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IDENTIFICACION DE PEPTIDOS AISLADOS DEL CARACOL GIGANTE
AFRICANO (Achatina fulica) Y ESTUDIO DE SU ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

Richard Andrés Martinez Esquivel, José Ofate y Ruben Varela Miranda

1Grupo de investigacion en QUIBIO, Programa de Microbiologia, Facultad de Ciencias Béasicas,
Universidad Santiago de Cali, Calle 5 # 62-00, Santiago de Cali. Colombia. 23* Docente, Facultad
de Ciencias Bésicas.

RESUMEN

Los caracoles, por su potencial en bioprospeccion, se han estudiado en diferentes escenarios,
siendo uno de ellos la obtencidén de péptidos con actividad terapéutica a partir de la baba de
caracol africano ya que se han identificado péptidos antitumorales y para uso cosmeético en
esta especie. La rapida diseminacion de microorganismos resistentes a antibiéticos en las
Ultimas décadas y el poco desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos ha representado un
problema significativo en la salud publica a nivel mundial. Por lo tanto, es necesario buscar
alternativas para el disefio de nuevos farmacos ,por ejemplo, los péptidos antimicrobianos a
partir de baba de caracol del tipo (PAMS).

Para la extraccion de péptidos a partir de la baba de caracol africano se utilizé el reactivo TRI
Reagent® como método de extraccion de proteinas totales, con un previo tratamiento con N-
acetilcisteina para la eliminacién de la mucina presente en la baba y asi mejorar la calidad de
la muestra. Posteriormente, las proteinas extraidas y filtradas con AMICON se visualizaron

mediante geles SDS con tricina al 14 y 16%, obteniéndose bandas pequefias principalmente
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por debajo de los 10 KDa, confirmando la presencia de péptidos, a pesar de ello el extracto
evaluado no presento actividad antimicrobiana.

Por ultimo, los datos del CIC (Centro de Investigacion del Cancer) de Espafia también
reportaron el aislamiento de péptidos en las muestras; sin embargo, esta pendiente su
identificacion y sintesis para la evaluacion de su actividad antimicrobiana con péptidos puros y
en concentraciones adecuadas. Dichos resultados validan que la metodologia utilizada es
apropiada para el aislamiento de péptidos de la baba del caracol africano en aislados de la
ciudad de Cali.

Palabras clave: CARACOL AFRICANO, PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS, TRIZOL

NCREDITACIG,
ot s

Calle 5 Carrera 62 Campus Pampalinda A.A. 4102 / Teléfono: PBX 5183000
web: www.usc.edu.co / Nit. 890.303.797-1 / Santiago de Cali - Colombia




10N

NEDU

UNIVERSIDAD

VIGILADA

Mi

1S0 9001:2015

BUREAU VERITAS
Certification

N°C018.00577

SANTIAGO

DE CALI

IDENTIFICATION OF ISOLATED PEPTIDES OF THE AFRICAN GIANT SNAIL (Achatina
fulica) AND STUDY OF ITS ANTIMICROBIAL ACTIVITY

ABSTRACT

Snails, due to their potential in bioprospecting, have been studied in different settings, one of
which is obtaining peptides with therapeutic activity from African snail slime, since antitumor and
cosmetic peptides have been identified in this species. The rapid spread of antibiotic-resistant
microorganisms in recent decades and the poor development of new antimicrobial drugs has
represented a significant public health problem worldwide. Therefore, it is necessary to look for
alternatives for the design of new drugs, for example, antimicrobial peptides from snail slime
type (PAMS).

For the extraction of peptides from the African snail slime, the TRl Reagent®, reagent was used
as a total protein extraction method, with a previous treatment with N-acetylcysteine for the
elimination of the mucin present in the slime and thus improve the sample quality. Subsequently,
the proteins extracted and filtered with AMICON were visualized with SDS gels with tricine at
14 and 16%, obtaining small bands mainly below 10 KDa, confirming the presence of peptides,
despite this, the extract evaluated did not show antimicrobial activity.

