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Gram negativas, y se compard su eficacia con un antibiético convencional. La CIM de los extractos
provenientes de los tejidos de vieira (sin callos) fue de 2,5 mg/ml, y la actividad antimicrobiana de los
mismos fue comparable a la de un antibidtico comercial.
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INTRODUCCION

Los antibi6ticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias que ejercen una accion
especifica sobre alguna estructura o funcion metabdlica de un determinado microorganismo. En
los Ultimos afios, el uso excesivo e incontrolado de antibiéticos en medicina, producciéon animal,
agricultura y en la conservacién de productos alimenticios, ha contribuido en gran medida a la
aparicion de patdgenos resistentes a los antibidticos convencionales. Frente a esta problematica,
la busqueda de nuevos antibiéticos se ha convertido en un gran desafio para la biotecnologia y la
industria farmacéutica, existiendo un gran interés en encontrar este tipo de moléculas a partir de
fuentes naturales y ecolégicamente seguras (Kim y Mendis, 2006; Shahidi y Zhong, 2008; Lordan
et al., 2011; Najafian et al., 2012; Bahar y Ren, 2013; Wang et al., 2017).

Una clase de moléculas que poseen actividad antimicrobiana son los péptidos de bajo
peso molecular, que pueden ser naturales (Sharma et al., 2009; Sugesh y Mayavu, 2013; Boullet
et al. 2019), sintéticos o generados a partir de diferentes procesos (Ryan et al., 2011; Ennaas et
al., 2015; Hou et al., 2017; Salomone y Massa, 2018). Diversos estudios muestran que la mayoria
de estos péptidos poseen funciones antimicrobianas (bactericidas o bacteriostaticas) contra varias
cepas Gram negativas y positivas, siendo potencialmente Utiles en la industria alimentaria y en la
farmacéutica. Para uso medicinal y alimentario, los péptidos antimicrobianos son algunas veces
preferidos a los antibidticos convencionales porque eliminan las bacterias mas rapidamente, su
actividad no se ve afectada por los mecanismos de resistencia a los antibiéticos, poseen alta
especificidad para organismos procariotas y baja o nula toxicidad para los eucariotas (Shahidi y
Zhong, 2008; Najafian y Babji, 2012).

Estos péptidos son moléculas anfifilicas o anfipaticas menores a 10 kDa, con alto
contenido de lisina y arginina, que les confiere carga neta positiva (Tincu y Taylor, 2004; Hancock
el al., 2006; Lemus et al., 2016; Kuppusamy et al., 2019). Uno de los mecanismos por el cual
estas moléculas ejercen su funcion sobre los microorganismos es por la union de su carga neta
positiva a la carga neta negativa de la superficie lipidica microbiana a través de interacciones
electrostaticas, permeabilizando la membrana. Esta interaccion provoca un desplazamiento de los
cationes divalentes (Mg™ y Ca™), facilitando la formacion de &reas desestabilizadas en la
membrana y promoviendo la translocacion del péptido a su interior. De esta manera inducen la
lisis celular directa o la perturbacién de la membrana, de tal manera que permite la salida de
componentes celulares (Gutiérrez y Orduz, 2003; Kuppusamy et al., 2019).

Los organismos marinos son un gran recurso para la obtenciéon de moléculas bioactivas.
En particular los invertebrados, que poseen un sistema inmune innato muy efectivo el cual es la
primera linea de defensa frente a bacterias, hongos y virus. Es un mecanismo de reconocimiento
de patogenos poco especifico, que genera respuestas tanto a nivel celular como humoral, en
donde los péptidos de bajo peso molecular son su principal defensa frente a potenciales
patdégenos. Cuando se dispara la inmunidad humoral, se sintetizan componentes antimicrobianos,
siendo los péptidos los que se encuentran en mayor proporcion. En moluscos bivalvos se
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encuentran en hemolinfa, y en tejidos y érganos que estan expuestos a potenciales patdégenos
(Tincu y Taylor, 2004; Sumita et al., 2009; Bahar y Ren, 2013; Sugesh y Mayavu, 2013). Los
péptidos por lo general se sintetizan como pro-péptidos que, luego de activarse, adoptan una
estructura secundaria que les confiere su funcion efectora. Pueden estar codificados en el
genoma o generarse como metabolito secundario.

