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RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos son componentes evolutivamente conservados de la respuesta
inmune innata. Aunque originalmente fueron descubiertos por sus propiedades microbicidas, su
rango de accién se ha incrementado al demostrarse que ejercen actividades inmunomoduladoras y
reparadoras de dafo. La expresién alterada de péptidos antimicrobianos en diferentes tejidos
promueve la patogénesis de varias enfermedades gastrointestinales, respiratorias y otras. Sus
caracteristicas quimicas y fisicas correlacionan con sus actividades microbicidas, que se ejercen a
través de la formacion de poros en membranas de patdégenos o inhibiendo el metabolismo
bacteriano al internalizarse en el citoplasma. Varios de estos péptidos presentan un amplio espectro
de actividad contra bacterias, hongos, parasitos y virus envueltos, haciéndolos atractivos candidatos
para una nueva clase de antibidticos. En esta revision se discuten las diferentes funciones de estas
moléculas.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, respuesta inmune innata, defensinas, catelicidina,
bacterias.

ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are an evolutionarily conserved component of the innate immune
response. Though originally discovered because of their microbicidal properties, their functions
expand beyond this, including immunomodulatory and wound healing activities. Altered expression
of AMPs in different tissues is an important factor that precludes pathogenesis of gastrointestinal,
respiratory and other diseases. AMPs chemical and physical characteristic correlate with their
microbicidal activities, which are exherted through pore formation on pathogen’s membrane or
directly inhibiting bacterial metabolism, after cytoplasmic internalization. Many of these peptides have
broad-spectrum activity against bacteria, fungi, parasites and enveloped virus, making them
candidates for a new class of antibiotics. In this review we discuss the different function of AMPs.
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INTRODUCCION

Todos los organismos vivos tienen que defenderse
del ataque constante de patégenos. Las capas epite-
liales de la piel, el tracto gastrointestinal, el geni-
tourinario y el respiratorio, ofrecen una barrera fisica
contra la infeccién. En diferentes sitios, los microor-
ganismos son tolerados, y se mantienen en la parte
exterior (superficie) de las capas epiteliales, pero en
otros sitios, como las vias aéreas bajas o el intesti-
no delgado, la funcién de la interfase con el medio
ambiente (intercambio gaseoso, absorcion de nu-
trientes), podria comprometerse por microbios. Por
esta razén las células epiteliales en esta localiza-
cién, producen péptidos antimicrobianos (AMPs de
sus siglas en inglés: Antimicrobial Peptides), que in-
hiben el crecimiento y/o establecimiento de bacte-
rias, hongos, parasitos y virus envueltos.!

Los AMPs constituyen un mecanismo de defensa
ampliamente distribuido en plantas, insectos y verte-
brados. Estas moléculas que son producidas por di-
ferentes tejidos y tipos celulares, se clasifican en di-
ferentes familias, de acuerdo con su estructura
secundaria. La estructura mas importante es la de
péptido anfipatico con 2-4 estructuras beta, alfa-héli-
ce anfipatica, estructura de asa y estructura extendi-
da.” La composiciéon de aminoacidos, su carga neta
(generalmente catidnica), asi como sus caracteristi-
cas anfipaticas y de tamanfo, favorecen su interac-
cién con bicapas lipidicas, principalmente aquellas
que forman las membranas citoplasmaticas de pato-
genos (bacterias, hongos, virus envueltos y parasi-
tos), en las que forman poros. Recientemente su
rango de accion se ha extendido al citoplasma bac-
teriano, en donde alteran la formacion del septo de la
membrana citoplasmatica, inhiben la sintesis de la
pared celular, la de &cidos nucleicos, la de protei-
nas, asi como algunas actividades enzimaticas.?® El
nombre de péptidos antimicrobianos no describe to-
das las funciones que presentan estas moléculas,
ya que también participan en otros procesos como la
modulacion de la respuesta inmune, en angiogénesis
y en reparacion de dafio (cicatrizacién).”8

CLASIFICACION

Los péptidos antimicrobianos son un grupo Unico y
diverso de moléculas, que esta dividido en 4 sub-
grupos con base en su composicidon de aminoacidos
y estructura.® 2

e 1er grupo. Contiene péptidos antimicrobianos
anionicos (por ejemplo con carga negativa a pH
fisiolégico), son péptidos muy pequenos, con un
tamafio entre 721.6 - 823.8 Da. Estos se en-
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cuentran en extractos surfactantes, fluidos de
lavados bronquioalveolares y células epiteliales
del tracto respiratorio.'*'® Se producen en con-
centraciones milimolares (mM), requieren cinc
como cofactor para la actividad antimicrobiana
y son activos contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas; son similares a los pro-pép-
tidos neutralizadores de carga de zimdgenos
de mayor tamafo, presentan actividad antimi-
crobiana cuando se encuentran solos.®

2° grupo. Esta constituido por 290 péptidos ca-
tiénicos, tienen un tamano de 40 aminoacidos
(PM = 4,000 Da) carecen de residuos de cistei-
na y algunas veces tienen una bisagra en el
centro.' 7 En solucién acuosa muchos de estos
péptidos no tienen estructura definida, pero en
presencia de trifeniletanol, SDS, micelas, vesi-
culas fosfolipidicas, liposomas o lipido A, toda
la molécula o una parte de ésta adopta estructu-
ra de a-hélice." El mejor ejemplo de este grupo
es la catelicidina LL-37, que en solucion acuosa
exhibe un espectro de dicroismo circular, con-
sistente con un estado de desorden estructu-
ral.’® Sin embargo en soluciones 15 mM de
bicarbonato o sulfitos, el péptido adopta una es-
tructura helicoidal. Para el caso de buforina Il y
catelicidina la extension de o-hélice correlacio-
na directamente con la actividad bactericida
contra Gram positivos y Gram negativos; al in-
crementarse el contenido de o-hélice la activi-
dad antimicrobiana se incrementa.’®

