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RESUMEN

En los ultimos 20 afios, el uso indiscriminado de antibidticos en humanos para el tratamiento de
enfermedades bacterianas, ha promovido el rapido desarrollo de microorganismos
multidrogorresistentes (MDR). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) liber6 en 2017 una lista
de bacterias para las que se requieren urgentemente nuevos antibidticos, clasificdndolas en tres
categorias: 1) critica, 2) de alta prioridad o 3) media prioridad. Dichas cepas, si no son atendidas en el
corto plazo, probablemente provoquen una nueva pandemia silente, de la cual ya se tiene los primeros
atisbos.

Los bacteriéfagos o fagos son virus que infectan tinicamente a bacterias. Una vez dentro de ellas y al
final de su ciclo replicativo, tienen la capacidad de degradar el peptidoglicano que forma la pared
celular de dichos microorganismos, utilizando para ello enzimas conocidas como endolisinas,
provocando la muerte de las bacterias por medio de lisis celular, liberandose asi la nueva progenie de
viriones. La ausencia de una membrana externa en las bacterias Gram-positivas, permitiria que las
endolisinas puedan llegar al peptidoglicano y destruir estos microorganismos cuando sean aplicadas

externamente como medio terapéutico. De igual forma, se han caracterizado endolisinas fagicas que

40

@ Articulo de revision



http://doi.org/10.5281/zenodo.12502858
https://orcid.org/0009-0007-4750-9612
https://orcid.org/0000-0002-9114-8240
https://orcid.org/0000-0002-0546-8345
https://orcid.org/0000-0002-2997-3063
https://orcid.org/0000-0002-8468-0300
mailto:jhernandez@upemor.edu.mx

AyTBUAP 9(34):40-64
Juarez-Gonzalez et al., 2024

tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias Gram-negativas. Esta interesante
caracteristica de degradacion de la pared celular, ocasiona que las endolisinas sean consideradas
posibles candidatos a agentes antimicrobianos, debido al actual aumento de la resistencia bacteriana a
los antibioticos.

Palabras clave: Endolisinas; fagos; cepas multidrogorresistentes; antibioticos; pandemia.

ABSTRACT

Over the past 20 years, the indiscriminate use of antibiotics in humans for the treatment of bacterial
diseases has promoted the rapid development of multidrug-resistant (MDR) microorganisms. The
World Health Organization (WHO) released in 2017 a list of bacteria for which new antibiotics are
urgently required, classifying them into three categories: 1) critical, 2) high priority or 3) medium
priority. These strains, if not addressed in the short term, are likely to cause a new silent pandemic, of
which we already have the first glimpses.

Bacteriophages or phages are viruses that infect only bacteria. Once inside them and at the end of their
replicative cycle, they have the capacity to degrade the peptidoglycan that forms the cell wall of these
microorganisms, using enzymes known as endolysins, causing the death of the bacteria by means of
cell lysis, thus releasing the new progeny of virions. The absence of an external membrane in Gram-
positive bacteria would allow endolysins to reach the peptidoglycan and destroy these microorganisms
when applied externally as a therapeutic means. Similarly, phage endolysins have been characterized
that have the ability to inhibit the growth of Gram-negative bacteria. This interesting characteristic of
cell wall degradation causes endolysins to be considered as possible candidates for antimicrobial

agents, due to the current increase in bacterial resistance to antibiotics.

Keywords: Endolysins; phages; multidrug-resistant strains; antibiotics; pandemic.
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INTRODUCCION
Historia de los antibidticos y la Organizacion
Mundial de la Salud

Estan por cumplirse 100 afios desde el
descubrimiento de la penicilina como el primer
antibiotico en la historia de la humanidad,
encontrado por el médico y cientifico escocés
Alexander Fleming, observando de forma
casual los efectos del antibiotico obtenido del
hongo Penicillium notatum, sobre un cultivo
bacteriano el 28 de septiembre de 1928 [1, 2].
A partir de ese momento se establecieron las
bases para la produccion y distribucion a gran
escala de penicilina a mediados de los afios 40s
[1, 3]. El inicio de la época dorada de los
antibioticos sucedié en la década de los afios
40s y 60s descubriéndose nuevos antibidticos
(Tabla 1), permitiendo a lo largo de esas
décadas un gran avance en la medicina
moderna, salvando millones de vidas [4]. A
partir de esa fecha hasta la actualidad, ha
existido una disminucién en la generacion de

nuevas clases de antibidticos (Tabla 1) 3, 5].