Finally, the data from the CIC (Cancer Research Center) of Spain also reported the isolation of
peptides in the samples; however, its identification and synthesis are pending for the evaluation
of its antimicrobial activity with pure peptides and in adequate concentrations. These results
validate that the methodology used is appropriate for the isolation of peptides from the African

snail slime in isolates from the city of Cali.
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial De la salud (OMS), la resistencia a los antimicrobianos es un
fendmeno en el cual un organismo deja de ser sensible a un antibidético [1]. La resistencia a los
antibioticos es un fendmeno preocupante, tanto en el ambito nacional como internacional,
representa una amenaza a la salud mundial debido a que los tratamientos habituales dejan de
ser eficaces.

En el afio 2006 en Colombia se reportd por primera vez la aparicion de bacterias productoras
de carbapenemasas, especificamente Klebsiella pneumoniae, y desde entonces la INS
(Instituto Nacional de Salud) reporté un aumento significativo de la resistencia de estas al
antibiotico. Ejemplo de ello, fueron encontradas cepas de E. coli resistentes a cefalosporinas
en un porcentaje del 30.8 al 38.3%, la resistencias de Klebsiella spp a carbapenémicos en un
rango de 9.5 a 10.9% y en el caso de organismos no fermentadores como A. baumanii y
P.aeruginosa, la resistencia a carbapenémicos reporto rangos entre 46.6 a 64% y 25.8% hasta
28.4% respectivamente [2][3]. A esto se suman acciones comunes que aumentan la
problematica, la automedicacién, la toma de dosis sub-éptimas, un inadecuado sistema de
control y un deficiente seguimiento a los esquemas de tratamiento con antibiéticos por parte de
los sistemas de salud. Son algunos de los factores que afectan el control de diversas
enfermedades infecciosas en Colombia [4][5][6][7].

Desde hace aproximadamente 200 afios El caracol gigante africano se ha diseminado desde

su lugar de origen, Africa, hacia el resto del mundo. Sus capacidades adaptativa, reproductiva
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y polifagia ademas de ser vector y huésped, tanto de protozoos como nematodos, lo convierten
en prioridad para los sistemas de salud publica y organismos de control ambiental [8] [9][10].
Recientes estudios han demostrado que la baba del caracol gigante africano, el caracol comun
de jardin (Helix aspersa) y también el veneno de caracoles marinos depredadores de la familia
de los conidos, contiene un gran nimero de componentes activos, entre los que se encuentran
algunos benéficos para la piel humana como la alatonina, acido glicélico y otros con efecto
antienvejecimiento. Pero el factor mas importante y el objetivo de este estudio, es la presencia
de moléculas con capacidad antimicrobiana en del caracol africano [11][12][13]. Se estima que
la baba es un buen producto biolégico por su facil extraccién y accesibilidad para la
identificacibn moléculas antimicrobianas.

Los péptidos antimicrobianos son pequefias proteinas que forman parte del sistema inmune
innato de muchos seres vivos, como plantas, animales, hongos, protozoos e incluso
bacterias[14]. Estas moléculas tienen un amplio espectro de accion contra bacterias, hongos,
incluso virus, y son especialmente abundantes, faciles de aislar y analizar de organismos que
los secreten al exterior como parte de su mecanismo de defensa, tales como los caracoles y
las babosas. Estos PAMS (péptidos antimicrobianos) son oligopéptidos compuestos hasta de
100 aminoacidos cuyas conformaciones pueden ir desde a-hélices hasta B-hojas o ambas;
otra de sus caracteristicas es la tendencia a tener carga catidnica, ademas de actividad
hidrofébica y anfipatica, siendo estas las que les atribuyen la capacidad de atacar diferentes
estructuras, sean de hongos, virus, protozoos, tumores o bacterias gram positivas y negativas
[15]-[17]. Nosotros, teniendo en cuanta el potencial de bioprospeccion del caracol africano,

pretendemos en este estudio de Investigacion encontrar péptidos con potencial antimicrobiano.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de la baba de caracol.