3er grupo. Formado por ~ 44 péptidos cationi-
Ccos que son ricos en ciertos aminoacidos.?°
Este grupo incluye a bactericinas y PR-39, los
cuales son ricos en residuos de prolina (33-
49%) y arginina (13-33%), profenina que es
rica en prolina (57%) y fenilalanina (19%) e in-
dolicidina rica en triptéfano. Estos péptidos
carecen de residuos de cisteina y son linea-
res, aunque algunos pueden formar estructu-
ras de giros extendidos.®

4to grupo. esta formado por péptidos catidni-
cos y anidnicos, consta de 380 miembros, los
cuales contienen residuos de cisteina, forman
enlaces disulfuro y estructuras B-plegadas es-
tables. Este grupo incluye protegrina de leuco-
citos porcinos, formada por 16 residuos de
aminoacidos, incluyendo 4 cisteinas que for-
man dos puentes disulfuro intramoleculares, y
una diversa familia de defensinas.® En mamife-
ros se han identificado 55 alfa-defensinas, que
incluyen los péptidos HNP 1-4 (por sus siglas
en inglés Human Neutrophil Peptide)?'?2 y crip-
tidinas, que contienen de 29 a 35 aminoacidos
incluyendo 6 cisteinas que forman 3 puentes
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disulfuro. También hay 90 beta-defensinas de
humanos (HBD, del inglés Human Beta Defen-
sin), que presentan de 36 a 42 aminoacidos y 6
cisteinas que estabilizan a la molécula con 3
puentes disulfuro. Ademas hay 54 defensinas
de artréopodos, 58 de plantas y una defensina 6
de Rhesus (RTD-1, del inglés Rhesus Tetha
Defensin), que consta de un péptido de 18 ami-
noacidos que forma una molécula circular y se
estabiliza por tres puentes disulfuro.?3?® Las
0-defensinas se identificaron en leucocitos de
macacos Rhesus y se originan por un proceso
de «splicing» y ciclizacién de dos segmentos
peptidicos de 9 aminoacidos precursores de las
o-defensinas.?®
Finalmente, existen péptidos catidnicos y aniéni-
cos que son fragmentos de proteinas mas largas. Es-
tos fragmentos tienen actividad antimicrobiana y son
similares en composicion y estructura a los péptidos
antimicrobianos descritos anteriormente, sin embargo,
su papel en la inmunidad innata no es claro.®

PRODUCCION Y SECRECION DE LOS AMPs

Los AMPs son producidos por diferentes tipos celu-
lares que se encuentran distribuidos en todo el cuer-
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po, formando parte de la barrera primaria contra pa-
tégenos, dentro de estas células podemos encontrar
queratinocitos, células epiteliales del tracto respira-
torio®®3° del tracto genitourinario, células de Paneth
del intestino delgado, neutréfilos y células asesinas
naturales o Natural Killer (NK), en células cebadas y
en glandulas endocrinas (Figura 1).3132

En humanos las a-defensinas HNP 1-4 fueron
inicialmente aisladas de neutrdfilos,33* pero tam-
bién son producidas por monocitos/macrofagos y
se liberan al medio extracelular. Estos AMPs son
sintetizados constitutivamente en promielocitos
(células precursoras de neutrofilos) en médula
Osea posteriormente; en el caso de las defensinas,
éstas son empaquetadas en los granulos azuréfi-
los (granulos primarios), una poblacién de granulos
que esta destinada a la fusiéon con vacuolas fago-
citicas.®® Por otra parte, las defensinas HD5 vy
HD6 son producidas por células de Paneth en el
intestino delgado. Estas defensinas son liberadas
en el lumen del intestino delgado a nivel de las
criptas intestinales después de la exposicion a
bacterias o estimulos colinérgicos, pero probable-
mente su sintesis sea constitutiva (2). La alfa-de-
fensina HD5 también se ha detectado en tejido re-
productivo.3®
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Como se menciond anteriormente, existen cuatro
tipos de B-defensinas HBD-1, -2, -3 y -4; la defensi-
na HBD1 se expresa principalmente en tracto urina-
rio, pero también en células epiteliales y en querati-
nocitos en la piel, y glandulas sudoriparas.®”*¢ La
expresion de esta molécula es inducida por la expo-
sicion al lipopolisacarido de bacterias Gram negati-
vas (LPS) y/o a peptidoglicana en queratinocitos.*”

La HBD2 fue aislada originalmente de lesiones de
piel de pacientes que padecian de psoriasis,® es
producida principalmente por queratinocitos y células
epiteliales de varios tejidos, en células mieloides
(células dendriticas (CD) y macrofagos). La expre-
sién de HBD2 es inducida por procesos inflamato-
rios en la piel, inducidos por exposicion a LPS,243848
la presencia de citocinas proinflamatorias como fac-
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Figura 2. Mecanismo de produccion de catelicidina en
humano. En queratinocitos y monocitos/macrdfagos, la
estimulacion de la expresion de la catelicidina LL37 se
encuentra bajo el control del Toll like Receptor 2 (TLR2),
que al ser estimulado por factores infecciosos (PAMPs)
y/o dafo al epitelio, activa a la enzima 1a-hidroxilasa
CYP27B1. Esta enzima transforma a la forma inactiva de
la vitamina D3 (25 hidroxi-vitamina D3) en su forma
activa: 1,25D3 (1,25 dihidroxi-vitamina D). La forma
activa de la vitamina D, al unirse a su receptor (VDR,
que es un factor de transcripcion), se transloca al nucleo
en donde se une a su elemento de respuesta en el
promotor del gene que codifica para la catelicidina
LL37. En el higado y en el rifion, se lleva a cabo el
metabolismo externo de la vitamina D.
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tor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) e Interleucina
1 beta (IL-B) y/o la presencia de bacterias;?+414245
también puede ser inducida por calcio y PMA (éste-
res de forbol 12-miristato-acetato 13-acetato). Su
expresion se inhibe o suprime por acido retinoico,
indicando que éste es un importante regulador del
sistema inmune innato en epidermis.2®

