1

Capitulo 1 Antibidticos y nuevas terapias para combatir las enfermedades
infecciosas

Chapter 1 Antibiotics and new therapies to face the infectious diseases

GARCIA-REYES, MelitoTl,, CASTRO-ESCARPULLI, Graciela?, HERNANDEZ-RODRIGUEZ,
Cesar Hugo?, VILLA-GARCIA, Matilde! y MERCADO-FLORES, Yuridia*!

1Universidad Politécnica de Pachuca. México.
2Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas. IPN. México.

ID 1 Autor: Melito, Garcia-Reyes / ORC ID: 0000-0001-9779-9581, CVU CONACYT ID: 858294

ID 1* Coautor: Graciela, Castro-Escarpulli / ORC ID: 0000-0002-7496-8247, CVU CONACYT ID:
120960

ID 2% Coautor: Cesar Hugo, Hernandez-Rodriguez / ORC ID: 0000-0003-2411-9789, CVU
CONACYT ID: 9705

ID 3% Coautor: Matilde, Villa-Garcia/ ORC ID: 0000-0002-1115-6612, CVU CONACYT ID: 234139

ID 4% Coautor: Yuridia, Mercado-Flores / ORC ID: 0000-0003-3278-2783, CVU CONACYT ID:
122168

M. Garcia, G. Castro, C. Herndndez, M. Villa, y Y. Mercado
*anducho@upp.edu.mx

E. Martinez. AA.). Medicina y Ciencias de la Salud TI. Collection-©ECORFAN-Mexico, CDMX, 2019



Abstract

Antibiotics have been our greatest weapons against infectious diseases; their use has represented the lives
of millions of people throughout the history. However, the exposure of pathogenic bacteria to
antimicrobial agents without proper regulation, coupled with the normal course of evolution, has led to
bacteria, gram-negative mainly, the developing complex mechanisms to resist or evade the action of
antibiotics. However, the search for new drugs against pathogens has not worked in the last fifty years,
and on the other hand, the rise of new super bacteria makes infections difficult to treat and the
multiresistance is expanding every time by the world. Given the above, there is an urgent need for new
treatments to face the multiresistance. The present work briefly recapitulates the history of antibiotics
and introduces the problem of multiresistance, as well as an introduction to new antimicrobial therapies.

Antibidticos, Multirresistencia, Terapias antimicrobianas
Introduccién

Los antibi6ticos son moléculas que pueden inhibir el crecimiento de las bacterias o erradicarlas. Su
descubrimiento y produccion tubo su auge en la época de 1940-1960, estos fueron obtenidos de manera
natural a partir de animales, plantas y microorganismos, siendo las bacterias la principal fuente, mas
especificamente de las actinobacterias del género Streptomyces. Su uso como auxiliares en el tratamiento
de las enfermedades infecciosas salvo la vida de millones de personas, sin embargo, su empleo sin una
correcta regulacion ha ocasionado que las bacterias desarrollaran complejos mecanismos para resistir o
evadir su accion. El problema actualmente se conoce como multirresistencia y de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, ya es la tercera causa de muerte en el mundo y se estima que para el
2050 seré la primera (Bérdy, 2005; Dubourg et al., 2017; WHO, 2017).

El desarrollo o descubrimiento de nuevos compuestos antibacterianos es una linea que no ha dado
frutos en los Gltimos 50 afios, por otro lado, el empleo de nuevos compuestos puede sugerir un aumento
en el espectro de resistencia de los patogenos. A partir de estas aseveraciones, se desarrollan nuevas
terapias para combatir a los patdgenos multirresistentes con novedosos mecanismos de accion tratando
de minimizar los puntos débiles de los antibidticos. Tal es el caso de las terapias que combinan nuevas
herramientas en el campo de la medicina, como la ingenieria genética, y la busqueda de nuevos blancos
en la célula objetivo (Marra, 2004; Bérdy, 2005; Defoirdt, 2018). De este modo se da un breve repaso
por el brillante pasado de los antibioticos, su problematico presente, y el futuro optimista de las nuevas
terapias antimicrobianas.

Antibidticos
Antecedentes

La historia de los antibioticos se remonta a la mafiana del 3 de septiembre de 1928 cuando el profesor
Alexander Fleming limpiaba sus cajas Petri las cuales habian sido inoculadas con Staphyloccocus. En
una de ellas observo que un hongo habia crecido como contaminacidn, y alrededor de este se observaba
un halo de inhibicién del crecimiento, Fleming concluyo6 que el hongo era capaz de producir una sustancia
con la capacidad de inhibir el desarrollo de las bacterias, diez afios mas tarde se le denominaria Penicilina
y al hongo que la produce Penicillium (Nikaido, 2009; Aminov, 2010; Goyal et al., 2016). A partir de
entonces comenzo la busqueda y produccion de los antibiéticos, los cuales han sido la mayor arma contra
las enfermedades infecciosas y su uso ha representado la vida de millones de personas a través de la
historia (Masurekar, 2009; Butler, 2012; Rahman, 2015).

