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PRÓLOGO

O volume V de   Estudos em Biociências e Biotecnologia: Desafios, Avanços 

e Possibilidades  reúne contribuições que refletem a riqueza, a complexidade e a 

interdisciplinaridade que caracterizam o campo contemporâneo das biociências. Os 

oito capítulos que compõem esta edição foram organizados em três eixos amplos, 

estruturados de forma a destacar conceitos, convergências metodológicas e interfaces 

entre pesquisa básica, aplicações tecnológicas e a estratégia e ética em ciências da 

saúde e na investigação.

O  primeiro eixo, Biotecnologia, Bioativos e Ciências Biológicas Aplicadas, 

concentra estudos que exploram fenômenos essenciais da vida em níveis molecular, 

celular e fisiológico. Os capítulos analisam desde interações entre peptídeos e bicamadas 

lipídicas aplicadas ao desenvolvimento de nanopartículas, até o potencial terapêutico 

de espécies vegetais amplamente utilizadas em medicina tradicional, nomeadamente a 

planta Salvia purpurea. A ecofisiologia também se faz presente, com investigações sobre 

o impacto da temperatura no crescimento e metabolismo energético de organismos 

aquáticos, fundamentais para manejo sustentável e produção controlada. Assim, este 

bloco articula biotecnologia, bioativos e modelos experimentais, oferecendo uma visão 

integrada das bases e das possibilidades da investigação biomolecular e biotecnológica.

O  segundo eixo, Biotecnologia Ambiental, Sustentabilidade e Profissões 

da Saúde, reúne trabalhos voltados à aplicação direta das biociências na resposta a 

desafios ambientais e tecnológicos. Os dois capítulos apresentam soluções inovadoras 

de biorremediação por meio do uso de biomassa vegetal, demonstrando a eficiência de 

resíduos agroindustriais — como bagaço de cana-de-açúcar e cáscara de amendoim — 

na remoção de contaminantes tóxicos e recalcitrantes. Tais estudos reforçam a relevância 

da biotecnologia ambiental para o desenvolvimento sustentável e para a mitigação de 

impactos da ação antropogênica. 

No terceiro eixo, Dimensões Éticas e Profissionais da Ciência e da Saúde, 

destacam-se reflexões sobre a crescente complexidade dos ensaios clínicos e sobre o 

papel estratégico do coordenador na interface entre pesquisa, ética e regulamentação. 

Complementa o eixo uma análise aprofundada dos limites, desafios e inovações éticas 

na prática da enfermagem, ressaltando a centralidade da conduta profissional e da 

responsabilidade humana no cuidado em saúde. Este eixo se completa com a reflexão 

sobre o legado científico de Rosalind Franklin, no pioneirismo na cristalografia de raios 

X, cuja contribuição foi decisiva para a elucidação da estrutura do DNA. O seu trabalho, 

apesar de não devidamente reconhecido, mudou o curso da biologia molecular, suscitando 

atualmente debates sobre o reconhecimento, a ética e a equidade na ciência. 



Ao articular avanços moleculares, aplicações (bio)tecnológicas, reflexões 

históricas e práticas profissionais, este volume reafirma a vocação das biociências e da 

biotecnologia como campos em constante evolução, cuja produção científica dialoga tanto 

com os fundamentos da vida quanto com os grandes desafios sociais e ambientais do 

nosso tempo. Esperamos que a leitura inspire novas investigações, fortaleça perspetivas 

interdisciplinares e contribua para a construção de soluções inovadoras que ampliem as 

fronteiras do conhecimento e de suas aplicações.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Manuel Simões
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RESUMEN: La encapsulación de ingredientes 
activos en nanopartículas coloidales tiene 
un enorme potencial para la administración 
de compuestos. Recientemente se ha 
implementado la encapsulación aplicada 
a activos naturales para brindarles mayor 
estabilidad y biodisponibilidad. En el 
presente trabajo se evaluó el efecto que 
tiene la melitina, un péptido presente en el 
veneno de las abejas, al ser incorporado 
en nanopartículas de PLGA sobre bicapas 
fosfolipídicas ya que, aunque se ha reportado 
el potencial terapéutico de este péptido, 
su aplicación es limitada debido a la baja 
especificidad que presenta y la hemólisis 
que origina. Los resultados demuestran que 
al incorporar la melitina de forma tetramérica 

en nanopartículas de PLGA se logra reducir el 
daño a las bicapas fosfolipídicas en un 20%.
PALABRAS-CLAVE: encapsulación de 
ingredientes activos; nanopartículas de PLGA; 
melitina tetramérica; bicapas fosfolipídicas; 
estabilidad y biodisponibilidad.