Al igual que la defensina HBD2, la HBD3 también
es producida por queratinocitos y células epiteliales
del tracto respiratorio, gastrointestinal y genitourina-
rio, su expresion es inducida por la presencia de
bacterias, citocinas proinflamatorias como TNF-q,
IL-1B e interferon gamma (IFN-y).25:%0

Las catelicidinas son otra familia de los AMPs;
hasta el momento sélo se ha identificado una en el
humano: la LL37, que es expresada en varias célu-
las y tejidos, incluyendo queratinocitos, células in-
testinales, células T, mastocitos, neutréfilos. Tam-
bién se encuentra en diferentes fluidos corporales
como sudor y saliva; adicionalmente es un compo-
nente de la vermix caseosa del recién nacido,3249-5
su expresion se incrementa en queratinocitos por es-
timulos inflamatorios y requiere de la presencia de la
forma activa de la vitamina D (Figura 2).%%%"

REGULACION DE LA EXPRESION

Como se menciond anteriormente, la expresion de
defensinas es el resultado de la estimulacion de cé-
lulas por la presencia de IL-1p, TNFo y LPS.% Exis-
te una gran variedad de Patrones Moleculares Aso-
ciados a Patégenos (PAMPS), entre los que se
encuentran el LPS de las bacterias Gram-negativas
y las lipoproteinas de bacterias Gram-positivas. Los
diferentes PAMPS interaccionan con receptores ce-
lulares como CD14, TLR4 (Toll-Like Receptor) y
TLR-2.%7 Posterior al reconocimiento de estas molé-
culas, se inicia una cascada de sefnalizacion que fi-
naliza con la translocacion del factor nuclear NF-xB
hacia el nicleo y la consecuente transcripcion de los
genes que codifican para las defensinas.®®

MECANISMO DE ACCION

Actividad antibacteriana. Las caracteristicas fisico-
quimicas necesarias para la actividad antibacteriana
de los AMPs se ha caracterizado en gran detalle, en-
tre ellas se encuentran que poseen carga neta positi-
va, es decir son catidnicos, lo que permite su interac-
cién con los fosfolipidos anidnicos de la membrana
bacteriana o de otros patégenos. También se sabe
que muestran anfipaticidad, es decir contienen regio-
nes apolares (con aminoacidos hidrofébicos) y regio-
nes con cargas positivas (aminoacidos catiénicos, ar-
ginina, lisina o histidina), lo que facilita que posterior a
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la interaccién de las regiones cationicas con los fos-
folipidos anionicos, las regiones polares interaccionen
con las cadenas polares de los fosfolipidos, logrando-
se la insercion del péptido en la membrana microbia-
na. Los AMPs son flexibles, lo cual permite la interio-
rizacion de los mismos hacia el citoplasma
bacteriano. Todas estas caracteristicas son necesa-
rias para que los AMPs puedan funcionar como agen-
tes antimicrobianos. 25960

Originalmente se propuso que la permeabilizacion
de la membrana era el unico mecanismo de accion
antibacteriana de los AMPs, pero existe evidencia de
que algunos ejercen mecanismos de accion alternati-
vos que actuan sobre diferentes bacterias y hongos.

El primer paso en la interaccidn membrana-péptido,
es la atraccién entre el péptido y la célula blanco por
medio de uniones electrostaticas entre los péptidos
catidnicos 0 anidnicos y estructuras de la superficie
bacteriana, por ejemplo de los grupos fosfato presen-
tes en la membrana (fosfato de los LPS de bacterias
Gram-negativas, o acidos lipoteicoicos presentes en
la superficie de bacterias Gram-positivas).®!

El segundo paso es el anclaje, se ha observado
que a una baja relacion péptido/lipido, los péptidos se
unen paralelamente a la bicapa lipidica. Los péptidos
a-helicoidales, p-plegadas y 6-defensinas se absorben
y recubren la membrana, quedando en un estado inac-
tivo.62 Si se incrementa la relacion péptido/lipido, los
péptidos se orientan perpendicularmente a la membra-
na, formando poros transmembranales.®

Para explicar el mecanismo de permeabilizacion
de la membrana medida por los AMPs se han pro-
puesto diversos modelos, entre los cuales se en-
cuentran los siguientes:

¢ el de hoyo de polilla (como el que hacen las po-
lillas en una alfombra «carpet mechanism»),

e el del tapon de barril («barrel-stave»)

e ¢l del poro toroidal

¢ el de agregacion

¢ el de la electroporacion molecular

e el de la balsa lipidica que se hunde («sinking
raft»)

Cada uno de estos modelos podrian llevar a tres
eventos: 1) la formacion de canales instantaneos, 2)
micelacion o disolucion de la membrana y 3) translo-
cacion a través de la membrana. Se ha confirmado
que los modelos de hoyo de polilla, tapdn de barril y
el de poro toroidal, ejercen su efecto a través de es-
tos eventos.

