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RESUMEN

Introduccion: El caracol gigante africano Achatina fulica es reconocido como una plaga que afecta
la biodiversidad, la Salud Publica y la productividad. Sin embargo, se ha demostrado que su secrecion
mucosa tiene propiedades cosméticas, cicatrizantes y antimicrobianas. Objetivo: Determinar las
caracteristicas fisico-quimicas y evaluar la actividad antimicrobiana de la secrecion mucosa de Achatina
fulica. Metodologia: Se hicieron pruebas bioquimicas para la determinacion cualitativa y cuantitativa de
glucidos, proteinas y lipidos. Se determiné el contenido de Calcio, Potasio, cloruros, Sodio y Magnesio.
Se midieron los parametros de conductividad eléctrica, potencial 6xido-reduccion, saturacion de oxigeno,
oxigeno total disuelto, pH, solidos disueltos totales. Se realizo un ensayo de actividad antibacteriana por
la técnica de microdilucion en caldo. Resultados: Se encontraron glicidos en concentraciones de 582
pg/mL en la fraccion soluble y de 62.1 pg/mL en la fraccion de mucinas, y proteinas en concentraciones
de 836 pg/mL en la fraccion soluble y de 1413 ug/mL en la fraccion de mucinas. Se observo actividad
antimicrobiana frente a las tres cepas ensayadas. Streptococcus agalactiae alcanzé un MIC90 a una
concentracion de 3,6 mg/mL con la fraccion de mucinas; Staphylococcus aureus resistente a meticilina
tuvo un MIC50 de 3,3 mg/mL y Escherichia coli un MIC 70 de 3.8 mg/mL. Conclusiones: Se reportan
por primera vez las caracteristicas fisicas y los oligoelementos presente en la secrecion de Achatina
fulica. La actividad antibacteriana obtenida frente a cepas Gram positivas y Gram negativas plantea la
necesidad de realizar estudios para purificar las moléculas con dicha actividad, conocer los mecanismos
de accidn y establecer la inocuidad, entre otros.

Palabras clave: Achatina fulica, secrecidbn mucosa, Actividad antimicrobiana, Caracterizacion
fisicoquimica.

ABSTRACT

Introduction: The giant African snail Achatina fulica is recognized as a scourge affecting biodiversity,
public health and productivity. However, it has been shown that the mucus has cosmetic, healing and
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antimicrobial properties. Objective: Determine physico-chemical characteristics and evaluate the antimicrobial activity
of the mucus. Methodology: Qualitative and quantitative determinations of carbohydrates, proteins and lipids were
made by biochemical tests. Using multiparameter meter parameters of electrical conductivity, redox potential, oxygen
saturation, the total dissolved oxygen, pH, total dissolved solids were measured. Content of Calcium, Potassium,
chloride, Sodium and Magnesium was determined. Antibacterial activity assay was performed by broth microdilution
method against Gram positive and Gram negative bacteria. Results: Carbohydrates were found in concentrations of
582 pg/mL in soluble fraction and 62.1 pg/mL in mucin fraction, and protein concentration of 836 pg/mL in the soluble
fraction and 1413 pg/mL in mucin fraction. Antimicrobial activity was demonstrated against the three strains tested.
Streptococcus agalactiae reached MIC90 at a concentration of 3.6 pg/mL with mucin fraction; Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus had a MIC50 of 3.3 mg / mL and Escherichia coli had a MIC70 of 3.8 mg / mL. Conclusions:
This is the first report of the physical and trace elements in the secretion of Achatina fulica. The antibacterial activity
obtained against Gram positive and Gram negative strains raises the need for studies to purify the molecules with such

activity, understanding the mechanisms of action and establish the safety, among others.

Keywords: Achatina fulica, mucus, antimicrobial activity, physico-chemical characterization

INTRODUCCION

Los Mollusca son un amplio phylum de animales
invertebrados, dentro de los cuales se encuentran los
caracoles y las babosas. Los caracoles son gasterépodos
de cuerpo blando constituido por una cabeza y un pie
aplanado.

Achatina fulica, conocido como el caracol gigante
africano es una especie terrestre nativa de Africa oriental
y nororiental, reportado en Asia, Oceania y América' e
incluida dentro de las 100 especies exoticas invasoras
mas dafiinas del mundo por la Unién Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (UICN)?.

Este molusco es una amenaza con impactos directos e
indirectos sobre los ecosistemas, la economia y la salud
humana. Es considerado como una de las peores plagas
agricolas a nivel mundial®. Produce desequilibrio en
los ecosistemas donde es introducido, su voracidad,
altas tasas de reproduccién y elevada capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales le
brindan ventajas competitivas frente a otras especies
de caracoles nativas representando un gran riesgo para
la biodiversidad. Desde el punto de vista de la Salud
Publica, adquiere importancia al ser transmisor de
diversos patogenos para el ser humano*.

