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=+ Cuando sparecieran antibidtices como la penlcilinag v las sulfamidas, la op-
clon de usar jos bacteridfegos para luchar contras las infecciones bacte-
rianas quedd enterrada. En los dltimos anos esta via se ha recuperado an

N José A, Plars
Ui dee los mayures profiles
mas ¢n tormo a las infeodo-
nes bacterianas es la resis-
tencia a los antibidtioos, Ca-
da vez hav menos herra-
mientas para luchar contra
ellas y las terapias que nor-
malmente se uiilizan pler-
den efectividad debido a que
se basan en anmibidticos de-
sarrollades con oy pegue
fias variaciones entre g, El
coste es menor, pera la re-
sistencin aparece mucho an-
{= 9

Jueans A Flermon o5 un b-
glen tedrico inmerso en el
wunde de la medicing. Sa-
bedar de que la multidiscl-
plinariedad es el mejor ca-
ming, s vale de la investiga-
cifm hdsica para, rodeado de
Lithopes, bloguimices, infor-
ndricos v mddioos, mejorar
la comprensita de la biola-
gha serructural de los patdge-
nos, Desde hace afos ha he-
cho de los enzibibticos su

campe de trabajo en el Inati-
tuto de Fisica-Quimica Ro-
casolano, dependiente del
Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas (CSIC),

De ko bésica a la clinico

Segin ha explicado a Diasi
MEDICO, cicrtas enximas de
los hacteriofagos (virus que
infectan bacterias) lamadas
endolisinas pueden usarse
como nuevas herramientas
terapéuticas contra las in-
fecciones bacterianas. Estos
enribifticos ya han demos-
trado éxito en modelo ani-
mal en el contral de infec-
ciones causadas por bacte-
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LAS ENDOLISINAS, ENZIMAS DE LOS BACTERIOFAGOS, NUEVA HERRAMIENTA CONTRA LAS RESISTENCIAS QUE PUEDE ACTUAR ANTES DE LA INFECCION

Los enzibioticos progresan en un momento clave

un Intento de hacer frente a la capacidad

las bactarias, Lag endolisinas superan es
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de resistencia farmacoiogica de

problema vy actuan antes de ia

Infeccion: los enzibioticos progresan v miran hacla la clinica.

™

Juan A harmoso, en su laboratorio ded Instituto de Flskea-Ouimica Rocasolano, en Madrid,

rias patogenas fesistenics a
antibidticos.

El proceso pertenece de
lleno a la investigacion bisi-
ca, pero mira de reojo a la
elinica. Las endelisinas pre-
sentan dominios especificos
que permiten a la enzima
anclarse selectivamente so-
bre una pared bacteriana
concreta v, ademibs, potesn
un médulo catalitico capaz

I Todo en 3D

Las kndpenes muestian
Ia estracTura en tres
dimensicnes del
|  enzitidtico Cpl1. En la

figura de b izquierda se
ve a Cpl-1 unida a un
fragmento de la pared
bacteriana, En la figura
de la derecha se
representa on verde e
midiuls catalitico que

= hildraliza el |
peptidoglicanco. En aul y
morado aparece el
mdduls de anclaje a la
parcd bacteriana. Ambos
maddulos e eneuentran |
umnichos por un conector
{naranja), En amarillo se [

ehservan las moléculas [

.-"”

de hidrolizr ¢} peptidogli-
cano bacteriano,

Hermoso no stlo confia
en la "su;?l:cluinn{u diversi-
dad catalitica de estas enzi-
mas; también han propor-
cionado avances cn su ofga-
nizacién modular, en sus
estructuras tridimensiona-
les a nivel atdmico ¥ en su
mecanlsmo de reconoci-
miento de |a pared bactoria-

na’ Se ha mostrade por pri-
mer vez oomo la proteina
o une y degrada la pared de
las ba.n.:lm:lu. un résultado
qui puede ser clave para el
desarrollo de los enzibidti-
cos. Todos estos resultados
"permiten considerar a las
endolisinas como efectivos
bactericidas con importan-
tis .'I;J|.|r1|:|ond en madbed-
na y blotecnaolomia’