Modelo de hoyo de polilla. En este modelo los
péptidos se acumulan en la membrana, con una
orientacién paralela, primero los péptidos son atrai-
dos por cargas electrostaticas a los grupos fosfato

en diversos sitios, cubriendo la membrana, una vez
cubierta, se orientan y actuan como detergentes,
rompiendo la membrana a través de la formacion de
micelas. Este tipo de poro transmembranal es indu-
cido por alameticina (un tipo de AMP).5465

Modelo de tapén de barril. En este modelo los
péptidos forman un poro en la membrana con un lu-
men central que semeja a un tapén compuesto por
péptidos helicoidales. Las regiones hidrofébicas del
péptido se alinean con la region lipidica central de la
membrana y la regidn hidrofilica del péptido forma la
region interior del poro. Un ejemplo de péptido que
induce este tipo de poro en la membrana es la ovis-
pirina (un AMP de ovejas).536667

Modelo del poro toroidal. Los AMPs con alfa hé-
lices unidos a la membrana, se agregan e inducen a
la monocapa de lipidos a plegarse sobre si misma de
forma continua, estabilizando la formacion del poro
por las interacciones hidrofébicas entre las regiones
apolares del péptido que envuelven a las cabezas de
los lipidos de la membrana, alcanzando a interaccio-
nar simultaneamente con las cadenas acilares de los
lipidos. Esto forma un poro con los grupos hidrofilicos
orientados hacia el centro del poro, atrapando agua en
el corazoén del mismo. Este tipo de poro transmem-
branal es formado por diferentes AMPs como magai-
ninas (AMP de anfibios), protegrinas (AMP de cerdo)
y melittina (AMP de abejas).636869

Modelo de agregacidon. En este modelo los pép-
tidos se orientan en el espacio de la membrana en
forma de agregados, con complejos de péptidos vy li-
pidos parecidos a una micela, pero no adoptan una
orientacién en particular.6870.71

Electroporacion molecular. Algunos péptidos
son capaces de formar un potencial electrostatico a
través de la bicapa que es suficiente para la forma-
cién del poro, por medio de una densidad de carga
alcanzada, representada por altas concentraciones
de aminoacidos cationicos en los AMPs.”273

Balsas lipidicas que se hunden. Los péptidos
anfipaticos pueden causar una pérdida del balance
por unién y deformacién (hundimiento) de las balsas
lipidicas en la bicapa lipidica, formandose poros
transitorios que son letales para micoorganismos.”®74

De acuerdo con el efecto que ejercen sobre las
membranas de patdgenos, los AMPs se clasifican
en permeabilizadores (los que hacen poros) y no per-
meabilizadores. Los péptidos no permeabilizadores
presentan diferentes mecanismos antibacterianos,
como la inhibiciéon de procesos metabdlicos, entre
los que se encuentran: la inhibicion de sintesis de
DNA el cual se lleva a cabo por la inhibiciéon de sin-
tesis de proteinas y la induccién de la degradacién
de algunas proteinas que son requeridas para la re-
plicaciéon del DNA,” un ejemplo de esta actividad la
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tiene la proteina rica en prolina PR-39. Se conocen
otros AMPs que pueden inhibir la sintesis de DNA,
como lo son la buforina Il, el HNP1 y la indolicidina.
El HNP1 reduce la sintesis de proteinas, DNA, RNA
y ademads puede inhibir la sintesis de p-galactosida-
sa periplasmica.® La indolicidina inhibe completa-
mente la sintesis de RNA y DNA en Escherichia
coli, sin inhibir la sintesis de proteinas.®

Algunos AMPs, como la buforina Il, atraviesan la
membrana citoplasmatica directamente, sin la for-
macion de poro, y se transloca al citoplasma en don-
de se acumula,’ una vez aqui, los péptidos pueden
alterar la membrana citoplasmatica por medio de la
formacion de septos, provocando la inhibicién de
sintesis de la pared celular, de acidos nucleicos, de
proteinas o inclusive de la actividad enzimatica. En
algunos casos se ha observado que los AMPs pue-
den provocar un aumento de la producciéon de facto-
res de virulencia de bacterias como el acido hialuré-
nico del polisacarido capsular.”” Se ha demostrado
que las catelicidinas y defensinas pueden inactivar
LPS al unirse de manera especifica a éste por medio
de interacciones electrostaticas e hidrofébicas.”

La pirrocidina penetra en la célula blanco y puede
unirse a DnakK, una proteina de choque térmico que
participa en el plegamiento de proteinas, especifica-
mente este péptido inhibe la actividad de ATPasa
que presenta la DnakK, impidiendo el plegamiento de
proteinas, y provocando una acumulacion de estas
especies no funcionales y en consecuencia la muer-
te bacteriana.”80

Actividad antifungica. Ademas de la actividad de
este tipo de compuestos contra bacterias, se ha ob-
servado que lisan las células o que interfieren en la
sintesis de proteinas de pared celular.®

Se han identificado varios péptidos derivados de
lactoferrinas como P18 cuya estructura es de a-héli-
ce, el péptido extendido indolicidina, asi como defen-
sinas de plantas y el péptido del coledptero Acrocin-
us longimanus con estructura de (-plegada, y con
actividad antifungica.®? La diversidad en la estructura
de los péptidos que actuan sobre hongos muestra
que no hay dominios de estructura conservada que
se puedan relacionar con la actividad antifungica. Es
importante mencionar que los AMPs de plantas que
tienen actividad antifungica son ricos en aminoaci-
dos polares y aminoacidos neutros, suponiendo que
debe existir una relacion unica entre estructura y
funcion.®?

