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RESUMEN: El uso indiscriminado de los
antibidticos ha llevado a un rapido aumento
de la resistencia de los microorganismos
a estos compuestos convencionales vy,

en consecuencia, existe la necesidad

de desarrollar nuevos farmacos.

Los péptidos antimicrobianos son
componentes evolutivamente conservados
de la respuesta inmune innata, y estan
presentes en bacterias, plantas y animales
vertebrados e invertebrados, y son
considerados como una nueva fuente
natural de agentes terapéuticos.

Por otra parte, las bacteriocinas han
cobrado gran importancia debido

a las posibilidades de su empleo

en la biopreservacion de alimentos,
reemplazando a los conservantes
quimicos. Especial interés presentan

las generadas por bacterias acido

lacticas, dado que tanto éstas como sus
productos metabdlicos son seguros para
su incorporacion a diferentes matrices
alimentarias.

En este articulo se presentan los aspectos
mas relevantes sobre biodiversidad,
estructura y aplicaciones en tecnologias
de alimentos y en clinica médica de los
péptidos antimicrobianos, y se consideran
sus principales ventajas y desventajas.
PALABRAS CLAVE: Péptidos antimicrobianos,
Bacteriocinas, Agentes terapéuticos,

Biopreservadores alimentarios.

SUMMARY: Antimicrobial peptides of
prokaryotic and eukaryotic organisms as
therapeutic agents and food preservatives
The widespread use of antibiotics has
led to a rapid increase in the resistance of



138 Revista FABICIB « afo 2013 « volumen 17

microorganisms to conventional antibiotics,
and therefore there is a need to develop
new drugs. Antimicrobial peptides are
evolutionarily ~ conserved  components
of the innate immune response and are
present in bacteria, plants, vertebrates and
invertebrates, and are considered as a new
natural source of therapeutic agents.
Moreover, bacteriocins have gained great
importance due to their potential use in
food biopreservation, replacing chemical
preservatives. Of particular interest are

those generated by lactic acid bacteria,
since they and their metabolic products
are safe for incorporation into different food
matrices. In this article we present the most
relevant aspects of biodiversity, structure
and applications in food technology and
medical clinic of antimicrobial peptides, and
their main advantages and disadvantages
are considered.

KEYWORDS: Antimicrobial peptides,
Bacteriocins, Therapeutic agents, Food
Biopreservatives.

Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) considera que la resistencia anti-
microbiana es una de las amenazas mas
importantes para la salud humana, la cual
surge por mutacién del microorganismo
o adquisicién de genes de resistencia. Un
alto porcentaje de infecciones hospitala-
rias se deben a bacterias muy resistentes,
como Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina. El uso inadecuado de los anti-
bidticos crea condiciones favorables a la
aparicion, propagacion y persistencia de
microorganismos resistentes (Organizacion
Mundial de la Salud, http: //www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs194). Esto eviden-
cia la necesidad de la busqueda de nuevas
opciones que permitan sustituir a los anti-
biéticos convencionales.

Si bien se han desarrollado nuevas tec-
nologias para el descubrimiento de farma-
cos, la naturaleza sigue siendo el punto de
partida mas importante para el desarrollo
de nuevos agentes terapéuticos (1-3).

En particular, en el caso de los antimicro-
bianos sélo el 20% de los productos comer-

cializados son totalmente sintéticos, en
otras palabras no fueron inspirados en pro-
ductos naturales (4).

Los péptidos antimicrobianos (PAs) cons-
tituyen una caracteristica universal de los sis-
temas de defensa de préacticamente todas
las formas de vida y se han encontrado en
diferentes organismos, desde bacterias,
plantas, aves, peces, insectos, anfibios y
mamiferos.

Estos compuestos contienen entre 12 y
50 aminoacidos, y no solamente destruyen
diferentes bacterias, sino también varios
hongos, parasitos y células cancerosas (5).

Son considerados importantes moléculas
efectoras del sistema inmune innato, el cual
es el principal mecanismo de defensa para
la mayorfa de los organismos vivos durante
las etapas iniciales de una infeccion, y com-
plementan al altamente especifico sistema
inmune adaptativo (6,7).

La expresion de los PAs puede ser cons-
titutiva o puede ser inducida en respuesta
a estimulos infecciosos y/o inflamatorios,
tales como bacterias o moléculas presentes
en esas bacterias que inducen la inmunidad
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innata, como los lipopolisacéaridos y las cito-
quinas proinflamatorias (8).

Como importantes moléculas efectoras
del sisterma inmune innato son capaces de
aumentar la fagocitosis, estimular la libe-
racion de prostaglandinas, neutralizar los
efectos de los lipopolisacaricos (LPS) sép-
ticos, promover el reclutamiento y la acumu-
lacién de diversas células inmunes en sitios
inflamatorios, promover la angiogénesis e
inducir la reparaciéon de heridas (9-11).

Los PAs son polipéptidos codificados
por genes Yy sintetizados en los ribosomas,
algunos presentan aminoacidos modifica-
dos luego de la traduccion. Esta definicion
los distingue de algunos péptidos antibioti-
cos producidos por bacterias y hongos que
son sintetizados mediante vias metabdlicas
especificas, y que generalmente incorporan
aminoacidos no naturales en sus secuen-
cias (12).

Poseen ciertas propiedades que los
hacen particularmente atractivos, tales
como su pequefio tamano, rapida accion
y pocas posibilidades de desarrollar resis-
tencia. Por este motivo, las investigaciones
sobre los PAs se ha incrementado notable-
mente en los anos recientes.

No obstante, solamente algunos pocos
PAs han sido aprobados por la FDA (Food
and Drug Administration, USA). Por tal
motivo, existe la necesidad de desarrollar
estrategias para identificar nuevos PAs que
podrian tener aplicaciones terapéuticas.

Pero ademés de los aspectos farmaco-
l6gicos y terapéuticos hasta aqui explici-
tados, otro aspecto que ha sido tenido en
cuenta en las Ultimas décadas es el relativo
a la biopreservacion alimentaria, o sea, la
sustitucion total o parcial de los conservan-
tes quimicos usados tradicionalmente por
compuestos antimicrobianos de origen bio-
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l6gico, a fin de lograr alimentos que sean
percibidos como més “naturales”.

Desde este punto de vista han cobrado
gran interés unos PAs en particular, los pro-
ducidos por bacterias y conocidos como
bacteriocinas. Estas se definen como pép-
tidos bioactivos, simples o complejos, sin-
tetizados ribosomalmente y que ejercen
su accion de modo extracelular, inhibiendo
tipicamente el crecimiento de bacterias
proximas desde el punto de vista taxono-
mico (aunque esta caracteristica descripta
originalmente no siempre es tan estricta)
(13-17). Entre las muchas bacteriocinas
caracterizadas, la atencién se ha centrado
especialmente en las producidas por las
bacterias del acido lactico, en funcion del
status de GRAS (generalmente reconocidas
como seguras para su incorporacion en ali-
mentos de consumo humano) otorgado a
este amplio grupo bacteriano por la Organi-
zacién Mundial de la Salud.

Algunas de estas sustancias han demos-
trado poseer un amplio espectro de accién
antibacteriana, incluyendo a especies altera-
doras de los alimentos o causantes de enfer-
medades de transmisién alimentaria, tales
como Staphylococcus aureus, Listeria mono-
cytogenes, Escherichia coli, Salmonella, Shi-
gella, Vibrio cholerae, Pseudomonas, Bacillus
cereus, Bacillus megaterium, Bacillus sub-
tilis, Clostridium tyrobutyricurn, Clostridium
sporogenes, etc. (15,18-20). Hoy se puede
afirmar que en todos los géneros que cons-
tituyen el nlcleo central del gran grupo bac-
teriano designado bajo el nombre de bacte-
rias acido lacticas, tales como Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Enterococcus y Pediococ-
cus, se han detectado cepas productoras de
algunas de las muchas bacteriocinas carac-
terizadas hasta el presente (15-17, 20,21).
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Sin embargo, en la actualidad solamente
nisina, una bacteriocina producida por
cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis,
ha sido aceptada como segura para uso
alimentario por la FAO/WHO, y mas tarde
agregada a la lista europea de aditivos ali-
mentarios y también aprobada para uso ali-
mentario por la FDA.

Dada la relevancia que han tenido las
investigaciones sobre los PAs en las dos
Ultimas décadas, en este articulo se presen-
tan, entre otros, aspectos basicos de la qui-
mica y estructura de estas moléculas, cono-
cimientos que son necesarios para poder
interpretar sus mecanismos de accion.

Fuentes naturales

Desde que los primeros PAs, tales como
cecropinas (22), PGLa (23) y magaininas
(24) fueron identificados en insectos y anfi-
bios en la década del 80, hasta la actua-
lidad, se han identificado mas de 1200
secuencias de péptidos antimicrobianos
procedentes de diferentes fuentes natura-
les, de acuerdo a datos reportados en la
base de datos “Antimicrobial Peptide Data-
base”  (http://aps.unmc.edu/AP/main.php)
de la Universidad de Nebraska Medical
Center, en Omaha (USA).

En los vertebrados los PAs se localizan
en sitios donde comunmente se encuen-
tran los agentes patégenos, tales como
las superficies mucosas y la piel, asi como
dentro de los granulos de las células inmu-
nes (11).

Considerando a las bacterias como fuen-
tes naturales de PAs, las primeras bacte-
riocinas fueron descubiertas en 1925, y las
producidas por bacterias acido lacticas
comenzaron a estudiarse en 1928 (25). Sin

embargo, el mayor interés cientifico-tecno-
l6gico por ellas data de la década del 70,
incrementandose notablemente desde los
90 hasta hoy, por su valor potencial como
biopreservadores alimentarios. La bac-
teriocina descubierta en 1928 era nisina,
que sigue siendo la Unica aceptada como
segura para uso alimentario.

En las Ultimas décadas se han descrito
cientos de bacteriocinas producidas por
cepas de distintas especies y subespecies
de bacterias acido lacticas, y se han carac-
terizado algunas de ellas, que son las que
resultaron mas promisorias desde el punto
de vista tecnoldgico alimentario. Entre éstas
se encuentra, por ejemplo, pediocina PAT,
que se comercializa en forma de fermenta-
dos que la contienen y que, como tales, se
usan en industrias de alimentos con fines
de biopreservacion (16,17, 26). Al no tra-
tarse de compuestos puros sino de fermen-
tados, no son considerados como aditivos
alimentarios y por lo tanto no necesitan la
autorizacion para su empleo de los organis-
mos nacionales o internacionales de control
alimentario.

