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Resumen

Achatina fulica, un molusco terrestre, es considerado una plaga que representa un riesgo para el ambiente y la salud 
humana. Sin embargo, su secreción mucosa contiene una fuente importante de moléculas bioactivas, con potencial 
en el campo biomédico. El objetivo de este estudio fue obtener fracciones proteicas semi-purificadas de la secreción 
mucosa y evaluar su actividad antimicrobiana. La secreción mucosa de A. fulica fue homogenizada con PBS que 
contenía inhibidores de proteasas. Se realizó una separación con Sephadex G-25 para eliminar sales e impurezas, y 
el crudo biológico fue liofilizado para posterior análisis y separación por cromatografía líquida en fase reversa. Las 
fracciones cromatográficas, al igual que la secreción mucosa, fueron evaluadas para actividad antimicrobiana frente 
a diferentes microrganismos mediante la técnica de microdilución en caldo. Las fracciones cromatográficas fueron 
adicionalmente analizadas por MALDI-TOF. Se recolectaron un total de cinco fracciones por cromatografía líquida 
semi-preparativa. Todas las fracciones obtenidas, al igual que la secreción mucosa homogenizada y el crudo obtenido 
por G-25, se determinó el porcentaje de inhibición contra las cepas de estudio. La fracción F-01 fue la que exhibió 
el mayor efecto antimicrobiano frente a S. aureus CMPUJ015, con una concentración mínima inhibitoria del 50 % 
de la población de 628.6 μg/mL.. No obstante, no se determinó actividad biológica significativa contra los demás 
microorganismos evaluados. Los análisis por espectrometría de masas de la fracción F-01, permitieron identificar 
la presencia de un posible péptido antimicrobiano correspondiente a un valor m/z de 2145.237 [M+H+]. Se evaluó 
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el efecto antimicrobiano de las fracciones cromatográficas derivadas de la secreción mucosa de A. fulica frente a 
diferentes microorganismos de interés, donde la fracción F-01 presentó un mayor efecto inhibitorio principalmente 
contra S. aureus.

Palabras clave: Achatina fulica; Secreción mucosa; Actividad antimicrobiana; Staphylococcus aureus; Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa.

Abstract

Achatina fulica, a terrestrial mollusk, is considered a pest which represents a risk to the environment and human 
health; however, its mucous secretion represents an important source of bioactive molecules, with potential in 
the biomedical field. The objective of this study was to obtain semi-purified protein fractions from mucus 
secretion and evaluate their antimicrobial activity. The mucus secretion of A. fulica was homogenized with PBS 
with protease inhibitors. Separation was performed with Sephadex G-25 to remove salts and impurities, and the 
biological crude was lyophilized for subsequent analysis and separation by reverse-phase liquid chromatography. 
The chromatographic fractions, as well as the mucous secretion, were evaluated for antimicrobial activity against 
different microorganisms using the broth microdilution technique. The chromatographic fractions were additionally 
analyzed by MALDI-TOF. A total of five fractions were collected by semi-preparative liquid chromatography. All 
the fractions obtained, as well as homogenized mucous secretion and the crude obtained by G-25 were determined 
for the inhibition percentage against the study strains. Fraction F-01 showed the highest antimicrobial effect 
against S. aureus CMPUJ015, with a minimum inhibitory concentration of 50% of the population of 628.6 µg/
mL. However, no significant biological activity was determined against the other microorganisms tested. Mass 
spectrometric analysis of fraction F-01 identified the presence of a possible antimicrobial peptide corresponding to 
an m/z value of 2145.237 [M+H+]. The antimicrobial effect of chromatographic fractions derived from the mucous 
secretion of A. fulica was evaluated against different microorganisms of interest, where the F-01 fraction showed a 
higher inhibitory effect mainly against S. aureus.

Keywords: Achatina fulica; Mucous secretion; Antimicrobial activity; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; 
Pseudomonas aeruginosa.