Una forma de obtener estos péptidos con potencial funcién antimicrobiana, es mediante su
extraccion con diferentes tipos de solventes (Sharma et al., 2009; Sugesh y Mayavu, 2013; Kiran
et al., 2014, Injai et al., 2016). La eleccion de esta clase de proceso se basa en que, dependiendo
de la temperatura y del solvente utilizado, se pueden extraer los péptidos de forma tal que no
sufran modificaciones estructurales con respecto a la conformacion en se encuentran
naturalmente en un determinado organismo, manteniendo su funcién efectora intacta.

En este trabajo a partir de dos grupos de tejidos (callos por un lado y resto de los tejidos
por otro) de Z. patagonica se obtuvieron extractos con diferentes solventes y se compararon los
rendimientos con el método estandar para la aislacion de péptidos y proteinas. Se evalué la
actividad antimicrobiana de todos los extractos obtenidos sobre bacterias Gram positivas (Bacillus
subtilis y Lactobacillus plantarum) y Gram negativas (Esherichia coli y Pseudomona aeruginosa) y
se compararon sus eficacias con respecto a un antibiético convencional.

MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de extractos

Las vieiras utilizadas para realizar los extractos, fueron recolectadas durante el afio 2018
por los bugues comerciales Miss Tide (Latitud 43° 55" 00""; Longitud 60° 04" 50°") y Atlantic Surf Il|
(Latitud 45° 00" 30°"; Longitud 60° 15" 00""). Se mantuvieron en cautiverio en acuarios y luego se
almacenaron a -20 °C, a medida que se iban produciendo las muertes. Al momento de su uso
fueron descongelados a temperatura ambiente y lavados con agua destilada estéril. Por un lado,
se recolectaron los callos y, por otro lado, el resto de los tejidos, siendo sometidas ambas
muestras, de forma individual, a las diferentes extracciones.

Para la extraccion con Acido Acético/Acetona (A/Ac), que es especifica para la obtencién
de proteinas y péptidos, se utilizé una relacién de 1,5 g de peso himedo/2 ml de Acido Acético 10
%, se incubo por 24 hs a 4+1 °C y se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se
traspas6 a un tubo limpio, se le agreg6 3 volimenes de Acetona fria, se incub6 por 24 hs a 41
°C y se centrifug6 a 5.000 rpm durante 15 min. El precipitado obtenido se sec6 en estufa a 60+1
°C, hasta peso constante (modificado de Thermo Fisher Inc., 2009).

Las extracciones con Etanol (Et), Metanol (Me), Acetona (Ac) y Agua (Ag) se realizaron por
maceracion en frio en recipientes de vidrio color &mbar a temperatura ambiente, durante cinco
dias, utilizando una relacién de 1 g de peso humedo/2 ml de solvente, homogeneizando los tejidos
periodicamente. Los homogenatos se filtraron con papel Whatman No.1, se recolectaron los
eluatos y se evaporaron los solventes en estufa a 60+1 °C, hasta peso constante (modificado de:
Pachaiyappan et al., 2014; Abouzeed et al., 2018; Kiran et al., 2014; Injai et al., 2014).

Los sélidos recuperados de cada solvente fueron solubilizados en Dimetilsulfoxido (DMSO)
para obtener una concentracion final de 15 mg/ml, se esterilizaron con filtro de 0,22 um, y se
conservaron a - 20+1 °C hasta su uso. Todas las extracciones se realizaron por duplicado y el
rendimiento se expresd como gramos de soélidos / gramo de tejido humedo.
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3. Electroforesis en gel de Agarosa

