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PROLOGO

Excmo. Sr. Presidente
Excmos. E llmos. Sres. Académicos
Sras.Y Sres.

Faltarfa a la verdad si dijese que no considero un honor incorporarme a la
Academia de Farmacia de Galicia por muy diversas razones, que incluyen
los 27 afios que llevo impartiendo docencia ininterrumpida de Microbiolo-
gia en la Facultad de Farmacia de Galicia como Catedrético de esta Cien-
cia y anteriormente como Profesor Adjunto en la més joven Facultad de
Farmacia de Salamanca.

En Mayo de 1968, coincidiendo con los acontecimientos que todos los lec-
tores de mi edad recuerdan, decidi que tras acabar mis estudios de Pre-
universitario comenzaria la carrera de Ciencias Bioldgicas en la Universi-
dad de Salamanca, que en ese momento impartia docencia a la segunda
promocidén. Superada la prueba de madurez en Junio de ese afio solicito
el traslado de la Universidad de Oviedo (donde pertenecia el Instituto de
Ensefianza Media de Astorga) a la de Salamanca y comienzo a cursar la
carrera de Biologfa que culmino en Junio 1973 con la presentacion de un
trabajo de investigacidn sobre la estructura de la pared celular de levaduras
asf como de sus principales autolisinas (este tema al que fui introducido



por mi mentor Prof. Julio Rodriguez Villanueva serd redundante a lo largo
de mi carrera investigadora). En Septiembre de ese afio consigo una beca
del Plan de Formacidn de Personal Investigador del MEC y me incorporo
definitivamente al grupo del mencionado Profesor para la realizacién de
la Tesis Doctoral en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Biologia de la Universidad de Salamanca. Ese afio de 1973 fue importante
para mi, no solo por la beca, sino porque y a pesar de vivir en dos ciudades
diferentes mi entonces novia y yo decidimos casarnos; esta unién ha per-
manecido hasta hoy. El 4 de Julio de 1976 defendi mi Tesis Doctoral sobre
el tema de “Purificacién, modo de accidén e inmunologia de las autolisinas
de levaduras” obteniendo la calificaciéon como es casi habitual de Sobresa-
liente cum laude por unanimidad.

En Septiembre de ese mismo afio, aconsejado por el Prof. Rodriguez Vi-
llanueva y tras conseguir una beca del Comité Conjunto Hispano Norte-
americano me traslado al Departamento de Food Science & Technology
de la Universidad de California en Davis donde, bajo la supervision del Pro-
fesor Herman Jen Phaff, iniciaré una estancia posdoctoral centrdndome
en temas de investigacion relacionados con el estudio de carotenoides
(principalmente astaxantina) de origen microbiano y con utilidad en ali-
mentacion como agente pigmentario y antioxidante. Asisto ya en aquellos
afios a las reuniones de Biotecnologia en Asilomar (California), germen de
la actual Biotecnologia mundial. En Septiembre de 1978 regreso a Espafia
y me incorporo como Adjunto Interino al Departamento de Bromatologia
de la joven Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca bajo la
direccién del Prof. Mariné Font. En Abril de 1980 me presenté a oposicio-
nes para ingresar en el Cuerpo de Profesores Adjuntos de Universidad,
obteniendo el nimero uno y solicito como destino la mencionada Facultad
de Farmacia de la Universidad de Salamanca. Oposité sin éxito al Cuerpo
de Profesores Agregados de Universidad en la Laguna y Bilbao y finalmen-
te obtuve la Agregacién de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de
la Universidad de Santiago de Compostela en Enero de 1983. Accedi a la
Cétedra de Microbiologia en Septiembre de ese mismo afio en la misma
Universidad, en virtud de la entrada en vigor de la Ley de Reforma Uni-
versitaria (LRU) desarrollando hasta la actualidad y de una manera ininte-
rrumpida la misma responsabilidad.

En 1984 mi esposa obtuvo una plaza en el Hospital Provincial de Conxo,
estabilizdndose por tanto en Compostela y enseguida comenzaron a nacer
nuestras tres hijas Clara, Beatriz y Silvia que I6gicamente ayudaron a con-
figurar y estructurar més si cabe esta unidad familiar.



Es en la Universidad de Santiago de Compostela y en su Facultad de Far-
macia donde he desarrollado la mayor parte de mi actividad docente e
investigadora. A mi llegada en Abril de 1983 me acogid tanto en el De-
partamento como en su casa el Profesor Benito Regueiro Varela, mi an-
tecesor en la Cétedra de Microbiologia de Microbiologia durante muchos
afios, predecesor también en esta insigne Academia e intimo amigo de mi
maestro; por lo que mi incorporacion a la Universidad Compostela estuvo
gratamente facilitada. Tanto fue asi que incluso la habitacién que ocupé
durante un afio en el Colegio Mayor San Clemente pude obtenerla gracias
a las gestiones de D. Benito.

Durante todos estos afios se iniciaron y desarrollaron diversas lineas de
investigacion, como es el caso de “Biotecnoldgia enoldgica de los vinos ga-
llegos” con el desarrollo de una bodega experimental en la que se elaboran
y se catan (a veces mas de la cuenta) los experimentos positivos; “Biotec-
nologia de cetocarotenos C40 y C50” para uso alimentario y antioxidan-
te; “Clonacidon de genes de uso indusatrial FLO, PGU, CLT” etc para la
produccidn de floculinas, pectinasas o proteasas queseras, incluidas las de
origen animal, vaca, bdfalo y camélidos asi como de plantas cuajaleches
de amplio uso en tiempos pretéritos en Europa y en particular en Galicia;
“Mejora de cepas de levaduras enoldgicas mediante la heterotalizacidn de
cepas silvestres”; “Estudio de virus RNA de doble cadena que afectan a
levaduras”; Estudio y control Microbiologico y Bioquimico de la Fermen-
tacidon maloldctica en enologia”, “Taxonomia de la Familia Bacillaceae y
nuevos taxones adscritos a ella”; Clonacién de proteasas de Bacillus para
uso industrial” etc.

También y durante todos estos afios han salido muchos discipulos que hoy
ya desarrollan sus labores en las Universidades gallegas y otras del Estado
asf como del extranjero. Esta ha sido una labor verdaderamente gratifican-
te pues no solamente les he ensefiado sino que he aprendido de ellos en un
proceso importante de retroalimentacion.

Finalmente, desde aqui quiero agradecer a todos mis compafieros del De-
partamento de Microbiologia y Parasitologia por el apoyo prestado a lo
largo de los afios, a veces dificiles, como Director del Departamento, a mis
discipulos algunos de los cuales y como ya he indicado son ya catedréticos
e otros Universidades y paises y por supuesto a mi esposa e hijas; sin todos
ellos esta interesante aventura que ha sido la investigacion en Universida-
des publicas a lo largo de 38 afios no hubiese tenido sentido.



BREVE RESENA HISTORICA

Hace més de 100 afios, en particular en 1896, el médico inglés, Hankin,
describid que las aguas del rio Ganges de la India poseian inexplicablemen-
te propiedades antibacterianas (en concreto contra Vibrio choleae) que se
perdian simplemente por ebullicién del agua; él sugirid la presencia de un
“principio curativo” que nunca pudo identificar y por tanto no fue mas
alld de esta observacién lo que ha pasado a la historia de la Microbiologfa.
Cuando Twort y D 'Herelle descubrieron el mundo de los virus bacterianos
o bacteridfagos en 1915 y 1917 respectivamente, la primera observacidn de
Hankin comenzé a tener explicacion, en el sentido de que hoy sabemos
que este rio contiene un altisimo titulo de particulas fégicas que controlan
de modo natural la dispersion del cdlera en aquellas latitudes. Tan pron-
to aparecieron estos virus en el campo cientifico se comenzé a buscar su
utilidad en la terapia antibacteriana. Asi, D"Herelle y colaboradores, en
particular el Dr Eliava (ruso de Georgia, fundador del Instituto que lleva
su nombre, paisano de Joseph Stalin y ajusticiado por él por problemas de
amorios) aplicaron esta idea para controlar un brote de disenteria bacilar
en 1918 y tres afios mas tarde Bruynoghe y Masin para tratar lesiones es-
tafilocdcicas de piel (Fig. 1). Vemos por tanto que este tema es a la vez
antiguo y moderno y en las siguientes péginas se tratara de describir y
desarrollar varios aspectos relacionados con él, a la vez que de despertar el
interés tanto del lector como del oyente.

Figura 1

Padres de la terapia bacteriofdgica, A) Un joven Frederick Twort; B) Un joven
Felix D "Herelle;C) Joseph Maisin y D) Richard Bruynoghe. Todos ellos junto con
Ernest Hankin pueden considerarse como los padres de la moderna fagoterapia.



INTRODUCCION

El término “Enzibidtico” es en realidad la fusion de otros dos que son “En-
zima” y “Antibiético” acufiada no hace més de 6 afios y que define a una
amplia familia de enzimas que tienen la capacidad de interferir el desarrollo
de microorganismos imitando de esta manera el modo de accidn de ciertos
antibidticos. Como se indicd anteriormente, tan pronto se descubrid el
mundo de los virus bacterianos o “Bacteriofagos” y habiendo observado
la capacidad que tenian de lisar los cultivos bacterianos, se tratd de utili-
zarlos para el control de enfermedades infecciosas y hay que afiadir que
en varios casos con resultados ciertamente positivos. Se iniciaba por tanto
por los afios del Charleston del siglo pasado una etapa de nuevos principios
antibacterianos muy prometedores, pero que sin embargo se vio truncada
por el comienzo de la era de los antibidticos, después del descubrimiento y
produccidn industrial de la penicilina (ver revision en Sulakvelidze, 2005).
Después del descubrimiento de esta B-lactama (Fleming 1929) y poste-
riormente todos los antibacterianos que salieron del grupo de Waksman:
actinomicina, (Waksman y Woodruff, 1940), la estreptomicina (Schatz,
Bugie y Waksman, 1944), y la neomicina (Waksman y Lechevalier, 1949)
y de la demostracidon de su actividad antibacteriana aplacd el interés por
los bacteriéfagos a la vez que se exploraba todo tipo de muestras como
fuente de nuevos antibidtico (Tabla 1). En las pasadas décadas el numero
de antibidticos ha aumentado, pero en paralelo con el numero de estirpes
bacterianas resistentes a los mismos.