Modificaciones en los AMPs inactivos han de-
mostrado que pequefos cambios les confieren acti-
vidad antifungica, por ejemplo: a) la conjugacién de
acido undecanoico o palmitico confiriendo una activi-
dad muy potente contra levaduras y hongos oportu-
nistas, b) la fusién de porciones de la maganina 2 y
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de la cecropina A forman el péptido hibrido P18 que
tiene una alta actividad antifungica contra Candida
albicans, Trichosporon beigelii, Aspergillus flavus y
Fusarium oxyspovrum.®

Se ha demostrado que la indolicidina ejerce su
efecto antifungico al destruir la estructura de la
membrana celular, en un proceso dependiente de sa-
les e independiente de energia, mediante la interac-
cion directa con la bicapa lipidica.®® Esto contrasta
con la situacién que ocurre en bacterias en las cua-
les la indolicidina penetra en las células e interviene
en la sintesis de macromoléculas.®

El mecanismo de accion de algunos péptidos an-
tifungicos continua siendo un tema de discusidn, la
formacion de especies reactivas de oxigeno es el
paso crucial en el mecanismo de acciéon de numero-
sos AMPs® incluyendo la histatina 5 y los péptidos
derivados de lactoferrinas®” (2002).

Se ha demostrado que el péptido catiénico histati-
na-5 causa una disminucion en la actividad mitocon-
drial en C. albicans, este fendbmeno es similar al que
se presenta en bacterias.®®

El péptido tenecina-3, que se caracteriza por ser
rico en glicina, ha demostrado tener una actividad
contra C. albicans.®® Este péptido es capaz de entrar
rapidamente al citoplasma a través de un mecanis-
mo dependiente de energia, que es influenciado por
el estado metabdlico de la célula blanco y la concen-
tracion de iones en el medio ambiente.®® La actividad
antifingica se explica en este caso por la disminu-
cién de potasio mas que por cambios en la per-
meabilidad de la membrana.®

La histatina, un péptido catiénico rico en histidi-
nas, que se encuentra en la saliva submandibular y
de las pardtidas, mata a C. albicans, al inactivar sus
mitocondrias, alterando el potencial transmembranal
de este organelo, y aniquilando a la levadura por sa-
lida de iones potasio y ATP intracelular. Esto ultimo
se lleva a cabo por dos mecanismos, uno litico (de
la membrana citoplasmatica, salida de K*) y otro no
litico (mecanismo de eflujo del ATP).%2

Actividad antiparasitaria. la magainina 2 fue uno
de los primeros AMPs descritos que mostré activi-
dad antiparasitaria, especificamente contra proto-
zoarios. Los ensayos realizados en este péptido en
Paramecium caudatum condujeron a la lisis de este
microorganismo.®® Recientemente un AMP acilado
llamado Oct-CA (1-7)-M2° mostré ser efectivo al ser
empleado como tratamiento para la leishmaniosis ca-
nina,® cuyo agente etiolégico es también una causa
importante de morbilidad y mortalidad en humanos.®®
El efecto antinematodal de la catelicidina porcina
PMAP-23 ha sido demostrado contra huevos y gusa-
nos de Caenorrhabditis elegans, los estudios han in-
dicado que el efecto se ejerce a través de la ruptura
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de la membrana celular por la formacion de poros o
por la interaccion directa con la bicapa lipidica.®

La muerte de Leishmania major y Trypanosoma
brusei mediada por péptidos es dependiente de la
dosis, temperatura y tiempo. Se ha demostrado que
estos péptidos interactuan con el epitelio externo de
T. brusei. Los estudios de la relacion de la actividad
con estructura indicaron que la actividad antiproto-
zoaria y antiviral es mediada por diferentes mecanis-
mos.%” Fragmentos cortos de aminoacidos hirdrofébi-
cos en analogos de magainina 2 son importantes en
la actividad leishmanicida, lo que sugiere que la ac-
tividad antiprotozoaria pueda ser dependiente de mo-
tivos peptidicos diferentes de aquellos que son re-
queridos para bacterias, virus y hongos.*

Actividad antiviral. los péptidos también presentan
actividad antiviral, siendo el mecanismo de accién el
bloqueo de la entrada del virus por la interaccion con
heparan sulfato. El heparan sulfato es el glucosami-
noglucano mas importante para la unién viral. El blo-
queo del heparan sulfato reduce la infeccion vi-
ral.®®1%° | os AMPs que interactian con el heparan
sulfato son capaces de bloquear muchas infecciones
virales. El gran numero de cambios en residuos de
AMPs los capacitan para interaccionar electrostati-
camente con moléculas de carga negativa dispues-
tas en la superficie celular, incluyendo al heparan
sulfato. La a-defensina humana, LL-37 y la magaini-
na interaccionan con diferentes moléculas de gluco-
saminoglucano. Dominios de unién especificos a
glucosaminoglucanos han sido identificados en lac-
toferrina humana y bovina.01-103

Un segundo mecanismo antiviral consiste en blo-
quear la diseminacion entre células. El efecto de los
péptidos antivirales esta relacionado con la capacidad
de impedir la diseminacion del virus de una célula in-
fectada a otra vecina a través de uniones estrechas,
o la inhibicion de formacién de células gigantes, este
efecto es una propiedad de las a-hélice-a y del IFN-y,
el cual reduce la diseminacion intercelular.'® El tercer
mecanismo descrito es el bloqueo de la entrada del
virus por la interaccién con receptores especificos de
las células del huésped, influenciando en la unién vi-
ral, la entrada o los puentes intracelulares. El ejemplo
mas estudiado es el analogo de polimefusina T22 y
su capacidad para unirse al receptor de quimiocina
CXCR4, el cual sirve como co-receptor para la entra-
da del virus de la inmunodeficiencia humana -1(VIH1)
en las células T.2%10%

Otro mecanismo mas que bloquea la entrada del
virus, es a través de la interaccion directa con gluco-
proteinas virales. La interaccion de estos péptidos
con proteinas localizadas en la envoltura del virus se
ha propuesto que influyen en el proceso de la entra-
da del mismo. Por ejemplo, se ha visto que la 6-de-

fensina (retrociclina Il), interactia con una alta afini-
dad con la glucoproteina B del virus herpes simplex
Il (HSV-2), protegiendo eficientemente a las células
de la infeccidén por HSV-2."% Se ha demostrado que
el andlogo polifemusina T22 inhibe la fusion entre la
envoltura del VIH y la membrana de las células
huésped a través de una unién especifica a la gluco-
proteina gp120 localizada en la envoltura del virus y
la proteina CD4 de la superficie de la célula T.""

