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RESUMEN

Se evalu6 la actividad hemaglutinante, hemolisante, antibacteriana, antimicética
y familias quimicas de los extractos acuoso y metanodlico del caracol de agua dulce
Marisa cornuarietis. La coleccion de los ejemplares se realiz6 manualmente en la
localidad de San Juan. El extracto acuoso se prepard0 homogenizando los caracoles
con buffer fosfato salino, mientras que el metandlico con metanol al 5%. Para la
deteccion de aglutininas y hemolisinas se procedi0 a preparar una suspension
sanguinea al 5% de las muestras de sangre humana del tipo A, B y O, evidenciandose
dichas actividades por la formacion de grumos rojos y por las formaciones fisicas
(viscosidad y color) en las muestras, respectivamente. Se probo el efecto de los
extractos sobre cepas bacterianas Gramnegativas de Escherichia coli ATCC 11775,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enteritidis CDC 64, y
Grampositivas Staphylococcus aureus ATCC 29213, Bacillus cereus ATCC 14579 y
Bacillus subtilis ATCC 6051 y sobre los hongos Penicillum sp, Aspergillus sp,
Cladosprim sp, Rhizopus sp y Candida albicans. Los resultados obtenidos mostraron
actividad hemaglutinante Unicamente en el extracto acuoso. “No se observé actividad
hemolisante”. Se pudo evidenciar que ambos extractos mostraron actividad
bacteriostatica sobre Pseudomonas aeruginosa, y que solo el extracto metandlico fue
capaz de ejercer efecto antifingico sobre Rhizopus sp. El extracto acuoso exhibio la
presencia de saponinas, alcaloides y polifenoles y el extracto metabolico Unicamente
alcaloides.



INTRODUCCION

En los ultimos afios, la busqueda de nuevos medicamentos y estructuras
moleculares novedosas con fines terapéuticos se ha incrementado considerablemente
(Garateix, 2005). En este sentido, farmacélogos, fisidlogos y quimicos han prestado
mayor atencidn hacia organismos acuéticos, particularmente han dirigido su interées
hacia algas e invertebrados (Otero, 2002). Ello es debido a que el medio marino es el
habitat mas extenso del planeta, constituye el 70% de la superficie global, contiene
organismos Unicos y mas de la mitad de ellos no existen en la superficie terrestre
(Palomo, 2001). En consecuencia, los organismos acuaticos representan una fuente de
informacién Unica ofreciendo abundantes y diversos recursos para la investigacion
(Darias, 1998).

Muchos son los invertebrados acuaticos, en los que se han encontrado y se estan
investigando sustancias con actividad biologica de aplicacion terapéutica y dentro de
ellos, los moluscos constituyen uno de los grupos mas intensamente estudiados
(Yakovleva et al., 2001). Se conocen més de 100 000 especies vivientes de moluscos,
de las cuales, las tres cuartas partes pertenecen a la clase Gastropoda; sin embargo,
los datos obtenidos hasta la fecha corresponden a un grupo muy limitado de sus
representantes (Yakovleva et al., 2001; Rodriguez et al., 2003).

Dentro de la clase Gastrépoda se encuentran los caracoles de agua dulce de la
especie Marisa cornuarietis, pertenecientes a la familia Ampullaridae (Cowie, 2002).
Estos moluscos comunmente conocidos como “caracol cuernos de carnero gigante” o
“caracol colombiano gigante” son originarios de America Central y América del Sur,
donde se les han sefialado para Honduras, Costa Rica, Panama, Colombia, Trinidad y
Tobago, Guyana, Surinam, Guayana Francesa, Brasil, Venezuela y Argentina.
Ademas, han sido introducidos, en la peninsula de la Florida y desde alli, se ha
extendido hacia la region Sur de los Estados Unidos que limita con el Golfo de

México, hasta el estado de Texas. De la misma manera, fue introducido en la region



insular del Mar Caribe, Africa y el oeste de la India (Cowie, 2002).

Marisa cornuarietis se encuentra en una amplia variedad de ecosistemas, habita
zonas de agua dulce de regiones tropicales y subtropicales himedas. Se desarrolla en
temperaturas que oscilan entre 14° y 40° C. Comunmente se les puede encontrar
habitando aguas estancadas o de caudal lento, tales como; pantanos, regueras, canales
de riego, sembradios, lagos poco profundos y rios (Figura 1). Este caracol, también
puede tolerar aguas salobres, siendo capaz de resistir concentraciones aproximadas
de hasta un 30% de sal en el agua. Sin embargo, generalmente viven solo en agua
fresca, ya que el agua con altos niveles de salinidad, pueden limitar el desarrollo de

sus especies (Cowie, 2002).

Figura 1. Ejemplar de Marisa cornuarietis (Linnaeus, 1758).

Morfolégicamente, Marisa cornuarietis se caracteriza por poseer una concha o
cascara discoidal aplanada, que puede medir entre 18 y 22 mL de ancho y entre 48 y
56 mL de alto (Figura 2). Esta céscara presenta vueltas convexas y la abertura


http://atlas.drpez.org/Marisa-cornuarietis-fotos

redondeada u ovoidea, forma una espiral que es sumamente baja y por lo general
erocionada. El opérculo es delgado, coriaceo y mas pequefio que la abertura de la
cascara. La coloracién de la cascara varia entre blanco cremoso y amarillo oscuro y

sobre él se detallan de 3 a 6 bandas de colores, entre marrones o negros (Ruiz, 2006).

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de la cascara del caracol Marisa cornuarietis.

El cuerpo de Marisa cornuarietis, esta formado por las siguientes regiones: El
pie, la masa visceral, el manto, aparato reproductor y el rostro. El pie se caracteriza
por ser una estructura musculosa que se encuentra unida al opérculo en su parte
dorsal. La masa visceral consiste, en un conjunto formado por los siguientes 6rganos:
las gbénadas, hepatopancreas, aparato digestivo, nefridios y cavidad pericardial. El
manto lo constituye una membrana de color cremoso claro, parcialmente pigmentada
con puntos y manchas, que reviste la mitad del cuerpo del caracol y su funcidn
consiste en segregar la cdscara (Ruiz, 2006).

El rostro, en el cual se observan dos apéndices tentaculiformes denominados
palpos labiales, un par de tentaculos largos en cuya base se localizan los ojos, dos
I6bulos bucales plegados que conforman el canal dorsal, la radula y el canal del
I6bulo nucal, el cual a su vez, al cerrar y unir sus bordes forma otra estructura
conocida como sifon, cuya funcion consiste en llevar aire al pulmén (Ruiz, 2006). En
este sentido, cabe destacar, que estos organismos son de naturaleza anfibia, lo que
significa que poseen branquias para la respiracién acuatica y un pulmoén para la

respiracion aérea, permitiéndoles esta condicion fisica tolerar aguas con bajo


http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Marisa_cornuarietis_024.JPG
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contenido de oxigeno y soportar el hacinamiento (Cowie, 2002). Ademas, el pulmoén
ayuda a Marisa cornuarietis, a ajustar su nivel de flotacion en agua, de tal manera
que pueden emerger a la superficie cuando la concentracion de oxigeno se demasiado
baja (Ruiz, 2006).

El aparato reproductor esta formado por érganos sexuales diferentes para los
machos y las hembras, presentando un tipo de reproduccién sexual. EI sexo no se
puede distinguir a simple vista, ya que no presentan caracteres externos que permitan
diferenciarlos (Ruiz, 2006). El caracol hembra tiene la capacidad de guardar la
esperma activa durante meses en su tracto genital, lo cual permite a estos organismos
reproducirse tiempo después de la copula, aun cuando no vuelva a encontrarse con un
macho durante un largo periodo (Cowie, 2002).

Los huevos generalmente son depositados por las hembras durante la noche o
principio de la mafiana, en un tallo de vegetacion acuética, tronco o piedra, a una
altura que varia entre 5 y 80 cm, sobre el nivel del agua (Figura 3). Estos son
dispuestos en racimos gelatinosos que poseen apariencia blanquecina y traslucida, y
su numero es muy variable. Transcurrido un tiempo aproximado entre 2 y 4 semanas,
dependiendo de la temperatura, los racimos de huevos se vuelven mas oscuros y
finalmente los pequerios caracoles eclosionan, se comen el camino de salida y caen al

agua (Ghesquiere, 2002).

Figura 3. Huevos de Marisa cornuarietis.



Respecto a sus habitos alimenticios, los ampularidos no son muy selectivos en
su alimentacién y comen casi todo lo que se encuentra disponible en su medio
ambiente. En general, ellos prefieren alimentarse de vegetacion suave y digerible; sin
embargo, también consumen plantas mas duras, algas y diversos animales como
peces pequefios, ranas, crustaceos e insectos, siempre y cuando los pedazos de estas
plantas u organismos puedan ser tomados con su rédula, para ser devorados. En este
sentido, se considera a la especie Marisa cornuarietis como un depredador voraz,
capaz de alimentarse de otros caracoles, sus huevos y ademas de plantas acuaticas,
razon por la cual se utilizan en el control bioldgico de otras especies de caracoles, que
actlan como vectores de paréasitos, pestes en cultivos y para la eliminacion de otras

especies consideradas pestes acuaticas (Cowie, 2002).