Tabla 1
Hitos en la quimioterapia antibacteriana

Afo

1929  Fleming descubre la penicilina

1935  Gerhard Domagk desarolla la sulfonamida

1939  René Dubos descubre y purifica la gramicidina

1941  Comienza la comercializacién de la penicilina en USA

1944  Comienza la era de los aminoglicésidos liderada por la
estreptomicina

1945  Edad de oro de los antibidticos

1945  Descubrimiento del cloranfenicol

1950  Descubrimiento de las tetraciclinas

1952  Macrdlidos

1953 Se aislan en Japén las primeras estirpes multiresistentes
el bacilo de la disenteria asi como del bacilo de la
tuberculosis

1956  Glicopéptidos

1957  Rifamicinas

1959  Nitromidazoles

1960 Aislamieto de S. aureus resistentes a meticilina

1962  Quinolonas

1968  Trimetoprim

1980s Las grandes compafias comienzan a paralizar los
programas de busqueda de nuevos antibidticos

2000 Lanzamiento del linezdlido-nueva clase de agentes en 30 afios-

2003 Lanzamiento de Lipopéptidos

Simultdneamente las grandes compaiias han disminuido notablemente
las subvenciones para la bisqueda de nuevos antibidticos (Talbot et al.,
2006) aduciendo entre otras razones que las ganancias son inferiores a
las producidas por drogas antihipertensivas, tratamiento de desordenes
del corazdn o mentales y a la fusidon empresarial que genera un coste de
mantenimiento sustancialmente inferior. Baste afiadir que en el afio 2000
la asociacion amoxicilina-clavulonato fue el Unico antibidtico en la lista de
los 20 farmacos mas prescritos (Kreling et al., 2001). Debido a todo esto, el
numero de nuevos antibidticos es cada vez mds escaso y si a esto afiadimos
el incremento de las multiresistencias bacterianas, el panorama comienza
a ser desolador para la terapia antibacteriana basada en el uso de un solo
antibidtico, que a su vez es el concepto heredero de aquel contenido en



“la bala mdgica” de Erlich. Las multiresistencias pueden adquirirse basi-
camente por dos mecanismos: bien como resultado de acontecimientos
genéticos que causan variaciones en el genoma bacteriano o por transfe-
rencia horizontal entre grupos de organismos que implica una répida acu-
mulacidn de resistencias en un sola estirpe bacteriana (Livermore, 2003).
De esta manera se ha llegado a la situacidn actual en que el 60 % de las in-
fecciones nosocomiales estdn causadas por Staphylococus aureus resisten-
tes a meticilina, o a que el 30% de las estirpes circulantes de Streptococcus
pneumomiae sean resistentes a penicilina. También han aumentado muy
significativamente las estirpes resistentes de Pseudomonas aeruginosa, Aci-
netobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae asi como Enterococcus faecalis.
Estos fendmenos de resistencia representan no solamente un problema de
salud sino también econdémico con un costo estimado de 3500 millones de
euros por afio (Workshop Summary, 1998). Tanto la Unién Europea como
los EEUU asi como organizaciones internacionales (OMS) han venido es-
tableciendo una serie de directrices desde 1999 para tratar de atajar este
problema, pero sin éxito, debido en su mayor parte a la propia génesis de
las estirpes resistentes.

ENZIBIOTICOS ANTIBACTERIANOS
a) Bacteriofagos

Los bacteridfagos son los agentes bioldgicos mds abundantes del planeta
y estdn presentes en todos los ambientes aunque es en el medio hidrico
donde estdn en mayor profusion. Los estudios pioneros (Tabla 2) sobre el
uso de bacteriéfagos como utensilios terapéuticos arrojaron resultados po-
sitivos en algunos casos, pero en otros bastante ambiguos, debido al pobre
conocimiento que se tenia de la ecologia tanto de los bacteridfagos como
de las bacterias; a la seleccidn incorrecta de los bacteriéfagos para llevar a
cabo la terapia; al uso de bacteridfagos Unicos par el tratamiento de sindro-
mes causados por mds de una bacteria; a la aparicidn de estirpes bacteria-
nas resistentes a bacteriéfagos; a la incorrecta dosificacién y administra-
cién de los bacteridfagos en los preparados farmacéuticos; a la incorrecta
identificacion del agente causal de la enfermedad y finalmente a la falta de
conocimiento sobre la liberacién de endotoxinas como resultado de la lisis
bacteriana. Todos estos aspectos hoy son conocidos y se resuelven con re-
lativa facilidad. No obstante la terapia bacteriofdgica antibacteriana tiene
todavfa limitaciones como es el rango de huésped del propio bacteriéfago
que en algunos casos puede ser tan estrecho como el de especifico de es-
pecie y en algunos casos de estirpe. Es también necesaria la identificacién
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previa del agente causal de la enfermedad, la esterilizaciéon de la prepa-
racion bacteriofdgica sin afectar a su viabilidad, la respuesta inmune del
huésped a la terapia baceriofdgica y finalmente a la propia farmacocinética
(Hermoso et al., 2007).

Tabla 2

Primeras aplicaciones de terapias bacteriofdgicas

Tratamiento de Autor

Vibrio cholerae Hankin 1896
Staphylococcus y Bacillus anthracis Bruynoghe y Maisin 1921
Disenteria bacilar Beckerich y Hauduroy 1922
Fiebres tifoideas y paratifoideas Beckerich y Hauduroy 1922
Pielonefritis Courcoux 1922
Staphylococcus aureus Spence y McKinley 1924

V/ choleare Morrison 1932

No todos los bacteriéfagos pueden usarse en la terapia. De las dos grandes
clases, liticos y lisogénicos (Fig. 2) sélo los pertenecientes al primer tipo

Figura 2
Bacteridfago inyectando el contenido de su cabeza en una célula bacteriana.
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son en principio buenos candidatos para su uso. Los segundos, al integrar
su genoma en el de la bacteria, sin matarla, pueden incluso transferir genes
que incrementen la virulencia bacteriana.

En el caso de aparicién de fendmenos de resistencia bacteriana a bacte-
riéfagos, ésta puede resolverse mds facilmente que la resistencia a anti-
bidticos ya que basta con cambiar uno o dos genes del virus para resolver
el problema. Experimentos recientes han mostrado que la velocidad de
mutacidn que generan este tipo de resistencias es del orden de 1-4 x 108
que como se ve es una velocidad sensiblemente inferior a la que genera
aparicion de resistencias a antibidticos.

Como en este tipo de terapia las células diana (bacteria) y el agente agre-
sivo (virus) presentan una unidn muy especifica sobre receptores ausentes
en las células del cuerpo humano, los efectos secundarios son menores que
en antibioterapia convencional. Por otra parte la flora normal no se ve ape-
nas afectada por este tipo de terapia, incluso cuando a los voluntarios se les
suministra una mezcla de hasta 4 bacteriéfagos (Buttin y Brussow 2005).
También es posible combinarlos con bifidobacterias para el tratamiento de
disenteria en pacientes leucémicos inmunocomprometidos; de esta mane-
ra los bacteridfagos destruyen el patégeno vy las bifidobacterias restauran
parte de la flora normal (Sulakvelidze et al., 2001). Puede argtiirse y no sin
razdn, que en ciertas bacteridlisis los efectos colaterales, debido a molécu-
las toxicas bacterianas, son iguales en la antibioterapia convencional y en
la bacteriofdgica, pero ya han comenzado a desarrollarse nuevas estirpes
virales que matan a las bacterias pero no las lisan (Westwater et al., 2003)
en lo que constituye una solucidn elegante para eliminar bacterias produc-
toras de toxinas como es el caso de las especies del género Clostridium.

Una de las mayores criticas para la terapia basada en bacteriéfagos es la
necesidad de identificacién previa del agente causal de la enfermedad an-
tes de que pueda iniciarse el tratamiento y en infecciones agudas el tiempo
es lo que no sobra. Es cierto que ciertos bacteriéfagos presentan un rango
de huésped muy estrecho, pero en otros es el caso contrario, por lo que a
ser posible debe potenciarse su uso. Si a esto se unen las nuevas tecno-
logias de identificacion bacteriana que en cuestién de horas, cuando no
de minutos nos permiten una razonable identificacion de la bacteria, estd
claro que esta critica puede quedar sin efecto en poco tiempo. De hecho la
FDA ya ha aprobado el uso de una mezcla de bacteriéfagos para el control
de Listeria monocytogenes en carnes preparadas y derivados avicolas (Fis-

chetti 20006).
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Figura 3
Absceso nasal bacteriano, antes y después del la terapia bacteriofdgica contra Sta-
phylococus aureus.

En la Tabla 3 y las Figuras 3 y 4 puede apreciarse, por una parte, un nd-
mero relevante de casos tratados mediante la terapia bacteriofdgica, asi

como unas imagenes que apoyan su utilizacion en determinados procesos

Figura 4
Aspecto de herida de miembro inferior antes y después de la terapia bacteriofdgica
contra clostridia

13



infecciosos. Los bacteridéfagos mds utilizados corresponden a la familia
Myoviridae, conocidos desde el principio de la virologfa por su gran poder
litico frente a muchas bacterias, otro grupo también importante desde el
punto de vista de su empleo frente a enfermedades bacterianas de trans-
misién hidrica es la Familia Siphoviridae de bacteriéfagos. Los bacteridfa-
gos tanto DNA como RNA de cadena sencilla (vg. $X174, & QB, respe-
tivamente) a pesar de que aprioristicamente deberian ser los candidatos
ideales por poseer ciclos exclusivamente liticos, muy productivos y de cor-
ta duracidn, apenas si se han utilizado en la terapia antibacteriana.

Presumiblemente en los préximos afios y cuando finalmente se haya asen-
tado esta nueva etapa de lucha bioldgica contra la enfermedad seran in-
corporados como nuevos desarrollos. La utilizacidn de particulas bacterio-
fagicas no estd limitada exclusivamente a su uso como principios activos,
sino que pueden ser utilizadas para vectorizar vacunas de DNA o péptidos
inmunogénicos. Muchos bacteridfagos poseen elegantes modelos de in-
yeccidn del contenido en sus cabezas (Fig. 2).

Una problemdtica importante asociada a la terapia bacteriofagica es la far-
macotecnia de las preparaciones utilizadas; en primer lugar la forma de
mantenimiento de los mismos, de modo que mantengan la mayor activi-
dad bioldgica fue un reto hoy resuelto por una de las técnicas mas sencillas
como es la liofilizacidn, pues mantienen durante varios afios su viabilidad

(Brussow, 2005).

Otro aspecto importante que hay que tener en cuenta es cdmo los bacte-
riéfagos alcanzan a la bacteria cuando ésta ya esta asentada en el cuerpo.
Experimentos realizados con ratones y pollos indican que los bacteriéfa-
gos atraviesan perfectamente la barrera hematoencefilica (Barrow et al.,
2998) y por supuesto son mucho mas efectivos que los antibidticos para
alcanzar su diana en regiones pobremente irrigadas. Los bacteridéfagos
son también capaces de alcanzar a los patdgenos intracelulares como es
el caso de M. tuberculosis y M. avium de modo que infecciones experimen-
tales por estos patdgenos han respondido muy bien a la terapia bacterio-
fagica (Broxmeyer et al., 2002). Estos organismos son sin embargo com-
pletamente ineficaces contra esporas bacterianas, por ser formaciones
durmientes protegidas por el cortex, estructura altamente impermeable a
todo tipo de sustancias.
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Aparte de los intentos iniciales en los afios veinte y treinta del siglo pasado
de producir y poner en las farmacias preparados de bacteriéfagos para el
tratamiento sobre todo de afecciones intestinales, de un modo més re-
ciente he de indicar que en EEUU y en concreto en el Estado de Tejas se
ha regularizado el uso de este tipo de preparados para el tratamiento de
enfermedades infecciosas producidas por estirpes multiresistentes a anti-
bidticos (Clark y March 2006). También se han desarrollado parches bio-
degradables impregnados con bacteridfagos para el tratamiento de infec-
ciones cronicas. La compafifa Internacional de Fagos (CIF) ha desarrollado
un producto al que denominan PhagoBioDerm compuesto por bacteriéfa-
gos, antibidticos y enzimas proteoliticos que usan tanto para la profilaxis
como para el tratamiento. El producto en cuestidon mostré resultados muy
prometedores en el tratamiento de dlceras de dificil curacidn por la pobre
irrigacién (Fig. 4) asi como en la erradicacion de cepas multirresistentesde
S. aureus en pacientes con graves lesiones de piel (Jikia et al., 2005) y en
el tratamiento de la enfermedad periodontal (Shishniashvili 1999). Es a mi
juicio éste uno de los aspectos mas interesantes del uso de los bacterié-
fagos como agentes terapéuticos, es decir su asociacién con antibidticos,
donde podremos en un futuro préximo exprimir todo su potencial profildc-
tico y terapéutico.

