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RESUMEN

Las bacterias farmacorresistentes plantean un enorme problema de salud
publica que ha sido provocada por el mal uso que se ha hecho de los antibiéticos. Se
ha estado trabajando en multiples alternativas para combatir este problema. Una de
estas opciones ha sido el uso de los péptidos antimicrobianos (AMPs), en lugar de los
farmacos convencionales, debido a la dificultad que parece que tienen a que se
desarrollen resistencias. Ademas, se ha visto que estos AMPs no solo son efectivos
contra bacterias, sino que también pueden ser activos ante hongos, parasitos, virus, o
células cancerosas por lo que suponen un campo de estudio muy novedoso y con

prometedores resultados.

En este trabajo se ha pretendido dar una vision general sobre los péptidos
antimicrobianos, asi como su importancia en el tratamiento de bacterias
multirresistentes, y mdas concretamente sobre el péptido melitina. La melitina es un
péptido antimicrobiano cuya estructura es en forma de hélice-bisagra-hélice
procedente del veneno de la abeja, y cuyo mecanismo de accion consiste en alterar las
bicapas de fosfolipidos formando poros y provocando una lisis de la célula. Se han
estudiado las aplicaciones de la melitina ante distintas bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, y se ha visto que puede tener resultados prometedores en el
tratamiento de estas infecciones, e incluso se ha demostrado que pueden tener

efectos sinérgicos con antibidticos convencionales mejorando asi la eficacia de estos.

Los AMP como agentes antibacterianos han estado dando buenos resultados,
sin embargo, algunos inconvenientes como su inestabilidad, la toxicidad que puedan
causar al huésped o los costos de produccién, ha favorecido el desarrollo de los
péptidos sintéticos (SAMP) destacando el péptido CAM (cecropina A- melitina) y
derivados del mismo, los cuales han presentado mejores actividades antibacterianas y
menores efectos adversos que sus péptidos naturales de partida, la melitina y la

cecropina.

Palabras clave: resistencia a los antibidticos, melitina, péptidos antimicrobianos, CAM

péptido y péptido hibrido
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1.- Introduccidn

Desde que en septiembre de 1928 Fleming descubriera la penicilina, se ha
producido un importante adelanto en el tratamiento de las infecciones bacterianas. A
lo largo de estos casi cien afos se han descubierto nuevos antibidticos que han
permitido el tratamiento de enfermedades infecciosas, que desde la antigliedad eran
muy graves o incluso mortales (Ventola, 2015). Sin embargo, estudios epidemioldgicos
han demostrado que se ha favorecido la aparicion y diseminacion de resistencias
bacterianas a los antibidticos debido al mal uso que se ha hecho de ellos, ya sea por un
consumo en exceso, una mala prescripciéon (Luyt et al.,, 2014) o por su uso
indiscriminado en el tratamiento de enfermedades o suplementos para el crecimiento

en el ganado (Bartlett et al., 2013).

La resistencia a los antibidticos es un suceso natural conocido desde hace
mucho tiempo. Ya en 1940, la enzima B-lactamasa producida por algunas bacterias, fue
identificada como la responsable de la resistencia frente a la accién de antibidticos
betalactamicos (Abraham y Chain, 1940). La resistencia adquirida a los antibidticos es
un proceso genéticamente codificado, y hay varios mecanismos detrds de esta
resistencia. Uno de los mecanismos mas importantes de la propagacién de los genes
gue codifican las enzimas que confieren resistencia a los antibidticos entre las
bacterias, es la transmisién horizontal. La transferencia o movimiento de los genes
entre bacterias se produce de forma hereditaria, de célula madre a célula hija, o puede
ser adquirida, a través de plasmidos lo que desencadena que estos genes se
transfieran entre distintas especies bacterianas (Figura 1). Ademads, puede ocurrir de
manera natural mutaciones en los genes, lo que desencadena en ultima instancia el

desarrollo de resistencias a los antibiéticos (Read y Woods, 2014).

ABO gene ABO gene

(aphA6) ABO gene (aphA6)
(aphA6) |
Plasmid GR6 | O
‘% §\ Chromosome
Donor (Kan®) Recipient (SA®) Transconjugant

(SAR + Kan®)

Figura 1. Transferencia horizontal de genes del grupo de plasmidos 6 (GR6) que
alberga genes de resistencia a antibidticos entre cepas donante y receptora.

(Leungtongkam et al., 2018)
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Un analisis realizado por el “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC)
en 2019, puso de manifiesto que en Estado Unidos se habian producido mas de 2,8
millones de infecciones por resistencia a los antibidticos, y como resultado de ello
murieron alrededor de 35.000 personas (CDC, 2019). Para tratar estas bacterias
resistentes a los medicamentos, una de las opciones empleadas es el tratamiento con
dosis mas altas de antibidticos convencionales para lograr la misma eficacia que antes.
Sin embargo, esto es un proceso costoso ya que requiere una hospitalizacion

prolongada y puede tener un efecto téxico en el paciente.

Segun un informe publicado en 2020 por la WHO, Organizacion Mundial de la
Salud (World Health Organization, 2021), se estdn explorando nuevos tratamientos
para combatir la resistencia a los antibiodticos los cuales incluyen nuevos antibidticos y
combinaciones de los mismos. Aunque algunos de ellos parecen estar dando
resultados prometedores, se piensa que en general no serdn capaces de resolver
completamente el problema de la resistencia bacteriana, ya que algunos de los
antibidticos nuevos son derivados de las diferentes familias de antibidticos existentes
cuya farmacorresistencia es conocida, por lo que se prevé que se produzca una rapida
aparicidn de resistencias a estos nuevos antibidticos. Es por eso que también se estan
investigando nuevos tratamientos no convencionales como bacteriéfagos, péptidos

antimicrobianos, etc.

Algunas de las bacterias cuya prioridad es critica a la hora de encontrar un

nuevo tratamiento aparecen recogidas en la Tabla 1, (Mukhopadhyay S et al., 2020).

Prioridad

Bacterias resistentes a los
antibiéticos

Medicamento al que es resistente

Prioridad 1:CRITICO*

Prioridad 2:ALTA

Prioridad 3: MEDIA

Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae #

Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus

Helicobacter pylori
Campylobacter
Salmonella spp.
Neisseria gonorrhoeae

steotococos neumonia
Haemophilus influenzae
Shigella spp.