A. fulica repta sobre una variedad de superficies altamente
contaminadas siendo el pie el principal sitio de entrada
de parasitos y bacterias®. Pese a que carece de inmunidad
adaptativa, ha desarrollado un sistema de proteccion contra
un amplio rango de patégenos. Estos mecanismos incluyen
desde las barreras fisicas hasta el sistema inmune innato.
El cuerpo de los caracoles esta cubierto por una pelicula
rica en sustancias mucosas, las cuales estan involucradas
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en mantener la humedad y prevenir la evaporacion, asi
como ayudar a disminuir la friccion del movimiento y
proteger contra las injurias mecanicas®.

Adicionalmente algunas funciones bioquimicas, no
completamente esclarecidas, pueden estar involucradas,
como la activacion de fibroblastos por medio de
la produccion de glicoxil-diurea, la produccion de
antiproteasas, y la secrecion de defensinas capaces de
actuar contra una gran variedad de agentes infecciosos’?.

La secrecion mucosa de los gasteropodos y dentro de
ellos A. fulica, es una sustancia viscosa compuesta
principalmente por proteinas altamente glicosiladas
denominadas mucinas, que ademas contiene Calcio,
Potasio, Cloruros, Sodio, Magnesio y Fosforo,
componentes necesarios para la mineralizacion y
regeneracion de la concha’.

Otros componentes del moco son los polisacaridos
formados por wunidades repetidas como en los
glucosaminoglucanos. Tales polisacaridos son referidos
como mucopolisacaridos que son el mayor constituyente
de estas secreciones y del cual se han propuesto un niimero
importante de funciones bioldgicas como: la inhibicion
de la angiogénesis en los procesos inflamatorios por
medio de acharan sulfato'’; la inhibicion del crecimiento
microbiano debido a la presencia de péptidos y lectinas
involucradas en la defensa inmunoldgica de estos
moluscos''*!*. Existen otros componentes como la
alantoina que tiene propiedades estimulantes de la
epitelizacion de la piel por estimulo de la proliferacion
de fibroblastos', el acido gluconico que actlia como
exfoliante natural de la piel, el colageno y la elastina que
confieren tersura a la piel; y enzimas fibrinoliticas que
limpian los microcapilares favoreciendo la oxigenacion
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y nutricién de los tejidos, y con ello un remodelamiento
vascular adecuado'>'%"7.

Aunque no se han hecho estudios detallados sobre las
caracteristicas fisicas y bioquimicas de la secrecion
mucosa si se han identificado Péptidos Antimicrobianos
(PAMs) que pueden constituir una alternativa al
problema de la resistencia que presentan muchos
microorganismos'>'8.

El estudio de la secrecion mucosa es la mejor manera de
convertir un problema en oportunidades para el avance
cientifico con miras a obtener productos que solucionen
necesidades de importancia biomédica, teniendo en
cuenta sus propiedades cosméticas, cicatrizantes y
antimicrobianas demostradas. Para esto es necesario
caracterizar la secrecion, determinando sus propiedades
fisicas y su composicion bioquimica.

Este trabajo reporta la caracterizacion fisico-quimica
de la secrecion mucosa y la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de las fracciones soluble y mucoproteica.

METODOLOGIA

Selecciéon de los caracoles y obtencion de la
secrecion mucosa

Para la recoleccion de la secrecion mucosa se ubico
un foco de Achatina fulica en el “Parque Ecologico La
Flora” del municipio de Bucaramanga, y en jardines
de zonas residenciales del municipio de Floridablanca,
Santander, Colombia. Los caracoles se identificaron
como miembros de esta especie por las caracteristicas
morfolégicas de la concha. Se seleccionaron aquellos
que median entre 5 y 12 cm de longitud. La secrecion
mucosa se obtuvo por estimulacion directa del pie del
caracol con corriente eléctrica de 9V a intervalos de 30-
60 segundos y se recogid en recipientes estériles, previa
limpieza del pie con solucién yodada. De cada caracol
se obtuvo entre 3 y 6 mL de secreciéon mucosa, la cual
se recolectd formando una sola coleccion.

