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1 RESUMEN

Con la aparicion de las resistencias a los antibidticos surge la necesidad de crear nuevas
opciones terapéuticas que nos permitan afrontar las infecciones antimicrobianas. Estas
resistencias han aparecido como consecuencia de un uso inadecuado de los antibidticos, ya
gue esto favorece que las bacterias desarrollen los mecanismos de resistencias que les
permiten “huir” de los antibioticos.

La Biologia Estructural es una rama de la ciencia que permite el estudio de macromoléculas,
sobre todo de proteinas, que nos ha servido para el desarrollo de nuevos antibidticos. Ha
permitido el estudio de los mecanismos de resistencias de las bacterias, disefiar nuevos
antibidticos, conocer la posible diana terapéutica y caracterizar la interaccion de la diana con
el antimicrobiano.

Las técnicas que se usan en la Biologia Estructural son la Criomicroscopia Electroénica, la
Difraccion de Rayos X y la Resonancia Magnética Nuclear.

Entre los nuevos antibidticos caracterizados por los métodos de Biologia Estructural que se
estan se utilizando en terapéutica tenemos la Daptomicina y la Dalbavancina. Incluimos otro
antibidtico, la plectasina, que estd en investigacion y los resultados demuestran una gran
eficacia terapéutica y ademas otras posibles indicaciones como inmunosupresor o antiviral.

Palabras clave: Resistencia a Antibidticos, Antibidticos peptidicos, Biologia Estructural,
Daptomicina, Dalbavancina, Plectasina.

2 INTRODUCCION

En las Ultimas décadas se ha observado un aumento de las resistencias de los microorganismos
a los antibidticos. El abuso en su consumo ha permitido que surjan cepas con mecanismos de
resistencia que, en muchas ocasiones nos dejan practicamente e Doner 72—

sin alternativas para el tratamiento de las infecciones (1) =X/ - b,
La principal causa de la aparicién de las resistencias es el \ﬁwbﬁ@ o Nuesik

consumo de antibidticos. Es algo inevitable pero se puede = <4==%4 J paccts
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resstant. Gene goes

minimizar con el uso racional de los mismos. Las bacterias = e = R

tienen la capacidad de desarrollar mecanismos para sobrevivir / [ “,-;kmﬁmm
al ataque de los antibidticos y, ademds, intercambian esta Eﬁm“/ ‘ &:3
informacién muy facilmente entre ellas (2) X .

De esta manera surgen las bacterias multi-farmaco-resistentes — N

(MDR) y extremadamente-farmaco-resistentes (XDR), las
cuales tienen un impacto significativo sobre la mortalidad, la
estancia hospitalaria y los costes asociados. Las bacterias
multirresistentes mds problematicas se engloban en las
bacterias ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacterias) y las BLEE organismos productores de beta-lactamasas de amplio espectro,
Enterobacter y Escherichia coli) (3). Hay que mencionar dos bacterias mas que estan
empezando a ser un problema, son Neisseria gonorrhoeae y Mycobacterium tuberculosis ya
gue cada vez presentan mas resistencias y se estan empezando a considerar un problema.

Figura 1. Formas de
intercambiar la informacion
entre las bacterias (2).
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El problema de que surjan estas cepas resistentes hace que los tratamientos dejen de ser
eficaces transmitiéndose de unos individuos a otros aumentando el nimero de infecciones
producidas por estas cepas, siendo infecciones dificiles de resolver o incluso sin disponer de
un tratamiento alternativo (4).

Para poder afrontar este problema, en Espaifia se ha creado el Plan Nacional frente a la
Resistencia a los Antibidticos. Este plan plantea dos estrategias para abordar el problema:
reducir el consumo de antibidticos y disminuir la necesidad de utilizar antibioticos en medicina
humana y veterinaria (5).

Una de las estrategias que se sigue es fomentar el desarrollo y la investigacién de nuevos
antibidticos. Una de las formas de desarrollo es la Biologia Estructural. La Biologia Estructural
aborda el problema de las resistencias a nivel molecular estudia las proteinas que intervienen
en procesos metabdlicos y fisioldgicos, para modificar asi las actividades vitales para la
bacteria (6).

Por tanto, la resistencia a los antibidticos es un problema que va en aumento y que se
pretende abordar con distintas estrategias, en Espafia esas estrategias estan recogidas en el
Plan Nacional frente a la Resistencia a los Antibiodticos. La Biologia Estructural es una rama de
la biologia que va a ser usada para poder desarrollar nuevos antibidticos.

3 OBIJETIVOS

Revisidn bibliografica sobre el disefio de nuevos antibidticos basandonos en su estructura
molecular como estrategia para abordar las resistencias a los antibioticos.

4 MATERIALY METODOS.

En la realizacion de este trabajo se ha llevado a cabo una revisidn bibliografica de articulos y
estudios disponibles en bases de datos como PubMed, Elsevier, Protein Data Bank (PDB),
Google, Google Academy, entre otras; utilizando palabras clave como “antibiotic peptidic”,
“Biologia Estructural”. También se han consultado datos de bases oficiales como el Centro de
Informacién de Medicamentos (CIMA).