La alta tasa de mutacion espontdnea durante la

replicacion bacteriana y los ciclos de vida de

minutos de las nuevas  generaciones
bacterianas, unido al wuso excesivo y
descontrolado de los antibioticos

convencionales, han generado la existencia de
bacterias multirresistentes 0
multidrogorresistentes (MDR) a diferentes
tipos de antibioticos (Figura 1) [35,36] . El gran
aumento de estas bacterias MDR ha provocado
que la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) diera a conocer en el afio 2017, la lista

de Dbacterias

para las que se requieren
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urgentemente nuevos tipos de antibidticos,
clasificandolas en tres distintas categorias [37]:
1) critica, 2) de alta prioridad, 3) media
prioridad (OMS 2017). La primera categoria
esta integrada por bacterias encontradas
principalmente en hospitales, entre las que
baumannii,
Spp-,
Escherichia coli, Serratia spp., y Proteus spp.,

destacan Acinetobacter

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

provocando infecciones muy graves y letales
como neumonias y bacteriemias, mostrando
resistencia a antibidticos carbapenémicos, b-
lactimicos y cefalosporinas de tercera
generacion (OMS 2017). La segunda categoria
estd formada por bacterias como: Enterococcus
faecium (resistente a vancomicina y e€s
responsable de infecciones como endocarditis e
infecciones urinarias), Staphylococcus aureus
relacionada a
blandos),

Helicobacter pylori (resistente a claritromicina

(resistente a meticilina y

infecciones en piel y tejidos

y asociada a ulcera géstrica y cancer gastrico),

spp.
fluoroquinolonas y causante de infecciones

Campylobacter (resistente a
gastrointestinales invasivas), Salmonella spp.
(resistente a fluoroquinolonas y relacionada
con diversas infecciones, desde leves a severas,
por ingerir alimentos contaminados, como
carnes, lacteos y aguas), Neisseria gonorrhoeae
(resistente a cefalosporinas y fluoroquinolonas,
es el agente que provoca la gonorrea). La
tercera categoria se encuentra formada por
Streptococcus pneumoniae (presenta
susceptibilidad disminuida a penicilina, esta
relacionada con infecciones como otitis media

aguda, sinusitis y neumonia), Haemophilus
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Tabla 1. Introduccién de las diferentes clases de antibidticos a nivel mundial. A lo largo de este periodo de tiempo (1935-
2024), se ha generado esta diversidad de antibioticos. Se destaca su modo de accion y estructura quimica.

Afio de Clase de antibiotico Mecanismo de Bacteria diana Estructura quimica Ref.
introduccitn acecién segin su
clasificacion
Gram
1935 Sullonamidas Inhiben vias Inhiben bacterias [6]
metabolicas Gram-positivas y
Gram-negativas
1941 Betalactimicos TInhiben sintesis de | Inhiben bacterias )
la pared celular Gram-positivas y
Gram-negativas
1944 Aminoglucésidos Tnhiben la Inhiben bacterias [8]
traduccion Gram-negativas
1949 Cloranfenicol Inhiben la Amplio espectro [91
traduccion frente a bacterias
Gram-positivas y
Gram-ncgativas
1950 Tetraciclings Tnhiben la Inhiben bacterias [10]
traduccidn Gram-positivas y
Gram-negativas
1952 Macrélidos/Lincosamidas/ Inhiben la Inhiben bacterias [11-13]
E : traduccién Gram-positivas
streptograminas
1956 Glicopéptidos Tnhiben la sintesis | Inhiben bacterias [14]
de la parcd celular | Gram-positivas
1957 Rifamicinas Tnhiben la ARN Inhiben bacterias [157
polimcrasa Gram-positivas
1959 Nitroimidazoles Alteran la Inhiben bacterias [16]
integridad del Gram-positivas
ADN principalmente e
bacterias oH
anaerobias
obligadas
1962 Quinolonas Inhiben la ADN Inhiben bacterias N( 3 e [17]
girasa Gram-positivasy | TI/Lj/
Gram-negativas E/
1968 Trimetroprima Tnhiben vias Inhiben bacterias B 4 [18]
metabolicas Gram-positivas y M,j.,)/\ T:Iu/
Gram-ncgativas b
1996 Mcropemem Tnhibidor de la Amplio cspectro N [19]
sintesis de parcd frente a bacterias Nﬁ% ¢
cchular Gram-positivas y
Gram-negativas on
2000 Oxazolidinonas Inhiben del inicio | Inhiben bacterias a 120]
de la traduccién Gram-positivas o‘ﬁn
2011 Lipiarmicina Inhiben sintesis de | Inhiben baclerias [21,22]
proteinas Gram-positivas
2013 Eravacyclina Inhiben la Inhiben bacterias [23]
traduccion Gram-positivas y
Gram-negativas
2014 Ceftolozano/ Tazobactam Tnhibidor de Inhiben bacterias [24]
betalactamasas Gram-positivas y
Gram-ncgativas
2014 Ceftazidime/Avibactam Inhiben la sintesis | Inhiben bacterias 124.25]
de la parcd celular | Gram-positivas y
yde Gram-negativas
betalactamasas
2014 Mecropenem/Vaborbactam Inhibidor de Amplio cspectro [26,27]
sintesis de parcd frente a bacterias
celular y de Gram-positivas y
betalaclamasas Gram-negativas
2018 Omadacyclina Inhiben la Amplio espectro 128]
traduccion frente a bacterias
Gram-positivas y
Gram-negativas
2019 Imipenem/Cilistatin/Relebactam | Inhibidor de Inhiben bacterias [29]
sintesis de pared Gram-positivas y
celular y de Gram-negativas
belalaclamasas
2019 Celiderocol Inhibidor de Inhiben bacterias 130]
sintesis de pared Gram-posilivas y
celular Gram-negativas
2020 Plazomicina Tnhiben la Inhiben bacterias [31]
traduccién Gram-negativas
2023 Sulbactam/Durlobaciam Inhibidor de Inhiben baclerias [32]
betalactamasas Gram-negativas
2024 Zeviera Inhibidor de Inhiben bacterias 133,34]
betalactamasas Gram-positivas y
Gram-negativas
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Figura 1. La resistencia de las bacterias multirresistentes a los antibidticos. Imagen modificada de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/

