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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue identfiestructuralmente por Espectrofotometria
de Infrarrojos, fracciones que presentan actividatimicrobiana que fueron obtenidas a
partir de secreciones cutédneas extraidas de amgda especidgalychnis spurrelli

anfibios colectados en la zona noroccidente dehécu

Se efectuaron extracciones de secreciones cutaneasespecimenes disponibles, con la
ayuda de un equipo estimulador transcutaneo pditaica) después se lavo la superficie
dorsal de cada rana con agua desionizada. Unawelectadas las soluciones, se procedio
a realizar la liofilizacién de las secreciones, signiendo un polvo fino blanquecino,
sélido que posteriormente fue separado por CromadieglLiquida de Alta Eficiencia,
donde se obtuvieron fracciones de acuerdo a sydiata retencion. A continuacion, cada
fraccidn se analizé en diluciones con distintasasgpaislados de tres tipos de bacterias en
cuatro proporciones y por triplicado, técnica cangue se determiné que a partir de la
fraccidon namero 38 hasta la 70 son efectivas enomgroporcion para la inhibicion del

crecimiento bacteriano.

Luego de obtener un volumen adecuado de cadadraeféctiva, se procedio a liofilizar
nuevamente, y con los solidos obtenidos se elatmonaastillas con bromuro de potasio
para su lectura por Espectrofotometria de Infrasiofe obtuvieron espectros en los que se
constaté que los compuestos activos de las senecioutdneas son péptidos, ya que
presentaron bandas caracteristicas de una amidamdse@, dando una asignacion

provisional de una estructura secundaria delflifgoninar.



Con este estudio se sientan bases para investgacituturas que conllevan a la
secuenciacion de cada fraccion, la especificackdmasas moleculares, y la determinacion

de estructuras terciarias, pasos necesarios patdezer la posibilidad de su sintesis.

Palabras clave: Agalychnis spurrelli liofilizacion, fracciones con actividad

antimicrobiana, cromatografia liquida de alta eficia, espectrofotometria de infrarrojos.



ABSTRACT

The main goal of this work was the structural idf@ation by Infrared Spectrophotometry,
fractions that present antimicrobial activity whi¢tad been obtained from cutaneous
secretions extracted from anurans of the sp&gedychnis spurrelliamphibians collected

at the northwest zone of Ecuador.

It has been staged extractions of cutaneous sewset available specimens with help of a
transcutaneal stimulating equipment designed fophabmans. Afterwards, it has been
washed dorsal surface of each with deionized wétece all the solutions were collected,
it has been proceeded to perform the lyophilizatibthe secretions, obtaining a solid fine
white powder which on the next step was separatgd tWigh Performance Liquid
Chromatography, obtaining fractions regarding @emtion time. Later, each fraction has
been analyzed on dilutions with distinct straing &olated of three kinds of bacteria on
four portions, by three times, technique used terdane that starting from fraction 38 to

70 are effective in less proportion for inhibitiohbacterial growth.

After obtaining an adequate volume of each effecfiraction, lyophilization has been
proceeded once again, and with all the obtainetissopills has been elaborated with
potassium bromide for the reading by Infrared Sp@ttotometry. Spectrograms have
been obtained in which it was verified that actbeenpounds of cutaneous secretions are
peptides due to the fact that characteristic bahdssecondary amide, giving a provisional

assignment of a secondary structur@ sheet type.



With this study foundations are made for furthewestigations which lead to the
sequencing of each fraction, specification of molec masses, and determination of

tertiary structures, necessary steps to estaliiespassibility of its synthesis.

Key words: Agalychnis spurrelli lyophilization, antimicrobial activity fractiongiigh

Performance Liquid Chromatography, Infrared Spedttodometry.



INTRODUCCION

Los organismos vivos son sistemas abiertos qua@eatran constantemente expuestos al
medio ambiente, lo cual implica enfrentar el riesgastante de adquirir infecciones, por
lo que han desarrollado mecanismos de defensa apferman el sistema inmune para

combatir cualquier tipo de amenaza.

Entender a la biodiversidad como una fuente forblelade recursos medicinales ha
impulsado numerosos estudios en los anfibios d mivmdial en los ultimos 50 afios, ya
gue sus secreciones contienen numerosos compuEstogropiedades neuroquimicas y
medicinales que resultan de gran interés para i@#ificos, por lo que en el 2004 el
laboratorio de Citogenética de Anfibios de la Fiané Universidad Catélica del Ecuador
inicia un proyecto de investigacién en el que sdizaron pruebas en distintas secreciones
de anfibios de las familias: Hylidae, Dendrobatjdaanidae, para la determinacién de la
presencia de compuestos farmacolégicos [1]. Sectdete presencia de alcaloides en la
Familia Dendrobatidae y en el 2006 se realiza alisia de las muestras purificadas por

Cromatografia de Gases con detector de Masas [2].

En el 2007 el laboratorio emprende un estudio amplke secreciones de anfibios
ecuatorianos con pruebas de susceptibilidad eretestpatogenas [3] y se define la
actividad antimicrobiana en secreciones cutdneagprentes deAgalychnis spurrellcon

una inhibicibn en un numero mayor de aislados teysiss a antibidticos de uso
terapéutico. En 2009 se desarrolla una serie dgyeson las secreciones de esta especie
para comprobar la inhibicion del crecimiento de dum fitopatégenos y se demuestra

actividad antifungica con un efecto inhibitorio pie® [4].



A partir de 2010, se han realizado pruebas contgimde levaduras patdgenas, células
cancerigenas y la separacion de la secrecion ecidrees por Cromatografia liquida de
alta eficiencia para su analisis microbiologicdbawterias patégenas [5] asi como el inicio

del andlisis quimico en cada fraccién con actividatimicrobiana.

A pesar de que los trabajos anteriores al preseate reportado que los compuestos
presentes son péptidos, no se ha especificado mingétodo para la identificacion
cualitativa de éstos, por lo que el presente estadienfoca en la identificacion de las
fracciones obtenidas por HPLC de secreciones casauae Agalychnis spurrellique
presentaron actividad antimicrobiana, por Espeatoofietria de Infrarrojos (FT-IR), con el
fin de dar una base quimica para proseguir con sind® mas minucioso de los

compuestos presentes.

Por consiguiente, se plantea a continuacion conjetied principal de este trabajo el
identificar estructuralmente fracciones con actdidntimicrobiana obtenidas del exudado
de la rana ecuatorian&galychnis spurrelliutiizando Espectrofotometria de Infrarrojos.
Como objetivos especificos se propapdimizar el método de purificacién/separacion del
extracto crudo de la rana, determinar los gruposifmales de las fracciones con mayor
actividad antimicrobiana, y comparar los espeadttenidos de cada fraccion y establecer

diferencias entre éstas.

A continuacion se muestra el contenido de caddutagara poder guiar de mejor manera

al lector a través de este trabajo:



En el Capitulo I, se encuentra una breve descripd® los anfibios, de la especie en
estudioAgalychnis spurrelliy una revision bibliografica del principio actiymsible, los

péptidos, su accion antimicrobiana, tipos y mecaossde accion.

En el Capitulo Il, se detalla el principio teéride cada técnica utilizada, los equipos,

materiales, reactivos empleados y los procedimseapdicados en la fase experimental.

En el Capitulo I, se presentan los resultadosmitibs del trabajo, los cuales son sujetos a

discusion a través de los datos experimentalesngdgpretacion de espectros.

Finalmente, en el Capitulo IV se establecen lasclosiones y recomendaciones

procedente del desarrollo investigativo.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Anfibios

1.1.1. Caracteristicas Generales

Los anfibios son animales ectotérmicos, es deoir dependen de una fuente de calor
externa para mantener la temperatura de sus cueBposanimales de sangre fria que
tienen la piel tipicamente desnuda, lisa y viscokamisma que sirve tanto de 6rgano
respiratorio como de aparato secretor [6]. A difer@ del resto de los vertebrados, se
distinguen por sufrir una transformacion drastindaeanatomia y fisiologia de su cuerpo

durante su desarrollo, denominada metamorfosig|[6,

Poseen una increible variedad de disefios, tamghoslores con gran multiplicidad de
rayas y lunares. Se confunden con el entorno pamauftarse o bien estan vivamente
coloreados para avisar a sus depredadores quees@mosos. El color también puede
ayudar a absorber o reflejar el calor, o ser uactitto sexual, y puede variar con la

humedad, la temperatura y el estrés.

Los anfibios son el reflejo de un gran paso evatutle los vertebrados para conquistar el
medio terrestre. Si bien son animales terrestréss siguen ligados al agua por sus
mecanismos de reproduccion y desarrollo, para@grpcompletar eficazmente su ciclo
de vida. Pero, se observa en éstos una tendericdependizarse del medio acuatico,
evidenciada por la evolucion morfolégica en extaades, cinturas pélvica y pectoral

como caracteres relevantes [8-12].