Los caracoles africanos (A. fulica) se obtuvieron de las comunas 19y 21 de la ciudad de Cali
después de ser recolectados por la autoridad ambiental del municipio (DAGMA-Cali), los
caracoles seleccionados deben tener un peso promedio entre 10 a 15 gr. La baba fue
recolectada en el laboratorio del pie y concha del caracol, el volumen de recoleccion de muestra
fue de 10 mL. El transporte de los especimenes se realizd en recipiente duro y hermético
plastico, garantizando la seguridad del animal hasta su llegada al laboratorio. Una vez en el
laboratorio estos fueron lavados con agua destilada y estimulados mediante un pequefio pulso
eléctrico directamente en el pie del caracol, se les aplicaron 9 V a 500 Mah (véase Figura 1)
con una duracion de 9 segundos, pulsos aplicados dependiendo del tiempo que tarde el caracol
en liberar la baba mas espesa, después del estimulo se devuelve a la caja y se deja para su
completa recuperacion; el procedimiento continué hasta recolectada la cantidad de baba
necesaria, como se menciond anteriormente 10 ml. En caso de no usarse la baba
inmediatamente se almacenara a -20°C para su posterior uso (véase anexo 1).

Después de la obtencion de la baba, los caracoles vivos se entregaran al DAGMA-Cali para su
disposicion final. Este proyecto cuenta con permiso de ética de la USC para la manipulacion y

estudio del caracol gigante africano y permiso del DAGMA, como entidad cooperante.
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Figura 1. Diagrama eléctrico del estimulador (A), electro-estimulador (B), trabajo con el
estimulador para extraccion de baba de caracol (C y D)

Estandarizacion de los métodos.

La recoleccion de la baba se efectué a lo largo de mudltiples recolectas realizadas por el
DAGMA-Cali, cada uno de los extractos se procesoé siguiendo el protocolo estandar del TRI
reagent, incluyendo los lavados con alcohol al final el proceso de precipitacion del pellet con
isopropanol. En total se realizaron dos extracciones por grupo de caracoles recolectados,

obteniéndose un total de 8 muestras inicialmente. El procedimiento se realizé a partir de 10 mL
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de baba e igual cantidad de reactivo en relacion 1:1, obteniendo como resultado un pellet de
consistencia mucosa, los pellets fueron liofilizados y almacenados a -20°C. La recoleccion y

extraccion se llevé a cabo a lo largo de tres meses.

Los 8 pellets fueron re-suspendidos en 0.5 mL de solucion de PBS (Bufer Fosfato Salino) 1X
pH 7.4, pero no se logré una disolucioén total, asi que se agregaron 0.5 ml mas para un total de
1mL de muestra que aun presentaba consistencia viscosa la cual dificultaba su manejo. Estas
muestras se montaron en geles SDS page con tricina al 16% y se realiz0 una tincion estandar
de proteinas en gel, que se visualizé en en IMAGE SCANER Ill LabScan (GE Healtcare), donde
facilmente logré observarse una banda tenue alrededor de los 10kDa; el procedimiento se
repiti6 aumentando la concentracion de la muestra de proteinas de 20 pL a 60 uyL de muestra,
observandose mejor definicion de las muestras después del cambio de contraste (véase Figura
2).

Teniendo en cuenta los resultados, al protocolo de extraccién de proteinas se le realizo un
cambi6 adicionandole un disolvente de la mucina conocido como N-acetil-Cisteina y se
omitieron los lavados de los pellets con etanol después de la precipitacion, logrando una gran
mejoria, no solo en calidad de la muestra para su majeo al eliminarse la viscosidad sino también

una mejoria sustancial en la resolucion de las proteinas.
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T 16% SDS PAGE GEL DE TRICINA

MM P1E1 P2E1 P3E1 P4E1 P5E1 P6E1 P7E1 P8E1

250kDa
130kDa

72kDa
55kDa

43kDa
26kDa

17kDa

10kDa

Figura 2. Visualizaciéon de los 8 extractos procesados. Las bandas peptidicas son visibles
alrededor del marcador de 10 kDa, se utilizé el software de IMAGE SCANER Il LabScan de la
empresa GE Healtcare, en la imagen MM es el marcador de peso molecular. La “P” de los

carriles indica el numero de extraccion y “E” la repeticion de la extraccion.

Extraccion de proteinas.

Para la extraccion de proteinas se realiz6 con un protocolo modificado usando el reactivo TRI
Reagent de Sigma Aldrich®.
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Preparacion de la muestray separacion de la mucina.