Un ejemplo de esta aplicacion lo constituye la utilizacion de Marisa
cornuarietis como agente bioldgico en el control del molusco Biomphalaria glabrata,
que actia como hospedero intermediario del parasito Schistosoma mansoni, causante
de la enfermedad esquistosomisais, obteniéndose resultados positivos en las
erradicacion del molusco, en las diferentes zonas o regiones donde se introdujo esta

especie (Pointier y Jourdane, 2000).

Por otro lado, los ampularidos, son una popular fuente de alimento para varias
especies de animales, por lo que poseen una extensa lista de enemigos naturales que
amenazan su supervivencia; entre ellos se encuentran aves, ratas, tortugas, algunos
peces, insectos acudticos, lagartos, cocodrilos, entre otros. Asi mismo, el enemigo
méas importante lo constituye el hombre, quien lo utiliza para la elaboracion de
comidas, colecciones privadas y ornamentales, por sus atractivas cascaras. Por tal
motivo, no es sorprendente encontrar que ellos hayan desarrollado diversas
mecanismos de defensa, que eviten sean presa facil de los depredados (Cowie, 2002).

En la actualidad, se conocen algunos mecanismos que utilizan los caracoles

para defenderse de sus enemigos naturales, como por ejemplo el camuflaje, a través



del cual cambian el color de su cascara, haciéndola semejante a la vegetacion, con el
fin de pasar desapercibidos. También, pueden cambiar su posicién en el agua,
eliminando asi de su céscara insectos y otros animales que pudieran estar adheridos a
ella, y otro método lo constituye la capacidad de percibir sefiales fisicas o quimicas,
como el reconocimiento del olor de sus depredadores o del jugo que producen otros
caracoles al ser triturados, induciendo respuestas de alarma, en la cual el organismo
se deja caer al fondo para esconderse en la tierra, debajo de una hoja o piedra,

evitando ser depredado (Cowie, 2002).

Otros mecanismos de defensa de los caracoles de agua dulce contra patdgenos y
algunos depredadores, lo constituye el sistema inmune, el cual estd compuesto por
barreras fisico-quimicas y el sistema de defensa innato o natural. Las barreras fisico-
guimicas, intentan impedir la entrada de posibles patdégenos que puedan atacar al
organismo; estds engloban componentes como la céascara y un conjunto de
secreciones mucosas con papel defensivo; tales como: péptidos antimicrobianos,
glicoproteinas con actividad aglutinante e inhibidores de proteinas (Abbas et al.,
2005; Rombout et al., 2005).

El sistema inmune innato esta conformado por los mecanismos de defensa
inespecificos de los moluscos, que incluyen, los componentes celulares vy
componentes solubles o humorales. Los componentes celulares estan representados
por células fagociticas conocidas como hemocitos, cuyo comportamiento es similar a
la fagocitosis de los macréfagos de los vertebrados, ya que presentan procesos como
quimiotaxis (aproximacion al patogeno), adherencia (reconocimiento y contacto
celular), ingestion (formacion de un fagosoma) y digestion (activacion de hidrolasas
lisosomales). Asi mismo, estas células pueden presentar otras funciones como la de
ser progenitora, nutritiva, taponamiento de heridas (hemostatica), formacion de
nodulos, en la encapsulacion de patdgenos y citotoxicidad. Los componente solubles,

estan constituidos por sustancias producidas en su mayoria por los hemocitos, como



son las aglutininas (sustancias como capacidad aglutinante como las lectinas),
sustancias con actividad litica directa (hemolisinas o diversas enzimas), péptidos con
funcién antimicrobiana o antifungica (Rombout et al., 2005).

De lo anteriormente dicho, se puede inferir que, algunos los caracoles acuaticos
producen sustancias toxicas que les permiten defenderse del medio patégeno y de
depredadores, cuyas propiedades son de gran interés y se entiende que pueden ser
utilizadas beneficiosamente, para el desarrollo de productos terapéuticos (Supian y
Ikhwanuddin, 2002). Estas sustancias son conocidas como productos naturales o
metabolitos secundarios, representan un grupo heterogéneo de compuestos bioactivos
gue poseen alta actividad fisiolégica y son moléculas concebidas por estos
organismos para funcionar como adaptaciones defensivas en el medio ambiente
acuatico, desempefiando un papel muy importante contra infecciones y enemigos
naturales (Hatakeyama et al., 1995; Palomo, 2001; Bickmeyer et al., 2004).

Normalmente, los compuestos secundarios son sintetizados por organismos en
una fase tardia de su ciclo de crecimiento y sus funciones se hayan ordenadas a la
supervivencia de la especie que los produce. Su cantidad depende de estimulos
externos tales como: competencia, infeccion o limitacion de nutrientes. Por
consiguiente, la actividad biol6gica de estos compuestos en los organismos marinos,
guarda estrecha relacion con su longevidad en el planeta y sus respectivas
adaptaciones, frente a las diversas condiciones ambientales (De la Rosa y Gamboa,
2004).

Los investigadores han encontrado diferentes aplicaciones para los productos
naturales producidos por los organismos acuaticos, principalmente en la farmacologia
clinica para la terapia humana. Esto ha permitido que las distintas especies que
habitan en el mar, hayan solucionado gran parte de las enfermedades que desafian la
medicina (De la Rosa y Gamboa, 2004).

En relacion con los farmacos, se calcula que mas de la tercera parte de los
medicamentos usados comunmente provienen de productos naturales (De la Rosa y

Gamboa, 2004). Entre los primeros extractos estudiados, obtenidos a partir de



organismos acuaticos, se encuentra el pigmento secretado por la glandula del caracol
Plicopulpura sp, el cual estda compuesto por aminas biogénicas y serotonina, que
actian a nivel del sistema nervioso central, produciendo un efecto que limita el
movimiento de la presa hasta paralizarla completamente; ademaés, también ejerce
actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, siendo sus propiedades de gran
interés desde el punto de vista farmacoldgico (Naegel y Murillo, 2005).

Otra especie de caracol intensamente estudiada por sus propiedades la
constituyen los caracoles del género Conus, los cuales se han hecho ampliamente
conocidos por secretar una toxina, capaz de actuar a nivel neuromuscular,
produciendo un efecto analgésico mil veces més potente que la morfina. Esta
propiedad se considera invalorable en el campo de la medicina, al representar una
alternativa como analgésico contra dolores severos como los producidos en los
padecimientos oncoldgicos 0 en trastornos neuroldgicos como la epilepsia,
esquizofrenia y mal de Parkinson, entre otras enfermedades (Pérez et al., 2002;
Proksch et al., 2002).

Por lo tanto, se considera que los invertebrados acuaticos proporcionan una
nueva variedad de potentes compuestos quimicos con propiedades Utiles en el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de mudaltiples
enfermedades. Dentro de los efectos que podrian ejercer los metabolitos secundarios
sobre los organismos vivos, se incluyen sustancias con valor terapéutico
(antitumorales, antivirales, antibacterianos, antimicoticos, antiinflamatorios,
antihelminticos, antiprotozoarios anticoagulantes, inmunosupresores,  etc.),
citotoxicas, insecticidas, pesticidas, asi como también compuestos promotores o

inhibidores del crecimiento, entre otros (Darias, 1998; Mayer y Lehmann, 2000).

En general, gran diversidad de metabolitos secundarios han sido extraidos e
identificados de fluidos corporales de diferentes especies de caracoles acuaticos, entre
ellos se encuentran las hemaglutininas, las cuales son definidas como proteinas o

glicoproteinas de origen no inmune, fijadoras de carbohidratos, con capacidad de



aglutinar células y precipitar glicoconjugados (Hernandez et al., 1999).

Debido a sus propiedades, las hemaglutininas se consideran herramientas
valiosas en el campo de la genética, la biomedicina y la inmunologia. Su utilidad esta
basada, en la capacidad que tienen de combinarse con varios tipos de glicoconjugados
presentes en las superficies celulares y fluidos corporales, siendo empleadas en una
amplia variedad de estudios, tales como la deteccion e identificacion de grupos
sanguineos, estimulacion mitogénica de linfocitos, deteccion de carbohidratos en
macromoléculas y células, en la purificacion de proteinas y estudios de membranas
normales o alteradas (Sharon y Lis, 1972; Hernandez et al., 1999).

Dentro de los estudios de membrana, se ha citado el uso de las hemaglutinas
para analizar cambios estructurales en los glicoconjugados presentes en las
superficies celulares y en ocasiones en la deteccion de cambios morfoldgicos
ocurridos, también en el analisis de la distribucion subcelular de epitopes y terminales
glicoprotéicos (Kato et al., 1995; Yao et al., 1995; Zschabitz et al., 1995;
Franceschini et al., 1996; Pee y Bulmer, 1996). Otras investigaciones, sefialan el
empleo de las hemaglutininas en la deteccion de transformaciones malignas en
células, a través de la aglutinacion preferencial que muestran estas glicoproteinas con
células transformadas. Asi mismo, se han realizado investigaciones para utilizar las
hemaglutininas y polimeros sintéticos enlazados a ellas como agentes
anticancerigenos in vivo, pues se ha observado que disminuyen el crecimiento de las
células tumorales (Camby et al., 1999).