La alimentacion se basa en vegetales durante & l&éasaria, y en la fase adulta son
grandes consumidores de artropodos terrestresigalmente insectos, lo cual contribuye
a regular las poblaciones de éstos. También semtén de otros invertebrados ya que las

presas pueden variar segun el tamafio de los asfifjio

1.1.2. Clasificacion [13, 14]

Los anfibios pertenecen a la fami#anphibia que esta dividida en tres subclases de las
cuales dos estan extintas, y la tercera que in@upeas las especies de anfibios vivientes,
Lissamphibia que se clasifica en 3 grupossymnophiona (Cecilidos), Caudata

(Salamandras), fnura(Sapos y Ranas).

1.1.3. Habitat
Se conocen mas de 6500 especies de anfibios qitarhadulos los continentes, excepto en
las regiones articas y en los desiertos mas ardgsnas especies viven la mayor parte de

su vida adulta en el agua, mientras que otrasstaotamente terrestres [8].

En la Figura 1 se puede observar el numero de iespde anfibios por pais, cada color
representa el rango en el que éste se encuentnalo dasi una perspectiva de su

distribucion a nivel mundial.
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Figura 1. Distribucion total de especies de anfibios a nimahdial

El Ecuador posee 479 especies descritas formalmeéatas cuales 191 especies (40%)
son endémicas. Es el tercer pais con mayor diwfsit anfibios después de Brasil y
Colombia, pero el primero si se considera su nurderespecies por unidad de superficie
(0.017 especies/kin Actualmente, no menos del 31% (146 especies)aufEios

ecuatorianos estan en categorias de riesgo deciéxtig entre ellos 11 especies estarian

extintas [15, 16].

1.1.4. Morfologia

Los anuros y los caudatos presentan, por lo germrairo extremidades, mientras que los

cecilidos carecen de ellas y la locomocion la éfettpor ondulaciones horizontales del

cuerpo. La boca alcanza gran tamafio y, en ocasioaeprovista de pequefios dientes

débiles. Son animales engullidores, puesto quedatren en su tubo digestivo a sus presas

sin fragmentacion previa [7].
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Los anfibios pueden realizar el intercambio gaseosavés de tres superficies: piel, boca
y pulmones. El grado de utilizacion de una u owpesficie respiratoria depende del
grupo, aunque éstos no son excluyentes, supon@arteasuplementario al intercambio
gaseoso; la mayor parte del proceso respiratoredes#ia a través de la piel debido a que
las zonas de la cavidad bucal y de los pulmonesisosstructura muy sencilla y actian

s6lo como complemento de la respiracion cutanea [17

Piel

La piel es una estructura desnuda, sencilla, pdii@e@h agua, muy vascularizada, provista
de una multitud de glandulas cutaneas, que lleveaba una serie de funciones vitales en
los anfibios al protegerlos contra la abrasion gnégs patdgenos. Muchos anfibios poseen
glandulas, conocidas conglandulas granulareslas cuales secretan un moco liquido e
incoloro que previene la desecacion, mantiene eliliedo i6nico, ademas de la
produccion de compuestos biolégicamente activose ytakicidad variable tales como

aminas biogénicas, alcaloides o péptidos [7].

La piel de los anfibios se encarga de un conjutangcanismos vitales tales como la
respiracion cutanea, regulacion del agua, contidioudirecta al cambio de pigmentaciones
en algunas especies, y el control de la temperatuoral. Adicionalmente, la piel actia
muchas veces como un medio de defensa o disuashtcados depredadores, al poseer

una serie de glandulas venenosas o pigmentaciensdvertencia [18, 19].

1.1.5. Importancia
Los anfibios cumplen un rol fundamental en los &tesias, debido al transporte de

energia y nutrientes desde el medio acuatico adstiee. Las lluvias y los cursos de agua

11



arrastran los nutrientes de los suelos hacia legpos de agua, donde se reproduciran los
anfibios; dichos nutrientes favoreceran el desiardgl plancton animal y vegetal, ademas
de la vegetacion acuatica mayor que servira deealiona las larvas de anfibios. Estas, al
finalizar su desarrollo y abandonar el medio acoatilevaran al medio terrestre las
sustancias elaboradas por la fotosintesis de lastgsl acuéticas, abonadas por los
nutrientes originalmente lavados de los suelos,déeolos dejardn al morir o al ser

consumidos por los depredadores [20].

Ademas, los anfibios han impulsado numerosos estlaliededor del mundo, ofreciendo
una fuente formidable de recursos medicinales. |Ebaso de las ranas, sus secreciones

resultan de gran interés para investigaciones gaimocas y farmacologicas [20, 21].

1.2. RanaAgalychnis spurrelli(Anura: Hylidae)

1.2.1. Descripcion13, 22, 23]

Anuro medianamente grande de costumbres arboridel&sfamiliaPhyllomedusinague
descrita por primera vez por G.A. Boulenger en 18 distingue por sus 0jos marrén
oscuro con pupilas verticales, su dorso es vegirdmente rugoso con unas distintivas
manchas blancas bordeadas de negro (verrugas gresulvientre blanco, extremidades
delgadas de color uniformemente amarrillo, anathimjaosa pélido o morado palido, sin

barras oscuras.

Son animales aptos para la marcha arbérea consdienolas falanges y amplias

membranas interdigitales, lo que le distingue dasoéspecies del géneAgalychnis las

cuales le permiten adherirse a superficies lisasjadas facilitandole la escalada.
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En la Figura 2 se muestra la foto de un espécimmrhmadulto en su habitat natural con
una coloraciéon rosa palido en los flancos y extdagés, y sus verrugas pustulares

caracteristicas.

Figura 2. Macho adultdAgalychnis spurrelli

Pertenece a la familia de las ranas mono, famdiamuros arboricolas neotropicales de
actividad crepuscular y nocturna, sus extremidatesaptas para asir ramas, lo que les
confiere unas caracteristicas muy diferenciadadedplazamiento, lento y muy marcado.

Es una especie con métodos inusuales de locom@adnueve a través de enredaderas y

ramas con una mano, y simula un paracaidas at gatanoverse horizontalmente.

Los saltos de paracaidismo se llevan a cabo mediantifusion de las extremidades,
manteniendo un é&ngulo de pendiente hasta 45° devestical para distancias

considerablemente largas.

En la Figura 3 se puede observar como la rana pexeadurante el dia camuflada entre la

vegetacion, con una postura tipica de reposo gudalas extremidades estan pegadas al
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cuerpo, de tal manera que simulan ser una protatiarde la misma hoja. Esta postura les
ayuda a no perder la humedad corporal y permanecaitas de sus principales

depredadores.

Figura 3. Agalychnis spurrellen reposo entre la vegetacion

1.2.2. Distribucion y Habitat

Esta especie habita en las tierras bajas humeaisales y subtropicales, asi como las
porciones mas bajas de las zonas de bosques mugdbé&ndel sureste y el suroeste de
Costa Rica, a través de Panama, las tierras bajjd@adifico de Colombia y el noroeste de
Ecuador, en alturas que van desde 15 hasta 750nhidia se encuentra en el interior de

las marismas intermitentes de agua dulce y lagnpisenas pequefias de 8 hectareas.
El 4rea de ocupacién de esta especie en Ecuadesponde a un poligono de 19.608km

mientras que su rango de distribucion en Américaxsiende aproximadamente 1.900km

lineales desde el suroccidente de Costa Rica Bbsémtro occidente de Ecuador.
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1.2.3. Reproduccion

Las hembras depositan masas de huevos en el foisgdoso (oviparidad externa), las
masas mas densas se encuentran entre 1.5 y 3met@mea. Se han observado algunos
grupos de ranas hasta los 8m. de altura y en agarmstos bajos se han encontrado
extensamente cubiertos de masas de huevos, geertaldepositados en la parte superior
de la hoja, teniendo una variacion en tamafo €ftra 67 huevos cada una, abriéndose
seis dias después de la oviposicién. La Figuradstraila imagen de una pareja de anuros

de la especie luego de que la hembra colocé lagasveshuevos sobre la hoja.

Figura 4. Oviposicion

1.2.4. Estado de Conservacion y amenazas de la espe

El estado actual de la Lista Roja de esta especierssidera de Preocupacion Menor (LC
por sus siglas en inglés). La tendencia de la pablade la especie esta disminuyendo,
pero no a un ritmo lo suficientemente rapido pamet derecho a su inclusiébn en una

categoria mas amenazada.
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Las posibles amenazas incluyen la pérdida de hétedaido al desarrollo agricola, los
cultivos ilicitos, la tala y los asentamientos haom Se requiere mayor investigacion

sobre tendencias demogréficas, asi como el estaigeto de nuevas areas protegidas.

Las cinco especies digalychnis(annae A., A. callidryas, A. moreletii, A. saltatgrA.
spurrelli) acaban de recibir proteccion de la CITES (siglasnglés de la Convencién de
Comercio Internacional de Especies Amenazadas deaFa Flora Silvestres), el 21 de

marzo de 2010.

1.3. Péptidos

1.3.1. Caracteristicas Quimicas

Un péptido es cualquier combinacion de aminoac&iok cual el grupo alfa amino de un
aminodcido esta unido al grupo carboxilico de otro aminoacido mediante un enlace
amida. El nimero de aminoacidos puede oscilar eldsg/ cien, pero sin que su peso
molecular sea mayor que 5000 Dalton, puesto qo®lécula se consideraria una proteina

[24-26].

