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RESUMEN

Introduccién: los moluscos marinos constituyen un reservorio natural de moléculas con potencialidades terapéuticas para el
tratamiento de enfermedades infecciosas en momentos en que se han descrito numerosas cepas resistentes a los antibidticos
convencionales. Objetivo: comparar 3 soluciones: &cido acético 30 %, metanol 50 % y salina-acida (NaCl 0,6 mol/L, HCI 1 %)
atendiendo a sus capacidades extractivas de moléculas con actividad antibacteriana del molusco marino Cenchritis muricatus.
Método: para el procesamiento del material bioldgico se utilizaron las 3 soluciones de extraccion y se analizaron los extractos
obtenidos de acuerdo con la concentracion de proteinas totales y la inhibicion del crecimiento bacteriano de cepas de Saphylococcus
aureus y Escherichia coli, mediante un bioensayo turbidimétrico en microplacas de 96 pocillos en medio Luria-Bertani.
Resultados: se obtuvo mayor concentracion de proteinas totales (7,8 ug/mL) con el extracto total de C. muricatus obtenido
con la solucion salina-acida. Ademas con 200 ug/mL de proteinas totales del extracto se obtuvo inhibicién significativa
(p< 0,001) del crecimiento de S aureus (12,64 %) y E. coli (12,1 %) respecto a control positivo de inhibicion del crecimiento
por cloranfenicol. Conclusiones: de acuerdo con los resultados de la comparacion entre las soluciones, la solucion salina-écida
resulto ser la mas eficiente en la extraccion de moléculas antibacterianas, probablemente péptidos antimicrobianos de C. muricatus.
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INTRODUCCION

Los antibi6ticos clasicos, desde su descubri-
miento, han sido |os medi camentos mas utilizados
en el tratamiento de las enfermedades infeccio-
sas. A pesar de su amplio uso terapéutico, estos
farmacos presentan algunos inconvenientes entre
los que se destaca la resistencia que desarrollan
los patégenos asus efectos, incluso alos|lamados
antibi éticos de Ultima generacion.t Este problema
seagravacon el uso extensivo eintensivo de estos
medicamentos, el incremento de individuos in-
munocomprometidosy delatasade enveecimiento
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enlapoblacién, asi como el aumento delosviajes
y las estancias transcontinental es, entre otros fac-
tores.2 Lasituacion actual es critica, porgue exis-
ten cepas resistentes a los antibioticos clésicos
responsables de las infecciones microbianas méas
importantes. Ademas, solo han sido incorporados
alaterapia 3 nuevas clases de antibidticos en los
ultimos 40 afos.® Es por ello que latendencia ac-
tual eslabulsgueday €l desarrollo de estrategias
terapéuticas aternativas.

Estatendencia hasido muy encaminadahacia
labusquedade molécul as natural es antimicrobianas
a partir de invertebrados. Estos animales carecen
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de inmunidad adquirida, por 1o que su sistema de
defensainnato se basa en los mecanismos celula
res de los hemocitos y en una gran variedad de
moléculas antimicrobianas estereoespecificas.*
Dentro de este gran grupo de organismos, |os
mol uscos son & segundo grupo més numeroso del
reino animal y seencuentran practicamente entodo
tipo de ecosistemas; sumayor diversidad laalcan-
zan en 10s ecosistemas marinos.® Estos organis-
mos congtituyen un reservorio natural demoléculas
con potencialidades terapéuticas.

Diferentes moléculas proteicas como las
dolabelinas con potentes ef ectos antimicrobianos
y antineoplasicos, se han obtenido del molusco
gastrépodo Dolabela auricularia,®” asi como la
dolastatina 15% que ha sido probada en ensayos
clinicos en pacientes con cancer en diferentes
formulaciones.® A partir de estos organismos se
han aislado varios péptidos antimicrobianos
(AMPs), fundamentalmente a partir de bivalvos
marinos.’*2 Estas mol écul as presentan un amplio
espectro de accién, pueden ser antibacterianos,
antiparaditarios, antifingicosy antivirales* Ademés,
constituyen una excelente alternativa terapéutica
porque presentan una elevada afinidad por los
patbgenos y en genera tienen potente actividad
antimicrobiana in vitro contra cepas multirresis-
tentes alos antibi 6ticos convencional es.* Recien-
temente se hadetectado actividad anticancerigena
en AMPs aislados de organismos superiores.®
Estas mol éculas pueden actuar como moduladores
de la respuesta innata, adyuvantes efectivos o
alarminas, reguladores de la respuesta adaptativa
y promotores de la reparacion de heridas.®'” Se
especula e investiga hoy dia si los péptidos anti-
microbianos de invertebrados marinos pueden
tener accion inmunomodul adora en vertebrados
superiores.’®