Carbapenem

Carbapenem

Carbapenem, cefalosporinas de
tercera generacion

Vancomicina

Meticilina, vancomicina intermedia
y resistente

Claritromicina

Fluoroguinolonas
Fluoroquinolonas

Cefalosporinas de tercera generacion
y fluoroquinolona

Penicilina

Ampicilina

Fluoroquinolona

Tabla 1. Lista de prioridades mundiales recomendadas por la WHO de bacterias
resistentes a los antibidticos.
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Es por tanto muy importante encontrar nuevas estrategias para hacer frente a
las bacterias resistentes. En este sentido, una de las vias que recientemente ha
cobrado una enorme importancia es el empleo de los péptidos antimicrobianos (AMP).
Estos AMP existen abundantemente en la naturaleza y son una parte importante del
sistema inmunoldgico innato de diferentes organismos, por lo que han coexistido con
los microorganismos desde hace millones de afios, y no se tiene constancia de que se
haya producido una resistencia generalizada, lo que podria significar que tienen un
mecanismo antimicrobiano Unico, capaz de evitar que se produzcan estas resistencias.
Ademas, se ha comprobado que algunos AMP pueden tener actividad no solo
antibacteriana sino también contra hongos, parasitos, insectos, virus e incluso células
cancerosas (Wang y Wang 2004). Hasta la fecha, ningin AMP se ha comercializado
como antibidtico, aunque muchos de estos AMP se encuentran en ensayo clinico
como: Locilex™, un AMP catidnico de origen natural el cual produce alteraciones en la
membrana de la bacteria; C16G2, péptido antimicrobiano sintético de accién
especifica contra las caries dentales; LTX-109 (Lytixar™) con una rdpida actividad litica,
para el tratamiento del impétigo; o LL-37 para mejorar la curacién de las Ulceras

venosas en la pierna.

Sin embargo, su desarrollo clinico ha tenido un éxito limitado debido a que
presentan algunas desventajas, tanto farmacocinéticas como elevados costos de
produccién. Todo ello, unido a un renovado optimismo sobre el descubrimiento de
productos naturales, ha llevado a que se desarrollen estrategias alternativas, en
concreto la identificacién de péptidos naturales activos, y su posterior modificacion y
optimizacién de las secuencias. Es por ello por lo que se investigd como nueva fuente
de obtencion de AMP, los distintos venenos de diferentes animales como aranas,
escorpiones y abejas. Fue en las abejas y mdas concretamente las abejas del género
Apis donde se detectd que en su veneno, el cual poseia una actividad citotdxica, tenia
un componente bioactivo mayoritario, la melitina, un péptido catidénico con actividad
citolitica por lo que se pensd que la melitina podria ser la responsable de esta actividad

del veneno.

Tras el descubrimiento de la melitina, se han realizado una serie de ensayos

gue estdn permitiendo conocer su potencial, sus ventajas y limitaciones. La melitina ha



M2 Elvira Ayala Dominguez

mostrado una potente actividad antibacteriana, tanto para bacterias Gram-negativas,
Pseudomonas aeruginosa o Salmonella enterica, como bacterias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus (Memariani et al., 2019). También se han detectado accidn
antiinflamatoria, destrucciéon de células cancerosas y aumento en el crecimiento y la

proliferacién celular.

Actualmente se estd estudiando el empleo de la melitina junto con otros
péptidos y antibidticos y su efecto sinérgico, detectandose una mayor efectividad
contra cepas que previamente eran resistentes a la meticilina como S. aureus (MRSA)

(Bardbari et al., 2018).

2.-Objetivos
2.1. Objetivo general

> Dar a conocer a los péptidos antimicrobianos: estructura, mecanismo de accion

y clasificacion.
2.2. Objetivos especificos
» Caracterizacion del oligopéptido melitina
> Estudiar la eficacia de la melitina ante distintas bacterias multirresistentes

> Describir nuevas posibilidades de tratamiento ante bacterias multirresistentes

utilizando péptidos hibridos de la melitina.

3.-Metodologia

La metodologia utilizada en la elaboracién de este trabajo de fin de grado de
tipo bibliografico, se ha centrado en la busqueda de articulos cientificos y revisiones,
como fuentes bibliograficas primarias. Se ha utilizado en la busqueda las distintas
bases de datos proporcionadas por la biblioteca de la Universidad de Sevilla, como
Web of Science, Sciencedirect, Pubmed, Score, Medline, etc. También se han
empleado diferentes portales de busqueda en internet y bases de datos como Google

académico. Se completd con informacidn extraida de paginas de internet como la
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pagina oficial de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) o la pdgina oficial del
Centro de Control de Enfermedades (CDC). Como palabras clave para la busqueda se
ha empleado los términos, “melittin”, “antibiotic resistance” y “cecropin-melittin

peptides”.

Para la estrategia de busqueda primero se realizdé una lectura en profundidad
de articulos que introdujeron el tema de péptidos antimicrobianos. Tras esto, se
analizdé con mayor facilidad, los articulos centrados en el péptido melitina y mds en
concreto, en su actividad antibacteriana. Las tablas y figuras han sido tomadas de los
articulos y revisiones bibliograficas consultadas. Como criterios de exclusidon se han
descartado articulos o revisiones bibliograficas que fueran antiguas o que no tuvieran
relevancia en la actualidad junto con aquellos estudios de la melitina que no
estuvieran centrados en su capacidad antibacteriana, ya que la melitina presenta
numerosas aplicaciones. Solo muy ocasionalmente se han citado articulos antiguos,

por ser importantes.

La busqueda realizada en Sciencedirect, empleando el término “melittin” y
acotada a los diez ultimos afios dio como resultado la siguiente gréfica (Figura 2). Estos
datos ponen de manifiesto como el interés del estudio de la melitina se mantiene en el

tiempo hasta la actualidad.

160 |
140 |
120

100~

Figura 2. Evolucion del tema de investigacion a lo largo del tiempo.
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4.-Resultados y discusion

4.1.-Concepto de péptido antimicrobiano (AMP)

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) o péptidos de defensa del huésped (HDP)
se descubrieron por primera vez en la década de 1980. Se definen como un grupo de
péptidos de tamafio relativamente corto, entre 10-50 aminodcidos, que se localizan
tanto en las células eucariotas como procariotas de forma natural, siendo su funcién
principal la regulacidon de la respuesta inmune innata del huésped en los organismos
superiores, mientras que en las bacterias los AMPs, matan otras bacterias que
compiten por el mismo nicho ecoldgico (Jiang et al.,, 2021). Al ser un componente
integral de la inmunidad innata, los AMPs generalmente actian de manera no
especifica (actividad de amplio espectro) y rdpidamente (en minutos). Su eficacia en la
actividad antimicrobiana contra patégenos, probablemente ha contribuido a su
ubicuidad en muchas formas de vida. Aunque muestran una notable diversidad
estructural y funcional, presentan una serie de caracteristicas distintivas que los

definen (Hancock y Sahl, 2006):
(a) Bajo peso molecular.

(b) Contener aminoacidos basicos, por lo que son de naturaleza catiénica a pH
fisiolégico, oscilando las cargas entre +2 y +9; y aminoacidos hidrofdbicos, lo

gue les permite interaccionar con la membrana celular.

(c) La configuracion mas abundante es a-helicoidal, aunque también existen
configuraciones en forma de hojas B-antiparalelas como consecuencia de la
presencia de enlaces disulfuro. Debido a la ciclacién de la cadena peptidica o la
presencia de un solo enlace disulfuro pueden adquirir una configuracion en bucle B, o

puede ser una cadena extendida (Figura 3).
(d) Anfipaticos, lo que les permite asociarse a la bicapa lipidica.