En un péptido se distinguen dos regiones, la cagenaipal o esqueleto y las cadenas
laterales. La cadena principal es la unidad repeftitasica, comin en todos los péptidos de
igual longitud. Las cadenas laterales se proyeetapartir del esqueleto y son los
responsables de las propiedades quimicas del pg@#e30]. Los enlaces amida formados
en los péptidos siempre implican los grupos acidamino ya carboxilico, y nunca de las
cadenas laterales, es decir que, para la formagd#run péptido se requiere de
aminodcidos los cuales tienen al grupo &cido ygb@amino unidos al mismo atomo de

carbono [27, 28] como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura general de uraminoécido

El enlace entre el grupo carboxilo de un aminodgidel nitrégeno del aminoéacido

siguiente en la cadena peptidica también recibeorlbre de enlace peptidico o union
peptidica. Los aminoacidos que han sido incorparatopéptidos se denominan residuos
de aminoacidos. A medida que se van agregandoesikios de aminoacidos, se forma el
esqueleto comun de todas las moléculas peptid&@s El orden en que se unen los
residuos de aminoacidos en un péptido es la seeud@a@minodcidos, estructura primaria
de ese péptido. Las diferencias en las propiedauiesicas y fisiolégicas de los péptidos

resultan de las diversas secuencias de aminoagigogueden existir.
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Figura 6. Formacioén del enlace peptidico

En la Figura 6 se grafica el proceso de formaciredlace peptidico, en el cual se unen
dosa-aminoacidos, se produce la union del grupo calbald un aminoacido con el grupo
amino del otro y como resultado se obtiene la dibén de una molécula de agua y la

formacion del péptido.

El enlace peptidico (-CO-NH-) se representa norraater como un enlace sencillo. La
caracteristica principal de este enlace radicauenryp permite el giro de los elementos
unidos a él por ser un enladgido. La rigidez de este enlace se debe a queldéusrones
del doble enlace, que posee el carbono del grugmxido con el oxigeno, se movilizan
hacia la unién entre el carbono carboxilo y eldgéno del grupo amina. Como el
Nitrogeno es menos electronegativo que el Oxigehanlace C-O tiene un 60% de
caracter de doble enlace mientras que el enlaceti€rd un 40%. Por tanto, el enlace

peptidico presenta caracteristicas intermedias ¢éagrde un enlace sencillo y uno doble.
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Esta teoria se confirma por el hecho de que laandigs interatomicas medidas en el
enlace C-O y en el enlace C-N son intermedias dssreel enlace sencillo y las del doble
enlace. El caracter parcial de doble enlace imfgidibre rotacion en torno al enlace que
conecta los atomos de Carbono y de Nitrégeno, portahto, las posibilidades

conformacionales de los péptidos son limitadas.

Los péptidos solo pueden cambiar de conformaciédiante rotacién en torno a los
enlaces sencillos de losi@etraédricos (con hibridacién®ppero no por rotacién en torno

al enlace C-N peptidico (4&tomos con hibridaciéf) E30].

1.3.2. Péptidos con actividad antimicrobiana [31]

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son moléculasl@wamente conservadas que
forman parte del sistema inmune de muchos orgasisrepresentan la primera linea de
defensa del hospedero contra agentes patégenosrgnfinicialmente encontrados en

invertebrados.

Gracias a la diferente composicién bioquimica deestructuras, los péptidos actian como
armas defensivas en un amplio mecanismo de acciaterccion, lo cual dificulta el
desarrollo de mutantes resistentes de microorgasista inhibicion del crecimiento de
bacterias, hongos, protozoos, células malignaslesio virus como VIH, herpes simples, y

virus de la estomatitis vesicular.

El entendimiento de como, cuando, y dénde ocurriscion y el espectro de accion, ha
creado un considerable interés que puede llevadeabrrollo de novedosos agentes

terapéuticos, especialmente, en el contexto dedaiente resistencia a los antibidticos
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convencionales. Algunos péptidos antimicrobiandéresiendo desarrollados para su uso

como antibidticos tdépicos o como preservantes émdiastria.

1.3.2.1. Sintesis

Las secreciones peptidicas constituyen la princigaima de defensa contra
microorganismos patdgenos que crecen en la piklsd@nuros. Esta al ser desnuda y estar
permanentemente humectada, representa un ambardgalile para el crecimiento de
bacterias patdgenas, por lo que los anuros alrserdmenazados, sintetizan los péptidos
en corto tiempo, a un costo metabdlico bajo y fideiite almacenados en grandes

cantidades dentro de la célula.

La induccion del proceso de sintesis de los péptatatimicrobianos es prevalente en
insectos, se ha estudiado particularmente en laarues la frutaDrosophila melanogaster

y se ha observado en vertebrados y plantas. Addenksregulacion por sintesis a un nivel
adicional de control y especificidad, se da enclanaulacion de estos péptidos en células
efectoras, como granulocitos, neutréfilos y maagoa en mamiferos y hemocitos en
insectos. Estas células tienen mecanismos queotamtia liberacion de granulos de este

tipo de sustancias, dependiendo de los estimupes#igos [32].

En los invertebrados, los péptidos antimicrobias®€aracterizan por su rapida sintesis y
secrecion hacia la hemolinfa después de una irffecuicrobiana y se ha encontrado que
Sus genes se encuentran principalmente actives@rerpo graso y los hemocitos. En los
vertebrados, la sintesis de los péptidos antimianas es constitutiva o se puede inducir
por respuesta inflamatoria, mediadas por citocinasacromoléculas microbianas. En el

caso de los anuros, la sintesis de péptidos serdaape de glandulas granulares presentes
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en su piel al producirse dafio o estrés y protedehoapedero de la invasién de

microorganismos patdégenos.

1.3.2.2. Actividad Biolégica

Evolutivamente, estos péptidos se han desarrollpdo procesos de duplicacion,
divergencia y presion selectiva, dada la intedatcle cada especie con su ambiente y
patogenos especificos. Particularmente, las glasdigrmales pueden sintetizar y guardar
un espectro amplio de agentes antimicrobiales,0dB01residuos en longitud, estos son
liberados en la capa externa de la piel proveyesaina defensa efectiva y rapida hacia

microorganismos potencialmente dafiinos para eldu®sp.

En los hospederos anfibios, la actividad antimieod es asociada a un grado
considerable de polimorfismo peptidico. Los anfbide diferentes especies secretan
distintos repertorios de ente 6 a 20 péptidos actiiales, con un tamafio, carga,
hidrofobicidad, conformacién y mecanismo de accidiferente, incluso no se ha

encontrado dos especies con un patron similar pledpé antimicrobiales [31-33].

1.3.2.3. Propiedades

Son péptidos de bajo peso molecular (usualment@meme 10 kiloDalton) codificados
en el genoma, a diferencia de otros antimicrobigsrasiucidos por accion enzimatica,
como la penicilina. Tipicamente, son moléculasorétas que tienen una carga positiva a
un pH fisiologico (aproximadamente de 7.4) debitigran contenido de arginina y lisina
(residuos cargados positivamente), pero existempdmsidos anidnicos (residuos cargados

negativamente) que son ricos en acidos aspartatgmico.
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Generalmente, poseen carga neta entre -2 y +2 yprapercion substanciab80%) de
residuos hidrofobicos, son moléculas anfipaticagjle les concede propiedades para
interaccionar con las membranas y estabilidad erbieates tanto acuosos como

hidrofébicos.

Esta caracteristica les permite insertarse dengrdadbicapa lipidica, y mediante la
anfipaticidad pueden interactuar con las regiormares y apolares de ella, propiedad
determinada por la alineacion de aminoécidos hilito§ en un lado de la molécula

helicoidal, y de aminoacidos hidrofébicos en eblaguesto.

Otros péptidos presentan una separacion espacisdsiduos polares e hidrofobicos lo
cual, como en los casos anteriores, también levifgedesestabilizar la estructura de la
membrana microbiana, blanco de su accion. Tampigaen presentar modificaciones
post-traduccionales como glicosilacion, circulacida, amidacion de los extremos y

modificacion de aminoacidos incluyendo D-aminoasido

Los PAM se sintetizan principalmente en tejidos#tediples regularmente expuestos al
ataque microbiano como la piel, intestino y pulemrLas células sanguineas de defensa
también son importantes productoras de PAM, daodstituyen parte de los mecanismos
efectores no oxidativos contra patdgenos poterxidles PAM se sintetizan hasta cien
veces mas rapido que una inmunoglobulina y a muedoor costo metabdlico, pueden
almacenarse en altas concentraciones, estar didp®mpara actuar inmediatamente y se
liberan o producen cuando las células se estinpdacontacto con microorganismos [32-

33].
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1.3.2.4. Clasificacion de los PAM [34]

La gran diversidad de los péptidos antimicrobiamos s6lo se debe a que se han

encontrado en todos los animales, sino a su vaesilactura quimica y composicién, que

raramente se puede encontrar secuencias amin@aigi@les entre especies diferentes de

animales, incluso si éstas estan cercanamente entpdas.