Fago

Superficie
bacteriana

Figura 2. Fagos infectando una bacteria. Imagen tomada de
https://www.ocu.org/alimentacion/seguridad-alimentaria/informe/bacteriofagos
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influenzae  (resistente a ampicilina 'y
provocando otitis media aguda, sinusitis,
Shigella  spp.

(resistente a fluoroquinolonas, desencadena

meningitis y neumonias),

infecciones gastrointestinales invasivas) y

Mycobacterium  tuberculosis (resistente a
pirazinamida provoca tuberculosis, atacando
pulmones, rifiones y columna vertebral) [37].
Cada ano estas bacterias son responsables de
cientos de miles de muertes [38] , alterando los
tiempos de hospitalizacion de los enfermos y
aumentando los costos de permanencia en
hospitales. Se estima que para el afio 2050
habran 444 millones de personas que seran
susceptibles a infecciones por bacterias MDR
[36]. Con todo lo anterior, es urgente la
busqueda de nuevas fuentes de antibidticos u
otras moléculas biologicas, para desarrollar
nuevos farmacos mas letales contra las
bacterias MDR de importancia clinica. Si la
problematica de resistencia de dichas cepas no
es atendida en los

proximos  afos,

probablemente sean a las que nos

enfrentaremos en una nueva pandemia silente.

Una de las alternativas a utilizar para inhibir el
crecimiento de bacterias multirresistentes, son
las endolisinas de fagos o hidrolasas del
peptidoglicano, estas hidrolasas pueden actuar
de diferentes maneras durante la degradacion
enzimatica del peptidoglicano que compone la

pared celular de las bacterias [39].
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Los fagos y los requerimientos o permisos
necesarios para implementar una terapia

fagica en personas enfermas

Los fagos tienen la capacidad de reconocer e
infectar a bacterias tanto Gram-positivas como
Gram-negativas (Figura 2, 3 y 4). Los fagos en
el citoplasma bacteriano pueden degradar el
peptidoglicano usando endolisinas al final de su
ciclo de replicacion, ocasionando muerte en las
bacterias por medio de lisis celular para la
liberacion de la nueva progenie de viriones. La
falta de una membrana externa en la pared
celular de las bacterias Gram-positivas (Figura
3), facilitaria que las endolisinas puedan llegar
estos

al  peptidoglicano 'y matar a

microorganismos. También, se han
caracterizado endolisinas fagicas que tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias
(Figura 4) [39].

Interesantemente, la caracteristica de degradar

Gram-negativas

la pared celular, en un contexto asociado al
aumento de la resistencia bacteriana a multiples
antibioticos, hace que las endolisinas sean
candidatos antimicrobianos para combatir
cepas multirresistentes [40] . Incluso ya se han
reportado ensayos clinicos en fase II para
establecer su eficiencia en el tratamiento de
bacterianas resistentes a los
[41, 42].

endolisina CF-301 dirigida a Staphylococcus

infecciones
medicamentos Por ejemplo, la
aureus resistente a meticilina (MRSA), fue la
primera lisina que ingresa a la fase 2 de ensayos
en humanos para tratar a pacientes
hospitalizados con bacteriemia por MRSA o

endocarditis [42, 43].
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Acido 5
lipoteicoico Acido

\ teicoico

Figura 3. Composiciéon de la envoltura bacteriana. A) Bacteria Gram-positiva. 1- membrana
citoplasmatica, 2- Espacio periplasmico, 3- Peptidoglicano, 4- Acido lipoteicoico, 5- Acido teicoico.
Imagen tomada de https://uapa.cuaieed.unam.mx/sites/default/files/minisite/static/35e41b8a-429d-

