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RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos son com-
ponentes importantes de la defensa na-
tural de muchos organismos vivos
contra infecciones microbianas. Estos
péptidos se expresan constitutivamente
o son inducidos por las bacterias o sus
productos. Se encuentran en alta con-
centracién en superficies mucosas da-
fladas donde su blanco va a ser la
membrana celular; se unen a ella, se
insertan dentro de ésta y destruyen su
integridad al causar la lisis celular. En
esta revision se quiere resaltar la im-
portancia de los péptidos antimi-
crobianos, su clasificacion segun su
estructura, sus funciones y la capaci-
dad de reaccion de los microor-
ganismos ante ellos; también se hace
un primer abordaje de los péptidos rela-
cionados con Streptococcus mutans ,ya
que al conocer su biosintesis, modo de
accioén y el papel que desempefian en el
mantenimiento de la salud oral, se po-
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dria utilizar este conocimiento para asi
obtener péptidos sintéticos que ejercie-
ran un control contra la caries dental.
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ABSTRACT

Cationic peptides are important
components of the natural defense of
most living organisms against microbial
infection. They are expressed in
numerous mucosal tissues or by bac-
teria or their products. They interact with
the surface of bacteria, by forming
channels in the cytoplasmic membrane
and rendering it susceptible to lytic
enzymes. In this review we to want to
stick out the significance of the
antimicrobial peptides, their

classification, functions and ability of
microorganisms to react faced with, as
well as to give a first approach to close
related peptides to Streptococcus
mutans, since its biosynthesis,
mechanism of action and role in oral
health are known, we may use this
knowledge to obtain synthetic peptides
that exert a control against dental ca-
ries.
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INTRODUCCION

Las bacterias y los hongos coexisten
con todos los animales y plantas en una
asociacion fisica muy cercana, como
moradores habituales (flora normal),
donde algunos son inofensivos pues
desempefian funciones fisiol6gicas
esenciales y otros dafiinos. Esta flora
provee vitaminas y estimula el desa-
rrollo de una respuesta inmune especi-
fica en los vertebrados. Continuamente,
hay bacterias nuevas que colonizan
estos érganos, pero la flora normal per-
manece, debido a una continua salida
de péptidos antimicrobianos méas que
a la secrecién de IgA o a la liberacion
de células efectoras. No obstante,
cuando una bacteria u hongo particular
se introduce en el hospedero, en un ni-
cho que le permite su crecimiento, asi
como la expresion de sus factores de
virulencia, el resultado es la enferme-
dad. -2

En algunas circunstancias, los
microorganismos y los hospederos pue-
den desarrollar estrategias ofensivas y
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defensivas. Uno de los sistemas de
defensa es el de la inmunidad no espe-
cifica llamada inmunidad innata celu-
lar, que puede actuar por la via
oxidativa, donde los fagocitos pueden
dafar la bacteria a través de la genera-
cion de una variedad de productos toxi-
cos, como el peroxido de hidrégeno
(H,0,), el anidn superdxido (O,) y el
oxido nitrico (NO); ellos son directamen-
te toxicos para la bacteria, ademas de
ser generados en el proceso conocido
como estallido oxidativo. En la otra via
(no oxidativa), se hallan los péptidos
antimicrobianos (defensinas, proteinas
catidnicas que se destacan debido a
gue actuan muy rapido, presentan
sinergismo con los antibidticos conven-
cionales y previenen la induccion de
citocinas), enzimas (lisozimas) y com-
petidores (lactoferrina) que también
dafian a la célula extrafa, al deteriorar
su pared celular por union al hierro; en
otros casos desarrollan actividades de
bloqueo de las funciones celulares, de-
pendientes de la integridad celular, que
acaban destruyendo a la bacteria. 2%

ANTECEDENTES

Desde la época de Metchnikoff en el
siglo XIX, se conoce la habilidad de los
fagocitos para matar los microor-
ganismos ingeridos; los péptidos
antimicrobianos se identificaron a par-
tir de los granulos de los fagocitos. Mas
tarde, se encontraron en el fluido
seminal, la linfa y el suero. Reciente-
mente, se descubrid que una variedad
de superficies tisulares exponen direc-
tamente o poseen células que produ-
cen los péptidos antimicrobianos; entre
éstos estan las magaininas que provie-
nen de la piel de los batraceos, y las
defensinas, derivadas de las células
epiteliales de la mucosa del intestino y
otras mucosas de los mamiferos. 2