Sin embargo, dentro de los péptidos antimicrobiatesina sola especie, e incluso entre
ciertas clases de diferentes péptidos a partiridershs especies, la conservacion de las
secuencias de aminoacidos es significativamentertapte y pueden ser conservadas por
la molécula precursora, lo que sugiere similitueistentes en las secuencias implicadas
con la traduccion, la secrecion o el tréfico iotdalar, y probablemente refleja la
adaptacion de la especie a un ambiente antimidrdini@o que caracteriza su nicho,

incluyendo los microorganismos asociados con lastas de alimento.

La variedad de péptidos antimicrobianos desculsieds tan grande que es dificil
categorizarlos, salvo en términos generales salvade de su estructura secundaria, por lo

gue se toma esta clasificacion sigue la propuegpansVan't Hof et al. (2001):

Grupo |: Péptidos lineales con estructuran- helicoidal

Son estructuras anfipaticas que adoptan estruati@ssrdenadas en soluciones acuosas y
se pliegan en conformacién de héliceeuando interactian con solventes hidrofobicos o
superficies lipidicas, permitiendo que sean abdasbidentro de la superficie de la

membrana o insertados a ésta como un conjuntodizs mlipticos.

La mayoria de péptidos elipticos citotoxicos saimo#os y presentan toxicidad selectiva
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a los microorganismos, pero también existen péptldgeramente anionicos, los cuales
exhiben menor selectividad hacia los microorgansnin este grupo encontramos a la
cecropina, magainina, dermaseptina, temporina ypdétina, entre otros, por lo que ha
recibido mayor atenciébn por su potencial de sistasdustrial y sus aplicaciones

comerciales.

Uno de los péptidos negativos mas estudiados edalaeticilina, que puede formar
agregados que atraviesan la bicapa lipidica y rodes poros acuosos, transportando
iones. En el caso de los péptidos cationicos laamaw es una de las mas estudiadas, esta
molécula puede formar poros liticos de mayor tam&8pecto a los de la alameticilina,

pero no llevan a la lisis total de la membrana.

Grupo II: Péptidos predominantemente constituidos pr cadenasp conectadas por
puentes disulfuro intramoleculares

Son moléculas ciclicas unidas ya sea por puensefutio o por la ciclacién del esqueleto
peptidico. Existen en gran medida en su conformag&hojg en solucidén acuosa lo que

les permite estabilizarse en interacciones conpersicie de los lipidos.

Las defensinas constituyen uno de los péptidosnartbianos mas estudiados dentro de
este grupo; se han sugerido diversos mecanismexalén como la perturbacion de la
bicapa lipidica o la formacién de canales discretesliante métodos de cristalografia de

alta resolucion y resonancia magnética nuclearRRIN).
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Se han llevado a cabo varios estudios destinadosmgprender la importancia de los
puentes disulfuro, enfocados principalmente eruditsicion de residuos de cisteina por
ciertos aminoacidos como Alanina, Asparagina y reu@ara su desactivacion, mientras
gue analogos con residuos aromaticos como Femalarirosina y aminoacidos

hidrofébicos como Leucina, Metionina y Valina muastun amplio espectro de actividad

antimicrobiana.

Estudios con anélogos de Tachiplesina donde lopogrsulfuro fueron quimicamente
protegidos para prevenir la ciclacién, o el reemplde Cisteina por residuos de Alanina,
sugiere que la estructura ciclica es esencial lpaaatividad antimicrobiana, mientras que

no lo es para la permeabilizacion de la membrana.

Se tiene poco conocimiento acerca del mecanismoepaual esta clase de péptidos
antimicrobianos causan dafio a la membrana, pena demostrado dos estados diferentes
del péptido que se insertan dentro de ésta, depashalide la concentracion del péptido, la

naturaleza del lipido y la capacidad de hidratacién

Los resultados obtenidos demostraron que un carditéenente anfipatico no es deseable
en el disefio de este grupo de péptidos y que uizatcidad optima puede ser definida

por sustituciones sistematicas enantioméricas.

Grupo llI: Péptidos lineales con estructura extendila
Ciertos péptidos antimicrobianos tienen una condmion aminoacidica inusual, con una
secuencia rica en uno o dos aminoacidos como parpdp la histatina, molécula rica en

histidina que es producido en la saliva, este gée transloca a través de la membrana
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de las levaduras y se enfoca en la mitocondriqgu® sugiere un mecanismo inusual
antifingico. Péptidos producidos por neutréfiloggoms son muy ricos en Prolina -

Arginina o Prolina - Fenilalanina.

El triptéfano no es un aminoacido abundante estiaieturas de proteinas, sin embargo, es
de particular interés en lo que respecta al paseioento en la superficie de la membrana
por su propension a situarse en su interfase. d®&ptiicos en triptéfano como la
Indocilina, adopta una conformacion que incrememtagran medida su actividad en la
membrana, lo que le permite permeabilizar la men@mxterior deEscherichia colia
través de la formacion de canales, por lo que serpiora de una manera altamente

cooperativa en la membrana.

La composicion aminoacidica inusual de este tipond&culas ha dado lugar a estudios
dirigidos a especificar la funcién de los multiplesiduos de triptéfano en su actividad

bioldgica, asi como interacciones con distintos em&lde membrana.

Grupo 1V: Péptidos con estructura en Loop (bucle)

El dltimo grupo esta compuesto por péptidos comuesstra de bucle, como los
lantibidticos y péptidos con un puente sulfuro aniSon capaces de apilarse para formar
estructuras tubulares debido a la alta capacidadurmde las membranas lipidicas
incrementando la permeabilidad de la membrana. &ate de péptidos tienen un gran
potencial en la lucha contra enfermedades infeasicamergentes debido a que son

moléculas cortas, son faciles de sintetizar y sotepliticamente estables.
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Los lantibioticos son péptidos ciclicos formados peentes tioéter dada la deshidratacion
postraduccional de cadenas laterales de residudSedea o Treonina, seguido por la
reaccion con la cisteina, formando asi otros antidod inusuales como la lantionina y
metil - lantionina, respectivamente. La nisina yrsaeidina constituyen los péptidos
lantibiéticos mas destacados. La nisina, se utdizaialmente como agente antimicrobiano
para la conservacion de los alimentos y posee cthadad relativamente elevada frente a
bacterias Gram positivas por su alta afinidad dfipaccon el lipido Il, el cual es un

precursor en la sintesis de la pared celular baoger

En la Figura 7 se presenta los modelos estructurdée la clasificacion mencionada
anteriormente. Estos modelos se basan en espe@radbtenidos por Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear. (B)defensina, Grupo Il. (B) Magainina, Grupo |. (C)

Bactenicina I, Grupo IV. (D) Indolicina, Grupo Il

Figura 7. Modelos estructurales de la clasificacion de sIP2D-RMN).
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1.3.2.5. Mecanismo de accion [34-40]

Los péptidos antimicrobianos poseen un efecto e del orden de minutos bajo
condiciones invitro, y un amplio espectro de adtd que incluye a bacterias Gram
positivas y Gram negativas, hongos, virus encagsslaparasitos e incluso células
cancerigenas. Su mecanismo de accién es muy disline los antibioticos tradicionales,
ya que los PAM actian como inhibidores especifttmprocesos vitales en la célula como
la sintesis de la pared celular, de proteinas godanucleicos, o en la inhibicién de rutas

metabdlicas, entre otros.

La gran variedad estructural de los PAM propone sweactividad no estd dirigida a
blancos celulares concretos como enzimas o re@ptsino mas bien a caracteristicas

comunes de las membranas bacterianas.

Interacciones con la membrana

La interaccion inicial de los PAM con las bacterigeneralmente, es producida por su
carga positiva y su atraccion electrostatica hdaga superficies polianionicas de las
paredes, ya sea por los acidos teicoicos y lipoims en los Gram positivos y

lipopolisacéridos en los Gram negativos. Despuésdte interaccion, los PAM generan
areas de inestabilidad en la membrana externa,itgrdo la translocacion de éstos a
través de la bicapa externa; una vez localizadosaemembrana, pueden sufrir una
reorganizacion estructural pasando de un estadpatigalizado a una estructura de
caracter anfipatico estabilizada por la interfapélica con el medio acuoso y producir

dafios externos o internos.
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Unién a la membrana celular
Posteriormente, los PAM que se encuentran en don&strecho con la bacteria, deben
atravesar el polisacarido capsular para poderacatigar con la membrana celular externa,

permitiendo una interaccion con la bicapa lipidigagndose de forma paralela.

Insercion del péptido y permeabilizacion de la memana celular
Se han descrito tres modelos principales posiblasa gxplicar el mecanismo de

permeabilizacion de la membrana medida por los PagVitenemos:

» Modelo de tapon de barril (barrel-stave)

Una vez que los PAM se han unido al exterior denéambrana, éstos se reorientan de
forma perpendicular formando una verja con sus rasldaterales hidrofébicas que
encaran el centro hidrofébico de la membrana ycagtenas polares enfrentan el centro
creando un poro hidrofilico. El tamafio del pororémeenta si se unen nuevos péptidos,
generando la muerte celular debido a la pérdideodgonentes intracelulares y potencial

de membrana, y a la pérdida de equilibrio osmotico.