De igual manera, las propiedades mitogénicas de las hemaglutininas permiten
que sean utilizadas en estudios que tienen como base la proliferacién de linfocitos en
cultivos, tales como: la caracterizacion de algunos aspectos relacionados con la
respuesta inmune, interacciones entre distintos virus, como por ejemplo el virus de
inmunodeficiencia humana (HIV) y el virus de la hepatitis B; asi como también, en la
susceptibilidad y resistencia a éstos. Ademas, las hemaglutininas han sido utilizadas
en la evaluacion de la efectividad de terapias antirretrovirales y en la deteccion de

anormalidades cromosomicas (Hernandez et al., 1999).



Actualmente, se conocen muchas hemaglutininas aisladas a partir de extractos
de caracoles, entre ellas se encuentra la denominada achatinina, obtenida de Achatina
fulica, la cual, por sus propiedades, puede ser utilizada como marcador de linfoblastos
en la leucemia linfoblastica aguda (Yakovleva et al., 2001). De igual manera, se han
identificado hemaglutininas capaces de reaccionar especificamente con el fenotipo A
del sistema ABO, en los caracoles Otala lactea y Helix aspersa, pudiendo ser
empleadas como materia prima en la elaboracion de sueros tipificadores para el
diagnostico inmuno-hematologico (Filippetti et al., 1992). De la misma manera, una
hemaglutinina con actividad especifica para el monosacarido [B-galactosa, fue
identificada a partir del caracol de agua dulce Pomacea flagellata (Arreguy et al.,
2001).

Por todo lo antes expuesto y debido a la gran diversidad, abundancia e
importancia que han adquirido los productos naturales de origen acuatico y la escasa
informacion que se tiene en Venezuela sobre este campo, se consideré de interés
evaluar la presencia de metabolitos secundarios y las propiedades bioactivas
(hemaglutinante, hemolisante, antibacteriana y antimicotica) de los extractos acuoso y
metanolico del caracol de agua dulce Marisa cornuarietis y de esta manera aportar
informacion que pueda contribuir con el conocimiento sobre los productos naturales
de origen acuatico y ademas, generar perspectivas biomédicas sobre sus posibles

aplicaciones terapéuticas.
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METODOLOGIA

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion, donde se determind
la presencia de metabolitos secundarios y las propiedades hemaglutinante,
hemolisante, antibacteriana y antimicotica de los extractos acuoso y metanolico del
caracol de agua dulce Marisa cornuarietis, se siguieron los procedimientos que se

describen detalladamente a continuacion.

Recoleccion y preparacion de la muestra

Los ejemplares del caracol Marisa cornuarietis (Figura 4) fueron recolectados
manualmente en el sistema de riego de la localidad de San Juan, situada a 10° 23’
46’ latitud Norte y 64° 09’ 10’ longitud Oeste (Figura 5), Cumand, estado Sucre,
Venezuela. Los mismos fueron colectados en recipientes con agua y transportados
hasta el laboratorio de Nutricion y Productos Naturales en Acuicultura, de la
Universidad de Oriente, donde se realiz6 su procesamiento.

Una vez en el laboratorio, los caracoles se dejaron sin alimento durante 24
horas aproximadamente, esto con la finalidad de que digiriesen los consumidos antes
de la captura y a su vez eliminasen los productos de desecho. Transcurrido este
tiempo, se procedid a eliminar la concha e intestino de los caracoles y los fragmentos
obtenidos fueron lavados y conservados en refrigeracion hasta la realizacion de su

analisis.
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Figura 4. Ejemplar del caracol Marisa cornuarietis.
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Figura 5. Situacion geografica del area de colecta de la muestra.
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Preparacion de los extractos

Acuoso
Para la realizacion del presente trabajo de investigacion, donde se determind

la presencia de metabolitos secundarios y las propiedades hemaglutinante,
hemolisante, antibacteriana y antimicotica de los extractos acuoso y metanolico del
caracol de agua dulce Marisa cornuarietis, se siguieron los procedimientos que se
describen detalladamente a continuacion
Metandlico

Para la preparacion del extracto metandlico se tomaron 150 g de la muestra de
caracoles preparada inicialmente (constituida por el cuerpo del organismo libre de
concha e intestino), y se extrajo con 75 ml de metanol, dejandose en reposo durante
72 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, la muestra fue filtrada y
el filtrado obtenido fue conservado. Seguidamente, se procedié a reextraer el residuo
con metanol, dejandose nuevamente a temperatura ambiente, por el mismo lapso de
tiempo; este procedimiento fue repetido hasta el agotamiento de la muestra. Por
ultimo se combinaron los filtrados y se rotaevaporaron, en un rotaevaporador
(Yamato BM 400) en bafio de Maria a 40 °C para eliminar el solvente, obteniéndose
el extracto metandlico (D’ Armas, et al., 2004).

Actividad hemaglutinante y hemolisante

Para la determinacion de la hemaglutininas y hemolisinas se utilizaron muestras
de sangre humana de los grupos A, B y O, previamente analizadas para el descarte de
enfermedades infectocontagiosas, las cuales fueron suministradas por el banco de
sangre perteneciente al Hospital Universitario Antonia Patricio Alcala (HUAPA),
localizado en Cuman, estado Sucre.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 2500 rpm, con el fin de separar
el plasma del paquete globular; este ultimo fue resuspendido con solucién salina
fisiologica (SSF), y centrifugada a 2500 rpm, durante 3 minutos. Seguidamente, se
descartd el sobrenadante y se repitio la operacion 2 veces con el fin de garantizar la
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completa eliminacion del plasma en el paquete globular. Finalmente, con el grupo de
hematies lavados, se prepar6 una solucion globular al 5% en solucién salina
fisiologica (Landsteiner, 1947; Rogers y Fish, 1991).

En 3 tubos de ensayos limpios, secos e identificados como A, B y O, se
afiadieron 100 pl del extracto y 100 pl de la suspension de globulos rojos al 5%,
correspondiente con el grupo sanguineo respectivo. Luego, las muestras fueron
centrifugadas por 15 segundos a 3500 rpm, seguidamente con movimientos suaves se
desprendieron las células del fondo del tubo y se observdé en una lampara
magnificadora, anotandose los resultados de acuerdo a la simbologia normalmente
utilizada (cruces) cuando se produce la hemaglutinacion. Esta Gltima se determino
con base en la formacion de botones y/o grumos de globulos rojos: 4+ boton Gnico
con sobrenadante limpio, 3+ botdn con pequefios grumos y sobrenadante limpio, 2+
pequefios grumos con pequefios grumos y sobrenadante limpio, 1+ pequefios grumos
con sobrenadante turbio (Landsteiner, 1947; Rogers y Fish, 1991).

La hemdlisis se determind visualmente con base en los cambios fisicos
(viscosidad y color) de las suspensiones sanguineas sometidas a la accién de los
extractos. Cuando ocurre hemdlisis, la solucion sanguinea, de viscosidad
relativamente elevada y de color relativamente claro, cambia a una solucion menos

viscosa Yy de color rojo intenso.

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los extractos acuoso y metandlico se determing, a
través del método de difusion en placas, basado en la metodologia descrita por Bauer
et al. (1966), sobre cepas de bacterias certificadas; Gramnegativas Escherichia coli
ATCC 11775, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enteritidis CDC
64 y Grampositivas Staphylococcus aureus ATCC 29213, Bacillus cereus ATCC
14579 y Bacillus subtilis ATCC 6051, las cuales fueron suministradas por el Centro
Venezolano de Coleccion de Microorganismos (CCVM).

Se prepararon suspensiones bacterianas de concentracién conocida (1x10®
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UFC/ml) y se estandarizaron con un patron comercial MacFarland 0,5; luego, estas
suspensiones fueron inoculadas por separado en placas de Petri servidas con agar
Muiller Hinton. A continuacion, se impregnaron individualmente, discos estériles de 6
mm de didmetro con 50 pl del extracto acuoso y 50 ul del extracto metanolico y se
colocaron sobre la superficie del agar, previamente inoculado. Seguidamente, las
placas fueron preincubadas en refrigeraciéon a 4 °C durante 12 horas, con el fin de
permitir la difusion del extracto en el medio de cultivo y luego se incubaron en una
estufa a 37° C durante 24 horas, para permitir el crecimiento de las bacterias
alrededor del disco, cuyo didmetro fue medido con un vernier digital (0,01 mm de

apreciacion).

Actividad antimicotica

La actividad antimicOtica de los extractos acuoso y metandlico de determind
mediante la metodologia descrita por Henriquez (1995), sobre cepas de hongos, tales
como Penicillium sp, Candida albicans, Aspergillus sp, Cladosporium sp, Rhizopus
sp; suministradas por el laboratorio de micologia del Departamento de Bioanalisis,
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

Cada especie fungica se inoculd en tubos con agar papa dextrosa inclinado y se
incubé a temperatura ambiente durante una semana. Transcurrido el tiempo de
inoculacidn, se agregaron 10 ml de solucidn salina estéril a cada tubo que contenia el
crecimiento de hongos, se agitd y se filtrd, obteniéndose una solucion esporangial.
Seguidamente, esta suspension esporangial, fue inoculada mediante hisopos estériles
sobre capsulas de Petri servidas con agar papa dextrosa.