En 1887, Kowalevsky en San
Petersburgo (Rusia) y Cuénot en Nancy
(Francia), estudiaron el sistema de de-
fensa de los insectos y subrayaron el

papel de la fagocitosis. Después de la
Segunda Guerra Mundial, Glaser en
Minich (Alemania), Paillot en Lyon
(Francia) y Metalnikov en el Instituto
Pasteur de Paris, comprobaron que el
sistema de defensa no sélo se limitaba
a las reacciones celulares, sino tam-
bién a las sustancias bacterioliticas
presentes en la sangre, inducidas por
cultivos bacterianos. Boman y colabo-
radores en 1981 descubrieron las
cecropinas a partir del gusano de seda
Hyalophora cecropia. Desde esa fecha
se han reportado 400 péptidos que par-
ticipan en la inmunidad innata, no sélo
en insectos sino en todos los organis-
mos multicelulares, incluyendo el hom-
bre y las plantas. &7

DEFINICION DE LOS PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

Se definen como péptidos antimi-
crobianos, los péptidos producidos por
un animal (incluido el hombre), con una
especificidad que es importante para
la inmunidad innata. En los estudios
realizados, se ha concluido que su dis-
tribucion en el reino animal es ubicua y
gue estan ampliamente extendidos en
el organismo, actuando en un amplio
espectro de bacterias que siempre han
pertenecido a la flora natural asociada
con el animal, y eliminando dos o mas
intrusos al mismo tiempo. La principal
ventaja de éstos es que pueden fun-
cionar sin memoria o sin alta especifi-
cidad, evitando asi el problema de la
autodestruccion por la comparti-
mentalizacion celular o por la especifi-
cidad por el blanco que esta ausente
en el animal anfitrién. &1t

CARACTERISTICAS DE LOS
PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Los péptidos antimicrobianos se carac-
terizan por presentar carga neta positi-
va de por lo menos +2 (puede ser de
+4, +5, +6) por la posesion de
aminoacidos como la arginina o la lisina.
Esta carga va a permitir la interaccion
de cationes entre la bacteria y el

péptido. A pesar de compartir caracte-
risticas comunes, como son un bajo
peso molecular que varia de 3 a 50 KDa,
plegamientos en tres dimensiones de
manera que presentan una superficie
hidrofébica, con un lado de la cadena
no polar, y una superficie hidrofilica con
residuos polares cargados positivamen-
te que les dan caracter amfipatico (que
presenta ambas regiones: hidrofobica
e hidrofilica), las moléculas varian en
longitud (entre 11 y 50 aminoéacidos),
secuencia y estructura secundaria. Se
pueden presentar como o hélices como
las cecropinas, o como hojas B
antiparalelas como las defensinas. Se
encuentran en gran concentracion en
superficies mucosas alteradas como la
lengua, la trdquea y el intestino. Las
magaininas (en ranas y sapos) y las
cecropinas (en insectos) son inducidas
por injuria. Esta induccién puede ser el
equivalente primitivo de la respuesta
inmune adaptativa. 5 124

CLASIFICACION

Segun su estructura, se clasifican en
cinco grupos diferentes quimicamente
asi:

Péptidos lineales con a hélices, sin
cisteina, con o sin bisagra

Estos se hallan en insectos, mamife-
ros, bacterias, anfibios y crustaceos.
Se caracterizan porque presentan una
region amino terminal basica y un car-
bono terminal largo. Estas dos regiones
estan unidas por una region de bisagra
con prolina, glicina o ambas. Los mas
conocidos son las cecropinas y las
magaininas. 8

Péptidos antibacterianos con unién
disulfuro

Se hallan en neutréfilos de bovinos,
ofidios, y bacterias. Las moléculas pre-
sentan una estructura de asa con siete
residuos, ademas un tallo largo y una
union disulfuro que se halla hacia el
carbono terminal. Han sido estudiadas
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por su toxicidad a nivel neuronal y glial.
Las mas conocidas son la bactenecina,
la polimixina y la gramicidina. 8