La separacion electroforética de proteinas y péptidos se llevé a cabo en gel de agarosa
(500 mM Trizma Base; 160 mM Acido Bérico; 1M Urea, 5 % Agarosa; pH 8.5) en un dispositivo
para electroforesis horizontal. La corrida electroforética se realizé en Buffer TBS (90 mM Trizma
Base; 90 mM Acido Borico; 0,1 % SDS; pH 8,5) durante 4 hs a 60 V, con refrigeracion. Las
muestras y las proteinas puras utilizadas como marcadores de peso molecular fueron mezcladas
con Buffer de siembra 2X (126 mM Trizam Base; 4% SDS; 0,002 % Azul de Bromofenol; 15 %
Glicerina; 10 % Ditiotreitol), calentadas a 90 °C durante 10 min y mantenidas a -20+1 °C hasta su
uso. El gel fue tefiido durante 1 hora (0,25 % Coomasie Blue; 40 % Metanol; 10 % Acido acético),
y se revelé con varios lavados en solucién de decoloracion (20 %Metanol; 5 % Acido acético)
durante toda la noche (Wu y Kusukawa, 1998; Kim et. al, 2000; Kafe et. al, 2018; Lonza Research,
2019).

2. Ensayo de actividad antimicrobiana en medio liquido. Determinacion de la Concentracion
Inhibitoria Minima.

La concentracién inhibitoria minima (CIM) se define como la menor diluciébn de una
determinada sustancia en la cual no se observa crecimiento de microorganismos. Para
determinarla, se evallo la capacidad antimicrobiana de cada extracto sobre diferentes especies
bacterianas Gram positivas y Gram negativas disponibles en el cepario del Gabinete de Biologia
Molecular y Microbiologia, mediante el método estandar recomendado por la CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) basado en Geis et al. (1983).

El ensayo se efectu6 en microplacas de cultivo de 96 pocillos con fondo en U en un
volumen final de 200 pul, con medio de cultivo LB (extracto de levadura 0,5 %; peptona 1 %; cloruro
de sodio 1 %; pH 7). Se realizaron diluciones seriadas 1:2 de la solucion de los extractos a testear
de manera que la concentracion inicial en el primer pocillo fue 5 mg/ml. En cada pocillo se
inocularon los diferentes cultivos bacterianos: E. coli, B. subtilis, L. plantarum y P. aeruginosa,
para obtener una concentracion final de 1x10* UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonias). Se
incluyeron controles positivos, negativos y de contaminacion, detallados en la Tabla 1. Las placas
fueron incubadas a 37+1 °C durante 24 hs. Los ensayos se realizaron por duplicado y se
determiné la CIM por observacion a simple vista del crecimiento, o no, del microorganismo
testeado, y se expres6 como el promedio de los valores leidos.

Para confirmar la CIM, se escalaron los ensayos a un volumen final de 5 ml, con
incubacion por 24 hs a 371 °C y agitacion a 250 rpm, incluyendo los controles de la Tabla 1. Se
midio la densidad éptica (OD) a una longitud de onda de 600 nm y los resultados se expresaron
como la media de los duplicados * desvio estandar.

Tabla 1. Controles realizados para cada cultivo bacteriano

Tipo de Control Composicién por Tubo

A) LB+ 1x10* UFC/ml

Negativo 4
B) LB+ 1x10" UFC/ml+ DMSO

4 e
Positivo C) LB+ 1x10" UFC/ml + Ampicilina 5 mg/ml

D) LB

Contaminacion
E) LB + extractos
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3. Célculo del porcentaje de Inhibicién del Crecimiento

Para comparar la actividad antimicrobiana de los extractos que presentaron actividad con
respecto a un antibiotico convencional a las 24 hs de cultivo, se calcul6 el porcentaje de inhibicion
del crecimiento de cada extracto con respecto al antibidtico comercial Ampicilina (5 mg/ml) como
control positivo, mediante la formula:

% IC = [(A = B)/A] x 100

Dénde:
A = ODg del cultivo bacteriano sin el extracto a ensayar o sin Ampicilina

B = ODggo del cultivo bacteriano con el extracto a ensayar o con Ampicilina

4. Andlisis estadisticos

Los andlisis se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado y fueron analizados mediante ANOVA, con un intervalo de confidencia
del 95 % (p<0,05) y se expresaron como la media + desvio estandar.

Luego de haber rechazado la hip6tesis nula de igualdad de medias mediante la técnica
ANOVA, para la comparacién de los rendimientos de sélidos extraidos y de los porcentajes de
inhibicion se utilizé el Test de comparaciones multiples de Dunnett's. Este test compara el
resultado de cada tratamiento con un unico control.

