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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas producidas por bacterias han supuesto uno de los
problemas sanitarios mas importantes de la década. Con el desarrollo bacteriano de la
resistencia a antibioticos, las herramientas para tratar estas enfermedades son escasas. Por
ello, se apuesta por el uso de extractos naturales para su tratamiento. Los peces resultan ser
de gran interés para la busqueda de estos extractos, debido a la gran cantidad de especies que
existen, la carga microbiana de los ecosistemas marinos y la funcionalidad de su sistema
inmune innato. Asimismo, son estas primeras barreras del sistema inmune (piel y mucosa
epitelial) las que son conocidas por facilitar la supervivencia de los peces debido a su
multifuncionalidad antimicrobiana y su composicion rica en diferentes péptidos y compuestos
con potencial antimicrobiano, antivirico y antifingico. En este trabajo, estudiaremos el
potencial antibacteriano de los extractos de moco epidérmico de Anguilla anguilla y
Oncorhynchus mykiss, asi como su purificacion mediante extracciones organicas y ensayos

antimicrobianos frente a cepas bacterianas como Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Infectious diseases caused by bacteria have been one of the most important health
problems of the decade. With the bacterial development of antibiotic resistance, the tools to
treat these diseases are scarce. Therefore, scientists are committed to the use of natural
extracts for its treatment. Fish turn out to be of great interest in the search for these extracts,
due to the large number of species that exist, the microbial load of marine ecosystems and the
functionality of their innate immune system. Likewise, these first barriers of the immune
system (skin and epithelial mucosa) are those that are known to facilitate fish survival due to
their antimicrobial multifunctionality and their composition in different peptides and
compounds with antimicrobial, antiviral and antifungal potential. In this work, we will study
the antibacterial potential of the epidermal mucus extracts of Anguilla anguilla and
Oncorhynchus mykiss, as well as their purification through organic extractions and
antimicrobial tests against bacterial strains such as Escherichia coli and Staphylococcus

aureus.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antibidticos y su problematica
Las enfermedades infecciosas, causadas por agentes como bacterias, supusieron una
de las principales causas de muertes en la década de 1990 (1). Las bacterias fueron causantes
de numerosas epidemias devastadoras en cuanto a letalidad; tales como la conocida plaga
Justiniana, causada por la bacteria Yersina pestis y que se cobré 100 millones de muertes en
todo el mundo (2), o la epidemia de neumonia causada por Mycoplasma pneumoniae durante
el periodo comprendido entre 2006 y 2012 (3), las enfermedades bacterianas siguen contando

con una gran prevalencia en la actualidad.

Como principal estrategia farmacolégica para el tratamiento de estas enfermedades
bacterianas, los antibiéticos tomaron un papel fundamental desde el descubrimiento de la
penicilina en 1928 (4). Sin embargo, tras una época muy fructifera en el desarrollo de estos
farmacos (1930-1960), en la que se describieron 8 familias moleculares de estos compuestos
(sulfamidas, 68-lactdmicos, clorafenicol, tetraciclinas, aminoglucésidos, macrdlidos,
estreptograminas y quinolonas) (Fig. 1) (5), la produccién de antibidticos experimentd un
decaimiento significativo. A esta época se le denomind innovation gap (en espafol, brecha de
innovacion), y, durante este tiempo, los nuevos antibidticos surgian de la modificacion y
mejora de las estructuras quimicas existentes. No obstante, estas mejoras solo mostraron

eficacia adecuada a corto plazo (6).
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Fig. 1. Diagrama temporal del descubrimiento de nuevas familias de antibidticos. En esta imagen podemos
observar un diagrama temporal en el que se indican en color azul las familias de antibidticos descubiertos antes
del 1962, y en rojo las tres familias estructurales (oxizolidinonas, lipopéptidos y mutilinas) descubiertas tras la
brecha de innovacidn experimentada entre la época de 1962 y los 2000, en la que no se introdujeron nuevas
estructuras importantes. NOTA: aunque el primer antibidtico descubierto fue la penicilina, se consideran las
sulfamidas la primera familia estructural conocida ya que fueron los primeros farmacos eficaces como
antimicrobianos y pavimentaron el camino para la revolucién de los antibidticos en la medicina humana (7).
1.2 Resistencia a antibidticos
La carencia de nuevas férmulas y estructuras para los antibiéticos, junto con el uso

indebido y masivo de los existentes, concluyd en la aparicién de resistencia bacteriana frente

a la mayoria de estos (8).

Esta condicién de resistencia, que impide el uso efectivo de los agentes
antimicrobianos, puede ser intrinseca, adaptativa o adquirida. La resistencia intrinseca
permite a la bacteria resistir el tratamiento antibacteriano debido a caracteristicas funcionales
o estructurales inherentes del mismo, mientras que la resistencia adquirida indica la
capacidad de las bacterias para adaptarse mediante un rdpido alertamiento de sus

transcriptomas en respuesta a un ambiente estresante (9).

Dependiendo de la especie de bacteria y al antibidtico al que es resistente, existen tres
clases de resistencias principales. En la Tabla 1 se indica cada tipo de resistencia, asi como las

bacterias resistentes y los antibiéticos frente a los que se presenta esta condicion.

Tabla 1. Resumen de tipos de resistencia a antibioticos.

Clases de Antibiético Microorganismo resistente Referencia
resistencia
Primera Meticilina Staphyloccocus aureus (10)
Vancomicina
Segunda Penicilinas Acinetobacter baumannii (12)
Cefalosporinas Escherichia coli
Carbapenémicos Klebsiella pneumoniae
Monobactamicos Pseudomonas aeruginosa
Quinolonas

Aminoglucésidos
Tetraciclinas

Polimixinas
Tercera Penicilinas Acinetobacter baumannii (22)
Cefalosporinas Escherichia coli
Carbapenémicos Klebsiella pneumoniae
Monobactamicos Pseudomonas aeruginosa




Quinolonas
Aminoglucdsidos
Tetraciclinas
Polimixinas

La resistencia a antibidticos se ha convertido en los ultimos aflos en una de las mayores
preocupaciones sanitarias a nivel global. Ha supuesto una exponencial aparicién de
enfermedades infecciosas con costosos tratamientos, ademas de las alrededor de 700.000
muertes anuales atribuidas a este fendmeno (13). Para intentar combatir este creciente
problema, se abogd por la modificaciéon quimica de las estructuras de los antibidticos
existentes; sin embargo, esta estrategia Unicamente fue fructifera a corto plazo, ya que,
pasado un tiempo de su uso en bacterias resistentes, la efectividad se veia mermada por

mecanismos bacterianos(14).

1.3 Nuevas fuentes naturales de antibidticos

En vista del creciente problema que supone la carencia de nuevos antibiéticos para la
salud mundial causada por la aparicion de bacterias resistentes, las investigaciones sobre la
busqueda de nuevas estructuras quimicas para la creacién de farmacos novedosos se han
acrecentado. Para ello, los investigadores apuestan por el estudio del uso de extractos
naturales con actividades antimicrobianas para tratar enfermedades causadas por estas (15).
Los avances tecnoldgicos junto con el desarrollo de nuevas técnicas de caracterizacion y
busqueda, como el procedimiento QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship), han
permitido establecer relaciones entre la estructura y la actividad de extractos naturales para,

asi, poder predecir el efecto biolégico y antimicrobiano que puedan presentar(16).

Entre estos compuestos naturales, se ha observado un auge en el interés por los
denominados péptidos antimicrobianos (AMP, del inglés antimicrobial peptides). Estas
moléculas juegan un papel muy importante en la respuesta inmunolégica innata humoral de
los seres vivos (17). Los AMPs son péptidos cortos de bajo peso molecular con carga positiva
(ricos en los aminodcidos Lys y Arg), lo que les permite penetrar facilmente a través de las
paredes y membranas bacterianas (18). Ademas, estos compuestos muestran actividad de
amplio espectro, destruccion rapida y alta selectividad tanto contra especies Grampositivas

como especies Gramnegativas (19).



Ademas de los péptidos antimicrobianos, existen otros compuestos de gran interés
farmacoldgico que podemos encontrar en extractos naturales: las enzimas. Se ha estudiado la
existencia de organismos que secretan estas proteinas con actividad antibacteriana como
herramienta de defensa contra patdgenos, entre ellas las proteasas, lisozimas y las lectinas
(20). Las proteasas son un tipo de enzimas cuya actividad es la hidrdlisis de enlaces peptidicos,
capaces por tanto de la destrucciéon de moléculas proteicas esenciales en las estructuras de
estos patdégenos (21). Las lisozimas son enzimas cuya funcidn principal es la de hidrolizar
enlaces que componen el peptidoglucano de la pared celular bacteriana, lo cual conlleva a la
lisis celular de dichos patdgenos en un ambiente hipotdnico (22). Las lectinas, por otro lado,
tienen una funcidn de reconocimiento de patrones de moléculas en las estructuras externas

de patdgenos bacterianos, fomentando la destruccion de dichas células (23).

Este tipo de hallazgos vislumbran un gran abanico de posibilidades de obtener
productos farmacoldgicamente activos y con actividad antibacteriana. Por tanto, cabe
suponer que la busqueda de estos compuestos en especies cuyos ecosistemas sean hostiles

puede ser de gran interés.

1.4 Ventajas de los peces para la busqueda de nuevos antibidticos
El estudio del mar como fuente de productos antimicrobianos lleva en auge desde
comienzo de los afios 70 (24). Por consiguiente, cada vez se aboga mds por la obtencion de
productos farmacolégicos procedentes de los ecosistemas marinos, mdas concretamente

derivados de los peces.

