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PEPTIDOS DERIVADOS DE MELITINA: POTENCIALES AGENTES
ANTIBACTERIANOS Y ANTICANCERIGENOS

RESUMEN

Actualmente las infecciones causadas por bacterias causan preocupacion, debido
principalmente a la resistencia que estos microrganismos ejercen a los agentes
terapéuticos disponibles para su tratamiento. Por otro lado, las enfermedades
cancerigenas han sido responsables de una alta morbimortalidad, hoy en dia el
tratamiento incluye procedimientos invasivos que en muchos casos llegan a ser

altamente toxicos y poco efectivos.

Bajo el anterior escenario, los Péptidos Antimicrobianos (PAMSs) se han convertido
en una opcion terapéutica novedosa, debido a que exhiben multiples funciones
bioldgicas. La melitina es un PAM lineal de 26 aminoacidos, extraido del veneno de
la abeja Apis mellifera, para la cual ha reportado ser efectiva contra bacterias
sensibles y resistentes, ademas de células cancerosas. Con el objetivo de encontrar
péptidos mas cortos que melitina, con igual o mayor actividad tanto antibacteriana
como anticancerigena y con reducida toxicidad, se han sintetizado péptidos derivados

de melitina con algunas modificaciones en su secuencia.

Asi entonces, el propdsito de esta revision fue recopilar articulos tanto experimentales
como revisiones, de los Ultimos veinte afios, que reporten actividad antibacteriana
(especialmente en bacterias de importancia en salud publica) y anticancerigena, de
péptidos derivados de melitina, comparandolos con la secuencia original. Como

resultado se logro encontrar que los péptidos modificados (reduccion y sustitucion de



aminoacidos e hibridacion con moléculas de otras fuentes) lograron conservar o
incluso potenciar estas actividades, reduciendo la citotoxicidad con respecto al

péptido original.

Palabras clave: péptidos antimicrobianos, melitina, actividad antibacteriana,

actividad anticancerigena
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Introduccion

Los medicamentos en la era moderna han significado un gran avance contra la lucha de
enfermedades infecciosas potencialmente mortales, pero el peligro constante que representan
los microorganismos patdgenos a la salud humana no cesa, ain mas cuando una de las mayores
preocupaciones que se ha descrito es la Resistencia a los Antimicrobianos (RAM). Donde segun
reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), existe un grupo de bacterias llamado
ESAKAPE (Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), que representan una amenaza para

la salud publica, ya que exhiben altas tasas de resistencia (1,2)

Otra de las enfermedades importantes en salud publica, es el cancer. Se ha reportado que es la
segunda causa mas frecuente de muerte a nivel mundial y se estima que para el afio 2060
aumente su relevancia epidemiologica, al preverse cerca de 18.5 millones de muertes al afio(3).
El actual tratamiento para el cancer comprende: quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia.
Ya se ha reportado aparicion de resistencia al tratamiento anticancerigeno, situacion que
provoca que el crecimiento de tumores no controlados, causando progresion a estadios mas
graves de la enfermedad(4). Otros problemas vinculados con la terapia anticancerigena son sus
elevados costos y las constantes recaidas que presentan los pacientes a causa de su alta
toxicidad(5).

Actualmente se estdn evaluando diferentes medidas para controlar las enfermedades
anteriormente descritas, dentro de este escenario, se contemplan a los PAMs, los cuéles pueden
ser encontrados como parte de la respuesta inmune innata en todas las formas de vida,
cumpliendo un papel importante en la defensa del organismo. Adicionalmente se ha visto que
estos, pueden tener mdltiples mecanismos de accion y escasamente generan reacciones

adversas, esto convierte a los PAMs en potenciales agente terapéuticos(6).

La melitina: GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ, es un PAM catiénico que ha
demostrado tener efectos citoliticos en contacto con células bacterianas (7); este péptido posee
actividad contra bacterias resistentes a antibioticos como Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa, E. coli y S. aureus resistente a meticilina (SARM) (8), por lo cual puede
considerarse como una alternativa terapéutica para el tratamiento de infecciones causadas por

bacterias multi resistentes (MR).
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Melitina también se ha considerado un candidato de interés para la terapia del cancer a causa
de que varios estudios han demostrado que tiene efectos anticancerigenos en células cancerosas
de prdstata, higado, mama, cérvix y rifion (9). Se ha demostrado que melitina causa dafio a las
membranas de células tumorales, ademas de inducir la detencion del ciclo celular, inhibe el
crecimiento y causa apoptosis en varias células tumorales (10). Sin embargo su rapida
degradacion en la sangre y su actividad litica celular inespecifica plantea desafios importantes

para su uso como anticancerigeno (11).

Estrategias para mantener o potenciar la actividad y la reducir la toxicidad de la melitina se han
realizado en los Ultimos afios, se ha reportado la sintesis de péptidos derivados de melitina con
reduccion o sustitucion de aminodcidos, hibridos o quimeras con otros PAMs(12,13). Elaborar
un documento que contenga estos datos, es importante ya que puede servir de base para otros
investigadores que trabajen en la sintesis de péptidos de melitina, de tal forma que logren
encontrar un derivado de melitina con condiciones Optimas para ser evaluada su actividad tanto

in vitro como in vivo y logre pasar a fases mas avanzadas de estudio.

A partir de lo anteriormente mencionado, en esta revision se recopilé la informacién
bibliogréafica de los Gltimos veinte afios, correspondiente a la actividad contra bacterias del
grupo ESKAPE Yy actividad anticancerigena de péptidos sintéticos derivados de melitina.
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1. Antecedentes

Al final de la década de 1920, la lisozima, (Illamada asi debido a su capacidad para "lisar
bacterias en un plato”), fue identificada por Alexander Fleming y se considera por algunos
autores, el primer caso informado de un péptido con actividad antibacteriana (14,15). En 1939,
René Dubos aislé sustancias antimicrobianas, llamadas gramicidina, del sobrenadante del
cultivo de Bacillus brevis, bacteria encontrada en los suelos. La gramicidina exhibio actividad
bactericida contra una amplia gama de bacterias Gram positivas in vitro e in vivo. Mas tarde se
demostro que la gramicidina era una mezcla heterogénea de seis PAMSs que se identificaron
como polipéptidos N -formilados con aminoécidos L y D alternados. Las gramicidinas fueron

los primeros PAMSs para los que se caracterizaron las estructuras primarias(15).

En 1950 se describieron los primeros PAMs de origen mamifero, cuando James Hirsch
descubrié que los extractos de neutr6filos humanos contenian una sustancia microbicida de
origen peptidico a la que denomind fagocitina. En 1956 se aisl6 el primer PAM de origen
mamifero, el péptido se extrajo de las células leucocitarias del conejo. En los afios 1970 y 1980,
el desarrollo de la tecnologia, especialmente el uso de cromatografia liquida de alta resolucion
y secuenciacion automatizada de péptidos hizo posible purificar péptidos individuales y
determinar sus secuencias de aminoacidos. Los granulos de neutréfilos demostraron ser una
fuente particularmente rica de proteinas y PAMs. Robert Lehrer y su grupo purificaron y
secuenciaron los diversos PAMs de neutrofilos de conejo y cobayo demostrando que eran
catiénicos y anfipaticos. En 1984, Robert Lehrer, Michael Selsted y Tomas Ganz llamaron a

las “fagocitinas” defensinas, en funcion de su papel en la defensa del huésped (16).

La terapia con veneno de abeja, ha sido, uno de los métodos terapéuticos complementarios y
alternativos mas tradicionales que durante mucho tiempo se ha considerado eficaz en el
tratamiento de muchas enfermedades como: artritis reumatica, bursitis, tendinitis, herpes
zéster, esclerosis multiple, heridas, gota, quemaduras e infecciones bacterianas, fungicas y
viricas (17,18). Por lo anterior, el toxicologo Ernst Richard Habermann realiz6 la secuenciacion
de tres péptidos extraidos del veneno de la abeja A. mellifera: La apamina, la melitina y el
péptido degranulador de mastocitos (MCD). Ademas de esto Habermann experimento6 con la
melitina y observd que tenia actividad antimicrobiana. Aunque la apiterapia no ha sido
aprobada por farmacéuticas, debido a que el contacto con la apitoxina genera fiebre,
inflamacion y alergia, se ha demostrado que la melitina purificada es menos alergénica e

inflamatoria, debido a que esta reaccion la produce la fosfolipasa 2 (PLA2), sin embargo, el
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péptido completo no deja de ser totalmente toxico para las células debido a su anfipaticidad y
dependiendo la concentracion; vale la pena resaltar que el péptido sintético de melitina en bajas
concentraciones ha sido probado en humanos via intradérmica en donde no presento reacciones
de hipersensibilidad(19,20).

Se ha descrito que cuando se sintetizan péptidos derivados de melitina, con modificaciones, se
puede reducir la actividad hemolitica y la citotoxicidad, sin reducir significativamente la
actividad antibacteriana y anticancerigena, esta informacion se ampliara mas abajo en la

seccion de resultados.
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2. Marco Teorico

2.1 Péptidos Antimicrobianos (PAMS)

En la naturaleza existen diferentes tipos de patdgenos que pueden infectar cualquier ser vivo
como plantas, mamiferos, insectos, reptiles y aves, todos estos organismos tienen que
defenderse contra los microorganismos, por esta razon, varias células producen PAMs con el
fin de inhibir el crecimiento de bacterias, hongos, parésitos y virus envueltos (21,22). Los
PAMs son una familia de moléculas polifacéticas con mdaltiples mecanismos de accion
relacionados con la capacidad de interactuar fuertemente con las membranas celulares del
patogeno o sin la necesidad de una permeabilizacion permanente de la membrana, por ejemplo;
afectando blancos internos e interviniendo en la replicacion del ADN y la sintesis de
proteinas(23,24).