* Modelo de alfombra (carpet)

En este modelo, los péptidos no se insertan eretalbimana, sino que se distribuyen sobre
la superficie de la membrana cubriéndola hastanaézauna concentracion limite, lo que la
debilita. Interrumpen la continuidad de la membramsertandose en la membrana en
paralelo a la bicapa lipidica mediante sus regitmd®fdbicas, y causa su colapso en una
configuraciéon de micelio, es decir que las regiopetares de los péptidos quedan
expuestas al exterior actuando de manera simildssadetergentes para desintegrar

finalmente la membrana y producir la muerte celpta pérdida del citoplasma.
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» Modelo de canal agregado (aggregate channel)

Este modelo es similar al de tapon de barril pes doros carecen de una estructura
regular. La diferencia principal con los otros modees la formacion de poros transitorios
que facilitan la penetracion intracelular de logtjmbs. Los canales agregados con
complejos de péptidos y lipidos son parecidos a mmzela pero no adoptan una

orientacion particular. Cuando llegan a una comeeitin suficiente, éstos se reorientan y
se extienden en la bicapa en un complejo péptialitio. Estos agregados aleatorios
transmembrana de lipido, péptido y agua, formarcamal permitiendo la liberacién de

iones y la muerte celular.

En la Figura 8 se ilustra dos de los modelos descainteriormente, el de barril (izquierda)
y el de alfombra (derecha). Por paneles, se varamuki la accién de los péptidos
graficados como cilindros y la forma de inserciéntdo de la membrana de la bacteria.

En el panel A se muestra las figuras que represtméptido (cilindro) y la membrana de
la bacteria (las esferas representan el fosfoljpgtapos de cabeza, y las dos patas
conectadas a cada esfera, los dos grupos acitorderhbrana). En el modelo de barril, los
péptidos se unen a la superficie de la membran@e(), a continuacién las regiones
hidrofobicas del péptido se unen en la zona lipidie la membrana (panel C), formando
asi un poro transmembranal (panel D). En el modelalfombra, los péptidos se unen a la
superficie de la membrana con sus superficies tudas formando una especie de
alfombra (panel B') aumentando su permeabilidac&in@a la concentracion limite de los
péptidos es alcanzado (panel C'), se crean poapsitiorios que pueden conducir la

desintegraciéon de la membrana (panel E").
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Figura 8. llustracion del modelo de barril y carpeta paresrcion del péptido.
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se enfoca en la identificaciétruetural de fracciones con actividad
antimicrobiana obtenidas del exudado de la ranaatedana Agalychnis spurrelli

utilizando Espectrofotometria de Infrarrojo. La U@ 9 presenta un diagrama general del

proceso experimental que se aplicé en este trabajo.

Analisis cualitativo de fracciones con
actividad antimicrobiana

g(JI.TIEJI].cmn Estimulacion ana Agalychnis
SEeTecines Elécirica sparredli
cutdneas
Secreciones
Liofilizaciin culineas
solidas

r

Cromatografia
t Liquida de alta
eficiencia

Ohtencidn
de
fracciones

¥

Anilisis
Microbiologico

Fraceiones can
actividad
antimicrabiana

Liofilizacion

I*astillas con
KBr

Fraceiones
solidas

Espectios Espectrofotometria
e de Infrarrojo

Figura 9. Diagrama general del proceso aplicado en la inyastn.
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2.1. Coleccion del extracto

Los especimene#g@alychnis spurrel)iempleados para este trabajo fueron proporcionados
por el Laboratorio de Citogenética de Anfibios deEkcuela de Ciencias Bioldgicas de la
Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, lossmos que cuentan con un numero de
identificacién especifico o serie de campo, codiga el que se puede obtener toda la
informacion acerca de cada individuo en el Museo Zimlogia QCAZ seccion

Herpetologia de la Pontificia Universidad del Ecra¢Anexo 1).

La coleccion de las ranas fue autorizada por eid#ino del Ambiente, el cual consta en
los documentos No0.15 y No. 008-09 IC-FAU-DNB/MAwtado en los Anexo 2 y 3. La
coleccion de los especimenes se realiz6 en la @ohlale Durango en la provincia de
Esmeraldas entre los afios 2007 y 2010. El procesxilaccion de secreciones cutaneas
se realiz6 en un total de 30 especimenes, lasscusten mantenidas en condiciones de

cautiverio estandar.

2.1.1. Equipos
» Estimulador transcutaneo para anfibios (TAS)

* Multimetro digital TRUPER

2.1.2. Materiales
* Probetas de 10mL
» Vasos de precipitacion de 100mL

» Cajas Petri de 120mm de vidrio borosilicato

Puntas de 1mL

Pipeta volumétrica de 1mL
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2.1.3. Reactivos

* Agua grado HPLC

2.1.4. Procedimiento
Para la recoleccion del extracto crudo de la paledpécimen se siguen los siguientes

pasos:

» Encender el TAS y medir 6 voltios con la ayuda denultimetro.

 Tomar a la rana, humedecer su dorso con agua desiany colocarla sobre una
caja petri estéril.

» Aplicar choques eléctricos intermitentes de aprexiamente 6 voltios, por un
minuto en la zona dorsal del individuo mediant€As.

e Lavar la superficie dorsal de cada rana por 3 rosmuton 10mL de agua
desionizada.

* Tapar la caja petri y sellar con parafilm.

* Rotular la caja petri con la serie de campo dana Iy la fecha de extraccion.

* Anotar el evento en el registro de extraccioneglicacion de tratamiento, en el
que se detalla la serie de campo correspondielategama a la que se le realizé la
extraccién, consecuentemente de la fecha y el mineextracciones obtenido de
la rana.

* Almacenar el extracto a -20°C.
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2.2. Liofilizacion [41]

Es un proceso de deshidratacién mediante sublimatigacio que se ha desarrollado con
el fin de reducir las pérdidas de los componentaties o termo-sensibles de una
muestra, por lo que no existen alteraciones erstlaaura fisico-quimica del material y

permite su conservacion indefinida sin cadenaide ¢don un porcentaje bajo de humedad

y alta estabilidad microbiologica.

Es el proceso mas adecuado para preservar prodaditognticios, biologicos y
farmacéuticos sin conservantes o productos quimkEbproducto se conserva con peso
muy bajo y a temperatura ambiente, manteniendosteies propiedades estables al

rehidratarse.

La liofilizacién consta de tres fases: sobrecorajéta etapa en la que se lleva al producto
a temperaturas muy bajas asegurando una solidditdotal; la desecacién primaria en
donde se retira el agua del producto por sublinmacydla desecacion secundaria para
remover las moléculas de agua ligada en el prodhctmedad residual). En comparacion
con otros métodos de secado, se obtiene produetda @nas alta calidad. El factor
principal es la rigidez estructural que se pres@&mwaa sustancia congelada cuando se
verifica la sublimacion, evitando el colapso ded&uctura porosa después del secado. Las
temperaturas bajas que se emplean reducen al miagreacciones de degradacion que

casi siempre ocurren en los procesos comunes ddsec

En la Figura 10 se presenta el esquema general tiefilizador, posee tres componentes
principales: la camara de secado, el condensattobgmba de vacio. Generalmente, los

equipos pequefos de laboratorio poseen las misaréssprepresentadas en el esquema,
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pero se encuentran integradas en un solo equipesterndiagrama se puede ver la camara
de secado, se encuentran los platos en donde seanokl producto por liofilizar, el
sistema caldrico que se utiliza para la desecagi@h,grupo de refrigeracion que congela
el producto para que se dé la sublimacion. A caatiion, se localiza el condensador en el
cual se va a solidificar toda el agua retiradapdetiucto. Finalmente, se halla la bomba de
vacio que producira presiones bajas para que sduzma la sublimacién del agua

contenida en el producto.

Pared del cuarto
« pstérll Vélvula de vacio
Alimento l/ Plitos on
/© producto 0 calefaccion
© P i Indicaror de agua
Puertaf] < > > descongelada E‘l"i““
b / Condensador o« x/ Alslada
! l" r" “ de Hielo
= > l
A >
A :
* | W Crupa
= } de
; . . Desaglé bombeo
§istema Caldrico Grupo de de
refrigeracian vacio

Figura 10. Esquema de un equipo de Liofilizacion.

2.2.1. Equipos
» Balanza analitica Sartorius con precision 0.1mg

» Liofilizador Virtis Advatage Plus

2.2.2. Materiales
» Cajas Petri de 120mm de vidrio borosilicato

* Puntas para pipeta de 1mL
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» Pipeta volumétrica autoclavable de 100 - 1000
e Tubos Falcon® de 15mL

» Espétula

2.2.3. Reactivos

» Agua desionizada

2.2.4. Procedimiento
Para la liofilizacidn del extracto se deben sepsirsiguientes pasos:

» Colocar las cajas petri con los extractos en lasidjas sin su tapa, para ello éstas
fueron previamente rotuladas en la base y selleglaginta adhesiva para evitar la
pérdida de su identificacion.