Posteriormente, se impregnaron por separado, discos estériles de 6 mm de
diametro, con 50 pl del extracto acuoso y 50 pl del extracto metanolico en estudio, se
colocaron sobre la superficie de agar inoculado con la suspension de esporas y se
incubaron a temperatura ambiente durante 48 horas. La actividad antimicotica de los
extractos se verifico con la formacion de un halo de inhibicion alrededor del disco,

cuyo diametro fue medido utilizado un vernier digital (0,01 mm de apreciacion).
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Familias quimicas

A los extractos acuoso y metandlico del caracol de agua dulce Marisa
cornuarietis, se le determind la posible presencia de metabolitos secundarios, tales
como saponinas, alcaloides, glicésidos cianogénicos, glicosidos cardiotonicos,
taninos, polifenoles, antraquinonas, triterpenos pentaciclicos y esteroides insaturados,

mediante las técnicas descritas por Marcano y Hasegawa (2002).

Saponinas
La presencia de saponinas se determinO al mezclar vigorosamente 2 ml del
extracto con 5 ml aproximadamente de agua destilada, la formacion de espuma

persistente, durante al menos 15 minutos, indica el resultado positivo de la prueba.

Alcaloides

Para determinar la presencia de alcaloides se tomaron 5 ml del extracto y se
mezclaron con 10 ml de HCI al 10 % y 5 ml de cloroformo para obtener dos fases,
una acuosa y otra organica. La fase acuosa se alcalinizé con cloroformo obteniéndose
tres fases, las cuales fueron analizadas con el reactivo de Dragendorff a fin de
detectar alcaloides débilmente basicos. El resultado positivo de la prueba se logra
cuando se obtiene una coloracion anaranjada-rojiza al colocar el reactivo.
Glicésidos cianogénicos

Para determinar la presencia de glicésidos cianogénicos mezclaron 2 ml del
extracto con 3 ml de cloroformo, luego esta mezcla se calenté y los vapores
generados se pusieron en contacto con papel de filtro impregnado con una solucién al
1% de &cido picrico y carbonato de sodio al 10%. La aparicion de una coloracién roja

sobre el papel de filtro, indica el resultado positivo de la prueba.

Glicésidos cardiotonicos
Para la determinacion de glicésidos carditonicos, se tomaron 2 ml de extracto
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y disolvieron en cloroformo, seguidamente esta preparacion se hizo reaccionar con
una mezcla recién preparada con 50-50% de &cido 3,5-dinitrobenzoico (2%) e KOH.
La positividad de la prueba estd dada por la aparicion de coloraciones azules o
violeta.
Taninos y polifenoles
Para detectar la presencia de taninos y polifenoles, se mezclaron 2 ml del

extracto con 5 ml de cloruro de hierro (Ill) al 1%. La presencia de compuestos
fenolicos, se evidencia por el desarrollo de una coloracion parda al entrar en contacto
la muestra con la solucién de cloruro férrico. Una vez determinada la presencia de
fenoles, se procedio a afiadir una gota de solucion de gelatina al 1% en NaCl al 10 %,
con el fin de determinar la presencia de taninos, los cuales se evidenciaron al
producirse un precipitado que representa el complejo proteina-taninos.
Triterpenos pentaciclicos y esteroles insaturados

Para determinar la presencia de triterpenos pentaciclicos y esteroles insaturados,
se hidrolizé el extracto con HCI al 10%, obteniéndose 2 fases: una acuosa y otra
organica. Se tom¢ la fase acuosa y se mezclo con el reactivo de Liebermann-
Burchard (1ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo frio), luego se afiadieron 5
gotas de &cido sulfurico concentrado. La aparicion de una coloracién azul a verde
indica la presencia de esteroles, mientras que la aparicion de una coloracién roja

anaranjada indica la presencia de triterpenos.

Antraquinonas

Para la determinar la presencia de antraquinonas, se tomaron 2 ml del extracto y
mezclaron con KOH 0,5 mol/l, luego se acidificé con &cido acético y se agitd con
benceno, obteniéndose dos fases (acuosa y organica). Seguidamente, se tomo la fase
orgénica y se alcaliniz6 con hidréxido de amonio, la aparicion de una coloracion roja,

indica el resultado positivo de la prueba.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se evalud la presencia de productos naturales en los
extractos acuoso y metandlico del caracol de agua dulce Marisa cornuarietis, y de esta manera, se
obtuvo informacidn Unica sobre esta especie, ya que no habia sido estudiada o reportada en la literatura
hasta los momentos. A continuacion se presentan los resultados de las pruebas biol6gicas y quimicas del

organismo estudiado.

Actividad hemaglutinante

El extracto acuoso del caracol Marisa cornuarietis, manifesto actividad hemaglutinante con igual
intensidad sobre los globulos rojos humanos de los grupos sanguineos A, B y O; mientras, que el
extracto metanolico no produjo dicha actividad (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad hemaglutinante (AHA) del extracto acuoso y metandlico del caracol de agua dulce
Marisa cornuarietis sobre los globulos rojos humanos de los grupos sanguineos A, By O.

Grupos sanguineos

A B 0]
Extracto AHA AHA AHA
ACUO0SO 4+ 4+ 4+

Metanolico - - -

4+: boton Unico; 3+: botdn con pequefios grumos; 2+: pequefios grumos; 1+ pequefios grumos con fondo turbio y -: ausencia
de actividad.

En este sentido, Arreguy et al. (2001) sefialan que las aglutininas también conocidas como lectinas, son
un grupo diverso de proteinas o glicoproteinas de origen no inmune, capaces de aglutinar células y unirse a
carbohidratos de forma reversible y especifica. Por lo tanto, se puede inferir que la sustancia responsable de
producir la aglutinacion en el extracto acuoso del caracol Marisa cornuarietis, sea una proteina de tipo
lectina.

Estas aglutininas han demostrado ser herramientas valiosas de gran interés, debido a la habilidad
de reconocer glicoconjugados presentes en superficies celulares y unirse a ellos, siendo utilizadas en
diversas areas del diagnostico clinico e investigacion, tales como: biologia molecular, bioguimica,
farmacologia, inmunologia, entre otras areas (Hernandez et al., 1999).

Cabe destacar, que el extracto acuoso del caracol Marisa cornuarietis, aglutind los tres grupos

sanguineos del sistema ABO probados, con la misma intensidad, lo que permite inferir que reconoce
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algun factor comdn presente en la membrana de los eritrocitos. Esta actividad hemaglutinante, podria ser
explicada por el hecho de que en la membrana de los eritrocitos existen determinantes antigénicos del
sistema ABO (H), en el cual el gen H unidad fundamental de la herencia encargado de codificar la
produccién de la enzima fucosiltransferasa, es capaz de colocar fucosa en el azlcar terminal de la
sustancia precursora, formando la sustancia H, la cual esta formada por la union de cinco azlcares, cuya
secuencia es glucosa-galactosa-N-acetil-glucosamina-galactosa y unida a esta Gltima, fucosa. También
se conoce que la sustancia H es comin en la membrana de todos los eritrocitos del sistema ABO (H),
diferencidndose en la presencia de azUcares adicionales a la galactosa terminal. En el grupo sanguineo A
la sustancia H presenta N-acetil-galactosamina, en el grupo B una galactosa, mientras que el grupo O no
tiene adicion de azlcares (Wendell, 1983). Se considera, que los grupos sanguineos A, B y O son
productos génicos facilmente detectables y constituyen marcadores genéticos de gran valor bioldgico
(Rosasco et al., 2001).

Hasta la fecha, diversas investigaciones han demostrado la existencia de aglutininas aisladas de
invertebrados y entre ellos de caracoles, con propiedades aglutinantes especificas para los grupos
sanguineos ABO. Filippetti et al. (1992), evaluaron la actividad hemaglutinante de los extractos de los
caracoles Helix aspersa y Otata lactea, obteniendo la presencia de una aglutinina especifica para el
grupo sanguineo A del sistema ABO, representando esta glicoproteina, una alternativa para la
elaboracion de sueros tipificadores de este grupo sanguineo, en el area del diagndstico inmunoldgico. De
la misma manera, investigaciones realizadas por Lisgarten et al. (1999), demostraron la presencia de una
hemaglutinina en el extracto del caracol Helix pomatia, capaz de aglutinar intensamente y de forma
especifica los eritrocitos del grupo A del sistema ABO, al reconocer el polisacarido N-acetil-
galactosamina, presente en la membrana de los eritrocitos de este grupo. En este sentido, es importante
sefialar que la especificidad que muestran algunas aglutininas, esta dada por la capacidad de reconocer
determinados glicoconjugados o carbohidratos presentes en superficies celulares.