Clasificacion de los PAs en funcién de
la composicién en aminoacidos

* Péptidos anidnicos: representan una
parte importante del sistema inmune de ver-
tebrados, invertebrados y plantas. Son acti-
vOS contra bacterias, hongos, virus y plagas
como los insectos. La carga neta varfa entre
-1y -7, contienen entre 5 y 70 aminodci-
dos, y en varios de ellos aparecen modifica-
ciones postraduccionales que parecen ser
esenciales para la actividad antimicrobiana.
Contienen acido glutamico (Glu) y aspartico
(Asp) y han sido aislados de ovinos, bovi-
nos y humanos.
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La estructura de algunos péptidos anié-
nicos aislados de anfibios es helicoidal y
lineal, mientras que otros aislados de plan-
tas son ciclicos, y con varios residuos de
cisteina. Algunos parecen utilizar iones
metalicos para formar puentes salinos
catidnicos con los componentes cargados
negativamente de las membranas micro-
bianas. No obstante, en muchos casos el
mecanismo de accién de estos péptidos no
es claro o no ha sido dilucidado (27).

* Péptidos cationicos: la mayoria de los
péptidos antimicrobianos son catiénicos. La
carga neta varia entre +2 y +9, poseen en
general un alto nimero de residuos de lisina
(Lys), arginina (Arg) y /o histidina (His) y
pocos o ningun residuo acidico, tales como
Glu o Asp. Los residuos hidrofébicos como
triptéfano (Trp), fenilalanina (Phe), leucina
(Leu), valina (Val) y otros representan entre
el 30-50 % del total de la secuencia del
péptido y desempenan un rol fundamental
permitiendo la formacién de una estructura
anfipatica, cuando interaccionan con las
membranas.

Un analisis de la composicién de pép-
tidos antimicrobianos aislados de bacte-
rias, plantas, insectos y anfibios anuros ha
demostrado que existen aminoacidos que
aparecen con mayor frecuencia. De este
modo, alanina (Ala) y glicina (Gly) son los
mas abundantes en péptidos de origen
bacteriano, cisteina (Cys) y Gly son mas
comunes en péptidos de plantas, Ala, Gly y
Lys se encuentran frecuentemente en pép-
tidos de insecto, y Leu, Ala, Gly y Lys apa-
recen en mayor proporciéon en péptidos de
anfibios. En contraste, metionina (Met) apa-
rece raramente (<1,5 %) y Lys aparece en
mayor proporcién que Arg (28). Esta dis-
tribucién de aminoacidos aporta también

informacién estructural, ya que la abundan-
cia de Cys en péptidos de plantas sugiere
que los puentes disulfuro son comunes, y
los residuos que predominan en los pép-
tidos de anfibios anuros se correlacionan
con la tendencia de estos polipéptidos de
adoptar estructuras a—helicoidales.

* Péptidos con alto contenido en aminoa-
cidos especificos:

Péptidos enriquecidos en prolina: poseen
un alto contenido en prolina (Pro), con resi-
duos como Arg que los hacen catidnicos y
actlan sin producir cambios extensos en la
membrana, y son activos particularmente
hacia bacterias Gram ().

Por el hecho de haberse demostrado
que penetran en las células bacteria-
nas mediante translocacion a través de la
misma, es que se estima que actldan inhi-
biendo un blanco intracelular especifico,
mas que produciendo la disrupciéon de la
membrana.

La catelicidina Bac7 es un péptido anti-
bacteriano rico en Pro, que fue aislado de
los neutréfilos bovinos, exhibe una fuerte
actividad inhibitoria frente a bacterias Gram
(-), neutraliza endotoxinas y no es téxico
hacia células de mamiferos, adn en altas
concentraciones. Diferentes estudios han
sugerido que el modo de accién depende
de la concentracion, ya que a bajas con-
centraciones Bac7 inactiva las bacterias
por un mecanismo no litico, siendo incorpo-
rada dentro de la célula donde se une a un
blanco intracelular, mientras que a elevadas
concentraciones tiene un mecanismo mem-
branolitico. Péptidos relacionados incluyen
Bac 5y PR-39, aislados de neutréfilos bovi-
nos y porcinos, respectivamente, y otros
aislados de oveja y cabra (29, 30).
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Ejemplos de péptidos antimicrobianos
enriquecidos en prolina procedentes de
insectos incluyen apidaecina aislada de
liquido linfatico de abejas (Apis mellifera)
infectadas con bacterias, drosocina aislada
de Drosophila melanogaster y pirrocoricina
aislada del insecto hemiptero Pyrrhocoris
apterus. Las investigaciones sugieren que
estos péptidos actlan inhibiendo procesos
metabdlicos tales como la sintesis de pro-
tefnas o el plegamiento de proteinas asis-
tido por chaperonas (31-35).

» Péptidos enriquecidos en triptéfano y
arginina: constituyen una subclase impor-
tante de péptidos antimicrobianos. El trip-
téfano (Trp) tiene preferencia por la regiéon
de la interfase de las bicapas lipidicas y
arginina (Arg) es cationico y puede formar
puentes de hidrégeno necesarios para inte-
ractuar con los fosfolipidos aniénicos, com-
ponentes abundantes de las membranas
bacterianas. En combinacion, estos dos
amino&cidos participan de interacciones
cation-m, lo cual favorece las interacciones
con membranas.

Entre algunos ejemplos se encuen-
tra indolicidina, un péptido rico en Trp, de
tamafo pequerio (13 residuos aminoaci-
dicos) y que esta amidado en el extremo
C- terminal. Contiene 39 % de Trp en su
secuencia. Se encuentra en los neutrdfilos
bovinos (36).

Otros ejemplos de péptidos ricos en trip-
téfano incluyen tripticina aislada de granu-
los de neutréfilos porcinos, y puroindolina
aislada del endosperma de trigo (37,38).

Péptidos enriquecidos en histidina: las
histatinas son un grupo de péptidos peque-
nos, ricos en histidina y secretados en la
saliva por las glandulas parétida y subman-
dibular-sublingual. Histatina 1 e histatina 3
son codificadas por genes distintos, mien-
tras que se cree que al menos otros 50 pép-
tidos de histatina que fueron aislados a par-
tir de la saliva surgen por un procesamiento
protealitico postranslacional (39).

Las histatinas exhiben potente actividad
antifungica contra especies de Candida y
Cryptococcus neoformans. Dentro de éstas
histatina 5 contiene 24 aminoé&cidos y es la
mas activa frente a Candida albicans. Los
pacientes HIV—positivos tienen niveles con-
siderablemente menores de histatina 5, lo
cual sugiere que la expresiéon reducida de
estos péptidos de defensa del huésped
puede contribuir a una mayor predisposi-
cién de esta poblacion a la candidiasis oral
(40, 41).

Clasificacion de péptidos antimicrobia-
nos en base a la estructura

En esta seccion se describen algunos
ejemplos de PAs lineales y ciclicos que pre-
sentan estructura secundaria tipo helicoi-
dal, lamina B o giro B (B turn), y que fueron
seleccionados por su relevancia. Ya se han
mostrado ejemplos de péptidos que no pre-
sentan estructura secundaria definida, y son
aquellos donde predominan amino&cidos
especificos tales como Arg, Pro y Trp. En
la Figura 1 se muestran ejemplos de pépti-
dos antimicrobianos con diferentes tipos de
estructura.
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Figura 1. Clases estructurales de péptidos antimicrobianos

A B

tanatina indolicidina

magainina-2

defensina

E
ST

melitina

A: Estructura de tipo horquilla beta de tanatina (cddigo PDB: 8TFV), contiene un puente disulfuro entre C11y C18;
B: Estructura extendida de indolicidina (cédigo PDB: 1G8C); C: estructura tipo lamina p de defensina HNP-3 (codigo
PDB: 1dfn ). D: estructura helicoidal de magainina 2 (cddigo PDB; 2lsa); E: estructura helicoidal de melitina (codigo

PDB: 2mit). Las figuras fueron preparadas empleando los programas graficos UCSF Chimera 1.5.3. y Pymol 1.10.

¢ Péptidos antimicrobianos a-helicoi-
dales lineales

Un ndmero muy relevante de péptidos
a-helicoidales lineales han sido aislados
de las glandulas granulares de la piel y de
la mucosa del esttmago de varios anuros
(ranas y sapos). La caracterizacion estruc-
tural de los péptidos de anfibios anuros ha
mostrado que tienen entre 10 y 48 aminoa-
cidos, y una comparacién de sus secuen-
cias revela la falta de dominios conservados
que estén asociados con la actividad biolo-
gica. Estudios de las secreciones de la piel
de anfibios anuros de Sudamérica y de Aus-
tralia, pertenecientes a la familia Hylidae, y
de América del Norte y Euroasia, pertene-
cientes a la familia Ranidae han probado
ser fuentes abundantes de PAs (42, 43).

Las magaininas aisladas de las secrecio-
nes de la piel del Xenopus laevis constituyen
el prototipo de los péptidos antimicrobianos
helicoidales de anfibios (44). En la Figura 2
se muestra la estructura de la region 4-17
de magainina-2, donde se puede observar
la naturaleza anfipatica de la regién helicoi-
dal. Desde este primer reporte, numerosos
péptidos a—helicoidales aislados de otros
anfibios han sido documentados, tales
como las bombininas, dermaseptinas, cae-
rinas, maculatinas, aureinas, temporinas,
etc. Las bombininas se encuentran en el
género Bombina, mientras que las derma-
septinas fueron aisladas de especies del
género Phyllomedusa (45, 46).
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Figura 2. Estructura anfipatica de magainina-2

La figura 2A muestra la estructura de la regién 4-17 de magainina-2 (K4FLHSAKKFGKAF16), donde se pueden
observar las caras hidrofflica e hidrofébica de la a-hélice anfipatica. Momento hidrofébico (uM: 0,558). La estruc-
tura fue obtenida del pdb: 2lsa y la representacion se realizd con el software Pymol versién 1.10. La figura 2B es una
representacion de la misma regién como rueda helicoidal, realizada por medio del servidor web Heliquest (heliquest.
ipme.cnrs.fr/).
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Los mamiferos producen catelicidinas,
las que se caracterizan por tener un domi-
nio N-terminal comun y conservado (cate-
lina) y un dominio C-terminal antimicro-
biano variable que puede liberarse de la
proteina precursora luego de su ruptura
por proteinasas. Los humanos tienen sola-
mente un gen de catelicidina, mientras que
en otros mamiferos se han encontrado mul-
tiples genes de catelicidina, tales como en
los cerdos que producen PR-39 y protegri-
nas, y en los bovinos y otros rumiantes que
producen indolicinas y bactenecinas (47).