Péptidos antibacterianos derivados de
grandes polipéptidos

Se hallan en neutréfilos de bovinos,
porcinos y artropodos e insectos. Son
derivados del intestino del cerdo. El mas
conocido es la indolicina. 8

Péptidos lineales sin cisteina (Cys)
con alta proporcién de ciertos
residuos

Estos péptidos se caracterizan porque
presentan alto contenido de prolina y
arginina; muestran especificidad por los
gramnegativos. El mas conocido es la
apidaecina. 8

Péptidos con dos 0 mas uniones S-S

Estos péptidos se conocen como
defensinas y se caracterizan por pre-
sentar estructura de hoja plegada B,
tener un peso de 3-4 KDa, poseer de
29 a 34 aminoacidos, ser citotdxicas y
resistentes a las proteasas. Ademas,
poseen alto contenido en arginina, que
le da el caracter catidnico, y cisteina
gue es responsable de estabilizar la
configuracién de hoja B triple con una
B horquilla que protruye cerca
ortogonalmente. ® 1°

Para investigar el mecanismo de
accion de los péptidos antimicrobianos,
se pueden utilizar cinco vias diferen-
tes que son: 1) Estudiar sus efectos en
funciones conocidas como la permeabi-
lidad de la membrana o la sintesis de
proteinas y ADN en un organismo blan-
co; 2) variar el blanco en la bacteria,
cambiando los aminoéacidos o causan-
do mutaciones; 3) cambiar su estructu-
ra por sintesis de analogos con
substituciéon de aminoacidos o altera-
ciones mayores como enantiomeros D
o retropéptidos; 4) hacer mediciones
biofisicas que puedan detectar efectos
como la formacién de canales o la di-
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sipaciéon del potencial de membrana;
5) usar mitocondrias o liposomas
como sistemas modelo para la bacte-
ria viva. &

MECANISMO DE ACCION Y SELECTI-
VIDAD DE PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

Las membranas son reconocidas rapi-
damente como blancos de los péptidos
antimicrobianos. Su modo de accion
depende de la interaccion con las mem-
branas celulares bacterianas; con las
bacterias grampositivas, interactdan
con la membrana plasmatica, mientras
que con las gramnegativas interactiian
con las dos membranas: la externa y la
citoplasmatica.

En ese proceso o mecanismo, una
primera fase corresponde a la unién que
ocurre a los dos minutos. Se presenta
una interaccion de cationes con carga
positiva con los sitios divalentes de
acople en la superficie del lipo-
polisacéarido (LPS) con carga negativa,
uniéndose a la membrana. 21

La segunda fase, la permea-
bilizacion, ocurre a los diez minutos y
llega a su maximo a los sesenta minu-
tos. Las defensinas se insertan dentro
de la membrana aprovechando el po-
tencial de membrana. Se agregan en
grupos con su lado hidrofébico dirigido
hacia la membrana interior; y su lado
hidrofilico apuntando hacia el exterior
para formar el canal. Los péptidos
catiénicos compiten con los cationes
divalentes nativos como son Ca*? o
Mg*? y los desplazan competitivamente.
Se vuelven voluminosos e interrumpen
la barrera normal de la membrana ex-
terna. 115

La tercera fase se inicia entre los
treinta y sesenta minutos después, y
se cree que es la injuria al ADN. En esta
etapa, la integridad de la membrana es
destruida y se vuelve susceptible a las
enzimas liticas, ademas de bloquear las
funciones celulares que dependen de

la integridad de la membrana, provocan-
do la muerte de la célula. La membra-
na afectada desarrolla unas grietas
transitorias que permiten el paso de una
variedad de moléculas, incluyendo com-
puestos hidrofobicos, pequefias protei-
nas y compuestos antimicrobianos. De
esta manera, inhiben una endotoxina
(LPS libre) y sinergizan a los antibidticos
convencionales. 3 12 15