Introducción

La resistencia a los antibióticos por parte de una 
amplia variedad de microorganismos ha llegado a 
niveles críticos, y se ha convertido en un problema 
de salud pública a nivel mundial1,2. El aislamiento de 
nuevas cepas resistentes es cada vez mayor, mientras 
que el desarrollo de alternativas terapéuticas para 
enfrentarlas avanza a un ritmo más lento3. Esto trae 
consigo un alto riesgo para la salud humana, incluida 
la posibilidad de pérdida de vidas4, así como altos 
costos tanto para los sistemas de salud como para los 
pacientes5. Por ejemplo, en Estados Unidos, se estima 
que los gastos médicos asociados a una bacteriemia 
causada por S. aureus pueden ascender a US$ 12 078 
aproximadamente cuando el microorganismo es sensible 
a antimicrobianos, el costo se incrementa hasta 1,32 
veces cuando se trata de cepas resistentes. Frente a esta 
situación, tanto la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) como el Centro para el Control y la Prevención 
de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés, Centers 
for Disease Control and Prevention) emitieron un 
boletín sobre los patógenos multirresistentes, entre los 

que se encuentra Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli y Pseudomonas aeruginosa, microorganismos 
causantes de múltiples infecciones en personas y 
animales y, por tanto, clasificados con prioridad alta para 
la investigación y desarrollo de nuevos antibióticos6,7.

S. aureus es un microrganismo ubicuo que se puede 
encontrar en diferentes fuentes como aire, suelo, agua, 
animales, así como en el microbioma de las fosas 
nasales en un 20 a 40 % de la población general y, en 
la piel en menor proporción8,9. Al ocurrir una herida 
del tejido epitelial o mucoso, este microorganismo 
puede utilizar proteasas, hemolisinas y proteínas de 
adherencia como principales factores de virulencia para 
ingresar al torrente sanguíneo o los tejidos subyacentes 
y provocar infecciones en la piel, neumonías, 
endocarditis, bacteriemias; de igual forma, puede causar 
intoxicaciones al consumir alimentos con presencia 
del microorganismo o sus toxinas10. También se ha 
determinado que las personas con algún compromiso 
en el sistema inmune o por presencia de dispositivos 
médicos invasivos son especialmente, más susceptibles 
de sufrir infecciones a causa de este microorganismo8.
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E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, 
es común encontrarla como parte del microbioma 
normal de diferentes organismos; existen más de 
160 serovariedades que pueden estar involucradas en 
infecciones en el tracto gastrointestinal, tracto urinario, 
meningitis y sepsis11. En Colombia es el principal agente 
etiológico de infecciones urinarias12, pero también se 
encuentra asociada a infecciones intrahospitalarias y 
transmitidas por alimentos13,14. 

Por otra parte, P. aeruginosa es un microorganismo 
ubicuo con la capacidad de sobrevivir diversos 
ambientes debido a su capacidad de adaptación a 
cambios ambientales y versatilidad metabólica15. Es un 
patógeno oportunista, que genera una amplia gama de 
infecciones, principalmente en entornos hospitalarios 
amiento se da principalmente en infecciones asociadas 
a procedimientos médico-quirúrgicos y en pacientes de 
unidades de cuidados intensivos16.

Por estas razones, la OMS creó el plan de acción mundial 
sobre la resistencia a los antimicrobianos, donde se 
busca generar concientización sobre la resistencia, 
fortalecer la vigilancia epidemiológica, crear medidas 
efectivas para la prevención de infecciones, optimizar 
el uso de los antimicrobianos y aumentar la inversión 
en la investigación y desarrollo de medicamentos, 
vacunas y métodos diagnósticos17. Con estas medidas se 
espera contribuir en solucionar el estado actual de esta 
problemática, por lo tanto, es necesario encontrar nuevas 
alternativas farmacéuticas para mitigar este desafío18,19.

En consecuencia, es necesario desarrollar nuevas 
estrategias terapéuticas para enfrentar este problema y 
los productos naturales se han convertido en atractivas 
e invaluables fuentes de compuestos bioactivos por 
ser explorados. En este contexto, los invertebrados, 
en particular el filo Mollusca han generado particular 
atención, ya que estos eucariotas carecen de inmunidad 
adquirida, y al tomar en consideración el éxito evolutivo 
de estos organismos, es evidente que su inmunidad 
innata es extremadamente efectiva20. Diversos estudios 
han reportado compuestos aislados de moluscos 
marinos, con diferentes actividades biológicas 
entre las que destacan antitumoral, antinflamatoria 
y antimicrobiana21. Sin embargo, en el caso de los 
moluscos terrestres, la información sobre este tema es 
limitada22,23. No obstante, algunos estudios enfocados 
en caracterizar la secreción mucosa de Achatina 
fulica, un molusco terrestre, han demostrado que posee 
propiedades antimicrobianas24–29.