4a41-a6e9-2e2c6ade58b7/contenido/index.html

B) Bacteria
Gram-negativa

3 Membrana |
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Figura 4. Composicion de la envoltura bacteriana. B) Bacteria Gram-negativa. 1- membrana
citoplasmatica (membrana interna), 2- espacio periplasmatico, 3- membrana externa, 4-fosfolipidos,
5- peptidoglicano, 6- lipoproteina, 7- proteinas, 8- lipopolisacédridos, 9- porinas. Imagen tomada de
https://uapa.cuaieed.unam.mx/sites/default/files/minisite/static/35e41b8a-429d-4a41-a6e9-

2e2c6a4e58b7/contenido/index.html
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Los requerimientos o permisos necesarios
para implementar una terapia de fagos en

personas enfermas

La legislacion para los tramites de la aplicacion
de una terapia fagica varia en algunos paises,
mientras que en otros existe un vacio legal en la
aplicacion de este tipo de terapias. En EUA, las
terapias de fagos aplicadas en los ultimos afios
se encuentran FDA

reguladas por la

(https://www.fda.gov/drugs/types-

applications/investigational-new-drug-ind-

application) a través del rubro de aplicacion de
nuevos medicamentos experimentales (IND,
por sus siglas en ingles), en el cual se solicita al
investigador o empresa una serie de pruebas
pre-clinicas y clinicas divididas en tres fases
(Figura 5). Por ejemplo, la empresa Biomix

(https://www.biomx.com/) tiene dos productos

en pruebas clinicas fase 2 para el tratamiento de
fibrosis quistica (BX004) y osteomielitis de pie
diabético (BX11) para la

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

infeccion de

aureus, respectivamente. Por otra parte, el
gobierno de India intenta promover la
aplicacion de la terapia fagica a través del
médica

consul de investigacion

(https://main.icmr.nic.in/), sin embargo aliin no

existen regulaciones claras al respecto [44]. En
el caso Francia, Reino unido y otros paises del
oeste de Europa, desde el afio 2011, los fagos
son considerados como un producto medicinal
por la Agencia de Medicinas Europea. Sin
embargo, existe la controversia de clasificarlos
como un producto bioldgico seglin la comision
directiva [45] . La terapia fagica muestra una

alternativa que promete resultados a futuro, por
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lo que la legislacion para las terapias fagicas

son necesarias avalando los estandares

internacionales (Figura 5).

Pared celular bacteriana

La pared celular es una red covalente rigida

situada  alrededor de la  membrana
citoplasmatica de las bacterias Gram-positivas
(Figura 3) o esté presente entre dos membranas,
la externa y la interna, como ocurre en las
Gram-negativas (Figura 4). La pared celular
mantiene la forma de la célula, su integridad
estructural y protege a las bacterias de
probables lisis por acciones mecanicas u
osmoticas [46]. La rigidez de la pared celular
¢ésta relacionada con el nimero de capas que
presenta el peptidoglicano (PG). El PG es un
polimero compuesto de unidades alternadas de
N-acetilglucosamina (NAG) y 4acido N-
acetilmuramico (NAM) unidos por enlaces 3
(1—4) glucosidicos [47, 48] . Estos dos amino
azucares se diferencian debido a un grupo
lactilato enlazado a un pentapéptido en el
carbono 3’ del 4cido N-acetilmuramico. El
y L-

unir

pentapéptido ésta formado de D-

aminoacidos, cuya funciéon es
covalentemente las cadenas de peptidoglicano
paralelas y cercanas [49] . Para el caso de las
bacterias Gram-positivas, el pentapéptido es
formado por L-Ala-D-Glu-D-Lys-D-Ala-D-
Ala (Figura 6), mientras que para el caso de las
bacterias Gram-negativas el pentapéptido esta
formado por los aminoacidos: L-Ala-D-Glu-
meso-DAP-D-Ala-D-Ala (Figura 7) [47, 50].

Los residuos peptidicos se unen durante el
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proceso de transpeptidacion (union de
pentapéptidos de diferentes cadenas de
peptidoglicano). Algunas bacterias como

Staphylococcus aureus, llevan a cabo la

transpeptidacion por medio de “linkers” o

caracterizacion del fago
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uniones de cinco glicinas (5xGly) [51, 52] . La
composicion del peptidoglicano varia entre las
especies bacterianas, aunque generalmente ésta

muy conservada dentro de una misma especie.
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Figura S. El procedimiento metodoldgico involucrado en la terapia de fagos. Este procedimiento es
sugerido para el estudio de muestras clinicas o de hospitales, utilizando microscopia electronica de

transmision (MET).
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Figura 6. Estructura del peptidoglicano (PG) de la pared celular de bacterias Gram-positivas. A) El
PG esta afuera de la membrana citoplasmica en una red en color azul marino, B) El PG se muestra la
composicion de las secuencias alternadas de carbohidratos de N-acetilglucosamina (NAG) y acido N-
acetilmuramico (NAM) unidos por enlaces f (1—4). Se destaca la composicion de aminoacidos del
pentapéptido. Las imagenes fueron modificadas de A) Imagen modificada de Duong et al, (1997). B)
Imagen modificada de Chapot-Chartier, M. P., y Kulakauskas, S. (2014) [50].
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B)

