitico mononuclear. Estén presentes en el tejido conectivo, atrededor
de la membrana basal de las venas de pequeiio calibre y particularmente concentrados en

pulmones, higado, bazo y nédulos linféticos.

A diferencia de los polimorfonucelares éstas son células que tienen un periodo de vida

mayor, tienen un reticulo endoplasmético rugoso complejo bastante grande, asi como varias
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mitocondrias. La propiedad fundamental de un macréfago es su capacidad de fagocitar y
eliminar materiales extrafios, peligrosos y poco funcionales. La fagocitosis puede facilitarse por '
la presencia de antigeno recubierto con anticuerpo proceso conocido como opsdnizacién.
Ademis los anticuerpos de diversas especificidades pueden fijarse a la superficie del macréfago
a través de su receptor para la porcién Fc (fraccién cristalizable) de la inmunoglobulina que

induce funciones efectoras en dicha célula (Janeway, 2001a; Roitt, 2001) .

CELULAS DENDRITICAS:

Estas células recogen y transfieren la informacién a las células del sistema inmune
adaptativo, son las dnicas células inductoras de respuestas inmunes primarias proporcionando un
nexo de unién esencial entre la inmunidad innata y adquirida. Las células dendriticas inmaduras
migran de] torrente sanguineo hacia los tejidos donde se establecen y tienen propiedades tanto
fagociticas como pinociticas, ingestando grandes cantidades del fluido extracelular circundante,
al detectar algin patégeno estas células maduran y migran a los nédulos linfaticos. Las células
dendriticas tienen dos diferentes subpoblaciones celulares en la linea mieloide: las células de
Langerhans y las células dendriticas intersticiales y una mis en la linea linfoide (Benjamini,

2000a; Roitt, 2001) .

MASTOCITOS:

Son células grandes de forma redonda (20-30 um) al microscopio de luz, se caracterizan
por presentar €l citoplasma lleno de granulos baséfilos que se tifien de azul con azul de toluidina.

Su niicleo es esférico y estd situado en el centro de la célula.



Estas células s¢ ubican de preferencia proximas a los vasos sanguineos, los grénulos que
presentan contienen heparina y proteoglicano sulfatado de alrededor de 750 kD que forma la
matriz de los grénulos. A esta macromolécula se asocian varias moléculas de bajo peso cargadas
positivamente como la histamina; poteasas neutras y factores quimioticticos para eosindfilos y
neutréfilos. Su superficie muestra largas prolongaciones muy finas, su citoplasma contiene pocos

organelos y sus granulos pueden presentar un grado variable de compactacién .

En su membrana se ubican receptores para el fragmento Fc de la IgE, anticuerpo
secretado por las células plasmaticas. Cuando la IgE andada €N Su receptor Se une a su antigeno
se produce una seiial hacia el citoplasma de la célula cebada, que estimula la sintesis de
leucotrieno y su liberacién extracelular. El leucotrieno induce la exocitosis de los granulos y
entre las sustancias liberadas destaca la histamina, provocando la permeabilidad de las vénulas
por lo que aumenta el liquido de la matriz extracelular conjuntiva produciendo edema,

origindndo asf una reaccién de hipersensibilidad.

La principal funcién de las células cebadas o mastocitos es almacenar los mediadores

quimicos de la respuesta inflamatoria (Serra, 1994).

CELULAS NK:

Las células NK o asesinas naturales, se desarrollan en la médula Gsea a partir de una
célula progenitora comin de origen linfoide y circulan por la sangre, son més largas que los
linfocitos B y T, tienen granulos citoplasmaéticos distintivos, se identifican por su habilidad de
matar in vitro a ciertas lineas celulares linfoides que son tumorales, todo esto previo a la

inmunizaci6n o la activacién. El mecanismo de eliminacién de las células NK es el mismo que
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utilizan las células T citot6xicas que se generan én'la respuesta inmune adaptativa: los granulos
citot6xicos son veﬁidos hacia la superficie de la célula blanco y las proteinas efectoras que
contienen éstos penetran la membrana celular e inducen la muerte celular programada
(apopt6sis) (Roitt, 2001). Las células NK son activadas como respuesta a interferones o citocinas
producidas por macréfagos, en la fasé temprana de la infeccién protegen al huésped de una gran
variedad de patégenos intracelulares. Las células NK tienen un mecanismo de reconocimiento
para distinguir entre células infectadas y no infectadas, se cree que un mecanismo probable es
que reconoce alteraciones en la expresién del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1,
otro mecanismo pudiera ser los cambios en las glucoproteinas de la superficie celular inducidas
por bacterias o virus en la infecci6n, sin embargo ain no estd claro su sistema de reconocimiento

entre lo propio y lo no propio (Janeway, 2001b) .

SISTEMA DEL COMPLEMENTO:

El Sistema del Complemento se considera como un componente fundamental del STi, es

uno de los principales mecanismos efectores de la inmunidad dependiente de anticuerpos, tiene

varias funciones importantes, entre ellas:
¢ Laeliminacién de un niimero importante de microorganismos patégenos.
* Laestabilizacién de una relacién entre las respuestas inmunes innata y adaptativa.
* Favorecer la eliminacién de complejos inmunes y loé productos del dafio tisular.

El sistema del complemento estd constituido por més de 30 proteinas que se encuentran

en el plasma y la superficie de muchas células. Existen tres vias para la activacién de este
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sistema: la via clésica, via altema y la via de lectina que une manosa. Las tres formas de
activaci6én confluyen en la ruptura enzimética de la molécula C3 que conduce a la formacién del
complejo de ataque a la membrana, un complejo lipofilico de proteinas plasméticas que abre

porosen la 'superﬁéie celular y lleva a la lisis de las células (Janeway, 2001b)
COMPONENTES DEL. COMPLEMENTO.

Las moléculas que integran el sistema del complemento son glicoproteinas con diferentes
propiedades fisicoquimicas. Algunas se designan como componentes y s¢ abrevian con la letra
C, estas son: Cl1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8 y C9. El C1 a su vez estd formado por tres
subcomponentes Clq, Clr, Cls, los dos dltimos con actividad de proteasa. Varias proteinas del
complemento son catalizadas durante la activacién del sistema y los fragmentos se designan con '
sufijos en subindices (por ejemplo, C3 se divide en dos fragmentos C3a y C3b). Normalmente,
los fragmentos més grandes se designan como “b” y los pequefios como “a”. La nomenclatura
cambia para C2, por razones histéricas: €l fragmento mayor se denomina C2a y el menor C2b

(Roitt, 2001).

ACTIVACION DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.
VIA CLASICA.

Esta comienza cuando el anticuerpo se une a una superficie celular, generalmente la de un
microorganismo patdgeno y termina con la lisis de esa célula. Las proteinas de esta via sbn
designadas de C1 a C9. Posteriormente se evidencié que no existe un orden secuencial entre
éstas y la reacci6n, ya que C1 es seguido por C4, C2, C3 y C5, con recuperacién de la secuencia

C6a C9.
12




Los responsables de 1a activacién de la via clsica del complemento son los siguientes:

Complejos antigeno-anticuerpo. La activacién del complemento por la via
clasica requiere de la presencia de complejos antigeno-anticuerpo. Mientras que
los antigenos pueden ser solubles o particulados, los anticuerpos pueden ser de la

clase IgM y/o IgG (inmunoglubina M y G respectivamente).

Cl1, el componente de reconocimiento. La activacién del complemento se inicia
cuando dos o mas fragmentos Fc (fraccién cristalizable) de los anticuerpos en los
complejos inmunes reaccionan con el componente Cl; la interaccién ocurre a
través del subcomponente Clq, requiriendo para ello al menos una molécula de

IgM o dos moléculas de IgG situadas en estrecha proximidad.

Enzimas del complemento. C1 estid constituido por 3 subcomponentes (una
molécula de Clq, dos de Clr y dos de Cls, unidas entre si por iones de calcio).
Cl1r y C1s son proenzinias que al activarse ( al unirse el Clq a ios fragmentos Fc
de los anticuerpos), adquieren actividad de proteasa. Clr actia sobre Cls, Cls
sobre C4 y C2, sus substratos moleculares. Los productos formados son C4b, C2a
y dos péptidos pequeiios (C4a y C2b). C4b se une firmemente a la superficie del
antigeno ¢ incluso al anticuerpo, y junto con C2a, en presencia de magnesio,
forman un complejo enziméatico con actividad de C3 convertasa. La C3 convertasa
hidroliza a C3, generando C3b y C3a. El fragmento C3b se une a la C3-convertasa
para dar origen a la convertasa de C5 (C4b2a3b), la cual hidroliza a C5
produciendo un fragmento grande (C5b) y un péptido pequefio (C5a). C3a y Cfa

son péptidos con efectos biologicos diversos. Cada componente o complejo
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enzimético activado modifica a muchas moléculas, de manera que la activacién de
una sola molécula de C1, culmina con la activacién de cientos de miles de
moléculas de los iltimos componentes del complemento en un fenémeno

biolégico de activacién en cascada (Roitt, 2001)

-

VIA DE LA LECTINA QUE UNE MANOSA.

La lectina que se une a la manosa (LUM) se parece estructuralmente y funcionalmente al
subcomponente Clq y es un miembro de la familia de las lectinas calcio-dependientes, las
colectinas. La LUM que es una molécula de reconocimiento del sistema inmune innato, se une a

grupos terminales de manosa de una variedad de bacterias.

Esta proteina activa al complemento a través de dos proteasas con serina, conocidas como
MASP1 y MASP2 (Mannose Associated Serine Proteases 1 and 2 por sus siglas en inglés, Serin
Proteasa Asociadas a Manosa en espaiiol SPAM), las cuales a su vez son funcional y
estructuralmente similares a Clr y Cls, respectivamente. Las prdteinas MASP1 y MASP2 .
activadas por la protefna UM unida a azucares actian sobre C4 y C2 para formar C3 convertasa
C4b2a que transforma a C3 en C3b y su fragmento C3a. El complejo C4b2a activa a C5
produciendo C5b y C5a; de aqui en adelante la activacién del resto de los componentes del

complemento (C6, C7, C8 y C9) ocurre como en las vias clésica y alterna a ese nivel.

Ademis de su alta afinidad a la manosa, la lectina LUM también se une a moléculas con
residuos de N-acetilglucosamida, fucosa, maltosa y glucosa, presente en la superficie de varios
microorganismos y exhibe actividad microbicida a través del efecto litico de los dltimos

componentes del complemento o al promover su fagccitosis (Berrén, 2003)
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VIA ALTERNA.

,La via alterna fue la segunda en descubrirse, sus protefnas son llamadas también factores
y estén seguidas por una letra, como el factor B, factor H, factor D, factor I, fac}or P, etc. La via
alterna se activa cuando una molécula de C3b se une a una c£lula blanco. La molécula de C3b se
combina con el factor B de la proteina plasmitica, que una vez unido a C3b, es activado por el
factor D de la proteina plasmética, dando dos fragmentos, Ba y Bb, este complejo es una
convertasa de C3 (C3b,Bb) y se estabiliza por la fijacién de otra proteina plasmética, la

properdina.

La convertasa de C3 (C3b,Bb) rompe C3, con lo cual genera més moléculas de C3b, que
se combinan con otra moléculas de factor B para originar mas moléculas de C3b, Bb, las cuales a
su vez rompen més moléculas de C3. La caracteristica central de la via alterna es constituir una
asa de retroalimentaci6n positiva que amplifica el acontecimiento original de reconocimiento, la
fijacion de muchas moléculas de C3b a la célula blanco permitir4 la fijacién de C5 y su rotura en

C5a y CSb por la acci6én de la enzima C3b, Bb, que ahora es denominada convertasa de C5.

COMPLEJO DE ATAQUE A MEMBRANA.