Al contrario que los paises occidentales, los paises del Este apostaron des-
de los afios 30 del siglo pasado por este tipo de terapia y sin duda son pio-
neros en el desarrollo de preparados basados en los bacteridfagos, baste
decir que los soldados rusos y otros de su drea de influencia portan en sus
macutos sprays con una preparacion multifdgica contra S. aureus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, y Proteus vulgaris; esto
convierte sin duda alguna al ejército ruso en el principal consumidor de
bacterifagos de todo el mundo.

Tengo que indicar, sin embargo, que uno de los principales miedos entre
no expertos tiene que ver con la seguridad de uso de los bacteriéfagos y
en concreto con la posibilidad de que interaccionen con nuestras células o
incluso integren sus genes en nuestro genoma. Frente a esto me atrevo a
recordar que los humanos estamos expuestos a los bacteridfagos desde el
mismo momento del nacimiento (y probablemente antes) y que los consu-
mimos constantemente tanto en aguas (las aguas libres de contaminacién
contienen hasta 2 x 10% bacteriéfagos por mL) como en alimentos (yogur,
quesos, sauerkraut, salami etc), se encuentran de un modo natural en la
piel, boca, orina y otras partes del cuerpo (Bachrach 2003) y son inocuos
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para nosotros, son enemigos naturales de las bacterias y nosotros lo Uni-
co que hacemos en esta estrategia bacteriofagica es “SER AMIGOS DE
LOS ENEMIGOS DE NUESTROS ENEMIGOS”.

Los ensayos en humanos sobre el efecto de los bacteriéfagos en la salud
de seres humanos en un pais occidental se han llevado a cabo en EEUU
(Staphage Lysate, Delmont Laboratories, Swarthmore, PA), que fueron
administrados tépica o intranasalmente, ademds de por via oral, subcu-
tdnea o intravenosa. Después de dos afios de ensayos ininterrumpidos
solamente se observaron pequefios efectos secundarios (Sulakvelidze y
Kutter, 2005). De igual manera en el Instituto de Inmunologia de Medicina
Experimental de Polonia, se ensayaron distintas rutas de administracion
descartando la intravenosa y manteniendo como Sptimas cualquiera de
las anteriores, incluida ahora la rectal para el tratamiento de cuadros dia-
rreicos o disentéricos (Slopek et al., 1983; Weber-Dabrowska et al., 1985).
Resumiendo parte de lo que antecede, puede decirse que el mayor pro-
blema asociado a la reintroduccién de la terapia fégica es la propia biologia
de los bacteridfagos, pues su accidon depende de que se repliquen en el
lugar correcto. Desde luego, el alarmante aumento de las multiresistencias
bacterianas y la concienciacidn social para el no uso de antibacterianos en
preparado alimenticios apoya esta reintroduccion, probablemente a través
de la asociacién con antibidticos convencionales. El uso de bacteridfagos
tiene varias ventajas, a saber: son unidades autoreplicativas; se replican
solamente en el lugar de la infeccién que es donde se ubican las bacterias
patdgenas, con lo que se garantiza una méxima dosis de agente antibac-
teriano en el lugar donde se necesita; son mds especificos que los antibié-
ticos y por tanto no causan, o lo hacen en mucho menor escala, dafio a la
microbiota normal del huésped; producen pocos efectos secundarios; son
una buena alternativa para pacientes alérgicos a antibidticos; los costes
de produccidén son bajos; pueden utilizare con fines profildcticos; se pue-
den suministrar por rutas muy diferentes; poseen efectos sinérgicos con
los antibidticos convencionales y finalmente la bisqueda de bacteridfagos
nuevos es algo rédpido y econdmico, por supuesto mucho mas que la de
nuevos antibidticos (Tabla 4)

19



Tabla 4

Comparacién del uso terapéutico de bacteriéfagos frente a antibidticos

Bacteri6fagos

Antibiéticos

Comentarios

Muy especificos, por
tanto no hay disbiosis ni
infecciones secundarias

Se replican en el lugar de la
infeccién, donde maés se les
necesita

No se detectan efectos
secundarios

Las bacterias resistentes
a fagos permanecen
sensibles a otros fagos

La seleccidn de nuevos
fagos es sencilla y muy
répida

Afectan tanto a patdgenos
como no patdgenos.

Hay disbiosis y riesgo de
infecciones secundarias

No se concentran
necesariamente en el lugar
de la infeccién

Mdiltiples efectos
secundarios incluidos
desdrdenes intestinales
(candidiasis etc.)

La resistencia no se
restringe a bacterias
patdégenas solamente

La seleccién de nuevos
antibidticos es compleja y
lleva mucho tiempo

Al ser proceso especifico,
requiere identificacion
previa del microorganismo,
los antibidticos no.

Los bacteriéfagos
requieren menos dosis que
los antibidticos

Pueden presentarse
efectos ligados a la
liberacién de LPS durante
la lisis

Los antibidticos
seleccionan resistentes
indiscriminadamente

Siempre habrd fagos frente
a bacterias multiresistentes

b) Lisinas bacteriofagicas

Como se ha indicado con anterioridad el término “enzibidtico”, inicial-
mente acufado para incluir enzimas codificados por bacteriéfagos que
mostraban actividad antibacteriana, hoy se ha ampliado para toda clase
de enzimas que independientemente de su origen presentan actividad an-
tibacteriana y/o antifiingica e incluso antiviral. Otros nombres utilizables
pueden ser enzimas liticos, hidrolasas de peptidoglucano o chitinasas y
1,3-B-D-glucanasas para el caso de los hongos (veremos més adelante que
esta separacién se debe maés a la deformacion profesional de los microbid-
logos de microorganismos eucaridticos que a una realidad que sustancie en
términos evolutivos a la separacidon de ambos grupos, pro y eucaridticos,
como algo completamente diferente y separable). Estas hidrolasas, al ac-
tuar sobre los polisacéridos estructurales de la pared celular (peptidoglu-
cano, quitina y |,3-B-D-glucano) originan lisis hipoténica que resulta en la
destruccidn fisica de los microorganismos; todas ellas pueden obtenerse de
los bacteriéfagos o de las propias bacterias. Ademas, debemos incluir tan-
to por razones histdricas como por su efectividad, a las diversas lisozimas
hoy reconocidas en la bioquimica (Tabla 5).
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En vista del constante aumento de las resistencias a antibidticos tanto en
el mundo procaridtico como eucaridtico, la caracteristica més interesan-
te de los enzibidticos es su modo de accién, que teniendo como diana la
misma que la de los antibidticos maés cldsicos e importantes como son las
B-lactamas, en lugar de interferir con su sintesis, catalizan su destruccidn,
con lo que el objetivo final es el mismo (Borysowski et al., 2006). Otro as-
pecto interesante de estos enzimas liticos es la baja probabilidad de que se
desarrollen resistencias, incluso en casos bien documentados el desarrollo
de resistencia a un enzibidtico conlleva la reduccidon de virulencia (Kusuma

etal., 2007).

Las lisinas o endolisinas estan codificadas principalmente por bacteriéfa-
gos con DNA bicatenario e hidrolizan los enlaces covalentes del peptido-
glucano para favorecer la liberacion de la progenie viral que por cientos o
miles se produce en cualquier ciclo litico productivo (Younget al., 2000). El
término “endolisina” fue introducido en la literatura cientifica por Jacob y
Fuerst en 1958 para hacer hincapié en las lisinas que actuaban desde den-
tro de la célula y segtin esto los enzibidticos al actuar desde fuera deberian
ser denominados simplemente como “lisinas”. También se ha propuesto
el término de “virolisina” para indicar su origen viral (Parisien et al., 2008)
pero el término se emplea en raras ocasiones.

La ruptura del esqueleto carbonado del péptidoglucano da lugar a su ac-
cién antibacteriana. Dependiendo de las especificidades enzimaéticas las li-
sinas caen en cinco grandes grupos: N-acetilmuramoil L-alanina amidasa,
endopeptidasas, N-acetil muramidasas (lisozimas), endo-p-N-acetil glu-
cosaminidasas y finalmente las transglicosilasas (Fig. 5).

Ademads, algunas lisinas pueden afectar al crecimiento bacteriano porque
al igual que los péptidos catidnicos antimicrobianos (ver mas adelante),
poseen secuencias que por su capacidad amfipética desestabilizan la mem-
brana bacteriana (estas secuencias se han detectado en las lisinas del fago
T, que afecta a enterobacterias y los fagos D, y 0KZ de Pseudomonas aeru-
ginosa). De hecho, en una serie de elegantes experimentos (Diring et al.,
1999) demuestran que este aspecto es incluso mds importante que la lisis
del peptidoglucano, pues puede facilitar en el caso de las bacterias Gram
negativas el acceso de la lisina a la capa de peptidoglucano, al interactuar
creando microporos en la membrana externa (Orito et al., 2004).

Una caracteristica tipica de las lisinas es su estructura modular con un do-
minio amino terminal que es donde reside la actividad catalitica y un domi-
nio carboxi terminal por el que se une al péptidoglucano. En algunas lisinas
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Figura 5

Sitios de ruptura
del peptidoglucano
originados por los
principales tipos

de enzibidticos:

(1) muramidasas y
transglicosilasas, (2)
amidasas, (3 y 4)
endopeptidasas, (5)
glucosaminidasas.
GlcNAc= N-
acetilglucosamina,
MurNAc= N-
acetilmurdmico.

ambos dominios deben estar presentes, pero en otras basta con el amino
terminal para que tengan actividad enzibidtica e incluso la eliminaciéon del
dominio carboxiterminal dispara cientos de veces la actividad bioldgica
(Borysowski et al., 2006). Otra caracteristica tipica de muchas lisinas es
su estrecho rango antibacteriano cuando acttian desde fuera sobre la pa-
red celular tendiendo a actuar solamente sobre la especie (todas las cepas)
bacteriana sensible al bacteriéfago del que se aislé la lisina. Se han descrito
pocas lisinas que posean amplio espectro (Yoong et al., 2004) pero existen
y hacen de ellas un arma muy poderosa para la lucha antibacteriana. Este
es el caso de la lisina de un bacteridfago de Enterococcus faecalis que posee
accién no solo sobre esta bacteria sino también sobre S. pyogenes grupo A,
B-hemolitico y sobre S. aureus incluidas las estirpes meticilin resistentes.
Conviene recordar también que por ingenieria genética podemos sinteti-
zar diferentes tipos de lisinas combinando a nuestra voluntad los dominios
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amino y carboxi de las diferentes lisinas. En un excelente trabajo llevado a
cabo por Garcia et al. (1990) se explora y demuestra esta posibilidad para
las lisinas que actdan sobre S. pneumoniae, de tal manera que manteniendo
el dominio carboxiterminal especifico para los estreptococos se introducen
nuevos dominios amino con diferentes actividades liticas, garantizando asf
la eliminacién del patégeno. Ademas las lisinas ya comienzan a utilizarse
en sinergia con antibidticos convencionales. As{ por ejemplo, la lisina Cpl-1
mostrd una marcada sinergia con la gentamicina frente al neumococo y en
especial con la penicilina frente a cepas de S. pneumoniae muy resistentes
a penicilina (Djurkovic et al., 2005). Caso parecido ocurrid entre la lisina
antiestafilécica y los antibidticos glicopeptidicos (Rashel et al., 2007).