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Biologia Estructural

La Biologia Estructural es una rama de la biologia molecular, la bioquimica y la biofisica, que
estudia la estructura de macromoléculas bioldgicas, especialmente proteinas y acidos
nucleicos, y como afectan las alteraciones de dicha estructura en sus funciones bioquimicas
(7). Es la region del estudio bioldgico que corresponde a las estructuras que no se pueden
observar por medio de instrumentos épticos del rango visible (6).

Las técnicas mas usadas en la Biologia Estructural son la Microscopia Electrénica, la
Cristalografia de Rayos X y la Resonancia Magnética Nuclear. Estas técnicas estan basadas en
principios fisicos que nos van a permitir deducir la estructura de las macromoléculas y
desarrollar nuevos farmacos a partir de ellas. Son técnicas complementarias que aportan
diferentes visiones de los objetos por las limitaciones que tienen cada una de ellas.
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5.2 Técnicas de Biologia Estructural

La Microscopia Electrénica consiste en la reconstruccién tridimensional de las moléculas a
partir de imagenes de las mismas con orientaciones diversas proporcionando un modelo fiable
en 3D (8).

La técnica mds usada es la Criomicroscopia. Comienza con la congelacidon ultrarrdpida de la
muestra a -1809C. Después esa muestra se somete a un haz de electrones con alto brillo en
un Microscopio Electrénico, obteniendo imdgenes de proyeccion de una proteina o complejo
macromolecular en diferentes direcciones. Después de tener las imagenes hay que
procesarlas para poder determinar la estructura. Los pasos a seguir para procesarlas son: la
correccion de los defectos de las imagenes generadas por el microscopio, la extraccion, la
clasificaciéon y la seleccion de las particulas de interés, la generacién de un modelo inicial, la
determinacion de la heterogeneidad presente en la muestra, el refinamiento y la obtencién
de la estructura final.

Correccién de CTF

en “fotogramas” Micrografia corregida

Andlisis de los datos Generacién del modelo

30 inicial
Refinamiento 30 Clasificacién 30

Figura. 2. Procesamiento de datos obtenidos por Criomicroscopia (9)

Con esta técnica se obtienen imdagenes que no tienen distorsién y con una buena resolucion,
el problema es que tienen poco contraste. Para solventar el problema del contraste lo que se
hace es una media de muchas imdagenesy asi conseguir una reconstruccion 3D de las particulas
mediante procesamiento computacional de la sefial.
Los factores que determinan el resultado de las imagenes son:
e La flexibilidad de la muestra. Si una molécula posee una alta variabilidad estructural,
la dindmica estructural de las moléculas hace que la resolucion se vea comprometida.
e El tamaio de las moléculas. Si son muy pequefas su alineamiento es mas dificil, por
tanto, se obtienen imagenes con muy poca resolucion.
e Factores técnicos como que las moléculas tengan tendencia a adsorberse en las rejillas
en una posicidn concreta.
Cuando no se puede obtener la estructura atémica por esta técnica lo que se hace es
complementar los resultados con estructuras atémicas que previamente se han obtenido por
otras técnicas, generando asi modelos estructurales.

La Difraccion de Rayos X es una técnica que consiste en hacer pasar un haz de rayos X
monocromatico a través de una muestra cristalina. Debido a la cristalinidad de la muestra se
produce un efecto de interferencia constructiva de las ondas de rayos X dispersadas por cada
atomo. La ley de Bragg es la ley de interferencia que va a relacionar el espaciado entre planos
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cristalinos, la longitud de onda incidente y el dangulo de dispersién. Para tener en cuenta la
difraccion andmala de algunos atomos podemos variar la energia o longitud de onda de los
rayos X, obteniendo asi la estructura tridimensional.

100m
Ondas de radio
/ Lente
lem

Infrarrojo

750nm < ( 1 \ Interpretacion
\L/ — ‘ | —— \ A (modelo)
400nm Luz visible \ | / \_/

ultravioleta Objeto Imagen

10nm

fases

Rayos X ‘E /

o [N
0.01nm \

Cristal de Difraccion Imagen Interpretacion
proteina (intensidades) (densidad electronica) (modelo atomico)

N R
2 R

Rayos gamma

Figura. 3. Analogia entre la microscopia dptica y la difraccion de rayos X (10).

Para obtener las estructuras de las moléculas proteicas se usa una variante de la Difraccion de
Rayos X que es la Cristalografia de rayos X, en la que hay que cristalizar la muestra antes de
someterla al haz de rayos X.

A la hora de realizar la cristalografia hay que poner a punto el método de expresion y
purificacion de la muestra que permita obtener gran cantidad de proteina soluble,
homogéneo y de calidad.

En la cristalografia, el paso limitante es el crecimiento de cristales de proteinas que tengan la
calidad suficiente para su determinacidn, por lo tanto, es muy importante que las condiciones
de cristalizacion se cumplan. Antes de continuar al siguiente paso hay que verificar que los
cristales tienen la macromolécula que se va a estudiar en vez de las sales precipitantes o el
tampon (11)

Una vez obtenidos los cristales, se realiza un analisis de difraccidon. Para ello, antes de la
primera exposicion tenemos que calcular el dngulo del cristal al detector y asi ajustar la
recoleccion de puntos difractados. Para realizar el andlisis se usa una placa de imagen en la
gue se obtiene la remision de los cristales en pocos minutos, pero en la actualidad se esta
sustituyendo por detectores que utilizan la tecnologia de dispositivo acoplado cargado (CCD).
Estos detectores tienen la ventaja de que los tiempos de lectura son de segundos en vez de
minutos.