El dafio celular es causado por el complejo de ataque a membrana (MAC por sus siglas en
inglés, CAM en espaiiol), el cual estd formado por los componentes C5b, C6, C7, C8 y un
polimero de C9. En los eritrocitos, la formacién de MAC ocurre cuando el complejo C5b6
interacciona con los fosfolipidos, gangliosidos y acido sidlico de la membrana celular. Esto
propicia alteraciones en la estructura de la membrana que facilitan la penetraci6n parcial de C8 y

la polimerizacién ¢ insercién de C9. El MAC causa la destruccién litica de las células al
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favorecer la desorganizacién de los lipidos de la membrana y al producir en ella poros a través de

los cuales ocurre la salida y entrada de agua, iones y macromoléculas (Berr6n, 2003)

3.-PRINCIPIO DE LA RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA.

La Respuesta Inmune Adaptativa (RIA) se desarrolla cuando los agentes infecciosos no
son eliminados por los mecanismos innatos de defensa y se genera por la presencia excesiva de
antigenos, se hace efectiva solo después de varios dias; tiempo requerido para que los linfocitos

T y B reconozcan a dichos antigenos, se diferencien y conviertan en células efectoras.
La RIA presenta varias caracteriticas distintivas como son:

Especificidad: Respuesta dirigida a determinada molécula antigénica y no a otra similar.
La porcién del antigeno que es reconocida por los linfocitos se denomina determinante
antigénico 6 epitope. Esta fina especificidad existe porque los linfocitos contienen receptores de
membrana capaces de identificar y distinguir diversos antigenos. Se plantea que todos los
individuos tienen nimerosos clones (conjunto de células derivadas de una sola célula precursora
dnica), cuya progenie cuenta con los receptores de superficie de la célula que les dio origen y
pueden responder a determinantes antigénicos especificos para ellas. Asi el desarrollo de clones
antigeno-especificos ocurre previo o independiente a la exposicion del antigeno el cual
selecciona un clon especifico preexistente y lo activa hasta provocar su prolife_racién y

diferenciacién (Benjamini, 2000b).
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" Memoria: Esto se refiere al incremento en la intensidad de respuesia ante los
subsiguientes contactos con el mismo antigeno y a que pasado mucho tiempo y si se vuelve a

tener contacto con el mismo Ag o determinante antigénico se monta una respuesta més efectiva.

Heterogeneidad o Diversidad: El nimero total de linfocitos con diferentes
especificidades en un individuo ha recibido el nombre de repertorio linfocitico, cuya
extraordinaria diversidad es el resultado de la variabilidad en la estructura de los sitios donde se

unen los antigenos en los receptores linfociticos.

Multifactorialidad: La R.I depende de maltiples factores, tanto del agente biolégico que
la origina como del hospedero que responde. El tipo, virulencia, cantidad o dosis del agente
agresor y su via de penetracién pueden generar varios tipos de respuestas; pero también la edad y

la conformacién genética del hospedero pueden ser elementos determinantes (Villafuerte., 1990).

FASES DE LA RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

La RIA se desarrolla mediante dos mecanismos fundamentales: respuesta inmune
humoral (RIH) donde los antigenos producidos por las células B juegan un papel preponderante

y respuesta inmune celular (RIC) donde los linfocitos T son las células fundamentales.

Ambas respuestas comienzan con la activacién de los linfocitos en los 6rganos linfoides
secundarios por las células presentadoras de antigenos (CPA), que llegan a estos 6rganos a través

de la circulacién linfatica y desencadenan las siguientes fases:
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Fase de reconocimiento; Consiste en la unién del antigeno (elemento extrafio
que causa una respuesta inmunitaria especifica) a los receptores especificos
existentes en la membrana de los linfocitos maduros. Los linfocitos B que
median la inmunidad humoral, expresan moléculas de anticuerpos sobre su
superficie las cuales se unen a proteinas extrafias, polisacéridos o lipidos en su
forma soluble; los linfocitos T responsables de la inmunidad celular, expresan
los lamados receptores de célula T (TCR) que reconocen pequeiias secuencias
de péptidos antigénicos, pero solamente si éstos se encuentran unidos a
moléculas del complejo mayor de histocompaﬁbilidad (MHC) sobre las CPA,
los primeros en efectuar este reconocimiento son los linfocitos T cooperadores
(CD4, el término CD, se refiere a cluster designation o designacién de grupo

en espafiol).

Fase de activacién: Se denomina asi a la secuencia de eventos que se producen
en los linfocitos como resultado del reconocimiento antigénico especifico,

todos los linfocitos experimentan dos cambios:

a) Proliferacién: Expansion de los clones antigeno-especificos y amplificaciéon

de la respuesta protectora, en la que asume una funcién preponderante el linfocito

T CD4 capaz de activar a los linfocitos B y linfocitos T citotéxicos (CDS8).

b) Diferenciacién: (Etapa en la cual se forman las células efectoras y de

memoria). Las primeras producen diversas sustancias que pueden interactuar

con €} antigeno como los anticuerpos y las linfocinas; las segundas son los
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linfocitos parcialmente diferenciados, es decir que no llegan a convertirse en

células efectoras atin,

3. Fase efectora: Una vez que los linfocitos T diferenciados se convierten en
células efectoras migran hacia los sitios de agresién, donde desarrollan sus
funciones de eliminacién de los pat6genos mientrasvlos linfocitos B las
ejecutan en los propios érganos periféricos. Muchas de estas acciones efectoras
promueven la participacién de células no linfoides y de mecanismos de
inmunidad innata, a saber: anticuerpos opsonizantes que favorecen la
fagocitosis por parte de macr6fagos y neutréfilos, anticuerpos que activan el
sistema de complemento; inmunoglobulinas E que estimulan la degranulacién
de los mastocitos, citocinas segregadas por los linfocitos T necesarios para

estimular la inmunidad natural (Martinez, 2000).

CELULAS INVOLUCRADAS EN LA RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA.

Existen tres grandes tipos celulares involucrados en la inmunidad adquirida‘ y se requieren
una serie de interacciones entre éstos para que se den las respuestas inmunes. Dos de estos tipos
celulares provienen de una célula precursor linfoide pero que se diferencian en lineas de
desarrollo distintas. Una linea se diferencia en el timo y se conoce como linfocito T; la otra se
diferencia en la médula 6sea y se conoce como linfocito B. Las células de las series linfociticas T

y B difieren en muchos aspectos funcionales pero comparten una propiedad importante de la
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RIA, presentan una especificidad hacia un antigeno. Por lo tanto las funciones de reconocimiento

y reaccién més importantes de la RIA las realizan los linfocitos.

Las células presentadoras de antigenos (CPA) tales como los macréfagos y las células
dendriticas constituyen el tercer tipo celular que participan en la RIA, aiinque estas células
carecen de receptores antigeno-especificos como los linfocitos, su funcién es el procesar y
presentar el antigeno a los receptores especificos (receptores de células T [TCR] en los linfocitos
T). Las CPA poseen en su superficie dos tipos de moléculas especiales que participan en la
presentacion del antigeno. Esta moléculas son denominadas MHC clase 1 y MHC clase II, estan
codificadas por un conjunto de genes responsables del rechazo o la aceptacién de tejido

transplantado.

El antigeno ya procesado se une de forma no covalente a las moléculas de MHC clase I o
II (o ambas) y es entonces presentado a los receptores antigeno-especificos ubicados en la
superficie de los linfocitos T. Los antigenos que son presentados a las moléculas MHC de clase 1
participan a su vez y activan a una subpoblacién de linfocitos T CD8"(células T citot6xicas),
mientras que el antigeno MHC clase II resulta en la activacién de otra subpoblacién celular de

linfocitos T CD4" (las células T cooperadoras) .

RESPUESTA INMUNE CELULAR:

El reconocimiento antigeno-especifico de la RIC estéd dado por los linfocitos T, cada uno
tiene en su superficie muchos receptores antigénicos idénticos y estos linfocitos se dirigen al sitio
donde se encuentra el antigeno y desarrollan su funcién cuando interactdan con el mismo. Hay

varias subpoblaciones de clulas T de las cuales cada una puede presentar la misma especificidad
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para un antigeno determinado, atinque cada subpoblacién puede presentar funciones diferentes.

Las funciones adscritas a varios subgrupos de células T son los siguientes :

1.-Cooperacién_con células B para la produccién de anticuerpos. Tales células son

denominadas células T cooperadoras y funcionan al secretar citocinas que proveen varias
sefiales de activacién para las células B. Las citocinas son sustancias solubles o mediadora de la

respuesta inmune secretadas por células.

2.-Efectos_inflamatorios. Durante la activacién, una subpoblacién de células T secretan
citocinas que inducen la migracién y activacién de monocitos y macréfagos, originando las

llamadas reacciones de hipersensibilidad retardada.

3.- Efectos citotéxicos. Las cflulas T en este subgrupo se transforman en células asesinas
que al contacto con la célula blanco sintetizan y secretan proteinas con accién citotéxica capaces
de producir la muerte de las mismas. Estas células son denominadas células T citotéxicas este
tipo de células actdan contra células eucariticas extrafias y contra células del cuerpo infectadas

por virus u otros microorganismos de vida intracelular.

4.- Efectos regulatorios. Las células'T cooperadoras pueden dividirse en diferentes
subgrupos de acuerdo a la produccién de citocinas que secretan, un primer subgrupo celular que
secreta IL-2 (interleucina 2), INFy (interferén gamma) y TNFp (factor de necrosis tumoral beta)
y otro que secreta IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Estos subgrupos celulares son
denominados TH1 (T cooperadores 1) y TH2 (T cooperadores 2) respectivamente. Los TH1
ejercen sus acciones sobre los macréfagos y la respuesta inmune celular, en tanto que los TH2

fundamentalmente activan los linfocitos B y como consecuencia la respuesta inmune humoral.
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RESPUESTA INMUNE HUMORAL:

La inmunidad humoral se efectiia mediante anticuerpos en ;el suero 6 séricos que son las
proteinas producidas por las células B en la respuesta inmune adaptativa. Las células B
inicialmente son activadas cuando se unen los antigenos a moléculas especificas de membrana
que se convertiran en las inmunoglobulinas (Ig) (receptores de células B), que son expresadas
por estas células. Una vez identificado el Ag las células B reciben la senal para transformarse en
células plasmdticas y empezar a secretar la Ig especifica, un proceso que inicia la respuesta total

de anticuerpos cuyo propdsito es eliminar al antigeno del huésped.

Los anticuerpos son una mezcla heterogénea de globulinas séricas las cuales comparten
la habilidad de unirse individualmente a antigenos especificos. Todas las globulinas séricas con

actividad hacia los antigenos se conocen como inmunoglobulinas.

Las moléculas de inmunoglobulinas tienen estructuras en comiin que las capacita para
realizar dos funciones: 1) reconocer y unirse especificamente a una entidad estructural dnica en
un antigeno llamado epitope y 2).desarrollar una funcién comin biolégica después de haberse
combinado con el antigeno. Bisicamente cada molécula de inmunoglobulina consiste de dos
cadenas ligeras idénticas entre si y dos cadenas pesadas también idénticas entre si unidas por un

puente disulfuro.

La porcién de 1a molécula que se une al antigeno consiste de una 4rea compuesta por las
regiones amino terminales de las cadenas pesadas y ligeras. Por lo tanto cada molécula de
inmunoglobulina es simétrica y capaz de unirse a dos epitopes idénticas que estén presentes en el

mismo antigeno o en diferentes moléculas. (Benjamini, 2000a)
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Ninguna de los dos tipos de RI pueden verse como elementos aislados uno del otro, ya
que como s¢ ha visto ambos interactiian entre ellos aiin cuando también tienen diferencias. Como
se ha mencionado los Péptidos Naturales Antimicrobianos (PNA"s) son componentes esenciales
en la RII que ayudan a la eliminacién temprana de microorganismos patégenos, a continuacion

se ahondar en el tema principal de este trabajo.