LL-37 es la parte C—terminal de la Unica
catelicidina humana identificada hasta el
momento, y se la conoce como proteina
antimicrobiana catiénica humana (hCAP18),
la cual es expresada principalmente por los
neutrofilos y las células epiteliales. Es una
molécula multifuncional que puede mediar
varias respuestas del huésped, incluyendo
accion bactericida, quimiotaxis, angiogé-
nesis, favorecimiento de la cicatrizacion de
heridas epiteliales y activaciéon de la secre-
cion de quimiocinas. Se considera que
hCAP18/LL-37 es un componente impor-
tante en la respuesta inmune antimico-
bacteriana (48). La estructura de LL-37 en
micelas de dodecilsulfato de sodio (SDS)
consiste en una hélice anfipatica curvada
que se extiende entre los residuos 2-31,
seguida de una regién C-terminal desorde-
nada (49).

Un pentadecapéptido interno (residuos
98-112) de la lisozima de huevo de gallina
que se obtiene después de la digestion con
clostripaina posee un amplio espectro de
actividad antimicrobiana in vitro. De interés
particular es el hecho de que el pentadeca-
péptido tiene un motivo estructural del tipo
hélice—loop-hélice (HLH) (residuos 88-114
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y 87-115 de la lisozima de gallina'y humana,
respectivamente) situado en el labio supe-
rior de la hendidura del sitio activo de la
molécula. Las estructuras tipo horquilla de
hélices, tales como las observadas en las
lisozimas se encuentran comunmente en
las proteinas bactericidas y citoliticas for-
madoras de poros (50).

* Péptidos antimicrobianos con estruc-
tura ciclica

Los péptidos que contienen residuos de
cisteina pueden formar puentes disulfuro
intramoleculares dando lugar a molécu-
las ciclicas. En la mayoria de los casos la
conformacién que adoptan estas moléculas
esta relacionada con la actividad biolégica
especifica.

Estructuras con un puente disulfuro

Entre los PAs que contienen sélo un
puente disulfuro se encuentra la bactene-
cina, péptido catidnico que contiene 12
aminoacidos y que fue aislado de los neu-
trofilos bovinos. Estudios conformacionales
han demostrado que bactenecina presenta
una estructura p—turn tipo I, mientras que su
forma reducida y lineal adopta diferentes
conformaciones, de acuerdo con la lipofili-
cidad del ambiente en que se estudia. Este
péptido en su forma ciclica es mas activo
contra bacterias Gram (-) como Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella
typhimurium que la forma lineal, reducida.
Pero los péptidos lineales muestran activi-
dad hacia bacterias Gram (4+) como Sta-
phylococcus epidermidis 'y Enterococcus
faecalis (51).

Numerosos péptidos aislados de la piel
de especies de anfibios del género Rana
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presentan un loop ciclico sobre el extremo
C—terminal, formado por 6 6 7 amino&cidos
(conocido como Rana Box). No obstante,
el rol de este motivo estructural altamente
conservado no se conoce exactamente.
Tanto para ranalexina (52) como para gau-
regina 4 (53) el puente disulfuro no es cri-
tico para inducir la actividad formadora de
poros, mientras que para gauregina 5 (54)
el puente disulfuro es relevante para su acti-
vidad. En cambio para esculentina—1b, que
presenta también un loop ciclico similar
(CKIKGEQ), se ha determinado que la acti-
vidad se centra en el fragmento 1-18, de
naturaleza catiénica y alfa—helicoidal (55).
Entre los péptidos antimicrobianos con
estructura B que son fragmentos de pro-
tefnas se destaca la lactoferricina bovina
(LfcinB). Este péptido se libera por digestion
con pepsina a partir de la lactoferrina, una
glicoproteina de 80 kDa que se une al hierro
y que tiene funciones inmunoldgicas impor-
tantes. Lfcin contiene 25 aminoacidos y un
puente disulfuro. La estructura de LfcinB
fue determinada por RMN demostrandose
que consiste en una lamina B antiparalela
(56). Posee actividad antibacteriana y anti-
fungica, y ademas actividad antiviral y anti-
tumoral. Estudios realizados con anélogos
de LfcinB han evidenciado que los residuos
de Arg, conjuntamente con los de Trp son
esenciales para la actividad, mientras que
el puente disulfuro no resulta indispensable
para su actividad antimicrobiana (57,58). El

centro activo de LfcinB es un hexapéptido
que cubre laregion 4 a 9. Este péptido tiene
actividad antimicrobiana similar al péptido
de 25 residuos aminoacidicos (59).

Estructuras con varios puentes disul-
furo

Las defensinas se han identificado en
mamiferos, incluyendo humanos. Contienen
entre 29 y 34 aminoacidos, son catiénicos y
abundantes en los epitelios y en los granu-
los de las células fagocitarias. Poseen una
estructura de lamina B y estan estabiliza-
das por tres puentes disulfuro intramolecu-
lares altamente conservados. De acuerdo a
la organizacion de los tres puentes disulfuro
se las divide en a y p-defensinas. Las o—
defensinas son producidas principalmente
por los granulocitos neutréfilos y las célu-
las de Paneth en el tracto intestinal (HNPs,
péptidos de neutréfilos humanos). HNP-1,
HNP-2 y HNP-3 son altamente homdlogas
y difieren solamente en el residuo N-termi-
nal. Por otra parte, las p-defensinas son
producidas particularmente por los tejidos
epiteliales, tales como la piel, y las mucosas
de los tractos respiratorios, gastrointestinal
y urogenital (hBDs, p—defensinas humanas)
(60, 61).

En la Tabla 1 se presentan ejemplos de
péptidos antimicrobianos producidos por
bacterias y animales vertebrados e inverte-
brados, incluyendo las secuencias y el tipo
de estructura secundaria predominante.
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Tabla 1. Ejemplos de péptidos antimicrobianos aislados de fuentes naturales
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Las membranas microbianas estan enri-
quecidas en lipidos anidnicos, mientras que

Especificidad y selectividad de los

pép

tidos antimicrobianos

las membranas de las células de mamiferos

Las mayores limitaciones para convertir
PAs en farmacos son los altos costos de su

generalmente contienen menor cantidad de

lipidos aniénicos y poseen colesterol, que
tiene un efecto estabilizante sobre la bicapa

produccién en gran escala, la toxicidad y la

susceptibilidad a la degradacion proteolitica.
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lipidica, lo que podria explicar la selectivi-
dad de los PAs hacia las células de mamife-
ros, conjuntamente con otros factores.
Estudios realizados con péptidos heli-
coidales modelos han demostrado que un
incremento en la cationicidad promueve la
actividad antimicrobiana mientras que un
aumento en la hidrofobicidad, helicidad y
anfipaticidad favorece la actividad hemo-
litica y la pérdida de selectividad hacia las
membranas de los microorganismos (62).

Mecanismo de accién

* Interaccién con membranas

A pesar de las diferencias estructura-
les, muchos PAs comparten ciertas carac-
teristicas en sus secuencias, como tener
carga neta positiva y aproximadamente un
50 % de aminoacidos hidrofébicos, lo cual
les permite plegarse en conformaciones
anfipaticas luego de interaccionar con las
membranas bacterianas (ver Figura 2).

La interaccién y la permeabilizacién de
las membranas de los microorganismos es
un hecho comun a un gran ndmero de pép-
tidos antimicrobianos. Dado que esta inte-
raccion no implica la unién a un receptor
especifico, los PAs son cominmente acti-
vOs contra microorganismos resistentes a
los antibidticos convencionales, debido a
su diferente modo de accion.

Actualmente existen varios modelos que
permiten explicar el mecanismo de accion
de los péptidos antimicrobianos. En este
articulo solamente haremos mencion a los
mas conocidos (ver Figura 3). En el modelo
de alfombra (carpet model) los péptidos
actlan en forma similar a un detergente,
cubriendo la superficie de la célula hasta
que se alcanza una concentraciéon umbral
que lleva a la disrupcion de la membrana,
como consecuencia de cambios en la flui-

dez por el desplazamiento de los fosfoli-
pidos. Se ha demostrado que este meca-
nismo aparece en PAs helicoidales que
son selectivos hacia las membranas de los
microorganismos (63, 64). Algunas bacte-
riocinas helicoidales actlan por este meca-
nismo, tales como PIn149a, producida por
una cepa de Lactobacillus plantarum (65).

El segundo mecanismo es el modelo de
duela de barril (barrel-stave) donde las héli-
ces anfipaticas se agrupan y agregan for-
mando poros de transmembrana con los
residuos hidrofilicos mirando hacia la luz del
poro, mientras que las superficies hidrofo-
bicas interaccionan con las cadenas hidro-
carbonadas de los fosfolipidos. De este
modo se forma un canal acuoso. Se ha
demostrado que las ceratotoxinas, pépti-
dos alfa—helicoidales y catidnicos aislados
de Ceratitis capitata (mosca de la fruta) y
el péptido Ctx—Ha aislado de Hypsiboas
albopunctatus, que presenta similitud en su
secuencia con las ceratotoxinas, acttan por
este mecanismo (66, 67). Se considera que
PAs helicoidales con propiedades citoliticas
frente a las membranas bacterianas y de
mamiferos actlan por este mecanismo (68).

En el modelo de poro toroidal (toroi-
dal pore), los péptidos se agregan sobre
la superficie de la membrana llevando a
que ésta se doble continuamente de modo
que las monocapas de lipidos involucra-
dos adquieren una curvatura positiva. A tra-
vés del poro tanto los péptidos insertados
como los grupos polares aniénicos de los
fosfolipidos se asocian (69). Se ha determi-
nado que las actividades de magainina—2 y
aureina-3,3 transcurren a través de la for-
macion de poros toroidales (70).