Una aplicacién médica de las lisinas, que estd adquiriendo notable impor-
tancia, es su utilizacién en profilaxis, donde sin duda arrojan mejores resul-
tados que los antibidticos. Ademas ya existe suficiente cuerpo de conoci-
miento que permite asegurar que, a pesar de su aparente inmunogenicidad,
las lisinas pueden ser utilizadas repetidamente en infecciones sistémicas
con éxito (Loeffler et al., 2004; Borysowsky et al., 2006. Ciertamente, los
anticuerpos tipo Igs A y G en animales incluso hiperinmunizados, retrasa-
ron la accién de las lisinas pero éstas finamente acabaron destruyendo al
patdgeno; esta interesante reaccidn se ha aceptado ya para S. penumoniae,
S. aureus y Bacillus anthracis, incluyendo las cepas multiresistgentes. La
explicacion que se ha dado para este importante efecto es que la unién
de la lisina por su sustrato es méds fuerte que por su anticuerpo, con lo que
afortunadamente se desplaza el equilibrio hacia el primero y asi acontece
la bacteridlisis (Loessner et al., 2002).

En los paises Occidentales, al contrario que los paises del Este, hemos te-
nido que desarrollar modelos con animales para ensayar la bondad de los
enzibidticos, ya sea en forma de bacteriéfagos o de lisinas. Asi, se han de-
sarrollado modelos murinos para la formulacion en forma de nebulizadores
nasales para el control profiléctico de neumococos y de estreptococos de
los grupos Ay B. Estos trabajos han llevado a la conclusion de que estos
compuestos pueden utilizarse con éxito en poblaciones de riesgo y para
el control los reservorios de bacterias patdgenas. Por otra parte y al igual
que otras proteinas que se utilicen por via intravenosa, las lisinas tienen
baja vida media (T"? =15-20 min, Loefler et al., 2003). Sin embargo la
accién de las lisinas es tan rapida que incluso este corto espacio de tiempo
es suficiente (Fig. 6) como para observar una respuesta terapéutica (Jado,
et al., 2003). No obstante, es probable que sea necesario modificar las
lisinas con polietilenglicol o bien la regién Fc de la Inmunoglobulina G para
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aumentar el tiempo de residencia in vivo a varias horas. Recientemente
se han utilizado con éxito lisinas fagicas para el tratamiento de meningi-
tis por adicidn directamente en el liquido cefaloraquideo (Grandgirard et
al., 2008) y en el tratamiento de endocarditis por suministro intravenoso
constante de la respectiva lisina (Entenzaet al., 2005). Qué duda cabe que
ambas aplicaciones se beneficiardn por el desarrollo de formulaciones con
vida media larga.

Al contrario que el caso de los bacteridfagos, el punto clave con los enzi-
bidticos tipo lisina estaba en conocer si eran capaces de eliminar el foco de
infeccidn una vez establecido. Utilizando el modelo murino de neumonia,
y el enzibidtico Cpl-1, Witzenrath y colaboradores en 2008, demostraron
que por si mismo era capaz de eliminar los focos purulentos del pulmén,
asi como de evitar la fase bacteriémica en el 100 % de los ratones. La des-
truccidn sistemética de bacterias por medio de lisinas puede dar lugar a un
incremento notable de citoquinas debido a los restos celulares. Asi, se ha
descrito en casos de endocarditis neumocdcica que, tras tratamiento con
la lisina Cpl-1, se producia aumento de interleukina-lo (IL-1o) de IL-183,
IL-6, IL-10, interferén gamma, factor necrotizante de tumores y factores
estimuladores de macrdfagos y granulocitos.

Es conocida la incidencia en morbilidad y mortalidad causada por cocos
Gram positivos como S. pneumoniae y S.aureus después de una infeccién
virica del tracto respiratorio superior (Brundage y Shanks, 2008). La eli-
minacion de la carga bacteriana de estas dos especies reducen muy sig-
nificativamente estas infecciones secundarias, causadas ya en la mayoria
de los casos por cepas multiresistentes. Teniendo en cuenta que el arsenal
para la eliminacién bacteriana en esta fase es escaso (mupirocina y polis-
porina), los enzibidticos tipo lisina estdn encontrando un campo idéneo
para su uso, y en la bibliografia se recogen cifras del 100 % de positividad
(Mc Cullers et al., 2007). En definitiva, en la actualidad disponemos de
una buena cantidad de lisinas muy efectivas frente a cocos Gram positivos
como S. pyogenes (grupos A, B, D, F G, Ly N), S. pneumoniae (Pal amidasa
y Cpl-1), S. agalactiae (incluida la PlyGBS de amplio espectro), S. aureus,
y frente a bacilos como es el caso de B. anthracis. En este dltimo caso, las
lisinas pueden también afectar a otras especies del género Bacillus como
es el caso de B. cereus.

Dentro del capitulo de lisinas que afectan a otras especies bacterianas,
cabe destacar las producidas por los fagos de Listeria monocitogenes, que
aunque son muy especificas de esta bacteria (ademas de B. megaterium),
controlan muy bien su poblacion en preparados cérnicos.
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Otra clase de enzimas liticos que podrian usarse como enzibidticos son
las autolisinas. Estos enzimas son codificados por la propia bacteria y se
utilizan en diferentes procesos celulares como son crecimiento y divisién
celulares, recambio de la pared celular, secrecién de proteinas y madura-
cién del péptidoglucano (Vollmer et al., 2008). La primera y quizds tnica
autolisina ensayada con poder antibacteriano fue la LytA amidasa, prin-
cipal autolisina de S. pneumoniae que en un modelo murino fue mucho
mas efectiva que la propia lisina Cpl-1 y por supuesto que antibidticos tipo
amoxicilina o cefotaxima (Fig. 6).
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Figura 6:

Supervivencia de S. pneumoniae después de tratamiento intraperitoneal con lisi-
na Cpl-1 o amoxacilina. Los ratones nasalmente pretratados con 108 neumococos
desarrollaron una neumonia clasica en 24 horas. 24 horas post-infecciéon se sumi-
nistrd a los ratones lisina Cpl-1, amoxacilina o tampdén cada 12 durante 72 horas

(Witzenrath et al., 2008)

c) Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos o proteinas producidas por bacterias y que
inhiben el crecimiento de otras bacterias (Nes et al., 2007) y en sentido
estricto no pueden considerarse como autolisinas, aunque su papel de ayu-
da a los enzibidticos para incrementar y acelerar la lisis de bacterias Gram
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positivas y Gram negativas es incuestionable. Hay una gran diversidad de
bacteriocinas estudiadas, clonadas y explotadas. De todas ellas la mas im-
portante sin duda es el lisostafin, junto con la enterocina y la subtilisina (Fig.
7). El primero fue ya descrito en los afios sesenta como proteina con muy
alta accidn antiestafilocdcica. Se trata de una endopeptidasa que contiene
Zn, codificada por un pldsmido de Staphylococcus simulans biovar staphylo-
Iyticus, con una masa molecular de 25 kDa (264 aminoacidos) (Schindler y

(a)

(b) 1-5 9-21 25-34 37-45 51-62 64-70

Figura 7

Estructura bidimensional de la Enterocina AS-48(a) y la subtilisina A (b). Interac-
cién con bicapas lipidicas y creacién de microporos en las membranas celulares con
resultado de muerte de la bacteria (parte inferior de la figura mostrando ensayos
de difusién de las diferentes bacteriocinas en agar.
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Schuhardt, 1964), que rompe especificamente el enlace glicocola-glicocola
en los puentes cruzados del peptidoglucano de los estafilococos con gran
eficacia, incluyendo todas las estirpes coagulasa negativo (en este caso su
actividad es menor debido a la diferente naturaleza de los puentes cru-
zados del peptidoglucano) y meticilin resistentes de S. aureus (Eiff et al.,
2003). Contiene dos dominios, el N terminal con actividad enzimaética y el
carboxi terminal con especificidad de unién al peptidoglucano celular. Una
caracteristica importante del lisostafin es su capacidad de lisar S aureus
tanto en estado proliferativo como no proliferativo (Kumar, 2008).

En un estudio reciente (Yang et al., 2007) se recogen 257 estirpes de S.
aureus, resultando todas ellas sensibles al compuesto incluyendo las 89 es-
tirpes resistentes a meticilina con una concentracidén minima inhibitoria
entre 0.03 y 2 uyg/ml y la concentracién minima bactericida entre 0.016 y
| pg/ml, con independencia de su resistencia o sensibilidad al antibidtico.
Otros estudios independientes arrojaron valores muy parecidos a los an-
teriores. Por todo lo que antecede, estd claro que una de las principales
aplicaciones del lisostafin esta relacionada con la eliminacion profiléctica
de estafilococos que colonizan las mucosas nasales y que en determina-
das circunstancias pueden ser el punto de partida de infecciones serias. La
segunda utilizacidn estd ya relacionada con su uso terapéutico. La efec-
tividad en modelos de bacteriemia, endocarditis, infecciones neonatales
asf como endoftalmitis y queratitis oculares, dieron buenos resultados sin
mostrar realmente efectos secundarios (Kokai-Kun et al., 2007; Oluola et
al., 2007), siendo de destacar que estos experimentos arrojaron mejores
resultados que los antibidticos y que incluso los anticuerpos, que se van
induciendo por repetidas inyecciones, solamente disminuyen ligeramente
su actividad pero no llegan a neutralizarla. De igual manera, se encontrd
que el lisostafin puede suscitar sinergia con las lisinas, péptidos catiénicos
antibacterianos y algunos antibidticos (Graham y Coote, 2007; Becker et
al., 2008). También se han descrito algunas resistencias, pero curiosamen-
te estas estirpes resultaron ser mds sensibles a los antibidticos y mostraban
marcada reduccidn de su virulencia.

Otra bacteriocina cuya actividad antibacteriana se ha estudiado también
en detalle es la zoocina A, producida por S. equi ssp zooepidemicus 488l
(Akesson et al., 2007); contiene un dominio putativo de endopeptidasa y
un carboxiterminal de unidn a pared celular (Laiet al., 2002). La zoocina A
muestra una cierta selectividad por las especies del género Streptococcus y
asi S. equi, S.pyogenes, S. mutansy S. gordonii son sensibles (en casos como
es el de S. pyogenes la CMI es realmente baja, <31,5 ng/ml), mientras que
otras como S. oralis y S. rattus son insensibles
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d) Lisozimas

Las lisozimas o N-acetilmuramidasas (ver Fig. 5) son hidrolasas que rom-
pen especificamente el enlace [,4-B-D- existente entre el N-acetilmura-
mico y la N-acetilgucosamina del peptidoglucano y se producen tanto en
animales, como en plantas, bacterias y virus, constituyendo uno de los
enzimas mas antiguos y perfectos de la Naturaleza. Basdndose en su se-
cuencia de aminodcidos se dividen en diferentes subfamilias (Masschalck y
Michiels, 2003). En el caso de humanos la lisozima se produce por células
del sistema inmune como son los granulocitos polimorfonucleares, los mo-
nocitos o los macréfagos y se encentra en los fluidos tisulares incluyendo
las lagrimas, saliva, orina, leche, higado, cartilago y piel; de todas las lisozi-
mas la mas estudiada y empleada es la de clara de huevo. Las lisozimas son
enzibidticos Gnicos en el sentido de que no solamente presentan activi-
dad antibacteriana, sino también antiviral, antiinflamatoria, antitumoral y
elevada capacidad inmunomoduladora (Sava, 1996), ademas es el enzima
mas profusamente empleado en humanos desde hace décadas. Aunque el
modo de accién mejor conocido es el de ruptura enzimdtica del peptido-
glucano, la lisozima tiene otros curiosos modos de accidén no enzimaéticos
como es el relacionado con la activacidn de las autolisinas bacterianas, de-
bido a su naturaleza catidnica y accidn desastibilizadora de la membrana
citoplasmadtica por eliminacion de iones divalentes de la superficie mem-
branal.