4-. PEPTIDOS NATURALES ANTIMICROBIANOS

Los péptidos naturales antimicrobianos (PNA’s) son moléculas con regiones
hidrofébicas, cargadas y separadas espacialmente. Este contraste estructural es importante para
los mecanismos de acci6n de los PNA’s, éstos difieren en tamafio, secuencia de amino4cidos y
ciertos motivos estructurales. Sin embargo, su forma de actuar es muy parecida. La priricipal
ventaj‘a que presentan estos péptidos es que pueden funcionar sin la necesidad de presentar una
alta especiﬁcidad‘ o memoria. Se denominan antimicrobianos porque presentan una actividad
inusual de amplio espectro, esto incluye la habilidad para matar o neutralizar bacterias Gram-
positivas, Gram-negativas, hongos (levaduras), parésitos (planarias y nematodos), células
cancerosas, virus cubiertos como el VIH y el virus del herpes simples. Cada tipo de PNA

presenta una actividad distinta (Hancock, 2000) .

Los PNA's evitan la autodestruccién de las c€lulas del hospedero ya sea mediante un
almacenamiento intracelular o por especificidad hacia un componente microbiano que no esta

presente en las células del hospedero (Boman, 1995) .

Las familias de genes de PNA’s se¢ localizan en diferentes regiones cromosomales

dependiendo de la especie. El primer producto traduccional es un prepropéptido que consiste en
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una secuencia N- terminal sefializadora para el reticulo endoplasmético, un pro segmento y un
péptido catiénico C- terminal que presenta una funcién antimicrobiana después de la divisién. El
prosegmento es generalmente anidnico en carga y podria tener varias funciones biol6gicas,
incluyendo el plegamiento correcto de la porcién C- terminal, el tréfico intracelular o la
inhibicién de la actividad del péptido maduro. El propéptido se divide en etapas posteriores
mediante un pfoceso intracelular o después de haber sido secretado al espacio extracelular

mediante cortes enzimdticos en ambos casos (Bals, 2000).

Los PNA’s tienden a encontrarse en aquellas partes del cuerpo que estén mas en contacto
con patégenos del ambiente. Por lo que se encuentran en la piel, oidos, ojos, superficies
epiteliales, incluyendo la lengua, traquea, pulmones, intestino, medula 6sea y testiculos entre

otros (Hancock, 2000).

CLASIFICACION DE LOS PEPTIDOS NATURALES ANTIMICROBIANOS

Los Péptidos Naturales Antimicroi:ianos se encuentran dispersos en la mayoria de los
seres vivos. De esta forma se han caracterizado diferentes PNA’s en varios organismos que van
desde las plantas hasta los vertebrados superiores (Boman, 1995). En el presente trabajo,
analizaremos a los PNA’s de acuerdo al tipo de organismo que los produce: plantqs, insectos y
vertebrados asi como por su estructura. Debido a 1a novedad de este topico podriamos encontrar

muchos otros organismos que producen también PNA’s para su sobrevivencia.
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PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN PLANTAS.

Las plantas no presentan ningiin sistera inmune adaptativo; sin embargo, comparten con
los animales ciertos componentes del sisterna inmune innato, en el cual ya sea constitutivamente
o mediante la deteccién de sefiales microbianas patogenas, ciertas sustancias quimicas se
producen para controlar o eliminar el crecimiento microbiano (Schrdder, 1999). A continuacién

se encuentra una tabla con las familias de PNA’s en plantas que se conocen actualmente.

Tioninas (6 cisteinas)

Tioninas (8 cisteinas)

Defensinas Vegetales

Péptidos tipo-heveininas

Péptidos tipo- nudo

Tabla 1: Familias de péptidos antimicrobianos encontrados actualmente en plantas (Schroeder, 1999) .

Las tioninas comprenden una familia de PNA’s ricos en cisteinas que contienen de 45 a
47 amino4cidos; estn subdivididas en dos subgrupos que poseen ya sea cuatro o tres puentes
disulfuro. Las secueﬁcia_s de tioninas son altamente divergentes, los residuos conservados estan
restringidos a las seis cisteinas relativamente en posiciones idénticas. Se sabe que las tioninas
tienen una actividad inhibitoria hacia bacterias Gram-positivas y Gram- negativas asi como a
hongos pat6genos, alnque esta actividad funguicida se inhibe en presencia de Ca** a

concentraciones mayores de 5SmM, mas sin embargo no se inhibe en presencia de Mg2+ o
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cationes monovalentes (Cammue 1995; Terras, 1993b). En contraste, se ha observado que la

actividad funguicida se potencializa al agregarse otros péptidos ricos en cisteina (Terras, 1993a).

Se ha encontrado que la expresién de algunos genes de tioninas estdn en las flores y
hojas, mientras que otros se han observado en’cantidades menores en las semillas. La induccién
de la expresién de los genes de las tioninas después de la exposicién a un patégeno, puede
involucrar metiljasmonato (un complejo con accién similar a las hormonas estructuralmente
relacionado con las prostaglandinas, que son sintetizadas mediante la liberacién de un éqido a-
linoleico proveniente de las membranas fosfolipfdicas) como una sefial enddgena transductora;
se ha observado que éste compuesto se acumula después de que la planta sufre algin dafio

(Creelman, 1992)

E!l 4cido salicilico otro compuesto end6geno con accién similar a las hormonas, controla
la expresi6n de otros componentes antimicrobianos en las plantas, pero no induce la produccién

de tioninas (Garcia Olmedo, 1995.).

Las tioninas se encuentran en cantidades mas abundantes en la epidermis de las plantas
por lo que se propone a los PNA’s como primera linea de defensa quimica (Reimann-Philipp,

1989).

Por otra parte, las plantas producen unos péptidos ricos en cisteinas denominados
defensinas vegetales. Estas actdan al igual que las tioninas en contra de un amplio espectro de
microorganismos patégenos, sin embargo presenta una actividad mas fuerte hacia hongos y en

menor proporcién hacia bacterias (Broekaert, 1997; Terras, 1993b).

En la actualidad se propone que las defensinas vegetales juegan un papel muy importante

en la proteccion de la semilla durante su desarrollo, de hecho las defensinas forman el 30% de las
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proteinas liberadas durante la germinacién de la semilla. La mayoria de las defensinas vegetales
parecen ser inducibles, mostrando una respuesta sistemica en contra de una infeccion causada

por hongos patégenos (Broekaert, 1997; Penninckx 1996).

Ademss de las tioninas y las defensinas vegetales existen otras dos familias de PNA’s
que son ricos en cisteinas. La primera de ellas originalmente llamada proteina de transferencia de
lipidos debido a su habilidad para transferir fosfolipidos, ha mostrado actividades variables en
contra de diferentes microorganismos. La otra familia esta fonﬁada por las heveininas y los
péptidos antimicrobianos tipo “nudo”, los cuales son ricos en cisteinas y tienen un plegamiento
caracterfstico en forma de nudo (Chagolla-Lopez, 1994). Estos inhiben un amplio intervalo de
hongos y bacterias Gram positivas. Al igual que las tioninas, la actividad antimicrobiana de estos
péptidos es sensible en presencia de cationes divalentes arriba de una concentracién de 1mM. El
patrén de expresion de estos péptidos en diversas partes de la planta es por el momento atin
incierto, pero parece ser que se encuentra principalmente en la semilla (Schréder, 1999). A
continuacién se esquematiza la estructura de una defensipa vegetal de-la cual se tiene mayor

informaci6n.
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Figura 1. Estructura tridimesional de una defensina vegetal (Hoffmann, 1999).

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN INSECTOS.

Los primeros estudios realizados poco después de la primera guerra mundial enfocados
hacia fos PNA's en insectos, mostraban que las inyecciones de cultivos bacterianos en éstos,
inducian la aparicion de sustancias bacterioliticas (Hoffmann, 1992). Sin embargo, fue hasta
1980 que los primeros PNA's encontrados en insectos aparte de la lisozima  fueron
caracterizados.

Boman y colaboradores fueron capaces de analizar la estructura del mayor factor
bactericida inducible proveniente de los gusanos de seda (Hyalophora cecropia) que habian sido
inyectados con bacterias a la que Hamo cecropina. Las estructuras primarias de las cecropinas A
y B fueron reportadas en 1981, junto con informacion que mostraba su especificidad antibacterial

y suincapacidad para atacar células de insectos o de mamfiferos (Steiner, 1981) .

Todas las cecropinas tienen una extensién hidrofébica en la parte C terminal unida por

una profina, glicina o ambas, son péptidos catidnicos de alrededor de 4 kD. Ambas tipos de
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cecropinas A y B en insectos son altamente activas en contra de diferentes cepas de E. coli y
otras bacterias Gram negativas como Salmonella typhimurium, Acinetobacter calcoaceticus y
Pseudomonas aeruginosa; en éste caso son mas potentes que la tetraciclina (Schroder, 1999) Las
cecropinas también actdan en contra de algunos microorganismos Gram positivos como Bacillus
megaterium, hasta ahora no se ha encontrado algin efecto citotéxico en contra de hongos u otras

c€lulas eucaritticas (Sergey, 2002)

En los sistemas reproductivos de algunos insectos se producen PNA’s caracteristicos. La
mosca Drosophila produce andropina un péptido de 32 residuos con estructura de doble hélice, y
su gen ligado al grupo de las cecropinas (Samakovlis, 1991). Este gen es inducido al momento
del apareamiento (més no por infeccién) y se expresa solamente en los individuos machos y no
en larvas o pupas. Se han aislado también dos péptidos femcninos de la mosca Cerratitis capitata
denominados ceratotoxinas (Marchini, 1993). Estos péptidos son helicoidales presentan una
actividad antibacterial y hemolitica, y son estructuralmente parecidos a las cecropinas y a la

toxina melitina encontrada en el veneno de la abeja.

Las apidaecinas encontradas en la hemolinfa de abcja; inmunizadas fueron los primeros
PNA’s con concennﬁciones inusuales de prolina (29%) y arginina (17%) (Casteels, 1989). Las
apidaecinas estin compuestas por 18 amino4cidos y muestran una gran actividad en contra de
varias bacterias Gram negativas comunes. Sin embargo, no presentan ninguna actividad
bactericida contra cuatro especies diferentes de bacterias del género Bacillus. Las abejas tienen
también otros 3 PNA’s mas largos: abaecina (con 34 residuos y 29% de prolina),
hymenoptaccina (con 93 residuos y 18% de glicina) y defensinas (con 51 residuos y 6 cisteinas).

Fstos cuatro polipéptidos pertenecientes a diferentes grupos quimicos tienen diferentes
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precursores, posiblemente también presenten una organizacién genética diferente. Sin embargo,

todos son inducidos mediante una infeccion bacterial.

La mosca Drosophila produce también un tipo de péptido antﬁnicrobiano denominado
drosomicina con una longiud de SkDa, contiene cuatro puentes disulfuro que actian
principalmente en contra de hongos (Fehlbaum, 1994). Un estudio sobre este péptido demostrd
su expresién en varios sitios epiteliales que tienen contacto directo con el ambiente externo;

incluyendo los tractos respiratorios, reproductivos y digestivos (Ferrandon, 1998)

La drosocina es un péptido microbicida que también es producido por Drosophila y que
es activo en contra de bacterias Gram ﬁegativas, la producci6n de estos péptidos depende de la
activacién de difereﬁtes receptores de membrana. La Metchnikowina es un péptido rico en
prolina que esti también presente en la mosca Drosophila y tiene actividad bactericida y
fungicida. Se ha observado que el gen no se induce en individuos deficientes en receptores Toll
o inmunodeficientes, sin emba:go si se activa en individuos que presentan las dos mutantes. Al
ser regulados, la expresion del gen de la metchnikowina puede activarse por sefiales que se
generen durante una infeccién bacterial o micdtica. La regién 5” del gen de la met.chnikowi_na
contiene varios motivos cis-regulatorios implicados coma promotores de los genes inmunes de

los insectos (Levashina, 1995)

También existe otro grupo de PNA’s en insectos llamadas defensinas, éste tipo de
péptidos se encuentran tanto en plantas como en insectos y animales superiores. Las defensinas
de los insectos estin compuestas de 38 a 43 amino4cidos y tienen 6 cisteinas unidas en tres
puentes cistefnicos intramoleculares. Estas moléculas son moderadamente cati6nicas

primordialmente afectan a bacterias Gram positivas y son el grupo mas extendido de PNA’s en

30



insectos. Muchas delensinas son expresadas constitutivamente a bajos niveles y son inducidas
mediante la inyeccién de bacterias en larvas (Lambert, 1989). Los principales sitios de expresién
son el cuerpo graso y las células epiteliales de la traquea, su concentracién en la hemolinfa de los
inscctos puede alcanzar hasta los 200 tM después de alguna herida. En la siguiente figura se
muestra la estructura tridimensional de una defensina de insectos, misma que ha obtenido una

gran atencioén para su estudio.