El equipo de Hermoso se
esti valiendo de una herra-
mienta que los bacteridfa-
goa "levan wtilizando du-
rante millones de afios. Es-
tos virus utilizan las bacte-

rias como incubadoras para
crear copias de si mismos.
Irpectan el material penéti-
co dentro de la bacteria y
cuands se han producide
las copias de los vidones se

| de colina que reconocen

la pared hacteriana, L

A4

Las endolisinas pueden
utilizarse en la fase de
transporte para
eliminar la poblacidn
bacteriana sin
necesidad de llegar al
proceso infectivo

A4

Los enzibidticos
podran desarrollarse a
|a carta. Se puede
crear un solo
superenzibiético, pero
también un cactel con
diferentes tipos

4 2

Los ensayos en
humanos, favorecidos
por la especificidad: los
enzobléticos no dafian
Ia flora bacteriana
necesaria para al
organismao

rompe la bacteria madre y
se libera la progenia Fgica®
Es en este momento cuan-
I.IJI IIM '|.an.1| Pnﬂ'.l.‘l.':‘ll Lnas
proteinas concretas, las en-
dolizinas, que 3§11 Ver crean
las holinas para hacer poros
en las membranas y liberar
las endaolisinas. Tras reeono-
cer el peptidoglicano, rom-
pe la estructura de b 'Pa:rr-d
celular bacteriana. Las en-
dolisinas cstin dischadas
para ser especificas de un 1-
po de bacterias y destruir
unos enlaces determinados
de peptidoglicanc. Una wex
rota la pared, "se libera la
progenia figica y continda
el proceso infective’

Solucién enterrada

Aungque desde su descubi-
miento s penst en los bac-
teridfagns como posible he-
rramicnta para luchar con
tra las infecciones hacteria-
nas, el posterior hallaergo de
antbidticos como la pendcl-
lina v lae mulfamidas hiza
fue su use se abandonara
completamente. La eficacia
de los antibidticos no tenia
comparacicn con os bacte-
ridlagos v, ademis, los pro
blemas asociados de wtilizaz
un IJIH.'!I:I.'.!.I’.LH:I *vive" no [a
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vonecian su use. Por esta ra-
zim, se ha optado por "utili-
zar no tanto los hacteridga-
fox sino las herramienias
que utilizan éstos para fa-
char contra las infecciones”

La via de estudio de Her-
mosa, que trabaja en cola-
baracidn con el Centro de
Investigaciones Bioldgicas
(CIB), estl centrada en dos
dmbitos. El primero s¢ con-
centra en el conocimiento
de la estructura tridimen-
sional de los enzibidtions ¥
sus endolisinas, una cues-
titn compleja debido a su
tamafio nanométrico ¥ a
que sdlo purde contenplar-
s com la cristalografia de
rayos X. El segunde refiere
4 la clinica, aungque adn
quede tiempo paa alcanzar
esta fase. Las investigacio-
nes in vitra & invive han eva-
Juado su de actua-
clén, su efectividad, su ca-
pachdad de eliminar bacte-
rins altanents resistentes a
peniciling y su resistencia,
entre otros fctores, Los re
sultados, por el momento,
son muy positives v, de he-

Los bacteriéfagos son
letales. Cada 48 horas

destruyen la mitad de
la poblacién mundial de
bacterlas y han

aprendido a manejar las
resistencias

eht, una empresa estadou-
nidenze, Ensibiatics, ya tra-
baja en este tipo de terapias
a escala industrial.

Dos publicaciones clave

Hermoso recuerda que,
cuando empend a trabajar
en este campo, aln no se
conocia estructura alguna
de las endolisinas. En 2003
publicaron en la revista Es-
tructure la primera estructu-
ra tridimensional de una
ensolisina y, en 2007, die-
ron un paso mis alli en
Journal of Biological Chmis-
try ¥ en Curreni Gpinion in
Microbiclogy al afladir 2 esta
estructura s unién con un

fragmento de la parcd bac-
teriana.