Por otra parte, muchos de los pépti-
dos con estructura tipo lamina—B, como
B-defensinas y protegrina, que estan esta-
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bilizados por puentes disulfuro y forman
estructuras relativamente rigidas, ejercen su
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actividad antimicrobiana insertandose en la
bicapa lipidica formando poros toroidales.

Figura 3. Mecanismos de accién de péptidos que interaccionan con membranas

La fig.3 muestra los tres mecanismos de accién mas comunes descriptos para péptidos que interaccionan con
membranas. (A) modelo duela de barrril; (B) modelo alfombra; (C) modelo poro toroidal. La figura fue adaptada del
trabajo publicado por Chan et al., 2006 (64). La parte en negro de los cilindros representa la regién hidrofilica de los

péptidos y la parte en gris la region hidrofébica.

* Accion sobre blancos intracelulares

Ademés de la habilidad para interaccio-
nar con las membranas, existen evidencias
que indican que los péptidos antimicrobia-
nos pueden tener blancos intracelulares. En
este sentido, se pueden unir al ADN, al ARN
y a proteinas, inhibir la sintesis de la pared
celular, y la sintesis de los acidos nucleicos
o de proteinas.

Se ha demostrado que muchos péptidos
con estructuras extendidas, enriquecidos
en aminoacidos especificos pueden pasar
a través de la membrana citoplasmatica
sin alterarla. Varios péptidos lineales enri-
quecidos en arginina y/o prolina han sido

evaluados como péptidos que penetran
en las células (cell penetrating peptides,
CPP), resultando este hecho de gran interés
actual, por su relacion con los sistemas de
liberacion de farmacos. Los CPP mas fre-
cuentemente usados son poliargininas, Tat,
penetratina y péptidos derivados de calcito-
nina, entre otros (71, 72).

Buforina | es un PA de 39 aminoacidos
que fue aislado del tejido estomacal del
Bufo bufo gargarizans. Se ha demostrado
que el mecanismo de accién de buforina
I, un péptido de 21 amino&cidos derivado
de buforina | consiste en inhibir las funcio-
nes celulares mediante su union al ADN y
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al ARN de las células, luego de penetrar las
membranas, lo cual resulta en una rapida
muerte celular. El mecanismo es diferente
al de magainina 2 a pesar de que poseen
estructuras helicoidales anfipaticas lineales
similares (73, 74).

Estudios peptidémicos para la identifi-
cacién de péptidos antimicrobianos natu-
rales

Tal como ha sido comentado en parra-
fos anteriores, los péptidos antimicrobianos
han sido aislados de diversos organismos.
No obstante, estas moléculas generalmente
sSe encuentran en muy baja concentracion,
dificultando los procedimientos de aisla-
miento e identificacion.

Tradicionalmente, la secuencia de nue-
vos péptidos se ha determinado por el
método quimico conocido como Degrada-
cién de Edman. El avance en nuevas tecno-
logias ha llevado a la incorporacion de téc-
nicas de Espectrometria de Masas para el
secuenciamiento de péptidos.

El conocimiento de la secuencia de ami-
noacidos de los PAs permite realizar su sin-
tesis quimica y de este modo disponer de
suficiente cantidad de péptido para realizar
diferentes estudios. En analogia con la tec-
nologfa protedmica, donde todas las protei-
nas expresadas en una célula o tejido son
analizadas, los estudios peptidémicos tie-
nen como objetivo la simultanea visualiza-
cion e identificacion del peptidoma com-
pleto de una célula o tejido (75).

Estudios con membranas modelo

Debido a la complejidad estructural de
la membrana citoplasmatica de las célu-
las reales, los estudios de las interacciones
péptido—-membrana se realizan utilizando
sistemas modelos tales como liposomas

y micelas. Estudios espectroscépicos por
fluorescencia, dicroismo circular y ensayos
colorimétricos realizados en sistemas mode-
los como los mencionados, permiten investi-
gar la contribucidon de parametros fisicoqui-
micos y estructurales sobre las interacciones
péptido-membrana y sobre las actividades
biolégicas de los péptidos (76, 77).
Recientemente hemos reportado un estu-
dio sobre la interaccion de péptidos modifi-
cados de PIn149a, un analogo sintético de
la bacteriocina plantaricina 149, empleando
vesiculas de PDA (polidiacetileno)—fos-
folipidos en un bioensayo colorimétrico.
Mediante estos ensayos se ha observado
una buena correlacion entre los estudios de
interaccion de estos péptidos con las vesi-
culas y los resultados de los ensayos biolé-
gicos, relativos a actividad antimicrobiana y
hemolisis de gldbulos rojos humanos (78).

Disefno de péptidos antimicrobianos y
de miméticos

Como candidatos a nuevos farmacos, los
PAs presentan algunas desventajas, ade-
més de su poca selectividad (comparada
con los antibiéticos convencionales). Entre
estas desventajas se incluyen la reducida
actividad en presencia de sales y de catio-
nes divalentes (79), asi como la susceptibi-
lidad a los cambios de pH, a las proteasas
y a otros componentes del plasma (80, 81).

En funcidon de estas limitaciones, existe
una clara necesidad de desarrollar estrate-
gias alternativas, en particular para su uso
como agentes terapéuticos sistémicos.

El punto de partida para el desarrollo de
un nuevo farmaco generalmente es la iden-
tificacion de péptidos naturales activos, y la
posterior modificacion y optimizacion de las
secuencias. Comprender las relaciones que
existen entre la estructura y la actividad de
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los PAs es esencial para el disefio y el desa-
rrollo de nuevos agentes antimicrobianos,
con mejores propiedades. Las actuales ten-
dencias se orientan al disefio de molécu-
las mas pequefas que contienen el farma-
coforo antimicrobiano de los PAs naturales.
El objetivo es disefar nuevas moléculas con
alta especificidad hacia las membranas de
las células procariotas, pero minima toxici-
dad hacia las membranas de eucariotas.

El disefio de nuevas moléculas suele
incluir la aplicacion de metodologias pro-
pias de la quimica combinatoria, mediante
la cual se pueden sintetizar cientos de molé-
culas a fin de evaluar, por ejemplo, el efecto
de la sustituciéon de aminoacidos sobre la
actividad antimicrobiana y/o la selectividad
hacia membranas (82).

Estas nuevas moléculas pueden con-
tener amino&cidos no naturales en sus
secuencias, tales como D-amino&cidos,
B-aminoacidos,  N-metil-aminoacidos vy
fluor-aminoé&cidos, o bien la estructura con-
formacional puede ser modificada por cicli-
zacion, con el objetivo de mejorar la estabi-
lidad frente a las proteasas o la interaccion
con las membranas de los microorganismos.

Los peptidomiméticos son secuen-
cias oligoméricas disefadas para imitar
una estructura y/o funcién peptidica, cuyo
esqueleto no sélo se basa en a—aminoa-
cidos. Dentro de éstos, los peptoides son
poliglicinas N- sustituidas, que difieren de
los péptidos solamente en que las cade-
nas laterales del peptoide estan unidas al
N amidico del esqueleto, en lugar de estarlo
a los carbonos a, lo que le otorga resisten-
cia a proteasas.

Se ha observado que peptoides mimé-
ticos de magainina—2 presentan estruc-
tura helicoidal anfipatica y son selectivos y
potentes antibacterianos contra bacterias
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Gram (+) y Gram (-) (83). Trabajos recien-
tes han evidenciado que ciertos peptoides
podrian ser usados para prevenir la forma-
cion de biofilms de Pseudomonas aerugi-
nosa (84).

Varios grupos han disefiados B-péptidos
construidos a partir de B—aminoécidos (con
un grupo metileno adicional en su estruc-
tura base, en relacion a los a—aminoécidos)
los cuales mantienen la arquitectura anfi-
patica (85). Los B—péptidos y los peptoides
son significativamente resistentes a las pro-
teasas, o cual les otorga importantes ven-
tajas respecto de los péptidos a—helicoida-
les. No obstante son relativamente dificiles
de sintetizar y mas caros para producir en
grandes cantidades (86).

Los oligbmeros de tipo arilamida son
otra clase de moléculas anfifilicas que fue-
ron disenadas con la ayuda de simulacio-
nes por dinamica molecular, y que exhiben
un amplio espectro de actividad antimicro-
biana, con un mecanismo de accién que se
asemeja al de los péptidos antimicrobianos
nativos (87).

Los lipopéptidos son péptidos modifica-
dos por conjugaciéon con &cidos grasos de
diferentes longitudes. Se ha reportado que
la unién de acidos grasos a D,L-tetrapépti-
dos inertes por si mismos, los transforma en
compuestos antimicrobianos muy potentes
hacia varios microorganismos, incluyendo
cepas resistentes a los antibiéticos conven-
cionales (88).

Para mayor informacién sobre sintesis de
peptidomiméticos y aplicaciones se sugiere
consultar la bibliografia especifica que se
cita (89-92).

Bacteriocinas
Las bacteriocinas han sido definidas
como péptidos bioactivos, simples o com-
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plejos, sintetizados ribosomalmente y que
ejercen su accién de modo extracelular, inhi-
biendo tipicamente el crecimiento de bac-
terias préximas desde el punto de vista
taxonémico. Sin embargo, estudios mas
recientes han demostrado la existencia de
bacteriocinas que impiden la proliferacion
de otras bacterias Gram (+) no relacionadas
estrechamente desde un punto de vista taxo-
némico con la cepa productora (13-15, 18,
93-96), como asi también de algunas espe-
cies de bacterias Gram (-) (13, 15-17, 20,
94, 95, 97-102).

Las primeras bacteriocinas descriptas
fueron las colicinas (1925), producidas por
cepas de Escherichia coli. Las producidas
por bacterias &cido lacticas comenzaron a
estudiarse en 1928 (25), pero el mayor inte-
rés cientifico-tecnolégico por ellas data de
la década del 70, incrementandose notable-
mente desde los 90 hasta hoy, por su valor
potencial como biopreservadores alimen-
tarios. Esto es debido fundamentalmente
a que este grupo bacteriano ha recibido el
status de bacterias “seguras” o GRAS.

La bacteriocina descubierta en 1928 era
nisina, producida por cepas de Lactococ-
cus lactis subsp. lactis. En 1969 fue acep-
tada como segura para uso alimentario por
la FAO/WHO y méas tarde fue agregada a la
lista europea de aditivos alimentarios, con
la denominacion E324, y también aprobada
para uso alimentario por la FDA.