INTERACTION OF THE MELITTIN PEPTIDE 

WITH LIPID BILAYERS: EFFECTS ON 

PERMEABILITY AND APPLICATION WITH 

POLYMERIC NANOPARTICLES

ABSTRACT: The encapsulation of active 
ingredients in colloidal nanoparticles has 
enormous potential for the controlled 
delivery of bioactive compounds. Recently, 
encapsulation strategies applied to natural 
bioactives have been implemented to 
provide greater stability and bioavailability. 
In this study, we evaluated the effect of 
melittin—a peptide present in bee venom—
when incorporated into PLGA nanoparticles 
on phospholipid bilayers. Although the 
therapeutic potential of this peptide has been 
reported, its clinical application remains limited 
due to its low specificity and hemolytic activity. 
Our results show that the incorporation of 
tetrameric melittin into PLGA nanoparticles 
reduces damage to phospholipid bilayers by 
approximately 20%.
KEYWORDS: encapsulation of active 
ingredients; PLGA nanoparticles; tetrameric 
melittin; phospholipid bilayers; stability and 
bioavailability.
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1. INTRODUCCIÓN

La encapsulación de ingredientes activos en nanopartículas coloidales tiene un 

enorme potencial para la administración de medicamentos en la industria farmacéutica y 

cosmética. Consiste en atrapar un fármaco / compuesto dentro de un material portador, con 

el objetivo de mejorar algunas características fisicoquímicas de la sustancia encapsulada 

mientras se obtiene un suministro del activo más eficiente y controlado. Hasta el momento, 

se han diseñado y desarrollado diversos sistemas de administración que incluyen liposomas, 

dendrímeros, polímeros y portadores de fármacos particulados incluyendo nanopartículas 

poliméricas, nanopartículas sólidas y nanotubos (Tabla1) (Wen et al; 2015). 

Tabla 1.- Características de los diferentes tipos de nanoportadores utilizados como sistemas de liberación.

Tipos de nanoportadores Características

Liposomas Vesículas esféricas compuestas de fosfolípidos y esteroides, aumentan 
la solubilidad de los medicamentos y mejoran sus propiedades 
farmacocinéticas, sin embargo, debido a su tamaño pueden activar la 
respuesta inmune.

Nanotubos de 
carbono

Partículas con forma cilíndrica nanoestructurada, similar a las láminas 
enrolladas de anillos de grafeno, son muy dinámicos y se usan 
potencialmente en el sistema de administración de fármacos, se les 
ha demostrado alta toxicidad

Micelas Partículas coloidales que tienen un tamaño ajustable y funcionalidad 
superficial alta monodispersidad y excelente estabilidad, observándose 
en ellas citotoxicidad ocasional y necesidad de modificaciones 
superficiales

Dendrimeros Estructuras ramificadas de tamaño nanométrico con uniformidad en el 
tamaño, buena biocompatibilidad y parámetros farmacocinéticos, sin 
embargo, se ha demostrado que tienen una muy compleja y costosa 
síntesis

Nanopartículas 
metálicas

Partículas formadas de material inorgánico con uniformidad 
en el tamaño, forma y longitud una ajustada farmacocinética y 
biodistribución, así como mayor área de superficie reportándose en 
estas elevada toxicidad.

Quantum dots son nanomateriales inorgánicos, caracterizados como 
nanocristales semiconductores coloidales, la principal 
desventaja es que no pueden difundirse a través de las 
membranas celulares por lo que el proceso de entrega puede 
ser realmente peligroso

Ciclodextrinas Son materiales derivados naturales que tienen forma de cono, con 
caras hidrofílicas primarias y secundaria y una cavidad hidrófoba. Sin 
embargo, posee baja solubilidad en agua lo que dificulta su aplicación

Polímeros Las nanopartículas poliméricas se preparan a partir de productos 
naturales o sintéticos, son biodegradables y biocompatibles y se 
funcionalizan fácilmente con ligandos, aunque su uso podría ser difícil 
de escalar ha sido una alternativa preferida

Adaptado de: (Kahraman et al; 2017).
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El Ácido polilactico-co-glicólico (PLGA) es uno de los nanosistemas 

biodegradables más exitosamente utilizados para el desarrollo de nanomedicinas 

porque se somete a hidrólisis en el cuerpo para producir los monómeros de metabolitos 

biodegradables, ácido láctico y ácido glicólico por lo que existe una toxicidad sistémica 

mínima asociada con el uso de PLGA para la administración de fármacos o aplicaciones 

de biomateriales (Reis et al; 2006).