Figura 2. Estructura tridimensional de una defensina de insectos. (Hoffmann, 1999)

Las respuestas antimicrobianas en los insectos parecen mostrar un grado de especificidad.
En Drosophila una discriminacion entre varias clusc;% de microorganismos ocutre debido a que
los genes que codifican para los péptidos antibucteriales 'y fungicidas son expresados
diferencialmente después de la inyeccion de distintos microorganismos. De hecho, fa infeccion
de Drosophila con hongos patdgenos hace que se inicie un tipo de respuesta especitica al
producirse dnicamente péptidos con actividad fungicida (Lemaitre, 1995). En la siguiente tabla
se muestra la presencia de puentes de cisteina, inducibilidad y accidn antimicrobiana de algunos

de los péplidos mds estudiados en insectos




Actividad en contra de
Péptido Antimicrobiane | Puentes de Cisteina | Inducibilidad | Bacterias Gram + | Bacterias Gram - | Hongos
Cecropinas No Si ) +4+ *
Drosocina No Si +) +++ _
Apidaecinas No Si +) +++ _
Diptericina No Si (+) +++ _
Metchnikowina No Si +++ +++ +++
Defensinas 3 . Si ++ 4+ *) _
Drosomicina 4 Si _ _ 4+

Tabla H: Péptidos antimicrobianos derivados de insectos (Schroedeér, 1999) .

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN VERTEBRADOS.

Un grupo de vertebrados que ha sido estudiado extensivamente por la presencia de PNA’s
son las ranas. Los extractos de la piel’ de rana son un recurso basto de péptidos activos
farmacolégicamente, han sido utilizados con propésitos medicinales desde hace siglos y se
utilizan adGn en algunos pafses de Sudamérica. En 1962 Kiss y Michl notaron la presencia de
péptidos antimicrobjanos y hemoliticos en las secreciones de la piel de la rana Bombinna
variegata y esto llevé al aislamiento de un péptido antimicrobiano denominado “bbmbinina”.
(Csordas, 1970; Kiss, 1962). En la década de los noventés se encontraron varios péptidos
relacionados con la bombinina, en dos especies relacionadas éombim variegata y Bombina

orientglis. Todos ellos contienen 27 amino4cidos con una regién C-terminal constante y un

32




segmento N- terminal variable. Todas pueden formar estructuras en forma de hélice, no son
hemoliticas y presentan una alta actividad en contra de diferentes cepas de stafilococos

(Simmaco, 1993).

Aiios después Michael Zasloff observé que las heridas recientes producidas en ranas
Xenopus laevis no se infectaban y en 1987 aisl6 los péptidos naturales antimicrobianos llamados
“magaininas” a partir de la piel de la rana del mismo género. Estudios posteriores realizados por
Zasloff en la piel de Xenopus derivaron en el hallazgo de otros dqs péptidos con actividad
bactericida denominados PGLa (peptidil-glicina-leucina-carboxamida) y PGS (peptidil-glicina-
serina) (Soravia, 1998; Zasloff, 1987). Tanto las magaininas, €l PGLa y el PGS se encuentran no
solamente en la piel de la rana sino también en el tejido estomacal (Moore, 1991). Estos péptidos
actlian sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, hongos y protozoarios (Bessalle, 1992;

Cuervo, 1988).

Se han encontrado péptidos homélogos con actividad antimicrobiana denominados
brevinina-1 y brevinina-1E, aislados de Rana brevipoda y Rana esculenta respectivamente. Estos
péptidos presentan una carga positiva neta y contienen 24 aminoécidos incluyendo dos prolinas y

presentan ademés una actividad de amplio espectro (Simmaco, 1993).

La secrecién de la piel de Phyllomedusinae que es una subfamilia de ranas que sé
encuentran en Centro y Sudamérica, ha demostrado contener muchos péptidos diferentes. Entre
los que presentan actividad antimicrobiana estin las dermaseptinas, son péptidos de alrededor de
34 aminoé4cidos y tienen una conformacién de hélice amfipética. Est'os péptidos son muy activos

en contra de una gran variedad de hongos (Mor, 1994).
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Lo estudios experimentales demuestran que los anfibios han evolucionado para limitar la
proliferacién de microorganismos en su piel, sin embargo en los vertebrados superiores también

se encuentran presentes analogos de éstos péptidos.

Los PNA’s aislados en mamiferos pueden estar presentes dentro de los grdnulos de los
neutréfilos, en secreciones de células epiteliales o como producto de la degradacién de alguna

proteina (Boman, 1995). Los neutréfilos que tienen una funcién microbicida notable contienen

una variedad de proteinas microbianas y péptidos que incluyen proteinas bactericidas
incrementadoras de la permeabilidad de membrana, proteinas catibnicas antimicrobianas,
lisosima, lactoferrina, bactenecinas, defensinas, indocilinas y catelicidinas. (Ganz, 1997,
Hancock, 1995). Otros tipos celulares incluyendo células epiteliales (que producen f-
defensinas), plaquetas (que producen las protefnas microbicidas de plaquetas) entre otros,
también producen sustancias antimicrobianas (Ganz, 1997). Los péptidos mas estudiados en

mamiferos, han sido las defensinas que se dividen en a, B y 8-defensinas.

o-DEFENSINAS.- Las a-defensinas se producen en grandes cantidades (5-10 mg/kg de
peso corporal por dia) en la médula désea durante la maduracién de los leucocitos
polimorfonucleares. Son sintetizados como prepropéptidos de un tamaifio de airededor de 10 KDa
que son almacenados en granulos citoplasméticos (Schroder, 1997), como péptidos tienen de 29
a 35 residuos de longitud con un tamafio de entre 3 y 4 kDa contienen tres puentes disulfuro en
alineaciones .1-6, 2-4, 3-5 y tienen una estructura triple de hoja plegada B con un bucle B que
contiene amino4cidos cati6énicos. La primera a-defensina se aisl6 a partir de neutréfilo en 1985

(Ganz T., 1995). A continuacién se muestra una figura tridimensional de una a-defensina.
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Figura 3. Estructura tridimensional de una t-defensina (Hoftmann, 1999).

En humanos se han identificado alrededor de 6 a-defensinas, los péptidos 1-4 (HNP-1 a
HNP-4) estin localizados en Jos granulos azwéfilos de los neutréfilos, donde son la principal
proteina que contribuye a la eliminacidn de tipo oxigeno-independiente de microorganismos
fagocitados (Ganz, 1995; Sclsted, 1995). Las defensinas humanas 5 y 6 se encuentran
primordialmente en las células de Paneth del intestino delgado y en células epiteliales del tracto
urogenitad femenino (Quayle, 1998},

Las defensinas intestinales producidas por fas células de Paneth, pueden distinguirse de
las fagociticas por la capacidad de ser sccretadas activamente y no ser dirigidas hacia los
fagolisosomas. Las o-defensinas difieren en su espectro antimicrobiano y potencia relativa; ésta
dltima parece corresponder a la carga positiva neta. El efecto antimicrobiano de las o-defensinas
abarca bacterias Gram-positivas 'y Gram-negativas, hongos en fase de levadura y filamentosos,

muchos virus cubiertos y especies de micobacterias (Schrdder, 1997).
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Ademds de su accién antimicrobiana, las o-defensinas de los neutréfilos humanos atraen
directamente células T circutantes en fu sangre que expresan antigenos CD4/CD4SRA y CDg; las
o-defensinas también atraen células dendriticas inmaduras ya sea in vivo o después de haber sido

inyectadas bajo la piel de mamiferos (Chertov, 2000).

B-DEFENSINAS- A diferencia de los roedores y humanos, los neutréfilos del ganado y
pdjaros no parecen producir o-defensinas. En cambio las defensinas mieloides pertenecen a una
familia estructuralmente relacionada llamada B-defensinas. En los neutréfilos bovinos se han
identificado 13 genes de B-defensinas (Selsted, 1993). Estos péptidos de 4 kDa contienen de 38
a 42 aminodcidos y son altamente catiénicos, contienen seis residuos de cisteina conectados
mediante puentes disulfuro cuyo arreglo espucial es diferente al arreglo que presentan las a-
defensinas. El arreglo de puentes disulfuro que presentan es 1-5, 2-4, 3-6. En o siguiente figura

se esquemaltiza la esteuctura tridimensional de una -defensina.

Figura 4. Estructura tridimensional de una B-defensina (Hoffmann, 1999)



Tres B-defensinas (Galle, Gall, y Gal2) fueron aisladas de leucocitos de pollos
domésticos (Gallus gallus), estos péptidos presentan de 36 a 39 aminodcidos incluyendo

niimerosas argininas y lisinas (Evans, 1994).

La primer defensina derivada del epitelio aislada en mamiferos_fue la denominada TAP
(péptido antimicrobiano traqueal), que se encuentra en la mucosa traqueal de bovinos. Se
observé que TAP presenta una actividad in vitro en contra de Escherichia coli, Klebsiella
neumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa a una concentracién minima
inhibitoria (12 a 50 pug/mL), asi como en contra de Candida albicans en dosis de 6 a 12 pg/mL.
TAP tiene una expresion tejido-especifica ya que solo se encontré en mucosa traqueal y en
menor grado en pulmones, especificamente se encontré en las células epiteliales columnares de
la traquea y bronquios. A diferencia de las a-defensinas TAP es un péptido antimicrobiano
inducible ya que mediante experimentos en los cuales se utilizaron cepas bacterianas atenuadas y
lipopolisac4rido (LPS) bacteriano, las células traqueales bovinas iniciaron la expresi6n del dcido

ribonucléico (RNAm) (Diamond, 1996).

La lengua de los bovinos presenta muy poca susceptibilidad a las infecciones ademads
cuando éstas sufren algtn tipo de dafio, tienen la propiedad de sanar rdpidamente. Estas
observaciones permiticron que se investigara €l aislamiento de una nueva f-defensina

denominada LAP (péptido antimicrobiano de pulmén).

LAP es una B-defensina inducible, tanto bacterias muertas como LPS inducen, de manera
dosis dependiente la expresién del RNAm en células cultivadas de epitelio traqueal(Russell,
1996). LAP presenta gran homologia con TAP, tiene una actividad antimicrobiana hacia E.coli y
Candida albicans. Mediante la técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) se vio que
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¢l RNAm de LAP se expresa en tejidos de lengua y pulmén; incluyendo bronquios, traquea,

colon y recto m4s no en tracto urogenital (Schonwetter, 1995).

En 1997 un estudio de hibridizacién in situ demostré que el RNAm para LAP se expresa
ampliamente en varios epitelios, pero se encontré en niveles més altos en aquellos tejidos que

tienen una exposicién constante o son colonizados por microorganismos (Stolzenberg, 1997).

Un estudio realizado en 1998 revel6 que el intestino delgado distal y el colon de las vacas
también expfesan una B-defensina denominada B-defensina entérica (EBD) . El RNAm de EBD
se localiz6 en células epiteliales del colon y criptas del intestino delgado, en el cual se observéd

una alta expresién cuando se estimul6 con Criptosporidium parvum (Tarver, 1998).

El descubrimiento de las -defensinas en el epitelio del ganado estimulé la bisqueda de
B-defensinas humanas. En 1995 fue descubierta la primer B-defensina humana denominada hBD-
1 (beta defensina humana 1). La hBD-1 se aislé a partir de hemofiltrado humano obtenido de
pacientes con enfermedades renales en estado terminal, es un péptido basico de 3.9 kDa con 36

aminoécidos (Bensch, 1995).