Los PAMs generalmente consisten en menos de 60 residuos de aminoacidos, que normalmente
son L-amino&cidos ordinarios, también tienen una carga neta positiva, que se debe a las lisinas
(Lys) y argininas (Arg) presentes con frecuencia en la secuencia de aminoacidos. Ademas, a
menudo constan de casi un 50% de residuos hidréfobos. Por lo tanto, estos péptidos suelen
exhibir regiones cargadas e hidrofobas separadas espacialmente y muestran propiedades
anfipaticas, una caracteristica que generalmente los hace activos en las membranas celulares.
Aunqgue los PAMs conservan estas caracteristicas quimicas, su estructura es muy diversa y
varian considerablemente en longitud, secuencia de aminoacidos y estructura secundaria
(25,26).

En la actualidad se han aislado mas de 5.000 PAMs naturales de varios mamiferos, insectos,
reptiles, plantas y microorganismos, los cuales han reportado que poseen actividad
antimicrobiana y anticancerigena(27,28). Gracias a la evidencia experimental, los PAMs
pueden considerarse una alternativa terapeutica viable para combatir microorganismos
sensibles y resistentes, ademas de diversos tipos de cancer, no solo por su actividad, sino por
las ventajas que poseen en comparacion con agentes terapéuticos convencionales, como por
ejemplo su capacidad para actuar a través de modos de accion no especificos, alta actividad
contra un amplio espectro de microorganismos sensibles y resistentes a los medicamentos, y
una relativa falta de susceptibilidad al desarrollo de resistencias se suma a su conveniencia

como nueva generacién de antimicrobianos(27,29) , rotura del plasma y las membranas
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mitocondriales de células tumorales, inhibicion de la sintesis de ADN vy efectos anti-

angiogenicos(30).

Sin embargo, los PAM poseen ciertas desventajas que han impedido su aprobacion y
distribucion para uso terapéutico, como su tendencia natural a ser metabolizados por enzimas
proteoliticas, toxicidad en células como gldébulos rojos y los procesos de sintesis quimica
pueden llegar a ser costosos (31). No obstante, se han creado diversas estrategias para superar
estas desventajas, tales como, modificaciones incorporando aminoacidos no naturales,
modificando la cadena peptidica en secuencias cortas, protegiendo los extremos C y N,
conjugacion con azucares, lipidos y proteinas, y sintesis de péptidos polivalentes como dimeros
y tetrdmeros(32,33).

Se han realizado modificaciones en PAMs las cuales consisten en: deleciones , reemplazo y/o
incorporacion de residuos de aminodcidos y sintesis de moléculas polivalentes a partir de su
motivo minimo de actividad, estas variaciones han mostrado, aumentar la actividad
antibacteriana y anticancerigena, en comparacién con el péptido original(34,35). Asi mismo al
realizar modificaciones, se debe tener en cuenta la carga del péptido, ya que se ha descrito que
la carga podria tener una relacion directamente proporcional con la hemdlisis (36), por
consiguiente, se cree que la reduccién de residuos de aminoacidos permite una menor
citotoxicidad en células de mamifero. La incorporacion de aminoacidos no naturales y la
sintesis de péptidos polivalentes logran una mayor actividad antibacteriana y anticancerigena
que el péptido original y ademas hace al péptido menos susceptible a degradacion enzimatica
(35,37).

Por ultimo, la sintesis de hibridos o quimeras con otros PAMs ha demostrado potenciar la
actividad comparado con los PAMs originales, por ejemplo, Chimera 3 es un péptido quimerico
de LficnB y Buforina Il (BFII), que demostrd tener mayor actividad contra S. aureus y E. coli
que las secuencias originales e igualmente no exhibi6 un efecto hemolitico significativo (38).
Por lo mencionado anteriormente es importante conocer todas las modificaciones que se han
realizado en melitina, debido a que estas pueden hacer de este PAM un prometedor agente
terapéutico para el tratamiento de enfermedades por bacterias y cancer.

2.2 Melitina: Un péptido antimicrobiano

La melitina es un péptido lineal de 26 residuos de aminoacidos cuya secuencia corresponde a:

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ. Este péptido es uno de los principales componentes
16



encontrados en la apitoxina del veneno de abeja melifera (Apis mellifera) y es liberada a través
de su precursor, la promelitina, durante su biosintesis en abejas meliferas para posteriormente
formilarse (31,33). Este péptido, posee un extremo carboxilo hidréfobo y un extremo amino
hidrdfilo, lo cual le confiere propiedad anfipatica, siendo esta la razén por la cual actia como
PAM.

Debido que la melitina es un péptido catidnico, se une con las moléculas que poseen carga
negativa en las membranas de los microorganismos. Cuando se acumulan varios péptidos en
esta membrana, la alteran, afectando la viabilidad del patogeno (13), aunque el mecanismo de
interaccion entre el péptido y la membrana es igual en todos los microorganismos, su
mecanismo de accion varia desde la molécula que utiliza el péptido para unirse a la membrana,
hasta la accion que este ejerce para causar lisis. Por esta razon la melitina se considera un
candidato prometedor para uso terapéutico, ya que se ha demostrado que el péptido posee
actividad antimicrobiana in vitro e in vivo contra una amplia cantidad de microorganismos (39—
41).

El mecanismo de accion en células cancerosas es muy similar a lo ocurrido en
microorganismos, ya que melitina se une gracias a la carga negativa de los fosfolipidos y se
mueve en una direccidn lateral en la membrana, produciendo oligomerizacion, lo que conduce
a defectos estructurales como poros en la membrana celular (42). Melitina podria entrar en las
bicapas de fosfolipidos y exhibe actividad tensoactiva. La relacion entre el péptido y las
membranas celulares resulta en la ruptura de los grupos acilo de los fosfolipidos, inhibiendo el
crecimiento e induciendo de muerte celular apoptoética y necrética a través de varios
mecanismos de muerte de células cancerosas, incluida la activacion de caspasas Yy
metaloproteinasas de matriz. Aunque es citotdxico para un amplio espectro de células

tumorales, el péptido también es toxico para las células normales(43).

Aunque la melitina aln se encuentra en fase preclinica, ha mostrado resultados positivos contra
amplia gama de microorganismos y células cancerigenas, también se ha comprobado que la
melitina de origen sintético es menos citotoxica que la melitina purificada y que la misma
apitoxina (17), esta informacion la han revelado estudios tanto in vivo como in vitro, por lo
cual las modificaciones de origen sintético del péptido puede ser la clave para el uso terapéutico
de este PAM.
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2.3 Actividad Antibacteriana

Melitina, posee propiedades bioldgicas prometedoras y exhibe una potente actividad
antibacteriana contra cepas Gram positivas y Gram negativas, lo que justifica su desarrollo
como un agente eficaz contra todo tipo de bacterias (44). El principal mecanismo de accion de
melitina descrito, consiste en la induccion de poros toroidales (45). Existe una atraccion
electrostatica entre la carga negativa de los acidos teicoicos en el caso de bacterias Gram
positivas, o de lipopolisacéridos de bacterias Gram negativas de la pared bacteriana y la carga
positiva de melitina, luego el péptido se orienta perpendicularmente en la membrana bacteriana
formando de esta manera poros transmembranales, que proceden a la fuga del contenido

citoplasmatico (45) (Figura 1) .
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Figura 1. Principal mecanismo de accion de melitina frente a membranas bacterianas. (A)
Membrana bacteriana Gram negativa y Gram positiva (B) Interaccion de melitina con lipopolisacaridos

18



de la membrana bacteriana Gram negativa y &cidos teicoicos de la membrana bacteriana Gram positiva.
(C): orientacion perpendicular e insercion de melitina a la membrana bacteriana. (D) Formacion de poro
toroidal y posterior lisis celular por fuga de contenido citoplasmético. Fuente: Elaboracion propia.

2.3.1. Actividad de Melitina en bacterias Grampositivas

Dentro del conjunto de bacterias Gram positivas existentes, S. aureus es una de las mas
importantes. S. aureus es un patdégeno oportunista, que forma parte de la microbiota humana
de la piel, membranas mucosas y region nasofaringea (37). Es causante de infeccién en la piel
y tejidos blandos, neumonias y endocarditis. S. aureus recpresenta un problema de salud
publica, y aln més con la aparicién de cepas resistentes como SARM, que representa un desafio
para los sistemas de salud de todo el mundo (46), aumentando la mortalidad, la morbilidad y
costos en tratamiento (37).SARM representa al menos del 25 al 50% de las infecciones por S.
aureus en entornos hospitalarios. En el continente asiatico SARM tiene una prevalencia del
22,6 al 85,5% (47). SARM es responsable de 400.000 ingresos hospitalarios por infecciones
por S. aureus cada afio en Estados Unidos. También existe una gran preocupacion, ya que a
diferencia de otras cepas del grupo ESKAPE, SARM afecta pacientes sin contacto con atencion
médica o sin factores de riesgo aparentes (48). Melitina muestra alta actividad contra aislados
clinicos de SARM, dando como resultado un rango de Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) de 0,125 a 0,5 pg/mL (Tabla 1) (12).

Dentro de las infecciones intrahospitalarias E. faecalis, es responsable de causar infecciones
del tracto urinario, endocarditis y sepsis, en personas sanas € inmunosuprimidas, ademas de
esto ha adquirido resistencia a diferentes antibioticos como la vancomicina (49). E. faecalis es
una de las especies mas prevalentes en humanos, que representan mas del 90% de los aislados
de enterococos clinicos (50), ademas de causar un estimado de 54.500 hospitalizaciones y 5.400
muertes por afio en los Estados Unidos, lo que genera $539 millones en costos de atencion
médica (51).