Los resultados de este estudio difieren de los reportados por los autores mencionados previamente
y ademas, permiten sugerir que la hemaglutinina presente en el extracto acuoso de Marisa cornuarietis
es inespecifica, pues aglutind todos los grupos sanguineos del sistema ABO, indistintamente y con la
misma intensidad. Esto indica, que reconoce algun factor comdn presente en la membrana de los grupos
sanguineos utilizados.

Investigaciones realizadas por Arreguy et al. (2001) caracterizaron parcialmente la aglutinina del

caracol de agua dulce Pomacea flagellata, determinando su especificidad a receptores B-galactosa,
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presentes en las membranas celulares. El alto grado de especificidad hacia un glicoconjugado en
particular de estas proteinas, permite que sean empleadas como sondas que distinguen finamente
estudios de membrana normal y transformaciones de células.

Otras investigaciones sobre especificidad, sefialan que el reconocimiento del acido sialico, juega
un papel importante en diversos procesos biologicos y malignos, por tal motivo, los estudios
relacionados con aglutininas capaces de unirse con este acido, se consideran de gran interés, debido a los
beneficios que puedan proporcionar. Sen y Mandal (1995) demostraron que la aglutinina ampliamente
conocida como Achatinina, aislada de la hemolinfa del caracol Achatina fulica, es capaz de unirse y
reconocer al &cido sialico 9-O-acetil, en el grupo Neu59Ac2. Ademas, aglutina globulos rojos de conejo,
marmota y raton, pues éstos contienen en su membrana el receptor Neu59 Ac2; sin embargo, no aglutina
globulos rojos de ovejas, cabra y humanos, pues contienen en sus membranas el Neu Sac diferente del
receptor Neu 59 Ac2. Las propiedades de especificidad de Achatinina, permiten su beneficiosa
aplicacion en el reconocimiento de glicoproteinas del acido sialico, presentes en glébulos rojos de
pacientes con leucemia.

Por otra parte, Peumans y Van Damme (1995) clasifican las lectinas desde el punto de vista
estructural en los tres tipos siguientes: merolectinas, hololectinas y quimerolectinas. Las merolectinas
son proteinas pequefias, formada por un dominio simple de unidn a carbohidratos, incapaces de aglutinar
células o precipitar glicoconjugados. Las hololectinas estan formadas por dos 0 mas dominios de union a
carbohidratos idénticos 0 muy semejantes. Estas comprenden las lectinas que tienen mdltiples sitios de
unién que son capaces de precipitar glicoconjugados o aglutinar células. Por Gltimo, las quimerolectinas
son proteinas de fusion que poseen un dominio de union a carbohidratos, con un dominio relacionado,
que tiene actividad catalitica bien definida y actua independientemente del dominio de union a
carbohidratos. Segun el nimero de unién a carbohidratos, se comportaran como merolectinas 0 como
hololectinas. Entonces, de acuerdo a lo sefialado, de ser la aglutinina de Marisa cornuarietis una lectina,
se podria clasificar como una hololectina, debido a que fue capaz de aglutinar glébulos sanguineos.

Las aglutininas de origen animal han sido clasificadas en dos grupos, tipo S y tipo C. Las
aglutininas tipo S se caracterizan por su especificidad a los galactosidos, su actividad hemaglutinante
independiente de la presencia de cationes divalentes como el calcio y por expresarse mayormente en
invertebrados, mientras las tipo C se caracterizan por reconocer diversos azUcares, por mostrar actividad
hemaglutinante cationica dependiente y expresarse mayormente en vertebrados (Mdiller, 1996; citado

por Kazanjian, 2005).
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Por otra parte, estas aglutininas han sido abundantemente aisladas de invertebrados, especificamente
de la sangre, tejido y mucosas, y sus funciones varian de un organismo a otro (Mojica et al., 2005). Al
respecto, Lackie (1980) sefiala que estas glicoproteinas participan en procesos asociados a los mecanismos
de defensa y de reproduccion.

El sistema inmune invertebrado esta formado por procesos gque incluyen mecanismos humorales y
respuestas celulares. La inmunidad humoral se caracteriza por la sintesis de sustancias como opsoninas,
hemolisinas y aglutininas presentes en sangre y plasma junto con reacciones como coagulacién de la
hemolinfa 0 melanizacién; mientras, la inmunidad celular estd basada, en procesos que incluyen
reacciones de defensas celulares, como fagocitosis, opsonizacion, encapsulamiento, entre otras. Se
conoce, que uno de los principales factores que actlan en estos procesos son las aglutininas (Tincu y
Taylor, 2004; Stites et al., 1983).

Las aglutininas tienen la propiedad de reconocer de manera especifica los carbohidratos presentes
en superficies de membranas o pared bacteriana y, por tanto, llegar a inducir aglutinacion de células o
bien desencadenar eventos celulares como fagocitosis, actuando como opsoninas. Estas glicoproteinas
han sido identificadas, tanto en la membrana de hemocitos, como en granulos citoplasmaticos,
sugiriendo que son sintetizadas por hemocitos y, posteriormente, liberadas al hemocele. De esta manera,
permanecen en la superficie de la membrana, participando en el reconocimiento de organismos extrafos,
como mediador de la respuesta celular o incluso transportando carbohidratos (Vasquez et al., 1998).

Ademas, Tincu y Taylor (2004) indican que las aglutininas carecen de “memoria inmunoldgica,”
lo que significa que el valor de estas proteinas en la inmunidad de los invertebrados, queda en funcionar
sin gran especificidad o memoria.

Considerando lo anteriormente sefialado, se podria sugerir que la aglutinina presente en el extracto
acuoso de Marisa cornuarietis, cumple funciones fisioldgicas importantes para su desarrollo, tales como
reproduccion y crecimiento y a su vez también podria intervenir en los mecanismos de defensa de este

invertebrado contra agentes patdgenos.

Actividad hemolisante

Los extractos acuoso y metandlico del caracol de agua dulce Marisa cornuarietis, no exhibieron
actividad hemolisante. Por lo tanto, se puede inferir que en este caracol, no existen compuestos capaces
de producir hemdlisis de los gldbulos rojos.

Segun Bennington (1993) las hemolisinas son definidas como proteinas capaces de originar la lisis
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0 ruptura de la integridad estructural de los eritrocitos. En este sentido, Stabili et al. (1992) sefiala que la
actividad litica de algunos compuestos puede ser debida a la presencia de saponinas, proteinas liticas o
hemolisina.

Las saponinas son sustancias glicosidicas, capaces de alterar la permeabilidad de las membranas
celulares dando como resultado una reaccion hemolitica, ya que ocasionan ruptura o destruccion de los
eritrocitos; estas sustancias son fuertemente liticas, hidrosolubles y estables a altas temperaturas
(Marcano y Hasegawa, 2002).

Las saponinas y hemolisinas han sido reportadas en diversos estudios por manifestar actividades
bioldgicas, tales como citotoxicidad, actividad antiflngica, antiviral y hemolitica (Shin et al., 2001). La
presencia de estos compuestos activos en los invertebrados acuaticos, sobre todo en organismos sésiles,
como los caracoles, se atribuye, a que dichos compuestos participan en los mecanismos de defensa
quimicos contra patdgenos o depredadores (Ebel et al., 1997)

En este estudio, a pesar de detectarse la presencia de saponinas en el extracto acuoso de Marisa

cornuarietis, no se observd actividad hemolitica, lo cual podria atribuirse a varios factores, tales como la
época del afio, la localizacién, el estado reproductivo del organismo o bajas concentraciones de los
metabolitos secundarios, los cuales influyen en la bioactividad de los compuestos (Kazanjian, 2005).

Los resultados de este estudio son similares a los reportados por algunos autores como por ejemplo
Kazanjian (2005), quien evalud el extracto acuoso de la esponja Aplysina lacunosa, observando la
posible presencia de saponinas sin actividad hemolitica. Charzeddine y Farifias (1999) analizaron los
extractos acuosos de 12 especies de algas, obteniéndose ausencia de actividad hemolitica en todas las
muestras evaluadas y estimandose la posible ausencia de saponinas o de sustancias capaces de lisar
eritrocitos.

Por otro lado, Lehrer (1993) sefiala que las hemolisinas son sustancias producidas por los
hemocitos de los invertebrados, las cuales cumplen funciones en los mecanismos de defensa, actuando
como toxinas, antibacterianas o antifungicas. Esta actividad hemolitica es generalmente dependiente de
la presencia y de las concentraciones de iones de calcio y estd mediada por proteinas termolabiles.

Wendell (1983) indica que la destruccion de los glébulos rojos in vivo, ejercida por las
hemolisinas, parece ocurrir como resultado de tres procesos: a) presencia de anticuerpos en la superficie
de los glébulos rojos; b) accion litica directa del complemento (constituido por proteinas y
glicoproteinas que circulan en el plasma en forma activa) y c) presencia de anticuerpos dependientes del
complemento.

En la actualidad, existen diversas investigaciones que reportan la presencia de sustancias liticas en
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invertebrados. Como por ejemplo, los estudios realizados por Palomo (2001), quien reportd que los
extractos acuosos de los octocorales Pseudopterogorgia acerosa y Muricea pendula, exhibieron
actividad hemolitica. Asi mismo, una investigacion realizada por Farifias y Lifiero (2001), en la que
evaluaron la actividad hemolitica de los extractos acuosos de los octocorales Ludwigothuria mexicana,
Ludwigothuria grises, Trachytionidium occidentale e Istchopus badionotus, observaron hemdlisis de los
globulos rojos y sefialaron que la accion litica podia ser debida a la presencia de saponinas, proteinas
liticas o hemolisinas.