Antes de saber qué informacidon podemos obtener de la imagen que nos da el detector es
necesario confirmar que la difraccion se extiende a una resolucién suficiente para que sea
posible la determinacion de la estructura. Esto implica que visualmente se puedan detectar
los conjuntos de puntos ordenados hacia el borde de la imagen de difraccién.

La mayoria de los programas de visualizaciéon de imagenes ya incluyen un algoritmo que
calcula este parametro (11).



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Ahora pasamos a la recopilacion de datos. En la determinacion de la estructura hay varias
condiciones (11):

e Simetria cristalogréfica: es la cantidad de simetria que hay entre el sistema cristalinoy
el grupo espacial.

e Simetria no cristalografica: es la cantidad de particulas iguales que hay en la celda
unitaria que estan relacionadas por las operaciones de simetria.

e Disponibilidad de reemplazo molecular: se busca si existe alguna estructura con
similitud estructural se puede usar como modelo inicial y calcular los nuevos
elementos estructurales. La buisqueda de una estructura similar se hace en el Protein
Data Bank (PDB), que es una base de datos que recoge todas las estructuras de
proteinas.

e Limite superior de resoluciéon requerido: esta determinado por la calidad del cristal y
por el conjunto de datos recopilados hasta el limite superior de la difraccion obtenida.

Hay que tener en cuenta que esta recopilacion de datos no se obtiene solo de un cristal ya
que el calory la radiacion dafian el cristal, por tanto, esta informacién se consigue del andlisis
de varios cristales.

Después de recopilar los datos, pasamos a su procesamiento. El procesamiento de los datos
de la difraccion es muy dificil. Actualmente se utilizan programas que incluyen algoritmos que
procesan los datos. Los pasos son:

1. Determinacién del sistema del cristal y de las dimensiones de la celda unitaria.
2. Medir las intensidades de los puntos.
3. Asignar un factor de escala para poder relacionar las intensidades de todas las

imagenes (11)

La intensidad esta determinada por la amplitud de las ondas y por la diferencia de fases entre
ellas. Para determinar ambos parametros se usan programas matematicos.

Una vez obtenida la amplitud y las fases se calculan los factores de estructura por el método
de la transformacién rapida de Fourier, a través del cual transformamos una magnitud de
tiempo en una magnitud de frecuencia. Esto nos dard un mapa de densidad electrénica que
formarad los contornos tridimensionales en los que se construird la estructura de la proteina.
Para mejorar la calidad del mapa de densidad electrdnica se usa el refinamiento, que se hace
mediante algoritmos de calculos de minimizacion de la energia conformacional de la
estructura de la proteina (11).

La principal ventaja de la Difraccidn de Rayos X es que el tamafo de la molécula no es un factor
limitante.

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica de espectroscopia que aprovecha las
propiedades mecano-cudnticas de los nucleos de los atomos, conocidos como spin. Permite
determinar las posiciones de cada uno de los dtomos que constituyen la molécula. La
determinacion se hace en disolucion acuosa, lo que permite estudiar interacciones con
ligandos, efecto de la temperatura y la dindmica de la molécula.

La RMN se basa en que los nucleos poseen el spin nuclear, que es una propiedad mecano
cuantica fija para cada nucleo. Cuando tiene un spin distinto a cero, los nucleos se comportan
como pequefios imanes. En la espectroscopia de biomoléculas los nlcleos mdas importantes
son H, 13C, >N y 3P, para conseguir mayor informacion se pueden marcar las muestras con
13C' 15N (12)
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La magnitud del campo magnético de los espectrémetros de RMN suele expresarse como la
frecuencia de resonancia del protdn, siendo la sensibilidad y la dispersion de las sefiales
mayores al aumentar el campo magnético. Cuanto mayor sea el tamafio de la biomolécula,
mayor serd el campo magnético minimo requerido para su estudio estructural.

Las energias de los campos magnéticos estan cuantizadas, estando el nivel de energia menor
mas poblado que el nivel de energia mayor. La diferencia entre ambos niveles de energia es
muy pequeia, siendo la culpable de la baja sensibilidad de la RMN y por eso se necesita tanta
cantidad de muestra. Para que haya transiciones entre los niveles de energia se aplican pulsos
de radiofrecuencia.

Los distintos pasos para la determinacién de la estructura no son independientes entre si,
depende de los resultados obtenidos. Como las proteinas son macromoléculas grandes, los
espectros que se obtienen son muy anchos por lo que vamos a recurrir a su marcaje con
isétopos vy a la espectroscopia multidimensional.

Las condiciones de la RMN deben ser dptimas: la muestra tiene que ser muy soluble, tiene
gue estar muy concentrada, debe estar muy bien purificada, que tenga la forma de
plegamiento correcta, que no tenga agregados, que no tenga particulas o impurezas y que sea
estable a la temperatura y pH al que se realiza el estudio.

Para la adquisicion de los espectros de resonancia, se va a aplicar pulsos de radiofrecuencia
para que haya transiciones entre los niveles de energia. Dependiendo de la duracién del pulso,
el vector de magnetizacién va a girar en un angulo distinto en el plano yz. Después del pulso
se generan las sefiales de radio alrededor del campo magnético del eje z que van a decaer
exponencialmente con el tiempo dando lugar a la Free Induction Decay (FID). A continuacién,
usamos la transformada de Fourier para pasar los tiempos a frecuencias, obteniendo asi el
espectro de RMN (12).