Una de las causas de este hecho es la ingente cantidad de biomasa que podemos
encontrar en el mar, el cual cuenta con un nimero aproximado de 10%° células, siendo
aproximadamente el 90% de las mismas de origen microbiano segun el Censo de Vida Marina
(25). Por otro lado, los peces teledsteos presentan una gran riqueza y diversidad de especies
como consecuencia de la heterogeneidad de los distintos ecosistemas acuaticos (26),
llegdndose a datar de mas de 27 000 especies (27). Ademas, los peces constatan el primer
grupo de organismos que presentan un sistema de inmunidad adaptativo; sin embargo,
debido a la ineficiente respuesta que este les brinda, delegan la mayoria de sus funciones

defensiva ante patdgenos en su sistema inmune innato (28).

Debido a este hecho, cabe esperar que, en la piel y mucosas epiteliales excretadas por

los peces, lo que constituye la primera barrera fisica del sistema inmune de estos organismos,



existan diversas moléculas capaces de eliminar patégenos bacterianos y, por tanto, nos

proporcione una nueva fuente de compuestos con potencial farmacoldgico.

1.5 Secreciones de los peces como fuente de compuestos antimicrobianos

Tal y como ha sido expuesto en el apartado anterior, los peces, asi como muchos otros
organismos que viven en ecosistemas acuaticos, secretan una capa de moco epidérmico en su
piel que actua como interfaz biolégica entre ellos y el ambiente, siendo la primera barrera
defensiva con la que cuentan contra organismos patdgenos y no patdgenos (29). Este moco
es secretado por unas células llamadas goblet cells o células calciformes secretoras de mucosa
(30) y, ademas de funcion defensiva, tiene funciéon de lubricacion, proteccion mecanica,

participa en la regulacidon osmética y facilita el movimiento en el agua (31).

La mucosa epitelial de los peces esta compuesta mayoritariamente por glucoproteinas
de alta intensidad (mucinas) y carbohidratos complejos, compuestos que otorgan al moco

propiedades viscoeldsticas y de proteccidn respectivamente (32), (33).

Ademas, este moco es rico en diferentes acidos grasos saturados monosaturados y
poliinsaturados, los cuales otorgan una cierta funcién defensiva contra patégenos (34), y
metabolitos secundarios de los propios organismos tales como el acido azelaico, el dcido N-
acetilneuraminico, la N-acetilglucosamina y el 4&cido hidroxiisocaproico, los cuales

posiblemente confieran actividad antibacteriana (35).

Asimismo, el continuo estudio de las secreciones mucosas de los peces ha demostrado
la presencia de diversas sustancias de caracter antimicrobiano en ellas. Por un lado, diversas
investigaciones afirman la presencia de un amplio abanico de AMPs con actividad
antibacteriana (36). Igualmente, se ha probado la composicién del moco de pez en enzimas
como proteasas, lisozimas o lectinas (30), e incluso se han caracterizado inmunoglobulinas,
proteinas del complemento y otros componentes que juegan con un papel significativo en la

defensa inmune innata de los peces (37) y que, por tanto, pueden resultar de gran interés.

1.6 Actividad antibacteriana de la mucosa epitelial de los peces
1.6.1 Péptidos antimicrobianos
En la actualidad se han caracterizado gran cantidad de AMPs en las mucosas de la piel

de los peces. Estos organismos son dependientes casi por completo de su sistema inmune



innato, por tanto, son fuentes naturales de estos compuestos que utilizan como herramientas
de defensa contra patégenos. Ademas, se ha estudiado la expresidon de todas las clases
principales de AMPs en estos organismos, llegandose a caracterizar defensinas, catelicidinas,

hepcidinas, péptidos derivados de histonas y piscidinas (38).

En la Tabla 2 podremos observar una clasificacién de los diferentes tipos de AMPs que,
hasta el momento, se han caracterizado en las mucosas epidérmicas de los peces. Los
siguientes datos provienen una revision bibliografica de las caracteristicas antibacterianas de

secreciones epidérmicas de pez.

Tabla 2. Resumen de AMPs caracterizados de moco de pez.

AMP Caracteristica Especie Bacteria afectada Referencia
Parasina | Procedente de la histona Parasilurus asotus Aeromonas (39)
H2A. Actividad contra salmonicidaica
bacterias Grampositivas y Cytophaga aquatilis
Gramnegativas. Yersinia ruckeri
Edwardsiella ictalurid
Lactococcus garvieae
Hipoposina Procedente de la histona Hippoglossus Vibrio anguillarum (39)
H2A. Actividad contra hippoglossus Vibrio salmonicida
bacterias Grampositivas y Aeromonas
Gramnegativas. salmonicida
SAMP H1 Procedente de la histona Salmo salar Aeromonas (40)
H1. Actividad contra salmonicida
bacterias Grampositivas y Vibrio anguillarum
Gramnegativas. Bacillus subtilis
Listeria ivanovii
Escherichia coli
Salmonella enterica
S30 Derivado de una proteina Oncorhynchus mykiss  Bacillus subtilis (41)
ribosomal. Actividad Escherichia coli
antibacteriana. Listonella anguillarum
Planococcus citreus
60S Derivado de una proteina S. salar Bacillus megaterium (42)
ribosomal. Actividad Escherichia coli
antibacteriana. Candida albicans
L40 Derivado de una proteina S. salar Bacillus megaterium (42)
ribosomal. Actividad Escherichia coli
antibacteriana. Candida albicans
L36A Derivado de una proteina S. salar Bacillus megaterium (42)
ribosomal. Actividad Escherichia coli
antibacteriana. Candida albicans
L35 Derivado de una proteina S. salar Bacillus megaterium (42)

ribosomal. Actividad

antibacteriana.

Escherichia coli
Candida albicans



Pleurodicina Péptido cationico. Pleuronectes Vibrio anguillarum (43)
Actividad antibacteriana ferruginea;
por reconocimiento de Hippoglossoides
patrones. platessoides

Moronecidina Destruccién  bacteriana Morone chrysops Escherichia coli (44)
de amplio espectro. X Micrococcus luteus

Morone saxatilis
(hibrido)

Paraxina Destruccion de células Pardachirus Bacterias (44)
bacterianas por marmoratus Grampositivas y
formacién de poros. Gramnegativas.

Piscidinas Destruccion de células Epinephelus bruneus Vibrio anguillarum (39)

(1-4) bacterianas por actividad (45)
formadora de poros.

Hepicidina Disminuye la Channa maculata Mycobacterium (39)
concentracion disponible tuberculosis (41)
de hierro para |las
bacterias patdgenas.

Taquiquinina- Produce sustancias Gasterosteus Aeromonas hydrophila  (39)
1 altamente aculeatus Staphylococcus aureus  (46)
antimicrobianas como la Pseudomonas

sustancia P. aeruginosa
Salmonella salmonicida

Timosina- Elimina las bacterias del Lateolabrax Aeromonas hydrophila  (39)

beta-12 interior celular mediante japonicus. Staphylococcus aureus  (43).
una funcién mecanica. Pseudomonas

aeruginosa
Salmonella salmonicida
Mixidina Actividad destructora de Myxine glutinosa Aeromonas hydrophila  (46)

bacterias a muy bajas
concentraciones.

Staphylococcus aureus
Pseudomonas
aeruginosa

Salmonella salmonicida

1.6.2 Enzimas
Ademas de los péptidos antimicrobianos, se ha demostrado la presencia de diversas

enzimas que otorgan a los peces capacidad defensiva ante patdgenos.

Por un lado, encontramos las proteasas, las cuales cuentan actividad proteolitica y
proporcionan al huésped la capacidad de destruir componentes proteicos vitales de los
organismos patogenos que puedan suponer una amenaza (21). En la Tabla 3 podemos

observar un resumen de los tipos de proteasas que se han caracterizado del moco de pez.



Tabla 3. Resumen de proteasas caracterizadas de moco de pez.

Proteasa Funcion Especie Referencia

Tripsina Funcidn bacteriolitica frente a bacterias Salmo salar (47)
Gramnegativas patdgenas de peces

Calepsina D Produccién de un péptido antimicrobiano  Silurus glanis (48)
de gran eficacia de la histona H2A

Aminopeptidasa Funcidn bacteriolitica contra patégenos Anguilla japonica  (48)
de peces Anguilla anguilla

Caspasas 1-6 Induccién de pyroptosis en moléculas de Dicentrachus (49)
liposacaridos de bacterias Gramnegativas  labrax

Proteasa tipo L Anguilla japonica  (49)

Catepsina B

Catepsina L

Funcidn bacteriolitica contra patégenos
de peces. Gram negativos y Gram
positivos.

Anguilla anguilla

Por otro lado, encontramos las lectinas. Estas enzimas reconocen patrones en células
bacterianas u otros patégenos para la destruccion de los mismos mediante el reclutamiento
del sistema del complemento o de las células fagociticas (23). Por ello, juega un papel muy
importante en la defensa innata de los peces. En la siguiente tabla podemos observar un

resumen de las lectinas caracterizadas en las mucosas epiteliales de los peces.

Tabla 4. Resumen de lectinas caracterizadas de moco de pez.