Debido a que la hBD-1 se aisl6é de filtrados de sangre llevo a la hip6tesis de que las
c£lulas del rifién represéntan un recurso celular amplio, utilizando técnicas de RT-PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa- retro transcriptasa) el rifién y las gldndulas salivales mostraron la
expresién d¢ RNAm cuando se realizaron 25 ciclos. A los 30 ciclos la préstata, placenta y
traquea dieron resultados positivos a la hBD-1 mientras que el timo, testiculos e intestino
delgado fueron levemente positivos. Los leucocitos periféricos sanguineos, bazo y el misculo

esquelético estén desprovistos de hBD-1. Utilizando analisis de northern blot (técnica utilizada
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para estudiar la expresién de RNAm) solo el rifién y pincreas mostraron la expresion de RNAm

para hBD-1 (Zhao, 1996) .

No se ha comprobad-o_lvé actividad antimicrobiana de hBD-1 aislada originalmente del
hemofiltrado, la sintesis quimica de hBD-1, ha demostrado que ésta es activa contra bacterias

Gram-negativas a concentraciones que fluctuaban de 60 a 500 pg/mi (Goldman, 1997) .

Se cree que la hBD-1 es la principal responsable en la eliminacién de bacterias Gram-
negativas en las vias respiratorias ya que el anélisis de hibridizacién in situ revela la presencia
del RNAm que codifica para hBD-1, posteriormente fue corroborado mediante ensayos de

northern blot (Goldman, 1997; Zhao, 1996) .

El hallazgo del RNAm para hBD-1 en diferentes epitelios de diversos 6rganos llevé a la
hip6tesis de que este péptido también se expresaba en la piel. Experimentos posteriores
demostraron que hBD-1 también se encuentra en queratinocitos suprabasales de piel saludable,

asi como en ductos sudoriparos presentes en la dermis (Fulton, 1997).

Posteriormente se llevaron a cabo experimentos en piel humana con el fin de encontrar
nuevos péptidos antimicrobianos, se utilizaron escamas de piel provenientes de individuos con
psoriasis debido a que los psoriaticos, aunque presentan una enfermedad dermatolGgica no son
muy susceptibles a infecciones cutdneas. Para enriquecer los péptidos antimicrobianos previo a
su purificacién se utiliz6 una columna de afinidad, donde las bacterias habian sido unidas
covalentemente a la matriz. Con esta técnica fue posible aislar un nuevo péptido antimicrobiano
que tiene una secuencia aminoacfdica similar a la de TAP, LAP y hBD1 indicando que ésta era la

segunda B-defensina humana, por lo tanto fue llamada hBD-2 (Harder, 1997).
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La hBD-2 consiste de 41 amino4cidos siendo un polipéptido bésico de 4-kDa, €n cuanto
a su actividad antimicrobiana se ha visto que es altamente efectiva en contra de bacterias Gram-
negativas como E. coli y P. aeruginosa, mientras que la bacteria Gram-positiva S. aureus es
inhibida a concentraciones mayoses de 100 pg/mL. Ademés presenta una actividad microbicida
contra C. albicans bastante efectiva. La hBD-2 tiene un precursor de 64 residuos parecido a
hBD-1, TAP y LAP. Es un péptido inducible ya que al utilizar, cultivos de queratinocitos
provenientes de la piel estimulados con bacterias Gram-negativas atenuadas (mediante calor)
producen el péptido. El factor de necrosis tumoral o (TNF-a) induce la transcripcién de hBD-2

en keratinocitos (Harder, 1997).

La hBD-2 ademis de estar presente en la piel también se encontra en pulmén y triquea, la
capacidad de este péptido para matar a P. aeruginosa, indica que hBD-2 es un componente
quimico presente en las vias respiratorias y sirve como escudo para protegernos de infecciones

causadas por bacterias Gram-negativas en ¢l pulmén (Harder, 1997).

Las B-defensinas epiteliales también son quimiotictica, la hBD-2 atrae selectivamente
células T periféricas (CD4/CD45R0), asf como células dendriticas inmaduras. El receptor que se
utiliza en este caso es el receptor 6 quimiocina (CCR6), el cual también reconoce a la proteina
selectiva inflamatoria atrayente de macréfagos 3 o (MIP 3a) de las células dendriticas. La
migracién celular se dirige con mayor precisién hacia los sitios especificos donde se produce

algtin datio (Zasloff, 2002).

O0-DEFENSINAS- Recientemente se encontré una nueva subfamilia de defensinas

mientras se realizaban experimentos con monos rhesus. Esta nueva subfamilia es llamada 8-
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defensinas debido a la forma ciclica que presentan los péptidos. La primera 6-defensina que se
aislé se denominé defensina rhesus teta 1 o DRT-1, ademds de otras siete a-defensinas, siendo
la DRT-1 la que mayor efecto antimicrobiano presenta y la que relativamente se encuentra en
mayor abundahcia. Son 18 los amino4cidos que conforman a la DRT-1 entre los que destacan
seis cisteinas. La estructura densa de cisteinas que presenta difiere de las estructuras de las a y -
defensinas, las uniones peptidicas que posee son las que forman la estructura ciclica

caracteristica de 1a DRT-1 y que le dan una semejanza con la letra griega teta.

La DRT-1 es fuertemente catiénica y posee una carga neta de +5 a un pH de 7.0, no es el
producto directo de una sintesis de proteinas sino que se forma al unirse dos péptidos lineares de
nueve residuos mediante una reacci6n de ligamiento cabeza-cola, ésto quiere decir que las
células del mono rhesus tienen una via de procesamiento postraduccional capaz de realizar estas
reacciones y esta via también podria ser capaz de formar otros polipéptidos ciclicos (Tang,

1999).

De hecho se han encontrado otras dos 8-defensinas, éstas son conocidas como DRT-2 y
DRT-3. Las pequefias o-defensinas precursoras lineares que se unen para formar las 6-
defensinas son conocidas como demidefensinas. Tres de estas demidefensinas han sido
encontradas en la médula 6sea de los monos rhesus, se conocen como demidefensinas 1, 2 y 3
respectivamente. La DRT-1 esta formada por la unién de la demidefensina 1 y 2, mediante las:
reacdoﬂes de ligamiento ya mencionadas, la DRT-2 esta compuesta por dos copias de
demidefensina 1 unidas de la misma forma. La DRT-3 esta compuesta a su vez por dos copias de

demidefensina 2, atin no se sabe con exactitud cual es la funcién de la demidefensina 3.
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La habilidad de las demidefensinas para unirse en diferentes combinaciones y formar
diferentes 6-defensinas es bastante interesante debido a que un gran niimero de éstas pueden

formarse a partir de un nimero limitado de demidefensinas (Leonova, 2001).

La DRT-1 a cohcentraciones de 2 a 4 pg/mL tienen acci6n bactericida en contra de
Gram-positivas tales como S. aureus y Listeria monocytogenes, bacterias gram-negativas como
E. Coli, Salmonella typhimurium y hongos (principalmente Candida albicans y Cryptococcus
neoformans). En cada caso la habilidad de los organismos de sobrevivir fue reducida en un 99%
después de dos horas de incubacién cuando la dosis de DRT-1 se increment6, los niveles de

actividad cayeron hasta un nivel que no era detectable (Tang, 1999)

Mediante experimentos realizados con DRT-1, 2 y 3, ademds de un péptido sintético
obtenido a partir de una secuencia homologa a las demidefensinas en humanos, se ha observado
que tanto las DRT’s como el péptido sintético den;)minado retrociclina, protegen completamente
a las cflulas CD4* de la accién de los virus HIV1, T-tropic y M-tropic. Esta proteccién se
produce en las fases tempranas de la infeccién mediante la unién desigual de las DRT's y la

retrociclina a la membrana celular (Cdle, 2002)

CATELICIDINAS- Muchos péptidos antimicrobianos estru;:turalmente diversos son
sintetizados en el carboxilo terminal de un precursor de entre 15 y 18 kDa, que contiene un
dominio de catelina altamente conservado de 100 residuos (Zanetti, 1995). La palabra catelina
es un acrénimo del término inhibidor de catepsina L y los precursores de PNA’s que contienen

catelinas son ltamados catelicidinas. Adnque la funcién del dominio de catelina es aéin incierto,
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la distribuci6n tan amplia de las catelicidinas en los mamiferos sugiere que debe de tener un

valor considerable.

Las catelicidinas se han estudiado extensivamente en ganado vacuno y cerdos. Cuando
estos propéptidos son secretados por los neutréfilos, sufren una proteélisis limitada tipicamente
por una enzima parecida a una elastasa, esto libera al carboxilo terminal del péptido
antimicrobiano (Panyutich, 1997). Las funciones del dominio catelina son aiin desconocidas;
posiblemente éste dominio previene una proteélisis indiscriminada que podria resultar dafiina
para el péptido antimicrobiano o una proteélisis prematura que pudiera dafiar a la célula
hospedera. Alternativamente el dominio catelina puede estar involucrado en el transporte
intracelular o conferir estabilidad durante el almacenaje en los granulos de los neutr6filos (Ganz,

1998) .

La tnica catelicidina humana se denomina LIL-37/hCAP18 y fue aislada de la médula
6sea humana(Agerberth, 1995; Gudmundsson,A 1995). Se expresa en células mieloides
encontrdndose en grinulos pero también se localiza en piel inflamada. Se ha visto que la LL-
37/hCAP-18 es regulada por estimulos inflamatorios (Frohm, 1997). En las vias respiratorias este
péptido es producido por los mismos tipos celulares que producen las B-defensinas y son
secretadas en el fluido de superficie de vias respiratorias (Bals, 1998). Adicionalmente la LL-37
se origina también a partir de neutr6filos que invaden las vias respiratorias, no se sabe atin el
procesamiento en cflulas epiteliales. Ademds de presentar actividad antimicrobiana hacia
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y hongos la- L1-37 se une y neutraliza al LPS y
protege en contra de un shock endotoxico realizado en un modelo murino de septicemia (Bals,

1999).
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La L1-37 atrae neutréfilos junto con monocitos y ciertas células T perifé€ricas, parece
actuar a través de un receptor para péptidos formil similares 'a receptor tipo 1 (familia de
receptores de citocinas que presentan motivos estructurales conservados en sus dominios
extracelulares y se unen a citocinas con un plegamiento de ‘4 bandas alfa helicales), que puede
reconocer ligandos tales como los péptidos formil bacterianos. Como ya se comenté, LL-37 es
inducida dentro de células epiteliales y de pulmén en estados de inflamacién ademds de su
accién antimicrobiaﬁa atrae diferentes tipos celulares hacia el sitio donde se ha producido el dafio

(Zasloff, 2002).

PROTEGRINAS— Son PNA’s muy potentes que contienen de 16 a 18 aminoécidos
aislados originalmente de leucocitos porcinos (Kokryakov, 1993). Poseen una estructura de hoja
‘ B que es estabilizada por dos puentes disulfuros intramoleculares (Fahrner, 1996; Harwig, 1995).
A diferencia de las defensinas éstos pequedos péptidos mantienen una actividad en
concentraciones fisiologicas de cloruro de sodio. Las protegrinas presentan actividad
antimicrobiana contra organismos como N. gonorrhoeae, C. trachomatis y C./ albicans (Cho,
1998; Qu, 1997). Debido a que las protegrinas son muy pequefias para atravesar las bicapas

lipidicas en forma de monémeros, se cree que una oligomerizacién de varios péptidos es

esencial para una acci6n destructiva sobre la membrana bacterial (Lehrer, 1999).