La melitina, presente en el veneno de las abejas, consiste principalmente en 

un péptido de 26 aminoácidos sin puentes disulfuro en el que la parte N-terminal de la 

molélcula (residuos 1-20) es predominantemente hidrófoba, mientras que la C-terminal 

(residuos 21-26) es hidrófila y muy básica; tiene 2847.5 Da de peso molecular, su secuencia 

aminoacídica es: 

Gly-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-Ile-Ser-Trp-Ile-

Lys-Arg- Lys-Arg-Gln-Gln (Terwilliger, Weissman, & Eisenberg, 1982) (Fig 1). La melitina, 

como otros péptidos y proteínas de unión a membrana, es predominantemente hidrófoba. 

Sin embargo, el péptido tiene una carga neta de +6 a pH fisiológico, cuatro de los cuales 

están en un tramo en la región terminal C (Lys-Arg-Lys-Arg) y los dos restantes en la 

región terminal N, Lys- 7 y el grupo N-terminal (Gly-1).

Figura 1. Estructura de la melitina. (A) Secuencia de aminoácidos (B) Estructura secundaria de la melitina en azul se 
muestra el triptófano, en amarillo la prolina y en rosa los aminoácidos básicos lisina y arginina.

Aunque la melitina tiene una alta proporción de aminoácidos no polares, es 

altamente soluble en agua. A baja concentración, la melitina es monomérica y adopta 

esencialmente una conformación aleatoria en solución acuosa. Sin embargo, se ha 
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observado que adopta una conformación alfa- helicoidal y se agrega en tetrámeros 

dependiendo de varios factores como el incremento en la concentración de sal, alta 

concentración de melitina e incremento en el pH. (Liao et al., 2015) los cuatro monómeros 

de melitina en el tetrámero tienen una conformación casi idéntica, cada cadena de melitina 

está compuesta por dos segmentos α- helicoidales los cuales finalmente toman la forma 

de una horquilla (Pino, 2018).

Cuando se acumulan varios péptidos de melitina formando agregados 

tetraméricos en la membrana celular, el empaquetamiento de fosfolípidos es gravemente 

interrumpido, lo que conduce a la lisis de membranas tanto naturales como sintéticas 

(Pino, 2018). La melitina desencadena la lisis de una amplia gama de membranas 

plasmáticas y aunque la melitina es el péptido del veneno de abeja más estudiado 

es un péptido citolítico con baja especificidad que ataca todo tipo de membranas, lo 

que ocasiona que su aplicación aún se vea limitada. La melitina es un candidato muy 

atractivo para la quimioterapia del cáncer porque las células cancerosas son menos 

propensas a desarrollar resistencia contra las moléculas capaces de formar poros en 

una membrana. La combinación de un fármaco quimioterapéutico junto con la melitina 

podría tener un efecto sinérgico reduciendo de este modo la dosis terapéutica requerida 

de cualquiera de los dos (Pan et al., 2011) aunque la posible aplicación de la melitina 

como agente quimioterapéutico contra el cáncer ha sido ampliamente reconocida, la 

rápida degradación del péptido en la sangre y su baja especificidad lítica celular plantean 

desafíos significantes. Hasta la fecha se ha demostrado que la melitina es tóxica para 

las células del sistema hematopoyético incluyendo linfocitos y eritrocitos y su toxicidad 

también se ha observado en células intestinales (Y. J. Lee et al; 2007). Es por ello que 

en el presente trabajo se abordó el desarrollo de una formulación de nanopartículas 

de PLGA (ácido poliláctico co-glicólico) que incorpora melitina en su conformación 

tetramérica, con el fin de disminuir su actividad lítica.