A. fulica, un gasterópodo terrestre de gran tamaño, se 
ha reportado en los cinco continentes y está enlistado 
dentro de las 100 especies invasoras más dañinas del 
mundo, debido a su resistencia a cambios ambientales, 
su dieta polífaga y su alta tasa de reproducción30. 
Esta especie ha sido introducida en nuevas regiones 
principalmente por la intervención humana, debido a 
las diferentes propiedades medicinales y alimentarias 
que tradicionalmente se le han asociado a este 
organismo31. Sin embargo, estudios realizados con este 
caracol han logrado evidenciar diferentes propiedades 
biológicas, entre ellas, actividad antimicrobiana frente 
a varios microorganismos, efectos antitumorales y 
cicatrizantes26,29,32–34. Con base en lo anterior, es clara la 
importancia e impacto biológico que podría derivarse 
del estudio de la secreción mucosa de A. fulica, por 
cuanto la presente investigación tuvo como objetivo 
evaluar las propiedades antimicrobianas de la secreción 
mucosa semipurificada y las fracciones obtenidas por 
cromatografía líquida frente a S. aureus CMPUJ 015, E. 
coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.

Materiales y Métodos

Obtención de la secreción mucosa de A. fulica

La captura de especímenes de A. fulica se realizó en 
el barrio La Paz del municipio de Floridablanca, 
Santander, Colombia (7°03’34.9”N,73°05’48.2”O). 
Los caracoles fueron identificados con base en las 
características morfológicas de su concha y fueron 
seleccionados aquellos que tenían un tamaño de concha 
entre 5 y 12 cm (Figura 1). La secreción mucosa se 
obtuvo siguiendo la metodología descrita por Iguchi et 
al.33, mediante estimulación directa del pie del caracol 
con corriente eléctrica de 9 V e intervalos de 30 a 60 
s. La muestra biológica se recolectó en recipientes 
estériles33. Luego de la obtención de la secreción 
mucosa, los ejemplares capturados fueron sacrificados 
siguiendo los lineamientos dado por el ICA (Instituto 
Colombiano Agropecuario) y el INS (Instituto Nacional 
de Salud)35,36.

Cabe aclarar que para la captura de los especímenes no 
se requiere permiso de recolección de especímenes de 
especies silvestres de diversidad biológica con fines de 
investigación no comercial (Decreto No. 1376 de 2013), 
porque Achatina fulica es una especie introducida, 
perjudicial para la biodiversidad y salud pública, y es 
considerada una plaga. 
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Figura 1. Achatina fulica; A. Se indica la forma correcta para realizar la medición de la concha del caracol; B. Obtención de la 
secreción mucosa de Achatina fulica

Preparación de la muestra

La homogenización de la secreción mucosa se realizó 
mediante la metodología descrita por Zhong et al.29, 
con ligeras modificaciones. Se mezcló un volumen de 
solución salina amortiguada por fosfatos  (PBS) y un 
volumen de secreción mucosa, y se dejó en agitación 
durante 24 horas, posteriormente se centrifugó a 8000 g 
por 15 minutos a 4 °C. Un cóctel de inhibidores de 
proteasas compuesto por EDTA (por sus siglas en ingles 
Ethylenediaminetetraacetic acid) a 2 mM, ortovanadato 
de sodio a 1 mM y PMSF (por sus siglas en ingles 
phenylmethylsulfonyl fluoride) a 1mM, fue adicionado 
a la muestra tratada con la finalidad de disminuir la 
degradación del material proteico. Posteriormente, 
la muestra incluyó un paso de clean-up utilizando 
Sephadex G-25 (20 mm x 50 mm) para eliminar las 
sales e impurezas que pudiesen estar presentes en esta, 
para lo cual, 5 mL de secreción mucosa homogenizada 
fueron adicionados y la elusión se realizó con 10 mL 
de agua tipo I. Se recolectó la muestra, para posterior 
liofilización y conservación de la muestra a -20 °C para 
análisis adicionales.