En el proceso de revisién sobre este
tema, se encontré que tenian especial
relevancia las defensinas y las
mutacinas, ya que podrian utilizarse
como posibles agentes anticario-
génicos, influyendo en la colonizacién
de la cavidad oral. ¢

DEFENSINAS

Se hallaron en 1980, inicialmente en
neutréfilos de conejos y conejillos de
Indias por Zeya y Spitznagel, quienes
reportaron la presencia de “proteinas
lisosomales catiénicas”, y les dieron el
nombre de defensinas. Luego, se puri-
ficaron de los neutrdéfilos de conejos,
ratas, conejillos de Indias, insectos,
crustaceos, ofidios, mamiferos y plan-
tas, por medio de varias técnicas como
la exclusion por tamafio, el cambio
i6nico, la cromatografia de interaccion
hidrofilica, la electroforesis en gel y la
cromatografia liquida de fase reversa
de alta resolucién. Méas recientemente,
se han encontrado otros péptidos con
caracteristicas similares, pero que no
presentan homologia con las anterio-
res. 815

Se han reportado cuatro familias de
defensinas en las eucariotas: a
defensinas y B defensinas en mamife-
ros, defensinas en insectos vy
defensinas en plantas. Mientras que en
los mamiferos las defensinas consis-
ten en hojas plegadas B unidas por
puentes disulfuro (con sutiles diferen-
cias en los patrones de las a defensinas
y B defensinas), las defensinas en in-
sectos y plantas poseen a hélices
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estabilizadas a través de puentes
disulfuro enrollados en las hojas plega-
das 3. ¢

Las a defensinas son los principa-
les constituyentes de los granulos
microbicidas de los granulocitos de la
sangre y estan abundantemente expre-
sados en las células epiteliales del in-
testino o de Paneth. En los humanos,
éstas se conocen como HNP 1-4 y ge-
neralmente se hallan en forma de
dimeros. Durante el proceso de infla-
macion, son generadas por el proceso
proteolitico de los péptidos precurso-
res de 93-95 aminoéacidos, almacena-
das en granulos y liberadas Gnicamente
en vacuolas de células fagociticas. °

Las B defensinas difieren de las o
defensinas por el ordenamiento de los
tres puentes disulfuro entre los seis
residuos de cisteina de los péptidos ma-
duros. Estas hacen parte de las barre-
ras antimicrobianas de las mucosas.
Dependiendo de su ubicacion, se divi-
den en dos: HBD-1 (en tracto urogenital,
lengua y glandula parétida) y HBD-2 (en
las escamas de extractos psoriaticos)
Tanto las defensinas HBD1 como las
defensinas HBD2 son muy importan-
tes en la defensa de la mucosa oral.
Se han hallado en el tejido gingival. Se
especula que las HBD1 juegan un pa-
pel constitutivo en la defensa oral, mien-
tras que la expresion de las HBD2 es
inducida en respuesta a infecciones
locales o inflamacion. & ° 16.17

FUNCIONES
El espectro antibacterial de las
defensinas incluye bacterias

grampositivas 'y gramnegativas,
mycobacteria, Treponema pallidum,
hongos y algunos virus encapsulados.
Ejercen actividad citotoxica no especi-
fica contra un amplio rango de blancos
normales y malignos, incluyendo célu-
las resistentes a TNF- a y factor
citolitico NK. Matan las células blanco
de mamiferos y microorganismos por

un mecanismo comun que envuelve
interacciones electrostaticas iniciales
con superficies celulares cargadas ne-
gativamente, seguidas por la insercion
dentro de la membrana celular que ellos
permeabilizan, asi forman canales re-
gulados por voltaje. El resultado es la
salida de solutos. Algunas defensinas
actian como opsoninas, mientras otras
inhiben la protein-kinasa C; se unen
especificamente al receptor ACTH y
bloguean la esteroidogénesis o actian
como quimioatrayentes selectivos
para los monocitos. Se ha compro-
bado que los péptidos poseen activi-
dad interactiva e inhibitoria contra los
lipopolisacéaridos LPS y que su acti-

vidad es diferente a la de la endotoxi-
na. 6, 15, 18, 19

INVESTIGACIONES RELACIONADAS
CON LAS DEFENSINAS

Yang y colaboradores comprobaron que
las B defensinas utilizan el receptor
CCR6 y asi pueden actuar como
microguemoquinas. Al mismo tiempo,
investigaron la capacidad de estas
defensinas para reclutar células
dendriticas y células T de la regién de
invasion microbiana. Proponen que las
3 defensinas han desarrollado la capa-
cidad de jugar papeles importantes no
sélo en la inmunidad innata sino en la
adquirida también. 1°