Debido a la naturaleza de la muestra (baba de caracol), que no esta estandarizada en el
protocolo base del TRI reagent, no se necesitd tratamiento previo, pues esta no contenia
material celular considerable. Sin embargo, a 10 ml de baba de caracol se le agregdé 1 mL de
una solucién de N-acetil Cisteina (La Santé), con una concentracion de 600mg/mL y se dejo en
agitacion durante 30 minutos a 4°C. Logrando separar la mucina de su parte acuosa donde son
contenidas las proteinas, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a 4°C para separar
facilmente la fase acuosa de la sélida. Se tom¢ la fase acuosa y se recolecto en dos tubos

falcon con capacidad de 15 ml.

Extraccion de proteinas por TRI reagent.

A cada tubo se le agrego 1 ml de TRI reagent y se dejo en reposo a temperatura ambiente
durante 5 minutos, posterior a eso se centrifugo a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C,
precipitando cualquier material insoluble que haya podido quedar de la extraccién de la fase
acuosa. Posteriormente se agrego 0.2mL de cloroformo y se agito vigorosamente para iniciar
la fase de separacién, se dejé 15 minutos en reposo a temperatura ambiente. Posteriormente
se centrifugo a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C para separar las tres fases y se recolecto
la fase acuosa (incolora en la parte superior) para los siguientes pasos.

A los sobrenadantes se les agrego 1 mL de etanol absoluto para precipitar cualquier rastro de
ADN que se encontrara en la muestra, se dejé en reposo durante 3 minutos a temperatura
ambiente, para luego centrifugarse a 2000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se trasvaso de nuevo

el sobrenadante a un nuevo tubo.
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Al sobrenadante obtenido se le agrego 1.5 mL de 2-propanol y se dejé en reposo a temperatura
ambiente durante 10 minutos, seguido a esto se centrifugo a 12000 rpm durante 10 minutos a
4°C donde se obtuvo un pellet blanquecino por tubo (No se realizé los lavados posteriores
descritos en el protocolo debido a la posible pérdida de los péptidos debido a su
solubilidad)[18][19][20][21]. El procedimiento se repitié una vez mas con nuevos caracoles. Los
dos pellets y sus copias fueron liofilizados durante 4 horas y conservados a -20°C (una copia
de los dos aislamientos fue enviada a realizar la separacion de proteinas mediante
electroforesis e identificacion mediante equipos LC-MS/MS que constan de un sistema de
cromatografia liquida nanoUPLC nanoAcquity (Waters) acoplado a un equipo de
espectrometria de masas LTQ Orbitrap velos con ETD (Thermo) en la CIC (centro de

investigacion del cancer) de la universidad de Salamanca Espafia.

Cuantificacion de proteinay SDS page.

La cuantificacion de proteina se efectu6 mediante Pierce™ BCA Protein Assay Kit,
preparandose una solucion de trabajo de 16 mL, mezclando 16 mL de reactivo A con 0,32mL
de reactivo B. Para la curva de calibracion se preparé un estandar de 2mg/mL de BSA (bovin
serum albumin) para la preparacion de los estandares de 1.00, 0.500, 0.250, 0.125 y 0.625
mg/mL. A los cuales se les agrego 2 mL de la solucién de trabajo a cada uno, las muestras se
re-suspendieron en 0.5 mL de PBS 1X y se filtraron en columnas amicon ultra centrifugar filter
de 10kDa, permitiendo solo el paso de moléculas igual 0 menores a 10kDa.

Se tomaron 0.1mL de los estandares de proteina a los cuales se les agrego 20mL de la solucion
de trabajo. Para la evaluacion de los extractos filtrados se tomo 25 ul alos cuales se les agrego
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250 pl de la solucién de trabajo, los estandares y los extractos se incubaron a 37°C durante 30
min y se leyeron a 562nm en el espectrofotometro[22] [23][24].

Para la visualizacion de proteinas se realiz6 SDS page en la SIU (sede de investigacion
universitaria en la universidad de Antioquia). Para la preparacién del gel de tricina de 14% se
us6 0.6mL de ddH20, 1.66mL de 3M tris HCI/SDS pH 8.45, 1.75mL de acrilamida al 40%, 1mL
de glicerol 0.02mL de APS al 10% y 0.005mL de TEMED; para el gel con una concentracion
del 16% se us6 0.35mL de ddH20, 1.66mL de 3M tris HCI/SDS pH8.45, 2.00 mL de acrilamida
al 40%, 1mL de glicerol, 0.02mL de APS al 10% y 0.005mL de TEMED.