Estudios realizados por Lopez (2005), quien obtuvo actividad hemolitica en los extractos acuosos
y precipitado de proteinas de las esponjas marinas Niphates erecta y Callyspongia vaginalis, la atribuyo
a la presencia de saponinas y/o hemolisinas.

Rangel et al. (2001) reporté que, en un estudio realizado en la costa de Brasil, el 42 % de las
esponjas estudiadas exhibieron actividad hemolitica contra eritrocitos, donde las pertenecientes al
género Amphimedon, fueron las que presentaron la mayor actividad, debido a la accion de un polimero

denominado halitoxina.

Actividad antibacteriana

Los extractos acuoso y metanolico del caracol Marisa cornuarietis, manifestaron actividad
bacteriostatica, es decir, disminucién de la tasa de crecimiento de la bacteria, frente a la cepa de la
bacteria Gramnegativa Pseudomonas aeruginosa. Se obtuvo, que el extracto acuoso mostrd actividad
bacteriostatica moderada, con un halo de inhibicion de 11 mm de diametro, mientras el extracto
metanolico mostrd actividad bacteriostatica marcada, con un halo de inhibicién de 14 mm, sobre la
especie bacteriana sefialada (Tabla 2).

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren, que el o los compuestos capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano, se encuentran en ambos extractos, tales como los alcaloides, los cuales
estuvieron presentes en ambos crudos. Asi mismo, es importante resaltar que ninguno de los extractos
mostré bioactividad frente al resto de especies bacterianas utilizadas.

Tabla 2. Actividad antibacteriana de los extractos acuoso y metandlico del caracol de agua dulce Marisa
cornuarietis contra diversas cepas bacterianas.

Cepas bacterianas

Extracto B C D E F
ACU0Ss0 11mm - - - R
Metandlico 14 mm - - . .
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A: Escherichia coli, B: Pseudomonas aeruginosa, C: Salmonella enteritidis, D: Staphylococcus aureus, E: Bacillus cereus, F:
Bacillus subtilis, Discos de 6 mm de diametro, (-) No inhibe el crecimiento.

En la actualidad, no se conoce ningun estudio realizado sobre actividad antibacteriana en Marisa
cornuarietis, en el area de los productos naturales; sin embargo, se han realizado otras investigaciones
en invertebrados y entre ellos otras especies de caracoles.

Muchos metabolitos secundarios son reconocidos por diversos autores como potentes
antimicrobianos. Entre ellos se encuentran las saponinas, las cuales son activas desde el punto de vista
antibacteriano, debido a que reducen la tension superficial y actlan sobre lipidos de membranas,
provocando alteraciones de las mismas, lo que conduce a la muerte celular. Asi mismo, otros
metabolitos como los compuestos fendlicos, actGan provocando desnaturalizacion de proteinas e
inhibiendo el crecimiento de organismos (Marcano y Hasewaga, 2002). Mientras, los alcaloides son
conocidos por su capacidad de inhibir el crecimiento y provocar la muerte de las bacterias, lo cual se
cree puede estar asociado a su capacidad de inhibir la biosintesis de &cidos nucleicos (McCarthy et al.,
1992).

En diversas investigaciones, se demuestra la presencia de compuestos capaces de inhibir el
crecimiento antibacteriano, aislados de invertebrados acuéticos. Tilvi et al. (2004) aislaron siete nuevos
alcaloides llamados purpurealidin A, B, C, D, F, G y los ya conocidos purealidin Q, purpurealidin E, 16-
debromoaplysamine-4 y purpuramina I, de la esponja marina Psammaplysilla purpurea, y evaluaron la
actividad antimicrobiana de dichos compuestos, obteniéndose que purpurealidin B, 16-
debromoaplysamina-4 y purpuramina |, exhibieron actividad antibacteriana frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae. Ademas, purpurealidin B y 16-debromoaplysamine-4
mostraron actividad bactericida contra Shigella flexineri y Salmonella tifos, mientras purealidin Q solo
mostré actividad frente la cepa de Salmonella tifos.

Kim et al. (2006) evaluaron la actividad antibacteriana de los alcaloides deoxytopsetin y
hamacanthin, aislados de la esponja marina Spongosorites sp, observandose inhibicion del crecimiento
de Staphylococcus sp.

Prinsep et al. (2005) evaluaron la actividad bioldgica de los alcaloides pterocellins I y B presentes
en el briozoario marino Pterocella vesiculosa, los cuales demostraron fuerte bioactividad contra Bacillus
subtilis. Una investigacion realizada por Magallanes et al. (2003), donde se ensayd la actividad
antibacteriana  del extracto metandlico de doce especies de algas marinas, provenientes de la costa

central del Perd, reveld que cinco de ellas presentaron algin efecto antibacteriano; siendo los extractos
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de Grateloupia doryphora, Ahnfeltiopsis durvillaei, Prionitis decipiens, Petalonia fascia y Bryopsis
plumosa, los que mostraron actividad antibidtica mas potente. Ademas, la actividad solo se manifestd
sobre bacterias Grampositivas; resultando Staphylococcus aureus, la especie mas susceptible a los
extractos algales.

El efecto ejercido por los metabolitos secundarios, sugiere que estos compuestos son toxinas que
los invertebrados generan, con el fin de protegerse de patdgenos microbianos o impedir ser consumidos
por depredadores. Ello concuerda, con lo expresado por Naegel y Murillo (2005), quienes sefialan que la
produccién de compuestos bioactivos con funciones de proteccion quimica, son estrategias de
supervivencia esenciales para los caracoles, los cuales se enfrentan a condiciones de vida extremas en
sus habitat naturales.

Estas investigaciones confirman la potencialidad de los metabolitos secundarios presentes en el
caracol estudiado. Por tanto, la actividad bacteriostatica ejercida sobre la cepa bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa, puede ser atribuida a la presencia de metabolitos secundarios, principalmente
de los alcaloides, los cuales constituyen la Gnica familia de compuestos que fue comdn para ambos
extractos. La capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano permite inferir que las sustancias quimicas
sintetizadas por Marisa cornuarietis, cumplen funciones de defensa contra microorganismos invasores.

Por otro lado, otros metabolitos secundarios aislados de invertebrados, como las aglutininas,
han demostrado poseer propiedades antibacterianas. Se conoce, que estas glicoproteinas actuan
reconociendo residuos de carbohidratos, pertenecientes a los componentes de la pared celular de la
bacteria, provocando su destruccion por aglutinacién (Cabello, 1995). En este sentido, Biswas et al.
(2000) realizaron investigaciones que demostraron la actividad antibacteriana de la aglutinina
conocida como Achatinina proveniente del caracol gigante Achatina fulica, la cual actla ejerciendo
efecto bacteriostatico sobre Escherichia coli, al reconocer un lipopolisacarido presente en su pared
bacteriana. Sobre esta misma aglutinina, Tatsuya et al. (2002) también realizaron investigaciones
donde evaluaron su actividad antibacteriana, obteniendo accion bactericida sobre Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

En este estudio se detectd la presencia de una aglutinina en el extracto acuoso de Marisa
cornuarietis, pudiéndose atribuirse la actividad bacteriostatica sobre Pseudomonas aeruginosa, a la
presencia de esta sustancia, la cual podria estar reconociendo algun componente de la pared de esta
bacteria, limitando su desarrollo. Sin embargo, el extracto metandlico también ejercié el mismo

efecto sobre la bacteria, sin presentar actividad aglutinante, lo que sugiere que no sea la aglutinina la
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responsable de la actividad antibacteriana, pues es probable sea un tipo de compuesto comun en

ambos extractos, el que ejerza tal efecto.

Por otro lado, la actividad antibacteriana de muchos metabolitos secundarios se ve afectada por
la estructura que constituye la pared celular de la bacteria, la cual varia tanto en composicién y
grosor, segun si es Gramnegativa o Grampositiva (Naegel y Murillo, 2005).

En el caso de las bacterias Grampositivas, la pared celular estd compuesta por peptidoglicano
en grandes cantidades, polisacaridos, proteinas, acidos teicoicos y gliceroteicdicos. Las bacterias
Gramnegativas estan formadas por una envoltura trilaminar constituida por una membrana externa,
un bajo porcentaje de péptidoglicano en asociaciones con lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas,
y una membrana interna. Entre ambas existe un espacio periplasmico, que contiene enzimas
degradativas, fosfatasas, nucleasas y otras enzimas que inhiben la accion de algunos antibioticos
(Ndfez et al., 1997). Tanto en las Grampositivas como Gramnegativas, la pared celular funciona
como una barrera que permite o impide el paso de algunas sustancias al interior del microorganismo
(Naegel y Murillo, 2005).