Otro mecanismo es la interaccién con la envoltura
viral, se sabe que los AMPs tienen la capacidad de
interactuar con las membranas lipidicas, dando como
resultado su desestabilizacion, la formacién de po-
ros y lisis.5%108

El dltimo mecanismo descrito involucra la unién
de los péptidos con la membrana celular del hués-
ped, ya que los virus interaccionan con éstas en di-
ferentes estadios, membranas celulares que funcio-
nan como blancos de anclaje para virus; al estar
alteradas con AMPs, alteran la eficiencia de la pene-
tracion viral.10:110

La melittina, un péptido de 26 aminoacidos que
forma una alfa-hélice y es el principal componente
del veneno de abeja, y la cecropina, otro AMPs de la
familia del mismo nombre, con 35 a 39 aminoacidos,
que es producida por varias especies de insectos,
fueron probadas en rangos de 0.9 -1.5 uM y 2-3 uM
respectivamente, de forma directa sobre VIH-1, y
ambas inhibieron la replicacion del virus, al disminuir
los niveles del antigeno Gag y de los mRNA del vi-
rus. La melitina en particular mostré un efecto supre-
sor sobre la actividad de los LTR (del inglés, Long
Terminal Repeats).""

MECANISMOS DE RESISTENCIA

Las bacterias patégenas interactian con los AMPs
en todos los érganos y tejidos. La conversién de ce-
pas sensibles a resistentes a estos antibiéticos na-
turales es dificil, pero no imposible.!? La resistencia
de algunos patégenos humanos a estas moléculas
de defensa del huésped no se considera hasta este
momento como un factor de virulencia, sin embargo,
se ha demostrado que las bacterias resistentes a
AMPs presentan una mayor resistencia a antibioti-
cos convencionales.' El incremento de la patogeni-
cidad de las cepas resistentes a AMPs y el conoci-
miento de las bases moleculares de la resistencia a
AMPs pueden aportar nuevos blancos para el desa-
rrollo de terapias antimicrobianas para las enferme-
dades infecciosas.!*

Existen dos tipos de resistencia: la resistencia in-
trinseca o constitutiva y la resistencia adaptativa o
inducible. En la primera los factores involucrados es-
tan siempre presentes, en tanto que en la resistencia
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adaptativa se involucra la activacion de factores mi-
crobianos necesarios para sobrevivir en presencia
de niveles subletales de AMPs.!"®

Los microorganismos usan un gran numero de
estrategias de resistencia contra los AMPs, entre
las que se incluyen: alteraciones en las cargas ne-
tas de la superficie, alteraciones en el lipido A,
cambios en proteinas de membranas, expulsién
por transportadores de membrana y enzimas pro-
teoliticas.'™

En Staphylococcus aureus, los productos del ope-
ron dit, formado por los genes ditA, ditB, ditC y ditD,
reducen las cargas negativas netas de la superficie
bacteriana (por ejemplo la pared celular), esta reduc-
cion se debe a la esterificacion del acido teicoico
por D-alanina. Este aminoacido es transportado des-
de el citoplasma hasta la superficie donde se locali-
za el acido teicoico, que tiene la particularidad de
estar altamente cargado por grupos fosfatos despro-
tonados.'® La esterificacion del acido teicoico con
D-alanina causa una reduccion de las cargas negati-
vas netas por la adicidon de grupos amino cargados
positivamente (por ejemplo *NH,). Por lo mismo la in-
activacién del operdon dit en S. aureus le confiere
sensibilidad a las defensinas, protegrinas y otros
AMPS.117’118

Otra estrategia de S. aureus consiste en modifi-
car su membrana citoplasmica anidnica con L-lisina
a través de la proteina MprF, para resistir el ataque
de los AMPs, una lisilfosfatidilglicerol (LGP) sinteta-
sa. El LGP es un fosfolipido basico formado por la
transferencia de una L-lisina de un lisil-tRNA al fos-
fatidilglicerol, esta transferencia incrementa la carga
neta positiva de la membrana, probablemente favore-
ciendo la repulsién de los péptidos del huésped. Las
mutaciones mprF - son susceptibles a ser elimina-
das por las defensinas de los neutrdfilos, lo que indi-
ca un papel central de MprF en la resistencia a las
defensinas.®

Por otro lado, las bacterias Gram-negativas dismi-
nuyen su susceptibilidad a los AMPs impidiendo la
unién de éstos a la membrana externa, al reducir la
carga neta negativa de esta capa externa, lo que se
logra modificando al lipido A del LPS o reduciendo la
fluidez de la membrana externa, incrementando el
numero de interacciones hidrofébicas entre los extre-
mos acil del lipido A.