Lectina Especie Bacterias afectadas Referencia

Lectina de unidén a Silurus asotus Leishmania braziliensis (50)
manosa dependiente de Leishmania chagasi
Ca? Plasmodium falciparum

Cryptosporidium sp.
Nattecina D Salmo salar Pasteurella multocida (51)
Lectina de union a Gadus morhua Streptococcus pneumoniae (50)
manosa
Lectina de union a Dicentrachus labrax Staphylococcus aureus (49).
fructosa Enterococcus faecalis

Bacillus subtilis

No efectiva frente Grampositivas.




Ademas de proteasas y lectinas, algunos organismos marinos cuentan en su repertorio
de compuestos enzimdticos para la defensa contra organismos patégenos con las lisozimas.
Estas enzimas son capaces de destruir células bacterianas y, por ello, juegan un importante

papel como componente del sistema inmune innato de estos organismos (22).

La caracterizacion de estos compuestos en los peces se ha visto limitada a Gnicamente
dos tipos de lisozimas, las de tipo ¢ o chicken-type lysozyme, y las de tipo g o goose-type
lysozymes (52). Se ha estudiado la presencia de ambos tipos de lisozimas en el moco
epidérmico de Ctenopharyngodon idella (53). Igualmente, en la especies como Oreochromis
Aureus (54) y Scophthalmus maximus (55) se ha observado la presencia de lisozima tipo c en

la caracterizacion de sus respectivas mucosas.

1.6.3 Otros componentes
En las mucosas epidérmicas de los peces se han encontrado otros tipos de compuestos
que también toman parte en la defensa contra patégenos bacterianos y que, debido a ello
pueden resultar interesantes para la busqueda de nuevas herramientas farmacoldgicas

efectivas.

Por un lado, se han encontrado las proteinas C- reactivas o pentraxinas, las cuales son
proteinas de unidn a fosforilcolina (56) capaces de aglutinar y precipitar células bacterianas
por medio de la unién a este fosfolipido que compone su estructura externa (57). Por otro
lado, las proteinas del complemento del sistema inmune innato también han sido objeto de
investigacion debido su capacidad de provocar reacciones en las membranas bacterianas que
derivan en su destruccidon proteolitica (58). Igualmente, se han descubierto otro tipo de
proteinas con capacidad bacteriolitica en diversas especies de peces. Cabe destacar, entre
otras, la transferrina (59) y la fosfatasa alcalina (60). En la Tabla 5 podemos observar de
manera resumida los diferentes componentes comentados anteriormente, las especies de
peces de los cuales han sido caracterizados y las bacterias que se ven afectadas por su

actividad.

Tabla 5. Resumen de otros compuestos caracterizadas de moco de pez.

Compuesto Funcién Especie Bacterias afectadas Referencia
Pentraxinas  Aglutinacidn y precipitacién de Salmo salar, Haemophilus influenzae (56)
células bacterianas por unién al  Anarhichas lupus Neisseriae spp
fosfolipido fosforilcolina Gadus morhua, Streptococcus

pneumoniae



c

Clq

Cc7

Transferrina

Fosfatasa
alcalina

Sistema del complemento.

Destrucciéon proteolitica de
membranas bacterianas

Sistema del complemento.
proteolitica de

membranas bacterianas

Destruccién
Sistema del complemento.
Destrucciéon proteolitica de
membranas bacterianas
Quelacion de hierro y privacion
de este para los patogenos
bacterianos

Destruccién hidrolitica de las

membranas bacterianas

Hippoglossus.
hippoglossus
Catla catla
Hippoglossus.
Hippoglossus

Acipenser baerii

Ctenopharyngodon
idella

Paralichthys olivaceus
Dicentrarchus labrax
Sparus aurata

Salmo salar
Oncorhynchus kisutch
Oncorhynchus mykiss

ND?!

ND

ND

Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus aureus

Bacterias Grampositivas

y Gram negatvas

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)(61)

(60).

1. ND, no determinado.

Gracias a todo el contenido bibliografico disponible de investigaciones previas acerca

del tema tratado, el potencial farmacolégico del moco de pez se ve respaldado con claras

evidencias. El objetivo de este proyecto es la caracterizacién del moco de especies de peces,

estudio de sus componentes en cuanto a su actividad antibacteriana se refiere y el posterior

fraccionamiento de estos para, asi, avanzar en la investigacién de su potencial antibacteriano.
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2. OBIJETIVOS

El objetivo general del proyecto es el andlisis del potencial antibacteriano de las
secreciones mucosas epidérmicas de los peces, mediante ensayos que permitan una mejor
comprension de su actividad y mecanismo de accién. Para llevar la correcta resolucion de este

objetivo principal, se llevaron a cabo varios objetivos especificos:

- Andlisis bibliografico de la composicién en sustancias antimicrobianas de las mucosas
y secreciones epiteliales de los peces, asi como de su extraccion, almacenamiento y
procesamiento.

- Estudio de la actividad antibacteriana del moco de pez frente a diferentes bacterias.

- Estudio de la posible actividad sinérgica del moco de pez junto con antibidticos.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aislamiento del moco epitelial de los animales

El moco fue extraido directamente de los peces en el animalario de la Universidad
Miguel Hernandez por personal especializado en ello. Este proceso no fue realizado por el
estudiante, quien proceso las muestras ya aisladas, pero se expone en este trabajo la tarea de
aislamiento para la mejor comprensién del trabajo. Las muestras de trabajo fueron aisladas
de anguila europea (Anguila anguila) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) como se expone

a continuacion

3.11 Anguila

Para la extraccién de moco se utilizaron ejemplares de anguila con un peso medio
de 200g de la especie Anguilla anguilla. Antes de extraer el moco los peces fueron
sometidos a un periodo de ayuno de 24 horas. Los peces fueron traspasados desde el
tanque, donde se encontraban con las condiciones requeridas para su mantenimiento, a
recipientes con agua para limpiarlos. Posteriormente, fueron introducidos en bolsas de
polietileno de 20 x 30 cm con 5 mL de tampdn fosfato salino (conocido también por sus
siglas en inglés, PBS, de phosphate buffered saline). El tamafio de las bolsas y el volumen
de PBS utilizado dependera del tamafio de los peces. Estas bolsas se depositaron en un
recipiente con hielo y agua durante media hora para inducir una condicidn de estrés

hipotérmico que es un estimulo para la produccién de moco epidérmico (69). Los peces
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fueron devueltos a los tanques intentando arrastrar la mayor cantidad posible de moco de
la piel.

3.1.2 Trucha

Las truchas se encontraban divididas en tres grupos diferentes: un grupo control y
dos grupos que fueron sometidos a tratamientos de inmunoestimulacién. Este
tratamiento consistié en la administracién de compuestos que actlan como patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs); lipopolisacarido (LPS), como patrén
molecular asociado a bacterias y sal sddica del acido policitidilico (Poly 1:C), que imita las
estructuras de ARN de doble cadena asociado a algunos virus.

Las truchas fueron divididas en 6 peceras almacenadas en dos cdmaras frigorificas
a 14 °C. Estas camaras contaban con una pecera de cada uno de los grupos de truchas

(Control, LPS y Poly I:C) (Figura 2).

NEVERA 2 NEVERA 1
4 1
5 2
6 3

Figura 2. Distribucidon de las peceras dentro de las camaras frigorificas (14°C). Las camaras estan dispuestas de
tal manera que la Nevera 2 esta mas proxima a la puerta de entrada a la sala. En cuanto a la disposicion de los
grupos de peces en cada nevera: en las peceras 1y 4 se encuentra el grupo control (4 peces por pecera); en las.
peceras 2y 5, los peces tratados con LPS (12 peces por pecera);. en las peceras 3y 6, los peces tratados con Poly
I:C (12 peces por pecera).

El primer dia (Dia 0), las truchas fueron introducidas en un bafio con tricaina
metanosulfato (MS-222) a una concentracién de 100 pg/ml. Este compuesto analgésico
duerme a los peces para proceder con los tratamientos pertinentes. Cada ejemplar de trucha

procedentes de las de las peceras 2, 5y 3, 6 fue inyectado con 20 ul de LPS (1,5 pg/ml) y Poly

I:C (2,5 pg/ml) respectivamente.
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El segundo dia (Dia 1) se procedio con la recogida de las muestras. Después de 24 h de
haber sido tratados, las truchas fueron extraidas de las respectivas peceras. De las peceras 1
y 4 (PBS, Control) se extrajeron 3 peces (1 grupo de 3 peces); de la pecera 2 (LPS), 6 peces (2
grupos de 3 peces); de la pecera 5 (LPS), 6 peces (2 grupos de 3 peces); de la pecera 3 (Poly
I:C), 6 peces (2 grupos de 3 peces), y de la pecera 6 (Poly I:C), 6 peces (2 Grupos de 3 peces).

Tras la extraccion de los peces, estos fueron sacrificados con una solucién mas
concentrada de MS-222 (300 pg/mL) y fueron afiadidos a bolsas con 3 mL de PBS (3
peces/bolsa). Las bolsas se mantuvieron en hielo y se llevaron al laboratorio para el

procedimiento de la extraccion de moco. Ademas, se extrajeron muestras de epidermis.

El tercer dia (Dia 2) se procedié con la recogida de las muestras. Después de 72h de
haber sido tratados (tras tres dias de tratamiento), las truchas fueron extraidas de las
respectivas peceras. De las peceras restantes se extrajeron 6 peces (2 grupos de 3 peces) y se
prosiguié con el mismo procedimiento de recolecta y almacenamiento mencionado en el dia

1.