Se prepar6 el regulador del anodo pesando 6.057g de Tris, se disolvié en agua (Aprox 150
ml), se ajusté a pH 8.9 con HCl y aforo a 250ml. Para el regulador del catodo se peso6 1 g de
SDS, 12.08g de tris, 17.88g de tricina se disolvié y aforo a 1L. Para el regulador del gel se pesé
90.855 g de tris y 0.75 de SDS. Se disolvié y ajusto a pH 8.45 finalmente se aforo a 250ml de
agua y Para la solucién de tincién se usaron 100 ml de acido acético 900 ml H20: Metanol (1:1)

y 2.5 g azul de Comasie G-250 todo aforado a un litro Agua.

La solucion de destefiido se realizé con 100 ml de acido acético y 900 ml ddH20: Metanol (1:1).
La corrida de las muestras se realiz6 con gel de tricina a una concentracion del 14% y 16% con
voltaje de 120V durante 90 minutos, se trabajo con la proteina nativa por lo que las muestras
no se trataron con B-mercaptoetanol. Para evitar la posible pérdida de los péptidos por
evaporacion durante el tratamiento térmico necesario al usarse p-mercaptoetanol[25], Para
mejorar la visualizacién de las bandas los geles se visualizaron y escanearon en IMAGE
SCANER Il LabScan de la empresa GE Healtcare
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Prueba de sensibilidad antimicrobiana.

Las pruebas antimicrobianas se realizaron con E. coliy S. aureus activados en caldo Mueller-
Hinton, sembrados posteriormente en agar Mueller Hinton para separar las colonias usadas
para preparar un inoculo ajustado una escala de McFarland 0.5 con una concentracion
aproximada de 1 x108 células. Se toman 10 ul de los extractos P7 Y P8 a concentraciones de
0.43 y 1.58 mg/mL, se agregaron en la primera columna de pozos de la microplaca, con 90 pl
de medio estéril, se diluyo secuencialmente hasta llegar al pozo 6 de cada fila. Se ejecutaron
controles de medio solo y con extracto y controles del crecimiento bacteriano. Después de 24
horas de crecimiento se le agrego 10 ul de reactivo de resarzurina y se dejo incubando durante
45 minutos. [26]-[29].

RESULTADOS.

Los caracoles recolectados por su tamafio ya tenian una edad adulta, lo que permitio una facil
recoleccion de la baba. El estado adulto garantiza que estos animales ya han sido expuestos
a muchos patégenos durante su transito normal en tierra. Asi pues, La primera recoleccion se
realizd en el barrio potrero grande de la comuna 21 en el Jarillén y la segunda en el barrio la
cascada de la comuna 19 por los alrededores de la Universidad Santiago De Cali, en ambos
casos se tomaron 7 individuos para realizar la extraccion de baba.

En la primera fase de recuperacion de la baba, mediante estimulacién eléctrica, que fue
desarrollada (véase Figura 1) con 7 individuos, se logré una recoleccién aproximada de 10 a

20 ml. Este material, después de un proceso de separacion y purificacion, se encontro que las
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muestras P7 Y P8 tenian una concentraciéon de 0.43 y 1.58 mg/mL en una curva de calibracién

con un r?=0.985 (véase figura 3).

CURVA DE CALIBRACION DE ALBUMINA DE SUERO
1,6 BOVINO MEDIANTE METODO DE BCA
R 58
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@ ..
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0
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Figura 3.
Curva de calibracion usando albumina de suero bovino mediante método de BCA (Acido

Bicinconinico), lectura de los datos realizada a una longitud de onda 562 nm.