La lisozima es sobre todo activa frente a bacterias Gram positivas, mien-
tras que las negativas, por poseer la membrana externa OM, son bastante
refractarias no solo a la lisozima sino también a las lisinas afiadidas exdge-
namente. Caso a aparte es la bacteria Capnocytophaga gingivalis que sien-
do Gram negativa es sensible a la lisozima. En la actualidad se llevan a cabo
modificaciones en la lisozima para que penetre a través de la OM vy sea
por tanto activa frente a las demas bacterias Gram negativas. Entre otras
modificaciones cabe sefialar su combinacién con dcidos grasos, péptidos
hidréfobos, porinas y holinas (las dos dltimas en investigacion todavia). La
combinacién con porinas tiene la ventaja de que ademds de eliminar al
patdégeno rdpidamente, el paciente, debido a su alta inmunogenicidad, de-
sarrolla inmunidad duradera de por vida frente a la especie bacteriana de
la que se aisld la porina. Finalmente indicar que la lisozima en si misma se
puede emplear como transportadora de antibidticos hacia la célula bacte-
riana, aumentando claramente su accidn sinergistica (Hoq et al., 2008).
Desde el punto de vista evolutivo, las lisozimas con una masa molecular
entorno a los 14-15 kD se originaron a partir genes de bacteridfagos y/o
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bacterias codificantes para lisinas y que han dado lugar a todas las subfami-
lias de lisozimas conocidas, ademas de la a-lactoalbumina. Originariamen-
te los productos génicos eran mucho mayores pero con la evolucién de los
eucariotas los péptidos se fueron reduciendo en tamafio pero manteniendo
su actividad bioldgica y eliminando epitopos que condujesen a procesos de
autoinmunidad en el organismo productor (caso de los animales, en los que
como se sabe la lisozima es pobremente inmunogénica).

e) Porinas

La membrana externa (OM) es un componente de la pared celular de las

bacterias Gram negativas que se dispone externamente al peptidoglicano y

estd constituida principalmente por fosfolipidos, lipoproteina mureina tam-

bién denominada de Braun, lipopolisacérido (LPS) y proteinas a las que se

les denomina genéricamente como Omp (Fig. 8). Las Omp constituyen
Polisacarido 0 Nucleo del

polisacaride
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externa

Membrana | 1 am m
et B [ i ) e
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Figura 8

Estructura de la pared celular de bacterias Gram nega-
tivas mostrando la organizacién de la membrana exter-
na (OM) y dentro de ella la organizacién trimérica de
las porinas bacterianas. En la parte inferior de la figura
se aprecia la estructura en barril beta de una porina tipi-
ca de Salmonella typhimurium, vista de lado. Las porinas
son proteinas transmembranales (presentes también en
membranas mitocondriales, plastidica y citoplasmatica eucaridtica) y con centros
huecos a través de los cuales pueden difundir moléculas pequefias.
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aproximadamente el 50% de la masa seca de la membrana, En esta bicapa
de fosfolipidos que es la membrana externa, flotan més de 100,000 canales
proteinicos individuales, que se clasifican en grandes grupos.

Uno es el llamado de las porinas, llamadas también proteinas de matriz o
proteinas principales de membrana por ser las mds abundantes (en térmi-
nos de masa, ellas representan hasta el 2% del total de las proteinas de la
célula), forman canales de gran tamafio que permiten la difusién pasiva
de iones y moléculas hidrofilicas, nutrientes y antibidticos, ademas de ser
receptores naturales de los bacteridfagos.

Las porinas mas conocidas de E. coli son el trimero PhoE (38,782
Da), OmpF (38,306 Da) y OmpC (37,683. La proteina PhoE se ex-
presa Unicamente en condiciones de limitacién de fosfato. En me-
dio de cultivo rico solamente se producen la OmpF y la OmpC.
Cuando E. coli se encuentra en el aparato digestivo, a 37°C y en ambiente
de osmolaridad alta, sintetiza sobre todo OmpC (la porina més pequefia) y
se cree que protege a la bacteria de los efectos tdxicos de las sales biliares,
permitiendo que los nutrientes penetren en la célula. Cuando E. coli se
encuentra en el agua, donde se desarrolla a temperaturas inferiores, en un
ambiente de baja osmolaridad y con escasez de nutrientes, sintetiza sobre
todo OmpF: Las porinas constituyen también los poros (de aqui el término
cientifico) de las mitocondrias o VDAC (canal aniénico dependiente de
voltaje), que permiten el paso de moléculas de hasta 10 kD y un didmetro
aproximado de 20 A. La estructura general de estas proteinas la forman
trimeros asociados, como por ejemplo la porina LamB en Echerichia coli,
que ademds de formar parte del reguldn maltosa es el receptor del bacte-
riéfago lambda.

Las porinas bacterianas conforman un barril beta (Fig. 8) que es una es-
tructura de proteinas formada por una serie de ldminas beta normalmente
dispuestas de manera antiparalela, que se enrollan para formar una es-
tructura cerrada o de barril, con la primera cadena de ldminas beta unién-
dose a la dltima a través de enlaces de puente de hidrégeno. Las porinas
constituyen hasta el 2-3% de los genes de una bacteria Gram negativa
(Wimley, 2003). En muchos casos, la alternancia de cadenas contiene
residuos aminoacidicos polares e hidrofébicos, de modo que los residuos
hidrofébicos estdn orientados hacia el interior del barril para formar un
ntcleo hidrofdbico y los residuos polares estdn orientados hacia el exterior
del barril sobre la superficie expuesta a solvente. No obstante las porinas y
otras proteinas de membrana que contienen barriles beta pueden cambiar
este patrdn justamente al contrario de modo que los residuos hidréfobos
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quedan orientados hacia el exterior, por tanto en contacto con lipidos, y los
residuos hidrofilicos orientados hacia el interior del poro permitiendo asi
el paso de sustancias hidrofilicas a través de una barrera hidréfoba como
es el caso de las membranas bioldgicas. Todos los barriles-beta se pueden
clasificar en funcién de dos pardmetros: el nimero de cadenas en la ldmina
beta, n, y el “ndmero de cizalla”, S, una medida de la forma escalonada de
la Idminas beta (Murzin et al., 1994).

f) Holinas

Uno de los primeros y principales mecanismos que utiliza la Naturaleza
para mantener la vida es a través de la creacidn de barreras fisicas y este
es el caso de las membranas celulares que delimitan un espacio que lla-
mamos célula y que es la base de la vida en este planeta. Como sabemos,
esta estructura es muy dindmica, con funciones no solamente fisicas sino
fisioldgicas y bioquimicas, perfectamente delimitadas sin las que no seria
posible su viabilidad. A pesar de la complejidad macromolecular de las mis-
mas, la bicapa lipidica que es el esqueleto de toda membrana celular, puede
interaccionar con una pléyade de proteinas, que son en realidad las que
delimitan la fisiologia de esta estructura. Algunas de estas proteinas (Tabla
6) son codificadas por el genoma de los bacteridfagos para que al inte-
raccionar con la membrana bacteriana realicen pequefios agujeros (“hole”
en Inglés, de aqui la palabra que hemos castellanizado como holina) por
donde puede salir la lisina del virus y degradar la capa de peptidoglucano,
para que finalmente pueda ser liberada toda la progenie viral. Este sistema
de dos componentes (holina/lisina) estd sobre todo presente en bacterié-
fagos complejos de DNA bicatenario como material genético. Otros virus
bacterianos mas sencillos que incluyen a los DNA y RNA monocatenarios
carecen de esta sofisticacion e inducen la lisis de la bacteria interfiriendo
con la sintesis del peptidoglucano.

32



Tabla 6

Tipos de Holinas descritas hasta el dfa de la fecha.

Clase Familia Gen Ndamero Longitud de
de acceso lacadena M-M Bacteriéfago

I A pll AF157835 94 >10  APSE-!
13 X67137 108 2 ESI8
S AF069308 107 1 HK22
S AF069529 106 1 HK97
S J02459 107 1 A
13 M10997 108 2 P22
HI1416 U32821 118 3 Oflu
orfl AJ133022 111 >10  ORFIl-Xnem

I Pl lydA X87674 109 >10 Pl

I P2 (o) U32222 98 >10 186
Y AF063097 93 >0 P2

I 0CTX9  orf9 AB008550 117 >10 ICTX

I ¢CTXI0 orfl0 AB008550 90 | OCTX

I PRDI m M69077 90 >10  PRDI

I PS3 13 AJO11579 105 3 PS3

I All8 hol2438 X89234 95 2 2438
holll8  X85008 96 2 All8
hol500  X85009 96 2 A500
hol X90511 142 >10  Ogle
orfll7 AF047001 17 >0 fOgd4

I c2 orf37 133769 97 0 bIL67
17 148605 96 >0 c2
orf2 L37090 96 >10  POOI

I Cp-1 cphl 747794 134 4 Cp-1

1 Phi-29 14 X99260 132 lor2 BIO3
14 X04962 131 5 000
lysis MI1813 131 5 PZA

I skl 121 AF009630 117 3 bIL170
orfl9 AF011378 117 3 skl
orf2® M90423 17 3 US3

1I 21 S M65239 71 2 21
S AF125520 71 2 933W
S U82598 71 2 DLP-12
S AF034975 68 0 H-19B
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Tabla 6

Tipos de Holinas descritas hasta el dia de la fecha. (Continuacién)

Clase Familia Gen Ndamero Longitud de
de acceso lacadena M-M Bacteriéfago

S J02580 70 2 PA-2
S AE000252 96 2 QIN
S AP000363 96 2 VT2-Sa
hol U24159 78 >0 HPI
orf6 U28154 74 3 orf6-Hsom

|| Hol-Paeru hol AB030825 117 9 hol-Paeru

11 N4 orf63 >0 N4

Il NI5 53 AF064539 101 | NI5

11 NucE nucE Ul1698 89 >0  nucE-Smar
regA U31763 88 >10  regA-Smar
13 AJO11581 67 2 PSI119
13 AJ011580 67 2 PS34

Il T7 lys® M14784 67 >0 T3
17.5 V01146 67 >0 T7

Il 800, b 92 2 393-A2
holin u72397 145 >10 80«
orf24 AF085222 80 >0 DTI
ejh S43512 85 >10  EJ-I
orf3 134781 145 >0 000
lysA U04309 88 >0 D000
lyt50 U88974 80 >10 1ooool
orf87 AF057033 87 6 Sfill
orf87 AF115102 87 6 Sfil9
orf87 AF115103 87 6 Sfi2l
S L31364 88 >10  Tuc2009
holTW  Y07739 185 >10  Twort

Il BK5-T  orf95 144593 95 >10  BK5-T
xhiB L25924 87 >0 PBSX
orf24 AB009866 100 >0 [OPVL
bhiB AF021803 88 >0 SPB
26 X97918 82 1 SPPI
xpaF2 D13377 87 >10  xpaF2-Blich
xpaG2  D49712 89 0 xpaG2-Blich
xpal2 M63942 87 >|0  xpal2-Blich
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Tabla 6

Tipos de Holinas descritas hasta el dia de la fecha. (Continuacién)

Clase Familia Gen Ndamero Longitud de
de acceso lacadena M-M Bacteriéfago

| Dp-1 dph 793946 74 >10 Dp-I

Il L5 11 AF022214 141 >10 D29
11 718946 131 >0 L5

11 LL-H hol M96254 107 >0 LL-H

M60167 mvl

lysB 726590 124 >0 mvéd

Il dadh hol 797974 114 >0  [Cadh

1l oC3l orfl X91149 78 >0 OC3l

|| rlt orf48 U38906 75 6 rlt

U() o6 P10 MI17462 42 >0 6

u() o6 P10 AF12568l 42 >10 17

u( T4 t M16812 218 >0 K3
t AF158101 218 >0 T4

U (P) t X05676 >0 Ml
t X05675 >0  Ox2

u( 187 holl87  Y07740 57 | 187

U I1oMC P98 AF049087 98 9 10MC

U (0) A5l hol511 X85010 126 >10 A5l

U(l) PBSX xhlA 1L.25924 89 >10 PBSX

U (0) 24.1 X97918 91 2 SPPI

U (1) xpaFl1 DI13377 89 >10  xpaFI-Blich
xpaGl D49712 89 >10  xpaGl-Blich
xpall M63942 89 >10  xpaLl-Blich