En cuanto a la organizacion de los lotes de los extractos de moco de trucha, estos
fueron clasificados por neveras, las cuales, a su vez, fueron separadas segun el tratamiento al
gue fueron sometidos las truchas contenidas en ellas como ha sido explicado anteriormente.
También fueron clasificados seguln el dia en el que se realizé la extraccién, es decir, segun el
tiempo que ha transcurrido desde el tratamiento. Por ejemplo, el lote LPS 3, que hace
referencia al moco extraido de las truchas tratadas con LPS procedentes de la nevera 3, esta

dividido en LPS 3.1y LPS 3.3, siendo los lotes extraidos en el dia 1 y el dia 3 respectivamente.
- Procesamiento preliminar de los aislados mucosos

Una vez extraido, el moco fue recolectado en tubos falcon de 15mL de volumen. Tras
ello, se llevd a cabo un primer tratamiento al moco con la finalidad de purificarlo antes de
realizar las extracciones y ensayos antibacterianos. El método utilizado se basa, con ciertas
modificaciones, en los estudios de Gabriella et al. (2014) (66) y Balasubramanian et al. (2012)

(67).

Primeramente, se realiz6 una primera centrifugaciéon (3000 g, 20 min, 4 °C),
obteniéndose un precipitado compuesto por restos celulares, bacterianos, escamas y todo

tipo de deshechos que puedan haber quedado en el moco por el método de obtencion (68);
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una fase gelatinosa en la parte superior formada por glucidos y lipidos componentes del moco
(68), y un sobrenadante formado por compuestos proteicos de interés (68). Se descarto el
precipitado y la fase gelatinosa y nos quedamos con el sobrenadante. Tras este paso, se
sometid a la muestra a sonicacién (Branson Sonifer®) durante 5 minutos a una temperatura
de 4 °C, para después proceder con una segunda centrifugacion (centrifuga Allegra ® X-15R
Centrifuge) del sobrenadante (3000 g, 20 min, 4 °C). El sobrenadante resultante fue
recolectado en alicuotas de 500 pyL y 3000 pL, y almacenado a -80 °C para su posterior

liofilizacién (liofilizador Telstar.LyoQuest ™®).

3.2  Extraccién orgdnica

En este proyecto se ha probado la eficacia de la extraccién y purificacion del moco
epidérmico de pez con el uso de disolventes orgdnicos. Para ello, el protocolo se basa, con
ciertas modificaciones, en el procedimiento de los estudios de Subramanian et al. (2008) (70),

Rao et al. (2015) (71) y Lee et al. (2020) (72).

Primeramente, se resuspendieron el moco extraido y liofilizado en etanol 95 %, con el
volumen necesario para alcanzar una concentracion inicial de 1 mg/mL. Para ello, previamente
se mididé la concentracidn proteica en un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific ®, Wilmington, MA, USA) del moco para, asi, poder normalizarla al valor deseado (1
mg/mL). Se contd con diferentes lotes de moco, extraidos en dias diferentes, los cuales

contenian concentraciones de moco distintas.

Tras la resuspension del liofilizado, se sometid a la mezcla a una centrifugacion
(17950g, 30 min, 4 °C). Tras este paso, se sustrajo el sobrenadante alcohdlico y se reservo. El
precipitado obtenido fue lavado una vez mas con etanol 95 %, procediendo a una segunda
centrifugacién (17950g, 30 min, 4 °C). Tras esto, el sobrenadante resultante fue descartado y

guedandose el precipitado.

Este precipitado fue resuspendido en diferentes disolventes organicos junto con agua
destilada. En la bibliografia revisada anteriormente, se observé que el disolvente mas utilizado
fue el diclorometano (Sigma Aldrich ®) (70), (71), (72); sin embargo, ademas otros dos
disolventes orgdnicos como el acetato de etilo (Sigma Aldrich ®) y el dietiléter (Sigma Aldrich

®) fueron probados; aunque en las muestras de moco de trucha uUnicamente se realizo la
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extraccion con diclorometano. Esta resuspensidon fue realizada de diferentes formas:
utilizando un volumen de disolvente orgdnico cuatro veces mayor al de agua, tal y como se
realiza en estudios anteriores (73), y utilizando disolvente organico y agua por partes iguales.
Una vez resuspendido el precipitado, la mezcla resultante se divide en distintas fases: una fase
organica, una interfase y una fase acuosa. En el caso del diclorometano la fase organica
permanece en la parte superior, mientras que la acuosa en la parte inferior. Con los otros dos
disolventes ocurre lo contrario. Una vez diferenciadas las fases en cada una de las alicuotas,
estas fueron separadas y se procedio con los tratamientos correspondientes para cada una de
ellas. Las fases organicas fueron secadas y concentradas con nitrégeno, asi como las interfases
y el etanol sobrenadante de los pasos primarios del protocolo; las fases acuosas, por otro lado,
fueron liofilizadas o secadas con un sistema concentrador de vacio SpeedVac™ (Thermo Fisher

Scientific ®, Wilmington, MA, USA).

Tras concentrar las muestras, estas fueron resuspendidas de nuevo en diferentes
disolventes segun la fase que se trate. Las fases orgdnicas, las interfases y el etanol
sobrenadante se resuspendieron en 50 pL de dimetilsulféxido al 5 % (DMSO), mientras que
las fases acuosas fueron resuspendidas en 50 uL agua destilada. Una vez resuspendidas, se
cuantificaron la cantidad de proteinas de cada una de las muestras con el espectrofotémetro
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific ®, Wilmington, MA, USA) para después normalizar estas
concentraciones a 2 mg/mL para, asi, alcanzar la concentracién deseada de 1 mg/mL en el

ensayo antibacteriano.
3.3 Ensayo de difusion en agar

Esta técnica consiste en el cultivo de bacterias en placas de agar y la deposicidn de
discos de papel impregnados en la sustancia antibacteriana a estudio para que, tras el
crecimiento de la bacteria, se haga visible la actividad de las mismas mediante los

denominados halos de inhibicion alrededor de los discos (74).

Para este ensayo se utilizd los antibidticos kanamicina, gentamicina, ciprofloxacino y
cloranfenicol, a unas concentraciones de stock de 25 mg/mL, 50 mg/mL,2 mg/mLy 34 mg/mL
respectivamente; y fueron probados frente a las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. Los ensayos realizados con esta ultima fueron llevados a cabo en el Hospital de

Alicante.
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En cuanto al procedimiento, las bacterias se cultivaron en placas de Agar Miller Hinton
preparadas con antelacién, vertiendo 50 pL del preparado bacteriano normalizado a 3-10°
ufc/mL y distribuyendo uniformemente por la superficie del agar con un asa de siembra en
condiciones de esterilidad. Tras ello, se impregnaron con 15 uL de los respectivos antibidticos
en discos de papel Whatmann de 5 mm de didmetro y fueron depositados en la placa donde
se esparcio la bacteria. Una vez realizado se dejaron en el incubador a 37 °C durante toda la
noche. Para comprobar la sensibilidad y eficacia de la técnica se probaron diferentes
diluciones de los antibidticos: por un lado, las diluciones 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, y por otro, 1:50,

1:100, 1:200.

Estos ensayos se realizaron con el objetivo de estudiar la sensibilidad de este método

para los posteriores ensayos antibacterianos con el moco de pez.
3.3 Ensayo de dilucién seriada en caldo de cultivo

Este método es utilizado para estimar la inhibicion del crecimiento microbiano
mediante una técnica de dilucién en serie. Con este método se observa la inhibicion del
crecimiento de los organismos microbianos viables a partir de una Unica placa de dilucién sin

necesidad de placas repetidas (75).

Para la realizacién de este ensayo se utilizaron placas multipocillo para cultivo celular
(SPL LIFE SCIENCE ®). Se vertieron 50 uL del agente inhibidor del crecimiento bacteriano en el
primer pocillo de cada fila, contando entonces con volimenes de estos compuestos a sus
concentraciones de stock, y 25 pL de H,O o DMSO 5 % en el resto de los pocillos de la fila
dependiendo del tipo de muestra del que se utilice en el proceso. Tras ello, se realizé una
dilucién seriada del agente inhibitorio mediante el paso de 25 uL del mismo al pocillo siguiente
y siguiendo este mismo procedimiento hasta alcanzar el ultimo pocillo de cada fila. De esta
manera, se fue reduciendo a la mitad la concentracidn del compuesto, obteniendo un rango
de concentraciones decrecientes. Este método fue utilizado con diferentes fines en este

proyecto.

3.3.1 Ensayos antimicrobianos con el moco de pez

Estos ensayos fueron realizados con el objetivo de testar el potencial antibacteriano

de las diferentes muestras de moco de pez. Se probd la actividad de las diferentes fases
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obtenidas de la extraccion del moco: las fases acuosas, las fases organicas, las interfases y el

etanol sobrenadante extraido en el proceso inicial de lavado del moco.

En cuanto al procedimiento, se utilizaron placas multipocillo para cultivo celular (SPL
LIFE SCIENCE ®) y fueron clasificadas por filas. En la primea fila de pocillos se realizaron los
controles pertinentes para cada muestra: un control de DMSO 5 % (50 uL) para las fases
orgdnicas, las interfases y el etanol sobrenadante; un control de H,O (50 p) para las fases
acuosas; un control de bacterias (25 pL bacterias y 25 plL caldo de cultivo Mdller Hinton), y un
control de Miiller Hinton para cerciorarse de que no esté contaminado. En las siguientes filas
se realizo el ensayo propiamente dicho, en el cual se probaron las distintas fases de moco tras
la extraccién. Para ello, se colocaron 50 pL de cada una de las muestras en los primeros pocillos
de cada fila y se realizé la dilucidn seriada de la muestra pasando 25 pL de la misma a los
pocillos sucesivos, previamente llenados con 25 uL de H,0 o DMSO 5 % dependiendo de la

fase que se esté estudiando.