Melitina ha sido probada contra diversas cepas de referencia como E. faecalis ATCC 4082 con
CMI de 6 pg/mL (Tabla 1) (49) y E. faecalis ATCC 29212 con CMI de 2-4 pg/mL(52).
Igualmente, melitina ha mostrado actividad contra aislados clinicos de pacientes infectados con
E. faecalis, reportdndose CMI de 1-8 pg/mL (Tabla 1) (48).
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2.3.2. Actividad de melitina en bacterias Gramnegativas

En la dltima década, se han aumentado los casos por infecciones de bacterias Gram negativas
como A. baumannii. Esta bacteria se caracteriza por ser resistente a una gran variedad de
antibidticos (53), como por ejemplo cefalosporinas, aminoglucoésidos, fluoroguinolonas y
carbapenémicos (54). Se han realizado ensayos que demuestran que la melitina posee actividad
contra cepas de A. baumannii sensibles, resistentes y extremadamente resistentes. Por ejemplo,
un estudio demostré que la melitina administrada via topica a concentraciones de 16 y 32
pg/mL en ratones infectados con A. baumannii en areas de quemaduras elimino el 93,3% y

100% de las bacterias, respectivamente. (54).

E. coli es una bacteria Gram negativa que coloniza el tracto gastrointestinal, existen varios
clones de E. coli altamente adaptados que han adquirido factores de virulencia especificos, lo
que les permite causar un amplio espectro de enfermedades como enfermedad diarreica,
infecciones del tracto urinario (ITU), sepsis y meningitis (55). La resistencia a multiples
farmacos en E. coli se ha convertido en un problema preocupante que se observa cada vez méas
en la medicina humana. Los mecanismos de resistencia méas problematicos en E. coli
corresponden a la adquisicion de genes que codifican para B-lactamasas de espectro extendido,
carbapenemasas, metilasas de ARNr 16S y resistencia a quinolonas mediada por plasmidos
(56). Por lo mencionado anteriormente se ha probado melitina como alternativa para el
tratamiento de infecciones causadas por E. coli. El péptido natural de melitina ha mostrado
actividad en cepas ATCC y aislados clinicos con CMI de 1,25 pg/mL a 30 pg/mL (Tablal)
(46,54).

P. aeruginosa es un importante microorganismo que causa infecciones nosocomiales en
Estados Unidos (7,1%) y los paises europeos (8,9%), siendo uno de los principales patdgenos
causantes de infecciones predisponentes a ser multirresistentes (57). Melitina ha mostrado
actividad en aislados y cepas de referencia de P. aeruginosa con CMI de 0,625-20 pg/mL
(Tabla 1) (12).

Tabla 1. Reporte de CMI y CMB de melitina contra cepas sensibles y resistentes pertenecientes
al grupo Eskape. Fuente: Elaboracién propia.

Bacteria Grupo Eskape Tipo de Cepa CMI (pg/mL)  CMB (pg/mL) Ref
Células Planctoénicas 2-8 N.R (58)

S. aureus ATCC 23923 0,25 0,25
Aislados SASM 1 2 (8)

20



Aislados SARM 0,125-0,5 0,5-1

12
Aislados Leche Bovina 6,7 32-64 (12)
Aislados Clinicos 1-8 N.R
E. faecalis ATCC 4082 6 N.R (59)
ATCC 29212 2-4 N.R
. ATCC 31852 20 N.R (59)
A. baumanni - —
Aislados Clinicos 4-16 N.R (13)
ATCC 25922 1.25 1.25 (60)
E coli Aislado MR 0.625- 1.25 0.625- 1.25
' Aislados de leche bovina 40-42.5 64-128 8)
ATCC 36150 30 60 13)
. ATCC 24853 20 20 (60)
P. aeruginosa -
Aislados MR 0.625-20 2,5-20 (13)

MR: Multirresistente, SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina, SARM: Staphylococcus
aureus resistente a meticilina.

2.4, Actividad anticancerigena

La melitina tiene diversos mecanismos para inducir la muerte en células cancerosas, entre ellos:
apoptosis, impide el proceso de angiogénesis, detiene el ciclo celular e inhibe la migracion de
este tipo de células(10,39). La actividad anticancerigena de la melitina se ha evaluado in vitro
en multiples tipos de cancer(30). Una de las primeras investigaciones acerca del efecto
citotoxico de la melitina se llevo a cabo en células leucémicas en el afio 1986 en la linea celular
L1210 en la cual se observa que dichas células son de dos a cuatro veces mas sensibles a los
dafios citoliticos de la melitina en comparacion a las células normales de médula 6sea y bazo
de ratén (61).

Asimismo Zhu, et al (62) describi6 que la melitina no inhibe el crecimiento y la viabilidad de
células normales de pulmén a 1 pM, concentracion que fue suficiente para evitar la
proliferacion de células tumorales de pulmon; dichos estudios demuestran que este péptido
presenta mayor citotoxicidad en células cancerigenas que en células normales, esto
posiblemente se deba a los cambios morfologicos que se presentan en la superficie celular
durante el proceso tumorigénico que los convierte mas a fin a la accion de la melitina, como
por ejemplo la acumulacién de moléculas con carga negativa en la membrana celular y la

atraccion electrostatica que se presenta debido a que el péptido posee carga cationica (61).

Jo et al (9) evaluaron el efecto inhibidor de la melitina sobre el crecimiento celular en SKOV3
y PA-1 de cancer de ovario mediante el recuento celular directo, las células se trataron con

concentraciones crecientes de melitina (0,5, 1 y 2 ug/mL) por 24 horas, en donde se observd
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que el péptido inhibe la proliferacion celular dependiendo de la concentracion, impidiendo el
desarrollo de las celulas SKOV3 con un valor de IC50 de 1,5 ug/mL y el crecimiento de células
PA-1 con IC50 de 1,2 ug/mL (Tabla 2). Por otro lado, se evalu6 mediante fluorescencia los
cambios en la morfologia de la cromatina de las células utilizando el marcador fluorescente
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) seguida de la tincion TUNEL, para evidenciar la induccion
de la muerte celular apoptdtica, el tratamiento con melitina (2 pg/mL), se obtuvo como
resultado la estimulacion de aproximadamente de 55% y 60% de muerte celular apoptética en
SKOV3y PA-1, respectivamente.

En latabla 2 se recopila reportes de actividad en valores de Concentracion inhibitoria 50 (1C50)
de melitina contra diferentes tipos de cancer.

Tabla 2. Reporte de actividad de melitina contra células cancerigenas Fuente: Elaboracién
propia.

Actividad

Linea celular - . Referencia
anticancerigena
SKOV3 (céancer de ovario) IC50: 1.5 pg/mL ©)
PA-1 (cancer de ovario) IC50: 1.2 pg/mL
MHCC97L (carcinoma hepatocelular con bajo potencial metastasico) IC50: 9.4 pg/mL (63)
MHCC97H (carcinoma hepatocelular con alto potencial metastasico) IC50: 4.06 pg/mL
HelLa (c&ncer de cuello uterino humano) 1C50: 2r12|?/|0 +680
9L (glioma de rata) 1C50: lnll?/lo +310
U87 MG (glioblastoma-astrocitoma humano) 1C50: ?]?\2 +300
, (64)
CT26 (cancer de colon murino) 1C50: lr?l?/lo +210
LS174T (adenocarcinoma humano) 1C50: 4nl|3|0 * 580
MDCK (rifién canino) 1C50: 1?&0 *360
BEL-7402/5-FU (hepatocarcinoma humano resistente a 5-fluorouracilo)  1C50: 11.09 uM (65)

IC50: Concentracion inhibitoria 50.

En otro estudio se utilizd las lineas celulares AGS (cancer géastrico), COLO205 y HCT-15
(cancer colorrectal), y se identifico que la melitina provoca dafio en la membrana celular
durante el primer minuto de tratamiento con el péptido, y a los quince minutos genera muerte
completa de las células cancerigenas a concentraciones entre 10 a 20 pg/mL (Figura 2), por lo
cual se deduce que la melitina genera alteraciones morfolégicas en la superficie celular casi
inmediatamente al entrar en contacto con las células cancerigenas y las elimina

rapidamente(66).
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1 minute 15 minutes

Control Melittin 10pg/ml Melittin 20pug/ml Melittin 20pg/ml

Figura 2. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (MEB) de células cancerosas que
muestran diferencias en la morfologia celular antes y después del tratamiento con melitina (10
ug/mLy 20 ug/mL) para A) AGS, B) COLO205 y C) HCT-15 durante 1 minuto o 15 minutos,
las flechas amarillas indican el dafio celular y de la membrana. Fuente: Soliman C, Eastwood
S, Truong VK, Ramsland PA, Elbourne A. The membrane effects of melittin on gastric and
colorectal cancer. PLoS One. 2019;14(10):1-16.

El crecimiento excesivo y la metéstasis son dos caracteristicas fundamentales de los tumores
malignos; se ha demostrado que la melitina reduce significativamente el volumen del tumor e
inhibe la metastasis pulmonar in vivo en modelo de ratones con trasplante ortotépico de
hepatocarcinoma hepatico humano (MHCC97H) cuando se trataron con 80 pg / kg / dia del
péptido durante 10 dias a comparacion del grupo placebo, este efecto se asocia con la capacidad
de la melitina en disminuir la activacion de la via de sefializacion dependiente de Racl, (via

relacionada con la migracion celular durante la metéstasis) (63).
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3. Disefio Metodoldgico

3.1. Tipo de investigacion

Esta investigacion es de tipo descriptiva y explicativa en donde se recopil6 la informacién
acerca de la actividad de péptidos derivados de melitina en bacterias del grupo ESKAPE y
células cancerosas. Se analizo la informacion reunida a partir de articulos de investigacion y
algunos articulos de revision con la finalidad de detallar el impacto de las modificaciones
quimicas en la actividad de melitina y describir los mecanismos de accion planteados por

diversos autores, basandose en diferentes técnicas.