Adicionalmente la capsula que presenta Klebsiella
pneumoniae juega un papel importante en la resis-
tencia a HNP-1, HBD1, lactoferrina, protamina y poli-
mixina B.'"® La capsula limita la interaccion de los
péptidos con sus blancos membranales y esto se ha
confirmado con la cepa de K. pneumoniae 52K10,
una mutante sin capsula, que es mas susceptible a
la muerte ocasionada por péptidos comparada con la
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cepa K. pneumoniae 52145, un aislado clinico con
capsula.®

Las modificaciones que puede sufrir el lipido A se
mencionan a continuacion: la aminoarabinosa puede
ser acoplada a los grupos fosfatos del lipido A, lo
que reduce la interaccidon electrostatica entre los
AMPs catidnicos y los fosfatos cargados negativa-
mente unidos por un enlace éster al carbono cuatro
de la glucosamina Il. El 2-hidroximiristato y el palmi-
tato también pueden unirse al lipido A, lo que resulta
en la disminucion de la fluidez de la membrana ex-
terna debido al incremento de las interacciones hi-
drofébicas entre los extremos acilo del lipido A. El
incremento de las interacciones hidrofobicas retarda
o impide la insercién de los AMPs y la consecuente
formacion del poro. Estas alteraciones son activadas
por un sistema regulador de dos componentes PhoP-
PhoQ en S. typhimurium 'y P. aeruginosa.'?*'?! Este
reguldn incluye genes que codifican para una cinasa:
PhoQ, y a un activador transcripcional: PhoP, el
cual es expresado en respuesta a sefiales ambienta-
les, incluyendo cambios en las concentraciones de
calcio y magnesio, pH y otras sefales posteriores a
la infeccion o fagocitosis. En S. typhimurium este
sistema puede simultaneamente activar o reprimir 40
genes diferentes, conocidos como genes activados
por PhoP (pag/pqa) y genes reprimidos por PhoP
(prg/pqr). PhoP-PhoQ también controla al sistema
regulador de dos componentes PmrA-PmrB, el cual
modula la transcripcion de los genes pmrE/ugd y al
operéon pmrF. PmrA-PmrB que regula a su vez la re-
sistencia de P. aeruginosa a la polimixina B y a
AMPs cationicos en un ambiente con bajas concen-
traciones de Mg?*, e induce modificaciones del LPS.
La inactivacién de los genes del regulon PhoP-PhoQ
y la evaluacién de la sensibilidad de las mutantes a
AMPs han identificado que ambos genes, y las mo-
dificaciones respectivas del lipido A estan involucra-
dos en la resistencia a AMPs.'22

En algunas bacterias Gram negativas tales como
Yersinia enterocolitica, se ha reportado que altera-
ciones en las proteinas de la membrana externa
(OMP, del inglés Quter Membrane Protein) incre-
menta la resistencia a AMPs, lo que se ha relaciona-
do con la presencia de un plasmido de 70 kb, deno-
minado pYVe, el cual codifica para una adhesina A
(YadA), una lipoproteina A (YIpA) y la produccion de
proteinas Yop.'3

La resistencia antimicrobiana también se ha aso-
ciado con la capacidad de: a) transportar AMPs al
interior de la célula mediante transportadores con un
cassette de unién a ATP o transportadores ABC (del
inglés ATP-binding cassette transporters (ABC-trans-
porter) o b) exportar AMPs hacia el exterior mediante
sistemas de eflujo de resistencia-nodulacién- divi-
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sién celular o RND (del inglés Resistance-Nodula-
tion-Cell Division).'?*125 Los mecanismos de resisten-
cia a los AMPs descritos hasta este momento, no
explican el fendmeno completo observado en bacte-
rias Gram-negativas y Gram-positivas, en las que se
ha observado la existencia de enzimas proteoliticas
que también pueden conferir resistencia. Por ejem-
plo la LL-37 es inactivada en S. aureus por una me-
talo-proteinasa llamada aureolisina, las cepas que
producen cantidades significativas de aureolisina
son menos susceptibles al fragmento antimicrobiano
LL-17-37 que las cepas que no la expresan.®

PARTICIPACION DE LOS AMPs
EN ENFERMEDADES

Los AMPs tienen una participacién muy importante
en diversas enfermedades, como por ejemplo la der-
matitis alérgica crénica en donde la catelicidina
LL37GhCAP18 (de las siglas en inglés Human Ca-
thelicidin Antimicrobial Peptide) es capaz de inter-
ferir con la interaccioén del acido hialurénico (que es
liberado después del dano del tejido) y su receptor
TLR-4 y CD44, lo que ocasiona una inhibiciéon en la
liberacion de citocinas proinflamatorias. Por otra
parte, la disminucién en la expresion de la catelici-
dina es un factor predisponente para el incremento
en la susceptibilidad a infecciones bacterianas y la
liberacion de mediadores de la inflamacién por célu-
las dendriticas.'® En estudios recientes se ha en-
contrado una disminuciéon en la expresién de los
mRNA para HBD-2 y LL37 en lesiones crénicas y
agudas de dermatitis atépica, lo que se ha relacio-
nado con la colonizacién por S. aureus.'?” También
existe una relacién con la susceptibilidad a infec-
ciones con S. typhimurium en ratones que presen-
tan deficiencia en el gen que codifica para la matri-
lysina, la cual participa activando in situ a las
defensinas en el intestino.'8

En otros estudios se ha observado que el polimor-
fismo en el gen que codifica para la HBD1 esta rela-
cionado con la susceptibilidad a enfermedad pulmo-
nar obstructiva crénica,?® y favorece la presencia de
infecciones por Candida spp en la cavidad oral en
pacientes diabéticos.'®

OTRAS ACTIVIDADES DE LOS AMPs

Los AMPs presentan una gran variedad de efectos
biolégicos entre los que encontramos la desgranula-
cion y liberacion de histamina de células cebadas,'®
produccion de IL-8 por células del epitelio pulmo-
nar,’¥1% modulaciéon de la activacion del comple-
mento, 3138 inhibicién de la produccién de glucocorti-
coides'™®'® y aumento en la proliferacién de células