Sin embargo, la historia de compuestos para combatir las infecciones causadas por
microrganismos patdgenos ya habia tenido sus inicios antes que Fleming descubriera la penicilina, esta
tiene como predecesor a las plantas. El estudio de la herbolaria permitié el uso de remedios para tratar
distintas enfermedades. Posteriormente Paul Ehrlich sugiere la idea de una “bala magica” que atacara
selectivamente a los microbios causantes de enfermedades y no a los organismos hospederos; esta idea
viene de la observacion de que ciertos compuestos podian tefiir microorganismos de maneras especifica;
de este modo Ehrlich argumento que se podian sintetizar compuestos quimicos con alta especificidad
contra los parasitos. Esta idea lo llevd a encontrar la cura de la sifilis en 1904, por la cual en 1908 recibio
el premio nobel de fisiologia 0 medicina (Aminov, 2010; The Novel Prize, 2019).
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Por otro lado, pocos conocen el hecho que la primera sustancia que pudo considerarse como un
antibidtico fue la llamada Pyocyanase, descubierta y usada por Emmerich y Low en 1899, producida por
Pseudomonas aeruginosa (antes conocida como Bacillus pycyaneus). Tanto la bacteria como sus
extractos tenian actividad antimicrobiana contra varias bacterias patdgenas y poco tiempo después se
descubrié que tales moléculas eran tdxicas para el ser humano, hoy se sabe que son compuestos de
quorum sensing (2-alquil-4-quinolona), el cual es un proceso de que les permite a estos microorganismos
coordinar su comportamiento con base a su densidad poblacional (Waters y Bassler, 2005; Aminov,
2010).

¢ Qué es un antibidtico?

Uno de los grandes pioneros en el tema de los antibioticos fue Waksman, quien ademés de descubrir la
estreptomicina en 1994, un poco antes, en 1941, describe a los antibidticos como "sustancias quimicas
provenientes de microorganismos con la capacidad de inhibir el crecimiento e incluso causar la muerte
de otros microorganismos en una solucion”. El dia de hoy conocemos a los antibi6ticos como sustancias
con la capacidad de inhibir el crecimiento de las bacterias (bacteriostaticos) o erradicarlas (bactericidas)
(Bérdy, 2005; Davies, 2006; Masurekar, 2009; Najafpour, 2015; Rahman et al., 2015). Esta definicion
puede variar entre autores sin embargo se conserva la esencia.

Clasificacion

Existen varias maneras de clasificar a los antibidticos, entre ellas se tiene: por su origen, su composicion
y su modo de interactuar con el patdgeno (Figura 1) (Bérdy, 2005; Tenover, 2006; Najafpour, 2015).
Dentro de este ultimo se describen a continuacion cada uno de ellos:

1. Inhibicion de la sintesis de la pared cellular

Los antibioticos del tipo B-lactdmicos como la penicilina y la cefalosporina (entre otros), inactivan a las
enzimas que son responsables de la formacion de la peptidoglucano en la pared celular de las bacterias
(Ghuysen, 1991; Tenover, 2006; Masurekar, 2009; Rice, 2012).

2. Inhibicion de la sintesis de proteinas

El mecanismo de accidn de los antibidticos que actdan inhibiendo la sintesis de proteinas es por su unién
a los ribosomas, impidiendo que éstos realicen su funcion. Por ejemplo, las Oxazolidinonas, son un tipo
de antibidtico de ultima generacion que interacttan con el sitio A del ribosoma bacteriano interfiriendo
con la colocacion del aminoacil-tARN (Leach et al., 2007). Las tetraciclinas y los aminoglucdésidos se
unen a la subunidad 30S, en el caso de las primeras debilitan la interaccion ribosoma-tARN y los
segundos inhiben el inicio de la sintesis de proteinas. Por otro lado, los macrolidos y el cloranfenicol se
unen a la subunidad 50S inhibiendo la elongacion de las cadenas polipeptidicas y bloqueando la reaccién
de la peptidiltransferasa respectivamente (Tenover, 2006; Shaikh et al., 2015; Masurekar, 2009).

3. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

La rifampicina inhibe la sintesis del RNA bacteriano, debido a que se une a la subunidad beta de la RNA
polimerasa. Las quinolonas actdan inhibiendo las enzimas topoisomerasa Il, DNA girasa y a la
topoisomerasa 1V durante el ciclo de replicacion, causando la ruptura de la doble hélice de DNA. Las
flouroquinolonas pueden inhibir la replicacidn y la transcripcion de ADN bacteriano, inactivando, ya sea
a la ADN girasa o a la topoisomerasa Il (Strohl, 1997; Tenover, 2006; Masurekar, 2009; Yadav y Talwar,
2019).

4. Inhibicion de una ruta metabdlica

Las sulfonamidas como el sulfametoxazol, asi como, la trimetoprim bloquean el paso clave en la sintesis
del acido félico. Las sulfonamidas son analogos de acido p-aminobenzoico, (PABA) debido a esto actla
como un antagonista competitivo en la célula microbiana. Los microorganismos necesitan PABA para
formar &cido dihidrofélico, un precursor del acido folico; que a su vez este compuesto es requerido para
la sintesis de purina y pirimidina, por lo tanto, afecta la sintesis de &cidos nucleicos (Strohl, 1997;
Tenover, 2006; Maddison et al., 2008).