Algunos AMPs pueden ser expresados constitutivamente, mientras que otros
pueden ser inducidos después de una infeccion causada por agentes infecciosos
externos. Al ser péptidos catidnicos destacan por tener una funcién antibacteriana
marcada que se ve reforzada por una fuerte adhesién celular, favorecida por las

interacciones hidréfobas (Mukhopadhyay et al., 2020).

11
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Como la actividad de los AMPs depende de la estructura y la secuencia, es

importante tener en cuenta estas dos propiedades al categorizarlos.

(a) (d)

AN L

(b) (c)

T Gvs 77

I '~

Figura 3. Estructuras secundarias comunes de péptidos antimicrobianos: (a) a-

e)

hélice, (b) B-hoja, (c) en bucle, (d) extendidas y (e) estructuras secundarias mixtas.

Ademads de la muerte directa de patdgenos, se ha demostrado que muchos
AMPs poseen otras actividades como neutralizacion de endotoxinas, reclutamiento de
células inmunes, modulacién de la produccién de citocinas, supresién de inflamacién
potencialmente dafina, induccién de la diferenciacion celular y mejora de las
respuestas inmunitarias adaptativas, supervivencia, cicatrizacion de heridas vy

angiogénesis.

4.1.1.- Mecanismo de accidn

El mecanismo de accién de los AMPs es variado y ha sido extensamente
estudiado. El objetivo principal es la membrana citoplasmatica, ejerciendo una accién
membranolitica; sin embargo los AMPs también pueden presentar una accién no
membranolitica, al unirse a moléculas intracelulares, interfiriendo en la sintesis y

plegamiento de proteinas; en el ADN o en la sintesis de la pared celular.

Actualmente se sabe que existe inicialmente una interaccién electrostatica
entre el AMP catidnico a pH fisiolégico y la membrana bacteriana anidnica, la cual no
estd mediada por el reconocimiento de un receptor. Tras su unidn a la superficie de las
membranas bacterianas, los péptidos deben alcanzar una concentracion umbral
minima en la superficie bacteriana. Los parametros que influyen en la concentracidn
umbral incluyen la propensién al ensamblaje del péptido, la carga del péptido, la
anfipaticidad y la hidrofobicidad, ademas de la diferencia en el potencial de

12
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transmembrana y la presencia de colesterol en la membrana diana, que alteran la
fluidez y composicién de la membrana bacteriana. Después de que se haya producido
la union inicial a la membrana del AMP y se haya alcanzado la concentracién umbral,
se produce una insercion acompanada de un cambio conformacional (Figura 4), en el
gue se reordena la conformacién del péptido en la interfaz lipido-agua, lo que conduce
a la permeabilidad de la membrana, permitiendo una fuga citoplasmdtica que
finalmente conduce a la muerte. Este proceso puede determinarse en presencia de
bicapas lipidicas mediante cristalografia de rayos X, espectroscopia de RMN en
solucidn, asi como con espectroscopias épticas FTIR, Raman, de fluorescencia y CD. A
diferencia de los antibiéticos convencionales, los AMPs parecen ser bactericidas en
lugar de bacteriostaticos, aunque en muchos casos, se desconoce el mecanismo exacto

de la muerte.

AMS " Vie

Membrane Conformational
adsorption change

Figura 4.- Adsorcion y cambio conformacional del
AMP al contacto con la membrana, tras alcanzar una

concentracion umbral.

X

OO A

Dependiendo tanto del tipo de AMP, como de la concentracidn de péptidos, se

han observado varios mecanismos de accion membranoliticos.

i. Modelo de transmembrana poroso: se produce una despolarizacion de la
membrana debido a la formacion de poros provocando asi la muerte celular (Rady

et al., 2017). Se clasifica a su vez en:

a. Duela de barril: Los AMPs quedan orientados en paralelo a la membrana lo

gue permite que se establezcan interacciones péptido-péptido, formando un
poro con un aspecto similar a un barril compuesto por péptidos helicoidales
como duelas. Cuantos mas mondmeros se inserten, mayor sera el tamafio de

los poros, inicidandose el poro con al menos cuatro mondédmeros (Figura 5).

13
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Figura 5.- Mecanismo de duela de barril

b. Poro Toroidal: Los AMPs también se insertan perpendicularmente a la
membrana pero en esta ocasidn provocan una curvatura continua en la
membrana a través del poro de modo que la luz central del poro esté
revestida tanto por los péptidos insertados como por los lipidos de
membrana intercalados. En este caso la interaccidn es entre el péptido y las
cabezas de los fosfolipidos de la membrana (Matsuzaki et al., 1998) (Figura

6). Un ejemplo de este modelo es la melitina (Wimley et al., 2010).

RS2ANIRERERERIRER

vELOov000000

Figura 6.- Mecanismo poro Toroidal. 00066000000006600000]

ii. ~ Sin formar poros

Modelo de alfombra: Los AMPs se alinearan de forma paralela a la superficie de las

células, creando asi una apariencia similar a una alfombra. Después de alcanzar la
concentracion umbral, la membrana comenzard a desestabilizarse y colapsar
debido a la tensidn de curvatura y la presién osmética interna, lo que finalmente

conducira a la lisis celular (Figura 7) (Bechinger et al., 2006).

Figura 7.- Mecanismo de alfombra

14
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Una vez que se definié los principales mecanismos de accion de los AMPs, los
cientificos intentaron hacer una clasificacién que fuera Unica para poder agruparlos y

para facilitar su estudio.

4.1.2.- Clasificacion

La realizacidn de una clasificacién unica de los AMPs por parte de los cientificos
ha planteado bastantes problemas. Hasta la fecha, se han descubierto mas de 3283
AMPs naturales de muchas especies diferentes. También se han creado cientos de
AMPs sintéticos, a menudo imitando secuencias naturales o mediante disefio asistido
por ordenador (Wang y Wang, 2004). Sin embargo, aunque muchos AMPs han podido
ser caracterizados y descritos con éxito, otros muchos no han sido definidos
completamente. Este hecho, unido a la gran variedad que poseen, ha desembocado en
que los autores no hayan podido encontrar un criterio Unico para su clasificacion y
establezcan por tanto distintos criterios de clasificacion para su estudio como: (a)

procedencia; (b) actividad; (c) estructura; (d) secuencia en aminodacidos (Figura 8).

Uno de los criterios mas utilizados en la clasificacién que permite la unificacion
es segln su fuente biolégica ya que de todos ellos, normalmente, si se conocera el
origen. Actualmente las bases de datos, como DRAMP, que son empleadas como
herramienta en investigacién y en educacidn, categorizan los AMPs en base a la fuente

bioldgica.

w A

Mammalian Plants

Amphibian

i E
HaN OH %
i ;: NH, - acect Aquatic
: Classification
1( ricn .
of AMPs
species \
b

O

Figura 8. Esquema de la clasificacién de los péptidos antimicrobianos
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Los AMPs se encuentran en el reino vegetal y animal, formando parte
importante en la respuesta de defensa innata del organismo. En base a su fuente
bioldgica, podemos hablar de péptidos antimicrobianos de mamiferos, de anfibios, de

insectos, o de microorganismos.