3.2 Universo, poblacion y muestra

3.2.1. Universo

Articulos de investigacion y de revision en inglés y espafiol acerca de la actividad
antimicrobiana y anticancerigena de péptidos derivados de melitina.

3.2.2. Poblacién

Articulos de investigacion y de revision en inglés y espafiol acerca de la actividad
antibacteriana y anticancerigena de péptidos derivados de melitina.

3.2.3 Muestra

Articulos de investigacion y de revision en inglés y espafiol acerca de la actividad contra

bacterias del grupo SKAPE y actividad anticancerigena de péptidos derivados de melitina.

4. Metodologia

4.1 Revision bibliografica.

Se realiz6 una revision bibliografica de articulos cientificos en inglés y en espafiol, de los
altimos vente afios, para obtener datos sobre la actividad antimicrobiana y anticancerigena de

melitina y péptidos derivados de melitina utilizando bases de datos cientificamente reconocidas
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como PubMed, Google Scholar, Scopus, ScienceDirect y SpringerLink. En la busqueda de
bibliogréafica, se utilizaron palabras clave como “melittin”, “PAM” “antibacterial peptides”,
“antibiofilm activity”, “antibacterial activity”, “anticancer activity”, “anticancer propities”,
“melittin activity”, “sinergim”, “Staphylococcus aureus”, “Escherichia coli”, “Acinetobacter
baumanni”, “Enterococcus”, “Pseudomonas aeruginosa”, “Antimicrobial resistance”, “Bee

Venom”. Se escogieron articulos de los ultimos 20 afios.

4.2 Seleccion del material bibliogréfico.

Posterior a esto, se realiz6 una segunda busqueda, con el filtro “review”, en cada base de datos,
mencionada anteriormente, con el fin de escoger el tema de profundizacion de este trabajo de
revision. En la busqueda y lectura se evidencio que hay publicados varios articulos de actividad
antimicrobiana de melitina, pero ninguno recopilaba la informacion de la actividad
antibacteriana en cepas de importancia en salud publica de péptidos sintéticos derivados de
melitina, interaccion de melitina con antibidticos y actividad anticancerigena de los mismos.
Después de esto, se procedio a filtrar la busqueda bibliogréfica, en las mismas bases de datos

29 <

utilizando palabras clave como: “melittin derivates”, “melittin analogues”, “melittin hybrid”,
29 <6 29 ¢ 9% ¢ 9% ¢

“melittin modification”, “polivalent melittin”, “cancer”, “anticancer activity”, “sinergism”. En

el mismo periodo.

4.3 Elaboracion de la estructura del documento.

Teniendo recopilada la informacion con respecto a la actividad antimicrobiana vy
anticancerigena de melitina y derivados sintéticos, se leyeron detalladamente los articulos y
posteriormente se decidid enfocar la estructura de este documento en describir y discutir la
actividad antibacteriana en cepas SKAPE, de péptidos derivados de melitina, interaccion con
antibidticos y actividad anticancerigena de los mismos, comparando las modificaciones de los
péptidos derivados con la secuencia original, debido a que no existe documento en la actualidad
que recopile y compare la actividad de PAMs derivados de melitina con la secuencia original,
lo cual se considera importante, ya que esta revision seria una base tedrica para el disefio y
sintesis de nuevos PAMs derivados de melitina con potencial uso antibacteriano vy

anticancerigeno.
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5. Resultados y discusion

5.1 Revision bibliografica.

La informacion se consultd en 5 bases de datos utilizando las palabras clave descritas en la
metodologia. Se revisaron 155 referencias de las cuales se seleccionaron 91 que contenian los

temas principales que se abordan en este trabajo (Anexo 1).

5.2 Seleccidn del material bibliogréafico.

Una vez seleccionadas las 91 referencias, se organizaron en temas segun el tipo de actividad,
(Figura 3), se decidio enfocar este trabajo en describir la informacion respecto a la actividad
antibacteriana y anticancerigena péptidos sintéticos derivados de melitina

M Derivados de melitina con actividad antibacteriana

M Derivados de melitina con actividad anticancerigena

Figura 3. Temas principales que se abordan en este trabajo. Fuente: elaboracion propia.

Luego de escoger el enfoque del documento, se decidio dividirla en 4 subtemas: Actividad
antibacteriana en cepas ESKAPE de péptidos derivados de melitina, mecanismo de accion de
péptidos derivados de melitina en bacterias, interaccion péptidos derivados de melitina con
antibioticos convencionales y actividad anticancerigena de los de péptidos derivados de

melitina.
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Se recopilo la informacion bibliografica respecto a la actividad antibacteriana y anticancerigena
de melitina de diversos articulos de investigacion. Tras la revision, se logré encontrar
informacion de aproximadamente 26 péptidos derivados de melitina con actividad
antibacteriana, interaccién de melitina probados con 11 antibidticos convencionales en
diferentes bacterias y actividad de melitina y sus derivados en 11 lineas celulares. En la Figura
4 se evidencian los péptidos derivados de melitina con actividad antibacteriana vy
anticancerigena recopilados en esta revision, agrupados en tres grupos: (i) péptidos analogos:
péptidos, a los cuales, se les realiz6 una delecidn y/o sustitucion en su secuencia original; (ii)
péptidos hibridos: secuencias de melitina unidas a secuencias de otros PAMSs y (iii) Melitina +
molécula: la secuencia original de melitina en combinacion con otras moléculas, como por

ejemplo antibidticos y otros PAMs

W Péptidos Analogos M Péptidos Hibridos M Melitina + Molécula

Figura 4. Categorias de los péptidos derivados de melitina. Fuente: elaboracion propia.
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5.3 Péptidos derivados de melitina con actividad antibacteriana

Aunque el péptido completo de melitina posee una gran actividad antibacteriana comparada
con varios antibioticos convencionales, su toxicidad y su alto costo de produccion (13) ha
impedido su uso como agente terapéutico. Como se mencion6 anteriormente, se han buscado
estrategias para reducir estas desventajas, como reduccion en la secuencia de aminoacidos,

sustitucion de aminoacidos y sintesis de hibridos o quimeras con otros PAMs (48).

La reduccion de aminoacidos ha sido una estrategia muy efectiva para mantener la actividad
antibacteriana y reducir la toxicidad. Por ejemplo, el péptido Mel (12-26) es un péptido, al cual
se le ha eliminado los once primeros residuos de aminodcidos del extremo C-terminal, dando
como resultado un péptido corto con actividad un poco reducida en comparacion con el péptido
original (Tabla 2) y una reduccién en la actividad hemolitica (67). Una de las propiedades
importantes en la actividad de un péptido es la hidrofobicidad (68), por esa razon se cree que
el péptido Mel (12-26) conservo gran parte de la actividad antibacteriana con CMI de 5,6-88,9
pg/mL (67). Para corroborar dicha informacion se sintetizaron péptidos andlogos de Mel (12-
26), donde son reemplazados aminoéacidos hidrofilicos por residuos de Leucina, un aminoacido
hidrofébico, mostrando mejor actividad que Mel (12-26) (67) (Tabla 2). También se
sintetizaron péptidos, donde eliminaron aminodcidos hidrofilicos como glutamina, debido a
que la hidrofilia es desfavorable para la actividad antibacteriana (69). En la Figura 5, se muestra
el alineamiento multiple de la secuencia de melitina y Mel (12-26) en comparacién a los

péptidos analogos de Mel (12-26).

Péptido Secuencia

Melittin GIGAVLEKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 26
Mel (12-26) = ——————————= GLPALISWIKRKRQQ 15
Mel (12-26,L1) ——————————— LLPALISWIKRKRQQ 15
Mel (12-26,L3) ——————————— GLLALISWIKRKRQQ 15
Mel (12-26,53)  ——————————— GLSALISWIKRKRQQ 15
Mel (12-26,L4) ——————————-— GLPLLISWIKRKRQQ 15
Mel (12-26,L7) ——————————-— GLPALILWIKRKRQQ 15
Mel (12-26,G14,G1l5) @ —-—————————- GLPALISWIKRKRGG 15
Mel (12-25) = ——————————— GLPALISWIKRKRQ- 14
Mel (12-25,L14) = ——————————— GLPALISWIKRKRL- 14
Mel (12-24) ——————————— GLPALISWIKRKR—- 13

* *k hkkkkk

Figura 5. Clustal péptidos analogos de Mel (12-26). Melittin: melitina, aminoacidos color rojo:
sustitucion de aminoacidos, -: delecidn, *: conservacion en la secuencia. Fuente: Elaboracion propia
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Se identificaron dos motivos minimos hidrofobos principales con suficiente actividad y baja
toxicidad (GIGAVLKVL y GLPALISWI) (12). Con base en los motivos anteriormente
mencionados, se sintetizaron las moléculas MDP1: GIGAVLKVLTTGLPALIKRKRQQ y
MDP2: GIGAVLKWLPALIKRKRQQ, péptidos con 21 y 19 residuos de amino&cidos
respectivamente. Al péptido MDP1 se le elimind un residuo de serina en la posicion 18, a causa
de que el aminoacido no posee un papel en la actividad antibacteriana y al péptido MDP2 se
sustituyeron residuos de valina, leucina y treonina por triptéfano, porque este ultimo se ha
demostrado que posee mas actividad antimicrobiana y menos citotoxicidad que la secuencia
original. Los péptidos MDP1 y MDP2 mostraron una actividad con CMI y CMB de 0,125-20
pg/mL en cepas sensibles y MDR del grupo ESKAPE (Tabla 2), mejor resultado en algunos
casos que el péptido original que posee CMI'y CMB de 0,125-128 pug/mL (Tabla 1) (12).