Una vez vertidas las muestras y preparados los controles, colocamos 25 uL de bacterias
en los pocillos donde se encuentran las fases del moco. Las bacterias se encontraban a una
concentracién stock de 5,6-10° ufc/mL (ufc, unidades formadoras de colonias) para Escherichia
coli y 2,36:10° ufc/mL para Staphylococcus aureus y fueron llevadas a una concentracion

resultante de una dilucién 1:100 de un estandar 0,5 McFarland (1,5-10° ufc/mL).

Las placas se depositaron en un incubador, dejandolas toda la noche a una

temperatura de 37°C.
3.3.2 Actividad del moco de pez junto a antibiéticos

En estos experimentos, el ensayo se vio ligeramente modificado. En el primer pocillo
de cada fila se introdujeron 50 pL de una disolucién de kanamicina o ampicilina a una
concentracién concreta en la muestra de moco (para el ensayo de actividad), en agua (para
los controles de la fase acuosa) y en DMSO 5 % (para los controles de |la fase organica, interfase
y etanol sobrenadante). Estos controles con aguay DMSO 5 % nos sirven para cerciorarnos de
la correcta funcidon del antibidtico testado frente a las bacterias que probamos en los
experimentos, asi como de comparativa frente a los ensayos de moco junto con el antibidtico.

En el resto de pocillos de las filas se vertieron 25 pL del moco, agua o DMSO 5 % vy se realizd
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la dilucidn seriada pasando 25 pl del pocillo principal al siguiente, de este al que le procede y

asi sucesivamente hasta llegar al final de la fila Se descartaron los 25 uL de mezcla sobrante.
3.3.2.1Kanamicina

Para los ensayos contamos con kanamicina a una concentraciéon de stock de 25 mg/mL.
En primer lugar, se realizé una dilucién 1:5 en H,O para obtener el antibidtico a una
concentraciéon de 5 mg/mL en un volumen final de 100 uL (80 uL de H,O y 20 uL de
kanamicina). Tras esto, se diluyé una segunda vez la kanamicina con la intencién de alcanzar
una concentracion de 50 pg/mL. Para ello se llevé a cabo una dilucién 1:100 con H20 o DMSO,
para poder utilizarla frente a la fase acuosa y para las fases orgdnicas, interfases, y etanol de
los sobrenadantes respectivamente. Esta dilucion se realizd para un volumen final de 100 mL

(99 uL de H,0/DMSO y 1 uL de kanamicina 5 mg/mL).
3.3.2.2 Ampicilina

Para los ensayos contamos con ampicilina a una concentracion de stock de 100 pg/mL.
Se realizé una dilucién 1:100 en HO para obtener el antibidtico a una concentracion de 1
mg/mL en un volumen final de 100 pL (99 uL de H,0 y 1 pL de ampicilina). Se realizd una
segunda dilucién 1:50 (98 pL de H,0/DMSO y 2 pL de ampicilina) con H,0 o DMSO hasta

alcanzar 20 pg/mL.
3.3.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los antibiéticos

Antes de realizar los experimentos anteriores, se determind cudles serian las
concentraciones minimas de cada uno de los antibiéticos capaces de inhibir el crecimiento
bacteriano en condiciones normalizadas. Este procedimiento se llevd a cabo para kanamicina

(25 mg/mL) y ampicilina (100 mg/mL).

Para la realizacién de este ensayo se utilizaron placas multipocillo para cultivo celular
(SPL LIFE SCIENCE ®). Se vertieron 50 pL de los respectivos antibidticos en el primer pocillo de
cada fila, contando entonces con voliumenes de los antibidticos a sus concentraciones de
stock, y 25 puL de H20 en el resto de los pocillos de la fila. Tras ello, se realizé una dilucién
seriada del antibiético pasando 25 plL del mismo al pocillo siguiente y siguiendo este mismo
procedimiento hasta alcanzar el ultimo pocillo de cada fila. De esta manera, se fue reduciendo
a la mitad la concentraciéon de antibidtico, obteniendo un rango de concentraciones

decrecientes.
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4. RESULTADOS

4.1 Actividad antibacteriana de los extractos organicos de moco de anguila

Para determinar el potencial antibacteriano del moco de anguila, se realizaron ensayos
de dilucién en placas multipocillo, en el cuales se probaron los productos del moco tras el
procedimiento de extraccién orgdnica directamente frente a bacterias (Escherichia coli y

Staphylococcus aureus).

Para estos ensayos se conté con diferentes lotes de moco, clasificados segun la fecha
de su extraccion, como podemos observar en la Tabla 6. Cada uno de ellos contd con
concentraciones diferentes y, por tanto, fueron resuspendidos en diferentes volimenes de
etanol en los estadios primarios del proceso, para la normalizacién de las concentraciones a 1

mg/mL.

Tabla 6. Esquema de los lotes utilizados para la extraccidn organica.

Lote Volumen Concentracion Volumen
inicial (uL) de proteinas EtOH 95 %
(mg/mL) (uL)
Lote 1 3000 0,65 1950
Lote 2 500 0,59 295
Lote 3 500 0,41 1200
Lote 4 500 0,56 280

Tabla 6. En esta tabla podemos observar los distintos lotes usados para la extracciéon organica, asi como las
concentraciones de proteinas de cada uno de ellos y los volimenes de etanol utilizados para llegar a la
concentracion deseada de 1 mg/mL en cada uno de ellos. Lote 1 extraido el 22/03/2021; lote 2 extraido el

29/03/2021; lote 3 extraido el 07/04/2021; lote 4 extraido el 13/04/2021.

Todos estos lotes fueron divididos en diferentes alicuotas con el fin de ser probados

con los 3 disolventes de la extraccidn organica (diclorometano, acetato de etilo y dietiléter).
4.1.1 Extraccion con diclorometano

Para el diclorometano, el primer lote utilizado fue una alicuota de 3 mL del lote 1. Este
lote presentaba una cantidad de proteinas de 3000 pg; una vez realizada la extraccién, se
midiod la concentracidn proteica de cada una de las fases y se obtuvo 200 ug de proteinas en

la fase acuosa (rendimiento del 6,67 %) y 586 ug de proteinas en la fase organica (rendimiento
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del 19,53 %). No se obtuvo interfase alguna en este lote. En cuanto a la actividad

antibacteriana, el ensayo no presento inhibicidn del crecimiento de E. coli.

El siguiente lote utilizado fue el extraido el lote 2. Se usaron dos alicuotas diferentes
(de 500 uL cada una) de este lote para la extraccién organica con diclorometano. Debido a la
normalizacién de las concentraciones a 1 mg/mL, ambas alicuotas contaban con una cantidad
de proteinas de 500 ug. Tras la extraccién, la primera alicuota conté con 15 pg de proteinas
en la fase acuosa (rendimiento del 3 %) y 63 ug de proteinas en la fase organica (rendimiento
del 12,6 %) y no se obtuvo interfase de la misma. La segunda alicuota conté con 12,5 ug de
proteinas en la fase acuosa (rendimiento del 2,5 %) y 3,5 pug de proteinas en la fase orgdnica
(rendimiento del 0,7 %) y 9,5 ug de proteinas en la interfase (rendimiento del 1,9 %). Ninguna

de estas fases presentd en el ensayo antimicrobiano actividad antibacteriana.

Otro lote utilizado fue el extraido el lote 3. Se usé una alicuota de 3 mL que contaba
con una cantidad de proteinas de 3000 pg. Tras la extraccion se obtuvieron 193 ug de
proteinas en la fase acuosa (rendimiento del 6,43 %) y 200 ug de proteinas en la fase organica
(rendimiento del 6,67 %) y no se obtuvo interfase. Este lote presenté actividad nula en cuanto

al ensayo antibacteriano.

Otro lote utilizado fue el extraido el lote 4. Se usaron dos alicuotas de 500 uL cada una
gue contaban con una cantidad de proteinas de 500 pg. Tras la extraccion, la primera alicuota
contd con 27,5 ug de proteinas en la fase acuosa (rendimiento del 5,5 %) y 115 pg de proteinas
en la fase orgdnica (rendimiento del 23 %) y no se obtuvo interfase de la misma. La segunda
alicuota conté con 70 pg de proteinas en la fase acuosa (rendimiento del 14 %) y 6 ug de
proteinas en la fase organica (rendimiento del 1,2 %) y 0,5 ug de proteinas en la interfase
(rendimiento del 0,1 %). Este lote tampoco presentd ningun potencial antibacteriano en el

ensayo realizado frente a E. coli.
4.1.2Extraccion con dietiléter

Para el dietiléter, el primer lote utilizado fue el extraido el lote 2. Se usaron una alicuota
de 3 mLy otra de 500 uL para la extraccidn organica con este lote. Debido a la normalizacién
de las concentraciones a 1 mg/mL, la primera alicuota contaban con una cantidad de proteinas
de 3000 pg, y la segunda de 500 pg. Tras la extraccidn, la primera alicuota conté con 268 ug

de proteinas en la fase acuosa (rendimiento del 8,93 %) y 266 ug de proteinas en la fase
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organica (rendimiento del 8,67 %). La segunda alicuota conté con 91 pg de proteinas en la fase
acuosa (rendimiento del 18,2 %) y 92 ug de proteinas en la fase orgdnica (rendimiento del 18,4
%). No se obtuvo interfase de ninguna de las alicuotas del lote del Lote 2 extraidas con
dietiléter. Asimismo, ninguna de estas fases presentd actividad antibacteriana en el ensayo

antimicrobiano.