Péptidos antimicrobianos de mamiferos: se encuentran distribuidos en distintos

lugares dentro del organismo como pueden ser en las secreciones de la piel o
mucosas, o en células como neutréfilos. Tienen diferentes funciones como ayudar
en la cicatrizacion de heridas, (Lei et al., 2019) participar en la respuesta inmune
etc. En cuanto a su actividad antibacteriana destacan dos familias: las catelicidinas,
las cuales se encuentran todavia en fase de investigacion (KosSciuczuk et al., 2012) y
las defensinas que han sido mas estudiadas. Son producidas por células epiteliales,
neutrdfilos circulantes y macrofagos tisulares que son importantes para protegerse
contra la invasion patdgena. Estructuralmente son ricas en el aminodcido cisteina.
También modulan la iniciacién y activacion de la respuesta inflamatoria y la
posterior reparacion de los tejidos dafados (Reddy et al., 2004).

Péptidos antimicrobianos de plantas: juegan wuna funcion importante vy

fundamental en la inmunidad innata de las plantas, siendo parte de las barreras de
defensa tanto permanentes como inducibles. De acuerdo con su funcidn defensiva,
se han localizado en sitios de plantas que estdn expuestos a patdgenos invasores,
como hojas, flores, semillas y tubérculos. Se han identificado ocho familias
diferentes de AMPs en plantas, y todas comparten una estructura globular de hoja
B estabilizada por poseer de 2 a 6 puentes disulfuro. Entre ellos, las dos familias
principales y mas estudiadas son las tioninas y las defensinas.

Péptidos antimicrobianos derivados de anfibios: se encuentran sobre todo en las

secreciones de la piel de los mismos siendo la rana la principal fuente para su
obtencién. Destaca la familia magainina como principal AMPs antibacterianos.
(Rollins-Smith, 2009). Son péptidos lineales anfipaticos helicoidales, que presentan
un espectro de accion muy extenso como antimicrobiano frente a bacterias,
parasitos y hongos, ademas de influir en la activacion de mecanismos que

disminuyen la inflamacion.
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Péptidos antimicrobianos derivados de microorganismos: no defienden contra la

infeccidn por otras especies de bacterias; su objetivo es matar a otras especies de
bacterias como fuente de nutrientes o para disminuir la competencia por los
nutrientes. Destacan la nisina, antibidtico peptidico policiclico usado como
bioconservante y sintetizado a partir del microorganismo Lactococcus Lactis y la
gramicidina obtenida de la bacteria Bacillus brevis ambos con actividad
antibacteriana (Caovil et al., 2018).

Péptidos antimicrobianos derivados de insectos: los AMPs procedente de los

insectos, han sido muy importantes ya que se piensa que uno de los motivos por
los que se han podido adaptar al medio y sobrevivir exitosamente a lo largo del
tiempo, es gracia a su capacidad de producir péptidos como primera linea de
defensa contra la infeccidon microbiana y flexible, capaz de adaptarse a cambios en
el nicho ecolégico (De La Fuente-Nufiez et al., 2016). Se encuentran repartidos en
diferentes zonas de los insectos tanto en las células de almacenamiento, como en
las células sanguineas o incluso pueden ser excretados en el veneno que producen.

Aunque los venenos de los insectos son toxicos para los seres humanos, la
elucidacién de su composicidn y mecanismos de accidn ha puesto al descubierto que
estos compuestos antimicrobianos son eficaces contra una amplia gama de bacterias,
presentando una CMI, en la mayoria de los péptidos de insectos, bastante potente
(0,02 a 20 pg /ml) (Sojka et al., 2016).

El veneno de las abejas, y especialmente las de las abejas obreras, Apis
mellifera L., es un liquido amargo e incoloro formado por una mezcla compleja de
enzimas, polipéptidos de bajo peso molecular, aztcares, aminoacidos, fosfolipidos,
feromonas y aminas biogénicas; y es en donde se descubrié el AMP natural melitina,
como componente principal y que presentaba propiedades bioldgicas positivas y una
toxicidad relativamente baja. Debido a su versatilidad para adoptar diferentes
estructuras secundarias (hélice o espiral) y cuaternarias (monémero o tetramero) en
varios entornos, la melitina ha sido el foco de numerosas investigaciones como
péptido modelo en estudios de plegamiento de proteinas, asi como en estudios que

involucran la unién a proteinas, lipidos y polisacaridos.
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4.2.-Melitina

4.2.1.- Concepto y estructura

Como se ha indicado anteriormente, la melitina es un péptido natural y es el
principal componente téxico del veneno de las abejas del género Apis, con
propiedades antimicrobianas, antivirales, antifungicas, anticancerigenas vy

antiinflamatorias.

La melitina es sintetizada en las glandulas de veneno a partir de una
preproteina, un precursor inactivo llamado prepromelitina que consta de 70
aminodcidos. Esta preproteina, en su extremo N-terminal, cuenta con una secuencia
sefial la cual tiene como funcién dirigir a la proteina hacia el reticulo endoplasmico.
Una vez alli se produce la escisién del péptido senal, mediante una endoproteasa,
guedando libre la llamada proproteina o promelitina, donde se observa ahora en su
extremo N-terminal, aminodcidos anidnicos (aspartico y glutamico) e intercalados
entre ellos aminoacidos de prolina y alanina por lo que en definitiva cada segundo
aminodcido serd prolina o alanina (Figura 9). Posteriormente, la enzima dipeptidil
peptidasa IV (DPP IV) detecta estas secuencias repetidas de aminoacidos y las rompe
de manera secuencial dejando a la proteina con 26 aminoacidos. El Ultimo paso en este

proceso sintético, es que el dipéptido glutamina-glicina del extremo C-terminal pase de

resultado a la melitina (Kreil et al., 1980).

un enlace amina a un enlace amida, mediante una transamidacién, para dar como
A, melliferavEr LvVBVALVFuMVVY (BY | YAABESEP A PEPEAE A
A.cerana MKFLVEVALVFENVVY IBF IYAAPEPEPAPEARAEA
A.dorsata wuKkrLLBMvALVFEMVVYY IBL ivasrBrErArRAR AR D
P A A A

IMAVLEVL LPaL IKRKR
IBAVLEVL LPALI 'KRKR
IBA I LEVL LPAL 'KRKR
A.florea |ugriLBvELVvENvVF IBLIYAsR PAp IBaiLEkviAFEL Pl (SN klcRK

Figura 9. Representacion de las secuencias de distintas melitinas.