Como resultado del notable interés sus-
citado en el campo de la investigacion cien-
tifico-tecnolégica por este aspecto de las
bacterias lacticas, se han descrito cien-
tos de bacteriocinas producidas por cepas
seleccionadas de diversos origenes (alimen-
tos fermentados, materias primas alimenta-
rias, medio ambiente, starters artesanales

y comerciales, intestinos de animales, etc.)
(13-15, 19, 20, 95, 97, 99, 103-115).

Como ejemplos mas notables se pueden
citar nisina y lacticina 3147, ambas genera-
das por cepas del género Lactococcus; los
beneficios del uso de las cepas producto-
ras de estas dos bacteriocinas en la manu-
factura de quesos son destacados y han
sido muy bien documentados (116, 117).
De manera similar, pediocina PA1, produ-
cida por Pediococcus acidilactici, ha sido
utiizada en la elaboracion de embutidos
secos fermentados (26), y muchas bacterio-
cinas producidas por Lactobacillus han sido
empleadas en la produccion de embutidos y
de aceitunas fermentadas (118-120). Nisina
sigue siendo hasta hoy la Unica bacteriocina
aprobada para ser usada como biopreserva-
dor alimentario, a pesar de lo cual produc-
tos comerciales conteniendo pediocina PA1
y otros fermentados, son empleados actual-
mente por la industria alimentaria (16, 17).

Dado que algunas de estas sustancias
han demostrado poseer un amplio espectro
antibacteriano contra especies patégenas o
alterantes de alimentos, sumado a que son
generalmente inocuas para el consumidor,
pueden ser hidrolizadas en el tracto intesti-
nal humano, son resistentes al calentamiento,
activas a pH bajo, resistentes a la accion de
algunas enzimas y estables en los alimentos,
hace que las mismas presenten un gran inte-
rés para su utilizacién como “biopreservado-
res naturales” en la industria alimentaria. Ade-
mas, se ha tenido especialmente en cuenta
el hecho de que, tanto las bacterias lacticas
como los productos de su metabolismo, han
sido consumidos desde tiempos inmemoria-
les a través de la ingesta de alimentos fer-
mentados, asocidndoselos sblo muy rara-
mente a procesos patoldgicos (15, 18-20).
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La produccién de bacteriocinas por bac-
terias lacticas es un factor importante en la
accion inhibitoria frente a microorganismos
indeseables, ya sean alteradores o agentes
etiolégicos de enfermedades. Las principa-
les bacteriocinas caracterizadas proceden-
tes de bacterias lacticas son producidas
por cepas pertenecientes a los géneros
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Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Enterococ-
cus y Pediococcus.

En la Tabla 1 se detalla, a modo de ejem-
plo, un breve resumen de bacteriocinas
producidas por bacterias acido lacticas,
caracterizadas e identificadas con nombres
propios.

Tabla 2. Breve listado de bacteriocinas producidas por cepas de bacterias acido lcticas (extraido

de De Vuyst L.; Vandamme E., 1994) (15)

Microorganismo productor

Bacteriocina

Cepas de Lactococcus lactis subsp.
lactis

nisina A; nisina Z; lactostrepcina 1; lactostrepcinas 2 y 3; lac-
tostrepcina 4; Bac V, VI and VII; lacticina 481; dricina; lactococ-
cina DR

Cepas de Lactococcus lactis subsp.
diacetylactis

BacWM4; bacteriocina S50; lactocina O

Cepas de Lactococcus lactis subsp.
cremoris

diplococcina; lactostrepcina 5; Bac |, Il, Il y IV;
lactococcina A; lactococcina A, By M;
lactococcina G

Cepas de Lactobacillus acidophilus

lactocidina; acidophilina; acidolina; lactacina B;
lactacina F; bacteriocina M46; acidophilucina A;
acidocina 8912

Cepas de Lactobacillus brevis

lactobrevina; brevicina 37

Cepas de Lactobacillus casei

caseicina 80; caseicina LHS

Cepa de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

bulgaricana

Cepas de Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis

lactobacillina; lacticina A; lacticina B

Cepa de Lactobacillus fermentum

bacteriocina 466

Cepa de Lactobacillus gasseri

gassericina A

Cepas de Lactobacillus helveticus

lactocina 27; helveticina J; helveticina V-1829

Cepas de Lactobacillus plantarum

lactolina; plantaricina SIK-83; plantacina B; plantaricina A;
plantacina BN; plantaricina S; plantaricina 406

Cepa de Lactobacillus reuteri

reutericina 6

Cepas de Lactobacillus sake

sakacina A; lactocina S; sakacina P

Cepas de Carnobacterium piscicola

carnobacteriocina A, B1 y B2; piscicolina 61; carnocina Ul49

Cepas de Pediococcus acidilactici

pediocina AcH; pediocina PA-1; pediocina 1D; pediocina S1-1

Cepas de Pediococcus pentosaceus

pediocina A; pediocina N5p

Cepas de Leuconostoc mesenteroides

mesenterocina 5; mesentericina Y105; mesenterocina 52

Cepa de Leuconostoc paramesente-
roides

leuconocina S

Cepas de Streptococcus thermophilus

bacteriocina STB40; bacteriocina STB78; bacteriocina St10;
thermofilina 13

Cepas de Enterococcus faecalis

bacteriocina Bc-48; enterocina 226NWC
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Clasificacion de las bacteriocinas

Una de las clasificaciones méas acepta-
das para las bacteriocinas es la que pro-
puso Klaenhammer en 1993 (121), quien
define cuatro clases diferentes de bacterio-
cinas de bacterias lacticas, las que se deta-
llan a continuacion:

Clase I: lantibidticos, péptidos peque-
nos (menos de 5000 Da), como por ejemplo
nisina, lacticina 481 y lacticina S. Son ter-
moestables, con aminoacidos modificados,
de los cuales los méas comunes son dehi-
droalanina (DHA) y dehidrobutirina (DHB),
originados por deshidratacion postraduc-
cional de la serina y la treonina, respecti-
vamente. La condensaciéon de los residuos
DHA y DHB con el grupo sulfhidrilo de las
cisteinas presentes en la molécula, origina
los aminoacidos lantionina y pB-metil-lan-
tionina (122). Esta clase es, a su vez, sub-
dividida en lantibiéticos tipo Ay tipo B, de
acuerdo a sus estructuras quimicas y a sus
propiedades antimicrobianas. Ejemplos
caracteristicos de lantibiéticos de tipo A son
nisina y lacticina S, y de lantibiéticos de tipo
B, mersacidina y aconvenina (123).

Clase II: péptidos pequefios (menos de
10000 Da), termoestables, y sin aminoécidos
modificados en su estructura primaria. Se los
puede subdividir en cuatro subclases:

Subclase Il.: se caracterizan por ser par-
ticularmente activas frente al género Listeria.
Sus secuencias aminoacidicas muestran un
elevado grado de homologia (38-55%), que
es mucho més pronunciado en la parte N-
terminal de los péptidos, la cual es altamente
hidrofilica y catiénica (124). Todos los miem-
bros de esta subclase comparten la secuen-
cia consenso N-terminal <Y-G-N-G-V-X-
C>. Esta subclase se conoce como “familia
pediocina”, en alusién a la bacteriocina méas
estudiada de este grupo, la pediocina PA-1.

Subclase Il: contiene bacteriocinas
cuya actividad requiere de la accidon com-
plementaria de dos péptidos, como la lacto-
cocina G (125, 126).

Subclase Il : incluye a las bacteriocinas
de la clase Il que se transportan utilizando
un sistema sec—dependiente (por ejemplo,
enterocina P) (127).

Subclase Il : son las bacteriocinas de la
clase Il que, como sucede con la lactocina
A, no se pueden clasificar en ninguno de los
subgrupos anteriores. Algunos autores han
sugerido la creacién de otra subclase para
las bacteriocinas que requieren cisteinas
reducidas para su actividad, como la lacto-
cina B (128).

Clase IlI: proteinas termolébiles de peso
molecular superior a 30000 Da. (helveticina
J, helveticina V-1829, acidofilucina A, casei-
cina 80 y lactacinas Ay B), que no poseen
aminoacidos modificados en su estructura
primaria. Estas bacteriocinas son las que
poseen un menor interés industrial en la
actualidad.

Clase IV: bacteriocinas de estructura
compleja (plantaricina S, leuconocina S,
lactocina 27 y pediocina SJ-1), que junto a
su estructura peptidica parecen presentar
un componente glucidico o lipidico esencial
para su actividad biolégica. Sin embargo,
estas bacteriocinas complejas parecen
ser meros artefactos de laboratorio, ya
que cuando se purifican correctamente se
demuestra su naturaleza exclusivamente
peptidica (129).

No clasificables: grupo integrado por
aquellas que no se pueden clasificar en nin-
guna de las clases citadas, como por ejem-
plo la enterocina AS-48 (130), o las produci-
das por Enterococcus faecium L50 (131, 132).

En la actualidad, practicamente solo se
tienen en cuenta dos grupos de la clasifica-
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cion original de Klaenhammer (1993) (121),
en los que se relinen todas las bacterioci-
nas producidas por bacterias Gram (+): la
clase |, constituida por bacteriocinas con
modificacion postranslacional; y la clase II,
integrada por bacteriocinas no modificadas
(133, 134).

Estructura de las bacteriocinas

Las bacteriocinas de la clase | y Il (espe-
cialmente Il,) son las que han recibido mayor
atencion cientifica debido, en parte, a que
son las de mayor interés industrial. En gene-
ral se trata de péptidos catidnicos y anfipa-
ticos compuestos por entre 12 y 45 ami-
no&cidos. Sus moléculas no suelen estar
estructuradas en soluciones acuosas, pero
tienden a formar estructuras a-hélice cuando
se exponen a solventes como el ftrifluore-
tanol, o cuando se mezclan con membra-
nas compuestas por fosfolipidos aniénicos.
Algunas bacteriocinas poseen ciertas res-
tricciones estructurales debido a la presen-

Figura 4. Estructura primaria de la nisina
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cia de puente disulfuro (por ejemplo pedio-
cina PA-1) o anillos tioéter intramoleculares
(nisina). La estructura de diversos lantibioti-
cos ha sido elucidada mediante resonancia
magnética nuclear (123). La estructura tridi-
mensional de una bacteriocina de clase |l, la
leucocina A, se ha determinado también por
este método (135).