2. METODOLOGÍA

2.1. PREPARACIÓN DE MELITINA TETRAMÉRICA

La melitina tetramerica se preparó colocando 1mg de melitina en 1 mL de buffer 

Hepes 20mM NaCl 250mM pH 7.4. Para mantener la conformación monomérica, el 

péptido se disolvió en 1mL de buffer Hepes 20mM pH 7.4 en ausencia de NaCl.
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2.2. PREPARACIÓN DE NANOPARTÍCULAS DE MELITINA

Para la preparación de las formulaciones de nanopartículas poliméricas se 

siguió el método de doble emulsión evaporación. Se preparo un reactor que contenía 

1.5mL de una solución orgánica de acetato de etilo con 20mg de PGLA (75:25) ácido 

poliL-lactico- co- glicólico (sigma-aldrich chemical Ltd, Alemania M.W 24,000-38,000) 

y 20 mg de Lutrol 68 Mp (Poloxamer 188, BASF). A la mezcla anterior se le adicionó una 

solución acuosa de cloruro de magnesio al 3% p/p se agitó para formar una emulsión 

mediante agitación con ultrasonidos durante 90 s (Branson Ultrasonicss Corp, 

Danbury, CT, USA). A la emulsión formada se le adicionaron 5ml de agua bidestilada 

y se favoreció la formación de una emulsión múltiple mediante una segunda agitación 

de 90 s con ultrasonido. La formación de las nanopartículas se consiguió mediante la 

evaporación del disolvente a presión reducida con un rotavapor (Heidolph instruments, 

Alemania). Una vez formadas las nanopartículas se colocó un reactor sobre una placa 

de agitación conteniendo la formulación y a la misma se le adicionaron 200µg de 

melitina en solución.

2.3. EVALUACIÓN DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LA MELITINA

Para evaluar la estructura secundaria de la melitina, se registraron los 

espectros de dicroísmo circular empleando un espectropolarímetro J-1100 (Jasco, 

Easton, MD) equipado para mantener la temperatura constante a 25ºC con un 

Koolance Peltier. Todos los espectros se registraron en el ultravioleta lejano (190-

240nm) a una velocidad de 50nm/min, obteniendo el promedio de 5 espectros con 

una sensibilidad de 50mdeg. Todos los espectros se corrigieron restando los blancos 

correspondientes. Las mediciones se realizaron en una celda de 0.1cm con soluciones 

de melitina a [70mM] o bien de suspensiones de nanopartículas conteniendo 100mg 

de péptido por mL. Las muestras se equilibraron en buffer Hepes 5mM pH 7.4 El 

contenido helicoidal de las muestras se asumió era directamente proporcional a la 

elipticidad promedio por residuo (MRE) a 222nm [Q]222. El contenido alfa-helicoidal se 

calculó usando la fórmula:

max[Q]222 = -40,000 x [1-2.5/h)] + 100 x T)

donde h es el número de residuos y T es la temperatura en ºC (Jamasbi et al. 2014; 

Scholtz et al. 1991). 

El porcentaje de helicidad se calculó después como 100 x [Q]222 / max[Q]222
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2.4. CUANTIFICACIÓN DE LA MELITINA PRESENTE EN LA SUPERFICIE DE LAS 

NANOPARTÍCULAS

La determinación del contenido de melitina en la superficie de las nanopartículas se 

realizó mediante el método de Bradford y por espectroscopía de fluorescencia. Para ello, la 

suspensión de nanopartículas recién preparadas se centrifugó a 13,000 rpm durante 3 hr 

(Ultracentrífuga Beckman Coulter, Brea CA), se tomó 1 mL del sobrenadante y se cuantificó 

la cantidad de melitina presente por el método de Bradford. Para la cuantificación por 

espectroscopía de fluorescencia se tomó una alícuota del sobrenadante y del precipitado 

y se midió la fluorescencia emitida por el triptófano empleando una longitud de onda de 

excitación de 280 nm. La fluorescencia máxima obtenida se interpoló en una recta patrón 

realizada a partir de una solución estándar de melitina de concentración conocida.

2.5. CARACTERIZACIÓN DE LAS FORMULACIONES DE NANOPARTÍCULAS DE 

MELITINA

Las formulaciones de nanopartículas se caracterizaron mediante la evaluación del 

tamaño promedio de partícula y la homogeneidad de tamaño (índice de polidispersidad, 

PDI) por espectroscopia de correlación fotonica Zetasizer Nano ZS90 (Malvern 

Instruments, R.U.) a partir de una alícuota de cada lote diluida en agua Milli-Q.

2.6. PREPARACIÓN DE VESÍCULAS UNILAMELARES GRANDES (LUVS)

Para obtener suspensiones de LUVs de tamaño definido, se prepararon 

suspensiones de vesículas multilamelares por el método de evaporación-hidratación y 

posteriormente se pasaron 10 veces a través de un mini-extrusor de alta presión (Avanti 

Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) equipado con una membrana de policarbonato con 

tamaño de poro de 100 nm y termostatizado a la misma temperatura a la que se hidrataron 

los lípidos, obteniendo de esta forma una suspensión homogénea de vesículas lipídicas 

de unos 100nm de tamaño promedio.