» >

» )

Estructuralmente, la melitina es un péptido citolitico, catidnico, formado por 26
residuos de aminoacidos, GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH,; (Tosteson y Tosteson,
1981)(Figura 10) de cadena lineal, con una carga neta de +6 en condiciones de pH
fisioldgico, debido a la presencia de residuos de lisina y arginina y formula molecular

C131H229N390 3.
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Figura 10. Estructura quimica de la melitina

Esta secuencia especifica permite a la melitina tener una estructura
tridimensional Unica. Estd formada por una regiéon N-terminal hidréfoba (residuos del
1-20 de la melitina), con +2 cargas positivas y una region C- terminal hidrofilica

(residuos del 21-26), con +4 cargas positivas a pH fisiolégico (Figura 11).

+ + bt
H,N-GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKR -CONH,

Figura 11. Representacion de la secuencia de aminoacidos de la melitina.

Después de unirse a una membrana lipidica, la estructura secundaria de la
melitina presenta una conformacién en forma de varilla doblada con dos partes a-

helicoidales conectadas por una regidn de torsién no a-helicoidal (Figura 12).

Figura 12. Anfipaticidad bidimensional de la a-hélice de melitina: azul residuos

hidréfobos, naranja para los hidréfilos y rojo para los cargados

Los residuos de los aminodcidos polares y apolares se distribuyen
simétricamente en los dos lados de cada hélice, lo que lleva a la formacién de una
configuracion molecular anfifilica, segin se ha determinado por simulaciones de
dinamica molecular (Klocek et al., 2009) (Figura 13). Esta conformacién le confiere la
capacidad de ser soluble en agua y a la vez, de asociarse espontdneamente con

membranas naturales y artificiales.
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Figura 13. Prediccion del perfil de hidrofobicidad de la estructura de melitina con

recurrencia de residuos apolares, basada en vueltas helicoidales.

Tras la unidn a la bicapa lipidica de la membrana celular, se produce la insercién
transmembranal de forma espontaneamente, actuando molecularmente sobre las

subestructuras celulares, llevando a la formacién de poros.

Con respecto a la estructura cristalina de la melitina, ésta se determind hace
varias décadas, al igual que su estructura en solucién mediante RMN (Ramirez et al.,
2019). En medio acuoso, forma tetrameros no liticos, aunque para su formacion
requiere de altas concentraciones y varia segun el pH, la fuerza iénica y la temperatura

(Figura 14).

. Figura 14. Representacién de la melitina cuando se encuentra

en solucion formando tetrameros.

Se ha demostrado que su estructura secundaria cristalina consta de dos
segmentos a-helicoidales, una a-hélice contiene los residuos 1-10 y la otra a-hélice,
mas larga, esta formada por los residuos 13-26. Estas dos hélices a estan unidas por
una region de "bisagra" entre los residuos 11 y 12 para constituir una varilla doblada
(Rex, 2000) llegando a la conclusion que realmente su estructura era una hélice-giro-
hélice (Figura 15) (Lam et al., 2001).

¥

Figura 15. Simulacion hélice-giro-hélice de la melitina.
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Cabe destacar que la melitina sufre isomerizacién cis-trans de Pro14 (Figura 16)
en condiciones fisioldgicas, encontrandose la mayoria de las moléculas de melitina en
la configuracién trans. Cuando este enlace se encuentra en la conformacidn cis, se
altera la estructura de la a-hélice C-terminal, impidiendo la formacién del tetrdmero

en solucién (Miura, 2012).

B |
(.
§ \_V.\a ¢ :
trans-Pro14-melittin  GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ  GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ
cis-Pro14-melittin trans-Pro14-melittin cis-Pro14-melittin

Figura 16. Esquema de las estructuras secundarias adoptadas por melitina.

Se ha demostrado que Ila melitina existe como mondmero a las
concentraciones minimas necesarias para la lisis celular. Es decir, cuando se libera el
veneno, se produce la disociacién del tetramero dando lugar al mondmero.
Actualmente se sabe que, la melitina se adhiere a la superficie de la membrana como
mondmeros, pero actla sobre la membrana de forma colectiva para producir poros

(Lee et al., 2013).

Debido a su versatilidad para adoptar una variedad de estructuras secundarias
(hélice o espiral) y cuaternarias (mondmero o tetrdmero) en varios entornos, la
melitina ha sido el foco de numerosas investigaciones como péptido modelo en
estudios de plegamiento de proteinas, asi como en estudios que involucran la unién a

proteinas, lipidos y polisacaridos.

4.2.2 Mecanismo de accidon de la melitina

A raiz de los diferentes estudios conformacionales que se realizaron en la
melitina, se puso de manifiesto la importancia de poseer un caracter anfipatico, que es
lo que le permite formar en el espacio una estructura de hélice compleja. Esta
conformacion helicoidal provoca que la interaccién entre el péptido natural y la
membrana de la bacteria, se vea favorecida y tras varios estudios utilizando diferentes
técnicas, se consiguid demostrar que la melitina actuaba por medio del modelo
toroidal (Wimley et al., 2010). Ademas, los estudios revelaron que el péptido inducia

poros estables en el rango de concentracién micromolar, y como la formacién del poro
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dependia de la proporcién de melitina insertada en la membrana lipidica lo que
determinaria el tipo de orientacidn que adquiere. Si la relacién péptido/lipido es baja
(~ 1% en moles) se provocaria una orientacién paralela de los segmentos helicoidales a
la bicapa, mientras que en una relacidn alta (> 4% en moles) la melitina se reorientaria
a la orientacion de transmembrana. Como resultado, cuando los péptidos se alinean
paralelos a la membrana, estan inactivos, mientras que si se insertan directamente son

activos y conducen a la formacién de poros.

Ademas se realizaron otros estudios, algunos de ellos fueron llevados a cabo
por el grupo de Jamasbi, (Jamasbi et al., 2014) los cuales sefialaron que el residuo de
prolina en posicion 14, jugaba un papel central en la actividad antimicrobiana y
citotoxica de la melitina. Para demostrarlo, crearon péptidos analogos a los que se les
habian sustituido el residuo de prolina por lisina, cisteina y alanina, los cuales dieron

como resultado una inactividad.

Como se comento anteriormente, la insercidn en la membrana por parte de la
melitina es el paso clave para la formacién de poros y por tanto para que se produzca
su efecto antibacteriano. Sin embargo también es el paso mas complejo de estudiar.
Para ello se recurrié a distintas simulaciones realizadas por ordenador lo que han
permitido explorar en profundidad los detalles moleculares de este proceso y revelar
el mecanismo subyacente del mismo. Los resultados obtenidos de las simulaciones
indican una transicién por parte de la melitina de un estado de unién a la membrana a
un estado de insercién de transmembrana, provocando la agregacién de los péptidos
de las membranas, y su interrelacion con ellos. Asi pues, el péptido al insertarse de
manera perpendicular provoca que la membrana bacteriana se curve,

desencadenando al final, la rotura de la membrana citoplasmatica (Figura 17).
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Figura 17. Via hipotética del mecanismo de formacién de poros de melitina.