B,=0 B, > 0 FID FT
Bye— Epoee
.. !
- . AE ? time J‘L“ Jl td
w pulse Wy ,J._'u Wl L
W a frequency (ppm)

Figura. 4. Transicion entre los diferentes niveles de energia tras aplicar el pulso de
radiofrecuencia (12).

Para determinar la estructura se asigna un espectro de resonancia, que consiste en la
identificacion de las sefiales de RMN correspondientes a sistemas de spin independientes para
cada aminodacido y la asignacién secuencial de los residuos antes identificados. Vamos a
identificar cada protdn para cada aminoacido y asignarle un nombre y el nimero que le
corresponde hasta completar la secuencia. Para ello vamos a ver 3 espectros homonucleares.
El espectro COSY va a restringir las conectividades a 3 enlaces por no tener una buena
resolucidn. Este espectro correlaciona las sefiales de los protones acoplados escalarmente.
En el espectro TOCSY se ven los enlaces del mismo aminoacido, es decir, las sefiales
correlacionan los protones de un mismo sistema espin.

En el espectro NOESY se ve la conexion secuencial de los sistemas de spin asignados a partir
de NOE entre protones de residuos contiguos en la secuencia observados en NOESY. Nos
proporcionan la informacién espacial.
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NOE es el efecto nuclear Overhauser que hace que se transfiera la magnetizacidn entre
nucleos cercanos y depende de la eficacia de la transferencia y la intensidad (12).

L Tocsy |
Figura 5. Espectro COSY, TOCSY y NOESY (13).

El siguiente paso es calcular la estructura de RMN que consiste en pasar la informacioén de las
sefales a valores angulares y restricciones de distancia. Encuentra el conjunto de estructuras
en las que las coordenadas atédmicas sean satisfactorias para las restricciones experimentales,
de distancia, angulares y de orientacion. Se usa el mapa de Ramachandran para la validacion
de estructuras obtenidas.

La estructura calculada es una superposicion de varias estructuras que mejor se adaptan a las
restricciones experimentales.

Las ventajas que tiene esta técnica son:

e No es una técnica destructiva, por lo que una vez finalizado el experimento se puede
recuperar el material bioldgico.

e Al hacer el estudio en disolucién, se aproxima lo maximo posible a cémo podria estar
en un sistema vivo.

e La informacién tridimensional que se obtiene es muy variada (estado plegado,
desplegado, en movimiento), pudiendo asi encontrar las posibles conformaciones que
posee la molécula en la naturaleza. Lo que permite hacer estudio de la dindmica
molecular.

e Se pueden realizar estudios de conformacionales variando la temperatura, pH, tipo de
disolvente etc. (12).

Las limitaciones de la técnica son
e Estd limitada a un tamaiio maximo de proteina de 30KDa.
e Es muy poco sensible, por lo que se necesitan elevadas concentraciones.
e Escara.
e El personal tiene que estar especializado y su formacidn es costosa y larga.
e Laasignacion de los datos requiere mucho tiempo (12).

Las principales aplicaciones que tiene la Resonancia Magnética Nuclear son la caracterizacion
de las interacciones débiles en proteinas, la caracterizacién de las interacciones de las
proteinas con diferentes ligandos (algo muy ventajoso para la industria farmacéutica) y el
estudio del plegamiento de las proteinas.
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5.3 Antibioticos

Gracias a la Biologia Estructural y al uso de estas técnicas se ha podido identificar el
mecanismo de resistencia de las bacterias y las sustancias implicadas en el proceso,
permitiéndonos desarrollar nuevas estructuras de antibidticos. A continuacion, hablaré de
tres farmacos que se han disefiado a través de la Biologia Estructural. Estos fdrmacos son la
Daptomicina, la Dalvabancina y la Plectasina.

5.3.1 Daptomicina

La daptomicina es un lipopéptido ciclico que se obtiene a partir de cultivos de Streptomyces
roseosporusy presenta actividad frente a la mayoria de las bacterias Gram-positivas. Presenta
gran eficacia en las infecciones de la piel y los tejidos blandos complicadas y en las
bacteriemias con o sin endocarditis (13)

l. Estructura.

La estructura de la daptomicina es un tridecapéptido ciclico que estd constituidos por
aminodcidos generalmente con la configuracion D y que no son proteinogénicos, entre los que
se incluyen la kinurenina (Kyn), la ornitina (Orn) y el acido L-3-metilglutdmico (MeGlu) (14)

El extremo N-terminal se acila con el n-decanoilo, que es un acido graso. El extremo C-terminal
se cicla por la kinurenina sobre el grupo hidroxilo del residuo de tirosina en la posicion 4,
formando el decapéptido ciclico. Hay que destacar también la presencia de tres residuos
acidos de aspartico (Asp) que son importantes para la unidn y la actividad del calcio (14)

+ HzN

Meliu

dec-Trp-Asn-Azp-Thr-Gly-Orn-Asp-0.Ala-Asp-Gly-D.Ser-MeGlu-Kyn
W mMN DTGOD A DG S E* U

Figura. 6. Estructura de la Daptomicina (14)

Il.  Asignacion de la resonancia especifica de la secuencia de la daptomicina
La asignacidn de la resonancia especifica de la secuencia de la daptomicina se realizd con una
adquisicién espectros TOCSY y NOESY en agua. A partir del espectro TOCSY se pudieron
identificar los desplazamientos quimicos de los NH de los 9 protones del grupo NH, también
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los protones de las amidas situadas en el extremo N-terminal y en el extremo C-terminal (Trp
y Kyn) y el protdn del residuo de treonina.