Fraccionamiento del moco

Las fracciones soluble y mucoproteica se obtuvieron
de acuerdo al procedimiento de Iguchi er al, 1981".
La fraccion soluble en agua (FS) fue obtenida por la
adicion de dos partes de agua a una parte de secrecion
mucosa y su posterior agitacion durante 24 horas. Una
vez solubilizada completamente la secrecion en agua
se centrifugd a 8000 g por 30 minutos. El sobrenadante
fue referenciado como FS. La fraccion mucoproteica
(FM) fue obtenida adicionando tres partes de etanol, con

pureza de 99.9%, como precipitante de las mucoproteinas
(mucinas) a una parte de la fraccion soluble (FS); esta
mezcla se centrifugd a 2500 g por 30 minutos y el
precipitado obtenido fue referenciado como FM.

Determinacion de las propiedades fisicas

Se midieron los parametros de conductividad, solidos
totales disueltos (STD), oxigeno disuelto, saturacion
de oxigeno y potencial de oxido-reduccion (ORP)
utilizando el medidor multiparamétrico HMP6 de
HACH®. El pH de la secreciéon mucosa y la fraccion
soluble se determindé con pHmetro (Schott lab 850).
Ademas se evaluo la densidad de la secrecion mucosa y
de la fraccion soluble por picnometria. Como propiedad
intensiva se determind la solubilidad de la secrecion y
de las dos fracciones en agua, cloroformo y éter, para
lo cual se utilizaron dos volimenes secrecion por cada
volumen de solvente.

Determinacion cualitativa de carbohidratos,
proteinas y lipidos

Se usaron pruecbas bioquimicas para la valoracion
cualitativa de carbohidratos (Lugol, Benedict,
Antrona, DNS, Ropes), proteinas (Biuret) y lipidos
(saponificacion, Hiibl, Lieberman, Sudan III) en
la secrecion mucosa, la fraccion soluble (FS) y la
fraccion mucoproteica (FM). Para cada ensayo se
hicieron controles positivos y negativos siguiendo
los lincamientos basicos para cada una de las pruebas
segun las guias de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Autonoma de Nuevo Leon".

Cuantificacion de proteinas y carbohidratos

Se cuantificaron proteinas y carbohidratos en la fraccion
soluble y mucoproteica. La concentracion de proteinas
se calculd mediante el método de Bradford, usando
albumina de suero bovino para la construccion de la
curva patron. La cuantificacion de carbohidratos se
realizé por el método de Fenol Acido Sulfirico usando
soluciones de glucosa, almidon, lactosa y sacarosa
como glucidos patron®,

Composicién inorganica del moco

Los componentes inorganicos presentes en la secrecion
mucosa y en la fraccion soluble se cuantificaron en
el Laboratorio Quimico de Consultas Industriales
(LQCI) de la Universidad Industrial de Santander
utilizando técnicas de absorcion atomica. Se determind
la concentracion de Calcio, Potasio, Sodio, Hierro,
Magnesio, Fosforo y Cloruros por ser los oligoelementos
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mas representativos en las muestras bioldgicas. Para
cada una de las determinaciones se siguié el manual
de procedimientos del (LQCI) segin la Normas
Técnicas Colombiana (NTC), Método Estandar (SM),
y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (EPA).

Ensayo de actividad antimicrobiana

Se evaluo la cinética de crecimiento de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)
y Streptococcus agalactiae ATCC 12403 en presencia
y ausencia de la fraccion soluble y de diferentes
concentraciones de la fraccion mucoproteica (3,8 mg/
mL; 1,9 mg/mL; 0,95 mg/mL; 0,475 mg/mL; 0,2378 mg/
mL). Se determin6 la Concentraciéon Minima Inhibitoria
empleando el método de microdiluciéon en caldo con
placas microtituladoras de acuerdo al procedimiento
establecido en el estandar CLSI-M07-A9-2012%.

Se repicaron las cepas en agar nutritivo 24 horas antes
de hacer el ensayo y se prepararon preinoculos de las
cepas seleccionadas haciendo repiques en caldo infusion
cerebro corazéon (BD Biosciences) los cuales fueron
llevados a agitacion constante a 200 rpm e incubacién a
37°C durante 12 horas. Antes del ensayo las fracciones
se filtraron al vacio utilizando filtros con poros de
0.45um y los preindculos se ajustaron a una absorbancia
entre 0.08 y 0.1 a 595 nm. La fraccion mucoproteica se
rotoevapor6 a 50 atm y 100 rpm a 28°C para preparar
soluciones con diferente concentracion de proteinas. El
ensayo incluyd: medio de cultivo sin las fracciones como
control negativo, blanco del medio con las fracciones,
y las pruebas del microorganismo con cada una de las
fracciones. Cada ensayo se hizo por triplicado.