Por su parte, Stolzenberg y colabo-
radores observaron la expresion de ésta
a través del aparato digestivo desde el
paladar hasta el recto, a través de las
vias aéreas. En la lengua de los bovi-
nos, hallaron una (3 defensina, LAP, que
evita que la lengua presente infeccio-
nes; también encontraron en las célu-
las que cubren la cérnea del ojo, en la
piel, en el plejo coroide, las meninges
y la placenta. Su presencia en la corte-
za del cerebro y en las células de
Purkinge sugiere la posibilidad de otras
actividades. Ademés, mostraron que
las (3 defensinas eran inducidas en es-
tados de enfermedad. Cuando se halle

el mecanismo inductor de las
defensinas, se podra aplicar como te-
rapia terapéutica para aumentar la in-
munidad de las mucosas. ®#

Otros investigadores, Helmerhorst y
colaboradores, estudiaron la eficacia de
péptidos antibidticos derivados de la
histatina en la biopelicula de la cavi-
dad oral. Las histatinas son péptidos
antimicrobianos salivares que exhiben
propiedades antifungicas y anti-
bacteriales in vitro, y estan posiblemen-
te implicados en el mantenimiento de
la homeostasia oral microbiana. #

Los neutrofilos y las células
epiteliales utilizan péptidos antimi-
crobianos similares en los mecanismos
de defensa innata para resistir la infec-
cion. Se ha identificado la defensina
HBD1 en la encia que rodea al diente,
sitio de retos constantes y frecuentes
inflamaciones. Esta se expresa
constitutivamente en los tejidos sanos
y en los inflamados. & 2% 24

Kelly y colaboradores han estudia-
do la proteina antigénica de la pared de
S. mutans (PAc) que actlla como una
adhesina para unirse a los receptores
salivares, permitiendo la colonizacion
del diente por esta bacteria. Ellos han
probado un péptido sintético p1025 en
la inhibicién de la unién de PAc a los
receptores salivares. Para ello, han uti-
lizado un modelo de adhesion
estreptocéccica - humano in vivo para
prevenir la recolonizacién de S. mutans.
Esta es una estrategia antimicrobiana
en la que se aplican péptidos que com-
piten con PAc para inhibir la adhesion y
asi impedir la colonizacién del diente,
previniendo la caries dental. %

En Colombia, Arglello y Lozano
adelantaron estudios con péptidos
antimicrobianos con el objetivo de ob-
servar la actividad de inhibicion del cre-
cimiento de S. mutans. Utilizaron 5
cepas de S. mutans (1 de la ATCC y
las otras 4 de pacientes), 25 péptidos
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antimicrobianos sintetizados en el en-
tonces Instituto de Inmunologia del
Hospital San Juan de Dios de Bogota,
que fueron codificados con los name-
ros del 2060 al 2084. También utilizaron
controles  positivos como la
clorhexidina, la kanamicina, la
ampicilina, la tetraciclina y el PBS
como control negativo. En este estudio
la mayor actividad inhibitoria frente a
las cepas de S. mutans fue ejercida por
los péptidos.