El siguiente paso fue usar el espectro NOESY para poder asignar especificamente todos los
protones y los picos correspondientes al efecto NOE.

Ill.  Efecto de la unién del calcio a la daptomicina
La adicién de 0,3 equivalentes molares de calcio produjo un ensanchamiento de los picos
tanto en las regiones aromaticas como en las alifaticas del espectro. Al afadir mas calcio se
produjo un mayor ensanchamiento y al aumentar a un equivalente de calcio se produjo un
ensanchamiento tan grande que produjo la superposicién de los picos de resonancia, lo que
dificulté el analisis.
Sin embargo, en la asignacion de los espectros de titulacion no hubo un cambio perceptible
en los desplazamientos quimicos de las resonancias. Se observd, ademas, que el aumento de
la temperatura de medicién dio lugar a un estrechamiento de las sefales, lo que significa que
el calcio posee menor afinidad por la daptomicina a altas temperaturas.
Para identificar los cambios en las estructuras de la daptomicina tras la unién de calcio se
adquirieron los espectros NOESY del complejo a 293 K. Como resultado se obtuvo que el
patrén NOE era muy similar a los de la daptomicina libre y no se identificaron nuevos picos, lo
gue sugiere que la estructura de la daptomicina no sufrid ningin cambio conformacional
global tras la unién de calcio.
Para correlacionar el ensanchamiento de las senales del espectro tras la union del calcio a la
daptomicina se compard la relacion entre la anchura de la sefial calculada a media altura en
Hz frente a la relacion molar de iones de calcio afiadidos a la daptomicina (Figura 7). Como se
observa en la grafica, las resonancias de los protones de triptéfano, de kinurenina y de
treonina experimentan un aumento similar en el ancho de la linea después de afiadir calcio.
Esto indica que la estequiometria de la union de iones de calcio a la daptomicina es de 1:1.
(14)

70

=
iﬁn g

z e = —

&= e x *— Thr HE
E a0 ——Trp H4
2 —h— T H2
w 20 W= Kyn H3
g a0 —¥—Kyn H5.
£

)

0 1 z
Molar equivalents of Ca2+

Figura 7. Valoracidn del trazado de anchos de lineas calculados a media altura en Hz frente a
la relacion molar de iones de calcio.

[#]

IV.  Mecanismo de accion.
La daptomicina actia como una molécula anfipatica de manera que se inserta dentro de Ia
membrana plasmatica de la bacteria por un proceso que es calcio-dependiente. Esto produce
una rapida despolarizacion de la membrana y una salida masiva de potasio al exterior,
provocando un pardn en los procesos de sintesis proteica y de acidos nucleicos, provocando
la muerte de la bacteria (13).
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Este proceso se denomina “intoxicacion” y se resume en 4 pasos (13,15):

1. La daptomicina se inserta y se fija en las moléculas de fosfaditilglicerol de la
membrana plasmatica bacteriana gracias a un cambio conformacional que sufre al
unirse a iones de Ca?*.

2. Después la daptomicina se oligomeriza y se disponen en la superficie formando
canales idnicos.

3. A continuacién, la distorsién de la membrana plasmatica de la célula produce un
escape idnico y una despolarizacién con alteracién del gradiente iénico. Esto se debe
a que permite el transporte pasivo de potasio desde el medio intracelular al medio
extracelular.

4. Por ultimo, se producen cambios en la célula que provocan un bloqueo en la sintesis
de proteinas y de acidos nucleicos, matando a la bacteria. Esto se debe a que la célula
es incapaz de seguir formando energia en forma de ATP, por lo que se interrumpen
todos los procesos vitales.

Daptomicina

Figura. 8. Mecanismo de accion de la daptomicina (13).

La daptomicina es un antibidtico bactericida, pero sin destruir la estructura de la célula
bacteriana. Puede actuar en cualquier fase del ciclo bacteriano, tanto cuando est3 en fase de
crecimiento como cuando esta en fase de reposo o estacionaria.

V. Espectro antimicrobiano.
La daptomicina presenta accion frente a bacterias gram positivas, tanto aerobias como
anaerobias, destacando las bacterias que pertenecen al género Staphylococcus spp (S. aureus,
S. epidermis, S. haemolyticus, S. hominis, S. capitis), al género Enterococcus spp (E. faecalis, E.
faecium) vy al género Streptococcus spp (S. pneumoniae, S. agalactiae, S. pyogenes, S. viridans,
S. bovis). También actua sobre otros géneros como Clostridium perfringes vy
Peptostreptococcus spp.