* Introducir las bandejas con las cajas petri algmde liofilizacion.

» Encender el equipo y el ordenador acoplado a éste.

* Realizar la receta que controla automaticamenterateso en el computador y
cargarla en el equipo. Iniciar la liofilizacion.

* Una vez culminado el proceso de liofilizacion, detemanualmente el equipo,
esperar a que el sistema llegue a presion atmesférisacar las muestras secas del
equipo.

» Pesar el sélido obtenido y recolectar en tubosoRalentificar cada tubo, con el
peso total del extracto sélido obtenido. Almacen&20°C.

» Registrar el peso del tubo con los extractos sslidodos y su identificacion.

* Dejar descongelar el agua retenida en el condensadecar completamente la
camara de secado.

« Para evitar pérdidas de muestra, afladir agua desilznen todas las cajas petri
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después de haber colectado el sélido en el tuliofijzar nuevamente siguiendo

el procedimiento anteriormente descrito.

La figura 11 muestra el método optimizado paradfilizacion de soluciones acuosas de
secreciones cutdneas. Se describe todo el proedsiilizacion por pasos iniciando por el

tratamiento termal en el que se designa valoreggmeeratura en °C (Temp.), el tiempo
gue dura cada paso en minutos (Time), y si el gasda en H (Hold) manteniendo la
temperatura o en R (Ramp) para una disminuciorugtate la temperatura con respecto al

tiempo.

Después se encuentra los parametros para la edggmbrbcongelamiento, estableciendo la
temperatura de inicio (Freeze), el tiempo de |patdExtra Freeze), la temperatura del
condensador al que el sistema de vacio puede thad®li(Condenser), y al nivel de vacio
(miliTorr) que el sistema debe alcanzar despuédadmzar la temperatura del condensador
(Vacuum). Una vez que la presion es alcanzadaos@gpe con la fase de secado primario,
en el cual se puede ingresar hasta 16 pasos, ise def igual manera la temperatura, el
tiempo, la presion (miliTorr) y si es el paso seedaH o R. En la casilla de Secondary SP
se fija la Temperatura de inicio de la fase de dececundario, y Post Ht sefiala las

condiciones de secado secundario determinandmigetratura, tiempo y presion.
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Current Recipe: C:\Wirtis\peptidosb_rcw - -
P L .p-_ ; Primary Diying
IE : Fiecipe Mumber III Temp Time Vacuum FiH
xraccion
! Thermal Treatment Step 1 40 0 100 H
Temp Time RiH Step 2 -0 300 100 E
Step 1 10 0 H Step -0 20 100 H
F2 Sunoptic Step 2 -40 40 [ ‘Step 4 20 300 100 [
Step 3 -400 a0 H Etep & 20 1 100 H
F3PC Save Step 4 0 i Step B i ] i
E4 Frint Step b, i ] Step 7 0 i 0
Step b o 1} Step @ 0 0 0
F7 Write Setp 7 0 0 ‘Step 3 0 1] 0
F& Fead Setp & L g i d g
Stepd ] 0 Step 0 ] 0
Step 10 ] 0 Step 12 0 ] 0
Step 1l ] 0 ‘Step 13 0 ] 0
Step 12 ] i ‘Step 14 0 ] 0
Step 15 0 0 0
Freeze & Step 16
10 ‘Secondarny 5P F L 2 L
EutraFresze 15
Condenzer BN Post He | 20 | a0 | 500 |
Waclum ]

Figura 11. Método para la liofilizacion de secreciones cutdnea

2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC, siglas por su nombre en inglés)
[42, 43].

Es una técnica utilizada para separar una mezcleonguestos, el cual se basa en la
distribucion de los componentes en dos fases ininhes; una estacionaria y otra movil. En
cromatografia liquida, la fase movil correspondenaliquido que lleva a la muestra a
través de la fase estacionaria contenida en unancal. Este método se utiliza para la

identificacion cualitativa y cuantitativa de losiggonentes de una muestra.

En cromatografia liquida de alta eficiencia, la strege pasa a través de una columna de
fase fija bombeando la fase mdvil liquida con pgresilta. La muestra se introduce a la
corriente de la fase movil, en la que sus compasese separan segun su afinidad con la

fase estacionaria mientras atraviesa la columnanstaumentacion consiste basicamente
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en un sistema compuesto de un reservorio de fasdé, mistema de bombas, inyector,

columna, y detector.

En la Figura 12 se puede observar un esquema digloegue se utilizé para la separacién
en este trabajo, el cual dispone del reservorifasie mévil para dos solventes, un sistema
de bombas binario, el mezclador en donde se combios solventes, el inyector
automatico en el que ingresa la muestra al sistoraatografico, la columna que separa
los componentes de la muestra, el detector querebta absorbancia de cada componente
y produce un cromatograma con respecto al tiempalniente se encuentra el colector de

fracciones en el que se recogen voliumenes a diésréiempos de retencion.

Columna

Cromatograrma

Inpectar
Autormatico

) ' .
: i Ordenador

Solvente B

—— Muestra

Bormba Binara ]
Geastor de Sol entes Desachos
Fracciones

Figura 12. Esquema de un cromatégrafo liquido de alta efatéen

Solvente &

Cromatografia de fase inversa

Este tipo de cromatografia es relativamente popygamue se obtiene picos agudos,
simétricos y el equilibrio en las reacciones deorrién/desorcion tiende a ser rapido. El
término de fase inversa describe el uso de unanf@sé polar y una fase estacionaria no

polar.
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La Figura 13 ilustra la separacion de una muegracmatografia de fase inversa, en la
cual el compuesto mas fuertemente retenido esl@lace azul ya que su atraccion hacia
la fase estacionaria no polar es mayor. En coetresh el colorante amarillo, que es
débilmente retenido y llevado por la fase mévilagpoh través del lecho estacionario,

eluyendo primero.

Fase Estacionaria (C )
NO POLAR
— e Fase Movil

f’-l - gy o

Muestra

Figura 13. Columna de fase inversa.

Actualmente, la cromatografia de fase inversa gieaubproximadamente en el 75% de
todos los métodos aplicados en HPLC (High perforadiguid chromatography), debido
a gque es mas reproducible y tiene una amplia dlidad. La mayoria de estos
protocolos, utiliza como fase movil una mezcla aeucon un disolvente miscible organico
(polar), tal como acetonitrilo 0 metanol; esta niezte solventes asegura la interaccién
apropiada de los analitos con la superficie depéaticulas no polares. La silice unida al

grupo octadecilo (¢g), es el tipo de empaque mas popular de fase aesr$iPLC.

2.3.1. Equipos
» Cromatografo liquido de alta presion
- Bomba Binaria Waters 1525
- Inyector Automéatico Waters 2707

- Calentador de Columnas Waters 1500
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- Columna semipreparativa marca Waters XbrifgeBEH300 Gg
10x250mm, tamafio de particula derb

- Detector UV/Vis Waters 2489

- Colector de Fracciones Ill Waters

- Software Empower 2

« Balanza analitica Sartorius con precisién 0.1mg

» Sistema de Filtracion al vacio Millipore No.WP61605

2.3.2. Materiales

* Filtro de membrana Durapore, PVDF, 0,45um de pbraym de didmetro

» Jeringa desechable de plastico estéril de 5mL gojaa

» Discos de filtracion con membrana de PVDF, 0.22grpdro, 13mm de
diametro

» Viales con tapa y septum de 2mL

» Frascos de vidrio de 250, 500, 1000mL

* Tubos colectores de vidrio de 10mL con tapa dénefl

* Gradilla

* Puntas de 1ImL

» Pipeta volumétrica autoclavable de 1000uL

¢ Tubos Falcon® de 15mL

2.3.3. Reactivos
» Acetonitrilo grado HPLC

+ Acido trifluoroacético (TFA) al 99%
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* Agua desionizada grado HPLC

* Metanol grado HPLC

2.3.4. Preparacion de reactivos

Las soluciones se las debe preparar con la prétecarrespondiente: guantes de nitrilo,

gafas y mascarilla, y bajo una campana de extracga que el &cido trifluroacético es un

compuesto volatil y muy téxico.

- Solucién acuosa de &cido trifluroacético al 0.12%V/V)

Llenar la cuarta parte de un bal6n aforado de 256ar_agua desionizada grado
HPLC.

Tomar 0.30mL de TFA con una pipeta volumétrica @@0uL y colocar en el
balon.

Aforar a 250mL con agua desionizada grado HPLC.

Desgasificar la solucion filtrando al vacio.

- Solucién acuosa de &cido trifluroacético al 0.10%V/V)

Llenar la cuarta parte de un bal6n aforado de 256arLagua desionizada grado
HPLC.

Tomar 0.25mL de TFA con una pipeta volumétrica @@0uL y colocar en el
balon.

Aforar a 250mL con agua desionizada grado HPLC.