5. Alteracion de la membrana cellular

El sitio primario de accidn de los antibioticos en bacterias Gram positivas es la membrana citoplasmatica
0 la membrana interna en las bacterias Gram negativas, aumentando la permeabilidad de las mismas
provocando una fuga del contenido citoplasmatico. El lipopéptido daptomicina ciclico muestra una
actividad bactericida rapida uniéndose a la membrana citoplasmica en donde se oligomeriza, un proceso
dependiente del calcio, que conduce a un flujo de salida de potasio y la muerte celular (Straus y Hancock
2006; Tenover, 2006).

Figura 1 Representacion esquematica de la clasificacion de los antibioticos con base a su interaccion
con la célula objetivo
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Fuente: Tomada y adaptada de Neu, 1992

Fuentes

Otra manera de clasificar a los antibioticos es por su origen; los naturales son aquellos obtenidos a partir
de animales, plantas y microorganismos; el ejemplo por excelencia es la penicilina obtenida del hongo
Penicillium. Los semisintéticos como la ampicilina, son de origen natural pero modificados
quimicamente, esto con el fin de aumentar su espectro de actividad y potencia. Finalmente, los sintéticos,
son aquellos obtenidos por sintesis quimica, un ejemplo de ellos son las sulfonamidas (Masurekar, 2009).
Los antibidticos de origen natural son los de mayor importancia comercial.

También de esta fuente se han obtenido los activos mas representativos contra patdgenos de
humanos, tales como estreptomicina, anfotericina B y carbapenem, todos ellos metabolitos de origen
microbiano (Dubourg et al., 2017), mas especificamente de las actinobacterias (Tabla 1) quienes aportan
el 70% de total de los compuestos antimicrobianos actuales (Watve et al., 2001; Bentley et al., 2002).

Las actinobacterias como principal fuente de antibioticos

Las actinobacterias o actinomicetos son organismos gram positivos que pueden formar esporas y
muestran dos tipos de micelio: aéreo y vegetativo. Se caracterizan por un alto contenido de guanina y
citosina en su ADN Yy estan ampliamente distribuidas en suelo y agua donde participan en procesos de
degradacion de la materia organica ya que son capaces de utilizar una amplia variedad de sustratos para
su desarrollo. Asi también los actinomicetos muestran una enorme diversidad en términos de morfologia,
fisiologia y caracteristicas metabolicas (Embley et al., 1994; Stach y Bull, 2005; Ventura et al., 2007,
Gao y Gupta, 2012; Chaudhary et al., 2013; Barka et al., 2016).



Tabla 1 Principales antibidticos de origen natural producidos por microorganismos

Antibiético Fuente |
Aminoglucdsidos
Kanamicina Streptomyces kanamycetius
Gentamicina Micromonospora purpurea
Trobramicina Streptomyces tenebrarius
Sisomicina Micromonospora inyoensis
Natamicina Streptomyces natalensis
Neomicina Streptomyces fradiae
Estreptomicina Streptomyces griseus
Macrolidos
Josamicina Streptomyces narbonensis var. Josamyceticus
Midecamicina Streptomyces mycarofaciens
Espiramicina Streptomyces ambofaciens
Eritromicina Saccharopolyspora erythraea
Streptomyces erythreus
B-lactamicos
Penicilina Penicillium chrysogenum
Cefalosporina Cephalosporium acremonium
Cabapenem Streptomyces cattleya
Glucopéptidos
Vancomicina Streptomyces orientalis
Teicoplanina Actinoplanes teichomyceticus
Otros
Cloranfenicol Streptomyces venezuelae
Nistatina Streptomyces noursei
Daptomicina Streptomyces roseosporus
Anfotericina B Streptomyces nodosus
Tetraciclinas Streptomyces roimosus
Streptomyces aureofaciens
Pristinamicina Streptomyces pristinaespiralis
Lincomicina Streptomyces lincolnensis
Fosfomicina Streptomyces fradiae
Rifampicina Amycolatopsis mediterranei

Fuente: Tomada de Dubourg et al., 2017.

Algunas cepas tienen la capacidad de producir compuestos de melanina, que son pigmentos
oscuros cuya funcidn es proteger a la bacteria de la radiacion UV y son de gran interés para las industrias
farmacéutica, cosmética, entre otras (Zenova, 1965; Williams y Cross, 1971; Arai y Mikami, 1972;
Romero-Martinez et al., 2000; Amal et al., 2011; Quadri y Asgar, 2012; Chaudhary et al., 2013).

Las actinobacterias producen gran cantidad de metabolitos tanto primarios (por ejemplo,
polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y/o grasos, enzimas), como metabolitos secundarios. Estos
altimos son compuestos de bajo peso molecular con estructuras complejas y que al parecer no cumplen
con alguna funcidn especifica dentro del ciclo de vida de la bacteria (Bérdy, 2005; Berman, 2012; Dasari
et al., 2012; Manivasagan et al., 2014).