VI.  Mecanismos de Resistencia.
Los estudios in vitro demuestran que tiene una tasa de resistencias relativamente baja, en
comparacion con otros mecanismos que actlan sobre los ribosomas bacterianos (13).
En casos aislados si se muestran dos mecanismos de accidn preocupantes y que deberdn ser
evaluados mas adelante:
e Aparicion de cepas de bacterias gram positivas resistentes durante el tratamiento en
las que se ha aumentado la Concentracién Minima Inhibitoria.
e Presencia de cepas resistentes a vancomicina que presentan una Concentracion
Minima Inhibitoria muy alta.
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VII.  Indicaciones terapéuticas.
Las indicaciones terapéuticas incluidas en ficha técnica son:

e Pacientes adultos y pediatricos (de 1 a 17 afios de edad) con infecciones complicadas
de la piel y partes blandas (IPPBc).

e Pacientes adultos con endocarditis infecciosa del lado derecho debida a
Staphylococcus aureus. Se recomienda tener en cuenta la sensibilidad del
microorganismo a los agentes antibacterianos al tomar la decision de utilizar
daptomicina, que debe estar basada en el asesoramiento de un experto.

e Pacientes adultos y pediatricos (de 1 a 17 afios de edad) con bacteriemia por
Staphylococcus aureus (BSA). Para su uso en adultos la bacteriemia debe estar
asociada a endocarditis infecciosa del lado derecho o infecciones complicadas de la
piel y partes blandas, mientras que, para su uso en pacientes pediatricos, la
bacteriemia debe estar asociada a IPPBc (16).

Hay que tener en cuenta que solo actua frente a bacterias gram positivas por lo que en caso
de infecciones mixtas con sospecha de presencia de bacterias gram negativas y/o algunos
tipos de anaerobias se administrara simultaneamente con otros antibacterianos.

La forma de administracidn varia en funcién de la edad:

e Se administra en adultos via perfusiéon intravenosa durante un periodo de 30 minutos
o via intravenosa durante un periodo de 2 minutos.

e En los pacientes pediatricos con edades comprendidas entre 7 y 17 afos la via de
administracion es via perfusién intravenosa durante 30 minutos.

e En pacientes pediatricos con edades comprendidas entre 1y 6 afios se administra via
perfusion intravenosa durante un periodo de 60 minutos.

5.3.2 Dalbavancina

La dalbavancina es un lipoglucopéptido semisintético que deriva de un antibidtico producido
por el actinomiceto Nonomuria spp. Posee un espectro que se limita a microorganismos gram
positivos. Tiene dos particularidades que le distinguen de su familia de antibiéticos: una es
gue su actividad intrinseca es mayor y la otra es que su vida media es muy prolongada,
teniendo una posologia semanal o bisemanal (17)

l. Estructura
La estructura de la dalbavancina unida covalentemente a la proteina transportadora se
obtuvo mediante cristalografia de rayos X. De esta manera, se favorece la cristalizacion, ya
que, el complejo proporciona una superficie adicional para los contactos de cristal y mejora la
solubilidad del complejo antibiético-objetivo (18)
En este caso la dalvabancina, se unié a la proteina transportadora ubiquitina formando el
complejo ubiquitina-dalbavancina. Se cristalizdé usando una concentracién de proteina de
15mg/ml y una relacién molar 1:1.
Para confirmar que la presencia de la proteina transportadora no alteraba la interaccién
antibidtico-diana se comprobd su capacidad de unién. El complejo ubiquitina-dalbavancina
demostré mayor afinidad que el péptido solo, dejando ver que la unidn seria mas eficaz con
una proteina transportadora.
Cada unidad asimétrica del cristal contiene dos pares de complejos ubiquitina-dalbavancina.
En cada par, las dos moléculas de dalbavancina se asocian libremente de forma consecutiva a
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través de sus restos de Aacidos grasos. Como las cadenas de acido graso bloquean
estéricamente que los mondmeros se encuentren cerca, no se produce la dimerizacién de las
dos moléculas de dalbavancina (18)

En la estructura de la dalbavancina, la manosa unida al aminoacido 7 en el extremo de la
molécula, estd muy proxima a las cadenas laterales de los aminodcidos 1 y 3 que se
encuentran en el extremo opuesto de la molécula, favoreciendo el enrollamiento de la

molécula alrededor del ligando (18)
CH;

a
o 0:(/\/”\/“\/\\/kcﬂj
o HO NH
Ol ®
o)

HOOC

Figura 9. (Izquierda) El antibictico glucopéptido semisintético dalbavancina (magenta) unido
a su ligando Lys- d -Ala- d -Ala (naranja), que se fusiona con una molécula de ubiquitina
(amarillo). (Derecha) Estructura quimica de la dalbavancina (18).

El grupo acilo de la dalbavancina y el resto dimetilpropilamina en el extremo C-terminal
mejoran la afinidad por |la diana, ya sea por insercion en la pared celular de |la bacteria o por
multidimerizacién de la dalvabancina. Ademas, el grupo dimetilpropilamina del extremo C-
terminal es libre y flexible, estando disponible para unir los grupos de cabeza de los
fosfolipidos negativos de la membrana bacteriana. También se muestran grupos acilo de
diferentes moléculas de dalbavancina que se asocian debido a que la dalbavancina tiende a
multidimerizarse (18)

Il. Mecanismo de accién.