Las bacteriocinas de la subclase Il
poseen una carga positiva neta y sus
secuencias de aminoacidos oscilan desde
37 a 48 residuos. Todos los miembros de
esta subclase comparten la secuencia con-
senso N-terminal <Y-G-N-G-V—(x)-C(X),-
c—(X)-v—(x),-A>, donde X denota cualquier
amino&cido (136). Su dominio C—terminal
suele ser méas variable, con caracteristicas
hidrofobicas o anfifilicas.

En las Figuras 1y 2 se muestran, a modo
de ejemplos, la estructura primaria de la
nisina y la estructura tridimensional pro-
puesta para la pediocina en presencia de
micelas lipidicas.

Ala-S-Ala representa al anillo de lantionina, Abu-S-Ala representa al anillo de B-metil-lantionina y los aminoécidos
deshidratados se indican como: Dha (dehidroalanina) y Dhb (dehidrobutirina) [extraido de Cotter et al., 2005 (133);
Cheigh et al., 2005 (219)].
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Figura 5. Estructura tridimensional de sakacina P en micelas lipidicas

La estructura fue determinada mediante espectroscopia RMN (extraido de Uteng et al., 2003) (220).

Biosintesis de bacteriocinas

La mayoria de las bacteriocinas son sin-
tetizadas como prepéptidos biolégicamente
inactivos que transportan un péptido senal
N-terminal, de entre 14 y 30 aminoacidos
(137), que esta unido al propéptido C—ter-
minal. Para los lantibiéticos, los residuos de
serina, treonina y cisteina en su propéptido,
experimentan modificaciones post-traduc-
cionales extensivas para formar lantionina
y metil-lantionina. La via biosintética ocu-
rre segun el siguiente esquema: formacion
del prepéptido, reacciones de modificacion,
clivaje proteolitico del péptido lider (puede
ocurrir antes, durante o luego de su expor-
tacion de la célula) y translocacion del pre-
péptido modificado o propéptido maduro a
través de la membrana citoplasmatica.

Las bacteriocinas de clase Il son sin-
tetizadas como prepéptidos que poseen
una secuencia sefal N-terminal y un sitio
de procesamiento proteolitico doble gli-
cina caracteristico, que se encuentra en el
extremo C—terminal del péptido sefal (138,
139). Luego de la formacién del prepéptido,

el péptido lider es removido concomitante-
mente a su exportacion fuera de la célula a
través del transportador ABC dedicado y su
proteina accesoria (137, 140). Por otro lado,
las bacteriocinas de la clase Il (acidocina
B, enterocina 31, divergicina A, enterocina
P), poseen una secuencia sefal N-termi-
nal tipica del tipo “sec”, y son procesadas
y secretadas a través de la via secretoria
general (127,141-143).

Se han propuesto varias funciones que
ejerceria el péptido lider. Este serviria como
sitio de reconocimiento que dirige al pre-
péptido hacia su maduracién y hacia las
proteinas de transporte; ademas, protege a
la cepa productora manteniendo a la bac-
teriocina en un estado inactivo e interac-
tla con el dominio propeptidico para ase-
gurar una adecuada conformacion, la cual
es esencial para la interacciéon enzima-sus-
trato (144, 145).

Los determinantes genéticos de la biosin-
tesis de una bacteriocina se pueden locali-
zar a nivel plasmidico o cromosomico (146).
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Ademas, pueden residir en transposones
insertados de forma estable en el genoforo
de las células hospedadoras, como sucede
en el caso de la nisina (147).

La produccién de muchos lantibiéticos y
de algunas bacteriocinas de la clase Il esta
regulada transcripcionalmente mediante
un sistema de transduccion de sefal que
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consta de tres componentes, como se
observa en los diagramas esquematicos
representados en las Figuras 3y 4:

* una proteina histidin-quinasa unida a la
membrana celular (HPK);

* un regulador de respuesta citoplasma-
tico (RR);

* un péptido inductor (137,148, 149).

Figura 6. Diagrama esquematico de la biosintesis de lantibiticos
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(1) formacion de la prebacteriocina; (2) la prebacteriocina es modificada por LanB y LanC, translocada a través
del transportador ABC dedicado LanT y procesado por LanP resultando en la liberacion de la bacteriocina madura;
(3) la proteina histidin-quinasa (HPK) sensa la presencia de la bacteriocina y se autofosforila; (4) el grupo fosforil es
subsecuentemente transferido al regulador de respuesta (RR); (5) RR activa la transcripcion de los genes regulados; y
(6) inmunidad del productor mediada por proteinas de inmunidad, Lanl, y proteinas del transportador ABC dedicado,

LanFEG (extraido de Chen y Hoover, 2003) (221).
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Figura 7. Diagrama esquematico de la biosintesis de las bacteriocinas de clase Il
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(1) formacién de la prebacteriocina y del prepéptido del factor de induccion (IF); (2) la prebacteriocina y el pre-
IF son procesados y translocados por el transportador ABC, desembocando en la liberacion del IF y la bacteriocina
maduros; (3) la proteina histidin-quinasa (HPK) sensa la presencia del IF y se autofosforila; (4) el grupo fosforilo (P) es
transferido subsecuentemente al regulador de respuesta (RR); (5) RR activa la transcripcion de los genes regulados;
y (6) inmunidad del productor (extraido de Chen'y Hoover, 2003) (221).

Actualmente se sabe que una misma
cepa de origen natural puede producir mas
de una bacteriocina, fenotipo que parece
relativamente comun entre las bacterias
lacticas bacteriocinogénicas (137). En este
sentido, se han aislado diversas cepas
(Lactobacillus plantarum C11, Carnobacte-
rium piscicola LV17B, C. piscicola VI 'y Ente-
rococcus faecium T136), capaces de pro-
ducir mas de una bacteriocina de la clase
Il (150-153).

Mecanismo de accién de las bacterio-
cinas sobre las bacterias blanco

En general, la accion antimicrobiana de
las bacteriocinas se debe a la desestabili-

zacion funcional de las membranas citopla-
maticas de las células sensibles o blanco.
Las bacteriocinas actlan sobre sus dianas
primarias, las membranas, a través de dife-
rentes mecanismos, que ya han sido descri-
tos en “Mecanismos de accion”.

Una alternativa a estos mecanismos ha
sido enunciada por Ramakrishnan et al.
en 2012 (154). Segun estos investigado-
res puede darse un efecto sinérgico com-
binado entre lipasas y enterocinas pro-
ducidas por cepas de enterococos muy
lipoliticas, efecto que resulta letal frente a
bacterias Gram (-). Mediante estudios apli-
cando microscopia electrénica de barrido,
determinaron que las lipasas degradan
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la capa externa de lipopolisacaridos de la
pared celular Gram (=), generando poros a
través de los cuales las enterocinas pueden
llegar hasta la membrana citoplasmaética,
produciendo luego la muerte celular como
lo hacen frente a bacterias Gram (+).

Este mecanismo de accién explica los
resultados de muchas investigaciones que
han probado la eficacia bactericida de ente-
rocinas cuando actdan individualmente
contra bacterias Gram (-) tales como ente-
robacterias, V. cholerae, Pseudomonas, etc.
(94, 96, 98, 100, 102, 155, 156).

Propiedades bioquimicas de las bacte-
riocinas

* Tolerancia de las bacteriocinas al
calor, la acidez y las enzimas

Las bacteriocinas de bacterias lacticas
presentan una serie de propiedades bio-
quimicas comunes, como lo son la sensi-
bilidad a la accién de enzimas proteoliticas
y la tolerancia a elevadas temperaturas y a
bajos valores de pH.

La termotolerancia de las bacteriocinas
de bacterias lacticas de mayor interés tec-
nolégico es generalmente elevada (157-
161). La nisina purificada, por ejemplo, se
caracteriza por su elevada termoestabilidad
(100 °C durante 10 minutos) a pH 2,0 (162).
Esta caracteristica parece estar relacionada
con su estructura molecular, normalmente
compuesta por péptidos pequefios que no
presentan estructura terciaria.

Otras bacteriocinas, en su mayor parte
producidas por lactobacilos, son termola-
biles; las mismas poseen un mayor peso
molecular y probablemente una estructura
molecular mas compleja.

La termoestabilidad de las bacteriocinas
esta intimamente relacionada con el pH, y
se han descrito numerosas bacteriocinas
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que son mas termorresistentes a pH acido
(131, 163, 164).

La termorresistencia generalizada de las
bacteriocinas permite que permanezcan
activas después de tratamientos térmicos
equivalentes a la pasteurizacion de la leche
(63°C 30 min; 72°C 15 s), lo que supone
una ventaja adicional para su utilizacién en
productos pasteurizados (97).

Las bacteriocinas de bacterias lacticas
son generalmente estables a pH acido o
neutro (97, 156, 160, 161). La maxima solu-
bilidad y estabilidad de la nisina se logra
a pH 2,0, y se inactiva reversiblemente a
pH 7,0 (162). Sin embargo, la mayoria de
las bacteriocinas son activas en un amplio
rango de pH, generalmente entre 3,0 y 9,0
(165). También se ha descrito tolerancia a
valores de pH extremos, entre 1,0y 2,0 y
entre 11,0y 12,0 (108, 166).

Debido a su naturaleza proteica, todas
las bacteriocinas se inactivan por una o mas
enzimas proteoliticas, incluyendo aquellas
de origen pancreatico (tripsina y a—quimo-
tripsina), y algunas de origen gastrico (pep-
sina). Esta caracteristica es bastante inte-
resante con respecto a la utilizacion de
bacteriocinas en productos alimentarios,
puesto que serfan inactivadas durante su
paso por el tracto gastrointestinal, sin ser
absorbidas como compuestos activos y sin
causar los riesgos relacionados con el uso
de antibidticos (167).

La nisina puede ser inactivada por a—
quimotripsina (168), por pancreatina y por
determinadas enzimas especificas o nisina-
sas (169), pero no lo es por tripsina, pep-
sina, erepsina, elastasa y carboxipeptidasa
A (170).

Se han descrito otras bacteriocinas sen-
sibles a enzimas no proteoliticas, que se
inactivan por lipasas y a—amilasa (171-
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173). Estas observaciones indican que la
zona activa de estas bacteriocinas presenta
una composicién heterogénea (121).