GRANULOSINA- Es un péptido que pertenece a la familia de péptidos parecidos a
saposinas, éstos péptidos se encuentran en los grépulos de las células T citot6xicas humanas y
cflulas NK. Esta familia también incluye a los amocbaporos, péptidos citot6xicos y
antimicrobianos del protozoario parisito Entamoeba hystolitica. 1a granulosina mata
extracelularmente a Mycobacterium tuberculosis y otros patégenos in vitro (Stenger, 1998), en

combinacién con la perforina, se incrementa su efecto. La combinacién de granulosina y
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moléculas parecidas a perforina, podrian activar a las células T para matar a muchos patégenos

intracelulares (Lehrer, 1999).

* HISTATINA- Son protéinas humanas que se encuentran en la saliva, son pequenas y
ricas en histidina. Presentan una actividad antimicrobiana hacia Candida albicans especialmente
en un ambiente de pH 4cido, bajo condiciones de relativa fuerza i6nica. Las estructuras primarias
de las dos principales integrantes de esta familia (histatina 1 y 3 ) han sido estudiadas y han
revelado que éstas tienen una longitud de 38 y 32 aminoécidos, respectivamente. Los miembros
més pequefios de la familia de las histatinas, incluyendo la histatina 5 de 24 amino4cidos se

originan a partir de las histatinas 1 y 3 mediante un proceso post-traduccional.

Los mecanismos fungicidas de las histatinas no son muy claros afin, no son
membranoliticas y su forma de eliminar a C. albicans parece deberse a la unién de éstas a una
proteina de 67 kDa presente en C. albicans que se ha encontrado en los lisados y las fracciones

crudas de membranas (Edgerton, 1998).

DERMICIDINA- Este péptido ha sido uno de los diltimos en describirse siendo diferente
a todos los péptidos antimicrobianos descubiertos anteriormente. Es un péptido qﬁe se expresa
especificamente en las gldndulas sudoriparas de los humanos y mediante €l sudor es trasportado
a las superficie epitelial. Tiene una longitud de 47 aminoé4cidos, con una estructura amfipatica de
a-hélice. Bajo condiciones de pH y concentraciones de sal parecidas a las que se encuentran en
el sudor, este péptido es activo contra cepas bacterianas como E. coli, E. faecalis, S .aureus y
Candida albicans. Aén hacen falta estudios sobre este péptido en especifico, sin embargo ésto da
un impulso a la investigaci6n sobre posibles deficiencias en la expresi6én de éste y otros péptidos

y su relacién en enfermedades cutineas (Schittek, 2001).
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Recientemente se ha descubierto que en la cavidad géstrica, especificamente en mucosa
géstrica de humanos ratones y otros vertebrados, la histona 2-A se sintetiza en mayor cantidad
que la requerida para empaquetar el DNA de las c€lulas de la mucosa géstrica y se acumula en
granulos citoplasmaticos secretores. Una vez secretada, la histona es procesada por pepsina y
transformada en péptido antimicrobiano denominado buforina II, que permanece adherido a la
capa mucosa que cubre la superficie del estémago y por lo tanto provee al estémago con una

capa protectora antimicrobiana (Kim, 2000; Zasloff, 2002).

5.-ESTRUCTURA DE LOS PEPTIDOS NATURALES ANTIMICROBIANOS.

Como ya se ha mencionado, los péptidos antimicrobianos en plantas y animales son
tipicamente catiénicos (contienen un exceso de residuos de arginina y lisina) y son también
moléculas anfipaticas. Algunos son o-hélices especialmente cuando se encuentran en solventes
que promueven su estructura, como lo es el trifluoroetanol o al mezclarse con membranas
fosfolipidicas  aniénicas. Otros contienen estructuras de hoja-B que son estabilizados mediante

puentes disulfuro de cisteinas algunas veces asociados con dominios de a-hélice.

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS CON ESTRUCTURA DE a-HELICE.

Los péptidos antimicrobianos que presentan estructura de a-hélice como las ¢ecropinas
estdn ampliamente distribuidos en los invertebrados, adnque en su mayoria han sido estudiados
en los ordenes Lepidoptera (mariposas y polillas) y Diptera (moscas). Los péptidos a-hélice

parecidos a las cecropinas también existen en otros ordenes de insectos, en la sangre de
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protocordados marinos asi como en el intestino porcino (Lee, 1989; Zhao, 1997). Las magaininas
también pertenecen a la familia de péptidos antimicrobianos con estructura de a-hélice, sus
estructuras y su relacién con modelos de membranas y microorganismos se han estudiado

extensivamente (Bechinger, 1993; Ludtke, 1996) .

En los mamiferos los leucocitos contienen catelicidinas, que son péptidos con un
precursor conservado N-terminal (llamado catelina) seguido de un péptido antimicrobiano. Los
péptidos antimicrobianos a-hélice asociados a catelina se encuentran en las células sanguineas

de los humanos, ganado y roedores (Zanetti, 1995)

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS CON ESTRUCTURA DE HOJA-$

A diferencia de los péptidos anfifilicos con estructura a-hélice, las defensinas representan
una clase inusual de antimicrobianos debido a que estdn estabilizadas mediante tres puentes
disulfuro y tienen una B-horquilla como su principal caracteristica estructural. Este motivé esla
caracteristica que unifica y define a todas las defensinas que son de otra forma muy diversas en
términos de origen evolutivo. Se han podido conocer varias estructuras de defensinas mediante

"métodos como los rayos-x y NMR (Resonancia Magnética Nuclear), que nos permiten conocer

como es que las defensinas interactian con modelos de membranas.

Todas las defensinas son cati6nicas, todas tienen arginina como residuo catiénico
predominante y presentan conexiones tipicas de cisteina. Las comparaciones estructurales
revelan que las defensinas en los neutréfilos de los conejos se encuentran en forma de

monSmeros cuando estin en solucién. Mientras que las a-defensinas humanas se presentan como
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dimeros posiblemente estabilizados por uniones de hidrégeno y uniones hidrofébicas (White,

1995).

La propiedad anfipética de los PNA’s es necesaria para la rupthra de la membrana y la '
formacién de poros. Un estudio realizado por Hill y colaboradores, describié al dimero HNP-3
con una forma de canasta que tiene un fondo hidrofébico (exponiendo las superficies de las B-

horquillas) y una cima polar (conteniendo las regiones N- y C-) (Hill, 1991.) .

En los tltimos afios se han propuesto otros dos grupos que conjuntan a los péptidos de
acuerdo a su composicion general y a su estructura terciaria. El tercer grupo estd conformado por
péptidos que presentan una predominancia de uno o mas aminodcidos, mientras que el cuarto
esta formado por péptidos con estruétura en espiral. La diversidad de estos péptidos es tan grande
que resulta dificil categorizarlos en una clasificacién que sea aceptada generalmente (Koczulla,
2003). En las siguientes tablas se muestran los cuatro grupos de péptidos de acuerdo a su
estructura mostrando ejemplos de cada grupo asi como su localizaci6n en especie y 6rgano y que

tipo de actividad presentan.
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PEPTIDO ESPECIE Y ORGANO ACTIVIDAD

GRUPO I: a-helicoidales, lineares, sin cisteina

Bombininas . Rana, piel Antimicrobiana
Cecropinas ) Insectos, hemocitos y esperma Antimicrobiana
LL-37 Humanos, neutrfilos y células epiteliales  Antimicrobiana
Magaininas Rana, piel * Antimicrobiana
Stielinas Tuaicados, hemocitos Antimicrobiana
Clavaninas Tunicados, hemocitos Antimicrobiana
Melittina Abejas, veneno Antimicrobiana

GRUPO II: Estructura hoja-f estabilizada por dos o tres puentes disulfuro

Protegrinas Cerdo, intestino . Antimicrobiana
Defensinas Vertebrados, células inmunes y epitelio Antimicrobiana y quimiotictica
Defensinas de insectos Insectos, hemocitos Aantimicrobiana
0-Defensinas Monos, neutréfilos ‘ Antimicrobiana
Defensinas vegetales Pl@tas, semillas y hojas Antimicrobiana
Drosomicina Insectos, hemocitos Antimicrobiana

GRUPOQ II1: Péptidos con una predominancia de dos o tres aminos4cidos.

PR39 Cerdo, intestino y neutréfilos Angiogénica y cicatrizante
Bac5, Bac7 Vaca, néum’)ﬁlos Antimicrobiana
Drosocina Drosophila, hcmolinfa_ Antimicrobiana
Metchnikowina Drosophila, hemolinfa Antimicrobiana

GRUPO I'V: Péptidos con estructura en espiral

Bactenecina - Vaca, neutrdfilos Antimicrobiana

Ranalexina Rana, piel i Antimicrobiana

Tabla III : Familias y nomenclatura de péptidos antimicrobianos de acuerdo a su estructura molecular (Koczulla &

Bals, 2003).
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Figura 5. Ejemplos de modelos moleculares de diferentes clases estructurales de PNA’s: A) Estructura de hoja -
plegada (hBD2), B) Estructura de a-hélice (magainina), C) Estructura en espiral (bactenecina) (Zhao, 2003).

6.-MECANISMO DE ACCION DE LOS PEPTIDOS NATURALES

ANTIMICROBIANOS.

Es dificil conocer la actividad de un péptido o la estructura secundaria que formar4
solamente mediante su secuencia. La mayoria de los péptidos sin puentes disulfuro tienen
estructuras variables en el agua y forman una estructura solamente cuando s¢ unen a'una
membrana u otro ambiente hidrof6bico (Bello, 1982; Falla, 1996). Por ejemplo las cecropinas y
la melitina se pliegan en forma de a-hélices anfipiticas cuando se encuentran en ambientes
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membranosos. Es sabido que la naturaleza tanto catiénica como hidrof6bica de los péptidos es

muy importante al momento de la interaccién inicial entre el péptido y la membrana bacteriana.

La uni6n inicial depende de las interacciones electrostéticas entre los péptidos cargados
positivamente y las moléculas cargadas negativamente de la superficie en el microorganismo. El
paso secundario, resulta en la modificacién de las propiedades biofisicas causadas por

interacciones directas con el péptido.

Hasta la fecha se ha propuesto tres mecanismos de accién de los péptidos para
permeabilizar las membranas de los microorganismos: 1) Un modelo llamado “barril” que
implica la formacién de canales transmembranales ‘de una forma voltaje-dependiente con
moléculas po—polares orientadas hacia los lipidos de membrana, haciendo que se forme un poro
hidrofilico que atraviesa la membrana, 2) El modelo “canal agregado” que implica la agregacién
de péptidos en grupos sin ninguna estructura definida sobre la membrana, permitiendo asi la
formacién dinémica de poros de duracién corta ocasionando la pérdida de la homeostasis
intraqelula:. Los PNA’s también pueden entrar al espacio intracelular a través de este modelo y‘
unirse mediante diferencia de cargas al material genético del microorganismo. 3) Finalmente esti
el modelo “alfombra”, que describe €l cubrimiento de la membrana celular microbiana por una
alfombra o cubierta de PNA’s . La integridad de la membrana se colapsa por la formacién de
agujeros de gusano que se forman por el plegamiento de la capaA de lipidos sobre si misma
(Boheim, 1974; Heller, 2000; Koczulla, 2003; Wu, 1999). En la siguiente figura se sintetizan los

tres modelos de accién de los PNAs.
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Figura 6: Los 3 principales mecanismos de accién de los PNA’s sobre las membranas

microbianas (Koczulla, 2003; Matsuzaki, 1998)

Por lo tanto, una consecuencia de éstos mecanismos fisicos de accién (basado en
interacciones idnicas e hidrof6bicas) eé que para una bacteria es muy dificil el convertirse
resistente a tales péptidos y el producir mutantes no es del todo f4cil tampoco. Las interacciones
que se describen en los tres modelos anteriores se proponen con ¢l objetivo de provocar la
pérdida de las funciones de la membrana incluyendo la eliminacién del potencial de membrana,
la pérdida de iones, metabolitos y la alteraci6n de la permeabilidad de la membrana. La
selectividad parcial de los PNA’s hacia las células procaridticas parece depender de la diferente

composicion lipidica asociada con diferentes cantidades de carga negativa de las membranas de
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los microorganismos comparadas con células eucarifticas (Koczulla, 2003). El efecto
antimicrobiano de un péptido individual, depende de su estructura y secuencia de aminodcidos.
Adems4s de su actividad antimicrobiana, existen algunos péptidos como las catelicidinas y las
defensinas que pueden unirse al LPS (lipopolisacirido) e inactivar las funciones biolégicas de
ésta endotoxina (David., 2001). Esta actividad ha sido utilizada para reducir la mortalidad en
modelos murinos de choque endotéxico mediante la aplicacién de péptidos derivados de »LL—
37/hCAP-18 (Kirikae, 1998). De manera que los PNA’s tienen una actividad de defensa del
hospedero con una actividad antimicrobiana: directa y representan moléculas efectoras del

sistema inmune innato.