La dalbavancina es un lipoglucopéptido bactericida de segunda generacion. El mecanismo de
accion implica la formacién de un complejo con la D-Alanina-D-Alanina del extremo C terminal
de las cadenas del peptidoglucano que estd en crecimiento. Impide el enlace cruzado
(transpeptidacion y transglicosilacidon) de subunidades disacaridicas. De esta manera se
produce la inhibicién de la biosintesis de la pared celular bacteriana. Ademas, parece que
también tiene la capacidad de dimerizarse y anclar la cadena lateral lipéfila a la membrana de
las bacterias. Esto aumenta la afinidad de la dalbavancina por la diana y aumenta su potencia
(19)

Cada molécula de dalbavancina se cierra alrededor de la secuencia diana Lisina-D-Alanina-D-
Alanina, formando cinco enlaces de hidrégeno con los atomos de oxigeno y nitréogeno que
componen la estructura del péptido, ademas de presentar uniones tipo Van der Waals con las
cadenas laterales de D-Alanina.

El azucar del acido glucurdnico del peptidoglucano se une al aminodacido del antibidtico
asignado como “4” en la figura 7, pero no realiza interacciones polares especificas con el
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ligando. El grupo acilo se encuentra en la parte de la molécula que no interactua con la diana,
igual que el grupo dimetilpropilamina del extremo C-terminal.

M. Espectro antimicrobiano
En los estudios clinicos que se han hecho in vitro, se ha demostrado que presenta eficacia
frente a los siguientes microorganismos (20):
e Staphylococcus aureus, también frente a Staphylococcus aureus resistente a
meticilina.
e Stresptococcus pyogenes.
e Streptococcus agalactiae.
e Streptococcus dysgalactiae.
e Grupo de Streptococcus anginosus en los que se incluye Streptococcus anginosus,
Streptococcus intermedius y Streptococcus constellatus.
Aunque no se ha establecido eficacia clinica, in vitro si que ha demostrado eficacia frente a los
siguientes microorganismos en ausencia de mecanismos de resistencia adquiridos (20) :
e Estreptococos del grupo G.
e (Clostridium perfringens.
e Peptostreptococcus spp.

V. Mecanismo de resistencia.
La resistencia a dalbavancina que aparece en Staphylococcus spp. y Enterococcus spp. esta
mediada por el gen VanA, este genotipo provoca una modificacién del péptido diana de la
pared celular en formacion.
En cuanto a las Concentraciones Minimas Inhibitorias de dalbavancina, son mayores para los
estafilococos que tienen una resistencia intermedia a la vancomicina que para cepas que son
sensibles a vancomicina. El mecanismo probablemente sea por un aumento en el nimero de
dianas glicopeptidicas en el peptidoglucano en formacién ya que los grupos aislados con
mayor Concentracién Minima Inhibitoria representan los fenotipos estables y tienen
resistencia a otros glucopéptidos.
Ademas, las bacterias Gram-negativas presentan una resistencia inherente a la dalbavancina.
Hay que destacar que los estudios in vitro no demostraron una resistencia cruzada entre la
dalbavancina y otras clases de antimicrobianos. La resistencia a meticilina no tiene efecto en
la actividad de la dalbavancina (20)

V. Eficacia clinica.

Los usos de la dalbavancina se relacionan con su larga semivida ya que se resuelven algunos
de los problemas que hay con el tratamiento antimicrobiano.

La indicacién que viene recogida en la EMA (European Medicines Agency) y en la FDA (Food
and Drugs Administration) de la dalbavancina es para infecciones complicadas de la piel y
partes blandas. Pero se ha demostrado que tiene potenciales indicaciones en otras patologias
(17):

e Bacteriemia. Se descubrié en uno de los ensayos clinicos para la indicacion de
infecciones complicadas de la piel y partes blandas. Se vio que aquellos pacientes con
bacteriemia tratados con dalbavancina presentaban hemocultivos negativos al final
del tratamiento. También entraria la bacteriemia estafilocécica no complicada
asociada a catéter, siendo muy cémoda su posologia semanal y bisemanal.
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e Tratamiento de consolidacion de la endocarditis infecciosa por cocos Gram positivos,
sobre todo cuando se ha hecho el recambio valvular y eliminado la verruga. También
parece que hay que considerarlo en las infecciones de trasplantes valvulares con un
periodo largo de tratamiento.

e Infecciones osteoarticulares como la osteomielitis y la artritis séptica. Un modelo de
simulacién indica que la dalbavancina en hueso permitiria tratar con seguridad una
osteomielitis por S. aureus.

e Infecciones del pie diabético por cocos Gram positivos resistentes y la
complementacion del tratamiento de la neumonia neumocdcica bacteriémica. Se
usaria como alternativa a la via oral en pacientes con infecciones recurrentes de Gram-
positivos resistentes a meticilina.

En el Informe de Posicionamiento del Ministerio de Sanidad, indica que la dalbavancina puede
ser una alternativa en 2 situaciones clinicas (21):
e En un tratamiento parenteral prolongado, ya que se reduciria el riesgo de
complicaciones asociadas a la terapia parenteral en multiples dosis.
e Tras hospitalizacidén, el paciente tiene que seguir con el tratamiento en su casa con
linezolid.

En su uso en profilaxis, se consideran las infecciones recurrentes por cocos Gram-positivos,
sobre todo en aquellos pacientes que son alérgicos a los betalactamicos (17):
e Celulitis recurrentes.
e Colangitis e infecciones urinarias recurrentes por Enterococcus spp por alteraciones
anatomofuncionales.
e Sepsis neumocdcica en pacientes con esplenectomias.
e Pacientes portadores de material protésico con riesgo de bacteriemia estafilocdcica.