No existen informes anteriores de péptidos
antimicrobianos aislados a partir de Cenchritis
muricatus. Gonzédlez y otros,*® partiendo de este
molusco, aislaron y caracterizaron inhibidores de
laenzimael astasa de neutrdéfilos humanos (CmPI -
-1-111), y para uno de ellos, CmPI-I1 serealizo la
secuenciacién completa y la subsecuente
modelacion 3D.%°

Debido a la enorme importancia que tiene
desarrollar nuevos agentes antimicrobianos, el

objetivo de este trabajo es realizar una compara-
cion entre 3 soluciones; acido acético 30 %,
metanol 50 %y NaCl 0,6 mol/L, HCl 1% (salina-
&cida), sobrelabase de un estudio preliminar acer-
ca de las capacidades extractivas de moléculas
del molusco marino C. muricatus con actividad
antibacteriana, para dos representantes tipicos
dentro de la clasificacion basada en latincion de
Gram, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli.

METODOS

Se realizaron colectas manuales del molusco
marino C. muricatus en €l litoral rocoso de Playa
Jibacoa en la provincia Mayabeque, Cuba. Los
animales se trasladaron vivos a laboratorio hasta
Su procesamiento.

Con el propésito de optimizar laextraccion de
mol écul as antibacterianas a partir de extractos de
proteinas totales de C. muricatus, se compararon
3 soluciones de composicion simple y diferentes
propi edades quimicas que han sido descritas ante-
riormente en la obtencién de péptidos anti-
microbianos:'t?22 4cido acético (HAc) 30 %;
metanol (MeOH) 50 % en aguay HCI 1 %, NaCl
0,6 mol/L (salina-acida). Las soluciones se afia
dieron en proporcion 1:1,5; p/v y se homogeneizd
con unamezcladoradomeéstica. Posteriormente se
centrifug6 a 15 000 g durante 30 mina4°Cy se
colect6 el sobrenadante. Los extractos totales
obtenidos se desalaron en matriz Sephadex G-10
(Pharmacia-Amersham, GE, Hedlth Care, EE. UU.)
empaguetada en una columna tipo PD-10 (Phar-
macia-Amersham, GE, Health Care, EE. UU.) con
tampon TrissHCI 10 mmol/L pH 8. La solucién
desalada se concentrd en un secador centrifugo
de vacio a8 000 rpm a 4 °C hastareducir 2 veces
su volumen (Eppendorf, Concentrator 5301). Se
evalud la concentracion proteica de las muestras
mediante el método de Bradford® utilizando una
curva patrén de albimina de suero bovina. Poste-
riormente se analizaron |os extractos mediante el
bioensayo de actividad antimicrobiana.

Paraevaluar laactividad antimicrobianadelos
extractos se utilizaron cepas de S. aureus ATCC
29213y E. coli ATCC 35218 a partir de cultivos



en medio de LuriaBertani (LB) crecidos en agi-
tacion durante 12 h a 37 °C. Se utilizaron micro-
placas de 96 pocillosy se afiadieron 100 uL/pozo
de los extractos de proteinas totales a 400 ug/mL
y 100 uL/pozo del in6culo de las suspensiones
bacterianas previamente gjustadas a una densidad
Optica de 0,02 a 600 nm en un espectrofotémetro
(Genesis 10 uv, Thermo Electron Co) para un vo-
lumen final de 200 uL/pozo. L osensayos sereali-
zaron aunaconcentracion final de 200 ug/mL de
proteinastotalesy 0,01 del inécul o bacteriano. Las
placas seincubaron durante 5 h a37 °C en agita-
cién en zaranda orbital a 120 rpm y pasado ese
tiempo se evalud el crecimiento bacteriano por
turbidimetria a 600 nm. Los controles negativos
fueron 100 uL/pozo del inéculoinicial delas sus-
pensiones bacterianas y 100 pL de tampon Tris-
HCI 10 mmol/L pH 8. Enlospozos utilizadoscomo
controles positivos se afladié la misma mezcla
anteriory 1 uL del antibiotico cloranfenicol (Sigma,
EE. UU.) para una concentracion de 40 pug/mL.
Cadamuestra se analiz6 por triplicado.