El género Streptomyces

Los miembros del género Streptomyces poseen un genoma inusualmente largo para una bacteria
(Chaudhary et al., 2013), por ejemplo, en la enterobacteria Escherichia coli K-12 su genoma comprende
4.6 millones de pares de bases (mpb) con 4400 genes putativos, mientras que para Streptomyces
coelicolor A3(2), la cepa de las actinobaterias mas estudiada, posee mas de 8.66 mpb en su ADN con
mas de 7800 genes putativos que incluyen méas de 20 grupos que codifican metabolitos secundarios
conocidos o potenciales (Bentley et al., 2002; Solecka et al., 2012).
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Por estas razones los caldos de fermentacion de Streptomyces son una fuente rica de enzimas y
metabolitos secundarios de interés industrial (Solecka et al., 2012), estos Gltimos han mostrado un amplio
espectro de actividades entre las que destacan antifingica, antiviral, antitumoral, anti-hipertensiva,
inmunosupresora, y especialmente, actividad contra bacterias patdgenas (Innes y Allan, 2001; Bentley et
al., 2002; Masurekar, 2009; de Lima Procdpio et al., 2012; Chaudhary et al., 2013). De hecho, a este
género se le atribuye la produccion de dos terceras partes del total de los antibidticos actuales en el
mercado (Tabla 1); otras actinobacterias también son productoras de antibidticos, solo que en menor
proporcién como Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora y Actinoplanes (Solecka et al.,
2012; Hug et al., 2018).

En un principio, gracias al descubrimiento de la penicilina y griseofulvina, la bisqueda de
compuestos antimicrobianos estaba centrada en los hongos filamentosos y en menor atencién en las
bacterias por el descubrimiento de la gramicidina, no obstante, con el advenimiento de la estreptomicina,
cloranfenicol, tetraciclinas y macrolidos (en ese orden) el foco de atencién se ha centrado en
Streptomyces (Bérdy, 2005).

Sin embargo, la sobre exposicion de los antibidticos a las bacterias sin un control, trajo como
consecuencia que los patdgenos, gram negativos principalmente desarrollaran complejos mecanismos
para resistir la accién de los compuestos destinados a destruirlas. (Zilahi et al., 2016; Dubourg et al.,
2017).

Multirresistencia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la multirresistencia o resistencia a los
antimicrobianos (AMR) es la capacidad que tienen las bacterias para evitar que un antibiotico actle en
su contra (WHO, 2019). Actualmente los organismos multirresistentes son la tercera causa de muerte en
el mundo y se estima que para el 2050 seran la primera (Nikaido, 2009; WHO, 2017). Esta habilidad
puede ser inherente o adquirida. La primera es cuando se da de manera natural en los microrganismos,
por ejemplo, la resistencia de los gram positivos a la colistina o la de las enterobacterias a los
glucopeptidos (Cox y Wright, 2013; MacGowan y Macnaughton, 2017). La resistencia adquirida ocurre
cuando las bacterias que son naturalmente susceptibles a los antibioticos obtienen genes que codifican
algn mecanismo de resistencia, ya sea por mutacion o por transferencia de material genético de otras
bacterias ya sea de la misma especie o diferente (Van Hoek et al., 2011; MacGowan y Macnaughton,
2017).

Los genes de resistencia estan presentes en elementos moviles como plasmidos o transposones,
los cuales son transferidos por conjugacion (contacto directo célula-célula), transformacién (captacion
de fragmentos de ADN del medio) y transduccion (transferencia de ADN bacteriano por medio de un
bacteriofago) (MacGowan y Macnaughton, 2017). El principal mecanismo de dispersion de la
multirresistencia es la transferencia horizontal de genes, por ejemplo, la enzima CTX-M-15, una -
lactamasa de espectro extendido, inicialmente encontrada en E. coli, ahora esta presente en la mayoria
de los miembros de las enterobacterias (Bush y Fisher, 2010; Van Hoek et al., 2011; Woodford et al.,
2011).

Las bacterias multirresistentes utilizan diferentes mecanismos enzimaticos para resistir o evadir
la accion de los antibioticos, estos pueden clasificarse de la siguiente manera:

Hidrolisis: Muchos antibidticos poseen en su estructura uniones amida o esteres, los cuales son
susceptibles a la hidrolisis. Por ejemplo, las enzimas B-lactamasas pueden romper el enlace amida en el
anillo de los B-lactamicos, haciendo que estos sean inofensivos para las bacterias (Bonnet, 2004; Shaikh
et al., 2015).

Procesos redox: algunos tipos de bacterias usan este mecanismo para la oxidacién o reduccion de
los antibioticos y de este modo inactivarlos. Un ejemplo de este proceso es la oxidacion de la tetraciclina
por la enzima TetX. Streptomyces virginiae puede reducir el grupo cetona a alcohol en la posicion 16 de
su propio antibiotico virginamicina M1, de este modo se protege a si misma de su metabolito (Shaikh et
al., 2015; Yang et al., 2004).
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Transferencia de un grupo: Las transferasas son el grupo de enzimas mas diverso con la capacidad
de inactivar los antibidticos tales como aminoglucdésidos, cloranfenicol, estreptogramina, macrélidos o
rifampicina. Las transferasas colocan un grupo adenilil, fosforil o acetil en los extremos de la molécula
de antibiotico, debilitando o evitando su unién a la molécula objetivo. Todas estas reacciones requieren
cofactores como ATP, acetil-CoA, NAD+, UDP-glucosa o glutation (Shaikh et al., 2015).