7.-REGULACION DE LOS GENES DE PEPTIDOS NATURALES

ANTIMICROBIANOS.

Los genes encargados que codifican PNA’s en “insectos se expresan en células
sanguineas, epiteliales y en el cuerpo graso de los insectos, un 6rgano homélogo al higado en
vertebrados que secreta proteinas y péptidos directamente a la hemolinfa de los insectos. Las
regiones proximas al extremo 5’ tienen secuencias que'se unen a los factores de transcripcién
“Rel”, andlogos a los motivos de uni6n del factor nuclear kB (NFkB) presentes en los
mamfferos. Estas regiones reguladoras estdn implicadas en el desarrollo temprano de
Drosophila, muchas de ellas estdn asociadas con una funcién de defensa. La ruta que regula la
produccién de péptidos en insectos, involucra la iniciacion de la sefial a través de la generacién
proteolitica de la proteina Spaetzle a partir de su precursor; la interaccién de Spaetzle con un

receptor presente en la superficie de las células de Drosophila 1lamado receptor Toll; la
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comunicacién subsec;wnte mediante una serie de proteinas intracelulares que da como resultado
una modificacién qﬁimica del Cactus (proteina mediadora) citoplasmético, €l cual es liberado de
su unién fisica con la proteina Dif (factor inmune dorsal); la translocacién de Dif dentro del
niicleo, y posterior unién a una secuencia de DNA cercana al gen antimicrobiano activa
finalmente la transcripcion. La drosomicina un PNA antifingico, parece ser regulado mediante .

este circuito (Imler, 2001).

Se ha observado que en moscas mutantes que no expresan el circuito Toll-Drosomicina
todavia pueden expresar otros PNA's tales como la cecropina y la diptericina. El circuito
encargado de la produccién de estos péptidos se denomina la via ima" (inmunodeficiente),
regulado por una via que es activada por una proteina relacionada a Dif, llamada relish. Tal
como Dif, relish se encuentra en el citoplasma, pero en contraste, esta {ltima debe de ser

dividida mediante eventos posteriores.

Las evidencias sugieren que la via Toll estd implicada en la defensa contra organismos
mic6ticos y bacterias Gram®, mientras que la via imd responde contra eventos patogénicos
ocasionados por bacterias Gram’, estas dos vias estdn disefiadas intrinsecamente para responder a
diferentes insultos fisiol6gicos. A continuacién se encuentra una figura donde se esquematiza la

regulacién génica de PNA's en insectos.
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cuerpo graso

Figura 7: Mecanismo de activacion de PNA’s ¢n insectos, procedimientos homélogos suceden

en animales y plantas. (Zasloff, 2002) .

La expresién de las B-defensinas es estimulada por la presencia de lipopolisaciridos
(LPS). interleucina- 1B (I-1B) y el factor de necrosis tumoral (TNF) . El andlisis de las regiones
reguladoras del extremo 57 de varios genes inducibles de péptidos antimicrobianos epiteliales en
mamiferos y ranas, revetan sitios de unidn para NFxB. Se ha visto que cuando se presenta un
estimulo correcto hay un incremento en los niveles de NFkB intracelular, asi como su

translocacion dentro del nticleo y la activacion del gen antimicrobiano correspondiente.

La actividad inductora de la 11- 1B implica un papel para el receptor de 1L-1 (IL-1R) en la

produccion de defensinas epiteliales. EFL-1R pertencce a la familia de receptores Toll y ambos
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responden a un ligando de origen proteico, el cual debe de ser procesado proteoliticamente. En
mamiferos la IL-1 es liberada por los monocitos, macréfagos, células dendriticas o por células
epiteliales dafiadas. La homologia entre los receptores en insectos y vertebrados a l}evado a
formular la hipétesis de que el sistema inmune innato utiliza receptores especializados para
Teconocer patrones dnicos y especificos de constituyentes quimicos microbianos que estin

presentes cuando los microbios atacan a los organismos multicelulares.

Estudios recientes han demostrado que existen por 1o menos diez receptores tipo Toll
(TLR’s por sus siglas en inglés) presentes en humanos. Como conclusién, €l modelo actual
sugiere que productos microbianos como el LPS se unen directamente a estos TLR s , en algunos
casos asociados con proteinas de unién especificas que pudieran incrementar la especificidad.
Sin embargo, ain hacen falta estudios para conocer las interacciones ligando-receptor y el

circuito intracelular utilizado para modular la expresion génica de los PNA’s.

En plantas, la sefial inicial es transmitida por receptores de patrones altamente especificos
que son andlogos a Toll y a los TLR’s humanos, a su vez activan respuestas relativamente
especificas en contra de organismos especificos un concepto llamado estrategia defensiva gen

por gen (Akira, 2001; Kiyoshi 2003; Zasloff, 2002).
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8.-PERSPECTIVAS DE LOS PEPTIDOS NATURALES ANTIMICROBIANOS.
Nuevos antibidticos.

El futuro de los PNA’s hacia una aplicacién clinica, se fundamenta en la gran
preocupacién entre los microbiélogos clinicos sobre la cada vez més comiin resistencia de las
bacterias a la mayorfa de antibidticos clésicos. Hasta hace poco existian algunas cepas
bacterianas resistentes a todos los antibiéticos comunes menos a la vancomicina, sin embargo se
ha visto que también han logrado crear una resistencia a esta tltima (Swartz, 1994). Debido a
esta resistencia, se proponen a los PNA’s para ser utilizados como agentes terapéuticos. Por lo
tanto la identificacién de péptidos nuevos y no citotéxicos, producidos en humanos y animales es

un objetivo importante.

El wso clinico extensivo de la polimixina, un péptido membrano-activo selectivo
demostr6 claramente que las moléculas que actiian mediante la discriminaci6n de
microorganismos patégenos, en base a las diferencias en el disefio de sus membranas podrian
desarrollarse como terapéuticos administrados sistémicamente. Desgraciadamente la polimixina
se asocia con ciertas toxicidades por lo que no se acepta ya que el dafio renal tubular es resuitado
en parte de nuestra incapacidad para metabolizar a este éépﬁdo (Storm, 1977). La magainina ha
mostrado que actia sinérgicamente con ciertos antibiéticos “estindar”, en la quimioterapia de
infecciones causadas por bacterias Gram-negativas. En 1991 Darveau realizé un estudio
utilizando ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida ¢ infectados con Escherichia coli y
tratdndolos con Magainina 2 y cefalosporina. La Magainina 2 que por si sola no presentaba
eficacia en este campo, si aument6 la eficacia de la cefalosporina cuya actividad habia sido

reducida en éstos animales tratados. La sinergia entre estos dos agentes antibiéticos se cree que
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es el resultado del efecto permeabilizante del péptido que dafia la integridad de la pared

bacteriana y facilita la entrada del antibi6tico al interior de la célula (Darveau, 1991) .

Una variante de la magainina denominada MSI-78 se encuentra én experimentos clinicos
de fase clinica tres en los cuales se tratan a 926 pacientes para probar la eficacia de este péptido
en contra de ulceras diabéticas polimicrobianas. Los resultados han demostrado efectos similares
a aquellos que habian sido tratados con ofloxacina, pero con menos efectos secundarios.
También el péptido hibrido de cecropina-melitina ha mostrado tener actividad antimicrobiana
tOpica en contra de infecciones oculares en conejos causadas por P. aeruginosa (Hancock, 1998;

Nos-Barbera, 1997) .

Hay una cantidad importante de evidencia publicada donde se demuestra que las
infecciones sistémicas son tratadas eficientemente con péptidos antimicrobianos como las
protegrinas de hoja B, la cual es activa contra cepas de S. aureus resiétentes a meticilina, e
infecciones causadas por Enterococus faecalis y P. aeruginosa resistentes a vancomicina
(Steinberg, 1997). Estos hallazgos indican que los PNA’s tiene la capacidad de ser utilizados
como antibi6ticos inyectables en contra de microorganismos fesistentes a antibifticos

convencionales.

Ademis, debido a que algﬁnos péptidos como la polimixina interactiian con endotoxinas
bacterianas, presentan una propiedad terapéutica adicional de gran valor, por lo que es posible
rescatar a un ratén de un shock endotéxico mediante la administracin del péptido via
intravenosa. De tal forma que como agentes terapéuticos humanos los PNA“s, al ser

desarrollados podrian exhibir actividad antibiética y neutralizante de endotoxinas, una
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combinaci6n de propiedades que podrian ser benéficas en el tratamiento de infecciones

bacterianas (Jacob, 1994).

La colonizacién microbiana y su crecimiento en las superficies de materiales poliméricos
sintéticos, es un problema que complica el uso de articulos médicos como los catéteres
intravenosos, una posible solucién es la utilizaciéon de péptidos de magainina debido a la
capacidad que tienen de unirse a superficies poliméricas insolubles y retener su actividad
antimicrobiana (Zasloff, 2002). Sin embargo, €l problema especifico es €l alto costo de la sintesis
quimica en la produccién de los PNAs. Es posible sintetizar la mayoria de PNA’s incluyendo las
pB-defensinas con sus complejos puentes disulfuro, pero los costos son demasiado altos y ésto

impide su produccién en grandes cantidades.

Se han desarrollado estrategias de expresi6n biolégica para evitar este problema. Varios
grupos han desarrollado sistemas recombinat_ltes de baculovirus para la expresién de f-
defensinas y han obtenido péptidos activos, puros y estructuraimente correctt')s en cantidades de
miligramos (Koczulla, 2003). Los PNA s también se han producido en plantas transgénicas y en
bacterias (De Bolle, 1996; Harrison, 1999; Okamoto, 1998). Las defensinas también se han
producido en la leche de animales transgénicos. Despuéslde la produccién biol6gica, se necesita
de un proceso de purificaci6n para evitar la contaminacién con proteinas del hospedero que

pudieran inducir una respuesta inmune del paciente (Yarus, 1996).

La secuencia que codifica para PNA"s puede también ser transferida a células blanco
mediante una transferencia de genes, como se ha visto en modelos de animales que
sobreexpresan la produccién de LL-37 o la transferencia de histatina 3 a las glandulas salivales

(Bals, 1998; Bals, 1999).

59



Otro aspecto interesante serfa el estimular la expresién de PNA’s mediante pequefios
compuestos quimicos, la aplicaci6én del amino4cido esencial L-isoleucina en las células
epiteliales de las vias respiratorias, estimula la expresion de defensinas epiteliales (Fehibaum,
1994). Las compaiifas biotecnol6gicas, han formado alianzas para realizar estudios en humanos
utilizando PNAs, ain después de varios estudios preclinicos realizados por €stas compaiifas,
sigue habiendo preguntas sin responder acerca de la produccién, costos, labilidad a las proteasas

in vivo y si pudiesen causar alguna toxicidad (Koczulla, 2003)

En el caso de dos péptidos naturales producidos en laboratorio, han sido considerados
para tratar dlceras estomacales causadas por Heliocobacter pylori (nisina) y mucositis oral
(iseganan). Se ha iniciado en adultos saludables un estudio de fase 1 de seguridad con iseganan
en aerosol con el objetivo de utilizar este péptido en pacientes>con ﬁbr;)sis quistica que
presenten infecciones crénicas de pulmén causadas por P. aeruginosa. Ambos han pasado los

estudios de fase clinica 1 satisfactoriamente y actualmente se encuentran en una evalyacién

clinica mayor.