Los intervalos de confidencia utilizados fueron de 95 % para el analisis de los rendimientos
(p < 0,05), siendo el método estandar de extraccion de péptidos el tratamiento control; y de 99,9 %
para el andlisis de los porcentajes de inhibiciéon del crecimiento bacteriano (p < 0,001), donde el
tratamiento control fue el antibiético comercial Ampicilina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los péptidos pueden obtenerse mediante extraccion con solventes, hidrolisis enzimatica y
fermentacion microbiana. La eleccion de la extraccion con solventes se basa en que dependiendo
de la temperatura y del solvente utilizado, se pueden extraer los péptidos de forma tal que no
sufran modificaciones estructurales con respecto a como se encuentran naturalmente en un
determinado organismo, manteniendo su funcion efectora intacta. En este trabajo se compararon
las actividades de péptidos que fueron extraidos con diferentes solventes con respecto a los
extraidos por un método estandar, y a su vez con la actividad antimicrobiana de un antibiético
convencional.

El rendimiento de las extracciones de cada solvente utilizando callos por un lado y el resto
de los tejidos sin callos por el otro, se puede observar en la Tabla 2. Cuando se compararon los
rendimientos, no se encontraron diferencias significativas entre los valores de las extracciones con
Metanol y Etanol con respecto al control. En el caso de los callos, no hay diferencia significativa
entre ninguno de los cuatro métodos de extraccidén con respecto al control (Tabla 3).
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Tabla 2. Rendimiento de sélidos, expresados como gramos de sélidos recuperados / gramo de peso
hamedo de tejido inicial (Media + DS).

Metanol Etanol Acetona Agua A. Ac./Acetona

Tejidos sin Callos | 0,0224 +0,0020 | 0,0148 + 0,0004 | 0,0113 + 0,0010 | 0,0105 + 0,0020 0,0178 + 0,0013

Callos 0,0184 + 0,0007 | 0,0143 +0,0012 | 0,0121 +0,0016 | 0,0131 + 0,0040 0,0157 + 0,0090

Tabla 3. Comparacion del rendimiento de sélidos obtenidos segun el solvente
utilizado, comparado con el método control (A/Ac), mediante el Test de
Dunnett's. n.s.: no se encuentran diferencias significativas entre rendimientos
(p<0,05). (-): menor rendimiento con respecto al control. Me: Metanol; Et: Etanol;
Ac: Acetona; Ag: Agua; A/Ac: Acido Acético/Acetona.

Solventes ;%jﬁ%z Callos
A/Ac vs Me n.s. n.s.
AJ/Ac vs Et n.s. n.s.
AJAC vs Ac ) n.S.
AlAc vs Ag ) n.s.

Varios métodos son utilizados para testear la actividad antimicrobiana de diferentes
compuestos mediante la determinacion de la concentracion inhibitoria minima. Dentro de estos
métodos, se encuentran el ensayo de difusién en agar, la técnica de difusion en disco y el ensayo
en microplaca de cultivo. Este ultimo fue utilizado en este trabajo, ya que no solo presenta menos
error en la lectura visual, sino que puede confirmarse la CIM mediante medida de la absorbancia
por espectrofotometria (CLSI, 2012).

Todos los extractos obtenidos a partir de los tejidos sin callos de Z. patagonica
presentaron actividad antimicrobiana frente E. coli, B. subtilis, L. plantarum y P. aeruginosa, donde
la CIM para todos los casos fue de 2,5 mg/ml, y se confirmé mediante la medida de absorbancia
por espectrofotometria (Figura 1).