Stainer et al. (1984) explica que muchos antibioticos resultan mas efectivos contra bacterias
Grampositivas debido a que poseen una pared celular mas sencilla en comparacion con las
Gramnegativas, en las cuales esta estructura es mas compleja, siendo mas dificil su penetracion.

Considerando lo anterior se podria decir, que en este estudio la bioactividad expresada por los
extractos metandlico y acuoso de Marisa cornuarietis fue dirigida exclusivamente hacia la bacteria
Gramnegativa Pseudomonas aeruginosas, observandose resistencia en el resto de bacterias probadas,
independientemente de ser Gramnegativa 0 Grampositiva.

Por otra parte, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Samonella enteritidis, fueron resistentes a los extractos acuoso y metanolico de Marisa cornuaristis. Al
respecto Levy (1998) sefiala, que las sustancias naturales son capaces de actuar de dos formas diferentes,
es decir, que pueden provocar la inhibicion del crecimiento poblacional, o permitir el crecimiento de
determinados grupos bacterianos. En este sentido Pelczar et al. (1984) destaca, que algunas bacterias
poseen mecanismos de resistencia que les permiten evitar el efecto de determinados compuestos
antibacteriales.

Asi mismo, Jackson et al. (1998) explica que la resistencia o capacidad de algunas bacterias de

disminuir o inactivar la accién de los agentes antimicrobianos, es un problema que se ha ido
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complicando en las Gltimas décadas, porque a medida que se sintetizan nuevos antimicrobianos, ha
surgido resistencia a los mismos. Al respecto, el mismo autor indica que la resistencia bacteriana a los
antibidticos se puede desarrollar de manera natural o intrinseca cuando es una propiedad especifica de
algunas bacterias. También puede ser de tipo adquirido, cuando es debida a la modificacion de los genes
de la bacteria y puede aparecer por cambios 0 mutaciones del cromosoma bacteriano, es decir, que la
informacion que acarrean los genes de la bacteria cambia y esto hace que se vuelva resistente a ciertos
antimicrobianos. La resistencia adquirida también puede ser producida a mecanismo de transferencia de
genes y elementos genéticos transferibles, tales como plasmidos, transposones e integrones que pueden
pasar de una bacteria otra y conferirle la capacidad de evadir el efecto dafiino del antibacteriano sobre su
estructura.

Frazier (1979) sefiala que el desarrollo de resistencia no es mas que otro mecanismo de la
naturaleza, a través del cual los organismos desarrollan tolerancia a nuevas condiciones ambientales.

Considerando los resultados obtenidos en este estudio, se podria inferir que la resistencia
observada en Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Samonella
enteritidis, puede ser debida a la intervencién de algunos de los factores ya mencionados, como procesos
de mutacién natural o la adquisicion de genes modificadores de resistencia en la bacteria. Tambiéen, se
podria sugerir, que en los extractos evaluados no existen sustancias capaces de actuar inhibiendo el
crecimiento de las cepas bacterianas resistentes o que se encuentran en una concentracion muy baja para
ejercer algun efecto.

La actividad antibacteriana mostrada por los extractos acuoso y metandlico de Marisa
cornuarietis, sugiere que estas sustancias podrian estar siendo elaboradas por el caracol con el fin de ser
utilizadas en procesos defensivos, para prevenir infecciones de organismos patogenos. Ademas, también

indica que estos extractos constituyen fuentes de compuestos bioactivos con actividad antibacteriana.

Actividad antimicotica

El extracto metandlico del caracol Marisa cornuarietis fue capaz de inhibir el crecimiento de el
hongo Rhizopus sp, formando un halo de inhibicién de 10 mm de diametro; sin embargo, el extracto
acuoso no produjo ninguna actividad (Tabla 3, Figura 6). Cabe destacar, que el extracto acuoso mostrd
la presencia de saponinas, alcaloides y polifenoles; mientras, el metandlico mostrd Unicamente la

presencia de alcaloides.
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Tabla 3. Actividad antimicoética del extracto acuoso y metandlico del caracol de agua dulce Marisa
cornuarietis contra diversas cepas fangicas.

Cepas fungicas

Extracto A B C D E
ACUO0SO - - - - -
Metanolico - - - - 10 mm

A: Penicillium sp, B: Candida albicans, C: Aspergillus sp, D: Cladosporium sp, E: Rhizopus sp, (-): No inhibe el
crecimiento, Disco: de 7 mm de didmetro.

Figura 6. Halo de inhibicion presentado por Rhizopus sp. al estar en contacto con el extracto

metandélico de Marisa cornuarietis.

Hasta el momento, no se han reportado estudios sobre actividad antimicética en extractos de
Marisa cornuarietis; sin embargo, se tiene mucha informacidn sobre investigaciones realizadas en otros
invertebrados.

Se conoce bien, que muchos invertebrados acuaticos producen compuestos con propiedades
farmacoldgicas importantes, tales como, la capacidad de inhibir el crecimiento microbiano. En este
sentido, los alcaloides han demostrado ser compuestos altamente antifingicos, exhibiendo en general

actividad farmacologica significativa y especifica (Albornoz, 1980; Marcano Hasegawa, 2002).

28



Por ejemplo, Tsukamoto et al. (2001) aislaron de la esponja Aninella brevistyla, cuatro alcaloides
capaces de inhibir el crecimiento del hongo Sacharomyces cerevisiae. Prinsep et al. (2004) analizaron
dos alcaloides, pterocellins A y B del briozoario Pterocella vesiculosa, con propiedades antifingicas
sobre el hongo Tricophyton metagrophytes. D’ Armas et al. (2004) evaluaron la actividad antimicotica
de los extractos metanolicos del octocoral E. laciniata, el cual manifestdé una marcada actividad frente a
Trichosporum sp. con halos de inhibicion de 20 mm de didmetro y moderada frente a Candida albicans
y Fusarium oxyporum, con halos de 14 y 15 mm de diametro, respectivamente.

Estudios realizadas por Farifias y Lifiero (2001) evaluaron la actividad antifungica de 5 especies de
holoturias, obteniendo que Ludwigothuria mexicana, Ludwigothuria grises, Trachytionidium
occidentale e Istchopus badionotus inhibieron el crecimiento de los hongos Aspergillus niger y
Aspergillus orizae. Ademaés, |. badionotus también mostr6é actividad antifngica frente a Fusarium
avenacum y Candida parapsilosis, mientras F. cubana, inhibié Gnicamente el crecimiento de A. niger.

Estas investigaciones confirman la potencialidad y propiedades antifungicas de muchos alcaloides
producidos por los invertebrados acuéticos. Por lo cual, se podria sugerir que la actividad antifugica
exhibida por el extracto metan6lico de Marisa cornuarietis, sobre Rhizopus sp. sea ejercida por los
alcaloides detectados en el mismo.

Por otra parte, Naegel y Murillo (2005) explican que la presencia de propiedades microbianas
desarrolladas por algunos caracoles acuaticos probablemente se deba, a que estos organismos deben
hacer frente a condiciones de vida adversas en su habitat natural; como por ejemplo, riesgos de
desecacidn, recalentamiento, exposicion prolongada al sol y aire durante periodos prolongados fuera del
agua. EI mismo autor indica, que la concha del caracol sirve como fuente de oxigeno y proteccion; sin
embargo, también sirve como medio de almacenamiento de agua, la cual seria un medio excelente para
el crecimiento de microorganismos, razén por la cual no es sorprendente encontrar la secrecion de
sustancias con caracteristicas antifingicas, que protejan a los organismos de infecciones. Segun Prinsep
et al. (2004) muchas sustancias secretadas son metabolitos secundarios, especialmente los alcaloides,
que cumplen un papel defensivo en los organismos que los producen.

Por lo anteriormente sefialado, se podria sugerir que las propiedades antiflngicas exhibidas por el
extracto metandlico de Marisa cornuarietis, probablemente se deban a mecanismos de defensa que este
invertebrado ha desarrollado para protegerse de infecciones causadas por hongos.

Por otro lado, se conoce que la pared celular de los hongos consta del 80 — 90% de carbohidratos,

siendo la quitina el constituyente comun, que se dispone en microfribillas; ademas otros polisacaridos
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como los galactanos, mananos y quitosan reemplazan a la quitina en algunos grupos de hongos;
representando las proteinas, los lipidos, polifosfatos e iones inorganicos, el material cementario.
Composicion que confiere a la envoltura celular de los hongos la propiedad de ser gruesa y rigida,
funcionando como barrera que impide la entrada de determinados compuestos al citoplasma de las
células (Madigan et al., 1998). Por lo cual se podria decir que el extracto metandlico de Marisa
cornuarietis posee compuestos capaces de atravesar esta pared ejerciendo actividad antifungica frente a
Rhizopus sp., mientras el extracto acuoso no posee esta capacidad.