Actualmente se acepta que la pronasa E 'y
la proteinasa K, proteasas de amplio espec-
tro, inhiben totalmente la actividad antimi-
crobiana de cualquier bacteriocina. Por ello
es que durante los ensayos de screening es
esencial su utilizacién para confirmar el ori-
gen proteico del inhibidor (20).

* Estabilidad

La estabilidad de las bacteriocinas dismi-
nuye a medida que aumenta su purificacién
(174-176). La adicion de sero—albimina
bovina protege de la pérdida excesiva de
actividad experimentada por algunas bacte-
riocinas durante su purificacion.

Influencia de factores exdgenos en la
bacteriocinogénesis

La biosintesis de bacteriocinas ocurre en
la fase logaritmica del desarrollo bacteriano
o al final de la misma, y en la mayoria de los
casos guarda relacion con la biomasa pro-
ducida (97), si bien la produccion maxima en
los medios de cultivo puede ocurrir en dife-
rentes fases del ciclo de crecimiento (13).

Algunos investigadores han senalado
que ciertos componentes especificos del
medio de cultivo interfieren sensiblemente
en la produccion de alguna bacteriocina
individual. Asi, varios trabajos indican la
necesidad de algunos nutrientes, como
extracto de levadura, aminoacidos, manga-
neso y manitol, para aumentar, disminuir o
suprimir la produccién de diversas bacterio-
cinas (176-179).

Las variaciones de las condiciones de
cultivo, como por ejemplo temperatura,
tiempo y pH, ejercen un profundo efecto

en la producciéon de bacteriocinas activas.
Generalmente, se produce mas bacterio-
cina cuando la cepa productora se cultiva
a su temperatura optima de crecimiento vy,
ademas, cuando el pH se mantiene cons-
tante (13). Aquellas condiciones que favo-
rezcan la alta densidad celular permitiran,
de igual modo, un aumento en el rendi-
miento de bacteriocina. Es por ello que la
utilizaciéon de fermentadores, especial-
mente del tipo batch y batch alimentado,
que admiten realizar controles constantes
de temperatura, pH y agregado de nutrien-
tes, conduce a la optimizacién de las condi-
ciones experimentales que posibilitan obte-
ner una maxima densidad celular y, por lo
tanto, un maximo titulo bacteriocinogénico.
El desarrollo de la cepa productora a tem-
peraturas elevadas puede suprimir comple-
tamente la produccion de bacteriocina (176,
180), y algunas veces eliminar irreversible-
mente esta propiedad (180, 181). Schle-
gel y Slade (1973) (182) demostraron que
la produccién de estreptocina es maxima
en la fase logaritmica, descendiendo algo
cuando el cultivo entra en la fase estacio-
naria. Por otro lado, Tagg et al. (1976) (13)
observaron que la produccion de estrep-
tocina A se inicia al final de la fase logarit-
mica del desarrollo de la cepa productora,
y que dicha actividad disminuye lentamente
tras un periodo de incubacién prolongado.
Otras investigaciones también han descrito
pérdidas sustanciales en la actividad de las
bacteriocinas de cultivos incubados durante
mucho tiempo. Este efecto puede deberse
a la existencia de inactivadores especificos
de las mismas, o bien a la digestion enzi-
matica o a la reabsorcion de la bacteriocina
por la cepa productora, especialmente en
su membrana celular (13).
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Aplicaciones de péptidos antimicrobia-
nos

* Potenciales aplicaciones terapéuticas

Las expectativas en las aplicaciones cli-
nicas de los PAs y miméticos radican en su
amplio espectro de actividad bactericida,
rapida accion y baja tendencia para desa-
rrollar resistencia.

Pueden ser usados como Unico antimi-
crobiano, en combinacion con otros anti-
bidticos actuando en forma sinérgica, como
compuestos neutralizantes de endotoxinas
0 como inmunomoduladores (5).

Aunque la potencia de los PAs contra los
organismos patdbgenos mas susceptibles
normalmente es menor que la de los anti-
biéticos convencionales, una de las mayo-
res fortalezas de los PAs es su habilidad
para destruir bacterias multirresistentes, a
concentraciones similares.

El uso de péptidos actuando en forma
sinérgica con otros péptidos y antibidticos
convencionales podria contribuir a superar
algunas de las barreras que las bacterias
resistentes han creado contra los antibioti-
cos actuales.

En el caso de los pacientes con fibrosis
cistica, mas del 90% de las infecciones pul-
monares son ocasionadas por Pseudomo-
nas aeruginosa. Estudios in vivo utilizando
un modelo de infeccidn pulmonar crénica
en rata, han demostrado que péptidos
pequenos inhiben el crecimiento de bacte-
rias como Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina y Pseudomonas aeruginosa
multirresistente (183).

La produccién de PAs y miméticos
en escala industrial se puede realizar
empleando técnicas de ADN recombinante
o sintesis quimica en soluciéon y/o en fase
solida. Sin embargo, su produccién no es
aun econdmicamente competitiva, como lo

es la de la mayoria de los antibiéticos con-
vencionales.

A continuaciéon se presentan algunos
ejemplos de antimicrobianos peptidicos que
se estan desarrollando, y los que reciente-
mente han sido aprobados por la FDA.

Empresas tales como Magainin Pharma-
ceuticals (http: www.genaera.com), Micro-
logix (Migenix, http: www.migenix.com) e
Intrabiotics  (http:  www.intrabiotics.com),
disefaron PAs que difieren de los nature-
les en solamente pocos aminoacidos. Uno
de éstos fue pexiganan (MSI-78), un pép-
tido sintético derivado de magainina-2,
que es uno de los PAs mejor investigados
en términos de desarrollo de un farmaco,
y que originalmente fue aislado de la piel
del Xenopus laevis. Se emplea en el trata-
miento de infecciones de Ulceras de pie dia-
bético, leves a moderadas, en forma tdpica.
Estudios por RMN (Resonancia Magnética
Nuclear) revelaron que el péptido forma una
estructura helicoidal dimérica antiparalela
en micelas y bicapas, que seria la forma en
la que se inserta en la membrana (184).

A pesar de que los ensayos clinicos de
Fase Ill probaron que pexiganan fue efi-
ciente en la reparacion de heridas, no fue
aprobado por la FDA.

Un péptido sintético correspondiente a la
region N-terminal de lactoferrina e identifi-
cado como hLF1-11(GRRRRSVQWCA), pre-
senta un amplio espectro de actividad que
incluye bacterias y hongos, siendo también
efectivo contra Staphylococcus aureus resis-
tente a la meticilina, cepas de Acinetobacter
baumannii multirresistentes y Candida albi-
cans resistente al fluconazol. La seguridad
y tolerabilidad de hLF1-11 fue probada en
voluntarios sanos y en receptores de tras-
plante de células madre hematopoyéticas,
con muy buenos resultados (185, 186).
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Este derivado de lactoferrina esté siendo
desarrollado por la empresa AM—Pharma.

Un nuevo farmaco sintético derivado de
la indolicina bovina, conocido como Omi-
ganan (o MX-226) fue desarrollado por la
empresa Migenex para la prevencion de la
contaminacion de catéteres. En un estu-
dio completo de Fase lll, MX-226 demostro
reducir en un 49 % las infecciones locales
de catéteres. Luego de extensivos estudios
se ha visto que Omiganan no induce resis-
tencia.

Plectasina (Novozymes Inc., http: www.
novozymes.com) es un nuevo PA con
potencial terapéutico, una defensina aislada
del hongo Pseudoplectania nigrella, que
actla uniéndose al lipido II, precursor de la
pared celular bacteriana. Se lo produce en
forma recombinante y ha demostrado su uti-
lidad en modelos animales de peritonitis y
neumonia (187).

En lo referente a lipopéptidos, Daptomi-
cina (Cubicin ®) fue aprobada por la FDA en
el 2003, y se trata de un lipopéptido ciclico
y del primero en su tipo que se aplico en la
clinica. Esta indicado para el tratamiento de
infecciones de piel producidas por bacterias
Gram (+) resistentes a los antibiéticos con-
vencionales, y para bacteriemia producida
por Staphylococcus aureus. Pertenece a la
familia de los péptidos naturales no riboso-
males, y es un producto de fermentacion de
Streptomyces roseosporus (188).

Telavancina (Vibativ®) es un lipoglico-
péptido, derivado sintético de vancomicina.
Este farmaco fue aprobado por la FDA en el
ano 2009 para el tratamiento de infecciones
de piel complicadas. En el corriente ano se
aprobd su uso en pacientes hospitalizados
con neumonia bacteriana (189).

Oritavancina (The Medicines Company)
es también un lipoglicopéptido semisin-

tético que se encuentra en evaluacion en
ensayos clinicos de Fase Il para el trata-
miento de infecciones bacterianas de piel
producidas por Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (190).

Un aspecto muy novedoso y de reciente
aparicion en la literatura especializada es el
uso de algunas bacteriocinas, especffica-
mente los lantibiéticos, como agentes tera-
péuticos.

Aproximadamente 50 lantibidticos se han
descrito desde 1928, ano en que se descu-
brid el primero de ellos, la nisina. Los lanti-
bidticos son conocidos por ser agentes anti-
bidticos potentes, pero los intentos para
investigar su utilidad como agentes terapéu-
ticos han encontrado el inconveniente cau-
sado por la incapacidad de producir canti-
dades suficientes de cualquiera de estas
moléculas puras como para poder probar-
las en el tratamiento de enfermedades infec-
ciosas. Métodos de fermentacion estandar,
tales como los utilizados para hacer una
variedad de otros antibioticos, por lo general
dan como resultado la producciéon de can-
tidades s6lo minimas de lantibi¢ticos. En el
caso de la nisina, en que sf se logran obte-
ner cantidades relativamente importantes,
su estructura quimica Unica ha impedido
alcanzar la purificacion necesaria requerida
para los ensayos clinicos.

MU1140 es un lantibiético que ha demos-
trado actividad contra una amplia varie-
dad de enfermedades (tipicas infecciones
intra—hospitalarias) causadas por bacterias
Gram (+), incluyendo a S. aureus metici-
lino-resistentes, enterococos vancomicina—
resistentes, Clostridium difficile, Mycobacte-
rium tuberculosis y también contra el antrax.
La empresa Oragenics ha llevado a cabo
extensas pruebas preclinicas con MU1140,
que han demostrado un novedoso meca-
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nismo de accion de la molécula. Con el fin
de poder producir cantidades suficientes
para los ensayos clinicos y para su poten-
cial comercializacién, la empresa tiene la
intencion de utilizar una version sintética de
MU1140, conocida como MU1140-S (http://
www.oragenics.com/lantibiotics/mu1140).