Modificacion del objetivo: La modificacion del sitio donde se une el antibiotico es de los
mecanismos mas importantes usados por las bacterias, de este modo se pierde la afinidad. Estos cambios
son llevados a cabo por procesos de mutacion con el fin de reducir la efectividad del antibidtico, mientras
tanto la célula continda con su actividad normal (Shaikh et al., 2015; Spratt, 1994). Por ejemplo, la
resistencia a la rifampicina y fluoroquinolonas es debida a mutaciones en los genes que codifican para la
subunidad RpoB de la ARN polimerasa y de la ADN-topoisomerasa (Ruiz, 2003; Rodriguez-Rojas et al.,
2013; Shaikh et al., 2015).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2017), la resistencia de organismos
patdgenos a los antibidticos de amplio espectro ha llegado a convertirse en un problema a nivel mundial
con serias consecuencias en el tratamiento de enfermedades infecciosas y en el 2015 se da a conocer una
clasificacion de patégenos de acuerdo a la prioridad para combatirlos a nivel mundial mediante la
investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos. La clasificacion se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2 Clasificacion de los organismos patdgenos con base al grado de resistencia a los antibiéticos
segun la Organizacion Mundial de la Salud

Ml el [o:ll Acinetobacter, resistente a carbapenem

Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenem

*Enterobacterias, resistentes a carbapenem y cefalosporina de 3era. generacion

Prioridad 2: alta Enterococcus faecium, resistente a vancomicina

Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, a vancomicina

Helicobacter pylori, resistente a laritromicina

Campylobacter, resistente a fluoroquinolona

Salmonella spp., resistente a fluoroguinolona

Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporina de 3era. generacién y a flouroquinolona
MLV Streptococcus pneumoniae, no susceptible a penicilina

Hemophilus influenzae, resistente a ampicilina

Shigella spp., resistente a fluoroguinolona

*Enterobacterias incluye: Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp.,
Providencia spp. y Morganella spp.

Fuente: Tomada de WHO, 2017

Los patdgenos multirresistentes se han convertido en un grave problema a nivel mundial, cada
vez son mas dificiles de tratar y las muertes relacionadas con este tema han ido en aumento en los ultimos
afios. Por ejemplo, en EE. UU se han reportado 22 000 decesos por afio y 25 000 en Europa, de las cuales
en Francia se han documentado 12 500 (CDC, 2013; Rodriguez-Noriega et al., 2013; Bell et al., 2014;
ECDC, 2015; Littmann et al., 2015; MacGowan y Macnaughton, 2017).

En México, de acuerdo con la Secretaria de Salud (2016), datos publicados por la Red
Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica (RHOVE) en su informe del 2015, indica que el mayor
porcentaje de infecciones reportadas pertenecen a bacteriemias y neumonias, las cuales se han
incrementado desde el Gltimo afio de reporte, esto repercute en altos indices de morbilidad y mortalidad
que diezman tanto los afios de vida como la economia del mexicano (Secretaria de Salud, 2016). Entre
los principales patdgenos que afectan a nuestro pais se encuentran: A. baumannii, P. aeruginosa, E. coli
y K. pneumoniae (Secretaria de Salud, 2016).

Los patdgenos mencionados anteriormente tienen una alta incidencia en pacientes en terapia
intensiva, con heridas superficiales, trasplantes, personas con catéter o conectadas a un ventilador, o con
cirugia previa, ademas de adultos mayores e individuos neonatos, es decir, pacientes
inmunocomprometidos ya que son patdgenos gque atacan de manera oportunista (CDC, 2013; Secretaria
de Salud, 2016; Martin y Bachman, 2018). Con la creciente extension de la multirresistencia, es
imperativo el desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas (Peters et al., 2010).



Nuevas terapias antimicrobianas
Terapia fotodindmica

La terapia fotodindmica emplea colorantes no toxicos llamados fotosensibilizadores y luz visible de baja
intensidad que en presencia de oxigeno producen especies citotdxicas (Zeina et al., 2001; Hamblin y
Hasan, 2004). Mientras la terapia fotodinamica ha sido aceptada abiertamente en el tratamiento contra el
cancer, en el campo de la resistencia a los antimicrobianos no es del todo apreciada (Phoenix et al., 2014).
La excitacion por la absorcion de la luz a una determinada longitud de onda y en presencia del oxigeno
convierte al sensibilizador en su forma triple activa, la cual a su vez reacciona con un sustrato local
(reaccion tipo 1) para formar radicales citotoxicos o con oxigeno molecular (reaccion tipo Il) para
producir oxigeno singlete citotdxico (O2). Las especies reactivas de oxigeno generado resultan en muerte
celular del objetivo (Zeina et al., 2001; Phoenix et al., 2014).