Los hibridos o quimeras son combinacion de 2 secuencias de PAMs de diferente origen, la
hibridacion de dos péptidos con diferentes propiedades fisicoquimicas ha sido un método eficaz
para obtener PAMs con actividades antibacterianas unicas(70). Los péptidos CM11 y CM15
son péptidos que contienen en su secuencia residuos de cecropina A (CIM 0,5-32 pg/mL en
bacterias grampositivas y gramnegativas) y melitina, los cuales han tenido una actividad
significativa en cepas de referencia ATCC con CMI de 4 pg/mL y CMB de 16 pg/mL,
respectivamente, CMIs menores que los péptidos originales. En aislados clinicos bacterianos de
infeccion hospitalaria, estos hibridos CM11 y CM15, mostraron CMI de 2-32 pg/mL mientras
que la CMB fue de 16-128 pg/mL (13) (Tabla 2). lo anterior, demostr6 que tanto CM11 como
CM15 son péptidos altamente activos contra aislados clinicos y su actividad es muy similar al
péptido completo de melitina, pero con una secuencia mas corta, lo que puede llevar a una

reduccion en los gastos para la sintesis de este tipo de moléculas.

Aunque la cecropina A, ha sido el péptido mas utilizado para sintetizar hibridos con melitina,
la LfcinB con CMI 8-32 pg/mL en bacterias grampositivas y gramnegativas, también ha sido
utilizada (71). LFM23 es un péptido hibrido de 23 residuos de aminoacidos, disefiado con base
a las secuencias primarias de LfcinB y melitina, que mostro CMI de 32-64 pg/mL en cepas de
referencia ATCC (Tabla 2) (71). La actividad de LFM23 es comparable con melitina, sin
embargo, Almaaytah et al (70) menciona que LFM23 conservo, la actividad antibacteriana
comparado con LfcinB y melitina, mientras disminuy0 la actividad hemolitica, por lo tanto,

los resultados indicaron que la hibridacion de PAMs con melitina podria ser una forma eficaz
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para obtener nuevas moléculas con propiedades antibacterianas conservadas y menor

porcentaje de hemdlisis.

Es muy importante comparar la actividad de péptidos derivados de melitina con antibidticos
convencionales, para corroborar, si efectivamente son una alternativa al tratamiento contra
bacterias. Los péptidos CA-M son hibridos de cecropina A 'y melitina, los cuales corresponden
a: CA(1-8)M(1-18)  (KWKLFKKIGIGAVLKVLTTGLPALIS),  CA(1-7)M(2-9)
(KWKLFKKIGAVLKVL) y CA(1-7)M(5-9) (KWKLLKKVLKVL) (72). El aumento de la
resistencia in vitro de A. baumannii a las polimixinas, antibidtico usado solamente como ultima
opcion de tratamiento debido a su nefrotoxicidad, ha originado la necesidad de nuevas
moléculas efectivas contra este patdgeno (73). Se ha demostrado que los hibridos CA-M tienen
una mayor afinidad que la colistina (Polimixina E) hacia el LPS aislado de cepas de A.
baumannii resistentes a la colistina, ademas de presentar actividades de 1,1 a 4 pg/mL, valores
similares o en algunos casos mejores gque la propia colistina que mostro actividad en Aislados

clinicos de A.baumannii de 4-64 pg/mL (72).

Melitina también se ha hibridado con BMAP-27 un PAM de origen bovino con CMI de 1-20
pg/mL en bacterias ATCC Gram positivas y Gram negativas, el péptido hibrido de estas dos
moléculas nombrado BMAP27-melitina que consta de un fragmento N-terminal obtenido de
los residuos 9-20 de BMAP-27 y un fragmento C-terminal de los residuos 2-9 de melitina (70),
posee una actividad en cepas de referencia Gram positivas sensibles de S. aureus y E. faecalis
con CMI de 23,5-35,5 pg/mL y de bacterias Gram negativas como E. coli y P. aeruginosa con
CMI de 23,5-82,5 pg/mL, el hibrido también ha sido efectivo contra cepas de referencia MDR
mostrando CMI de 23,5-82,5 (Tabla 3) (70). BMAP27-Melittin mostré una potente actividad
antimicrobiana de amplio espectro contra cepas bacterianas estandar representativas de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, ademas de que estudios contra eritrocitos humanos
mostraron que el péptido no causé hemdlisis, ni usando concentraciones iguales a diez veces
las CMI de BMAP27-Melittin frente a todas las cepas microbianas(70).

Ademas de unir dos secuencias de PAMs de diferentes origenes, también la unién de moléculas
inorganicas ha sido muy efectiva para aumentar la actividad antibacteriana. Mel-GO NDs y
Mel-GO NCs son péptidos de melitina con nanodots y nanocoloides integrados en su secuencia,
estas moléculas mostraron mejor actividad que la melitina sin ninguna modificacion y que la

polimixina y &cido fusidico, dos antibidticos muy efectivos contra E.coli y S.aureus. Mel-GO
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NDs mostro una CMI de 1,2 y 5 pg/mL y Mel-GO NCs presento una CMI de 2,5y 5,5
png/mL(74) (Tabla 3).

Tabla 3. Reporte de CMI y CMB (Concentracion minima bactericida) de los péptidos
derivados de melitina contra cepas sensibles y resistentes pertenecientes al grupo ESKAPE

CMI CMB

Péptido Secuencia Cepa (Lg/mL)  (ug/mL) Ref
S.aureus 5,6 N.R
Mel(12-26) GLPALISWIKRKRQQ -
E. coli 88,9 N.R
Mel(12-26, LLPALISWIKRKRQQ S.aureus 11 N.R
L1) E. coli 70,8 N.R
Mel(12-26, GLLALISWIKRKRQQ S.aureus 12 N.R
L3) E. coli 70,8 N.R ©7)
Mel(12-26, GLSALISWIKRKRQQ S.aureus 3,1 N.R
S3) E. coli 6,25 N.R
Mel(12-26, GLPLLISWIKRKRQQ S.aureus 1,3 N.R
L4) E. coli 76,7 N.R
Mel(12-26, GLPALILWIKRKRQQ S.aureus 14 N.R
L7) E. coli 81,7 N.R
Mel(12-26, GLPALISWIKRKRGG S.aureus 2,60 N.R
G14,G15) E. coli 78,3 N.R
GLPALISWIKRKRQ S.aureus 2,60 N.R
Mel(12-25) :
E. coli 10,4 N.R (69)
Mel(12- GLPALISWIKRKRL S.aureus 2,60 N.R
25,L.14) E. coli 11,4 N.R
Mel (12-24) GLPALISWIKRKR S.aureus 1,30 N.R
E. coli 41,7 N.R
S.aureus
ATCC25923 012 0125
Aislados
SASM 0,125 0,25
Aislados
S.aureus MR 8 8-16
E. coli ATCC 25 25
MDP1 GIGAVLKVLTTGLPALIKRKRQQ 25922 ' !
Aislados 0,625- 0,625-
E.coli MR 1,25 1,25
P. aeruginosa 5 10 (12)
ATCC 27853
Aislados P.
aeruginosa 2,5-10 2,5-20
MR
S.aureus
ATCC25923 012 0125
MDP2 GIGAVLKWLPALIKRKRQQ "gig‘f\;’s 0,25 05
Aislados
S.aureus MR 0,125-1 0,25-2
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E. coli ATCC

25922 1,25 1,25
Aislados
E coli MR 0,31-25 0,31-25
P. aeruginosa
ATCC 27853 3 10
Aislados P.
aeruginosa 2,5-10 2,5-20
MR
S.aureus
ATCC 33592 4 16
P. aeruginosa
ATCC 27853 4 16
A.baumannii
ATCC 17978 4 16
E. coli ATCC
CM11 WKLFKKILKVL 43890 4 16
S.aureus A.C 2-32 16-64
P. aeruginosa
AC 2-32 8-64
A.baumannii
AC 2-16 16-64
E. coli A.C 4-32 16-64
(13)
S.aureus 4 16
ATCC 33592
P. aeruginosa
ATCC 27853 4 16
A.baumannii
ATCC 17978 4 16
E. coli ATCC
CM15 KWKLFKKIGAVLKVL 43890 4 16
S.aureus A.C 4-32 16-64
P. aeruginosa i i
AC 4-32 16-128
A.baumannii
AC 4-32 16-128
E.coli AC 4-32 16-64
A.baumannii 14 NR
Cal-BM(- | \WKLFKKIGIGAVLKVLTTGLPALIS —ATcC19606
18) A.baumannii
2-8 4-8
A.C
A.baumannii 11 NR
Ca(l-IM(2- KWKLFKKIGAVLKVL ATCC19606 (72,75)
9) A.baumannii 9.4 2.4
A.C
A.baumannii
2,5 N.R
CA(1- KWKLLKKVLKVL ATCC19606
TIM(5-9) A.baumannii 4 48
A.C '
S.aureus
ATCC 29213 2,35 N.R
S.aureus
2,35 N.R
BMAP27- KFKKLFKKLSPVIGAVLKVLT ATCC 33591
melitina S.aureus 35 NR (70)
ATCC 43300 ' '
E. faecalis
ATCC 19433 3,5 N.R
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E. coli ATCC

25922 5.9 N.R
K.pneumoniae
ATCC 13883 176 N-R
P.aesruginosa
ATCC 27853 a7 N-R
P.aeruginosa
ATCC 2114 8,25 N-R
A.baumannii
ATCC 19606 8,25 N-R
S.aureus
ATCC 25923 32 N-R
LFM23 FKCRRWQWRWKKLGARLKVLTTG E. cggg,;l'cc 32 N.R (71)
P. aeruginosa
ATCC 27853 64 N-R
MEL-GO  GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ S.aureus S N.R
NDs +GRA E. coli 1,2 N.R 74
MEL-GO  GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ S.aureus S N.R
NCs + GRA E. coli 2,5 N.R

MR: Multiresistente, SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina, SARM: Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, A.C: Aislados clinicos

5.4. Mecanismos de accion de péptidos derivados de melitina en bacterias

Melitina tiene la capacidad de penetrar membranas microbianas mediante la formacion de
poros transmembranales de forma similar a un detergente, induciendo fuga de componentes
intracelulares a través de la bicapa lipidica (76). Los péptidos derivados de melitina, se
comporta de manera similar al péptido original, debido a que el principal mecanismo de accion
responsable de la muerte celular bacteriana esta relacionado con la interaccion entre el péptido
con lamembrana (70). Existen varias técnicas para estudiar la interaccion de péptidos derivados
de melitina con las bicapas lipidicas de la membrana bacteriana, como por ejemplo;

espectroscopia de fluorescencia y microscopia electronica de barrido (MEB) (77).