Análisis de la secreción mucosa por cromatografía 
líquida (RP-HPLC)

Para el análisis por RP-HPLC, se utilizó 8 mg de la 
muestra liofilizada, la cual se resuspendió en 1 mL de 
agua tipo I, se filtró con un filtro de RC (Regenerated 
Cellulose) de 0,22 µm y, posteriormente, se inyectó 
1 µL de la muestra en un cromatógrafo líquido Hitachi 
LaChrom Elite (Hitachi High Technologies America 
Inc, Schaumburg, IL, USA), equipado con una columna 
Hyperclone BDS C18 (4,6 mm x 250 mm, 5µm). La fase 

móvil consistió de agua (tipo I) con ácido trifluoroacético 
(TFA) 0,1 % v/v (solvente A) y acetonitrilo con TFA 
0,1 % v/v (solvente B), en un gradiente lineal de 5 % 
a 70 % de solvente B a un flujo de 0,7 mL/min. El 
fraccionamiento de la muestra se llevó a cabo utilizando 
RP-HPLC semi-preparativa, con un volumen de 
inyección de 60 µL de muestra y recolección manual 
de las fracciones. Se utilizó una longitud de onda de 
218 nm para monitorear la respuesta del detector. Todas 
las fracciones recolectadas fueron concentradas en un 
concentrador de vacío SavantTM SpeedVac SPD120 
(ThermoFisher Scientific, Asheville, NC, USA) y luego 
liofilizadas para posterior análisis. 

Análisis por Electroforesis SDS-PAGE 

Las fracciones obtenidas por RP-HPLC de la 
secreción mucosa, fueron analizadas utilizando 
electroforesis SDS-PAGE en geles de acrilamida/
bisacrilamida de 5 % para concentración, y de 14 % 
para la separación. Las muestras se mezclaron con 
buffer Laemmli (3,55 mL de agua tipo I, 1,25 mL de 
Tris-HCl 0,5 M a pH 6,8, 2,5 mL de glicerol, 2 mL 
de SDS al 10 % y 0,2 mg de azul de bromofenol al 
0,5 %) en una proporción 1:1 y se incubaron durante 
5 minutos a 95 °C. Un marcador de peso molecular 
(14,4 – 116 KDa) PierceTM (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) fue utilizado para el análisis y se 
depositó 15 µL de cada muestra en los pozos del gel 
de electroforesis. Los geles se corrieron en un equipo 
de electroforesis Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Bio-Rad 
Laboratories, Delaware, USA) a un voltaje inicial de 
30 V por 20 minutos hasta que las muestras entraron 
en el gel de separación37. Posteriormente, un voltaje de 
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150 V fue aplicado durante 85 min. Luego, el gel fue 
coloreado con Coomassie R-250 durante 1 hora, se lavó 
con una solución de decoloración (solución acuosa de 
50 % metanol y 10 % de ácido acético) hasta lograr la 
visualización de las bandas. Los geles se escanearon con 
un visualizador de imágenes ChemiDocTM Imaging 
System (Bio‐Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) y 
fueron analizados con el programa ImageLab 6.1(Bio‐
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Análisis por espectrometría de masas MALDI-
TOF

Cada una de las fracciones recuperadas por RP-HPLC 
fueron analizadas utilizando un espectrómetro de masas 
MALDI-TOF (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics, 
Bremen, Alemania). La matriz de ionización, ácido 
α-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA), fue utilizada 
para los análisis y se preparó en una concentración de 
1 mg/ mL de HCCA en una solución de acetonitrilo:agua 
(250:50) al 0,01 % (v/v) de ácido trifluoroacético (TFA). 
Sobre el target se agregó 1 µL de la matriz, seguido 
de 1 µL de la fracción a evaluar y finalmente 1 µL de 
matriz; como blanco se utilizó 1 µL de la matriz sin 
ningún tipo de muestra. Una solución de nueve péptidos 
estándar (fragmento 1-7 de bradicinina, Angiotensina 
II, Angiotensina I, substancia P, Bombesina, Sustrato 
de renina, clip 1-17 de ACTH, clip 18-39 de ACTH, 
Somastotatina 28) (Peptide Calibration Standard II, 
Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) se utilizó como 
patrón de calibración de masas, el cual se dispuso 
en un spot junto a las muestras a analizar. Todas las 
muestras se dejaron secar a temperatura ambiente 
y posteriormente, la adquisición de espectros se 
llevó a cabo por un método de reflectrón en modo de 
adquisición de iones positivo con una potencia de láser 
del 80 % y a una frecuencia de 500 Hz. y el rango de 
masas evaluado fue 1000 a 15 000 Da. Estos parámetros 
fueron configurados en un método preestablecido en el 
software del equipo como Micro Bio Tools (MBT.par), 
el cual fue utilizado como el método estándar para la 
adquisición de datos por MALDI-TOF-MS.