U (1) SP-beta bhlA AF021803 70 | SPB

U@4) LrgA ipa-23r X73124 128 >10  ipa-23r-Bsub
ysbA 275208 146 >10  ysbA-Bsub
yohJ U00007 132 >10  yohJ-Ecoli
HI1297 142023 140 >0 HI297-Hinf
PAB0239 AJ248284 109 >10  PAB0239-Paby
PHI801 AP000007 109 >10  PHI&0I-Phor
IrgA U52961 147 >10  IrgA-Saur
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Las holinas son pequefias proteinas hidrofdbicas de 50 a 150 aminoacidos
que adquieren una estructura toroidal (Fig. 9) que se integran en la mem-
brana citoplasmatica de las bacterias (Wanget al., 2000). Las holinas difie-
ren de la mayor parte de las proteinas que afectan a la integridad membra-
nal de una manera muy significativa y frecuentemente afectan también a
la polaridad de la misma; su integracidn es sumamente letal e irrecuperable
la funcidn membranal. Esto hace de ellas un utensilio potencial para ser
utilizadas farmacoldgicamente. En general las holinas comienzan por un
extremo amino terminal muy polar seguido de dos o tres regiones hidro-
fébicas, separadas por segmentos muy polares y finalmente en el extremo
carboxiterminal poseen una cola relativamente larga de restos cargados.
Por tanto, la alternancia de regiones polares y apolares determinan sus
existencia como proteinas transmembranales (TM). Se clasifican en tres
grupos segin el nimero de segmentos hidrofébicos (Wang et al., 2000).

Figura 9

Modelo de una holina fagica (derecha) asi como de aspecto de una preparacién al
microsocopio de fuerza atdmica mostrando los poros originados por las mismas
(izquierda).
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Asi por ejemplo las de clase | contienen tres segmentos predecibles TM
con el extremo amino proyectandose al periplasma; el ejemplo mas cldsico
es la holina S del bacteriéfago lambda. Las de clase Il contienen solamente
dos segmentos hidrofébicos. Finalmente las de clase Il que comprende
holinas derivadas de las clases | y Il y que contienen de uno a cuatro regio-
nes transmembranales

Otro criterio de clasificacién de las holinas es meramente estructuralista
y atiende a la presencia o no de dos metioninas en el extremo aminotermi-
nal. Finalmente hay otra forma de clasificar a las holinas relacionada con el
tipo de dafio que ejerce sobre la membrana citoplasmatica. Asi podemos
hablar de las holinas completas (tipicas) y toroidales que primero despo-
larizan la membrana y después originan los poros y aquellas inclomple-
tas (atipicas), también llamada pinholinas que solamente despolarizan la
membrana

El mecanismo por el que las holinas causan dafio en la membrana ha consti-
tuido un misterio desde el punto de vista molecular durante mucho tiempo
y solamente cuando se dispusieron de los anticuerpos apropiados se puedo
seguir todo el proceso y comprobar todo el mecanismo de oligomerizacion
que finalmente lleva a la formacién del toroide integrativo.

En Biomedicina, las holinas pueden ser explotadas por su letalidad y asf hay
que indicar que en sistemas de expresidn ectdpica eucaridtica, las holinas
son citotéxicas produciendo muerte celular por un mecanismo no apoptd-
tico (Agu et al., 2007). La holina S* interrumpe el potencial de membrana
de la mitocondria induciendo una vacuolizacién masiva de la misma. En
boca de los autores (Agu et al., 2007) esto abre la puerta para un posible
uso antitumoral en terapia génica. En lo que se refiere a su uso para com-
batir las enfermedades infecciosas, su uso estd todavia limitado y depende
de momento del uso de bacteriéfagos para el control de la infeccién. Desde
luego, la incorporacidn de las holinas a los bacteriéfagos terapedticos (bajo
una regulacidn apropiada) proporciona el camino para que exista muerte
bacteriana (regulable en el tiempo) sin lisis masiva y productora de altos
niveles de endotoxinas.

g) Péptidos antimicrobianos (AMPs)

La existencia de actividades antimicrobianas en los tejidos y fluidos ani-
males ya se describid en 1850, aunque no fue hasta el perfodo compren-
dido entre 1920 y 1950 cuando comenzaron a identificarse este grupo de
sustancias, activas tanto contra bacterias Gram positivas como Gram
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negativas (Skarnes y Watson, 1957). Durante las décadas siguientes se
aislaron e identificaron las cecropinas de insectos (Steiner et al., 1981), la
magainina de anfibios (Zasloff, 1987) y las defensinas humanas (Ganz et
al., 1990). Actualmente conocemos més de 800 péptidos antimicrobia-
nos (AMPs, excluyendo los producidos por bacterias o bacteriocinas que
tienen tendencia a ser estudiadas aparte aunque en sentido estricto son
también AMPs) que constituyen una buena bateria de principios activos
potencialmente aplicables a la lucha contra las enfermedades infecciosas
y a la espera de ser utilizados industrialmente (Peschel y Sahl, 2006). Es-
tos péptidos son, por tanto, moléculas endégenas que se movilizan inme-
diatamente después de la infeccidn y que tienen amplio espectro inclu-
yendo actividad antibacteriana, antiviral, antifingica y antitumoral. Por
diversas razones que no viene al caso discutir aqui, el estudio bioldgico y
biotecnoldgico tales como estudio de la organizacidén génica, expresidn,
procesamiento etc. de este tipo de sustancias ha estado més retrasado
que el de otras, pero evidentemente poseen unas caracteristicas muy pro-
metedoras para que en el futuro puedan ser utilizadas con fines terapéu-
ticos. Los péptidos antimicrobianos trabajan en dos frentes; por una parte
poseen el citado amplio espectro que les capacita para destruir todo tipo
de microorganismos, pero por otra parte pueden modular selectivamente
las defensas innatas del hospedador. Estos modos de accidn, sin ninguna
duda, proponen un cuadro alternativo de lo més sugestivo al convencional
y representado por el mundo de los antimicrobianos tradicionales

Los péptidos antimicrobianos estdn codificados genéticamente y se expre-
san en mastocitos, neutréfilos, monocitos/macrdéfagos, células epiteliales y
queratinocitos. Se sintetizan como precursor zimogénico que requiere uno
o0 mas procesamientos proteoliticos para dar lugar al péptido maduro con
actividad bioldgica. Constituyen un grupo de péptidos cortos (6-59 ami-
nodcidos) generalmente cargados positivamente (algunos negativamente)
y un porcentaje alto de restos hidrofdbicos (a menudo mayor del 30%).
Los AMPs se categorizan por su funcidn pero se clasifican segtin sus ca-
racteristicas estructurales como se ve en la Tabla 7.
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Tabla 7

Clasificacion de péptidos antimicrobianos (AMPs).

B) Actividd antibacteriana; C) Actividad citotdxica;

F) Actividad antifingica, L) Unién a LPS; V) Actividad antiviral

Clase Nombre Actividad
ANIONICA Maximina H5 B
Peptido anionico SAAP B
Peptl aniénico Gml B,F
Pept2 anidnico Gm B,F
CATIONICA Cecropina A B,F
LINEAR &- HELICE Magainina | B
Buforina Il B,F
Brevinina-| B,V.C
Esculentina-l1A B,V.C
Dermaseptina B2 B,F
Pleurocidina B
Seminalplasmina B;F;C
SMAP-29 B,F
CAPI8 B
LL37 BVCL
ENRIQUEDIDA EN  Abaecina (rica en Prolina)) B
AMINOACIDOS
ESPECIFICOS Drosocina (rica en Prolina y Arginina) B
B
Hymenoptaecina (rica en Glicocola) B
Holotricina (rica en Glicocola y Prolina) F
Indolicidina (rica en Triptéfano) B,EV
Histatina (rica en Histidina) B,F
CON PUENTES Brevinina (I puente) BV C
DISULFURO
Protegrina (2 puentes) B,V,F
-defensina HNP-1 (3-puentes) B,EV,C

Aunque deberiamos estar interesados a nivel biotecnoldgico en todos los
AMPs producidos por vertebrados, una vez més y por razones obvias, los
que maés interesan a la sociedad son los producidos por mamiferos, dejando
aparte el enorme arsenal de la piel de los batracios que incluye mas de 500
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AMPs muchos de ellos con amplio espectro como se indicd anteriormen-
te. En los mamiferos los AMPs mds importantes son las o y 3 defensinas,
aunque no hay que olvidar que los neutrdfilos contienen péptidos lineares
en a hélice de la familia de la catelicidina (Zanetti, 2005). En humanos, la
catelicidina (hCAT-18/LL-37) se encuentra en neutrdfilos secretores de la
boca, lengua, eséfago, epitelio de las gldndulas mucosas del tracto respi-
ratorio y genitourinario (vagina, epididimo y plasma seminal) y también se
detecta en altos niveles en procesos inflamatorios que implican queratoci-
tos de la piel como es en el caso de la psoriasis.

El tnico AMP detectado en mamiferos con estructura en ldmina B3 ciclica
es el dodecapéptido altamente catdnico é bactenecina , aislado inicialmen-
te en neutrdfilos bovinos (Romeo et al, 1988).

Los leucocitos y células epiteliales de pdjaros y mamiferos producen méds
de 100 defensinas (Wong et al., 2007) que pueden clasificarse en subfa-
milias oy B de acuerdo con el precursor, la estructura génica, asi como la
conectividad de los 6 restos de cisteina de su secuencia. Las a defensinas
son comunes en los granulos azurdfilos de los neutrdfilos, en ciertas pobla-
ciones de macrdéfagos, vagina, trompas de Falopio y ectocervixes. Por el
contrario las B defensinas estdn presentes en tejidos epiteliales incluyendo
el tracto génitourinario y respiratorio, piel, granulocitos macrdfagos alveo-
lares. Ambas defensinas poseen una estructura basada en tres ldminas

beta (BRB).

El modo de accidn es todavia materia de controversia por el elevado ndme-
ro de AMPs en el mundo bioldgico que hace dificil extraer una generaliza-
cidén. A pesar de esto, pueden agruparse (Tabla 8) en aquellas que tienen
como diana la membrana citoplasmatica, originando bien poros toroidales,
bien barriles 3 o simplemente desestabilizacion de la bicapa lipidica, o bien
las que tienen dianas intracelulares (inhibicién de la sintesis de proteinas,
de la pared celular, de la sintesis de dcidos nucleicos, de enzimas etc). No
obstante, a pesar del enorme volumen de datos existentes sobre su pro-
duccidn, actividad, estructura y funcidn etc, se sabe en realidad poco so-
bre el modo de accidn intimo de estos compuestos, aunque sin duda repre-
sentan un modelo paradigmatico de coevolucidn entre el productor y los
patégenos que lo asaltan; parametros tales como su tamano, secuencia,
carga, hidrofobicidad y estructura parece que apuntan a disefios altamente
especificos por parte de la evolucidn, para dar lugar a unos elementos an-
timicrobianos que nada tienen que ver con los antibidticos que se utilizan
hoy (Kltver et al, 2006). Actualmente, la creencia es que los AMPs han
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evolucionado como moléculas consenso para la interaccién con membra-

nas celulares, internalizacidon y en muchos casos ataque a una diana intra-
celular muy precisa (Tabla 8).