Desgasificar la solucién filtrando al vacio.
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2.3.5.

Preparacion de muestras

Pesar 20mg de la muestra sélida obtenida del pyatefiofilizacion.

Disolver en 2mL de &cido trifluroacético (TFA) 0%2n agua grado HPLC.

Agitar la muestra manualmente hasta disolver eddgplse lo debe hacer con
cuidado ya que los compuestos por separar son ltariles y cualquier aumento de
temperatura puede desnaturalizar a la muestra.

Colocar la solucién obtenida en una jeringa dedseha filtrar con los discos de
filtracion en viales para HPLC.

Colocar el vial en el plato del inyector automatico

2.3.6. Analisis Cromatografico

Filtrar al vacio el agua desionizada grado HPL@plcar en un frasco de vidrio
limpio y estéril de 1000mL.

Colocar acetonitrilo grado HPLC en un frasco derioidimpio y estéril de
1000mL.

Introducir los buzos unidos al sistema cromatogcafa los frascos con los
solventes, revisar que éstos estén sumergidosnené en los frascos que llevan
el agua desionizada y el acetonitrilo.

Realizar la purga externa de las bombas y la pumgarna del sistema
cromatografico con agua desionizada y acetonitibm un flujo no mayor a
2mL/min.

Realizar la limpieza de la aguja del inyector awttiom con metanol grado HPLC.
Acondicionar la columna con la soluciéon acuosa && @l 0.12%, con flujo de
2mL/min.

Enumerar 70 tubos de vidrio y ponerlos en el colect

44



* Inyectar la muestra de manera automéatica en umeniude 1000pL.

» Para el fraccionamiento, utilizar una solucion aeuale TFA al 0.10% con
acetonitrilo, mediante gradiente de elucién defall&n la Figura 14. En este
cuadro se puede observar el flujo programado paa |p separacién en el que se
establece el tipo de separacion (Pump Mode), lgegdetalla el nUmero de pasos
en el que se realiza el gradiente de eluciénesifd en el que va a iniciar el paso
(minuto de corrida), el flujo que transcurre dueaet paso, el %A corresponde al
porcentaje de solvente que se encuentra en la Bdmifsolvente organico,
acetonitrilo), y el %B correspondiente a la Bomba(dBlventes inorganicos o

acuosos).

Programmed Flow
Purnp M ods: m
@! Tirne Flows ol b alC Cupwe |
1 2,00 0,0 100,0 0,0 H
2 2,00 2,00 0,0 100,0 0,0 &
3 12,00 2,00 10,0 90,10 0,0 &
4 27,00 2,00 20,0 80,0 0,0 &
5 32,00 2,00 30,0 70,0 0,0 &
& 42,00 2,00 40,0 &0,0 0,0 &
7 52,00 2,00 50,0 50,0 0,0 &
g Bz,00 2,00 60,0 40,0 0,0 &
g 72,00 2,00 70,0 50,0 0,0 &
10 73,00 1,00 70,0 30,0 0,0 5]
11 74,00 0,00 70,0 30,0 0,0 &
v

Figura 14. Gradiente de elucion utilizada en la separacion.
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¢ Monitorear la corrida a 214nm con un detector Ug/urante 74 minutos.

» Realizar la limpieza interna del sistema cromatidgwécon agua desionizada con
un flujo no mayor a 2mL/min.

» Cerrar cada tubo colector con su tapa respectipangrlas en una gradilla.

* En el caso de no liofilizar inmediatamente las drages, almacenarlas en Tubos

Falcon® a -20°C e identificar cada tubo con el ntnake fraccidén correspondiente.

2.4. Ensayos Microbioldgicos

Dentro del proyecto se realizaron pruebas microbiohs en cada fraccion obtenida para
la determinacion de la actividad antimicrobianaugiézaron cepas y aislados de bacterias
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, y Salnarezitericaserotipo Enteritidis, las
mismas que ya dieron una respuesta positiva ceruelado de la rana [3]. Estas cepas y
aislados fueron suministrados por el laboratorio Mierobiologia de la Escuela de
Ciencias Biolégicas de la Pontificia Universidadtdliaa del Ecuador. El andlisis
microbiolégico se realiza por triplicado y en cingigtintas proporciones por cada cepa y
aislado de los tres tipos de bacterias [5]. Lueg@stablecer las fracciones con actividad,

se procede a su liofilizacion y analisis cualitativ

2.5. Liofilizacion de Fracciones
2.5.1. Equipos
» Balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204 coecsion 0.1mg

» Liofilizador Virtis Advatage Plus

2.5.2. Materiales

» Cajas Petri de 120mm y 60mm de vidrio borosilicato
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* Puntas para pipeta de 1mL
» Pipeta volumétrica autoclavable de 100 - 1000
» Balones aforados de 10mL

* Microtubos Eppendorf autoclavables de 1.5mL

2.5.3. Reactivos

* Agua desionizada

2.5.4. Procedimiento

 Tomar los 2mL colectados de cada fraccion, y diduun factor de 5x con agua
desionizada.

» Colocar las fracciones diluidas en cajas petriipraente identificadas en su base y
selladas con cinta adhesiva.

» Poner las cajas petri en las bandejas e incorpgratl equipo de liofilizacién, en
donde el proceso de congelacion lleva un minimdb deoras, y el secado por
sublimacion y desorcién dura aproximadamente 1&shdEl proceso se repite con
varias alicuotas de cada fraccién hasta que elcséé pueda pesar en las balanzas
disponibles.

* EI sélido obtenido de cada fraccibn es pesado yleetado en microtubos
Eppendorf, los mismos que son identificados connémero de fraccion
correspondiente.

» Registrar el peso del extracto sélido obtenido,seocnentemente de la fecha de
liofilizacion y el volumen de solucion liofilizada.

+ Almacenar las fracciones liofilizadas a -20°C.
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2.6. Espectrofotometria de Infrarrojo con Transformadas de Fourier (FT-IR) [43-46]

En el espectro electromagnético, la region dehiméjo cubre una zona muy amplia que se
encuentra a continuacion de la zona visible hammgitudes de onda de la region del
microondas. Desde el punto de vista aplicativandgumentacion, esta regién se divide
en infrarrojo cercano (1-2utn), medio (2.5-50m) y lejano (50-100@m), pero la zona

mas utilizada es el infrarrojo medio [41].

En la Figura 15 se muestra la éptica de un equ@gespectrometria de Infrarrojo de un
solo haz, la radiacién que procede de la fuenta pas el compartimiento en donde se
coloca el porta-muestra, después se produce lardiép del haz con un sistema éptico y
llega al detector IR en donde se acumulan los dates almacenan los resultados en el
ordenador acoplado al instrumento. Consecuentemsatecoloca la muestra en la

trayectoria de la radiacion y se repite el proc&m.calcula la relacion entre los datos
espectrales de la muestra y la referencia, obtdaidia transmitancia a distintas

frecuencias.

Laser Caja

HeNe desecante
Protector

Ventana
de vidrio .
Bobina de
sy ’ la fuente
Espejo plano

del interferémetro

Divisor
del haz

toroidales
fijas (3)

Detector de

Lectt Parada éptica
la franja laser

Espejo plano
del interferémetro

Ventanas Cubierts
de KBr Zona de “ubierta
la muestra protectora

Ventana

toroidal
ajustable

Figura 15. Esquema de un espectrometro FT-IR de un solo haz.
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Es una técnica rapida, amigable al usuario, nawgsta y bastante fiable que posee una
gran versatilidad para la caracterizacion y moaitaie muchos procesos. La absorcion de
radiacion en esta region produce cambios de energial orden de 8 a 40kJ/mol que

coincide con frecuencias vibracionales de la maydei enlaces de las moléculas, asi como

de la identidad de los &tomos en la molécula, ka deolécula en si.

El espectro de infrarrojos es el resultado de ldsrahtes tipos de vibraciones de
estiramiento y deformacion que puede experimenta molécula por la absorcion de
energia en esta region, en éste se registra ladadnte radiacion absorbida como

transmitancia o absorbancia versus la longitudndia @ nimero de onda.

Interpretacion de espectros para el analisis cuahtivo [43, 46]
La espectroscopia infrarroja, en combinacion cone$pectroscopia de masas y la
resonancia magnética nuclear, forma la base ddissnéualitativo contemporaneo: la

identificacién de la estructura molecular de conspaey mezclas desconocidas.

El espectro de infrarrojos es caracteristico detmeesto y proporciona informacion util
para su identificacion. Ademas del espectro, seemdtinformacion de los grupos

funcionales presentes en la molécula, es decibtsene informacion estructural.

Para proceder a identificar un compuesto, se datarprimero los grupos funcionales del
mismo, observando la zona del espectro conocida aegion de frecuencias de grupo,
zona comprendida entre 3600 y 1200ctRara ello, se utilizan tablas de frecuencias de
grupo, en las que se tienen intervalos de frecaedamtro del cual es posible encontrar una

banda de absorcion para un grupo funcional detewhol. Posteriormente, se compara la
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region de la huella dactilar del espectro compraéintre 1200 y 600chton el espectro
de otros compuestos que presenten los mismos grhupenales, si existen bandas

coincidentes en esta zona, se determina clararzeitkentificacion del compuesto.