El procesamiento estadistico se realiz6 me-
diante el programa Statistica version 6.0 (2001).
En todas las variables se comprobd normalidad
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianza mediante |a prueba de
Levene. Para evaluar la significacion estadistica
de las diferencias entre los grupos de datos, se
utilizbé un andlisisdevarianzadeclasificacion sim-
ple de comparacion de medias independientes
(ANOVA). Se realizé una prueba Tukey a
posteriori cuando los resultados del ANOVA
fueron significativos. Las diferencias se conside-
raron estadisticamente significativas parap< 0,001.
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El porcentgje de inhibicién (Pl), que representa
la disminucion del crecimiento microbiano por
efecto de |a adicién de cada muestra, se determi-
no segln la ecuaci on:

P=1 DO muestra- DO control positivo

- . — x 100
DO control negativo DO control positivo

RESULTADOS

Paradeterminar lacapacidad extractivadelas
soluciones en estudio se determind la concentra-
¢ion proteicade cadauno delosextractos. Lacon-
centracion proteicatotal del extracto obtenido con
la solucién salina-acida es mayor que la concen-
tracion de los extractos obtenidos con | as solucio-
nes HAc 30 % y MeOH 50 % bgjo las mismas
condiciones de extraccion (tabla). Notese ademas,
que los mayores valores de inhibicién del creci-
miento de ambas bacterias corresponden a ex-
tracto total obtenido con lasolucién salina-acida.

En la figura se muestran los resultados de la
comparacion de las medias del crecimiento de
E. coli y S. aureus, con los extractos totales obte-
nidos a partir de las diferentes soluciones evalua-
das en el bioensayo de actividad antimicrobiana.
Solo el extracto total de C. muricatus obtenido
con la solucién salina-&cida es capaz de inhibir
significativamente (p< 0,001) & crecimiento tanto
de E. coli como de S aureus. Ademas, los ex-
tractos totales obtenidos con HAc¢ 30 % y MeOH
50 % no mostraroninhibicién significativadel cre-
cimiento de ninguna de las 2 bacterias evaluadas
y, sin embargo, potencian en cada caso el creci-
miento de E. coli y S aureus, respectivamente.

Tabla. Cuantificacion de proteinas totales de Cenchritis muricatus y actividad antibacteriana de
los extractos obtenidos con las soluciones de extraccion &cido acético (HAC) 30 %, metanol (MeOH)
50 % y sdina-&cida (NaCl 0,6 mol/L, HCl 1 %) a 200 ug/mL de proteinas totales

Porcentaje
Concentracion de inhibicion
del crecimiento de
de extraccion  totales (mg/mL) Escherichia coli (%)

Solucién de proteinas

Porcentaje
de inhibicion

del crecimiento de
Saphylococcus aureus (%)

HAc 30 % 1,34
MeOH 50 % 2,67
Salina-acida 7,8

No inhibe 2,01

No inhibe
12,64




174

A Staphylococcus aureus
F (3,8)= 106,26; p= 0,00001

0,431 == L e §
HAc MeOH  NaCl-HCI Control
negativo

Muestras 200 mg/mL

B Escherichia coli

F (3.8)=70,939; p=0,00014
0,38 a-
0,37 1| |
0,36

b

0,357
0,34 e b
0,33 1 T

0,32
0,31
0,30

0,29 . : o
HAc MeOH  NaCl-HCI Control
negativo

Muestras 200 mg/mL

Resultados ANOVA de clasificacion simple. Letras distintas muestran diferencias entre las medias segin la

prueba de Tukey

Fig. Comparacion entre los crecimientos de Staphylococcus aureus (A) y Escherichia coli (B) con LB + Tris
10 mmol/L pH 8,0 (control negativo del bioensayo) con los extractos totales de Cenchritis muricatus obtenidos
con las soluciones de extraccion de acido acético (HAc) 30 %, metanol (MeOH) 50 % y salina-acida (NaCl

0,6 mol/L, HCI 1 %) a 200 pg/mL de proteinas totales.

DISCUSION

Las caracteristicas de | as diferentes soluciones
de extraccion para €l procesamiento de material
biol 6gi co se corresponden fundamental mente con
las propiedades fisi co-quimicas de lamoléculade
interés. De acuerdo con los resultados de la com-
paracion entre las soluciones HAc 30 %, MeOH
50 %y salina-&cida, esta Ultimaresulté ser lamés
eficiente en la extraccion de moléculas de natura-
lezapeptidica. Laaltafuerzaionicay el pH ligera-
mente &cido de esta solucién permite una mayor
extraccion de las proteinas de C. muricatus (5
veces mas que la solucién HAc), lo que aumenta
laprobabilidad de extraer moléculas de naturaleza
proteica con actividad antimicrobiana como los
AMPs.