Microorganismos y condiciones de crecimiento

Las cepas Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y 
Escherichia coli ATCC 25922 se adquirieron de la 
American Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, 
USA). La cepa S. aureus CMPUJ 015 fue adquirida 
de la Colección de Microorganismos de la Pontificia 
Universidad Javeriana, microorganismo certificado por 
la World Federation of Culture Collection (Utrecht, 
Países Bajos). Las cepas se incubaron en caldo BHI 

(por sus siglas en ingles Brain Heart Infusion), 
antes de realizar los ensayos de actividad biológica 
antimicrobiana. 

Evaluación de actividad antimicrobiana 

La evaluación de la actividad antimicrobiana se realizó 
mediante el método de microdilución en caldo descrito 
por el estándar CLSI-M07-A10-2015 y adaptado para 
nuevos compuestos antimicrobianos según el protocolo 
interno del laboratorio38. Cada microorganismo se 
cultivó por 12 h a 37 °C con agitación constante, en los 
medios de cultivo Müller Hilton (MH) y Luria Bertani 
(LB) para bacterias Gram positivas y Gram negativas, 
respectivamente; cada uno de estos cultivos se ajustó 
a 1,5 x 108 UFC/mL. Luego, 100 µL del inóculo 
se mezclaron con 100 µL de la muestra a evaluar, 
depositados en una microplaca de 96 pozos (Fondo plano, 
Poliestireno), y se incubó a 37 °C en un agitador orbital 
MaxQTM 4450 (ThermoFisher Scientific, Marietta, 
OH, USA) a 200 rpm. El crecimiento microbiano se 
determinó midiendo la absorbancia a 595 nm, cada 
hora durante 8 horas, usando un espectrofotómetro 
Multiskan Sky (Thermo Labsystems Inc., Beverly, MA, 
USA) (con resolución de longitud de onda de 1 nm, 
rango de respuesta lineal de análisis de 0 a 2,5 Abs), 
el medio de cultivo sin inóculo se usó como control 
negativo y el inóculo sin tratamiento fue utilizado como 
control de crecimiento. Se determinó el porcentaje de 
inhibición y la concentración mínima inhibitoria 50 
(CMI50) para los diferentes microorganismos tratados 
con la secreción mucosa homogenizada y las fracciones 
obtenidas por RP-HPLC en concentraciones de 1000, 
500, 250, 125 µg/mL. 

Análisis estadístico

Se utilizó un diseño experimental exploratorio con 
dos factores (secreción mucosa homogeneizada y 
secreción mucosa homogeneizada con pre-purificación 
por Sephadex G-25) y diferentes concentraciones 
evaluadas sobre la variable de respuesta (cuantitativa) 
equivalente al porcentaje de inhibición microbiana, 
para cada cepa bacteriana, comparada con respecto al 
control de crecimiento microbiano. Los resultados de 
actividad antimicrobiana se expresaron como la media 
aritmética, más o menos una desviación estándar de la 
media y un límite de confianza del 95 %. Se calculó 
la Concentración Mínima Inhibitoria del 50 % de la 
población (CMI50) y se expresó en µg/mL. Los análisis 
estadísticos se realizaron mediante el software Prims 
Graphad versión 9 (GraphPad Software, San Diego, 
CA, EE. UU.). Se realizó un análisis de varianza de una 
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vía (ANOVA) seguido de un post test de Tukey para 
comparaciones múltiples, el cual permitió comparar 
los valores medios obtenidos, teniendo en cuenta el 
error asociado. En todos los casos, un valor p < 0,05 
fue considerado estadísticamente significativo. La 
normalidad de los datos se evaluó mediante la prueba 
de Shapiro-Wilk (p > 0,05), y la igualdad de varianzas 
con la prueba de Levene (p > 0,05). Todos los ensayos 
fueron realizados por triplicado. 

Resultados

Homogenización y fraccionamiento de la 
secreción mucosa

Se recolectaron 100 mL de secreción mucosa con una 
concentración de proteínas de 1322 ± 57,3 µg/mL.

La secreción mucosa homogenizada se purificó usando 
Sephadex (G-25) con la finalidad de eliminar sales e 
impurezas presentes en la secreción y con el fin de 
conservar la mayor cantidad de proteínas y péptidos de 
esta, como se puede evidenciar en la Figura 2. 