—

Figura 7. Estructura del peptidoglicano de la pared celular de bacterias Gram-negativas. A) Entre las
dos membranas estd el PG en una red en color azul marino, B) El PG mostrando la composicion de las
secuencias alternadas de carbohidratos de N-acetilglucosamina (NAG) y acido N-acetilmuramico
(NAM) unidos por enlaces  (1—4). Se destaca la composicion de aminoacidos del pentapéptido. Las
imagenes fueron modificadas de A) Imagen modificada de Duong et al, (1997). B) Imagen modificada
de Chapot-Chartier, M. P., y Kulakauskas, S. (2014) [50].

Envoltura celular de bacterias Gram-

positivas

La envoltura celular de las bacterias Gram-
positivas estd compuesta principalmente por
una capa homogénea de peptidoglicano de 20 a
80 nm de longitud,

citoplasmadtica y acidos teicoicos [53] (Figura 3

una membrana
y 6). Los é&cidos teicoicos son polimeros
hidrosolubles de fosfatos de poliol que tienen
glicerofosfato o residuos de ribitol fosfato
(Figura 3). Estos polialcoholes estdn unidos por
enlaces fosfodiéster y se encuentran unidos
covalentemente a la membrana citoplasmatica a
través de glucolipidos (acidos lipoteicoicos) y
al peptidoglicano a través de amino azlicares
(acidos teicoicos de la pared) [54]. Los acidos
teicoicos desempeiian funciones como la
determinacion de la forma celular, la regulacion

de la division celular y otros

@O0

aspectos
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fundamentales de la fisiologia de bacterias
Gram-positivas (elasticidad, porosidad, fuerza
tensil y electrostatica) [50, 53] . Los acidos
teicoicos son considerados antigenos de la
superficie que diferencian frecuentemente los

serotipos bacterianos y favorecen la fijacion de

bacterias a receptores especificos en la
superficie de las células eucariotas,
desencadenando  respuestas  inmunitarias

semejantes a las de las endotoxinas [50, 55, 56].

Envoltura celular de bacterias Gram-

negativas

Las bacterias Gram-negativas presentan una

envoltura celular que es quimica vy
estructuralmente mas compleja que la envoltura
que tienen las bacterias Gram-positivas. Esta
envoltura estd formada por tres diferentes
zonas: la membrana citoplasmatica, una capa

fina de peptidoglicano (2 a 7 nm de grosor) y la
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membrana externa (Figuras 4 y 7) [57].

La

lipoproteica altamente asimétrica, su capa

membrana externa es una bicapa
interna contiene fosfolipidos y lipoproteinas de
Braun que son las responsables de la union
covalente entre la membrana externa y la
cadena de peptidoglicano, la capa externa esta
compuesta de 60% de proteinas y 40% de
lipopolisacaridos (LPS) [57], los cuales estan
involucrados en muchas de las caracteristicas
antigénicas de cepas especificas de especies
bacterianas Gram-negativas. Los LPS son
polimeros cargados negativamente y tienden a
formar enlaces no covalentes con cationes
divalentes como: Ca*" y Mg?"; esta interaccion
le confiere estabilidad a la membrana externa 'y
disminuye la entrada de sales biliares,
antibioticos y otras sustancias tdxicas que
podrian destruir o lesionar a la bacteria [58]. La
externa tiene

membrana proteinas

transmembranales 1lamadas porinas, que
permiten la difusion pasiva de compuestos
hidrofilicos de bajo peso molecular como:
azlcares, aminoacidos y ciertos iones. Las
moléculas mayores como la vitamina BI2
membrana externa

pueden atravesar la

utilizando transportadores especificos [58].

La lisis bacteriana es desencadenada por

proteinas de fagos

La lisis de las bacterias es provocada por
bacteri6fagos por un proceso regulado el cual se
realiza con dos proteinas: holinas y endolisinas
[39]. Las holinas son proteinas de membrana

pequetias que controlan el tiempo de lisis de las
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bacterias, cuando éstas alcanzan una
concentracion critica en el citoplasma, se
agregan a la membrana citoplasmatica en forma
de oligobmeros, causando una pérdida de
polarizacion y dejando expuesta la cadena de
PG [42, 59]. Una vez que se permeabilizé la
membrana citoplasmatica, las endolisinas
migran del citoplasma al espacio periplasmico
para degradar las cadenas de PG. La ruptura del
PG en bacterias Gram-positivas asegura una
muerte celular, sin embargo, las bacterias
Gram-negativas necesitan de la intervencion de
una tercera proteina para desintegrar la
membrana externa. Las espaninas son proteinas
homo o heterodiméricas que se ubican en la
envoltura celular, tanto en la membrana externa
como en la interna. Cuando la capa de
peptidoglicano se encuentra degradada y
perforada, las espaninas coordinan la etapa
litica fusionando la membrana interna con la

externa [60].