Después de cuantificada la concentracion de las proteinas se procedié a su posterior
visualizacion mediante la técnica de SDS page en gel de tricina de 14 y 16%. Mediante esta
técnica se logro ver la calidad de la proteina y el tamafio de estas, encontrandose en un peso

molecular menos a 10kDa, un valor esperado en la busqueda de péptidos.
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T 16% SDS PAGE TRIXINE GEL

MM 1 2 3 4

250kDa

130kDa

72kDa

55kDa

43kDa MM molecular Marker

26kDa 1. P7E1l
2. P7El

17kba 3. PSEIl
4. PSEl

10kDa

Figura 4. Gel de tricina a una concentracion del 16% de poliacrilamida con muestras sin
tratamiento de mercaptoetanol a un voltaje de 150V durante 90 minutos con un marcador de

peso molecular de 10 a 250 kDa.

En el montaje de SDS page en gel en tricina al 16% se lograron observar las bandas de
proteinas con un tamafio menor a 10 kDa, confirmando la presencia de péptidos. Teniendo en
cuenta que se buscan péptidos de bajo peso molecular, el segundo paso fue concentrar el gel
al 14% para mejorar la resolucion y se observo una separacion adicional de bandas de menor

tamafio; lo que indica posiblemente una mezcla de péptidos en la muestra analizada.
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T 14% SDS PAGE TRIXINE GEL

250kDa [
[:a

72kDa
55kDa

43kDa

26kDa MM molecular Marker
1. P7E1

17kDa 2. P7E1
3. PS8EIl

10kDa 4. PSE1

Figura 5. Gel de tricina a una concentracion del 14% de poliacrilamida con muestras sin
tratamiento de mercaptoetanol a un voltaje de 150V durante 90 minutos con un marcador de

peso molecular de 10 a 250 kDa.

Identificacién de péptidos.

Las muestras de baba fueron purificadas, procesadas y liofilizadas en Colombia, se enviaron
al Servicio de Proteémica del Centro de Investigacion del Cancer de Salamanca que cuenta
con certificado de Calidad ISO 9000, en la comunidad europea. Este laboratorio cuenta con
Equipos de separacion y tecnologia de punta para este proposito.

Alguna tecnologia reportada por el laboratorio:

NCREDITACIG,,
ot g,

1S0 9001:2015

BUREAU VERITAS
Certification

N°C018.00577

Calle 5 Carrera 62 Campus Pampalinda A.A. 4102 / Teléfono: PBX 5183000
web: www.usc.edu.co / Nit. 890.303.797-1 / Santiago de Cali - Colombia




VIGILADA
NI ACION

UNIVERSIDAD

ll SANTIACO
DE CALI

Ettan IPGPHOR, Ettan Dalt-6 Electrophoresis system, Hoefer SE 600 Ruby y Hoefer miniVE
electrophoresis (Amersham, GEHealthcare) y Protean Xi cell (Bio-Rad), HPLC1100 series
(Agilent), 3100 OFFGEL (Agilent), Equipos LC-MS/MS: NanoAcquity (Waters)-LTQ Orbitrap
velos ETD (Thermo), NanoElute-TIMSTOF PRO (Bruker).

Separacion de péptidos y proteinas. electroforesis: geles de las siguientes dimensiones: 10x8
cm (minigel); 16x14 cm; 18,5x20 cm; 26x22 cm. Realizan diferentes tipos de tinciones
compatibles con espectrometria de masas. Electroforesis Bidimensional, isoelectroenfoques en
tiras de 7, 13, 18 0 24 cms y una segunda dimension de 10x8 (minigel), 16x14, 18.5x20 o0 26x22
cms. Tinciones compatibles con espectrometria de masas. Fraccionamiento por punto
isoeléctrico OFFGEL, Fraccionamos péptidos y proteinas en tiras de 12 y 24 cms de acuerdo
a su punto isoeléctrico en el sistema Agilent OFFGEL 3100. Fraccionamiento por HPLC, HPLC
1100 series analitico (Agilent) para el fraccionamiento de proteinas o péptido, Micro
fraccionamiento por SPE vy filtros de SPE para fraccionar o desalar muestras de péptidos.
Actualmente, este laboratorio reporto la presencia de péptidos en las muestras y estamos a la

espera de la identificacion.

Prueba antimicrobiana con extractos totales de péptidos sin purificacion.