Figura 2. Evaluación comparativa por electroforesis SDS-
PAGE de las proteínas/péptidos recuperados. MP: Marcador 
de peso molecular SM: Secreción mucosa; SMH: Secreción 
mucosa homogenizada; G-25: Secreción mucosa purificada 
con Sephadex G-25.

Las fracciones de la secreción mucosa obtenidas 
por HPLC (F-01 a F-05) fueron analizadas por 
espectrometría de masas MALDI-TOF. Los resultados  
muestran que, en la fracción F-01, se identifica 
una característica de relación masa/carga (m/z) 
correspondiente a 2145,237 Da [M+H]+; en la fracción 
F-02, cuatro señales (m/z) correspondieron a 1060,204 
Da [M+H]+, 1609,496 Da [M+H]+, 1791,502 Da 
[M+H]+ y 2145,43 Da [M+H]+; en la fracción F-03 
se determinaron tres señales (m/z) de 1090,684 Da 
[M+H]+, 1741,245 Da [M+H]+ y 2146,388 Da [M+H]+; 
y para las fracciones F-04 y F-05, ninguna señal fue 
observada.

Evaluación de la actividad antimicrobiana 

El efecto antimicrobiano se evaluó, inicialmente, para 
la secreción mucosa homogenizada (A) y la secreción 
mucosa semi-purificada por Sephadex G-25 (B) sobre 
los microorganismos de estudio. Estos resultados 
mostraron una mayor actividad biológica sobre S. 
aureus CMPUJ 015, con un porcentaje de inhibición 
del 34,11 ± 3,76 % y 46,25 ± 4,56 %, respectivamente, 
a una concentración de 1000 µg/mL (Tabla 1). Lo 
anterior permite inferir que el tratamiento de la 
secreción mucosa por Sephadex G-25 incrementó el 
efecto antimicrobiano observado.

En la última etapa, las fracciones separadas por RP-
HPLC fueron evaluadas a una concentración de 1000 
µg/mL (Tabla 2), evidenciando, una vez más, un 
mayor efecto inhibidor sobre S. aureus CMPUJ 015 en 
comparación con los demás microorganismos. De las 
fracciones evaluadas, la fracción 01 (F-01) presentó el 
mejor efecto antimicrobiano frente a S. aureus CMPUJ 
015 con una CMI50 de 628,6 µg/mL (Tabla 3). 

Con respecto a E. coli ATCC 25922, un mayor 
porcentaje de inhibición fue observado con la fracción 
F-03 (30,01 ± 2,04 %) comparado con la secreción semi-
purificada (26,51 ± 0,76 %); no obstante, esta diferencia 
no fue significativa. Un resultado similar fue observado 
para el caso de P. aeruginosa ATCC 27853, cuyo efecto 
inhibitorio con las fracciones cromatográficas fue 
menor al obtenido con la secreción purificada (Tablas 
2 y 3).
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Tabla 1. Porcentaje de inhibición de diferentes microrganismos al ser tratados con secreción mucosa homogenizada (A), 
secreción mucosa homogenizada purificada con Sephadex G-25 (B).

Concentración µg/
mL

S. aureus 
CMPUJ015

E. coli 
ATCC 25922

P. aeruginosa 
ATCC 27853

A B A B A B
1000 34,11 ± 3,76c 46,25 ± 4,56d 28,43 ± 3,68c 26,51 ± 0,76c 21,26 ± 3,77c 17,47 ± 4,35bc

500 19,94 ± 5,33ab 24,59 ± 2,96b 15,81 ± 3,49b 12,41 ± 3,13b 14,79 ± 4,14bc 9,76 ± 2,23b

250 14,78 ± 4,40a 20,18 ± 5,67ab 11,64 ± 2,69b 5,49 ± 0,77a 12,55 ± 1,44b 4,82 ± 2,39a

Nota: todos los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados corresponden a la media de tres valores ± desviación estándar. 
Las letras en el superíndice indican diferencias significativas para cada grupo de datos de un mismo microorganismo (p < 0,05).

Tabla 2. Porcentaje de inhibición de diferentes microrganismos al ser tratados con las fracciones obtenidas mediante RP-HPLC 
a una concentración 1000 µg/mL.