Tabla 8
Dianas de los péptidos antimicrobianos (AMPs)
Lugar de
accion Actividad Ejemplos Referencias
Membrana
Poro toroidal LL37 Henzler-Wildman
etal., (2003)
Desestabilizacién Cecropina Gazitet al., (1995)
deslizante
Distorsién en barril Alamethicina  Yanget al., (2001)
Dianas

intracelulares

Sintesis de proteinas

Sintesis de pared
celular

Sintesis de dcidos
nucleicos

Membrana
citoplasmatica
(formacidn del septo)

Inhibicién de actividad
enzimatica
Floculacion

Unidn a dcidos

nucleicos

HNP-I

Mersacidina

Pleurocidina

Indolicidina

Histatina

Anionica

Buforina Il

Lehrer et al., (1989)
Brotz et al., (1998)

Patrzykat et al., (2002)

Subbalakshmi
etal., (1998)

Luque-Ortega
et al.,(2008)
Brogden et al., (1996)

Park et al., 1998

El seguimiento del desarrollo clinico de los AMPs para su uso terapéuti-
co arroja todavia resultados preliminares y a veces poco alentadores, que
en boca de los expertos en el tema se deriva del poco conocimiento que
todavia tenemos sobre la biologia de estas moléculas. Asi por ejemplo, la
magainina, aislada de ranas no ha conseguido la aprobacién de la FDA por
ausencia de ventajas sobre antibidticos convencionales en fase Il para el
tratamiento de dlceras diabéticas. Lo mismo puede decirse (en diferentes
fases) de la protegrina de cerdos, la indolicidina bovina o el péptido BPI
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humano para el tratamiento de la enfermedad meningocdcica. Otros, por
el contrario, como es el caso de las histatinas humanas ya han completado
la fase Il para el tratamiento de la candidiasis oral. Dos aspectos son funda-
mentales para el éxito o fracaso del empleo de estas moléculas enzibidticas
en la terapéutica y que se corresponden por una parte con la propia estruc-
tura de ellos y por otra con la dosificacion para que llegue a la diana final.
Respecto a lo primero, por ser péptidos, son sensibles a las proteasas que
disminuyen o anulan su actividad bioldgica. Hay que indicar que para ello
se estdn ensayando nuevas estrategias para hacerlos parcialmente resis-
tentes a las proteasas (la resistencia total no es deseable pues en definitiva
estos péptidos han de ser eliminados). Estas estrategias se resumen en la
sustitucion parcial de L-aminoacidos por D-aminoacidos en aquellos pun-
tos mas frecuentemente hidrolizados por las proteasas o en su proteccion
mediante escudos liposémicos.

En la actualidad y como en el caso de los enzibidticos anteriores, se visua-
liza para los AMPs una estrategia de sinergia, bien con otros enzibidticos
como los incluidos aqui 0 con antibidticos tradicionales para la lucha contra
microorganismos patdgenos. No obstante y a pesar de esta capacidad los
AMPs, tienen otras actividades muy interesantes que se relacionan con
efectos estimulatorios del sistema inmunoldgico y que a muchos de ellos
les lleva a mostrar actividad antitumoral importante (Mader et al., 2006).
Tal es el caso de las magaininas que lisan una plétora de células, pero pre-
ferencialmente a las células tumorales, que son un orden de magnitud mas
sensible que las células no transformadas (Imura et al., 2008). Algo pa-
recido se ha demostrado para las defensinas humanas, aunque su uso se
esté centrando en el tratamiento de ciertos carcinomas (Gambichler et al.,
20006).

En este apartado podrian incluirse también aquellos AMPs con actividad
frente a virus animales, siendo uno de los mejores candidatos lo que co-
nocemos globalmente como ribotoxinas. Se trata de una gran familia de
reibonucleoproteinas secretadas fundamentalmente por especies de los
hongos Aspergillus y Penicillium . Todas ellas ejercen su modo de accién
primero por su capacidad de interaccionar con bicapas lipidicas (como
todos los AMPs) y finalmente por hidrolizar especificamente un enlace
fosfodiester (conocido como asa de la ricina) en el gen grande rRNA. Ello
conlleva a la parada de la sintesis de proteinas y apoptosis celular. Para ellas
no se les reconoce receptores epecificos aunque tienen predileccion por
sistemas membranosos con permeabilidad alterada como es el caso de las
células tumorales y han sido ya empleadas para la construccién de inmu-
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notoxias contra células transformadas. Su uso esta bajo estudio debido a la
toxicidad que puede presentar frente a cellas normales, aunque ya se han
conseguido nuevas toxinas ingenierizadas que minimizan el efecto téxico.

No cabe ninguna duda de que la bdsqueda de nuevas ribotoxinas y carac-
terizacion de las mismas, de nuevas estrategias de produccién industrial,
de una vehiculizacidén apropiada dard en un futuro préximo los resultados
esperados (Lacadena et al.,2007;Carreras-Sangra et al.,2008).

En definitiva, aunque los AMPs se reconocen como componentes del sis-
tema inmune natural, su actividad antimicrobiana y antitumoral (en un
contexto mas ampliado de enzibidticos) justifican los esfuerzos humanos y
econdmicos que se estdn haciendo con ellos para incorporarlos definitiva-
mente al arsenal terapéutico.

ENZIBIOTICOS ANTIFUNGICOS

Las infecciones fingicas han ido incrementando durante los dltimos afios,
particularmente en los pacientes inmunocomprometidos.

Por otra parte, el desarrollo de principios antifingicos ha sido mds lento
que el de los antibacterianos, principalmente a consecuencia de su toxi-
cidad para las células superiores, debido a que muy frecuentemente las
dianas en la célula huésped y en el hongo son las mismas. Una excepcion a
esto lo constituye la pared celular de los hongos. Los principales constitu-
yentes son quitina, 1,3-B-D-glucanos, |,6-B-D-glucanos y manoproteinas

(Fig. 10).

Los dos primeros son componentes rigidos estructurales y los dos segun-
dos con otro tipo de acciones muy variadas entre las que destaca la ce-
mentante y de inmunogenicidad de las manoproteinas. La quitina es un
polisacarido formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina con enla-
ces de tipo 1,4 en B, mientras que el segundo polisacérido con enlaces 1,3
también en B3, adn siendo un enlace fuerte lo es menos que el de la quitina.
Ambos polisacdridos que por su estructura tienden a configurar micro-
fibrillas son la diana de las quitinasas y de las 1,3-B-D-glucanasas y tie-
nen obligatoriamente que ser parcial y localizadamente hidrolizados para
que tenga lugar un crecimiento apropiado de la célula fingica. Una ac-
cién no controlada de estos enzimas conduce a la mdltiple degradacion de
estos polisacaridos estructurales e indefectiblemente a la muerte del hon-
go. Como estos polisacaridos (dianas) no se encuentran en vertebrados,
desde un primer momento se pensd en la utilizacidon de las quitinasas y
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Figura 10

Estructura de la quitina (A) y del 1,3-B-D-glucano (B)

1,3-B-D-glucanasas como enzibidticos para la lisis de los hongos y por tan-
to control de la enfermedad fungica. Para el iniciado en tal tipo de control,
debe quedar claro que la aproximacion es radicalmente diferente a la utili-
zada por los antifingicos convencionales, que tienen como dianas los en-
zimas dependientes del citocromo P450, el propio ciclo mitético por inter-
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ferencia con el desarrollo de las fibras del huso acromatico o la sintesis de
esteroles; todas estas dianas también estén en la célula huésped y de aqui
sus efectos secundarios. También, estos dltimos afios se han conseguido
desarrollar nuevos antifiingicos que tienen como diana la interferencia de
la sintesis de componentes de la pared celular. Tal es caso de la nikomicina
que inhibe la quitin sintetasa y de la caspofungina que inhibe la sintesis del
1,3-B-D-glucano. Como se ve, tanto los enzibidticos antifingicos como
los modernos antibidticos antifiingicos tienen el mismo propdsito, que es
acabar con la integridad de la pared celular fungica para asi producir su
muerte.

A) Las quitinasas (E.C.3.2.1.14) se encuentran en una gran diversidad
de bacterias donde han evolucionado con un fin fundamentalmente tré-
fico, asi como en hongos, en insectos e incluso en virus de células supe-
riores, en plantas y en vertebrados inferiores. Los vertebrados superiores
(incluido Homo sapiens) aunque contienen pseudogenes que suguieren una
pretérica capacacidad codificante no poseen la capacidad de sintesis de
quitinasas y solamente en casos patoldgicos se ha descrito tal actividad
en el hipocampo de sujetos con esquizofrenia o en casos de aneurisma de
aorta. Estos enzimas se clasifican dentro de las familias 18 y 19 de las glico-
silhidrolasas. Ambas familias no comparten similaridad de secuencia y asi
mismo muestran divergencia en su estructura tridimensional (Fukamizo
2000) poseyendo diferente mecanismo bioquimico de hidrdlisis. Cuando
se llevan a cabo estudios detallados de andlisis de secuencia asi como de
ortologfa y paralogia se llega a la conclusion de que estos genes evolucio-
naron a partir de un protogen tipo lisina/lisozima de una bacteriéfago o
bacteria y que de él irradiaron a todos los seres por dispersién horizontal
a la vez que se generaban los genes de a-lactoalbiimina en la biota del
planeta. Este planteamiento se vio muy reforzado cuando en el érgano de
Leydig localizado en el eséfago de los escualos se detectd alta actividad de
un enzima con idéntica afinidad por peptidoglucano o por quitina, con lo
que no podia llamarse lisozima o quitinasa, y por tanto se estaba en pre-
sencia de un fijacidn arcaica evolutiva que indicaba que en un principio no
existia tal diferenciacidn. La conclusion era por tanto obvia, por una parte
los hongos (eucariotas) habian tomado de las bacterias un buen invento
como es el peptidoglucano o mureina y con una simple modificacién en
3 lo convirtieron en quitina, después tomaron una lisina probablemente
también del mundo bacteriano y la transformaron en una quitinasa; todo
eto ocurrid en el Tridsico que fue el periodo geoldgico en el que los hongos
evolucionaron més répidmente y se estabilizaron como grupo bioldgico.
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B) El segundo grupo de enzibidtico con actividad antifingica lo constitu-
yen las 1,3-B-D-glucanasas. Actualmente se admite que el polisacarido
de tipo |,3-B-D-glucano es un tipico invento fingico y que las glucanasas
que lo hidrolizan tienen también un origen eucaridtico, habiendo pasado
horizontalmente después los genes codificantes a bacterias que apren-
dieron a utilizarlos de nuevo con finalidad tréfica. Como en el caso de
las quitinasas, estos genes habrian permanecido activos a lo largo de la
evolucidn eucaridtica (ranas, equinodermos, angiospermas) con finalidad
claramente antifingica hasta que en vertebrados superiores (incluido de
nuevo H. sapiens) pierden la actividad manteniendo secuencias que no se
expresan. Los epitotos de las 1,3-B-D-glucanasas recuerdan claramente al
de anticuerpos responsables de hipersensibilidad tipo IV por lo que no es de
extrafiar que nuestra propia evolucidn haya cerrado la expresion de estos
genes y escogido la diferenciacion del sistema inmunitario celular.

Al mismo tiempo, no puede uno por menos que volver la vista al mundo
bacteriano y buscar por unos posibles precursores tanto del [,3-B-D-glu-
cano como de las |,3-B-D-glucanasas en la propia pared bacteriana. De
inmediato surge como un posible precursor parte del lipopolisacédrido de la
membrana externa (OM) de las bacterias Gram negativas y que se corres-
ponde con la porcidn carbohidratidica del mismo. Si admitimos que esto
podria ser cierto entonces las 1,3-B-D-glucanasas deberfan mostrar cierta
afinidad por el LPS. Estos enzimas poseen sitios denominados (BGRP) o
de unidn a estos glucanos y tanto las de bacterias, como las del gusano de
seda (Bombyx mori) o de mosquitos e incluso el pez Pacifascatus leniuscu-
lus pasando por el erizo de mar Strongilocentratus purpuratus pueden unir
efectivamente el lipopolisacarido, aunque aparentemente no pueden hi-
drolizarlo.