5.3.3 Plectasina, un antimicrobiano en investigacion

La plectasina es la primera defensina fungica conocida que tiene actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram-positivas (22). Es el primer péptido similar a las defensinas aislado del
hongo saprofitico Pseudoplectania nigrella especialmente activo contra Streptococcus
pneumoniae, incluidas las cepas resistentes.

l. Estructura

La primera estructura de la plectasina se obtuvo por Resonancia Magnética Nuclear (23) pero
la estructura mas reciente se ha obtenido por Cristalografia de Rayos X. La estructura de la
plectasina a través de Cristalografia de Rayos X se realizd con una mezcla racémica que
contiene L-plectasina y D-plectasina. Esta mezcla contenia ambos enantiémeros a partes
iguales. Al realizar la cristalografia y obtener la estructura hay que destacar que el modelo
final se refind a valores cristalograficos de factor R superiores a 0,2 en el caso de la D-
plectasina y en valores superiores a 0,15 en el caso de la L-plectasina, lo que indica un buen
refinamiento de la estructura (24)
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B-factors, Ag- X-ray vs NMR

15 10 7
Figura 10. Estructura de rayos X de L-plectasina determinada por cristalografia racémica. (a)
representacion en cinta de L-plectasina; coloreada por los valores del factor B. (b)
Superposicion de la estructura de RMN de plectasina (en rojo) y la actual estructura cristalina
de rayos X (en azul) (24).

La estructura obtenida por Cristalografia de Rayos X presenta algunas diferencias con la
estructura obtenida por RMN:

e En el extremo N-terminal flexible difieren algunos residuos.

e Laorientacion de la cadena B es diferente.

e La disposicion de los puentes disulfuro cambia en el primer y el segundo puente

disulfuro.

En cuanto a la estructura de la plectasina, podemos ver que posee un motivo a- que tiene
una hélice a y dos cadenas B antiparalelas que se estabiliza mediante 3 puentes disulfuro
(Cys4-Cys30, Cys15-Cys37y Cys19-Cys39) (23). Hoy en dia, esto se relaciona con las defensinas
de los invertebrados ya que hay una gran similitud.

Il. Mecanismo de accién antimicrobiano.
La plectasina actua a nivel de la biosintesis de la pared celular de la bacteria. Se fusiona con
el grupo pirofosfato del precursor de la pared celular del lipido Il. Se cree que los protones de
los grupos amida de la molécula estan involucrados en la interaccion con el pirofosfato y que
la porcion hidrofdbica puede interactuar con la membrana bacteriana (25).
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Figura 11. El mecanismo antibacteriano de la plectasina y sus derivados y otros
antimicrobianos peptidicos. Los lados izquierdo y derecho de las lineas punteadas presentan
la célula T huésped y la célula bacteriana, respectivamente (25).

Il Actividad bioldgica de la plectasina.
La plectasina ha demostrado actividad frente a bacterias Gram-positivas, incluidas
Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Corynebacterium spp y Enterococcus spp. In vitro ha
demostrado que es capaz de inhibir a Staphylococcus aureus resistente a meticilina y
Staphylococcus aureus susceptible a meticilina si se combinaba con B-lactamicos. Hay que
destacar que posee actividad frente a Streptococcus pneumoniae incluidas las cepas
resistentes a los antibidticos convencionales (26).

Ademas, la plectasina inhibe la serin-proteasa del dengue, la replicacién viral en las células
Vero (células de cultivo) y la fusién de plectasina y una protegenina a MAP30 (inhibidor de la
replicacion del VIH-1) inhibid significativamente la unidn y la proliferacion del virus del dengue
(25).

Otro efecto de la plectasina es que bloquea los canales de potasio ya que en un ensayo
bloqued la region extracelular de los canales de potasio en las células del rinédn embrionario
humano. Se ha visto que bloquea el canal de potasio Kv1.3 que ayuda a la activacidon de las
células T porque regula el potencial de membrana. Ademds, promueve la activacidn, la
migracion y la proliferacidn de células inmunes y la secrecidn de IL-2 mediada por el receptor
de las células T. Esto hace que la plectasina sea candidata para la esclerosis multiple por la
implicacion de los canales Kv1.43 en la inmunosupresion y en la inflamacién (25).
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Las dificultades para producir y purificar estos péptidos a gran escala, la posibilidad de que
surjan resistencias bacterianas, el hecho de que actie como regulador inmune, su suministro
y la modificacion de nuevos antiinfecciosos basados en la estructura y la funcion hace que se
dificulte el uso de la plectasina. Sin embargo, los avances en su investigaciéon son
prometedores e indican que es un buen candidato para las infecciones causadas por bacterias
(25).

6 CONCLUSION

Las resistencias a los antibidticos han ido aumentando en los ultimos afios. Esto ha llevado a
buscar nuevas estrategias de tratamiento para las infecciones bacterianas.

La Biologia Estructural es una rama de la ciencia que va a estudiar las posibles dianas
terapéuticas dentro de las bacterias para poder disefiar un farmaco a medida. Se va a apoyar
en la Criomicroscopia Electrdnica, la Cristalografia de Rayos X y la Resonancia Magnética
Nuclear. Estas técnicas han permitido el desarrollo de antibiéticos como la Daptomicina y la
Dalbavancina, que son antibidticos peptidicos, y la investigacion de la Plectasina, que es una
defensina con posibles propiedades antimicrobianas.
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