E. coliy S. aureus tuvieron resultados en MEB similares cuando fueron tratadas con MDP1 y
MDP2 (Figura 6y 7). Las imagenes mostraron que MDP1 altera la integridad de la membrana
e indujo cambios significativos en la morfologia de las células bacterianas de S. aureus a los
30 min, 1 y 3 h como degradacion, formacion de vesiculas y lisis celular y perforacion y
degradacion en células de E. coli a 1,3 y 5h. MDP2 mostro un efecto similar sobre las bacterias

S. aureus y E. coli (12).
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En la Figura 6 se observan que MDPL1 altera la integridad de la membrana e indujo cambios
significativos en la morfologia de las células bacterianas de S. aureus y E. coli. La figura 7,
muestra como MDP2 indujo agregacion, escision, perforacion y degradacion en células de E.
coli despueés de una hora, ademés de inducir lisis celular, la formacion de un gran agujero en S.
aureus. Los dafios superficiales en las bacterias, como pocas perforaciones y formacion de
vesiculas, aparecieron en las primeras horas (0-3 h), seguidos de lisis celular y degradacién
como dafos profundos (3-5 h). En general, los experimentos tanto en MDP1 como en MDP2

respaldan una clara actividad dependiente del tiempo en las tres bacterias examinadas y la

actividad que ejercen en las membranas bacterianas(12).

S. aureus - Control S. aureus - MDP1 (TT; 30min) 8. aureus - MDP1 (TT; 1h) S. aureus - MDP1 (TT; 3h)

E. coli - Control E. coli- MDP1 (TT; 30min) E. coli- MDP1 (TT; 1h) E. coli - MDP1 (TT; 3h)

Figura 6. Iméagenes de MEB de células bacterianas de S. aureus y E. coli después de la
exposicion a una dosis de CMI de MDP1 (0,125 y 2,5 pug/mL) en tiempos de tratamiento de 30
min, 1, 3y 5 h (a 37 ° C). TT: tiempo tratado; C: control (bacterias "normales™ no tratadas);
MDP: péptido derivado de melitina; PE (bacteria perforada), DE (bacteria degradada), LS

(bacteria lisada), VS (vesicula) Tomada de: Akbari R, Hakemi Vala M, Hashemi A, Aghazadeh H, Sabatier JM,
Pooshang Bagheri K. Action mechanism of melittin-derived antimicrobial peptides, MDP1 and MDP2, de novo designed
against  multidrug  resistant  bacteria.  Amino  Acids [Internet]. 2018;50(9):1231-43.  Available  from:
https://doi.org/10.1007/s00726-018-2596-5
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S. aureus -Control S. aureus - MDP2 (TT; 1h) S. aureus - MDP2 (TT; 3h) S. aureus - MDP2 (TT; 5h)

Figura 7 Imégenes MEB de células bacterianas de S. aureus y E. coli después de la exposicion
a una dosis de CIM de MDP2 (0,125 y 1,25 pg/ml) en tiempos de tratamiento de 30 min, 1, 3
y 5 h (a 37 ° C). TT: tiempo tratado; C: control (bacterias "normales” no tratadas); MDP:
péptido derivado de melitina; h: horas; SP (bacteria dividida); PE (bacteria perforada); DE
(bacterias degradadas); LS (bacterias lisadas); GC (celda fantasma con un gran agujero); LH

(agujero grande). Tomada de: Akbari R, Hakemi Vala M, Hashemi A, Aghazadeh H, Sabatier JM, Pooshang Bagheri
K. Action mechanism of melittin-derived antimicrobial peptides, MDP1 and MDP2, de novo designed against multidrug
resistant bacteria. Amino Acids [Internet]. 2018;50(9):1231-43. Available from: https://doi.org/10.1007/s00726-018-2596-5

Por otro lado, se cree que los péptidos Mel-GO NDs y Mel-GO NCs potencian la actividad de
permeabilizacion de la membrana gracias a que las nanohojas del grafeno entran
espontaneamente como nanocuchillos en la membrana bacteriana causando fuga del contenido
celular y posterior muerte. En la Figura 8 se observan lesiones y colapsos en la membrana
bacteriana de E. coli y S. aureus, lo que sugiere una fuerte capacidad de alteracion de la
membrana del péptido Mel-GO(74).
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E. coli S. aureus

Figura 8. Imagenes MEB de bacterias E. coli y S. aureus antes o después del tratamiento con

Mel-GO NDs. Las flechas indican lesiones y colapsos de la membrana bacteriana. Tomada de: Lu
X, Liu J, Gou L, Li J, Yuan B, Yang K, et al. Designing Melittin-Graphene Hybrid Complexes for Enhanced Antibacterial
Activity. Adv Healthc Mater. 2019;8(9):1-10.

5.5 Interaccion de péptidos derivados de melitina con otras moléculas antibacterianas

La combinacidn de antibidticos brinda una estrategia prometedora para superar los mecanismos
de resistencia y recobrar la eficacia de estos farmacos al momento de eliminar infecciones
causada por bacterias resistentes. En el caso particular de los PAMs se conoce una gran
cantidad de péptidos que producen efectos sinérgicos cuando se mezclan con antibi6ticos
convencionales (77,78). Mdltiples investigaciones han demostrado que la melitina posee
efectos sinérgicos cuando se combina con otros agentes antimicrobianos (Tabla 3), en el estudio
realizado por Bardbari et al (53), se observa que al utilizar colistina o imipenem junto con
melitina en cepas de Acinetobacter baumannii MDR aisladas de infecciones pulmonares y
quemaduras, se observa actividad sinérgica con valores del indice de Concentracion Inhibitoria
Fraccionada (ICIF) entre 0,12 y 0,37. Alni et al (60) utilizando el método del tablero de
ajedrez evidenciaron que la melitinay el antibiotico mupirocina tienen efectos sinérgicos (ICIF
< 0.5) y de aditividad (ICIF >0,5 hasta 1) cuando interacttan con cepas de MRSA y S. aureus
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susceptible a la meticilina (MSSA) provenientes de pacientes con infeccion por quemaduras.
La actividad sinérgica de la melitina no se limita a su combinacion con los antibioticos usados
actualmente dentro de la préctica clinica, también se ha evidenciado relaciones de sinergia que
se genera al utilizar otro tipo de moléculas como por ejemplo carvacrol e isotiocianato de
bencilo (BITC) que corresponden a metabolitos secundarios de plantas al obtener valores de
ICIF de 0,37 y 0,5 respectivamente en MRSA NCTC 10442 (80).

Se ha estudiado ampliamente los péptidos hibridos de cecropina A (CA) - melitina (MA) como
posibles agentes antibacterianos(72) . Giacometti et al (81) sintetizaron la quimera CA (1-7)
MA (2-9) NH2 (KWKLFKKIGAVLKVL- NH>) y determinaron que actia de manera sinérgica
con B-lactamicos como imipenem, ceftazidima y piperacilina con ICIF entre 0.187 y 0.375 en
cepas de referencia y aislados clinicos de A. baumannii y se establece como hipdtesis que la
interaccion positiva que se da en esta combinacion es gracias a que el péptido se inserta en la
membrana citoplasmatica y permite el acceso del B-lactamicos al peptidoglicano para su
posterior destruccién. Posteriormente los mismos autores identificaron actividad sinérgica del
péptido hibrido CA (1-7) MA(2-9) NH: con B-lactamicos en bacterias Gram positivas como S.
aureus MRSA ATCC 43300, mientras que con glucopéptidos como la vancomicina se presento

indiferencia con un valor correspondiente al ICIF de 1,5 (82).

Geitani et al (83) identificaron que se genera aditividad al juntar el péptido CA (1-7) MA (2-9)
con colistina en dos aislados de P. aeruginosa MDR (MDRPA1y MDRPAZ2) y en una cepa de
referencia de P. aeruginosa, mientras que al combinar este péptido con imipenem MDRPA2 y

la cepa sensible presentan aditividad y MDRPA1 mostrd indiferencia (ICIF < 2).