Fracción S. aureus CMPUJ 015 E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853
F-01 62,41 ± 2,83d 14,87 ± 1,60b 1,70 ± 0,74a

F-02 31,49 ± 2,66c 21,33 ± 2,02b 4,47 ± 0,81a

F-03 34,87 ± 1,97c 30,01 ± 2,04c 14,92 ± 2,22b

F-04 10,4 ± 1,06b 14,52 ± 0,65b 6,37 ± 1,1a

F-05 11,04 ± 2,21b 10,97 ± 0,51b 1,12 ± 0,37a

Nota: los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados son la media de tres valores ± desviación estándar. 
Las letras en el superíndice indican diferencias significativas entre las medias del conjunto de datos (p < 0,05).

Tabla 3, Porcentaje de inhibición de las fracciones purificadas por RP-HPLC frente a S, aureus CMPUJ 015.
Concentración (µg/

mL) F-01 F-02 F-03 F-04 F-05

1000 65,06 ± 3,07ª 34,57 ± 4,57b 39,11 ± 3,55b 13,92 ± 3,06c 13,09 ± 2,38c

500 40,39 ± 2,41b 34,07 ± 5,60b 33,46 ± 2,20b 11,51 ± 2.20c 10,24 ± 1,83c

250 39,16 ± 4,01b 30,96 ± 7,20b 32,97 ± 2,52b 9,42 ± 2,93c 8,03 ± 2,66c

125 32,61 ± 6,04b 31,17 ± 6,80b 25,41 ± 5,12b 7,28 ± 2,50c 7,01 ± 1,99c

Nota: los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados son la media de tres valores ± desviación estándar.
Las letras en el superíndice indican diferencias significativas entre las medias de cada grupo de datos (p < 0,05).

Discusión

La secreción mucosa tiene diferentes componentes 
biológicos, entre ellos, carbohidratos, proteínas, 
ácido urónico, ácidos grasos y, en menor proporción, 
moléculas inorgánicas28. En otros estudios realizados 
sobre A. fulica se ha demostrado que la actividad 
biológica antimicrobiana está ligada a la presencia 
principalmente de proteínas33. Por esta razón, y debido 
a la falta de información respecto a los métodos de 
homogenización en este tipo de muestras, se realizó una 
comparación entre las dos metodologías conocidas29,33, 
con lo cual se logró determinar que, la metodología 
implementada por Zhong29, con algunas modificaciones 
empleando inhibidores de proteasas, fue la que 

mostró la mayor recuperación de péptidos/proteínas 
en comparación con los otros métodos evaluados. 
Por tal razón se seleccionó estas condiciones para la 
subsiguiente obtención del material proteico de la 
secreción mucosa. Adicionalmente, en el caso particular 
de este estudio no se usaron solventes orgánicos en la 
extracción de la secreción, ya que se buscó evitar que 
estos causaran interferencias en los ensayos posteriores 
de actividad biológica39.

Los ensayos biológicos de la secreción mucosa 
demostraron una vez más, tener efecto inhibitorio 
sobre cada uno de los microorganismos seleccionados 
para el estudio, esto soporta los hallazgos reportados 
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previamente por nuestro grupo de investigación en 
bioquímica y microbiología (GIBIM) de la Universidad 
Industrial de Santander28. Por tanto, una separación/
fraccionamiento guiado por bioensayo fue aplicado a la 
secreción mucosa con el fin de identificar los posibles 
compuestos candidatos con actividad biológica. Por 
medio de cromatografía de exclusión de tamaño se llevó 
a cabo un proceso de purificación y desalinización, 
el cual se evidencia en el análisis por SDS-PAGE 
por la clarificación de las bandas (Figura 2); y con 
el incremento del efecto inhibitorio de la secreción 
mucosa semi-purificada, demostrando que este último 
está ligado al material proteico presente en la muestra, 
como ya los han evidenciado diferentes autores33,40.

La secreción mucosa semipurificada se fraccionó 
mediante RP-HPLC, de las 5 fracciones obtenidas, la 
fracción F-01 mostró el mejor efecto antimicrobiano 
contra S. aureus CMPUJ 015, siendo un incremento 
significativo al compararla con la secreción 
semi-purificada. Algunos estudios, que realizan 
fraccionamiento mediante RP-HPLC, relacionan un 
mayor tiempo de retención de los picos obtenidos 
con una mayor actividad biológica antimicrobiana41,42. 
Sin embargo, en este trabajo no se evidenció una 
relación directa entre el tiempo de retención en el 
fraccionamiento por RP-HPLC y el incremento del 
efecto antimicrobiano. Es importante destacar que, 
en un estudio similar que realizó fraccionamiento por 
RT-HPLC, se observó un patrón similar en el análisis 
cromatográfico obtenido43; no obstante, en el presente 
estudio con los parámetros establecidos, se logró una 
mejor separación de los analitos mayoritarios presentes 
en la muestra.