Para ello ha sido necesa-
tio obtener, mediante ¢l use
de robots de cristalizacion,
microcristales del complejo
Cpl1 con e peptidoglicanc
¥. posteriarmente, irradiar-
los eon rayos X generados
pot un potente acelerador
de parthculas. La estructura
tridimensional misestra que
Cpl-1 presenta dos mddulos
proteicos hien diferencia-
dos: uno de anclaje que per-

mite a Cpl1 unirse especifi-
camente a lax maléculas de

colina solo presentes en la
pared del neumacocn ¥ otro
proteico dotado de magul-
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naria catalitica de degrada-
cidm del peptidoglicano.
Hermnso estd asombrado
de sus ¥ Deconooe
que se trata de “un mecanis-
mo muy astuto” Su
trabaja con endolisinas de
fagos que infectan al neu
OG0, que Hane en 5 pa-
red celular las molécalas de
fosforikeoling. "Las endalisi-
nas las reconocen espectfi-
camente para hidrolizar la
parcd del neumacoco y oo
la de otro tipo de bacterta”
Los antibidticos actian
en ¢l momento en que se
desarmolla la infeccidn. No
se pueden utilizar antes
porque se creardan resisten-
cia demasiado pronto, ¥ es
aqui dende las endolisinas
resentan una ventaja.
P

j:dttumimm:p.lurlunl-
nar la poblacion bacteriana

proceso infectivo y sin pro-
blemas de resistencia’, ha
explicado Hermaoso, que ha
apuntade que los bacterid-
fagos llevan millones de
anos whilizando este proce-
s0 sin que hayan encontra-
do resistencia

De heche, define a los
bacteriffagos como “letales,
Cada 48 horas eliminan la
miltad de la pohlacitn mun-

El enzibiético, contra la pared

En este modelo se puede ver la interaccitn de la endolising
del bacteridfago Cpla (gue aparece en color verde) con la
bacteriana.

pared

dial de bacterias; su capaci-
dad de destruccidn es im-
presionante, A lo largo de
millones de afies de evolu-
cidn han detectado las mo-
I&eulas fandamentales en [a
bacteria y para las que no
pueden encontrar Bellmen-
te tin mecanismo de resis-
tencial En pocas palabras,
han aprendido y van a tiro
hecho.

En otitls media
Estudios reciontes han mos-
trado que su aplicacidn es

mis efectiva de lo que podia
POnEATsE, YA que 00 Capa
ces de eliminar de las muy-
cosas la pﬂblmﬁ;c dlfa bacte-
probada que, in vime ¢ n -
vo, la adicidn de estas endo-
lisinas purificadas elimina-
ban Sireptocaced del grupo A
y Streptocoocus preumonios
de la nasofaringe de anima-
les colonizados experimen-
talmente. Mis reciente-
mente se ha descrito un
medelo animal que repro-
duce las infecciones en el

ILisis celular provocada por la endolisina Cpli
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?
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ol recenate o pared
celular de nesmococy A continpacitn Ly deyada Preamiando B lisis colular
Fuosshte Juan & Hermsss.

IEsquema del ciclo litico de los bacteriéfagos

Replicacion del virus

oido medio (otitis media).
En el modelo, log ratones
eran infectados por via in-
tranasal primero con 5.
preumoniae ¥ posterior-
mente con virus influenza
(s e la otitis me-
dia mumﬂéu virs
respiratorios como el in-
fluenza), De esta mancra se
e la ende-
lisina del fage Cp-1 (Cpl)
especifica por neumococe
era "o solamente capaz de
eliminar la colonizacidn
¢on 5. preumoniae, sine
también de prevenic el de-
sarrolla de otitls media en
los ratones”