Cuandrini et al (84)estudiaron el efecto combinado del péptido CA (1-7) MA(2-9)NH> junto
con otros PAMs como citropina 1.1 (péptido producido en las glandulas dorsal y
submentoniana de la rana verde Litoria citropa), temporina A (péptido proveniente de la piel
de laranaroja Rana temporaria) y PAL-KGK- NH2 ( Palmitoil-Lys-Gly-Lys-NH>) en aislados
clinicos de S. aureus MRSA aislados de heridas y lesiones cutaneas tanto en células
planctonicas como en biofilm, donde se encontrd que en las bacterias plancténicas el CA (1-
7) M(2-9)NH2 muestra valores de ICIF en un rango de 0,25 a 0,5 en combinacion con
temporina A y citropina 1.1 que indica sinergia, sin embargo el resultado con PAL-KGK-NH
2 en algunos casos fue de indiferencia, con valores de CIF de 1,5. Para la erradicacion de

biopeliculas preformadas en dos superficie de poliestireno y catéter venoso central, como
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tratamiento, se dejaron en contacto durante 4 y 6 horas con los péptidos y sus combinaciones a
concentraciones de 4 x CMI y sus valores de CIF respectivamente. Las combinaciones de CA
(1-7) M(2-9) NH2 con temporina A o citropina 1.1 mostraron una notable erradicacion de las
biopeliculas formadas en poliestireno, a comparacion con la observada con cada PAM por
separado. Como se evidencia en el caso de las biopeliculas de S. aureus 348839 tratadas con
CA (1-7) M(2-9) NH: junto con temporina A, que alcanzaron una DOs70 de 0,121 frente a
0,495y 0,290 obtenidas con CA(1-7) M(2-9)NH. y temporina A solos respectivamente(84).

En el trabajo realizado por Gopal et al (85) se evalu el efecto al combinar una gran variedad
de quimeras constituidas por CA, ME, magainina 2 (MA) o la proteina ribosémica L1 de
Helicobacter pylori (HP) junto con cefotaxima, ciprofloxacino o eritromicina, en donde el
péptido HP (2-9) - ME (1-12) (AKKVFKRLGIGAVLKVLTTG) y los antibioticos exponen
relaciones de sinergia al co-cultivarse con aislados clinicos de cepas de A. baumannii resistente
a ampicilina, cefotaxima, ciprofloxacina, tobramicina y eritromicina. Lo cual indica que la
accion conjunta del péptido con los antibidticos logra superar la resistencia que presenta las

bacterias a estos agentes antibacterianos.
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Tabla 4: Valores ICIF para la melitina y sus peptidos derivados al combinarse con otras moléculas.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Cepa Cadigo ICIF  Actividad Ref
ATCC 19606 0,37
MDR1 0,25
MDR2 0,26
Colistina MDR3 0,25
MDR4 0,19
MDR5 0,37
No MDR 0,5 . .
Sinergia
ATCC 19606 0,37
MDR1 0,25
MDR2 0,25
Imipenem A. baumannii MDR3 0,12 (53)
MDR4 0,12
Melitina (NH2-GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-CO MDR5 0,25
NH) No MDR 0,31
ATCC 19606 0,75 Aditividad
MDR1 1,03
MDR2 1,01
Ciprofloxacino MDR3 1,03 Indiferencia
MDR4 1,01
MDR5 1,01
No MDR 0,75 Aditividad
ATCC33591 1,25 Indiferencia
SARM-1, SCCmecl 0,75 Aditividad
Mupirocina S.aureus SARM -2, SCCmecll 0,50 (60)
SARM -3 Sinergia
scCmeclll 0.50 ’
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SARM -4,

0,75 I
SCCmeclll Aditividad
SASM-1 1,00
SASM -2 1,25 Indiferencia
SASM -3 0,38 . .
Sinergia
SASM -4 0,38
SARM /NCTC
BITC S.aureus 10442 0,5
E. coli ATCC 25922 0,24 Si . 80
S.aureus MRSA/NCTC 0,37 e 0
Carvacrol ' 10442 :
E. coli ATCC 25922 0,5
. ATCC 19606 0,312
Co-amoxiclav
04-01 0,375
- ATCC 19606 0,187 . .
Ceftazidima Sinergia
04-01 0,187
. - ATCC 19606 0,375
Piperacilina
.. 04-01 0,250
A. baumannii (81)
) ] ATCC 19606 0,750 e
Ciprofloxacino Aditividad
04-01 1,0
I ATCC 19606 1,25 . .
Netilmicina Indiferencia
04-01 1,5
ATCC 19606 0,25 . .
. Sinergia
Co-amoxiclav 04-01 0,312
S. aureus ATCC 43300 0,312 Sinergia (82)
L ATCC 19606 0,187
CA (1-7) M (2-9)NH, (KWKLFKKIGAVLKVL-NH>) Ceftazidima
04-01 0,250
. . A. baumannii ATCC 19606 0,312 Sinergia (81)
Piperacilina
04-01 0,375
Imipenem ATCC 19606 0,250
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04-01 0,250
S. aureus ATCC 43300 0,187 Sinergia (82)
AS1 0,75 Aditividad
P. MDRPAL 2 Indiferencia  (83)
aeruginosa
MDRPA2 1,0 Aditividad
. ATCC 19606 1,0 I
. . A. baumannii Aditividad  (81)
Ciprofloxacina 04-01 1,0
S. aureus ATCC 43300 1,25 Indiferencia (82)
A " ATCC 19606 1,5 . .
Netilmicina A. baumannii Indiferencia  (81)
04-01 1,5
Rifampicina ATCC 43300 0,750  Aditividad
Vancomicina S. aureus ATCC 43300 1,5 . . (82)
- — Indiferencia
Claritromicina ATCC 43300 1,5
AS1 0,75
Colistina P. MDRPAL 10  Aditividad  (83)
aeruginosa
MDRPA2 0,75
357426 0,25
. 355872 0,38
Temporina A
348839 0,5
ATCC 43300 0,26 . .
Sinergia
357426 0,5
N 355872 0,48
Citropina 1.1 S. aureus (84)
348839 0,5
ATCC 43300 0,5
357426 15 . .
Indiferencia
PAL-KGK-NH 355872 2,5
2 348839 0,5 . .
Sinergia
ATCC 43300 0,5
HP (2-9) M (1-12) (AKKVFKRLGIGAVLKVLTTG) Cefotaxima MDR4 1,0  Aditividad  (85)

43



MDR5

Indiferente
MDR12
MDR19 0,5 Sinergia
MDR4 0,625 T
Aditividad
. . MDR5 0,75
Ciprofloxacina A.
.. MDR12 0,375 . .
baumannii Sinergia
MDR19 0,3125
MDR4 0,75
. . MDR5 0,75 o
H Eritromicina Aditividad
MDR12 0,625
MDR19 1,0

Los indices ICIF se interpretaron de la siguiente manera: <0,5, sinergia; > 0,5 a 1,0, adicion; > 1,0 a <4,0, indiferencia; y >4,0, antagonismo (82)
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5.6 Actividad Anticancerigena de péptidos derivados de melitina

En la investigacion realizada por Jamasbi et al (86), se utilizaron mondémeros y dimeros de
melitina marcados con AlexaFluor 430, con la finalidad de determinar la distribucion
intracitoplasmatica de estos péptidos por medio de fluorescencia en la linea celular NUGC-3
correspondiente cancer gastrico, en donde se observé que al cabo de 30 minutos de tratamiento,
ambos péptidos a concentraciones de 1uM se localizaron en todo el citoplasma, e incluso
lograron alcanzar la membrana nuclear, también se determind que el péptido monomeérico a
concentraciones entre 1 a 10 uM presenta mayor citotoxicidad que el dimero, en este caso se

utilizo el ensayo de MTT para evaluar la citotoxicidad de los péptidos.

Por otro lado, la actividad anticancerigena de dos conjugados entre melitina y gelonina
(glicoproteina perteneciente a la familia de toxinas inactivadoras de ribosomas derivadas de
planta), uno de caracter recombinante (rGel-Mel) producido a partir de genes contenidos en
vectores expresado en E.coli y otro sintetizado por fusién quimica (cGel-Mel), se estudiaron
en las lineas celulares de cancer de cuello uterino humano HelLa, glioma de rata 9L,
glioblastoma-astrocitoma humano U87 MG, céncer de colon murino CT26 vy
adenocarcinoma humano LS174T mediante el ensayo XTT, en donde la viabilidad celular
representada por los valores de IC50 muestra que tanto cGel-Mel (media 1C50: 88 - 180 nM)
como rGel-Mel (media IC50 : 120 - 570 nM) poseen citotoxicidad significativamente
aumentada en comparacion con la melitina (IC 50 : 990 - 4100 nM media ), gelonina (IC 50 :
3.100 — 4.800 nM media ) por separado y la mezcla de ambos péptidos (IC 50 : 890 — 3.600
nM promedio )(Tabla 4); los efectos antitumorales in vivo de ambos conjugados se observaron
en modelo de ratdn portadores de tumores con xenoinjerto de células HeLa que inhibieron
significativamente el tamafio del tumor, cGel-Mel impidio el crecimiento en un 84% y rGel-
Mel enun 77% con dosis de 10 ug administradas cinco veces cada tercer dia, lo cual demuestra
que la actividad anticancerigena de las dos quimeras sobrepasan a la actividad de cada péptido

por separado (64).

Los péptidos rGel-Mel y cGel-Mel inhiben el crecimiento de tumores in vivo en modelo de
xenoinjertos de células cancerigenas en ratones, exhiben actividad citotoxica selectiva en las
celulas tumorales, mientras que en las células normales no generan dafios significativos como

el péptido original de melitina (Tabla 4) (105).
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En otro estudio, Jiang et alb (87) disefiaron una quimera entre melitina y tanatina
(GLPLLISWIKRKRQQAGPGSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM) utilizando los 15
amino&cidos C-terminal modificados de melitina y la secuencia completa de la tanatina con la
finalidad de potenciar la actividad anticancerigena y antibacteriana de ambos péptidos, y a
partir del ensayo de MTT se observa que el péptido hibrido a una concentracion de 100 pug/mL
al incubarse por 48 horas con células de hepatocarcinoma humano SMMC-7721 logra una tasa

de inhibicidon media del 19.14% de esta linea celular.