2.7. CUANTIFICACIÓN DE FOSFOLÍPIDOS

La cantidad de fosfolípido se determinó mediante valoración de fósforo según el 

método descrito por Rouser y colaboradores (1966) para lo cual se secaron las muestras 

a analizar bajo flujo de nitrógeno para posteriormente añadir ácido perclórico al 70% 

(0.45 mL) e incubarlas en baño de arena a 250-260ºC durante 30 minutos con el fin de 

conseguir la mineralización del fósforo. Transcurrido este tiempo, se dejaron enfriar los 
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tubos y se añadieron 0.5mK de molibdato amónico (2.5% p/v), 0.5mL de ácido ascórbico 

(10% p/v) y 3.5 mL de agua bidestilada por muestra, incubándose éstas durante 7 minutos 

en baño de agua hirviendo. La reacción cromogénica se detuvo colocando los tubos 

en hielo, midiéndose la absorbancia a 820 nm del producto coloreado que se forma en 

presencia de fósforo, en un espectrofotómetro Génesis 10 Thermo-scientific. Para conocer 

la cantidad de fosfolípidos en cada muestra, la absorbancia obtenida se interpolará en 

una recta patrón realizada a partir de una solución estándar de concentración conocida 

de fosfato inorgánico (KH2PO4 0.05mg/mL).

2.8. ENSAYOS DE LIBERACIÓN DE CONTENIDOS ACUOSOS

La capacidad del sistema nanoparticulado conteniendo melitina para provocar 

la pérdida de contenidos acuosos de vesículas fosfolipídicas de diferente composición 

se valoró mediante el método ANTS/DPX descrito por Ellens y colaboradores en 1985. 

Las vesículas de fosfolípido se prepararon mediante extrusión en HEPES 50 mM, pH 7 

con NaCl 30 mM, ANTS 12.5 mM y DPX 45 mM. Una vez preparadas se pasaron a través 

de una columna Sephadex G-75 y se eluyeron con buffer HEPES 50 mM pH 7, NaCl 150 

mM. El proceso cromatográfico se siguió midiendo la absorbancia de las fracciones a 

259 nm y 353 nm, longitudes de onda de los máximos de absorción del desactivador 

y fluoróforo DPX y ANTS respectivamente. Las fracciones correspondientes a las 

vesículas con sonda y desactivador coencapsulados se recogieron y reunieron para 

determinar su concentración mediante el método de Rouser. El ensayo de liberación 

de contenidos se inició disponiendo 500 µL de la suspensión de vesículas conteniendo 

ANTS/DPX, a una concentración final de fosfolípido de 75 µM en la cubeta del 

espectrofluorímetro, termostatizada a 25 ºC. Para iniciar el ensayo se inyectaron 

alícuotas de entre 10 y 50µL para obtener las cantidades de péptido requeridas (1.8, 2.5, 

7, 10.7, 14 µM) en la celda de fluorescencia. La liberación del contenido de las vesículas 

del ANTS se siguió monitorizando la emisión de fluorescencia del ANTS a 536 nm, 

utilizando una longitud de onda de excitación de 353 nm. La liberación del contenido 

de las vesículas va acompañada de un incremento en la intensidad de fluorescencia 

del ANTS, consecuencia de la reducción por dilución del efecto desactivador del 

DPX. El experimento se finalizará con la adición de una alícuota de Triton X-100 (0.5% 

concentración final) que proporciona la fluorescencia correspondiente al 100% de 

liberación como referencia.



Estudos em Biociências e Biotecnologia: Desafios, Avanços e Possibilidades V Capítulo 1 8

3. RESULTADOS

3.1. PREPARACIÓN DEL AGREGADO TETRAMÉRICO DE MELITINA

La melitina es una molécula que en solución presenta una conformación aleatoria 

mientras que, al unirse el monómero a membranas se incrementa drásticamente su 

contenido alfa- helicoidal (Vogel y Jähnig, 1986). Para corroborar la presencia de la 

conformación tetramérica del péptido bajo las condiciones empleadas en este trabajo, se 

analizó por dicroísmo circular su estructura secundaria. En la figura 2 puede observarse que 

la melitina monomérica presenta un mínimo ~205nm representativo de una conformación 

aleatoria mientras que, la melitina tetramérica presentó un pico de elipticidad negativo 

centrado en los 222nm característico de una conformación alfa-helicoidal originada por 

la auto asociación del péptido. Para corroborar que la conformación tetramérica de la 

melitina se mantenía una vez incorporado el péptido a las nanopartículas, se realizaron 

los espectros de dicroísmo circular en el UV-lejano y además se siguió la intensidad de 

fluorescencia del Trp19 de la melitina.