El hecho de que los extractos obtenidos con Metanol, Etanol, Acetona y Agua, se hayan
comportado de la misma manera que el obtenido utilizando Acido Acético y Acetona (método
estandar para la extraccion de péptidos y proteinas), permite inferir que todos ellos mayormente
contienen péptidos de bajo peso molecular, como se puede observar en las Figuras 2 y 3, y que
los mismos son los responsables de la actividad antibacteriana
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Figura 1. Actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir de todos los tejidos de
vieiras, exceptuando los callos. Para todos los microorganismos testeados la CIM fue de 2,5
mg/ml. Me: Metanol; Et: Etanol; Ac: Acetona; Ag: Agua; A/Ac: Acido Acético/Acetona. Amp:
Ampicilina, control positivo.
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Figura 2. Electroforesis en Gel de Agarosa 5 % de los péptidos obtenidos por el método de extraccion
estandar. MPM: Marcadores de Peso Molecular (kDa). A/Ac: péptidos de bajo peso molecular obtenidos
mediante la extraccién con Acido Acético/Acetona.
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Figura 3. Electroforesis en Gel de Agarosa 5 % de los péptidos obtenidos con los diferentes métodos de
extraccion. Me: Metanol; Et: Etanol; Ac: Acetona; Ag: Agua; A/Ac: Acido Acético/Acetona.

Los extractos provenientes de tejidos sin callos, y que fueron los que presentaron actividad
antimicrobiana, no mostraron diferencias significativas cuando se compararon sus porcentajes de
inhibicion del crecimiento con respecto al antibidtico (p<0,001) (Tabla 4), indicando que todos los
procesos de extraccion fueron capaces de obtener los péptidos sin alterar la funciéon inmunolégica
que realizaban en el organismo del que fueron obtenidos.

Cuando los ensayos se realizaron utilizando los extractos obtenidos a partir del tejido
muscular de los callos, ninguno fue capaz de inhibir el crecimiento de los distintos cultivos
bacterianos (Figura 4). Esta diferencia de comportamiento de los extractos dependiendo de los
tejidos que le dieron origen, confirma que la fuente mayoritaria de péptidos con actividad
antimicrobiana en bivalvos proviene de hemocitos, epitelios, intestino y 6rganos respiratorios
(Tincu y Taylor, 2004; Sumita et al., 2009; Bahar y Ren, 2013; Sugesh y Mayavu, 2013).

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento segun el solvente utilizado, comparado con el
control (antibidtico comercial Ampicilina). No hubo diferencia significativa entre la inhibicion de los
extractos con respecto al control (p<0,001). Amp: Ampicilina; Me: Metanol; Et: Etanol; Ac: Acetona;
Ag: Agua; A/Ac: Acido Acético/Acetona.

E. coli B. subtilis L. plantarum P. aeruginosa
Ampicilina 100 % 100 % 100 % 100 %
Metanol 99,55 % 99,75 % 99,95 % 99,90 %
Etanol 99,70 % 99,60 % 99,20 % 99,55 %
Acetona 99,65 % 99,70 % 99,95 % 99,70 %
Agua 99,45 % 99,55 % 99,75 % 99,60 %
Ac. Acético/Acetona 99,85 % 99,35 % 99,95 % 99,60 %
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Figura 4. Actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir de los callos de vieiras. No
hubo efecto antimicrobiano en ninguno de los microorganismos testeados. Me: Metanol; Et:
Etanol; Ac: Acetona; Ag: Agua; A/Ac: Acido Acético/Acetona. Amp: Ampicilina, control positivo.
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CONCLUSIONES

- En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de péptidos que fueron extraidos de
tejidos de vieira patagoénica utilizando diversos solventes.

- La actividad antimicrobiana de los extractos provenientes de los tejidos sin incluir los callos
fue comparable a la de un antibiético comercial.

- Se recomienda utilizar Etanol como método de extracciéon debido a su menor toxicidad,
bajo costo y baja posibilidad de contaminacion bacteriana durante el proceso, comparado
con el método control (Acido acético/Acetona) y con el método que utiliza Metanol en el
proceso.

- Los resultados obtenidos son una primera linea de partida para la obtencién de extractos
peptidicos no solo de otros bivalvos, sino también a partir de otros organismos que posean
bajo valor comercial o son descartados en la pesca.

- Se podria mejorar la resolucion electroforética de los péptidos utilizando geles de
poliacrilamida, un sistema de electroforesis vertical y Buffer de corrida conteniendo Tricina,
gue no estan disponibles en el laboratorio.

- En un futuro, se deberian purificar estos péptidos, determinar las fracciones que poseen la
actividad antimicrobiana méas alta y evaluarlos como potenciales antibiéticos para la
industria farmacéutica, alimentaria, e incluso para su aplicacion en acuicultura.
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