Estructura de las endolisinas de fagos

La estructura que presentan las endolisinas
fagicas difiere, dependiendo si van dirigidas a
bacterias Gram-positivas o Gram-negativas,
esta diferencia se asocia con la arquitectura que
tiene la pared celular entre estos dos diferentes
grupos bacterianos (Figura 3, 6 y 4, 7) [39]. Las
endolisinas que atacan a Gram-positivas han
evolucionado para utilizar un disefio modular
en donde la actividad catalitica y el
reconocimiento del sustrato, se separan en dos
dominios funcionales, el primero es el dominio
de uniodn a pared celular (CBD) y el segundo es

el dominio enzimdticamente activo (EAD)
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como es el caso de la bacteria Listeria
monocytogenes (Figura 8) [39, 61, 62]. El EAD
es el encargado de llevar acabo el mecanismo
catalitico de la enzima (la escision de los
enlaces especificos dentro del peptidoglicano),
mientras el dominio CBD dirige la proteina a su
sustrato y la mantiene unida firmemente a los
residuos de la pared celular incluso después de
provocar la lisis, por lo que es probable que se
prevenga la difusion y la destruccion posterior
de las células intactas circundantes que atin no
han sido infectadas por el fago (Figura 8) [63].
Esto no sucede con las Gram-negativas debido
a que la membrana externa evita este tipo de
dafios colaterales, limitando el acceso al
espacio periplasmico donde se encuentra el

peptidoglicano.

Las endolisinas de fagos que infectan a
bacterias Gram-negativas, son en su mayoria
pequefias proteinas globulares de dominio
Unico cuya masa molecular esta en el rango de
entre 15 y 20 kDa, y generalmente no cuentan
con un modulo CBD [64]. Estas endolisinas

probablemente desarrollan mejor la funcion
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catalitica de las enzimas clasicas (ayudando a
multiples reacciones cataliticas durante el
proceso de lisis celular), en comparacion a las
Gram-positivas [63], sin embargo, para cada
regla siempre existen excepciones, se sabe que
la endolisina del fago KZ144 de Pseudomonas
(Gram-negativa), tiene una arquitectura
modular con un CBD N-terminal y un EAD C-
terminal (transglicosidasa) (Figura 8) [65, 66].
La parte N-terminal de esta endolisina se une a
las paredes celulares de Pseudomonas
aeruginosa con alta afinidad y tiene Ila
capacidad de reconocer peptidoglicanos de

otras bacterias Gram-negativas [65].

Las endolisinas para bacterias Gram-positivas
presentan, en su mayoria una orientacion
opuesta de los modulos funcionales, con un
EAD en el extremo N-terminal y un CBD en el
extremo C-terminal en el caso més simple como
sucede Listeria monocytogenes (Figura 8) [63].
Sin embargo, las estructuras de las endolisinas
no se limitan necesariamente a solo dos
modulos, ya que existen endolisinas fagicas con
mas de un dominio EAD y/o CDB [67, 68].

0 100 200 300 400
[ | | | I I Endolisina Bacteria a la que reconoce  Tipo de Bacteria
I I I | I I
4) _ . PIVPSA Listeria monocyiogenes Gram-positiva
Amidasa (EAD) CBD

. KZ144 Pseudomonas aeruginosa Gram-negativa

CBD Transglicosidasa (EAD)

Figura 8. Representacion esquematica de las endolisinas de bacteriéfagos, destacando su arquitectura
modular. El nimero de aminoacidos de cada dominio: El dominio CBD y el dominio enzimaticamente
activo (EAD), de la endolisina PlyPSA que lisa a la bacteria Listeria monocytogenes (Gram-positiva)
en A) y en B) Los dominios invertidos de la endolisina KZ144 que lisa a la bacteria Pseudomonas
aeruginosa (Gram-negativa). Imagen modificada de Schmelcher et a/, (2012) [39].
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Actividad enzimatica de las endolisinas de

fagos

Debido a la estructura general moderadamente
conservada del PG, hay un nimero limitado de
enlaces covalentes disponibles para la escision
por endolisinas. Existen cuatro tipos de
endolisinas para hidrolizar el PG: glicosidasas,
endopeptidasas, amidohidrolasas especificas y
transglicosilasas liticas (Figura 9) [69]. Las
glicosidasas rompen los enlaces covalentes
entre los amino azucares presentes en el PG,
N-

glucosamidasas

estas endolisinas pueden ser
acetilglucosamidasas 0
(rompen el enlace glucosidico B (1—4) entre
NAG y NAM, liberando el lado reductor de
NAG. Las N-acetilmuramidasas o muramidasas
(rompen el enlace glucosidico B (1—4) entre
NAG y NAM, liberando el lado reductor de
NAM), las muramidasas también son conocidas
como lisozimas [42]. Las endopeptidasas se
encargan de la hidrélisis del enlace peptidico
normalmente compuesto de cinco glicinas
(Gly), con la cadena de tetrapéptidos presentes
en el acido N-acetilmurdmico (NAM). Esta
actividad normalmente solo la presentan
endolisinas fagicas que atacan bacterias Gram-
positivas, ya que solo éstas presentan dichos

enlaces peptidicos [59, 67, 70].