.Una compaififa canadiense (Micrologix, Biotech Inc., Vancouver, Columbia Bfit{mica,
Canadé) recientemente incluy6 a dos agentes (MBI-594AN y MBI-226) en la fase I de estudios
en infecciones asociadas con catéteres e infecciones serias de acné (Koczulla, 2003). En la
siguiente tabla se encuentran algunos de los péptidos que estin siendo utilizados en
investigaciones clinicas en diferentes féses, asi como el nombre de la compaiifa productora y la |

enfermedad a tratar para cada péptido.
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NOMBRE DE COMPANIA NOMBRE DEL PEPTIDO ENFERMEDAD A TRATAR Y
DESARROLLO CLINICO
Magainin Pharmaceuticals Inc (PA, USA) Pexiganan Ulceras infectadas de pie diabético (fase
‘ 1, uso local) .

Micrologix Biotech Inc. (Vancouver, Canada) MBI-594AN Acné (fase II1, uso local ), terminada.

MBI-226 Sepsis causada por catéteres (fase I, uso
local) .

Intrabiotics (Mountain View, CA, USAY Iseganan Mucositis (fase II, uso topico-oral

(IB-367; protegerina) fallido)

Intrabiotics (Mountain View, CA, USA)

Iseganan

(IB-367; protegerina)

Infecciones pulmonares en fibrosis
Quistica (fase II, uso local inhalativo).

Xoma Corp. (Berkeley, CA, USA)

Neuprex

Meningitis (fase I, uso sistémico) .

"Demegen (Pittsburg, PA, USA) P-113 Candidiasis oral, mucositis (fase II, uso
(andlogo de histatina) oral)
D2AD21 Heridas de quemaduras, heridas infectadas
(fase I uso local) .
Cubist Pharmaceutical (Lexington, MA,
USA) Daptomicina Sepsis (fase Iy

AM (Pharma, Bilthoven, Holanda)

Lactoferricina-B

Antimicético (fase preclinica, uso

sistémico)

Entomed (Mikirch, Francia) Heliomicina Antibacteriano (fase preclinica, uso
sistémeo)
Trimeris (Durbam, NC, USA) Enfuvirtide

Antiviral (HIV) (fase HI completada)

Tabla IV : Compaiifas involucradas en el desarrollo de péptidos antimicrobianos como drogas (Koczulla & Bals, 2003) .
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EL PAPEL DE LOS PEPTIDOS NATURALES ANTIMICROBIANOS EN

INFLAMACION, ANGIOGENESIS Y FUNCION CELULAR.

Ademés de su actividad antimicrobiana, los PNA"s presentan otros efectos biol6gicos. En
base a su actividad de membrana, los PNA’s tienen una toxicidad dependiente de concentracién
hacia células eucaridticas. Altas concentraciones de a-defensinas se han encontrado en
secreciones de pacientes con fibrosis quistica (Soong, 1997) y bronquitis crénica (Panyutich,
1993), donde estas sustancias podrian contribuir a la inﬂamaciéﬂ.

Ademis de su toxicidad inespecifica, algunos péptidos se unen a receptores celulares en
bajasbconcentraciones, activan vias de sefializacién intracelular y estimulan varias funciones
celulares. Las o-defensinas son capaces de estimular una variedad . de células mediante
mecanismos que atin no han sido identificados, atraen células T humanas CD4*/CD45RA* 6
CD8*, células dendriticas inmadﬁras y monocitos (Chertov, 1996; Yang, 2000).

La hBD-1 y hBD-2 se unen a un receptor de quimiosinas conocido como CCR-6. Este
receptor se encuentra en células denriticas inmaduras y en células T inmaduras
(CD4*/CD45RA"), éstos hallazgos han sido interpretados como la unién entre los mecanismos de
inmunidad innata y adquirida mediados por la accién de las defensinas. Se ha encontrado que
LI-37 se une a un receptor para péptidos formil similares a receptor tipo 1, que se expresa en
una variedad de células incluyendo neutréfilos, monocitos y linfocitos. Al unirse a este receptor,
LL-37 empieza a atraer neutréfilos, monocitos y células T CD4", y-activa a los mastocitos

(Koczulla, 2003).
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En los dltimos dos afios se ha visto que el péptido PR-39, estimula la angiogénesis al
unirse a la subunidad a7 del proteasoma 26S y modula la via proteasoma-ubiquitina sin tener
efecto alguno en la actividad proteosomatica (Li J, 2000). Este efecto inhibitorio selectivo que
tiene el péptido sobre la via proteosomatica también da como resultado una actividad anti-
inflamatoria al bloquear la degradacién de IkBa el cual es un inhibidor de NF-xB. PR-39 es
quimioatrayente para neutréfilos, contribuye a la cicatrizacién al estimuldr la expresién de
sindecanos (Elsbach, 2003; Koczuila, 2003).

El impacto de estas funciones no-antimicrobianas, en la patogénesis de una enfermedad
ain no es conocido. Las funciones no-microbicidas ofrecen oportunidades importantes para
in;/esﬁgar que papel juegan los PNA’s en las enfermedades inflamatorias. A continuacién se
muestra una tabla indicando algunas funciones no microbicidas que tienen algunos péptidos, asf

como los receptores y los tipos celulares donde actian.
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PEPTIDO RECEPTOR TIPO CELULAR FUNCION

Hbd-1, Hbd-2 CCR-6 Células dendriticas inmaduras, Quimotictica, liberacién
linfocitos T, Mastocitos. de citocinas e histamina.

Hbd-3, Hbd-4 ? Monocitos Quimotictica

Mbd-2, Mbd-3 CCR-6 Células dendriticas inmaduras, linfocitos T Quimotictica

11-37 FPRL1 Monocitos, peutrdfilos, células epiteliales Quimiotictica, activacién celular
y endoteliales

a-defensinas ? Células epiteliales, linfocitos T, células

dendriticas inmaduras y monocitos.

Quimiotictica, activacidn celular,

liberaci6n de citocinas.

\

CCR: Siglas en inglés para receptor de quimiosina; FPRL1: Siglas en inglés para receptor para péptidos formil

similares a receptor tipo 1.

Tabla V: Actividades no-microbicidas de péptidos antimicrobianos mediadas por receptores especificos. (Koczulla & Bals, 2003)




9.-DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Los péptidos naturales antimicrobianos (PNA’S) son moléculas efectoras del sisterna
inmune innato. Se han aislado una gran variedad de péptidos de muchas especies pertenecientes
a todos los reinos, desde 1a mosca Drosophila hasta a el humano y se han clasificado de acuerdo
a su estructura y contenido de amino4cidos. Respecto a la clasificacion estructural, la mayoria de
los PNA’s presentan aspectos generales similares entre sf, sin embargo, en su secuencia de
aminoicidos difieren bastaﬁte a excepcion de ciertos residuos constantes como la cisteina, ésto
sugiere que cada péptido ha evolucionado probablemente de fc;nna\convergentc para actuar de
manera 6ptima en €] ambiente en el cual es producido y en contra de microorganismos locales.
Ademdés, los PNA’s tienen miiltiples papeles como reguladores de inflamaci6n, influenciando
diversos procesos como la proliferacién celular, inducci6n de la respuesta inmune, cicatrizacién
de heridas, liberacién de citocinas, quimiotaxis y el balance proteasa-antiproteasa. Sin embargo,
la amplia diversidad de los PNAs, hace dificil su disefio sintético con €l objeto de que conserven
su potencia y presenten las mismas actividades que tienen cuan&o provienen de una fuente
natural (Koczulla, 2003; Zasloff, 2002)

La produccién de PNA’s sintetizados quimicamente en algunos casos como las oy B
defensinas, presentan menor actividad que aquellos obtenidos de fuentes naturales, ésto puede
deberse a conexiones incorrectas entre cisteinas y tener como resultado un plegamiento
incorrecto de la molécula. Una alternativa para corregir ésto, es la §intesis recombinante, ainque
¢l expresar PNA’s en bacterias o levaduras puede crear una situacién de autodestruccién que se
puede evitar utilizando un vector que incluya un constructo para una proteina de fusién, como se

ha hecho con el factor de necrosis tummoral humano (TNFa) y la cecropina A. Como ya se
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menciond, existen en el mercado algunos PNA’s producidos por compaiiias farmacéuticas que se
encuentran en fases avanzadas de estudios preclinicos, tal es el caso de la daptomicina, que est4
en la fase III utilizdndose en casos de septicemia, ésto es de gran importancia ya que esta
enfermedad afecta a mileé de persona cada afio. De igual forma, existen otros ejemplos de PNA’s
que se encuentran por terminar los estudios preclinicos y que se estén utilizando para tratar de
controlar y curar enfermedades tales como la meningitis (con el péptido Neuprex) y el SIDA
(con el péptido Enfuviridae) ambas también en fase III de investigacion.

Otra posible razén de el porqué en algunos casos los PNA’s sintetizados quimicamente
no son tan efectivos como los que provienen de fuentes naturales, se debe a que la accién in vivo
de los PNA’s se acompafia de un trabajo cooperativo de algunos factores existeﬁtes invivoy que
in vitro no se han reproducido atin.

Otro punto de discusién es la aparente selectividad de los PNA’s hacia microorganismos

externos y la inocuidad que presentan la mayoria de éstos péptidos hacia las células del

hospedero. Para explicar este fenémeno se han realizado estudios con liposomas que contienen

colesterol y liposomas sin la presencia del mismo, aquellos que contienen colesterol no son
atacados por los péptidos. La presencia de colesterol en las membranas de las células
eucariticas, asi como su menor carga negativa de membrana comparada con la de los
microorganismos, puede explicar en algunos casos €l porqué las células del hospedero no son
destruidas por los PNA's.

Faltan muchos aspectos por estudiar acerca de los PNAs, atin cuando en los dltimos afios

las investigaciones sobre este tema s¢ hayan incremementado considerablemente, preguntas

como los costos de produccion, la labilidad hacia las proteasas in vivo y toxicidades tal vez atin

no conocidas, siguen sin ser contestadas.
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Por lo anteriormente discutido, nuestro grupo de trabajo ha considerado importante el
estudio de los PNA’s debido a su presencia en todos los organismos vivos superiores y a su
diversidad de funciones. Por 16 tanto, este trabajo pretende ser una gufa para el aprendizaje
bésico de los PNAs.

Podemos concluir que los PNAs han surgido como sustancias efectoras en la 'R[I y
funcionan no solamente como agentes microbicidas endégenos sino que también son capaces de
realizar funciones que van desde mediadores de inflamaci6n hasta promotores angiogénicos. El
estudio de éstos, ha mejorado el entendimiento de cémo un organismo superior puede sobrevivir
en un ambiente hostil que se encuentra lleno de microorganismo patégenos. Muchos de los
antibi6ticos que se utilizan hoy en dia son productos del metabolismo de algin hongo. Sin
embargo, algunas cepas han evolucionado para volverse resistentes, debido a que los PNA’s
tienen un mecanismo de accién totalmente diferente al de los antibiGticos comunes, €stos
péptidos, han estado funcioﬁando como un escudo quimico de defensa durante millones de afios
en plantas y animales, podrian llenar los requerimientos como una alternativa terapéutica por
medios naturales.

En un futuro se deberdn considerar los siguientes puntos:

- 1- Laidentificacién de nuevos PNAs.

2- El andlisis de las funciones biolégicas més relevantes de los PNA’s que incluyen

tanto su actividad antimicrobiana asf como otras posibles funciones.
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3- FEl desarrollo de PNA’s como nuevos medicamentos, esto involucra mejores
estrategias para la identificaci6n de posibles péptidos candidatos, la modificaci6n en

cuanto a su perfil farmacoldgico y finalmente su produccion a gran escala.

4- El estudio de la biologia de los PNA’s debe permitir el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas en casos de enfermedades infecciosas e inflamatorias.
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