RESULTADOS

Caracteristicas fisico-quimicas

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de la Fraccion Soluble
Valor Unidades

Propiedad fisica

pH 6,98
Conductividad 3368 uS
Sélidos Disueltos Totales (TDS) 2571 ppm
Oxigeno Disuelto 4,56 ppm
% saturacion del oxigeno Disuelto 43,9 %

Potencial de 6xido-Reduccion (ORP) 102 mV

Densidad 0.99 g/mL

Tanto la secrecion mucosa como la fraccion
mucoproteica fueron solubles en agua e insolubles en
cloroformo y éter.
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Determinacion cualitativa de biomoléculas

Las pruebas de Lugol, Benedict y DNS fueron negativas
indicando la ausencia de almidones y azucares
reductores. Se evidencio la presencia de mucoproteinas
(glucoproteinas) en la fraccidon soluble y mucoproteica
mediante la prueba de Ropes, la cual refleja el grado de
polimerizacién de las mucinas. La prueba de Antrona
fue positiva revelando la presencia de 4cidos uronicos,
pentosas y/o hexosas en las fracciones soluble y
mucoproteica.

Las pruebas de saponificacion, Hiibl, Lieberman y
Sudan III fueron negativas, descartando la presencia de
acidos grasos saponificables, acidos grasos insaturados,
derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno 'y
triglicéridos, respectivamente.

La prueba de Biuret para la determinacion de proteinas
en la secrecion mucosa y sus fracciones fue positiva con
concentraciones entre 0,5 y 2 mg/mL de acuerdo a los
patrones de albiimina bovina.

Cuantificacion de carbohidratos y proteinas

Se encontraron carbohidratos en concentraciones de
582 pg/mL en la fraccion soluble y de 62.1 pg/mL en la
fraccidn mucoproteica, y proteinas en concentraciones
de 836 pg/mL en la fraccion soluble y de 1413 pg/mL
en la fraccion mucoproteica.

Determinacién de moléculas inorganicas

Tabla 2. Determinacion de moléculas inorganicas

. Resultado .
Oligoelementos (mg/L) Método
. Absorcion Atomica/SM 3030
Calcio 1257,71 EySM3111D
Fésforo 3.13 Espectrofotométrico/SM 4500-
PC
. Absorcion Atomica/SM 3030
Potasio 528,76 EySM3111B
. Absorcion Atomica/SM 3030
Sodio 139,40 EySM 3111 B
Cloruros 502.46 Argentométrico/ SM 4500-
Cl-B
: Absorcion Atomica/SM 3030
Hierro <L.D EySM3111B
. Absorcion Atomica/SM 3030
Magnesio 68,12 EySM3111B

Ensayo de actividad antimicrobiana

Tanto la FS como la FM presentaron actividad
antimicrobiana contra las bacterias estudiadas.
El mayor porcentaje de inhibiciéon se obtuvo en
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Streptococcus agalactiae ATCC 12403 con una
Concentracion Minima Inhibitoria 90 (CMI, ) de 3,6
mg/mL de proteinas en la fraccion mucoproteica.
Tabla 3. El efecto inhibitorio es directamente
proporcional a la concentracion de la fraccidon
mucoproteica. La fraccion soluble presenta un
comportamiento de inhibicion similar a la fraccion
de mucinas entre las concentraciones de 0,95 mg/mL
y 1,9 mg/mL. Figura 1.
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Tabla 3. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de la
fraccion mucoproteica frente a las cepas evaluadas por el
método de microdilucion en caldo?!.

Microorsanismo CMIS50 CMI70 CMI90
g (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Streptococcus agalactiae 2,1 - 3,6
Staphylococcus aureus
. L 3.3 - -
resistente a meticilina
Escherichia coli 2.4 3,8 -
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—4~FM-3,8mg/mL
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Figura 1. Ensayo de actividad antimicrobiana. A. Efecto antibacteriano de las fracciones frente a Streptococcus agalactiae
ATCC 12403. B. Efecto antibacteriano de las fracciones frente a Staphyloococcus aureus resistente a meticilina (SARM). C.
Efecto antibacteriano de las fracciones frente a Escherichia coli.
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DISCUSION

Estudiar propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de
la secrecion mucosa de Achatina fulica reviste gran
importancia pues aporta argumentos para evaluar usos
alternativos y riesgos para la salud humana. En la
literatura revisada no encontramos publicaciones que
reporten un estudio de las caracteristicas fisicas de la
secrecion mucosa de 4. fulica. Nuestros hallazgos de pH
neutro y alta cantidad de oxigeno (reflejada en el total
de oxigeno disuelto y en el porcentaje de saturacion de
oxigeno) convierten la secrecion en un medio con alto
potencial de 6xido-reduccion favorable a reacciones de
transferencia de electrones, que pueden ser utilizadas
para la obtencion de energia por un amplio grupo de
microorganismos. Esto es relevante para lasalud publica,
por el riesgo de transmision de patogenos a través de la
secrecion, pues se conoce que el molusco es omnivoro
exponiéndolo a un amplio rango de microorganismos
al desplazarse por diferentes superficies en entornos
urbanos, suburbanos y silvestres®.