La reduccion de la resarzuina (azul) a resorfurina (rosa), muestra una actividad metabdlica
activa en las células de los pozos inoculados con bacterias, tanto los que contenian el extracto
como en los controles de crecimiento positivo. Los controles negativos del medio de cultivo y

moléculas no presentan cambios confirmando la esterilidad del extracto y el medio.

o 0 REDITACI(, 3
o /s

1S0 9001:2015

BUREAU VERITAS
Certification

Calle 5 Carrera 62 Campus Pampalinda A.A. 4102 / Teléfono: PBX 5183000
web: www.usc.edu.co / Nit. 890.303.797-1 / Santiago de Cali - Colombia

N°C018.00577




VIGILADA

MINEDUCACION

USC

UNIVERSIDAD

SANTIAGO
DE CALI

Figura 6. Cultivo en microplaca de dilucién seriada del extracto proteico. Las diluciones
seriadas se clasifican por columnas y filas donde las columnas reciben una numeracion de 1 a
12 comenzando de izquierda a derechay las filas se nombran con las letras de la A hasta la H.
las filas A1 B1y E1 F1 hasta A6 B6 7 E6 F6 corresponden a E. coli con su réplica para los
extractos P7 y P8 respectivamente. Las filas C1 D1y G1 H1 hasta C6 D6 y G6 H6 corresponden
al cultivo de S. aureus con su réplica para los extractos P7 y P8 respectivamente. Los pozos
Al1, A12, B1, B12, E11, E12, F11y F12 corresponden al control de crecimiento de E. coli solo
con medio, sin extracto agregado; los pozos C11, C12, D11, D12, G11, G12, H11 y H12
corresponden al control de crecimiento de S. aureus solo con medio sin extracto agregado. La
columna numero 8 corresponde a control de crecimiento negativo solo con el medio sin la
adicion de moléculas, las columnas 9 y 10 respectivamente corresponden a control de

crecimiento negativo de medio con molécula sin la adicién de inoculo.
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DISCUSION

Entre las diferentes formas de extraccion de la baba del caracol, la estimulacion eléctrica es la
mas efectiva para los analisis y procedimientos de cuantificacion e identificacion de péptidos.
Otros métodos como la extraccion con soluciones estimulantes agregan componentes a la
muestra que afectarian la calidad de los resultados, durante procesos como la
espectrofotometria de masas. El estimulo eléctrico es el método mas facil de aplicar , el menos
exigente en términos de maquinaria y con cero insumos para su realizacion (véase Figura 1)
[30] ademas, las cantidades de baba obtenidas son apropiadas para el uso de reactivos como

el TRI reagent, que se debe usar a una proporcion de 10/1 respecto a la muestra [21].

La extraccion de proteinas mediante TRI reagent se ve facilitada por el poco tiempo necesario
para la purificacion, ademas de mostrar una gran eficiencia en a la recuperacion de péptidos
provenientes de diferentes tejidos segun lo mostrado por Nolan, R. L., & Teller, J. K[31]. Para
la extraccidon de proteinas mediante el uso de este reactivo se obtuvieron los pellets esperados
por la precipitacion de proteinas con isopropanol [32][33] pero fue necesario modificar la tltima
fase del protocolo que mencionaba el triple lavado con etanol al 96% para eliminar rastros del
reactivo, debido a que en este paso se solubilizaba el pellet precipitado por completo y se
debia recuperar con la adicion de isopropanol, esto se debe a la gran solubilidad que tienen

estos péptidos en agua (véase Figura 2) [34][35].

Se identific6 como un extracto peptidico al momento de realizarse la filtracion mediante la
columna amicon ultra centrifugal filter de 10 kDa, donde solo se permitié el paso de moléculas

menores o iguales al tamafio mencionado.
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Los péptidos en general suelen estan conformados por menos de 100 amino&cidos sin superar
un tamafio de 10 kDa para aquellos que presenten actividad antimicrobiana, en concordancia
con los tamafios promedios de otros péptidos con esta misma capacidad, como lo son las
defensinas que oscilan entre un tamafio de 1 a 3 kDa aislada de humanos, la Apamina y
Andropina sintentizados a partir de secuencias de bases de datos, la Mytimacina-AF y
Hemocyanin 3 c-HaH asilados de caracol gigante africano que se encuentran en este mismo
rango de tamafo [36][37][38]. En la visualizacion mediante SDS page se seleccion6 una
concentracion del 16%, recomendada por los autores para la separacion de proteinas tipo
péptido a un voltaje de 120 V durante 90 minutos [39], la obtencién de las bandas (véase figura
4), confirmo la presencia de proteinas por debajo del marcador de 10 kDa, tanto en la muestra
inicial como en su copia para ambas extracciones. Se repitid el procedimiento con una
concentracion de gel del 14% para lograr una mejor definicion de la banda de proteinas, se
pudo observar una segunda banda mas tenue debajo de la primera encontrada (véase figura
5), esto indica la presencia de péptidos de diferentes tamafios en los extractos de la baba de