Sin embargo cuando el grupo de Lee realizaron los estudios con C.albicans, (Lee
y Lee, 2014) puso de manifiesto que la melitina podria presentar un mecanismo

antimicrobiano dual, que incluye acciones apoptéticas y disruptivas de la membrana.

Recientemente, se ha llevado a cabo estudios que apoyan la idea de este
posible mecanismo de accidn dual. Esta rotura del citoplasma parece ser que favorece
la entrada de la melitina al interior de la célula, lo que provoca que no sélo ejerza su
accién bacteriana por la rotura de la membrana sino, que también se pueda unir a
diferentes moléculas intracelulares, como lo puso de manifiesto el estudio llevado a
cabo con la bacteria E.coli, al inhibir a la enzima F1F0-ATPasa, unida a la membrana,

provocando la muerte de la misma (Nehme et al., 2020).

Todos estos estudios, reiteran la hipdtesis de que la melitina no ejerce su
accién a través de un solo mecanismo, sino que es un conjunto de ellos lo que hace
gue se manifieste esta accién antibacteriana, por lo que a partir de estos
descubrimiento, se estudiaron los efectos antibacterianos que podria tener la melitina
ante distintas cepas bacterias y también su posible efecto sinérgico al combinarlo con

algunos antibidticos.
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4.2.3.-Aplicaciones de la melitina como antibacteriano

La melitina es un AMP de amplio espectro que ha demostrado su capacidad
para proteger in vivo contra infecciones por MRSA (Choi et al., 2015). Las actividades
antimicrobacterianas in vitro fueron demostradas por primera vez en la década de los
afios 70 (Dorman y Markley, 1971). Estudios posteriores, han confirmado que la
melitina tiene actividades antibacterianas significativas frente a cepas de bacterias de
referencia y clinicas. Sin embargo, ha habido grandes discrepancias entre los valores de
CMI notificados que podrian explicarse en base a las diferencias en la pureza de

melitina, las cepas bacterianas y metodologias empleadas.

Se ha visto que tiene efectos positivos sobre bacterias Gram-positivas como
puede ser la familia Mycobacterium, destacando las cepas M. avium y M.tuberculosis,
agente causal de la tuberculosis. Los estudios revelaron una gran efectividad frente a
M.tuberculosis, probablemente debido a las diferencias en la composicion de la
membrana celular micobacteriana, la cual presenta una arquitectura distinta con una
envoltura rica en lipidos. Se planteé que la accién antibacteriana de la melitina se
podria deber al hecho de que al ser una molécula anfipdtica y catidnica, facilitaria su
interaccidn con los dcidos micélicos de las paredes celulares de estas bacterias (Portell-

Buj et al., 2019).

Destaca también su actividad frente a bacterias Gram-negativas como,
Chlamydia trachomatis asociando su mecanismo también a una disminucién del
potencial quimico de transmembrana (Lazarev et al., 2002) alterando la adhesién de
las clamidias a la célula; e incluso Borrelia burgdoferi, agente etioldgico de la
enfermedad de Lyme, enfermedad importante ya que es capaz de evadir la respuesta
inmune adaptativa del hospedador y formar biofilms, por lo que adquiere alta
resistencia a los antibidticos convencionales (Socarras et al., 2017). Estos estudios
pusieron de manifiesto que la melitina al formar el poro cuando se une a la membrana
celular de B. burgdoferi, permite la liberacién de iones Ca **, iones empleado por la
bacteria para el desarrollo de la capa exterior protectora en las biopeliculas maduras,

asi como actuar en la sintesis de proteinas y su plegamiento.

Ademas de estas aplicaciones clinicas, la melitina también se puede usar contra

Xanthomonas oryzae, bacteria responsable de la enfermedad tizén la cual afecta a la
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planta del arroz y disminuyendo su produccién. Los estudios realizados por el grupo de
Shi, mostraron que la melitina no solo es capaz de permeabilizar las membranas
bacterianas y llegar al citoplasma, sino que también inhiben la biosintesis del

ADN/ARN, conduciendo a la muerte celular bacteriana (Figura 18) (Shi et al., 2016).

Control Melittin

Figura 18. Imagen de microscopia

electréonica de X. oryzae tratado con

melitina.

También es activa contra bacterias del género Mollicutes cuya caracteristica
principal es que no tienen pared celular (Béven et al.,, 1997). En esta ocasién la
actividad bactericida estaba directamente relacionada con la capacidad de la melitina

de anular el potencial electroquimico de transmembrana.

Sin embargo a pesar de los prometedores resultados de los AMPs para
combatir infecciones superficiales o sistémicas, ninguno de los estudios ha resultado
ser una solucién definitiva para las infecciones asociadas a biopeliculas. Para ello, se ha
recurrido a un nuevo enfoque racional, a la sinergia entre los AMPs y los antibiéticos
convencionales. Recientemente, se ha analizado los posibles efectos sinérgicos de la
melitina con antibidticos convencionales en tratamientos contra bacterias resistentes a
multiples farmacos (MDR). La melitina tiene como caracteristicas el ser muy potente,
puede penetrar en la membrana bacteriana gracias a su conformacion a-helicoidal y
facilitar la entrada de los antibidticos. A su vez, la melitina, debido a su posible
mecanismo dual, puede inhibir la expresion de genes asociados a la biopelicula
después de la entrada a la bacteria, destruyendo a las bacterias e inhibiendo Ia

formacién de biopeliculas (Akbari et al., 2019).

a) Acinetobacter baumannii

A. baumannii es un cocobacilo Gram-negativo patégenos el cual tiene un
tratamiento cada vez mas dificil ya que posee resistencia a los antibidticos y también
es capaz de formar biopeliculas (Dosler et al., 2016). Una biopelicula se define como

una comunidad microbiana adherida a una superficie y que se encuentra embebida en
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una matriz de exopolisacdridos. Los microorganismos que crecen en estas biopeliculas
son mas resistentes tanto a los mecanismos de defensa del huésped como a los
antibioticos por lo que suponen cada vez un problema mayor (Figura 19) (Haussler y

Fuqua, 2013).