Las aminohidrolasas especificas o amidasas,
son responsables de romper uno de los enlaces
amida presentes en el radical de tetrapéptidos
en el NAM. La N-acetilmuramoil-L-alanina
amidasa escinde el enlace amida que une la
cadena de glicano (por medio del residuo de
NAM) al tetrapéptido [39, 64, 68]. Esta

52

AyTBUAP 9(34):40-64
Juarez-Gonzalez et al., 2024
actividad se asocia mas a endolisinas de
bacteriofagos que con autolisinas o exolisinas,
la razon de este fendmeno no es clara, ya que la
hidrolisis de este enlace separa el polimero (de
glicano) del tetrapéptido, se especula que esta
actividad es mas desestabilizadora para el
peptidoglicano que la hidrélisis de otros enlaces
y puede ser favorecida evolutivamente por
bacteriofagos que requieren una lisis rapida de
las células huésped para la diseminacion de los
fagos [69].

Las transglicosidasas no son consideradas
hidrolasas, debido a que no necesitan agua para
llevar a cabo la escision en el PG. Son muy
similares a las muramidasas debido a que
rompen el enlace B (1—4) entre los residuos de
N-

acetilglucosamina. El producto de esta escision

acido N-acetilmurdmico y

es un residuo N-acetil-1,6-anhidro-muramilo,

por lo que pertenecen a una clase

mecanicamente distinta a las lisozimas [39, 69,
71].

Sinergia de dos agentes antimicrobianos

El tratamiento con dos distintos

antimicrobianos usados simultdneamente tiene
aspectos muy importantes, como el de generar
una cobertura de amplio espectro en
simulaciones clinicas donde se desconoce el
agente causal de la enfermedad, el tratamiento
de las infecciones polimicrobianas, el tratar de
reducir el efecto toxico de determinado

farmaco, obtener el efecto sinérgico

antibacteriano 'y finalmente prevenir la

resistencia antimicrobiana (Figura 10) [72-75].
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Figura 9. Estructura del peptidoglicano (PG) de la pared celular bacteriana de las bacterias Gram-
positivas, mostrando los mecanismos del reconocimiento molecular de las diferentes actividades
enzimdticas de las endolisinas de fagos: 1) Glucosamidasa, 2) Muramidasa, 3) Amidasa, 4)
Endopeptidasa y 5) Transglicosidasa, las flechas indican los sitios de corte. Imagen modificada de
Chapot-Chartier, M. P., y Kulakauskas, S. (2014) [50].
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Figura 10. Los efectos sinérgicos de las endolisinas con otras moléculas con actividad antimicrobiana,
para inhibir el crecimiento de bacterias multirresistentes.
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Se puede evaluar los efectos sinérgicos de las

endolisinas fagicas con dos estrategias

diferentes. La primera es utilizando dos
endolisinas distintas [71] y la segunda es
utilizando una endolisina con otras moléculas
antimicrobianas (Figura 10) [71, 76-78]. En el
caso de las dos endolisinas, estas enzimas deben
de reconocer distintas regiones en el
peptidoglicano, evaluando la disminucién de
las dosis requeridas al aplicar ambas
endolisinas y mejorando la eficacia del
tratamiento. En ese mismo tiempo se puede
analizar la disminucién de desarrollo de la
resistencia bacteriana a ambos endolisinas, al
atacar simultdneamente a la bacteria por dos
sitios diferentes. Usar dos endolisinas con
diferentes sitios de corte en el peptidoglicano,
pueden tener un efecto destructivo mejorado, al
escindir dos enlaces diferentes al mismo
tiempo, generando un efecto mas grande sobre
el resto de los enlaces del peptidoglicano. La
escision del primer enlace por la primera
endolisina podria dar como resultado una mejor
accesibilidad al segundo enlace que cortaria la
segunda endolisina, generando la degradacion

mas rapida del sustrato.