Otro lote utilizado fue el extraido el lote 3. Se usé una alicuota de 3 mL que contaba
con una cantidad de proteinas de 3000 pg. Tras la extraccidn se obtuvieron 3 pg de proteinas
en la fase acuosa (rendimiento del 0,1 %) y 340 pg de proteinas en la fase organica
(rendimiento del 11,33 %) y 470 ug de proteinas en la interfase (rendimiento del 15,7 %). Este

lote presentd actividad nula en cuanto al ensayo antibacteriano.

Otro lote utilizado fue el extraido el lote 4. Se usé una alicuota de 500 pL que contaba
con una cantidad de proteinas de 500 pg. Tras la extraccidn se obtuvieron 60 ug de proteinas
en la fase acuosa (rendimiento del 12 %) y 28,5 pg de proteinas en la fase orgdnica
(rendimiento del 5,7 %). Este lote no presenté actividad en cuanto al ensayo antibacteriano

se refiere.
4.1.3 Extraccion con acetato de etilo

Para el acetato de etilo, el primer lote utilizado fue el extraido el lote 2. Se usd una
alicuota de 500 uL que contaba con una cantidad de proteinas de 500 pg. Tras la extraccién se
obtuvieron 112 ug de proteinas en la fase acuosa (rendimiento del 24,4 %) y 6 ug de proteinas
en la fase orgdnica (rendimiento del 1,2 %). No se obtuvo interfase para este lote. Este lote

presentd actividad nula en cuanto al ensayo antibacteriano.

Otro lote utilizado fue el extraido el lote 3. Se usd una alicuota de 500 uL que contaba
con una cantidad de proteinas de 500 pg. Tras la extraccién se obtuvieron 75 pg de proteinas
en la fase acuosa (rendimiento del 15 %) y 32,5 ug de proteinas en la fase orgdnica
(rendimiento del 6,5 %). Este lote tampoco presenté interfase. En cuanto a la actividad

antibacteriana, esta fue nula para este lote.

Otro lote utilizado fue el extraido el lote 4. Se usé una alicuota de 3 mL que contaba
con una cantidad de proteinas de 3000 pg. Tras la extraccidén se obtuvieron 9 ug de proteinas

en la fase acuosa (rendimiento del 0,3 %) y 120 pg de proteinas en la fase orgdnica
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(rendimiento del 4 %). No se obtuvo interfase. Este lote no presentd potencial inhibitorio para

el crecimiento bacteriano.

Como podemos observar, ninguna muestra del moco de anguila extraido con el
protocolo orgdnico presentd actividad antibacteriana. Asimismo, los rendimientos obtenidos
en cuanto a la cantidad de proteinas con las que contaban cada una de las fases de la
extraccién fueron muy bajos; siendo mas bajos para las fases acuosas que para el resto de

fases.

En la Tabla 7 podemos observar, de manera mas esquematica, los resultados obtenidos

de la extraccidn organica de moco epidérmico de anguila.

Tabla 7: Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos organicos de moco de anguila.

Cant. Cant. Rto. Cant. Rto.

. . g ‘g Cant. Rto.
Lote p.ro.te:ma proteina final Fase protemalfn:nal @ proteina final Interfase Actividad
inicial Fase acuosa  acuosa Fase orgdnica  orgdnica Interfase (1g) (%)
(ng) (ng) (%) (ng) %)
Diclorometano
Lote 1 3000 200,0 6,67 586,0 19,53 - - -
Lote 2 500 15,0 3,00 63,0 12,60 - - -
Lote 2 500 12,5 2,50 3,5 0,70 9,5 1,9 -
Lote 3 3000 193,0 6,43 200,0 6,67 - - -
Lote 4 500 27,5 5,50 115,0 23,00 - - -
Lote 4 500 70,0 14,00 6,0 1,20 0,5 0,1 -
Dietiléter
Lote 2 3000 268 8,93 266,0 8,87 - - -
Lote 2 500 91 18,20 92,0 18,40 - - -
Lote 3 3000 3 0,10 340,0 11,33 470 15,7 -
Lote 4 500 60 12,00 28,5 5,70 - - -
Acetato de etilo
Lote 2 500 112 22,40 6,0 1,20 - - -
Lote 3 500 75 15,00 32,5 6,50 - - -
Lote 4 3000 9 0,30 120,0 4,00 - - -

Cant., cantidad; Rto., rendimiento; -, nulo/a.
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4.2 Actividad antibacteriana de los extractos organicos de moco de trucha

Para estudiar la actividad antibacteriana del moco de trucha, se realizaron ensayos de
dilucion en placas multipocillo, en el cual se probaron los extractos organicos del moco

epidérmico de estos peces frente a bacterias (Escherichia coli y Staphylococcus aureus).

La concentracion inicial de proteinas en cada uno de los lotes fue de 18 mg/mL
aproximadamente (con un error relativo de + 0,1). Para normalizar todos los tubos a una
concentracién de 1 mg/mL, los lotes fueron resuspendidos en 3,6 mL de etanol 95 % y
divididos en 2 alicuotas de 1,8 mL cada una en los primeros pasos de la extraccion organica.
Debido a esta normalizacidn, la cantidad de proteina inicial en cada uno de los lotes fue de

3600 pg.

Tras realizar los procedimientos correspondientes de la extraccién orgdnica, se
observé que, en cada uno de los lotes, las fases orgdnicas y las acuosas contaban con valores
de concentracién practicamente idénticos (con error relativo de + 0,02), por tanto, el célculo
del rendimiento obtenido con la extraccion se realizé por lotes. Ademas, en ninguno de los

casos se obtuvo interfase.

En el lote control (PBS 1.3), se obtuvieron 3595,3 ug de proteina y, por lo tanto, un
rendimiento del 99,9 %. En el lote LPS 2.1, la cantidad de proteina tras la extraccién fue de
3175 pg, obteniéndose un rendimiento del 88,2 %. En el lote LPS 2.3 se obtuvo 2672,6 ug
(rendimiento del 74,2 %). En el lote LPS 5.1, 2363,3 ug de proteina (rendimiento del 65,6 %).
En el lote LPS 5.3, 2531,2 ug de proteina (rendimiento del 70,3 %). En el lote PIC 3.1, 1884,9
ug de proteina (rendimiento del 52,4 %). En el lote PIC 3.3, 3577,1 ug de proteina (rendimiento
del 99,4 %). En el lote PIC 6.1, 3423,6 ug de proteina (rendimiento del 95,1 %). En el lote PIC
6.3, 3520,9 pg de proteina (rendimiento del 97,8 %). En la Tabla 8 podemos observar de
manera mas esquematica los resultados obtenidos de la extraccién organica del moco

epidérmico de las truchas.
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Tabla 8: Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos organicos de moco de trucha.

Lote Cai::;il:c():::)n a Ca:itr;;r(c: :)ma Rto. (%) Actividad
Diclorometano
PBS1.3 3600 3595,3 99,9 Nula
LPS 2.1 3600 3175,0 88,2 Nula
LPS 2.3 3600 2672,6 74,2 Nula
LPS 5.1 3600 2363,3 65,6 Nula
LPS 5.3 3600 2531,2 70,3 Nula
PIC3.1 3600 1884,9 52,4 Nula
PIC3.3 3600 3577,1 99,4 Nula
PIC6.1 3600 3423,6 95,1 Nula
PIC6.3 3600 3520,9 97,8 Nula

Cant., cantidad; Rto., rendimiento.

Como podemos observar, con el moco de las truchas se obtuvieron valores de
rendimiento con la extraccion organica mucho mayores que con el moco de anguila. Sin
embargo, en cuanto a la actividad antibacteriana, ninguno de ellos presento capacidad

inhibitoria en el crecimiento de las bacterias E. coliy S. aureus.

4.3 Ensayos de difusién en agar

El objetivo del ensayo realizado con los antibidticos kanamicina, gentamicina,

cloranfenicol y ciprofloxacino, fue determinar la sensibilidad de la técnica en cuestidn.

Tras incubar las placas durante 24 h a 37°C, se pudo observar pequefios halos de
inhibicién rodeando los discos de papel Whatmann impregnados con los antibidticos a
diferentes diluciones. Con una regla estandar medimos la longitud del radio de estos halos. En
la Figura 3 podemos observar dos ejemplos en los cuales se diferencia este halo de inhibicion

claramente.
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Figura 3. Ejemplos de resultados obtenidos con la técnica de difusidn en agar. La primera placa (A) es
el resultado de la utilizacion de ciprofloxacino a unas diluciones de 1:2 (arriba derecha); 1:5 (arriba izquierda),
1:10 (abajo derecha), 1:20 (abajo izquierda). La segunda placa (B) es el resultado de la utilizacién de
ciprofloxacino a unas diluciones de 1:50 (arriba), 1:100 (abajo izquierda), 1:200 (abajo derecha). Ambas placas
fueron incubadas con Staphylococcus aureus. La flecha indica la zona de medicién para obtener el radio del halo
de inhibicidn.