Como ventajas esta su doble selectividad, primero el fotosensiblilizador puede tener como
objetivo una célula o un tejido, y segundo, la luz puede ser dirigida directamente a la lesion. Sin embargo,
también tiene desventajas, por ejemplo, que no existen muchos estudios en modelos de animales o
pacientes. Adicional a esto se sabe que la terapia funciona contra bacterias gram positivas, micoplasma,
virus, hongos y levaduras, sin embargo, las bacterias gram negativas son resistentes a la mayoria de los
fotosensibilizadores que usualmente se emplean y que causarian facilmente citotoxicidad, por lo que se
ha sugerido que para aumentar su eficacia, una opcion es el uso de agentes que incrementan la
permeabilidad de la membrana acoplados al fotosensibilizador (Malik et al., 1992; Hamblin y Hasan,
2004; Huang et al., 2010; Rajesh et al., 2011; Dai et al., 2012).

Un ejemplo de esta terapia aplicada es el estudio de Nitzan y Ashkenazi (2001), que usando el
fotosensibilizador cationico 5, 10, 15, 20 tetra (4methylpyridyl) porphine tetratosylate (TMPyP) a una
concentracion de 3.7 umol/L y una iluminacion con luz azul a 400-450 nm, se logro la erradicacion total
de las bacterias Acinetobacter baumannii y E. coli resistentes a multiples farmacos. Un analisis de
microscopia de transmision por electrones mostro que E. coli sufrié cambios estructurales y dafio en la
membrana; mientras que en A. baumannii, se podian apreciar mesosomas y puntos negros que se
asemejaban a la agregacion de polimeros de polifosfato.

Terapia de fagos

Antes del descubrimiento y globalizacion de los antibidticos, se sugirié que las infecciones bacterianas
podrian ser prevenidas y/o tratadas por la administracion de bacteriéfagos; sin embargo, como este
movimiento se dio en paises de habla no inglesa, esta terapia no fue tan conocida como otros agentes
(Sulakvelidze et al., 2001)

Los bacteri6fagos o simplemente fagos, son virus de bacterias que pueden atacar selectivamente
a sus objetivos. (Kutateladze y Adamia, 2010). Por su ciclo de vida pueden ser liticos o lisogenicos, los
primero se reproducen dentro de la bacteria y la lisan produciendo hasta 200 descendientes, a diferencia
de los lisogénicos, que se mantienen dentro de su hospedero integrando su genoma en el bacteriano y
bajo ciertas condiciones provocan la lisis celular (Carlton, 1999).

Algunas ventajas de los fagos sobre los antibiéticos son; son abundantes en el planeta, ademas de
ser los enemigos naturales de las bacterias. Tienen mayor especificidad que los antibioticos, ya que
pueden atacar una sola especie de bacterias. A diferencia de los antibidticos que, con el uso prolongado,
el paciente puede ser afectado; los fagos, a través de la historia no se ha demostrado efectos secundarios.
Finalmente, la habilidad de los fagos de multiplicarse en presencia de un hospedero les da la capacidad
de auto-regularse, manteniendo una concentracion activa mientras las bacterias objetivo estén presentes
(Kutateladze y Adamia, 2010).

Dentro de las desventajas que presentan son; su alta especificidad representa al mismo tiempo
una desventaja. Se han encontrado nimeros contaminantes en las células lisadas, incluyendo toxinas. Las
preparaciones comerciales de fagos vienen con compuestos que deben garantizar su estabilidad, estos
dada su naturaleza pueden sugerir una inactivacién del mismo.
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El hecho de no diferenciar entre fagos liticos y lisogénicos ha llevado a que muchos estudios se
hayan realizado con estos Ultimos los cuales son menos efectivos que los primeros. El no hacer uso de
un control de placebo en estudios clinicos deja a la terapia con poca credibilidad (Sulakvelidze et al.,
2001). Un estudio demostré que fagos modificados genéticamente (no replicativos y no liticos)
eliminaron a P. aeruginosa en estudios in vitro; y en un modelo de raton redujeron el indice de mortalidad
(Hagens et al., 2004).

Un caso de éxito de la terapia de fagos es el estudio reportado por Jault et al., (2019), quienes
lograron reducir la carga bacteriana en pacientes con quemaduras infectadas con P. aeruginosa, con un
coctel de 12 fagos liticos anti- Pseudomonas a una concentracion de 1x10% UFP/mL; un punto importante
a resaltar es que el éxito de la terapia fue independiente del uso de antibiéticos. La mayor ventaja de la
terapia con fagos ha sido una potencial alternativa para la solucién de la multirresistencia y las limitadas
opciones de tratamiento, por lo que es de creciente interés con prometedores resultados (Goérski et al.,
2018). Sin embargo, tiene un gran enemigo a vencer, que es los sistemas CRISPR que en asociacion de
las proteinas Cas, constituyen el sistema inmune bacteriano contra acidos nucleicos extrafios (Barrangou
et al., 2007; Deveau et al., 2010; Makarova et al., 2015; Laanto et al., 2017).