A por las Gram negativas
Cen el conocimiento de
que es posible atacar las po-
hlaciones en las mucosas y
eliminar no sdlo ¢ nevme
coon sing también otros mi-
crooTganismas, los investi-
waddores se han planteado &l
rete de estudiar las infae-
ciones con bacterias Gram
negativas, que tienen una

red celular diferente:
*Ademis del peptidoglica-
no, disponen de una mem-
brana externa que impedi-
ria el uso de mE tipo de en-
dolisinas desde fuera, ya
que no podrian acceder al
interior del icano
y momper la guﬂdﬁlhliﬂ
Para superar esta barrera
Hermoso trabaja en la de-
tecciton de endolisinas de
bacterias Gram negativas y
en la determinacién estroe-
turales de estos posibles en-
ribidticos. Ya se han ident-
ficado nuevos mecanizmos
de reconocimicato de la pa-
red hacteriana v otros enzi-
bidticos que reconocen,
ademds de las moléculas de
fosforilealina, otras partes
de la pared bacterian

Por el momento, Ia idea
es preparar enzibidticos si-
nérgicos para aprovechar la
accién conjunta, mis efect-
va gue la de una presencia
tnica. Bstos cocteles po-
drin hacerse a la carta gra-
cias a diferentes posibilida-
des, Una consiste en crear
“un superenzibidtico afia-
diendo médulos que rece-
nozean diferentes partes o
funciones de la bacteria,
mientras que otra permiti-
ria desarrollar un oécrel con
distintos tipos de enzibidt-
cos mezclados que barran
un erpectrs de infecciones
mis amplic®

Autolisinas

Miis alld del uso de las lisi-
nas de los fagos, una de las
utilidades que emplezan a
-:u.nl.::trl: &5 la utilizacién
de las propias autolisinas de
las bacterias. "I'z.l.imd neu
mococo “tiene unas autoll-
SiMas que mpen U propia
pared bacteriana en la re-
producciin, podrian combi-
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narse con las endolisinas de
los fagos para hacer un en-
aibidtico mucho mds poten-
te’, ha explicado Hermeso.

La investigacion bdsica
avanza de forma positiva,
Tras pasar la fise de ensayos
animales “podrizmos pen-
Il:.r en ensayos clinicos E.:

WmannE, pug
verse Mm@&ﬁr la es-
pecificidad de esta teragia,
ya que los enzibidtioos pus-
den utilizarse sin dafar el
resto de la flora bacteriana
que ¢l organismd necesita’,
Por el contraria, los antihis-
tieos no son selectivos ¥ oli-
minan bacterias inocuas e
incluso beneficiosas.

En cuanto a informacidn
estructural y ensayos in vi-
v, lag naticias son buenas,
"Es un momento promete-
dor, pero serd ¢l tiempo el
que nios de la respuesta, El
ticmpo dé aplicaciin de e
te tipo de terapias paeds ser
eorto, & go hahla dentro de
bos pardmeteos de Iullmadn
de una nueva malécula’. De
hecho, no serd necesario
desarrollar una moléeula
cada vez, ya que e
aprovechar las endolisinas

El tiempo de desarrollo
sord corto. Mo habrd
gue producir una
maolécula cada vez, ya
que se aprovechan las

endolisinas producidas
por el bacteriéfago

ya Fud!.nddu y sintetizadas
porlos

Tixste toda wna bateria de
posibles enzibidticos sobre
la mesa y "stlo sc trata de
elegir las endolisinas .
ﬁ en las infcm'ul::pnlile
la bacteria patdgena con la
que se estd trabajando. Se
podrin desarrollar en un
tiempo relativamente cor-
to

Diferentes presentaciones
En definitiva, los resultados
abtenidos en by caracteriza-
cion de las endolisinas
abren “nuevas vias farmaco-
ligicas para desarrollar me-
diante téenicas protedmicas
nuevos agentes antimicro-
blanos atin mds potentes y
especificos”. Los enzibidti-
o0s limitan la dispersidn de
la enfermedad v aliminam 3
la bacteria diana por co
tacto, por lo gue “estas eqri-
mas podrian usarse como
componentes de acrosoles
antibacterianos, pastillas,
colutorios, vendas y colirios
como altermativa efectiva a
los antibidticos convencio-
nalest
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