En cuanto a los resultados obtenidos, no se observaron diferencias significativas entre
los halos de inhibicién que produjo el uso de antibiéticos a las diferentes diluciones a las que
se llevd a cabo el experimento. Debido a esto, se valoré que la técnica de difusion en agar no
presentaba la sensibilidad esperada para su uso con el moco de pez y se decidid descartar esta
técnica para el resto de ensayos antimicrobianos. En las siguientes tablas (Tabla 9 y Tabla 10)
se puede observar los resultados obtenidos. Para este ensayo se utilizaron los antibiéticos
kanamicina, gentamicina, ciprofloxacino y cloranfenicol, a unas concentraciones de stock de
25 mg/mL, 50 mg/mL,2 mg/mLy 34 mg/mL

Tabla 9. Resultados en cm del radio de inhibicidn tras la inoculacion de S. aureus y distintas concentraciones de

varios antibidticos

Antibiéticos? Radio halo de inhibicién (cm)

Dilucién 1:2 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200
Ciprofloxacino 1,4 1,1 0,9 0,7 0,9 0,8 0,4
Cloranfenicol 1,8 1,3 1,2 1 - - -
Kanamicina 0,6 0,5 0,4 0,3 0,8 0,7 0,3
Gentamicina 0,7 0,6 0,6 0,5 0,8 0,7 0,6

No se obtuvieron resultados coherentes para la placa de S. aureus con las diluciones 1.50, 1:100 y 1:200 de
cloranfenicol. Fue repetida hasta 3 veces y no se produjeron los halos pertinentes.
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Tabla 10. Resultados en cm del radio de inhibicidn tras la inoculacién de E. coli y distintas concentraciones de

varios antibioticos

Antibiéticos? Radio halo de inhibicién (cm)

Dilucién 1:2 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200
Ciprofloxacino 1,3 1 0,9 0,8 1,4 1,2 1
Cloranfenicol - - - - 0,7 0,5 0,4
Kanamicina 1,1 0,9 0,8 0,7 0,1 0,15 0,25
Gentamicina 1 0,9 0,8 0,6 0,6 0,5 0,3

No se obtuvieron resultados coherentes para la placa de E. coli con las diluciones 1:2, 1.5, 1:10 y 1:20 de
cloranfenicol. Fue repetida hasta 3 veces y no se produjeron los halos pertinentes.

4.4 Ensayos de dilucidn seriada en caldo de cultivo

4.4.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los antibioticos.

Tras realizar el ensayo de dilucién correspondiente, se obtuvieron cuales serian las
concentraciones minimas a las cuales los antibidticos cuenta con actividad inhibitoria del
crecimiento bacteriano. El objetivo de realizar este ensayo fue el de tener una idea concreta
del rango de concentraciones en el que los antibidtico kanamicina y ampicilina son funcionales
para, asi, poder realizar la comparacion pertinente al probar estos antibidticos junto a las

muestras de moco de anguila y trucha.

Se obtuvo que la concentracién minima inhibitoria de la kanamicina es 0,8 ug/mL, y la

de la ampicilina de 5 pg/mL.

4.4.2 Actividad de los antibidticos junto a moco de anguila

4.4.2.1 Kanamicina

Para la realizacion de estos ensayos se utilizaron diferentes lotes (lote 2; lote 3; lote 4),
cada uno de ellos extraidos con un disolvente diferente (dietiléter, diclorometano y acetato
de etilo respectivamente). De esta manera, se realizaron los experimentos en variedad de
condiciones en cuanto a la extracciéon de moco en crudo y las diferentes metodologias

utilizadas para la extraccion organica.

El objetivo del ensayo fue observar si el moco reducia la concentracion necesaria de
antibidtico para la inhibicion de crecimiento bacteriano. Por ello, primeramente, se realizaron
unos controles con H,0 y DMSO 5 % para observar cual seria el valor de esta concentracién

en condiciones sin moco.
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En cuanto a los resultados obtenidos con el moco, para el lote del Lote 2 (extraido con
dietiléter) se observd que, con una concentracién de proteinas de 4,70 mg/mL para la fase
organica y de 2,60 mg/mL para la fase acuosa, contaron con una MIC de 3,125 pg/mL. En el
lote del Lote 3 (extraido con diclorometano), la fase organica contaba con una concentracién
proteica de 6,5 mg/mL y produjo una MIC de 0,800 pg/mL; la fase acuosa contaba con una
concentraciéon de proteinas de 3,5 mg/mL y se observé una MIC de 3,125 pg/mL, y el etanol
sobrenadante obtenido en los primeros pasos de la extraccién de este lote, cuya
concentracién de proteinas fue de 1,91 mg/mL, produjo una MIC de 1,600 pg/mL. Por ultimo,
con el lote del Lote 4 (extraido con acetato de etilo) obtuvimos una fase orgdanica con una
concentracion proteica de 8,18 mg/mL que dio una MIC de 3,125 pg/mL, y una fase acuosa,

cuya concentracién fue de 4,5 mg/mL, produjo una MIC de 1,600 pg/mL.

Como podemos observar, en ninguno de los casos las extractos organicos de moco de
anguila mejoran la actividad de los antibidticos frente a Escherichia coli. Los resultados reflejan

un empeoramiento de estos valores con el uso del moco.

En la Tabla 13 podemos ver los resultados de manera mas esquematica y clara.

Tabla 13: Resultados de la actividad antibacteriana de los extractos organicos de moco de trucha.

Lote Fase Disolvente [Proteinas]* MIC
(ng/mL)

Lote 2 Organica Dietiléter 4,70 3,125
Lote 2 Acuosa Dietiléter 2,60 3,125
Lote 3 Organica Diclorometano 6,51 0,400
Lote 3 Acuosa Diclorometano 3,50 3,125
Lote 4 Organica Acetato de etilo 8,18 3,125
Lote 4 Acuosa Acetato de etilo 4,50 1,600

1. Concentracién de proteinas en mg/mL.

4.4.2.2 Ampicilina

Para este ensayo se utilizaron dos lotes, ambos extraidos con diclorometano ya que
fue el disolvente que mejores resultados ha brindado. Los lotes utilizados fueron el del lote 1

y el del lote 2.

Para el lote del lote 1 se obtuvo una fase organica cuya concentracion de proteinas de

2,93 mg/mL, y una fase acuosa con una concentracion de 1,00 mg/mL. Para el lote del Lote 2
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se obtuvo una fase organica con una concentracién de proteinas de 1,33 mg/mL, y una fase

acuosa con una concentracion proteica de 1,34 mg/mL.

Debido a que se conocia la MIC en condiciones control (H,O y DMSO 5 %), la cual conté
con un valor de 5 pg/mL, se realizé la dilucidon de ampicilina Unicamente para 3 pocillos por
cada una de las filas (tanto para los controles como para el ensayo con las muestras). El primer
pocillo contdé una concentracion de 10,0 ug/mL de ampicilina y, por tanto, el segundo tuvo

una concentracion igual a la MIC (5 pg/mL), y el tercero, de 2,5 pg/mL.

En cuanto a los resultados obtenidos, en los controles de H,O y DMSO 5 %, las bacterias
vieron inhibido su crecimiento hasta el tercer pocillo, lo cual fue lo que se esperaba ya que
este contaba con una concentracion subinhibitoria de ampicilina. Para la fase organica del lote
del Lote 2, no hubo inhibicién del crecimiento bacteriano, por tanto, la muestra empeoré la
actividad de la ampicilina. Para las fases acuosas de ambos lotes, las bacterias comenzaron a
crecer en el tercer pocillo (2,5 ug/mL.), por tanto, mantuvo el valor de la MIC y no varid la
actividad de la ampicilina por si sola. Por ultimo, para la fase orgéanica del lote 1 no hubo
crecimiento bacteriano en ningun pocillo, lo cual atisba una mejora de la actividad de la

ampicilina.
4.4.3 Actividad de los antibidticos junto a moco de trucha

Para este ensayo se utilizaron tanto las fases acuosas como las fases organicas de cada
uno de los lotes de moco de trucha extraidos en los dias 1y 2 (habiendo pasado 1 y 3 dias
respectivamente desde el comienzo del tratamiento). Todas ellas fueron extraidas con
diclorometano, ya que fue el disolvente que mejores resultados nos proporciond en la

extraccién organica del moco de anguila.

Cada uno de los lotes contaba con una concentracion de proteinas distinta y, por tanto,
cada una fue resuspendida en un volumen de H,0 o DMSO 5 % diferente con el fin de
normalizar todas las concentraciones a 2mg/mL. En la Tabla 14 se puede observar cada uno

de los lotes y sus correspondientes concentraciones y volimenes.
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Tabla 14: Tabla resumen de las concentraciones de los lotes de moco de trucha

Lote [Proteinas]* Volumen
resuspendido (pL)
PBS 1.3 7,16 558
LPS 2.1 10,50 950
LPS 2.3 23,12 1056
LPS 5.1 6,87 244
LPS 5.3 7,11 256
PIC3.1 6,14 207
PIC3.3 15,71 686
PIC6.1 10,41 421
PIC6.3 17,59 780

1. Concentracidn de proteinas en mg/mL.

Se dividié la placa multipocillo en columnas segun los lotes con los que se contaba para
realizar la dilucidon seriada. Ademads, se realiz6 un control con ampicilina y agua para

comprobar el correcto funcionamiento del antibiético en condiciones normales.