Figura 2. Espectros de dicroísmo circular en el UV-lejano para la melitina monomérica (¡) y tetramérica (l).

En la figura 3 se muestra el espectro de la melitina tetramérica una vez incorporada 

a las nanopartículas de PLGA y, como puede observarse, las nanopartículas solas no 

presentan un pico característico de estructura secundaria mientras que el espectro 

del sistema nano- melitina refleja una conformación alfa-helicoidal al presentar un pico 

negativo a 222nm. El contenido helicoidal de la melitina presente en las nanopartículas 

resultó de un 40%, similar a lo reportado para la melitina tetramérica a una concentración 

de péptido de 0.5mM (Huang et al., 2013) sugiriendo que la formación del tetrámero 

permanece estable después de la incorporación del péptido a la nanopartícula.
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Figura 3. Espectros de dicroísmo circular en el UV-lejano de la suspensión de nanopartículas de PLGA en ausencia 
(¡) o presencia de melitina tetramérica (l).

Al realizar el seguimiento del Trp19 por espectroscopía de fluorescencia (Fig. 4) 

pudo observarse que el espectro de las nanopartículas cargadas con melitina presenta 

un desplazamiento hacia el azul, es decir un cambio en la intensidad de fluorescencia de 

351nm a 331nm, si se compara con el espectro de la melitina en solución, estas diferencias 

en las propiedades de fluorescencia son indicativas de un cambio en el entorno de los 

residuos aromáticos, es decir que el residuo de Trp de la posición 19 se encuentra menos 

expuesto al agua cuando está en las nanopartículas que cuando se encuentra en la 

melitina monomérica confirmándose nuevamente la presencia del tetrámero de melitina 

en las nanopartículas.

Figura 4. Espectros de emisión de fluorescencia de las nanopartículas de PLGA cargadas con melitina. Se muestran 
los espectros correspondientes a la emisión de fluorescencia intrínseca del residuo de triptófano de la melitina en 
solución (¡), del sistema nano-meltina (l) y de las nanopartículas de PLGA (l). La longitud de onda de excitación 
fue de 280nm y la concentración de péptido de 20 mg/mL.



Estudos em Biociências e Biotecnologia: Desafios, Avanços e Possibilidades V Capítulo 1 10

3.2. CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA DE NP CARGADAS CON MELITINA

La figura 5 muestra el tamaño promedio de las formulaciones de nanopartículas 

poliméricas biodegradables preparadas para la realización de este trabajo con y si 

melitina. En la figura 5A puede observarse que el diámetro promedio obtenido para las 

nanopartículas oscila entre los 85nm ± 20nm (n=3) con un índice de polidispersidad 

PDI < 0.1, lo que indica que la homogeneidad de tamaño es elevada y que se cuenta 

con un sistema mono-disperso típico. La adsorción de melitina en la superficie de las 

nanopartículas produjo un incremento en su tamaño, con valores de diámetro promedio 

de 110 ± 20nm (n=3) y un PDI < 0.1(Fig 5B) originado probablemente por la interacción 

electrostática entre los residuos básicos presentes en la secuencia peptídica (I20- K21-R22-

K33-R24-Q25) y el grupo polar del lutrol de las nanopartículas (Cui et al., 2005).

Figura 5. Tamaño promedio de las nanopartículas de PLGA en ausencia (A) y presencia de melitina (B).

Para cuantificar la melitina encapsulada se empleó la ecuación y=49.036x+1.17 de 

la curva de calibración realizada para tal efecto, resultando un porcentaje de eficiencia de 

encapsulación del 85%.