La FS fue positiva para proteinas y carbohidratos, lo
cual, guarda relacion con la positividad de la prueba
de Ropes sugiriendo la presencia de complejos gluco-
proteicos pertenecientes a la familia de las mucinas
con un alto contenidos de glucosaminoglicanos del tipo
urdénicos, como lo demuestra la prueba de Antrona. La
totalidad de los carbohidratos presentes en la secrecion
mucosa se encuentran formando compuestos con
proteinas ya sea en forma de mucoproteinas o acidos
urdénicos, como lo demuestran las pruebas de Ropes,
Antrona y Biuret. La concentracion de carbohidratos
fue mayor en la FS que en la mucoproteica, lo cual esta
relacionado con el alto contenido de acidos urdnicos
que son altamente solubles. En la fraccién mucoproteica
no fueron detectados significativamente ya que estos
glucosaminoglicanos se encuentran fuertemente unidos
a las proteinas dificultando su deteccion'’.

Los resultados de la cuantificacion de carbohidratos y
proteinas, al igual que los resultados de otros estudios,
muestran que la diferencia en la proporcion de
carbohidratos y proteinas en la FS refleja la variacion
en la longitud de la cadena de carbohidratos'".

No encontramos en la literatura revisada estudios de
moléculas inorganicas en las secreciones mucosas de
los caracoles; sin embargo, se conoce que éstas son
importantes por ser oligoelementos que participan en
la mineralizacion y regeneracion de la concha y el pie,
siendo el calcio el principal constituyente de la concha’.
La concentracion media de proteinas cuantificada por

193

o
o Universidad
o ALUD UIS Industrial de

[ ) Santander

el método de Bradford fue de 2 mg/mL, menor a la
encontrada en otros estudios que reportan concentraciones
maximas de 4 mg/mL por el método de micro-Biuret'!.
Este resultado es significativo ya que el método de
Bradford presenta limitaciones a la hora de cuantificar
la masa de proteinas totales; por ende se hace necesario
usar métodos analiticos mas especificos y sensibles.

La cinética de crecimiento reveldé una inhibicion
en la fase de latencia de la curva de crecimiento
de S. agalactiae y E. coli aproximadamente en las
dos primeras horas; sin embargo, esto no sucede
para SARM. En la fase exponencial se evidencid
una disminucién de la inhibicion para las tres cepas
bacterianas, especialmente para S. agalactiae, donde se
obtuvo un mayor porcentaje de inhibicion en la fraccion
de mucinas de 3,8 mg/mL de proteinas.

La capacidad inhibidora se encuentra en las
mucoproteinas de la secrecidn mucosa, ya que cuando
se precipitan y se extraen en la fraccidn mucoproteica
la actividad antimicrobiana se incrementa. Esto se
evidencia al comparar con los resultados de otros
estudios donde la fraccidn mucoproteica presenta mayor
efecto inhibitorio que la fraccion soluble'. Debido a la
naturaleza gluco-proteica de la FM, podria pensarse
que los mecanismos de inhibiciéon del crecimiento
bacteriano guardan relacion con el grupo de antibidtico
glucosaminoglicanos, los cuales tienen actividad contra
bacterias Gram negativas y actian sinérgicamente
contra bacterias Gram positivas®. Nuestros resultados
se relacionan con los encontrados por Iguchi et al.
donde la FS y FM mostraron actividad antibacteriana
tanto para las bacterias Gram positivas Bacillus subtilis
y Staphylococcus aureus, como para las bacterias
Gram negativas, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa''.

Este trabajo hace un aporte significativo al estudio de
la secrecion mucosa de Achatina fulica ya que no se
han reportado con detalle las caracteristicas fisicas, asi
como la presencia de moléculas inorganicas.

El estudio in vitro de la actividad antimicrobiana revelo
inhibicion del crecimiento de bacterias Gram positivas
y Gram negativas de interés en clinica humana.
Estos resultados pueden ser tomados como insumo
para posteriores estudios que incluyan: purificar los
péptidos con actividad antimicrobiana, esclarecer los
mecanismos de accidn, obtener péptidos recombinantes
y determinar efectos citotoxicos y hemoliticos, entre
otros, buscando contribuir a la problematica de la
resistencia a los antimicrobianos.
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