Al correlacionar los datos de la evaluación 
antimicrobiana de las fracciones obtenidas por 
cromatografía líquida con los espectros de masas, 
se puede inferir que la biomolécula con una masa 
molecular de 2145,237 Da [M+H]+ detectada en las 
fracciones F-01, F-02, F-03, está involucrada con 
la actividad biológica antimicrobiana. Sin embargo, 
los resultados mostraron que la fracción F-01 tuvo 
el mayor efecto antimicrobiano en comparación 
con las demás fracciones y, además, esta actividad 
biológica fue incluso mayor que la determinada para la 
secreción mucosa homogeneizada y pre-purificada por 
Sephadex contra S. aureus (Tabla 1 y 2). Esto sugiere 
que la presencia de otras moléculas biológicas en la 
secreción pueda interferir negativamente en la actividad 
biológica, o existe la posibilidad que en la fracción F-01 
se encuentren otras moléculas pequeñas que no fueron 
detectadas por las técnicas de análisis reportadas en 

este estudio y que tengan un rol importante en el efecto 
antimicrobiano.

La secreción mucosa de este molusco posee una gran 
variedad de compuestos biológicos28; en el trabajo 
realizado por Iguchi et al.33, quienes evaluaron las 
propiedades antimicrobianas de la secreción mucosa 
previo tratamiento con digestión enzimática tanto de los 
carbohidratos como de las proteínas, demostraron que 
la falta de estas últimas en la secreción, correlacionaba 
con la pérdida del efecto biológico sobre los 
microrganismos. Por tal razón  es muy probable que las 
propiedades antimicrobianas de la secreción mucosa 
estén relacionadas con la presencia de proteínas/
péptidos como lo han reportado otros autores, quienes 
han aislado diferentes proteínas y péptidos con este 
tipo de actividad biológica24,27,29,33,44–49. Las proteínas 
Achacin45,46, Achatin CRP (C-reactive protein por sus 
siglas en inglés)48 y el péptido Mytimacin-AF29 son las 
moléculas caracterizadas hasta la fecha. Además, se han 
encontrado otras proteínas con efecto antimicrobiano 
contra Streptococcus mutans y Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, con pesos moleculares de 
50,81 kDa, 15 kDa, 11,45 kDa, las cuales no han sido 
caracterizadas en su totalidad24.

En este trabajo se reporta un péptido con una masa 
molecular equivalente a 2145,237 Da [M+H]+ que 
probablemente este relacionado con la actividad 
biológica antimicrobiana en la secreción mucosa. Al 
comparar nuestros hallazgos con los de E-kobon et al.43, 
donde identificaron 20 péptidos ((< 30 KDa)) con efecto 
anticancerígeno promisorio contra células MCF- 7, es 
probable que la característica de relación m/z encontrada 
en la fracción F-01 pueden estar asociada con algunos 
de los péptidos previamente reportados. No obstante, 
futuros estudios son necesarios para caracterizar esta 
molécula con el fin de determinar si se trata de un 
nuevo péptido o uno ya identificado, y adicionalmente 
determinar su potencial bioactivo y posible mecanismo 
de acción.

Conclusiones

La secreción mucosa de A. fulica, así como sus 
fracciones semi-purificadas, presentaron actividad 
antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus 
resistente a meticilina.

La secreción mucosa homogenizada y la secreción 
mucosa homogenizada tratada con Sephadex G-25 
tuvieron porcentajes de inhibición de 34,11 ± 3,76 % 
y 46,25 ± 4,56 %, respectivamente, contra S. aureus 
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resistente a meticilina a una concentración de 
1000 μg/ mL.

Mediante espectrometría de masas, se determinó la 
presencia de un posible péptido con una masa de 
2145,237 Da [M+H] en la fracción F-01, el cual exhibió 
un efecto antimicrobiano frente a S. aureus resistente a 
meticilina con una CI50 de 628,6 µg/mL.
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