El péptido andlogo de melitina TT-1 (KIKAVLKVLTT) generado al reducir la secuencia
nativa manteniendo el sitio amino terminal y sustituyendo las glicinas por lisinas, indica una
mayor estabilidad e hidrofobicidad, disminucién de la carga neta y menor toxicidad que la
melitina; TT-1 fue utilizado por Wan et al (88) para determinar la capacidad de inhibir la
proliferacion de células de hepatocarcinoma humano HepG-2 y Huh7 por medio del ensayo
MTT, en donde el efecto de TT-1 es dependiente de la dosis con IC50 de 3.762 + 0.285 pg/mL
y 5.823 + 0.138 pg/mL respectivamente a las 72 horas. Por otro lado a la concentracion de
32 ug/mL la viabilidad de las células HepG-2 y Huh7 disminuy6 a 14.8% y 26.9%
respectivamente (Tabla 4), por lo cual se concluye que TT-1 posee potente citotoxicidad en las

dos lineas celulares.

TT-1 también ha demostrado tener actividad citotoxica en las células de cancer de tiroides
humano TT al presentar IC50 de 18,23 £ 2,81 pg/mL a las 24 horas de tratamiento con el
péptido, 3,87 + 0,34 pg/mL a las 48 horas y 2,76 + 0,32 pg/mL a las 72 horas, también se
observo que a una concentracion de 4 pg/mL de TT-1, la viabilidad de las células TT a las 48
horas disminuyé al 47.8%, mientras que las células Nthy-ori3-1 (células epiteliales foliculares
de tiroides de humano normal) no se afectaron con el mismo tratamiento, esto significa que las
células TT son mas susceptibles a la accion de TT-1 a comparacion de las células no cancerosas
(Tabla 4) (89).

Mel-P15 es un péptido derivado de melitina que consta de 15 aminoacidos y cuya secuencia es
GLPALISWIKRKRQQ, Xu et al (90) sintetizaron este péptido e identificaron por medio del
ensayo de hemolisis que presenta baja toxicidad frente a los glébulos rojos, arrojando como
resultado porcentajes de hemolisis menores al 20% a dosis de hasta 128 pg/mL, mientras que
la melitina a 10 pg/mL alcanzé aproximadamente el 70 % de hemolisis. Mel-P15 también
suprime significativamente el crecimiento de hepatomas H22 in vivo con una tasa de inhibicién

de 23,97%, 47,11% y 61,51% para 0,5, 1 y 2 mg/kg de Mel-P15 respectivamente(Tabla 4),
46



mostrando un efecto dependiente de la dosis. Esto se determind midiendo el peso del tumor
tras permitir el desarrollo del xenoinjerto de células H22 en modelo de ratdén y someterlos a
distintas concentraciones de Mel-P15. Por otro lado la administracion de este peptido en los
ratones portadores de H22 aumento los niveles de TNF-a, IL-2 e IFN-y en 1,38, 2.57 y 1,49
veces respectivamente a comparacion del grupo control, sugiriendo que la inhibicion del
crecimiento del tumor también estd mediada por la estimulacion de la respuesta inmune por
parte de Mel-P15. Las derivaciones peptidicas de la melitina han demostrado tener
caracteristicas relevantes a comparacion del péptido del cual se originan, como Mel-P15

presentado una marcada reduccién del efecto hemolitico en contraste con la melitina (109).

El péptido MEL-pep (GIGAVLKKLTTGLKALISWIKRKRQQ) fue disefiado y sintetizado
reemplazando la valina en el octavo sitio y la prolina en el decimocuarto aminodacido por lisina
de la secuencia original de melitina, esto con la finalidad de aumentar la carga cationica y
potenciar su efecto anticancerigeno, MEL-pep presenta actividad antiproliferativa (IC50 4,44
uM)(Tabla 4) mejor que la melitina (IC50 11,09 uM) en células de hepatocarcinoma humano
resistente a 5-fluorouracilo (BEL-7402/5-FU) evaluado a través del ensayo de CCK-8. El
mecanismo de accion descrito para MEL-pep esta relacionado con los cambios y disrupciones
generados directamente sobre la membrana celular observados por medio de microscopia
electronica de barrido (SEM), otra caracteristica de este péptido es su capacidad de aumentar
la sensibilidad de las células BEL-7402/5-FU a 5-fluorouracilo en 2,49 y 4,39 veces a dosis
de 2 y 4 uM respectivamente del péptido, demostrado al incubar las células con MEL-pep y 5-
fluorouracilo y calcular el valor de pliegue de inversién utilizado para evaluar la sensibilidad

de un farmaco en presencia de un modulador u otra sustancia (65).

A pesar de que se ha considerado a la melitina como posible agente quimioterapéutico, su
rapida degradacion en la sangre y su alta toxicidad frente a células intestinales y celulas
sanguineas (linfocitos y en especial los globulos rojos) plantean los principales retos para su
segura implementacion en la practica clinica (91), por lo cual una manera efectiva de reducir
la toxicidad de los péptidos en células no cancerosas es por medio de las modificaciones en
la secuencia nativa. Los péptidos derivados de melitina mostraron ser menos citotoxicos en
células sanas, ademas de conservar la actividad de la secuencia original, por lo tanto, la sintesis
de péptidos derivados de melitina es una estrategia promisoria para reducir las dificultades que

posee la secuencia original.
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Tabla 5: Actividad anticancerigena de-péptidos derivados de melitina en distintas lineas celulares.

Péptido Secuencia Linea celular Actividad anticancerigena Referencia
HelLa (cancer de cuello uterino IC50° 150 + 50 nM
humano)
9L (glioma de rata) IC50: 120 £ 60 nM
us7 M(_S (glioblastoma- IC50: 92 + 36 NM
cGel-Mel GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ+Gel astrocitoma humano)
CT26 (cancer de colon murino) 1C50: 88 £ 42 nM
LS174T (adenocarcinoma IC50: 130 + 28 nM
humano)
MDCK (rifién canino) IC50: 180 £ 60 nM
HelLa (c&ncer de cuello uterino (64)
IC50: 370 £ 130 nM
humano)
9L (glioma de rata) 1C50: 390 £ 140 nM
us7 M_G (glioblastoma- IC50° 120 + 60 nM
rGel-Mel GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ+Gel astrocitoma humano)
CT26 (cancer de colon murino) 1C50: 530 £ 170 nM
LS174T (adenocarcinoma 1C50: 420 + 140 nM
humano)
MDCK (rifién canino) IC50: 570 £ 71 nM
Por medio del ensayo MTT se observa
Tanatina- SMMC-7721 (hepatocarcinoma una tasa de inhibicion media del
Melitina GLPLLISWIKRKRQQAGPGSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM humano) péptido hibrido en las células del (87)
19.14% a 100 pg/mL
HepG-2 (cancer de higado IC50: 3.72 0,285 pg/mL
humano) (88)
Huh7 (cancer de higado IC50: 5.823 + 0,138 pg/mL
humano)
TT-1 KIKAVLKVLTT Nthy-c_)r|3-1 (celulgs _epltellales A 4 pg/mL la viabilidad celular no se
foliculares de tiroides de .
afecto
humano normal) (89)

TT (céncer de tiroides humano)

A 4 pg/mL la viabilidad celular
disminuy6 al 47.8%
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H22 (carcinoma hepatocelular de

Detiene el crecimiento de hepatomas
trasplantado con tasa de inhibicion de

Mel-P15 GLPALISWIKRKRQQ ratén) 23,97,47,11y 61,51% para 0,5,1y 2 (90)
mg / kg
BEL-7402/5-FU
MEL-pep GIGAVLKKLTTGLKALISWIKRKRQQ (hepatocarcinoma humano IC50: 4.44 yM (65)

resistente a 5-fluorouracilo)
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6. Conclusiones

A pesar de su gran actividad, melitina no ha sido aprobada para el tratamiento de
infecciones microbianas o cancer debido a su alta citotoxicidad y alto costo de
produccidn, sin embargo, mediante esta revision se logré evidenciar que la actividad en
bacterias SKAPE y células cancerosas de la mayoria de péptidos derivados de melitina
(anélogos, péptidos polivalentes e hibridos) se puede conservar o hasta mejorar
comparado con la actividad del péptido original.

En pocos casos se observo que la actividad de melitina puede disminuir con alguna
modificacion, pero los autores mencionan que la actividad exhibida por los péptidos
derivados sigue siendo significativa y ain mas considerando que por ejemplo el
beneficio obtenido con algunos péptidos hibridos y anélogos de melitina fue la
reduccion de la actividad hemolitica, lo que se considera una gran ventaja frente al
péptido original.

El mecanismo de accion de los péptidos derivados de melitina respecto a su secuencia
original, es similar en bacterias y células cancerosas en vista de que el péptido establece
una interaccién electrostatica con la carga negativa en las membranas. La presencia de
fosfolipidos en membranas de células cancerosas y tanto lipopolisacéaridos en las
bacterias Gram negativas como acidos teicoicos en las bacterias Gram positivas, son
responsables de la atraccidn electrostatica entre la carga cationica del péptido y la carga
anionica del microorganismo o célula cancerosa.

Las modificaciones como reduccion y sustitucion de aminoacidos, hibridacion con
secuencias de otros PAMs y combinacidn con sustancias organicas e inorganicas; en la
secuencia de la melitina puede ser una opcion para obtener peptidos sintéticos con
reduccion de costos, conservando la actividad y disminuyendo la citotoxicidad
Péptidos derivados de melitina han presentado efecto sinérgico cuando se combina con
antibidticos convencionales, otros PAM o metabolitos secundarios de algunas plantas,
incluso en bacterias Gram positivas y Gram negativas MDR, lo que podria llevar al uso
de concentraciones de este péptido e incluso de las otras moléculas que no sean toxicas

para las células mamiferas, ademas de potenciar la actividad de estos.
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e Esimportante estudiar el efecto de los péptidos derivados de melitina en otras bacterias
y microorganismos, debido a que el péptido original, como se menciond en el

documento, presenta un alto espectro de accion
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