T y produccion de citocinas.'® Algunas defensinas
(conocidas como corticostainas)'®:1%” se oponen a la
accién de la hormona adrenocorticortrépica (ACTH)
mediante la unién a su receptor sin presentar activa-
cion.136138.139 Otras actividades de algunas defensi-
nas son: 1) la capacidad de activar canales de cal-
cio sensibles a nifedipina en células de mamiferos,
esta actividad requiere Unicamente concentraciones
muy bajas de defensinas;! 2) se le atribuye a los
AMPs, en particular a la LL37 la neovascularizacién
(angiogénesis).” 3) Otro hallazgo interesante es el
efecto cardioprotector de PR-39 (rico en prolina y ar-
ginina).

PERSPECTIVAS DEL USO TERAPEUTICO
DE LOS AMPs

El problema de resistencia al uso de los antibiéti-
cos convencionales ha despertado el interés del
desarrollo de AMPs como agentes terapéuticos. El
principal impedimento del desarrollo de los AMPs
como terapia sistémica es que algunos péptidos
como la magainina son efectivos en modelos anima-
les Unicamente en altas concentraciones, causando
toxicidad. Sin embargo, se han desarrollado agentes
de aplicacion tépica como la pexiganana (analogo de
la magainina) que muestra resultados relativamente
satisfactorios sin causar toxicidad.'? El uso terapéu-
tico de los AMPs en el futuro depende de varios fac-
tores como toxicidad, estabilidad e inmunogenicidad
en el huésped.

En el 2008 da Silva y col. disefiaron péptidos sin-
téticos derivados de la granulisina, y con algunos de
éstos demostraron actividad antimicrobiana en con-
tra de Vibrio cholerae, sugiriendo a estos péptidos
como candidatos para el desarrollo de nuevos agen-
tes para el tratamiento de la infeccidon por esta bac-
teria.'* Por otra parte se ha observado que la HBD2
inhibe el crecimiento de Helicobacter pylori in vitro
sugiriendo que HBD2 tiene una funcién importante
en el desarrollo de gastritis inducida por H. pylori. El
péptido antimicrobiano procariético nisina (producido
por bacterias) es otro posible agente terapéutico
para el tratamiento de Ulceras gastricas causadas
por H. pylori.8®

Es importante mencionar que el desarrollo de pépti-
dos derivados de los AMPs o péptidos modificados,
ofrecen una perspectiva interesante, sin embargo es
indispensable no perder de vista que en algunos casos,
las modificaciones pueden conducir a la induccion de
efectos impredecibles e indeseables sobre otros pato-
genos. Tal es el caso de los péptidos derivados del do-
minio activo de la histatina 5.9 El péptido Dhvar5 que
tuvo mejor actividad en contra de C. albicans, demos-
tré incrementar la replicacion del VIH-1.144
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CONCLUSIONES

A pesar de la pérdida de la funcién de las barreras
que nos protegen (piel y mucosas), y la subse-
cuente exposicion a microorganismos patogenos,
las lesiones en epidermis y mucosas de vertebra-
dos, usualmente sanan sin mayores complicacio-
nes. Esto se explica gracias a la gran cantidad de
AMPs que son secretados por diferentes células
para cubrir y proteger las superficies expuestas al
exterior. La producciéon de estos péptidos, esta al-
tamente regulada, ya que ademas de su efecto
antimicrobiano, participan directamente regulando
procesos inflamatorios a través de funciones de
quimiotaxis, promocién de angiogénesis y repara-
cion de tejido dahado. Estas funciones, reciente-
mente identificadas, son blanco de estudio de in-
vestigadores del area, en particular, aquellas que
impactan directamente a la respuesta inmune adap-
tativa direccionandola hacia Th1 o Th2. A la fecha
de la publicacién existian 1,459 diferentes AMPs™4
de los cuales un 77% corresponde a aquéllos con
actividad antibacteriana, 28% antifungica, 6% anti-
viral y 6% anticancerigena. La investigaciéon en
esta area ha crecido tanto, que existe una base de
datos de péptidos antimicrobianos, llamada APD2
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php), en ésta se
pueden buscar péptidos de las diferentes familias
(bacteriocinas, ciclotidos o defensinas), provenien-
tes de diferentes fuentes como: peces, anfibios,
aves o mamiferos. Debido a que el numero de
péptidos provenientes de plantas ha crecido loga-
ritmicamente en los ultimos anhos, éstos tienen
otra pagina exclusivamente dedicada a ellos, y
la base de datos se llama PhytAMP.'% En am-
bos sitios se pueden consultar la actividad de
péptidos modificados por amidacién, oxida-
cion, lipidacion, glucosilacién o la presencia de D-
aminoacidos, asi como la unién a blancos de ata-
que, como membranas, proteinas, DNA/RNA, LPS
0 azucares.

A pesar del éxito aparente de la aplicacion de los
AMPs en experimentos in vitro y en modelos ani-
males, una limitacién importante para ensayos cli-
nicos es la citotoxicidad. Sin embargo, el creciente
problema de resistencia a los antibiéticos conven-
cionales y la imperiosa necesidad de nuevas drogas
ha estimulado el interés para identificar nuevos
AMPs, probar los ya conocidos, modificar éstos,
etc., etc. Este desarrollo y la visién de los que es-
tan involucrados en estos ambiciosos proyectos,
tienen un futuro promisorio, que podra contribuir sig-
nificativamente a combatir infecciones emergentes
y reemergentes, asi como a modular la respuesta
inmune adaptativa.
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