Por otra parte, el lantibético denominado
NAI-107, activo contra bacterias Gram (+)
tales como cepas de S. aureus resisten-
tes a la meticilina y cepas de enterococos
resistentes a la vancomicina, presenta una
rapida actividad bactericida in vitro. Pero
ademas de ello, actualmente ha sido con-
firmada su eficacia en varios modelos de
infecciones experimentales inducidas por
patdgenos Gram (+) (191).

En 2011, la empresa Novacta Biosystems
comenzd ensayos clinicos en fase | con
voluntarios sanos, de un nuevo antibidtico
para tratar infecciones hospitalarias cau-
sadas por C. difficile. El nuevo compuesto,
denominado NVB302, ha resultado efectivo
contra todas las cepas ensayadas de esta
bacteria, sin causar efectos adversos sobre
la microbiota intestinal normal de los volun-
tarios. C. difficile causa infecciones intra-
hospitalarias que provocan diarreas graves
y que pueden ser potencialmente morta-
les, sobre todo para las personas mayores.
Pocos antibiéticos actualmente disponibles
son eficaces contra la infeccién por C. diffi-
cile, y la resistencia a los mismos es una
amenaza cada vez mayor.

NVB302 se estad probando actualmente
para determinar su seguridad y tolerabilidad
en voluntarios sanos. Es un lantibiético de
tipo B, los que han mostrado un gran poten-
cial para el tratamiento de infecciones tales
como las causadas por C. difficile o por S.
aureus meticilino-resistentes. Sin embargo,
la quimica meédica convencional no ha sido
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aun capaz de optimizar la estructura de estos
compuestos de origen natural de modo de
alcanzar el potencial necesario para tratar
estas enfermedades a nivel humano.
Tecnologias patentadas por la empresa
Novacta han permitido la manipulacion
estructural y la optimizacion de la actividad
antibiética de los lantibidticos, para tratar de
alcanzar el méximo potencial de esta nove-
dosa clase de compuestos, aln sin explo-
rar (http://www.wellcome.ac.uk/News/2011/
News/WTVM053339.htm).

Aplicaciones de las bacteriocinas en
tecnologias alimentarias

El interés cientifico-tecnoldgico actual
por las bacteriocinas de bacterias lacticas
como bioconservantes alimentarios se debe
a tres caracteristicas fundamentales: en pri-
mer lugar, y como ya se ha dicho, son sus-
tancias producidas por microorganismos
que gozan del status de GRAS; en segundo
lugar, a que debido a su naturaleza pepti-
dica son degradadas e inactivadas enzima-
ticamente en el tracto digestivo, por lo que
no originan disbiosis intestinales ni trastor-
nos de tipo alérgico; y finalmente, a que la
mayor parte de las bacteriocinas de interés
industrial tienen un espectro antimicrobiano
bastante amplio y actlan sinérgicamente
con otros sistemas de conservacion.

Esta Ultima caracteristica es particular-
mente relevante desde un punto de vista
practico. Frecuentemente se ha observado
que la aplicacién de bacteriocinas en siste-
mas alimentarios provoca reducciones tipi-
cas de entre 1y 4 ciclos logaritmicos en las
poblaciones de los microorganismos sen-
sibles (192, 193). Aunque estos niveles de
inhibicién pueden considerarse inacepta-
bles como método de conservacion Unico
0 primario, resultarfan muy Utiles como fac-
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tor de seguridad adicional en un sistema de
barreras (194). La accion sinérgica de las
bacteriocinas con otras barreras (tempera-
tura, atmdsferas modificadas, NaCl, altas
presiones, nitratos, etc.), podria contribuir
tanto a la obtencién de alimentos con una
calidad higiénica 6ptima, como a una reduc-
cion en las concentraciones de ciertos aditi-
vos quimicos o en la intensidad de algunos
tratamientos tecnoldgicos (195-197).

La adopcién de un sistema de barreras
es especialmente recomendable para evitar
la presencia en los alimentos de microor-
ganismos que, como Listeria monocytoge-
nes, son dificiles de erradicar por medio de
sistemas de conservacion clasicos como la
acidificacion o la refrigeracion.

Nisina se comercializd por primera vez
en Inglaterra, en 1953, y actualmente es un
producto ampliamente disponible bajo el
nombre comercial de Nisaplin TM, produ-
cida por la empresa Danisco (Dinamarca),
asf como bajo la forma de otras prepara-
ciones comerciales de menor difusién. Su
empleo esté aceptado en méas de 50 pai-
ses, existiendo notables diferencias en
cuanto a qué alimentos y en qué concentra-
ciones puede anadirse (198).

Si bien nisina sigue siendo la Unica bac-
teriocina aprobada para su uso como bio-
preservador alimentario, existen otros pro-
ductos como el denominado Alta 2341®
(Kerry Bioscience Carrigaline, Co. Cork,
Ireland), que contiene pediocina PA-1, vy
otros fermentados que se comercializan
y se emplean en la industria alimentaria.
En Estados Unidos se ha aprobado el uso
como ingrediente alimentario de este fer-
mentado Alta 2341®, y a pesar de que la
presencia de la bacteriocina es el hecho
mas remarcado publicitariamente, el pro-

ducto no esta sujeto a las restricciones de
los aditivos alimentarios al comercializarse
en forma de fermentado.

Actualmente existen también algunas
patentes europeas y estadounidenses que
protegen el empleo de la pediocina PA-1
en productos lacteos (199) y céarnicos (200,
201).

Por otra parte, las empresas dedicadas a
la produccion y distribucion mundial de cul-
tivos iniciadores para la elaboracion de ali-
mentos lacteos, carnicos y vegetales fer-
mentados, ofrecen una amplia variedad de
estos fermentos que contienen cepas de
bacterias &cido lacticas capaces de produ-
cir diferentes bacteriocinas in situ durante el
proceso de fermentacion. De igual modo,
se ofrecen fermentos adjuntos o secunda-
rios, constituidos por cepas de bacterias
lacticas que no participan del proceso fer-
mentativo de las materias primas alimenta-
rias, sino que sélo se encargan de produ-
cir distintas bacteriocinas in situ. También
existe en el mercado mundial la disponibi-
lidad de cultivos bioprotectores, los cuales
se utilizan para hacer tratamientos superfi-
ciales de alimentos no fermentados, y cuya
Unica funcion es la biopreservacion de estos
alimentos por bacteriocinogénesis (17).

Formas de aplicacion

Existen tres estrategias principales para
la aplicacion de las bacteriocinas en la con-
servacion de los alimentos (197, 202-205):

— Inoculacién del alimento con la bacteria
l4ctica, la cual produce la bacteriocina in situ.

— Empleo de un medio previamente fer-
mentado con una cepa bacteriocinogénica
como ingrediente alimentario.

— Adicién de la bacteriocina purificada o
semipurificada.
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Tendencias actuales y futuras del

empleo de bacteriocinas en tecnolo-

gias alimentarias

Para eliminar o reducir los factores antes
expuestos, se aplican las estrategias que se
detallan a continuacion:

Combinacién de bacteriocinas

Se ha observado que una combinacién
de sakacina A y nisina A inhibe el creci-
miento de L. monocytogenes de una forma
mas intensa que cualquiera de las dos bac-
teriocinas por separado (204). De forma
similar, Hanlin et a/. (1993) (206) demostra-
ron la mayor actividad de una combinacién
de nisina A y pediocina PA-1 cuando se la
comparaba con ambas bacteriocinas por
separado. Mulet-Powell et al. (1998) (207)
también han demostrado el efecto sinérgico
de diversas combinaciones de bacterioci-
nas pertenecientes a clases distintas.

Ingenieria proteica y sintesis quimica

Con estrategias de ingenierfa proteica se
puede introducir un gran nimero de modifi-
caciones en las moléculas de bacteriocinas
(208-210). Esto ha abierto la posibilidad de
producir variantes de bacteriocinas con pro-
piedades ventajosas, como una mayor acti-
vidad biolégica, un mayor espectro de inhibi-
cién o una mejor estabilidad y/o solubilidad.

Alternativamente, y dado que la mayoria
de las bacteriocinas de las bacterias lacti-
cas son péptidos de pequefo tamano, tam-
bién se pueden obtener variantes de bacte-
riocinas de composicién conocida mediante
los procedimientos de sintesis quimica de
péptidos (211, 212).

Produccién heteréloga
Se dedica mucha atencion a la produc-
cién heteréloga de bacteriocinas de interés
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tecnolégico, por parte de bacterias lacticas
no bacteriocinogénicas pero bien adapta-
das al alimento en el que se desea aplicar.
Por ejemplo, los pediococos son microor-
ganismos normalmente asociados con pro-
ductos vegetales y carnicos. Algunas cepas
de Pediococcus acidilactici  producen
pediocina PA-1. Sin embargo, los pedio-
cocos estan escasamente adaptados para
la colonizacion de alimentos en los que no
residen de forma natural (213). Por lo tanto,
no son los candidatos ideales para contro-
lar el crecimiento de L. monocytogenes en
leche y productos lacteos.

En este contexto, se han obtenido cepas
de Lactococcus lactis, un microorganismo
bien adaptado a los ambientes lacteos, que
producen pediocina PA-1 u otras bacterioci-
nas de la clase Il (214-216). Adicionalmente,
se han desarrollado cepas de lactococos
capaces de producir heterdlogamente nisina
Ay pediocina PA-1 (217). Finalmente, tam-
bién se han desarrollado cepas de levaduras
que producen pediocina PA-1 (218). En este
caso, el objetivo es la inhibicion de las bac-
terias lacticas alterantes del vino y de otras
bebidas alcohdlicas obtenidas mediante
procesos fermentativos.

Conclusiones

Los péptidos antimicrobianos son molé-
culas estructuralmente diversas cuyas
caracteristicas los ubican como una actual
y potencial alternativa para combatir infec-
ciones causadas por patdégenos resistentes
a los antibidticos convencionales.

Por otra parte, algunos de ellos tales como
las bacteriocinas, representan una nueva
fuente de preservadores naturales a utilizar
en tecnologias alimentarias avanzadas.
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