Por otraparte, el extractototal obtenido conla
solucién salina-&cida mostré los mayores porcen-
tajes deinhibiciony fue el Unico capaz de inhibir
significativamente el crecimiento de ambas bacte-
rias. Aungue los Pl obtenidos no son muy eleva-
dos, constituye un resultado prometedor si setoma
en cuentaquelaactividad antimicrobianase anali-
z0 en un extracto total con todo € proteoma del
molusco, por |o que hay un gran nimero de protei-
nas estructuralesy funcional es que contribuyen al

valor de concentracion medido y que no forman
parte de los mecanismos de defensa humorales
como moléculas antimicrobianas. Este resultado
preliminar se refuerza ademés, con e hecho de
que los extractos obtenidos con MeOH 50 % y
HA ¢ 30 % no mostraron inhibicion algunay pa-
recen contener moléculas de C. muricatus que
contribuyen apotenciar € crecimiento delas cepas
de S aureusy E. coli, respectivamente.

La actividad antibacteriana presente en el
extracto obtenido con la solucién salina-é&cida
pudiera estar relacionada con la presencia de
AMPs, porque estas moléculas son efectoras
humorales delainmunidad innatay estén amplia-
mente distribuidasen lanatura ezadesde organismos
unicelulares hastamamiferos, incluidos|os huma-
nos. Son en genera de pequefio tamafio y catio6-
nicasapH fisiol6gico (con cargaentre +2'y +9)
debido aque presentan alto contenido de residuos
de argininay lisina.*” Ademas, en la estructura
primaria de la mayoria de los AMPs, arededor
de 50 % de los aminoé&cidos son residuos hi-
drofdbicos.

De acuerdo con estas caracteristicas, se han
empleado para su obtencion diferentes soluciones
de extraccion semiapolares (como MeOH en H,0O)
para proporcionar un entorno favorable a estas



mol écul as sol ubles que pueden interactuar perfec-
tamente con las membranas|ipidicasy soluciones
acidas (como el HAc) por su capacidad para
solubilizar moléculas catidnicas,? entre otras. El
HACc en particular, ha sido muy empleado para
extraer AMPs de los hemacitos y € tejido de las
branquias de bivalvos.*'? Pelegrini y otros uti-
lizaron lasolucion salina-&cidaparaobtener AMPs
de las hojas de Psidium guajava (Guayabo)?
y en correspondencia con los resultados del
presente trabajo, esta solucion fue més eficiente
gue las otras en la obtencion de un extracto con
actividad antibacterianade C. muricatus. El NaCl,
a igual que otras sales, a concentraciones no
muy altas aumentalatension superficial del agua,
lo cual provoca un efecto de solubilizacién de
proteinas relativamente hidrofdbicas conocido
como salting-in.»% Al parecer, la fuerza idnica
deestasoluciény su caracter algo &cido contribuyd
a la solubilizacion de moléculas proteicas
antimicrobianas relativamente hidrofébicas y
cationicas de C. muricatus, caracteristicas que se
corresponden con losAMPs. Este estudio prelimi-
nar sienta las bases para la extraccion y posterior
purificacién de compuestos antimicrobianos de
C. muricatus, que pudieran ser empleados en la
terapia de enfermedades infecciosas.

Optimization of extracting solutionsof antibacterial
molecules from Cenchritis muricatus (Gastr opoda:
Littorinidae)

ABSTRACT

Introduction: marine mollusks are natural reservoirs of
molecules with therapeutic potential for the treatment
of infectious diseases, at a time when many antibiotic-resistant
strains are being described. Objective: to compare three solutions:
30 % acetic acid, 50 % methanol and saline-acid (NaCl 0.6 mol/L,
1 % HCI) according to their capacities to extract molecules with
antimicrobial activity from the marine mollusk Cenchritis
muricatus. M ethods: the three extraction solutions were used
to process the biological material, and then, the obtained extracts
were analyzed in terms of total protein concentration and the
bacterial growth inhibition of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli strains by means of a turbidimetric bioassay
using 96 well microplates in Luria-Bertani (LB) culture medium.
Results: the highest total protein concentration (7.8 pg/mL)
was found in the C. muricatus extract from the saline-acid
solution. Additionally, 200 ug/mL of total proteins from the
extract caused significant growth inhibition (p< 0.001) of S. au-
reus (12.64 %) and E. coli (12.1 %) compared to the positive
control of growth inhibition using chloramphenicol.
Conclusions: according to these results, the saline-acid solution
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proved to be more efficient in extracting molecules with
antibacterial activity that are likely to be antimicrobial peptides
from C. muricatus.

Key words: Cenchritis muricatus, antimicrobial molecules,
extracting solutions.
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