Eventualmente las bacterias generaran resistencia a los fagos del mismo modo que lo han hecho
a los antibidticos y del mismo modo que lo haran a todas las terapias antimicrobianas, es parte de la
evolucion; no obstante, se ha sugerido que la combinacién de dos terapias, en este caso antibiéticos y
fagos, tiene menos probabilidades de generar este problema (Carlton, 1999; Torres-Barcelo, 2018).

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMPS) son oligopéptidos que varian en el nimero de aminoacidos y en
su estructura. Pueden ir desde 5 hasta mas de 100, poseen carga positiva y son moléculas anfipaticas
(Peters et al., 2010; Bahar y Ren, 2013). Estos pueden ser obtenidos de fuentes como bacterias, protozoos,
hongos, plantas y animales. Por ejemplo, la piel de la rana ha sido la fuente de diferentes AMPs, algunos
de ellos con amplio espectro de actividad contra bacterias patdgenas (Conlon y Sonnevend, 2010; Ma et
al., 2010; Bahar y Ren, 2013).

A diferencia de los antibidticos que tienen objetivos primarios especificos como la pared celular,
la sintesis de los acidos nucleicos, etc., el sitio primario de accién de los AMPs es la membrana, al poseer
cargas opuestas forman una union electrostatica de atraccion entre la carga cationica del péptido y la
anidnica de componentes de la membrana, tal es el caso de los grupos fosfatos contenidos en los
lipopolisacaridos en bacterias gram negativas, o el acido lipoteicoico presente en la superficie de las
bacterias gram positivas (Jenssen et al., 2006; Bahar y Ren, 2013); aunque también es bien sabido que
algunos pueden atravesar la membrana e interactuar con objetivos internos (Hancock y Rozek, 2002;
Jenssen et al., 2006).

Un punto a favor es el hecho que los AMPs pueden reducir la respuesta inflamatoria del sistema
inmune, esto debido a que en los mamiferos los lipopolisacaridos desprendidos de las bacterias pueden
inducir la produccion de AMPs a diferencia de los antibioticos que no poseen tal propiedad y propician
la liberacion de los lipopolisacaridos (Schauber, y Gallo, 2008; Bahar y Ren, 2013).

Debido a que los AMPs son secuencias de aminoacidos, estos pueden ser sintetizados por métodos
quimicos o usando sistemas de expresion recombinantes (Piers et al., 1993; Wade et al., 2012), los cuales
pueden ser construidos con una alta especificidad. Un ejemplo es un estudio que demuestra la actividad
antibacteriana del péptido AMP2041 sintetizado in vitro contra P. aeruginosa resistente a mualtiples
farmacos y aislada de un paciente con fibrosis quistica; el efecto es atribuido a que el péptido aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmatica (Cabassi et al., 2017).

Asi también, se ha demostrado el efecto positivo del péptido SET-M33 contra bacterias gram
negativas aisladas de ambientes clinicos y que mostraron un amplio espectro de resistencia a los
antibioticos. El péptido logra erradicar a las bacterias a concentraciones de 0.3 a 3 UM por una interaccion
primaria con los polisacaridos. Posteriormente un estudio de microscopia electronica revel6 la formacién
de burbujas, aglomerados, y crateres profundos en la membrana de los patégenos P. aeruginosa y K.
pneumoniae; en A. baumannii evitd la liberacion de TNF-a (factor de necrosis tumoral) de los
macro6fagos activados por los LPS (Pini et al., 2010; van der Weide et al., 2017).
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La resistencia a los AMPs por parte de las bacterias gram negativas es menos probable que a los
antibidticos; sin embargo, algunos patdgenos han desarrollado enzimas que modifican la carga neta de
su membrana como mecanismo de defensa, o por la secrecién de proteinas con la capacidad de
desactivarlos, asi como la expulsion de ellos via bombas de eflujo (Peters et al., 2010). Por otro lado, la
sinergia entre antibidticos y AMPs ha mostrado ser una opcion que podria ser explorada y ayudaria con
el problema de la multirresistencia (Naghmouchi et al., 2012).

Terapia anti-virulencia

Dado el problema de la expansion de la multirresistencia y el fracaso en desarrollar y/o descubrir nuevos
antibidticos en los Gltimos 50 afios, existe una necesidad urgente de nuevos tratamientos antimicrobianos
(Marra, 2004). Una opcion que ha recibido creciente interés en los ultimos afios es aquella que tiene
como objetivo “desarmar” al patdgeno, es decir, prevenir que exprese sus factores de virulencia y con
ello evitar el dafio al hospedero, esta opcion se conoce como terapia anti-virulencia y constituye una
importante estrategia para el control de enfermedades causadas por bacterias (Clatworthy et al., 2007;
Cegelski et al., 2008; Cross, 2008; Rasko y Sperandio, 2010; Defoirdt, 2013; Ruer et al., 2015; Defoirdt,
2018).