En cuanto a los resultados obtenidos, la columna control proporciond los resultados
esperados, ya que las bacterias vieron inhibido su crecimiento hasta el pocillo correspondiente
a la concentracion de 3,125 pg/mL, a partir del cual la bacteria crecié. Este resultado
concuerda con la MIC calculada anteriormente de 5 pg/mL. En el resto de columnas, en las
cuales estudiamos el efecto del antibidtico junto a los diferentes extractos de moco de trucha,
la bacteria no vio inhibido su crecimiento. Este hecho concluye que el moco de trucha no

favorece la actividad de la ampicilina, sino que la empeora.
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5. DISCUSION

Los peces estan en constante interaccidon con su medio acudtico, que contiene una
amplia gama de microorganismos patdgenos y no patdégenos. Debido a esto, cabria esperar
encontrar una gran cantidad de compuestos con actividad antibacteriana en las barreras

protectoras de estas especies (piel y mucosas).

En este proyecto se ha tratado demostrar el potencial antibacteriano con el que
cuentan las mucosas epidérmicas de los peces, mas concretamente de la anguila (Anguilla
anguilla) y la trucha (Oncorhynchus mykiss). Para ello, se llevé a cabo la purificacion del moco
mediante métodos de extraccién organica y probamos estos extractos organicos frente a las
bacterias Escherichia coli (Gram negativa) y Staphylococcus aureus (Gram positiva) mediante

diferentes ensayos antimicrobianos como la dilucién en caldo de cultivo.

En cuanto a la extraccién organica realizada, nuestro protocolo fue basado en estudios
anteriores en los cuales se llevd a cabo esta metodologia (Subramanian et al. (2008) (70), Rao
etal.(2015) (71) y Lee et al. (2020) (72)). En este protocolo se utilizé etanol al 95 % en volumen
para resuspender los productos de la extraccién primaria del moco posteriormente
liofilizados. Tras esta resuspensidon, la muestra con etanol fue sometido a varias
centrifugaciones y lavados del precipitado, de los cuales nos quedamos con el etanol
sobrenadante en cada una de ellas ya que en el etanol retiene moléculas pequefias tales como
metabolitos secundarios procedentes del moco (73). Siguiendo con el protocolo, la extraccién
se realiza mediante el uso de disolventes organicos, lo cual provoca la aparicién de dos fases
en las muestras de moco, una fase organica y una fase acuosa (en algunos casos también
aparece una delgada interfase entre ambas). En cada una de las fases se obtienen compuestos
de diferentes caracteristicas. En la fase organica quedan retenidas los productos proteicos y
moléculas hidrofdbicas o apolares y en la acuosa, aquellas moléculas hidrofilicas o polares
(75). Por ello, probamos todas las fases por separado, para, asi, conocer qué componentes del

moco de pez son los que presentan actividad antibacteriana.

En cuanto a los resultados obtenidos con los extractos organicos del moco epidérmico
de la anguila, el potencial antibacteriano obtenido en diferentes estudios tales como el
desarrollado en 2002 por Hellio et. al. (76), no se han observado en el presente estudio. En las
condiciones experimentales en las que los extractos organicos del moco de anguila fueron

probados, no se ha observado actividad antibacteriana frente a ninguna de las bacterias
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probadas. Esta variacion en los resultados obtenidos ha podido darse por diferentes causas.
En primer lugar, la especie utilizada puede no producir los componentes antimicrobianos
suficientes para la inhibicién del crecimiento bacteriano, tal y como defiende otro estudio
realizado por Shephard et. al. (77) en 1984, el cual postula que las células productoras de
moco en la capa epidérmica y epitelial difieren entre las especies de peces y, por lo tanto,
podrian influir en la composicién del moco. Asimismo, debido a que las anguilas proceden de
piscifactoria, es posible que, debido a no proceder de habitats salvajes, no cuenten con un
sistema inmune suficientemente desarrollado como para contar con suficiente cantidad de
compuestos antimicrobianos en las secreciones epidérmicas de moco (78). Otro estudio
realizado en 2008 defiende que las moléculas pequefias extraidas mediante disolventes
orgdanicos pueden no ser los componentes antimicrobianos mas activos de las mucosas de las
anguilas, por tanto, este puede ser otro de los motivos por el cual no obtuvimos los resultados

esperados con estos extractos (70).

Debido a los resultados obtenidos, se optd por la utilizacidn de otras especies de peces,
como la trucha. Ademds, estos peces fueron sometidos a un tratamiento de
inmunoestimulacién, ya que, al tratarse también de peces procedentes de piscifactoria,
quisimos mejorar las condiciones en cuanto al desarrollo de su sistema inmune se refiere. Para
este tratamiento utilizamos inmunoestimulantes basados en PAMPS (Poly I:C y LPS). El Poly
I:C es un inmunoestimulante similar en estructura al ARN de doble cadena presente en ciertos
virus y un activador natural del TLR3 (Toll-like receptor 3) (79). El LPS, por otro lado, es un
componente mayoritario de la membrana externa de las bacterias Gramnegativas y es
reconocido por las células inmunes a través del Toll-like receptor 4 (TLR4) (71). Sin embargo,
los extractos organicos de las truchas tampoco mostraron ninguna actividad antibacteriana

frente a las bacterias usadas.

En vista de los resultados, se concluyd en la posibilidad de utilizar los extractos de moco
junto a antibidticos cuyos mecanismos moleculares favorezcan la entrada de los compuestos
antimicrobianos del moco en las bacterias. Por ello, se probé la actividad del moco epidérmico
de la trucha y la anguila con kanamicina y ampicilina. La kanamicina, por un lado, pertenece a
la familia de los aminoglucdsidos, cuya diana molecular es el ARN celular e inhibe la replicacién
bacteriana (80). Estudios anteriores han demostrado que los aminoglucésidos alteran las

membranas bacterianas (80), por ello, creemos que la actividad del moco se verd amplificada
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gracias a esta mejora de la entrada a las células bacterianas de los compuestos que le otorgan
la actividad antimicrobiana al moco. Por otro lado, la ampicilina es el primer derivado de Ia
penicilina, utilizado para tratar infecciones bacterianas desde el afio 1961, que pertenece a la
familia de los B-lactdmicos cuya actividad es la inhibicion de la sintesis de la pared celular
durante la replicacion celular en bacterias gran positivas y gran negativas (81). Debido estos
mecanismos moleculares y dianas de accion de estos antibidticos, se opind que mejoraria su
actividad si estos iban acompanados de los extractos de moco, sin embargo, se observé que
los antibidticos presentaban una igual o actividad antibacteriana cuando fueron combinados
con los extractos de moco. Este resultado cerciord ain mads de la nula actividad antibacteriana

de los extractos de moco de pez en las condiciones experimentales dadas.
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6. CONCLUSIONES
En este proyecto se ha tratado de demostrar el potencial antibacteriano de las
mucosas epidérmicas de la anguila y la trucha, tras ser sometidas a una extraccién con

disolventes organicos. En vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que:

- Laextraccion organica no es un buen método para la purificacién del moco epidérmico
de los peces, ya que el rendimiento obtenido en cuanto a cantidad de proteinas es muy
bajo, sobre todo para las anguilas.

- Los extractos organicos de moco no han probado tener actividad inhibitoria del
crecimiento bacteriano. Incluso en truchas sometidas a tratamientos de 1 a 3 dias con
diferentes inmunoestimulantes (PAMPS).

- Los extractos orgdnicos del moco de anguila y truchas no presentan actividad en
combinacién con antibidticos aminoglucésidos ni B-lactamicos. Mds concretamente,

empeora la actividad de los mismos.

7. PROYECCION DE FUTURO

Debido a la creciente necesidad de nuevas herramientas para tratar enfermedades
infecciosas por la prevalencia de la resistencia a antibidticos, la investigacidon acerca del
potencial del sistema inmune de los peces puede resultar de gran interés. Ademas, el
descubrimiento de nuevas fuentes de productos antibacterianos procedentes de peces puede
resultar de gran beneficio para la creciente industria de la acuicultura en todo el mundo, ya
gue, gracias a estos avances, se propone una nueva via de mercado en el sector farmacoldgico,

fomentando la economia circular.

Sin embargo, es necesario fomentar y continuar con las investigaciones pertinentes
sobre esto, para conseguir una mejor comprensiéon acerca de la funcién de la mucosa de los
peces y para el desarrollo de técnicas y metodologias mas definidas para la extraccién de las

mucosas epiteliales de los peces.

En lo referente a este proyecto y los resultados obtenido en el mismo, se plantean las
siguientes proyecciones de futuro con la intencion de vislumbrar nuevas maneras de mejorar

la extraccion del moco:
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Estudio de especies de peces procedentes de habitats salvajes, en los cuales se
encuentren en continuo contacto con los microorganismos que los albergan. De esta
manera, los peces estudiados contardn con un sistema inmune innato mas preparado
para la defensa frente a bacterias.

Investigacidon con otras especies de peces, ya que la actividad antibacteriana de las
mucosas depende en gran medida de la variacion entre especies.

Modificar los protocolos de extraccidn orgdnica para obtener extractos con una mayor
concentracion de proteinas. Con la intencion de contar una mayor cantidad de
compuestos con capacidad antibacteriana en cada extracto.

Estudiar el potencial antivirico y antifungico de los extractos de mucosa de pez, ya que,
aunqgue no haya proporcionado los resultados esperados para las bacterias, puede que
si cuenten con cierta actividad para con estos patégenos.

Identificacion y caracterizacion de los genes de la piel de las especies de peces

estudiadas para mejorar la comprensién de la
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