caracol [40][41]. Estos péptidos fueron aislados en las muestras analizadas en Espafia.

En la prueba de concentracion minima inhibitoria contra Echerichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC25923, con diluciones seriadas del extracto proteico, partiendo
de las concentraciones conocidas de 0.43 para el extracto P7 y 1.58 mg/mL para el extracto
P8, trabajando con un porcentaje por pozo de 10% del extracto en diluciones seriadas las
concentraciones serian 0.043 , 0.021, 0.010, 0.005, 0.002, 0.001y 0.158, 0.079, 0.039, 0.019,
0.009, 0.005 mg/mL respectivamente. Después de 24 horas de inoculadas las bacterias y el
extracto se evidencia en el fondo de todos los pozos, a excepcién de los controles negativos,

un botén de crecimiento. Se evalla la actividad celular mediante el método de resarzurina,
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permitiendo identificar la actividad metabdlica; después de 45 minutos de incubacién a 37°C,
todos los pozos inoculados con bacterias presentaron actividad metabdlica activa (véase figura
6), lo que indica que las moléculas evaluadas podrian encontrarse en dos situaciones, una
donde la concentracion fuera insuficiente para la inhibicion o las moléculas no presentaran
actividad antimicrobiana, siendo esta Gltima opcion la menos viable debido a los multiples
estudios donde se muestra la actividad antimicrobiana de la baba de caracol en bruto y de los
péptidos aislados contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli como lo reportado por
Giovanni Cilia y Filippo Fratini en su estudio de propiedades antimicrobianas del moco del
caracol terrestre [13]. Esta duda solo se lograria resolver con la sintesis especifica de los
posibles péptidos con propiedades antimicrobianas y a las concentraciones adecuadas de cada
péptido purificado, provenientes de la identificacion peptidica de la universidad de Salamanca

Espana.

CONCLUSIONES

La baba de caracol y sus derivados han mostrado actividad antimicrobiana y cosmética en
muchos documentos. En el caso de esta investigacion los resultados no son concluyentes
respecto a la actividad antimicrobiana, puede deberse a una baja concentracion de péptidos
con potencial antimicrobiano en el extracto purificado, no todos los péptidos tienen este
potencial y no sabemos cuanto representan del total de la muestra. Los resultados del centro
de investigacién del cancer CIC evidencian la presencia de péptidos en la muestra y esto unido

a los resultados de los geles evidencia, la presencia de péptidos de diferente tamafio < 10 Kda,
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gue pueden tener un efecto antimicrobiano. También, podemos concluir que la metodologia
estandarizada es efectiva para la recuperacion de péptidos de la baba del caracol africano.
Dada la imposibilidad de continuar la investigacion no se debe rechazar la posibilidad de
encontrar nuevos péptidos con actividad antimicrobiana o terapéutica ya que el uso
indiscriminado de antibioticos ha llevado a la seleccién de clones bacterianos resistentes, de
los cuales a menudo ya no se cuenta con una terapia adecuada para su tratamiento.

El manejo de estas bacterias multi resistentes a varios farmacos necesitan de una mayor
atencion hacia las moléculas o productos antibacterianos utilizados. Por esta razon, las
investigaciones que se dirijan al uso de sustancias antimicrobianas alternativas, especialmente
sustancias naturales como extractos de plantas, aceites esenciales y péptidos antimicrobianos
aislados de animales diferentes, especialmente de aquellos que se encuentren en constante
contacto con agentes infecciosos. Por ello este podria ser un tema potencial de investigaciones
adicionales especialmente usarse como una alternativa a los antibioticos convencionales

cuando se logre continuar con la investigacion.
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