Meliting
+
antibistico

N

Figura 19. Esquema de accidn contra bacterias MDR

[

Un estudio llevado a cabo por Bardbari tuvo como objetivo evaluar las
actividades sinérgicas antibacterianas de inhibicion y eliminacién de biofilm de Ia
melitina en combinacidn con colistina, imipenem y ciprofloxacina frente a aislados de
A. baumannii. Concluyeron que la melitina posee un potencial considerable para su
uso terapéutico en combinaciéon con colistina e imipenem para tratar infecciones
causadas por aislamientos de A. baumannii. El andlisis de los resultados mediante
espectroscopia electrénica demostré que el sinergismo de melitina-colistina a 0,125-
0,25 pg, inhibe por completo la formacidn de biopeliculas (Figura 20) (Bardbari et al.,
2018). Con respecto al mecanismo de este sinergismo eficaz, sigue siendo poco
conocido. Se ha postulado que la melitina puede unirse al gen resistente, en este caso
la carbapenemasa, y conducir a la inhibicion de la actividad de esta enzima. Este
informe proporciona una evidencia notable de que la melitina regula a la baja la
expresion del gen bap en su dosis minima. Esto podria conducir a la disminucién de la
acumulacién de matriz extracelular en la periferia de las bacterias, de modo que los
antibidticos deseados puedan alcanzar la membrana y entrar en el citoplasma de estas
bacterias productoras de biopeliculas débiles. Este estudio, puso de manifiesto que la
formacién de biopeliculas es un rasgo comun de muchos aislados clinicos de A.
baumannii, asi como que se puede reducir la dosis efectivas, tanto de melitina como
del antibidtico sinérgico, a dosis no tdxica. Los resultados obtenidos permiten a su vez,

recuperar el interés en el uso de antibidticos obsoletos.
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Figura 20. Imagen microscopia electrénica del efecto de combinacién: Melitina —

colistina a 0,125-0,25 pg. L: lisis

La melitina no sdlo tiene efectos sinérgicos en el tratamiento de bacterias
Gram-negativas sino que también se han descrito estos efectos en bacterias Gram-

positivas.

b) Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria Gram-positiva causante de multiples infecciones. En la
actualidad las cepas de S.aureus resistente a la meticilina (MRSA) son muy numerosas,
lo que suponen un grave problema de salud (Bernier-Lachance et al., 2020). Aunque ya
existen estudios que avalan la efectividad de la melitina contra bacterias de S.aureus
MRSA (Lima et al., 2021) se ha tratado de investigar acerca de su sinergismo con otros

antibidticos para conseguir tener un mayor arsenal para combatirla.

En un estudio realizado por el grupo de Mahmoudi, analizaron el sinergismo de
la melitina en combinacidn con el antibiético clindamicina en cepas MRSA y S.aureus
sensible a la meticilina (MSSA) (Mahmoudi et al., 2020). Concluyeron que la melitina
posee un potencial considerable para ser utilizada sola o en combinacién con
clindamicina para tratar infecciones causadas por aislados de MRSA y MSSA; siendo la
combinacion de ambos antibacterianos, la mejor opcion ya que la dosis requerida,
tanto de melitina como del antibidtico sinérgico, puede ser reducida a su dosis no

toxica (Figura 21).

.

Figura 21. Imagen microscopia electrdénica

del efecto de la melitina sobre S. aureus. V:

ﬂﬂ
-

lm nm

Vesicula, L: Lisis
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Este estudio también puso de manifiesto, que la inhibicién del crecimiento de
dichas cepas por parte de la melitina, se produce a través de un doble mecanismo. Por
un lado abriendo los poros en la membrana y por otro reduciendo la expresién de eta

y etb, los genes de codificacion de las toxina exfoliativa Ay B.

Se sugiere por tanto que el sinergismo que hay entre la melitina y otros
antibioticos afecta tanto a bacterias Gram-positivas como Gram-negativas y que los
motivos que podrian desencadenar este sinergismo seria el debido a que la melitina es
capaz de penetrar en la célula bacteriana destruyendo la membrana a través de la
formacién de poros y por consiguiente podria ayudar a la penetracion del agente
antibacteriano en la célula para poder ejercer su accion, ya sea inhibiendo la sintesis
de proteinas o la sintesis de la pared celular y que gracias a este sinergismo se podrian
reducir las dosis de ambos compuestos evitando asi posibles efectos toxicos (Li et

al.,2020).

Aunque se comprobd los buenos resultados que ofrecia la melitina frente a las
distintas cepas bacterianas, como Escherichia coli (Nehme et al., 2020) al ser un AMP
natural, presenta algunos inconvenientes. Los AMPs presentan propiedades
indeseables que incluyen, actividad hemolitica, sensibilidad a la proteasa, sal y suero, y
altos costos de produccion, lo que impide su desarrollo como agentes terapéuticos. De

esta manera surgieron los péptidos antimicrobianos sintéticos (SAMP).

El disefo racional de los SAMP se basa en la relacion estructura-actividad de
estas moléculas, ya que cada aminodcido se puede agregar secuencialmente al AMP,
siendo posibles modificaciones puntuales, analisis y optimizacién de las moléculas. Una
de las principales estrategias aplicadas es utilizar como plantilla la secuencia de AMP
de origen natural y producir congéneres, fragmentos o hibridos de distintos tipos. Otra
via es el uso de bibliotecas de AMPs, empleando el cribado y la combinacién de nuevas
secuencias de AMP. Las tecnologias in silico permiten sustituir aminodacidos especificos
e introducir residuos hidréfobos y catidnicos para una mayor actividad antimicrobiana;
o D-aminoacidos, acetilacién, ciclacién y peptidomiméticos para mejorar la estabilidad
in vivo. Los SAMP, generalmente, se consideran mas eficientes que los AMPs al ejercer
una actividad antimicrobiana a concentraciones mads bajas, ademas de un mayor

espectro de accién.
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La melitina muestra toxicidad a concentraciones altas, como se ha podido
comprobar en diferentes ensayos, provocando ataxia e hipoxia en ratones (Saeed y
Khalil, 2017). Esto puede ser debido a su falta de selectividad por las membranas
celulares bacterianas. Por otro lado, la actividad hemolitica de la melitina ha limitado
su aplicacion clinica, lo que ha llevado a los investigadores a estudiar las causas de
dicha hemolisis para convertirlo en una terapia novedosa (Wu et al., 2016). Esta
toxicidad de la melitina junto con el hecho de presentar un alto coste a la hora de
aislarla en el laboratorio, planted la busqueda de nuevas estrategias para optimizar sus

propiedades antimicrobianas y disminuir su citotoxicidad.

Una estrategia de mejora de melitina que se ha utilizado con éxito es la
hibridacién, es decir la combinacién de dos o mds dominios funcionales de péptidos
naturales, optimizando las caracteristicas individuales. Entre ellos, los hibridos

cecropina A-melitina (CAM) han sido los mds estudiados en el drea de la biomedicina.

4.3.- CAM; Cecropina A - Melitina

Las cecropinas se aislaron por primera vez de la hemolinfa de la polilla gigante
de la seda Hyalophora cecropia (Steiner 1981). Representan una familia de AMPs, de
31 a 39 aminoacidos de longitud, que contienen un dominio de a-hélice anfipatico.
Muestran una poderosa actividad antibacteriana principalmente contra todas las
bacterias Gram-negativas y algunas bacterias Gram-positivas, no tienen efectos
citotéxicos contra los eritrocitos humanos y otras células eucariotas, pero no son
estables, debido a la degradacién de la proteasa. Por otro lado, la melitina, muestra
una potente actividad antimicrobiana de amplio espectro, sin embargo es hemolitica.
En un esfuerzo por mejorar las propiedades bioldgicas de las cecropinas y la melitina,
se disefaron y sintetizaron varios péptidos hibridos cortos a-helicoidal de cecropina-

melitina.