MUTACINAS

Las mutacinas son polipéptidos
antimicrobianos producidos por S.
mutans, los cuales pertenecen a la fa-
milia de bacteriocinas lantibidticas que
se caracterizan por ser sintetizados
ribosomalmente 'y modificados
postranscripcionalmente; y por estar
compuestos por lantioninas,
metioninas, residuos de amino&cidos
deshidratados y puentes tioéter. La sin-
tesis de lantibidticos incluye la produc-
cion de un prepropéptido que consiste
en un péptido lider N terminal y un
propéptido C terminal. La modificacion
del propéptido comprende la deshidra-
tacion de los residuos treonina y serina,
y la adicién de grupos tioles desde los
residuos cisteina hacia los puentes
dobles para formar lantioninas o
metilantioninas. El prepéptido es trans-
portado a través de la membrana celu-
lar, procesado, y luego secretado al
medio externo. 2730

Se han clasificado en tres grupos
denominados mutacinas I, Il y Ill, con
base en la existencia de un plasmido
residente y en la actividad antagénica
de las cepas entre si. Las mutacinas |
(aisladas de S. mutans UA 140) y I (ais-
ladas de S. mutans T8) presentan un
plasmido de 5.6 Kb pero difieren entre
si por los patrones de restriccion de los
plasmidos, mientras que el grupo de
mutacinas lll (aisladas de S. mutans
UA 787) no presenta plasmido. 3%
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Los tres grupos presentan diferen-
tes espectros antimicrobianos que se
solapan, siendo activos contra cepas
relacionadas y otras bacterias
grampositivas, inhibiendo de esta ma-
nera a S. mutans y microorganismos
grampositivos, bien sea perturbando la
membrana o bien inhibiendo funciones
enziméticas especificas.

Estas han sido estudiadas desde la
década del ochenta. El grupo de Hillman
y colaboradores, en 1987, estudi6 la
importancia de la produccion de la
mutacina en la colonizacion de la cepa
de la cavidad oral. Ellos observaron que
en los nifios, durante la adquisicion de
los microorganismos, las mutacinas
pueden promover la colonizacion de S.
mutans de la superficie dental en com-
petencia con otros microorganismos.

En los siguientes afios los investi-
gadores se dedicaron a aislar, purificar
y caracterizar este grupo de péptidos
antimicrobianos, de las diferentes ce-
pas de S. mutans. Se examiné la com-
posicién de aminoacidos de cada una
de ellas y se han hecho modificacio-
nes por medio de ingenieria proteica con
el fin de obtener indicios de las relacio-
nes estructura - funciéon. Muchos gru-
pos se han dedicado a explorar el campo
de las modificaciones de las propieda-
des bioldgicas y estructurales (manipu-
lacién genética). 2

Pero también existen oros grupos,
como el de Grénroos, que estudié el
papel de la mutacina en la transmision
de S. mutans de madre a hijo. Para este
proyecto tomaron 19 madres con eda-
des entre 18 y 34 afios, quienes tenian
hijos entre 18 meses y tres afos de
edad. Del grupo de nifios, 13 no pre-
sentaban caries y 7 poseian historia de
caries de biberdn, con un indice coe-s
entre 17 y 63. Ellos tomaron muestras
de placa en los nifios y en las madres
muestras de saliva. Estas muestras se
cultivaron en agar MSB. Posterior-
mente, se hizo ribotipificacién y

serotipificacion de las cepas y prueba
de Fredericq para la producciéon de
mutacina. Este grupo sugiere que las
cepas que producen altos niveles de
mutacina se transmiten mas facilmen-
te a los nifios que las cepas con una
actividad de mutacina baja. ¥

CONCLUSIONES

A pesar de los avances en la preven-
cién, el diagnéstico y el tratamiento de
las enfermedades infecciosas, los
microorganismos han desarrollado re-
sistencia a los agentes antibiéticos. Ha
sido necesario buscar en los mecanis-
mos de la inmunidad innata que no de-
penden del reconocimiento especifico
o de antigenos individuales, para me-
diar la resistencia a la infeccién y asi
poder llevar a cabo el desarrollo de nue-
VOS agentes antibidticos. Las caracte-
risticas que presentan los péptidos
antimicrobianos, como son el amplio
espectro de actividad, su accién rapi-
da, el sinergismo con los antibiéticos
clasicos y la neutralizacion de
endotoxinas, los hacen candidatos para
una nueva clase de antibidticos a de-
sarrollar.

Con respecto a las mutacinas y
defensinas, son candidatos promisorios
para ser agentes anticariogénicos aun-
que todavia existen muchas inquietu-
des que se deben despejar. Es
necesario continuar con mas investiga-
ciones con modelos animales y huma-
nos.
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