Dejando aparte el sugerente origen evolutivo de los enzibidticos antiftingi-
COs, Su ensayo y por supuesto su uso, estdn mucho mas retrasados que los
antibacterianos. En la actualidad se lleva a cabo en modelo animal su em-
pleo en el control de infecciones fungicas tépicas en los que los resultados
son muy prometedores. El empleo en infecciones sistémicas estd todavia
en fase muy preliminar y los resultados son cuando menos controvertidos
y que sin duda animan a seguir profundizando en este campo.

En definitiva, durante el siglo veinte la ecologia de las enfermedades in-
fecciosas evoluciond como una rama diferente dentro del campo de las
enfermedades infecciosas y las figuras quizds mas sefieras fueran las de
Theobald Smith y Frank Fenner junto con Mcfarlane. Todos ellos, dirigidos
por un Darwinismo evolutivo raramente holistico y alejado de la visién qui-
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mica reduccionista, contemplaron el proceso infeccioso bajo todos los pris-
mas posibles y asi disefiaron una epidemiologia uniformemente bioldgica,
donde los conceptos de competicidon y mutualismo estaban plenamente
integrados. Es en esta gran nueva rama donde debemos integrar todos los
aspectos relacionados con los enzibidticos sobre los que he disertado hoy
y que sin duda nos ayudarén a visualizar, de una manera mas bioldgica, la
lucha contra las enfermedades infecciosas y a establecer definitivamente
una sinergia con el mundo quimico de los compuestos o principios acti-
vos. Espero muy sinceramente que éste sea el caso y que el siglo XXI se
caracterice entre muchas otras cosas por eso. Debemos confiar en lo que
nuestros maestros de genética nos han ensefiado siempre y que resumo
en una frase a la vez tan sencilla y complicada como esta “Confiemos en
el vigor hibrido”.

Debemos también incrementar y potenciar el esfuerzo investigador dedi-
cado a la btisqueda de nuevas terapias antimicrobianas, pues en el tiempo
que me ha llevado exponer esta disertacidon una simple bacteria como la
que coloniza nuestros intestinos, E. coli, se ha dividido entre 2 y 4 veces y
han aparecido aproximadamente unos 10.000 mutantes de toda indole que
incluyen légicamente resistentes a compuestos antibacterianos. Si que-
remos seguir siendo la especie dominante debemos aprender a ir siempre
por delante de ellas y esta puede ser una actividad cientificamente muy
gratificante aunque extenuante.

He dicho
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DISCURSO DE CONTESTACION

Exmo. Sr. Presidente de la Academia de Farmacia de Galicia,
Exmos. e limos. Sras. y Sres. Académicos,
Sras. y Sres.

Hoy ingresa en la Academia de Farmacia de Galicia, como académico de
ndmero, uno de los pioneros y de los principales impulsores del desarrollo
de la Biotecnologia en Galicia. Quisiera, en primer lugar, agradecer a la
Academia la distincidn que me hace al otorgarme su representacion para
dar la bienvenida al Prof. Tomés Gonzélez Villa al que, ademds, me une una
sincera amistad que se mantiene desde hace casi tres décadas.

Aunque natural de la ciudad de Ledn, el Prof. Gonzélez Villa pasé las prim-
eras etapas de su vida en Astorga, villa de larga y singular historia, en la
que confluyen los caminos Francés y de la Plata de la Ruta Jacobea. Allf
decidié cursar los estudios de Ciencias Bioldgicas en la Universidad de Sal-
amanca, en la que se licencié en 1973 y en la que, de forma inmediata, se
incorpord al Dpto. de Microbiologia para realizar su tesina de licenciatura
y, tras conseguir una beca el Plan del Formacidn de Personal Investigador,
su tesis doctoral bajo la direccidn del Prof. Rodriguez Villanueva, quien ha
sido su mentor a lo largo de su carrera universitaria.
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En este mismo afio, 1976, una beca del Comité Conjunto Hispano Ameri-
cano le permitio trasladarse al Dpto. de Food Science & Technology de la
Universidad de California en Davis en el que el Prof. Hermann Jen Phaff
le facilitd la realizacidn de una estancia postdoctoral amplia y fructifera,
centrada en el estudio de los carotenoides de origen microbiano. Durante
esta estancia, el Prof. Gonzalez Villa comienza a asistir a las reuniones del
Grupo de Biotecnologia en Asilomar, que estd considerado como la cuna
de la biotecnologia mundial.

A su regreso a Espafia, comienza a desarrollar su actividad docente en la
entonces incipiente Facultad de Farmacia de la Universidad de Salaman-
ca, que interrumpe Unicamente para realizar una estancia en el Dpto. de
Bioguimica de la Universidad de Cambridge en el Reino Unido, y en 1980
ingresa, como ndmero uno de su oposicidon, en el Cuerpo de Profesores
Adjuntos de Universidad en el drea de Microbiologia, quedando adscrito a
la Universidad de Salamanca, en cuya Facultad de Farmacia continda de-
sarrollando sus labores docentes. Poco duraria esta situacion puesto que,
en enero de 1983, obtuvo la plaza de profesor agregado de Microbiologia
de la Facultad de Farmacia de Santiago de Compostela, accediendo po-
cos meses después a la cétedra que sigue desempefiando en la actualidad.
Estos 27 afios de docencia en el Dpto. de Microbiologia de la Universidad
de Santiago, del que fue director entre 1987 y 1996, el Prof. Villa los ha
compatibilizado con la de la Titulacién Propia de Biotecnologia, de la que
fue director hasta su extincidn en 2006 y con la del actual Master Oficial
de Biotecnologfa, del que es coordinador desde su creacidn.

Paralelamente a las actividades docentes y de gestidon que acabo de es-
bozar, el Prof. Gonzélez Villa ha desarrollado una amplisima labor investi-
gadora, en cuyo andlisis vuelve a mostrarse esa interesante combinacién
microbiologia-biotecnologia a la que he aludido previamente. Entre las
principales lineas que ha cultivado, me gustaria resaltar las siguientes:

— Estudio genético y bioquimico de autolisinas de hongos y leva-
duras, cuyo desarrollo ha contribuido al entendimiento del modo
de accioén de las familias antifingicas papulacandia y echinocan-
dina.

— Anadlisis y estudio de pigmentos carotenoidicos (astaxantina y
cantaxantina) en su doble vertiente de uso alimentario y de an-
tioxidante.

— Biotecnologia enoldgica de los vinos gallegos, de amplia y direc-
ta repercusién industrial, centrada en la mejora de las cepas de
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levaduras enoldgicas mediante la heterotalizacion de cepas sil-
vestres y el estudio y los controles microbioldgico y bioquimico
de la fermentacidn malolactica en enologia. El desarrollo de esta
linea ha dado lugar a la creacién de una bodega experimental

— Clonacién e ingenierizacion de enzimas de uso industrial para la
produccidn de pectinasas, floculasas y proteasas, de indudable
interés para las industrias lacteas.

— Investigacidon sobre enzibidticos activos frente a Mycobacte-
rium tuberculosis multirresistente y bacterias relacionadas y uso
de porinas como potenciadoras de antibidticos y enzibidticos

El desarrollo de estas importantes lineas de investigacién ha sido posible
gracias a la financiacién obtenida, a través de mds de una treintena de
proyectos en los que el Prof. Villa ha sido investigador principal, en con-
vocatorias europeas, nacionales, autondmicas, provinciales y de fundacio-
nes privadas como la Ramén Areces o la Arao. La publicacidon de mds de
160 articulos en revistas de la especialidad, més de 130 comunicaciones a
congresos y la generacién de 6 patentes son buena prueba de la fructifera
labor investigadora desarrollada por el Prof. Gonzélez Villa. Ademas, ha
dirigido mds de una veintena de tesis doctorales y, lo que es mds impor-
tante, muchos de sus discipulos son profesores universitarios, entre ellos
algunos ya catedréticos, o destacan en diversas actividades profesionales.

El tema seleccionado por el Prof. Villa para su discurso de ingreso debo
calificarlo de muy interesante y actual y de él, estoy seguro, todos hemos
aprendido mucho. No es casual que este tema se inscriba en una de sus
lineas de investigacidn mds novedosas, ni que haya publicado muy reci-
entemente un libro sobre enzibidticos, editado por una firma de tanto
prestigio internacional como J.Wiley & Sons.

El nuevo académico nos ha introducido en el tema de los enzibidticos a
través de una breve resefia histdrica que nos hace recordar el titulo del
nostalgico poemario de Ruiz Rubiano “Lo que pudo haber sido y no fue”
al poner de relieve que la terapia antimicrobiana quiza hubiera transitado
por caminos muy diferentes de los que ha seguido sino se hubiese relega-
do al ostracismo cientifico, durante mas de tres décadas, el estudio de las
propiedades antimicrobianas de los fagos y de sus lisinas, como consecuen-
cia de lo que podriamos llamar la “fiebre” de los antibidticos.

Es innegable que el interés por los antibidticos responde al hecho de que,
al ser en su mayoria moléculas pequefias, resultan mas adecuadas para
ser manejadas como farmacos e incorporadas a sistemas de dosificacidn,
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en tanto que la utilizacidn terapéutica de los fagos, e incluso de sus lisi-
nas purificadas, presenta una complejidad quimica, bioldgica y tecnoldgica
dificilmente abordable cuando se introdujeron los antibidticos. Hoy en dfa,
el nivel de desarrollo que han alcanzado las técnicas de identificacién ra-
pida y de aislamiento de microorganismos y, desde otro punto de vista, la
farmacocinética y la tecnologia farmacéutica, que estd ya en condiciones
de abordar la formulacidn de farmacos de estructuras cada vez més com-
plejas, permite vislumbrar que los obstaculos que dificultaron la aplicacién
préctica de los enzibidticos, puedan ser superados en un futuro no muy
lejano.

La ampliacion del concepto de enzibidtico, mas alld de los fagos y de sus
lisinas, sobre la que nos ha ilustrado tan elocuentemente el Prof. Gonzélez
Villa, puede contribuir ademds a ampliar el &mbito de potenciales aplica-
ciones, no sélo como alternativas a los antibidticos convencionales sino
también como coadyuvantes o potenciadores de su accién antimicrobiana.
Por ejemplo, la disponibilidad de las porinas y las holinas abre la posibilidad
de extender el espectro de los antibidticos y las quitinasas y las glucanasas
podrian ampliar el uso de los enzibidticos en la terapia antifingica.

La llegada del nuevo académico viene a reforzar a nuestra Academia en
dos dreas tan importantes como la Microbiologia y la Biotecnologia y es-
toy seguro de que con sus conocimientos, su experiencia y su trabajo, va
a contribuir de una manera muy eficaz a que la Academia de Farmacia
de Galicia cumpla los objetivos que tiene encomendados. Por todo ello,
Tomas, me alegro sinceramente por tu incorporacidon a esta institucidn,
felicito a la Academia por una eleccién tan acertada y a ti por tu brillante
discurso. Mi gustaria finalmente hacer extensivas estas felicitaciones a tu
mujer, Beni, y a tus hijas Clara, Beatriz y Silvia todas ellas ligadas, a través
de sus distintas actividades, al ambito sanitario,

Muchas gracias.
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Este discurso se leyd
el dia 22 de septiembre de 2010