Sintetizados por primera vez por el grupo de Merrifield en 1989, (Boman et al.,
1989), los péptidos hibridos de cecropina A-melitina (CA-M) estdan formados por la
region N-terminal catidnica de cecropina A y las regiones N-terminal hidréfobas y no

hemoliticas de melitina, originando un péptido a-helicoidal. Estos hibridos tienen
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mejores propiedades antimicrobianas frente a Gram-positivas que los compuestos
parentales, ya que la cecropina A es inactiva y menos susceptibilidad a la degradacién
de las proteasas, junto con una disminucién significativa de las propiedades

hemoliticas de la melitina.

Estudios realizados con CAM han puesto de manifiesto cémo en el hibrido, la
posicion 2 en la porcidn correspondiente a la melitina estd ocupada por una isoleucina,
aminoacido muy hidréfobo, el cual es importante para su actividad. Se ha comprobado
que su supresién reduce su actividad; sin embargo se estudid la sustitucion de este
aminoadcido por otros aminodacidos hidréfobos como leucina o alanina, lo que dio como

resultado que mantuvo su actividad (Juvvadi et al., 1996).

Con respecto al mecanismo de accién de estos hibridos, estd basado, como sus
péptidos de origen, en la formacién de poros. Se pensd que los CAM al ser péptidos
con una alta carga catidnica y muy hidréfobos, serian téxicos para el huésped, pero se
demostré que no producia hemdlisis en los eritrocitos como ocurria con la melitina.
Entre ellos, el hibrido formado por CA (1-8) y M (1-12), ha sido el que demostrd
mejores propiedades antimicrobianas; debido posiblemente a una buena polaridad del

péptido asi como una flexibilidad apropiada.

Son varios los grupos de investigacion que continuaron investigando vy
realizando modificaciones sobre este hibrido, para asi conseguir un mejor péptido con
mayor espectro de accion y menores efectos adversos. De esta manera surge el
péptido CAMA, cecropina (1-7)-melitina A (2-9), en el cual se incorpord a su estructura
inicial, un resto de alanina en su extremo C-terminal, pasando de los 15 aminodcidos
gue poseia en su estructura inicial y una carga positiva total de +5, al péptido CAMA de
16 aminodcidos y una carga positiva total de +6 (Figura 22). Al afiadir esta alanina se
mejoré la estabilidad de su estructura secundaria de hélice y se aumentd la

hidrofobicidad de la molécula.
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Figura 22. Diagrama helicoidal y estructura en hélice de CAM (A) y CAMA (B).

Este hibrido ha sido preparado recientemente por el equipo del profesor
Aroonnual (Arthithanyaroj et al., 2021) mediante sintesis en fase sélida. El objetivo era
analizar su actividad frente a Clostridium difficile, la causa mds comun de diarrea
nosocomial y diarrea asociada a los antibidticos (Lubbert et al.,2014). Los sintomas que
produce esta enfermedad son desde diarreas leves hasta colitis pseudomembranosa e
incluso puede causar la muerte (Sun et al., 2015). Las estancias en hospitales de
manera prolongada puede ser un factor de riesgo por lo que se le ha considerado una
enfermedad nosocomial (Bardbari et al., 2018). En el tratamiento de la C. difficile, en
los episodios iniciales de pacientes adultos se emplea como antibidtico la vancomicina
(Guh et al.,, 2018). Sin embargo, la recurrencia de la infeccién y el fracaso del
tratamiento con antibidticos, han llevado a los investigadores a estudiar tratamientos

alternativos.

Es por ello que se realizd un experimento mediante el cual se sometid a la
bacteria C. difficile al tratamiento de diversas concentraciones de péptidos CAM vy
CAMA para evaluar los efectos inhibidores en comparacién con los del antibiético de
referencia, la vancomicina, como control positivo. Los valores de MIC de los péptidos
hibridos probados se muestran en la Tabla 2, donde representaron las MICs de CAM,

CAMA y vancomicina.
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Péptidos | MIC (ug / ml) | MIC (uM)
CAM 3,906 £ 0,001 221
CAMA 1,953 + 0,002 1.06
Vancomicina 0,488 + 0,001 0,34

Tabla 2. Valores de CMI al tratar las cepas de C. difficile con CAMA, CM-Ay

Estos resultados mostrados en la tabla ponen de manifiesto que CAMA es mas
eficaz ante la bacteria C. difficile que CAM ya que su MIC es casi la mitad. Sin embargo,
los resultados también mostraron que ambos fueron menos efectivos en comparacién
con los resultados obtenidos de la vancomicina. Ademas se realizé ensayos de
citotoxicidad, lo que indicé que el uso del péptido CAMA, en su concentracién de MIC,
no fue toxico para la linea celular de adenocarcinoma de colon humano. Los estudios
de citometria de flujo y microscopia electrénica de transmisién revelaron que, el
objetivo de estos AMPs era la actuacion sobre la membrana celular. La citometria que
se realizd, determind que el mecanismo de accidn era mediante la despolarizacion de
la membrana y su posterior lisis. Los resultados del TEM corroboraron la lisis que se

producia sobre la membrana celular y también la salida del citoplasma, como muestra

la Figura 23.

vancomicina

Figura 23. Estructura de membrana de C. difficile mediante TEM, (A) Sin

tratamiento (B) Tratado con péptido CAMA.
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5. — Conclusiones

° La busqueda y el disefio de nuevos antibidticos es uno de los mayores
imperativos en la medicina moderna para resolver los desafios relacionados con el

tema de las resistencias.

. Los péptidos antimicrobianos son una buena alternativa a los antibidticos
convencionales en el tratamiento de enfermedades provocadas por bacterias

multirresistentes.

° La melitina es muy potente contra un amplio espectro de bacterias, incluidas
las bacterias resistentes a los farmacos y formadoras de biopeliculas. Sin embargo,
para ser eficaz se precisa una optimizacion adicional para crear andlogos que no sean
téxicos, selectivos para las células y tejidos diana y que posean propiedades

farmacodinamicas y farmacocinéticas utiles.

° La melitina no posee un Unico mecanismo de accion sino que es un conjunto de
mecanismos lo que hace que tenga una buena capacidad antibacteriana junto con un
amplio espectro de accion ya que actua a través de la formacién de poros en la

membrana celular o interaccionando con proteinas intracelulares

° La melitina en combinacidn con antibidticos convencionales ha dado resultados
positivos: es otra solucién para minimizar la dosis de melitina que puede provocar
citotoxicidad; asi como la probabilidad de desarrollar bacterias mutantes resistentes a

los antibidticos.

° El estudio de péptidos hibridos es una alternativa enfocada a modificar y
optimizar los parametros fisicoquimicos de los péptidos antimicrobianos,

convirtiéndose en un potencial de futuros enfoques profilacticos y terapéuticos.
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