3.3. EVALUACIÓN DE LA INTERACCIÓN Y PERMEABILIDAD ORIGINADA POR EL 

SISTEMA NP-MELITINA CON  MODELOS DE MEMBRANA

Para poder evaluar la capacidad lítica de las nanopartículas cargadas con 

melitina, se prepararon liposomas de distintas especies fosfolipídicas conteniendo 
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ANTS como fluoróforo y DPX como quenchador. Los fosfolípidos empleados para la 

preparación de cada uno de los liposomas utilizados en este trabajo se basan en el 

estudio realizado por Dória y colaboradores (2013), sobre las alteraciones presentadas 

en el perfil fosfolipídico de células de epitelio mamario (MCF10A) y células de cáncer 

de mama (T-47D y MDA-MB-23) (Figura 6). Por lo que para simular las membranas de 

las células de epitelio mamario sano se empleó la mezcla PC/PE/PS (50:40:10 p/p) y 

para semejar las membranas de las células de cáncer de mama se utilizó la mezcla PC/

PE/PS/PA (50:25:15:10 p/p). Estos liposomas permiten tener un sistema modelo bien 

definido, permitiendo identificar las especies lipídicas y las propiedades de membrana 

que influencian la unión entre el sisteman nanomelitina y los lípidos. Como lípido 

representativo de membranas celulares se emplearon liposomas compuestos en su 

totalidad por PC. La capacidad lítica del sistema nanomelitina se evaluó empleando el 

método de liberación de sondas, el cual consiste en medir el aumento en la intensidad 

de fluorescencia que resulta de la fuga y separación de la sonda ANTS y el apagador 

DPX que se encuentran en el interior de los liposomas. 

Figura 6. Abundancia relativa de fosfolípidos en células epiteliales mamarias humanas y líneas celulares de cáncer 
de mama. Tomado de Dória y colaboradores (2013).

En la figura 7 se resumen las propiedades líticas del sistema nano-melitina, en ella 

puede observarse que la incorporación de la melitina tetramérica en las nanopartículas 

de PLGA no altera la capacidad lítica de este péptido en ninguna de las composiciones 

lipídicas analizadas. El sistema nano-melitina fue capaz de permeabilizar el 50% de los 

liposomas de PC a una concentración entorno 2 mM, resultando más efectivo para inducir 

la perturbación de los liposomas que semejaban la membrana de células cancerosas 

y sanas, con una concentración de 1.2 mM y 1.8 mM respectivamente, indicando la 

importancia de las interacciones electrostáticas en este rompimiento.
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Figura 7. Efecto de la relación péptido/lípido en la liberación de contenidos acuosos desde vesículas de PC (¡) 
PC/PE/PS (50:40:10 p/p) (l) y PC/PE/PS/PA (50:25:15:10 p/p) (l) originados por el sistema nano-melitina. La 
concentración de péptido probada fue de 0.6, 0.8, 1.2, 1.8, 2.4, 3.6 y 4.8 mM y la concentración final de lípido 
fue de 75mM. El porcentaje de liberación de contenidos se calculó considerando como el 100%, la fluorescencia 
resultante después de la adición de Triton X-100 (0.5% v/v) a los liposomas.

4. DISCUSION

La melitina es un péptido anfipático catiónico de 26 aminoácidos que cuando se 

encuentra en solución adquiere una estructura aleatoria. Este péptido deriva del veneno 

de las abejas y tiene una variedad de propiedades farmacéuticas entre las que destacan 

efectos biológicos como antiviral, antibacteriano, antifúngico, antiparasitario y antitumoral. 

Se propuso que la melitina actúa como un compuesto citolítico no selectivo, es decir; el 

péptido interrumpe física y químicamente membranas celulares causando lisis celular por 

lo que fue considerado un candidato atractivo para la quimioterapia contra el cáncer. (Wu 

et al., 2018). La literatura actual disponible que involucra estudios in vitro e in vivo sugiere 

que la melitina afecta la transducción de señales y las vías reguladoras que conducen 

a múltiples mecanismos de muerte por cáncer, incluida la inhibición de la proliferación, 

la inducción de apoptosis, la inhibición de la angiogénesis, la detención del ciclo celular 

y la inhibición de la motilidad del cáncer, la migración, metástasis e invasión. (Rady et 

al; 2017). Sin embargo, la aplicación de melitina en el cáncer ha tenido un éxito limitado 

debido a varios problemas que incluyen toxicidad, baja especificidad, degradación, 

entrega sistémica ineficiente, biodisponibilidad limitada y principalmente alta hemólisis. 

Para sortear el problema con el uso del péptido para la terapia contra el cáncer, se 

han utilizado estrategias para mejorar estas desfavorables características estudiando 

la relación estructura-actividad con la finalidad de disminuir su actividad hemolítica 
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utilizando estrategias como fusión o hibridación molecular, semisintesis química, inserción 

o eliminación de aminoácidos y apoyándose en el uso de la nanotecnología como sistema 

de transporte. Las estrategias se enfocan principalmente en el segmento hidrofóbico N- 

terminal, residuos 1- 20, que confieren al péptido la capacidad de unión a membranas. 