En la segunda estrategia, la endolisina se
combina con otras moléculas antimicrobianas
[71, 78]. Se puede analizar el efecto de la
endolisina y la otra molécula con efecto
antimicrobiano, evaluando la disminucion de
las dosis requeridas al aplicar ambas moléculas,
del

analizando la reduccion al riesgo de desarrollo

mejorando la  eficacia tratamiento,
de resistencia bacteriana a ambas moléculas al

atacar a la bacteria por dos diferentes sitios. La
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combinacion de las endolisinas con otras
moléculas con actividad antimicrobiana, podria
ocasionar mayores dafos en las superficies de
bacterias multirresistentes que dificilmente
pudieran generar resistencia microbiana a lo

largo de los afios.

Eficiencia de las endolisinas

Las endolisinas utilizadas recientemente en
contra de bacterias multirresistentes tanto
Gram-positivas como Gram-negativas han
tenido resultados favorables. En algunos casos
se han estudiado las endolisinas naturales de
fagos y en otros se han obtenido de manera
recombinante y/o quimérica. Por otro lado,
algunas endolisinas han sido administradas en
cultivos in vitro y otros en modelos animales,
ademas, se han combinado con otras sustancias
como detergentes o antibidticos. Finalmente,
las dosis utilizadas son mas pequenas
comparadas con las dosis utilizadas en los
antibioticos (Tabla 2). La tecnologia de las
endolisinas es muy atractiva y prometedora
para el futuro tratamiento de infecciones con

bacterias multirresistentes en humanos.

Formas de administracion de las endolisinas

Las endolisinas se pueden administrar de
diferentes formas: sobre una herida evitando
contraer una infeccion cutanea, tal es el caso de
las endolisinas Staphefekt SA100 y XDR300
las cuales son utilizadas en pacientes con
enfermedad cronica en la piel ocasionada S.
aureus [70]. Por via intravenosa para las

infecciones sistémicas en Organos especificos,
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Tabla 2. Resumen de la aplicacion de las endolisinas, destacando el tipo, la fuente, los microrganismos y las
dosis utilizadas. Se muestran las concentraciones utilizadas y en algunos casos la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y/o la Concentracién Minima Bactericida (CMB).

Endolisina Tipo de lisina Fuente Microorganismo Dosis Ref.
Lys1SOLP Lisina quimérica | Fago SPNIS | E. coli, A. 0-40 uM [79]
de Salmonella | baumannii 'y P.
aeruginosa
PLysChT04 Natural Fago ChTO4 de | A. baumannii, E. 321.5-6215 [80]
comparada contra | A. baumannii | coliy S. aureus pg/mL
antibidticos (CMI/CMB)
LysZX4-NCA | Natural /EDTA Fago ZX4 de K. pneumoniae 100 pg/ mL [81]
Klebsiella (CMI) Ratén
pneumoniae
LysAB1245 Natural Fago T1245 de | A. baumannii, E. | 4.68to 18.72 [82]
A. baumannii coli, K pg/mL
pneumoniae, P. (CMB)
aeruginosa 'y S.
aureus
LisSYL Natural Fago SYL de | Infeccion por S. 50 mg/Kg [83]
Staphylococcu | aureus Ratén
s aureus
PlyKp104 Recombinante Fago K. pneumoniae, A. 25 pg/mL [84]
lisogénico de | baumannii, pP.
K. pneumoniae | aeruginosa, E.
cloacae, E. coli, S.
sonneiy C. freundii
LisZCl1 Recombinante Fago ZCPS1 | Bacillus cereus 100 pg/mL [85]
/EDTA de P.
aeruginosa

tal es el caso del firmaco SAL200 administrado
via intravenosa, es un farmaco formado por la
endolisina fagica SAL-1 para el tratamiento de
infecciones

generadas por Staphylococcus

aureus [86].

Finalmente, la administracion por via
inhalatoria u oral la endolisina P128, se ha
formulado en un hidrogel y los ensayos in vitro
muestran que esta endolisina, puede lisar con
éxito aislados clinicos de Staphylococcal

recolectados de las fosas nasales humanas, esto

continua en proceso para posteriormente ser
aplicado [87].
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CONCLUSION

Los datos reportados por la OMS en los tltimos

anos, sobre el wuso indiscriminado de

antibioticos en humanos para el tratamiento de
enfermedades ocasionadas por bacterias, ha
provocado el surgimiento de bacterias
multirresistentes a diferentes antibidticos. Ante
el surgimiento de una posible pandemia silente
o manifiesta, en este articulo se analiza la
importancia de poder utilizar moléculas como
las endolisinas inhibir el

fagicas, para

crecimiento de dichas bacterias. Aunque

actualmente existen endolisinas de nueva
generacion Lisinas

como: quiméricas,

artilisinas, lisinas asociadas a viriones, lisinas
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truncadas. En este trabajo particularmente
analizamos las endolisinas naturales. En un
futuro cercano las endolisinas de fagos
representaran una opcion como
antimicrobianos, para la eliminacion de las
bacterias multirresistentes, impactando en
diversas areas como la medicina, la
biotecnologia, la biologia estructural, entre

otras disciplinas cientificas.
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