La ausencia de actividad antimicética del extracto acuoso de Marisa cornuarietis, probablemente
se deba a que los compuestos que presenta en este extracto no poseen propiedades antifungicas o tal vez
a que se encuentran en baja concentracion, lo que impide puedan ejercer algun efecto. En este sentido,
Jackson et al. (1998) sefiala que otro mecanismo por el cual se podria explicar la ausencia de actividad
antimicotica, es la posible adquisicion de mecanismos de resistencia, a través del cual, el
microorganismo puede disminuir o inactivar la accion de los agentes antimicrobianos. Al respecto
Pelczar (1984) y Davis et al. (1984) indicaron que el nivel de resistencia de una determinada cepa
microbiana, es generalmente una propiedad fija de las células de la poblacién, es decir, que las
diferentes cepas tienen grandes diversidades de susceptibilidades frente a un antimicrobiano. Por lo que
se podria inferir la presencia de mecanismos de resistencia en las cepas ensayadas, los cuales no
pudieron ser contrarrestados por ninguno de los metabolitos secundarios presentes en el extracto evaluado.

Los resultados obtenidos a partir del extracto acuoso de Marisa cornuarietis coinciden con
los reportados por Kazanjian (2005), quien evalud la actividad del extracto acuoso de la esponja
marina A. lacunosa que a pesar de la presencia de saponinas, alcaloides, taninos y polifenoles, este
extracto no produjo ningun efecto sobre las diferentes cepas de hongos ensayadas. Asi mismo,
Tilvi et al. (2004) evalto la actividad antimicética de los alcaloides presentes en Psammaplysilla
purpurea, observandose, que al igual que en esta investigacién, este compuesto no mostrd

ningunas de actividad sobre las cepas utilizadas.

Metabolitos secundarios

Los resultados de este estudio muestran que el andlisis quimico del extracto acuoso del caracol de
agua dulce Marisa cornuarietis, revelo la presencia de saponinas, alcaloides y polifenoles mientras, que
el extracto metandlico sélo presentd alcaloides (Tabla 4 y Figura 7, 8, 9 y 10).

Tabla 4. Familias quimicas presentes y ausentes en los extractos acuoso y metandlico del caracol de
agua dulce Marisa cornuarietis.
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Familia quimica Extracto acuoso Extracto metanolico

Saponinas + -
Alcaloides + +
Taninos - -
Compuestos fenolicos + -

Antraquinonas - -
Glicosidos cianogénicos - -
Glicosidos cardiotonicos - -
Esteroles insaturados - -
Triterpenos pentaciclicos - -
Continuacion de la tabla 4

Metilencetonas - -

(+): detectado, (-): no detectado.

Figura 7. Evidencia de saponinas en el extracto acuoso de Marisa cornuarietis.
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Figura 8. Evidencia de alcaloides en el extracto acuoso de Marisa cornuarietis.

Figura 9. Evidencia de alcaloides en el extracto metandlico de M. cornuarietis.
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Figura 10. Evidencia de polifenoles en el extracto acuoso de M. cornuarietis.

Es bien conocido, que la naturaleza ha proporcionado a la humanidad, un arsenal estructuralmente
diverso de compuestos farmacoldgicamente activos eficaces como drogas, para combatir multitud de
enfermedades mortales 0 como estructuras primarias para el desarrollo de nuevas drogas sintéticas que
reflejan en sus modelos a la naturaleza (Proksch et al., 2002).

En este sentido, se conocen una gran variedad de metabolitos secundarios que van desde
estructuras quimicas como aminas, hasta moléculas mas complejas como alcaloides, terpenos, esteroles,
péptidos e incluso proteinas, que causan algin efecto sobre los organismos vivos. Estos metabolitos
incluyen funciones con valor terapéutico como antibioticos, antitumorales, antivirales, antibacterianos,
antifangicos, inmunosupresores y citotoxicas como pesticidas, insecticidas, compuestos promotores e
inhibidores del crecimiento, repelentes sexuales y otros (Darias, 1998).

Del caracol Marisa cornuarietis, Brote et al. (2006) aislaron testosterona y estradiol, los cuales no
fueron evaluados biolégicamente. Sin embargo, en este estudio se determinaron diversas propiedades
biol6gicas en Marisa cornuarietis, exhibiendo el extracto acuoso y metandlico actividad antibacteriana y
ademas este Ultimo también actividad antifungica.

De igual manera, diversas sustancias quimicas con propiedades farmacoldgicas activas se han
aislado de varias especies de invertebrados. Por ejemplo, la toxina conocida como ziconotida extraida
del caracol marino del género Conos, que actia a nivel del sistema nervioso central y esta siendo
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utilizada como analgésico en el tratamiento de dolores crénicos severos. Asi mismo, otros metabolitos
como la tyrindoleninona altamente antibacteriano y tyriverdin, con efectos bacteriostaticos, extraidos del
caracol Plicopurpura (Naegel y Murillo, 2005).

Estudios realizados por Tilvi et al. (2004) demostraron, la potente actividad antibacteriana de los
alcaloides purpurealidin B, 16-debromoaplysamine-4, purpuramine | y purealidin Q, extraidos de la
esponja marina Psammaplysilla purpurea.

Otras investigaciones realizadas en la conocida lectina Achatinina obtenida del caracol Achatinina
fulica, demuestran sus diversas propiedades y aplicaciones bioldgicas, como marcador de linfoblasto en
la leucemia linfoblastica aguda, capacidad regenerativa de tejidos y ademas actividad antibidtica frente
Escherichia coli (Martins, et al., 2003; Tastsuya et al., 2002; Yakovleva et al., 2001). Asi mismo, el
compuesto conocido como Avarol, aislado de la esponja Dysidea avara, el cual ha actia como
antibiotico, antifungico y antiviral (Becerro et al., 1997).

En este sentido, Becerro et al. (1997) sefiala que algunos metabolitos secundarios pueden ser
responsables de multiples actividades bioldgicas. Considerando lo anteriormente, se podria sugerir que
el extracto metandlico de Marisa cornuarietis, posee metabolitos con mdltiples actividades pues fue
capaz de ejercer efecto antifingico y antibacteriano.

Por otro lado, Darias (1998) explica que la diversidad quimica encontrada en los invertebrados
acuaticos, es justificada por el hecho de que estos organismos necesitan desenvolverse en un medio muy
competitivo por los recursos y nutrientes por lo que han tenido que desarrollar mecanismos bioquimicos
y fisioldgicos que le permitan producir compuestos bioactivos para multiples propdsitos. EI mismo autor
sefiala que la elaboracion de los metabolitos secundarios, puede estar influenciada por varios factores
externos, tales como las condiciones ambientales predominantes, por ejemplo, la presencia de
depredadores, infecciones producidas por depredadores, infecciones producidas por parasitos,
temperatura del agua, profundidad y niveles de nutrientes. También otros factores internos, como estado
de desarrollo, reproduccién, etc.

Charzeddine (2004) indic6 que los metabolitos secundarios pueden intervenir en las relaciones de
competencia con otros organismos como agentes alelopaticos, y disuasivos de la alimentacion en gran
cantidad de herbivoros, asimismo, contra invasiones de hongos, bacterias y virus, en relaciones de
mutualismo, como proteccion contra radiaciones ultravioleta y como reserva de nitrégeno.

Mediante el andlisis de los extractos acuoso y metandlico de Marisa cornuarietis se detectaron

diversos metabolitos que se podrian considerar de mucha importancia en el area de la farmacologia, asi
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como también para diversas funciones fisiolégicas como crecimiento y reproduccion y ademas en los

mecanismos de defensa contra sus depredadores y patdgenos contra bacterias, virus y hongos.
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CONCLUSIONES

El extracto acuoso del caracol de agua dulce Marisa cornuarietis probablemente posee una
proteina aglutinante o hemaglutinina, capaz de provocar de manera inespecifica la aglutinacion de los
globulos rojos humanos de los grupos sanguineos A, B y O. El extracto metanolico no fue capaz de
producir hemaglutinacion.

Los extractos acuoso y metandlico de Marisa cornuarietis no poseen compuestos capaces de
provocar lisis de los globulos rojos humanos.

Los extractos acuoso y metandlico de Marisa cornuarietis exhibieron actividad bacteriostatica
frente Pseudomonas aeruginosa.

El extracto metandlico de Marisa cornuarietis exhibié una actividad antifungica leve frente a
Rhizopus sp., mientras que el extracto acuoso no fue capaz de inhibir el crecimiento de las cepas de
hongos ensayadas.

El extracto acuoso de Marisa cornuarietis mostrd la presencia de saponinas alcaloides y
polifenoles, mientras el metanolico presento solamente, alcaloides.

El caracol Marisa cornuarietis representa una fuente potencial de metabolitos secundarios

bioactivos, lo que confirma que los invertebrados acuaticos constituyen recursos explotables valiosos.
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RECOMENDACIONES

Aislar y caracterizar la hemaglutinina presente en el extracto acuoso de Marisa cornuarietis y
evaluar por separado su actividad antibacteriana.

Probar en este caracol diversas propiedades bioldgicas tales como actividad mitogénica,
anticancerigena, antiviral, antiparasitaria, antiinflamatoria y citotoxicidad.

Realizar estudios que permitan determinar la potencialidad de Marisa cornuarietis en la
regeneracion y cicatrizacion de tejidos animales.

Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en los extractos acuoso y metandlico
de Marisa cornuarietis, y probar por separado su actividad antibacteriana y antimicotica.

Continuar realizando estudios in vivo experimentales de los compuestos bioactivos, que permitan

su posible utilizacion en el area clinica.
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