En este trabajo se utilizó la estrategia de favorecer un cambio estructural en el péptido y 

posteriormente incorporarlo en nanopartículas poliméricas. Dado que está bien descrito 

por Miura (2015) que la concentración creciente de péptido o NaCl favorecen la formación 

del tetrámero de melitina y que la formación del tetrámero podría ayudar a disminuir la 

actividad hemolítica del péptido se decidió evaluar si esta estrategia resulta factible. Los 

resultados obtenidos demuestran que bajo las condiciones experimentales empleadas 

se logra formar el tetrámero de melitina y que esta conformación estructural se mantiene 

incluso después de incorporarlo a las nanopartículas de PLGA , presentando una 

estructura principalmente alfa-helicioidal (40%) aún en ausencia de moléculas lipídicas, 

lo que concuerda con lo reportado por otros autores (Huang et al., 2013).

La disrupción de la membrana por el sistema nanomelitina se caracterizó usando 

un ensayo de liberación de contenidos acuosos como se describe en materiales y métodos. 

Los resultados demostraron que la incorporación de melitina en las nanopartículas de 

PLGA no altera la capacidad citolítica de este péptido en ninguna de las vesículas de 

fosfolípidos analizadas (simulación del epitelio mamario sano, canceroso, eritrocitario). 

El sistema nanomelitina pudo irrumpir el 50% de los liposomas que simulan la membrana 

eritrocitaria (PC) a concentraciones de alrededor de 2mM, observándose que el sistema 

fue más efectivo induciendo permeabilidad en los liposomas que simulaban membranas 

de tejido mamario tanto sano (PC/PE/PS (50:40:10 p/p)) como cancerígeno (PC/PE/PS/

PA (50:25:15:10 p/p), aproximadamente 1.2 mM y 1.8 mM, respectivamente. Así pues, los 

resultados demuestran que existe cierta protección en el daño inducido a las membranas 

al tener al péptido en su conformación tetramérica lo cual posiblemente se deba a 

que al ser incorporado en las nanopartículas de PLGA se forme un parche hidrofóbico 

lo que reduce la actividad lítica en los lípidos zwitteriónicos mientras que conserva su 

actividad citotóxica frente a las membranas aniónicas. Estos resultados concuerdan 

con las observaciones hechas por Pandey y col. (2010), quienes reportan que lograron 

aumentar la selectividad celular realizando también una modificación estructural en el 

péptido usando una mutación Leu9Ala, la cual presentó una reducción significativa de 

la actividad hemolítica, al mismo tiempo que mostraba actividad antibacterian contra las 

bacterias Grampositivas y negativas (Pandey et al.2010). Es importante tener en cuenta 

que la actividad lítica de nuestro sistema nanomelitina es más citotóxica que otros 
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sistemas de nanopartículas de melitina reportados. Huang y col. (2013) diseñaron un 

péptido citolítico híbrido, α-melitina, en el que el extremo N terminal de melitina está unido 

al extremo C terminal de un péptido α-helicoidal anfipático a través de un conector GSG. 

Estas nanopartículas de melitina indujeron una liberación mínima de hemoglobina a una 

concentración de 50 mM mientras que la citotoxicidad en las células tumorales se alcanzó 

a 12 mM. Esto representa una tolerancia de aproximadamente 10 veces más que nuestro 

sistema para la simulación de membranas eritrocitarias y alrededor de 2 veces más para 

membranas que contienen fosfolípidos aniónicos tomando en cuenta la concentración 

máxima probada en este estudio (4.8mM). Soman y col. (2009) observaron una acción 

más protectora contra la hemólisis de glóbulos rojos con el uso de nanopartículas de 

perfluorocarbono recubierto con lípidos incorporando melitina; informan que incluso una 

concentración de nanopartículas de melitina 25 mM solo provocó 10% de hemólisis.

5. CONCLUSIÓN

Está claro que para reducir la actividad hemolítica de melitina es necesario 

proteger su segmento N-terminal hidrófobo a través de cambios estructurales o alterar 

la secuencia aminoacídica de este péptido mediante la conjugación con otras moléculas 

hidrofóbicas. En este sentido, nuestros resultados demostraron que, es posible favorecer 

selectivamente la agregación de melitina y preservar la estructura tetramérica del péptido 

en forma activa una vez incorporada a las nanopartículas. Sin embargo, es necesario 

mejorar esta formulación para reducir aún más la actividad lítica de melitina en las 

membranas modelo.
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