La terapia anti-virulencia a diferencia de erradicar o detener totalmente a la bacteria como lo
hacen la mayoria de los antibidticos y las demés terapias, tiene como objetivo inhibir funciones
especificas del patégeno y que son de vital importancia en el desarrollo de la infeccion. De este modo al
inhibir la virulencia en lugar del crecimiento supone una presion selectiva menor para el desarrollo de la
resistencia (Clatworthy et al., 2007). Sus objetivos incluyen a la adherencia, la secrecion de toxinas, la
adquisicion de hierro, la motilidad, los sistemas de secrecion, la formacion de la biopelicula y la
proteccion contra la respuesta inmune del hospedero (Defoirdt, 2013; Ruer et al., 2015).

La expresion de los factores de virulencia es un proceso metabolicamente costoso, debido a esto
el proceso se encuentra fuertemente controlado por un complejo regulatorio. Se ha descubierto que una
Ilave que opera para tal fin es la comunicacion célula-célula o quorum sensing (QS) (LaSarre y Federle,
2013; Jiang et al., 2019).

La comunicacion celular la emplean las bacterias para iniciar una respuesta coordinada de una
poblacion y se basa en la secrecion de pequefias moléculas quimicas sefializadoras denominadas
autoinductores, estas pueden ser acil homoserina lactonas (Figura 2), péptidos y el llamado autoinductor
2 (Waters y Bassler, 2005; LaSarre y Federle, 2013). Este proceso permite a la poblacion monitorear el
ambiente y cambiar el comportamiento en respuesta a cambios en el nimero de individuos presentes en
la comunidad (Waters y Bassler, 2005; Jiang et al., 2019).

Figura 2 Quorum sensing sistema LuxI-LuxR presente en P. aeruginosa y cuyo autoinductor son
moléculas de N-acil homoserina lactone

Expresion de genes

Fuente: Tomado y adaptado de Bassler, 1999
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Los patdgenos bacterianos usan el QS para regular la expresion de genes que promueven la
invasion, la defensa y la dispersion (LaSarre y Federle, 2013). De manera adicional, el QS puede
contribuir a comportamientos que habilitan a la bacteria de resistir a los compuestos antimicrobianos,
tales como la formacién de la biopelicula; ahora, si se pudiera bloquear este lenguaje coordinado, se ha
teorizado que estos organismos patdgenos perderian la habilidad para coordinarse en un ataque contra la
respuesta inmune del hospedero o perderian la capacidad de formar estructuras que promuevan la
patogénesis, como las biopeliculas (LaSarre y Federle, 2013).

De este modo las estrategias para inhibir el QS involucran a la inactivacion del receptor,
inhibicién de la sintesis de la molécula sefial, la degradacion de la molécula sefial, el bloqueo de la
molécula autoinductor por algun anticuerpo, y su uso combinado con antibiéticos (Jiang et al., 2019).
Ejemplos de estos es un estudio que muestra el efecto de una furanona halogenada que interfiere con el
QS de P. aeruginosa (sistema las) penetrando la biopelicula y afectando por consecuencia el proceso de
maduracion de la misma; del mismo modo se ha demostrado que el mismo compuesto puede interferir
con la transcripcion del sistema lasB-gfp regulada por QS reduciendo la expresion de la actividad elastasa
y quitinasa extracelular (Hentzer et al., 2002). Asi también en el estudio de Annapoorani et al., (2012),
lograron inhibir el QS (acil homoserina lactonas) de un aislado clinico de Serrratia marcescens PSI con
extractos metanolicos de esponjas marinas y con ello se afectaron los factores de virulencia como
enzimas proteoliticas, hemolisinas y la formacion de la biopelicula (Annapoorani et al., 2012).

Conclusiones

Los antibioticos son compuestos producidos de manera biologica o sintética y son utilizados para
combatir las enfermedades infecciosas que a lo largo de la historia han ocasionado millones de muertes
a nivel mundial. No obstante, su uso indiscriminado ha permitido la seleccion de cepas microbianas
multirresistentes, complicando el manejo de las enfermedades que ocasionan. Esta problematica ha
motivado la realizacidbn de numerosas investigaciones para comprender los fundamentos de la
multirresistencia, dando la pauta a la bldsqueda de nuevas terapias con resultados alentadores que
requieren ser probados en modelo animal y en humanos, tal es el caso, de la terapia fotodinamica que se
basa en el uso de compuestos fotosensibles que a baja intensidad de luz visible genera especies citotoxicas
con resultados positivos en cepas bacterianas multirresistentes de A. baumannii y E. coli. La utilizacion
de fagos como enemigos naturales de las bacterias, puede ser prometedora debido a su alta especificidad
y nulo efecto en el paciente, sin embargo, se requiere de mas estudios para que esta terapia sea efectiva.
Los péptidos antimicrobianos han sido muy estudiados y se sabe de la baja probabilidad que tienen de
generar resistencia, asi que se ha propuesto su uso en combinacion con los antibiéticos. Por dltimo, la
terapia anti-virulencia, recientemente ha cobrado importancia, la cual se basa en evitar que los patdgenos
expresen sus factores de virulencia, evitando asi el proceso de infeccién.
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