2.6.1. Equipos
» Espectrofotémetro de Infrarrojo con Transformadas-durier Perkin Elmer
BTXII

» Balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204 coecfsion 0.1mg

2.6.2. Materiales
* Prensador hidraulico
« Empastillador Perkin Elmer
* Mortero de Agatha
» Espétulas
* Pinzas
» Cajas Petri de 60mm

+ Desecador

2.6.3. Reactivos
» Acetona grado reactivo

* Bromuro de Potasio grado espectrométrico

2.6.4. Procedimiento
El pastilleo se debe realizar en una zona libreueedad, con materiales limpios y secos,

por lo que se utiliza acetona para la limpiezaotaletla zona como de los materiales, y una
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lampara infrarroja para mantener una zona secaturado el proceso.

» Preparar una pastilla al 1-2% de la fraccion séidéBromuro de Potasio, tomar
previamente un peso aproximado de 1mg de la fradméfilizada y triturar en el
mortero de Agatha.

e Pesar 100mg de Bromuro de Potasio, pasar al mpstarezclar con la fraccién
con la ayuda de una espatula de manera que ladinagel bromuro formen una
mezcla homogénea.

» Posteriormente, colocar la mezcla en el empadtiljadistribuir uniformemente en
toda el area del piston y cerrar el sistema.

* Llevar al vacio por dos minutos con el fin de efiari particulas de humedad o
cualquier tipo de solvente.

» Colocar el empastillador en el prensador hidraujicdkevar hasta 14000p.s.i. de
presién. Desbloquear el piston con la ayuda demmigprensador y retirar la
pastilla con la pinza.

» Guardar la pastilla en una caja petri etiquetadbnacenar en el desecador.

« Limpiar todo el material con acetona para preparaiguiente pastilla.

» Finalmente, se coloca la pastilla en el portamagsse procede a la obtencién del
espectro, utilizando los parametros descritos eRidara 16, el cual detalla el
nombre designado al espectro por obtener, algusarigeion adicional de la
muestra como la fecha de lectura o alguna caratiterfisica, el rango en el que va
a dar la lectura de la muestra, el nUmero de lwmrroe lectura, la resolucién, el
intervalo, y finalmente se establece si el espestragenera en Transmitancia o

Absorbancia.
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Scan Sample

Figura 16. Pardmetros utilizados para la corrida de los espeen IR.

52



CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Extraccién Cutanea deAgalychnis spurrelli

Se realiz6 un total de 133 extracciones para esgensnto del proyecto, la solucién
obtenida era un liquido transparente espeso con adoacteristico a leguminosa,
aproximadamente de 10mL. No se obtuvo un volumeactexdebido a que el sostener la
rana, el movimiento y la presion que genera durkanéxtraccion producen pérdidas de la

solucion.

El método de extraccibn empleado para los exudadotas ranas es una técnica no
invasiva que causa un estimulo inofensivo al anipai lo que resulta un procedimiento
ideal para este tipo de investigacion ya que lasstnas recogidas son relativamente libres

de impurezas y no se requiere mayor preparaci@agralisis posteriores.

En la Tabla 1 se presenta todas las extraccioeestafas descritas con la fecha, serie de
campo de la rana, el nimero correspondiente atfacexdn realizada, datos obtenidos del

registro interno del laboratorio.

Cabe mencionar que realizar el procedimiento deektcién con este equipo requiere de
mucho cuidado, paciencia y responsabilidad delistaalya que se cuenta con un nimero
limitado de la especie en el laboratorio y son sagas para que el proyecto todavia sea

sustentable y proseguir con la investigacion.
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Tabla 1. Copia del registro de extracciones en los espe@s#ayalychnis spurrellgue se realizaron para el presente estudio.

NGmero %Zl.’rﬁp%e Extﬁgc':lon Fecha Extﬁgf:lon Fecha Extﬁgc':lon Fechal Extﬁgf:lon Fechd EXII'SS(.:IOI’I Fecha EXII'SS(.:IOI’I Fech iEXII;SIIS(EIOI’I Fech
1 SC 27297 33 02/09/1p 34 07/10/10 35 04/01/11 36 11/04/11 31 3/05711 38 08/12/11
2 SC 27298 33 02/09/1p 34 07/10/1L.0 35 04/01)11 36 11/04/11 37 9/09211 38 08/12/11
3 SC 27299 29 02/09/1D 30 07/10/1L.0 31 15/02/11 32 11/04/11 33 9/097211
4 SC 27300 4 02/09/10 5 13/10/10 6 11/04{11 7 29/09/11 8 0B11p/
5 SC 15748 18 03/09/1p 19 26/10/1L.0 20 11/04/11 21 29/09/11 24 9/1201
6 SC 15876 12 08/06/1p 13 31/08/1L0 14 26/10/10 15 15/0%/11 14 1/04111 17 05/10/11 18 09/12/1
7 SC 15878 11 08/06/1p 12 03/09/1L.0 13 09/11/10 14 15/0%/11 19 1/04111 16 05/10/11 17 09/12/1
8 SC 15879 12 13/04/1D 13 08/06/[L0 14 31/08/10 15 09/11/10 16 5/02111 17 11/04/11] 18 05/10/1
9 SC 15880 10 13/04/1p 11 08/06/[L.0 12 03/09/10 13 09/11/10 14 1/04111 15 05/10/11
10 SC 26515 1 30/07/10 2 06/10/10 3 04/01]11 4 19/05/11 5 05110/
11 SC 26516 1 30/07/10 2 07/10/10 3 04/01]11 4 17/10/11
12 SC 26517 1 27/07/10 2 07/10/10 3 04/01]11 4 23/09/11
13 SC 15886 11 28/04/1D 12 08/06/[L.0 13 31/08/10 14 17/11/10 19 8/04111
14 SC 15887 11 31/05/1p 12 24/08/1L0 13 06/09/10 14 17/11/10 15 4/01011 16 18/04/11]
15 SC 15889 12 31/05/1p 13 24/08/1L.0 14 06/09/10 15 17/11/10 16 8/04111
16 SC 15891 11 02/06/1p 12 06/09/1L.0 13 17/11y10 14 18/04/11
17 SC 15892 9 02/06/10 10 09/09/10
18 SC 15894 10 02/06/1p 11 09/09/1L.0
19 SC 15896 11 04/06/1p 12 15/09/1L.0 13 17/11Y10 14 18/04/11
20 SC 15900 11 04/06/1p 12 15/09/[L.0
21 SC 15902 10 04/06/1p 11 15/09/1L.0 12 17/11Y10 13 18/04/11
22 SC 26518 1 27/07/10 2 07/10/10 3 04/01]11 4 23/09/11
23 SC 26519 1 27/07/10 2 07/10/11 3 04/01{11 4 23/09/11
24 SC 15932 6 15/09/10 7 17/11/10
25 SC 26349 4 04/06/10 5 15/09/10 6 26/11{10 7 18/04/11
26 SC 26350 4 21/09/10 5 26/11/10 6 24/0211 7 18/04/11 8 28105/
27 SC 26352 3 21/09/10 4 26/11/10 5 24/02[11 6 19/09/11
28 SC 26353 3 21/09/10 4 19/05/11
29 SC 26354 3 06/10/10 4 26/11/10 5 24/02[11 6 19/05/11
30 SC 26355 3 06/10/10 4 04/01/11 5 19/05{11
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3.2. Liofilizacion de los extractos

El proceso de deshidratacion de los extractosalzaeen un equipo de liofilizacion facil
de utilizar, en el cual se puede llevar a cabogwos controlados mediantes termocuplas
incorporadas y de esta manera llevar una supemvigids detallada del proceso de

liofilizacion.

El método incorporado se lo planted a partir demendaciones exclusivas de los técnicos
que instalaron el equipo, refiriéndonos como faptimcipal la naturaleza de las muestras
que estamos utilizando. En la etapa de congelamemnestablecido que se debe proceder
en un minimo de cinco horas para asegurar que éstnauesté sélida por completo, asi se
evita que se den congelamientos rapidos, los cyadeguciran cristales pequefios y

aglomerados lo que impide que la sublimacion y aé&o del agua se complete.

Con respecto al tiempo establecido para el tramtmi¢ermal, se realizaron distintas
pruebas en las que se experimentaron rangos deaseen la desecacion primaria, se
tomaron periodos de 300 minutos para el aument@restvo de la temperatura,

manteniendo una presion de 100 miliTorr, asi comm¢lusién de rangos de tiempo en
que la temperatura era constante, especialmeng mimer y Gltimo paso en los que se
mantenian (Hold) para garantizar que el processutdimacion concluya sin problemas.
Para el secado secundario, la temperatura se mart@n respecto al ultimo paso del

secado primario y se asegura el secado total medstra eliminando la humedad residual.

En la Figura 17 se ilustra el registro de datodigpa que ejecuta el equipo durante el
proceso. Para ello, se tiene en el eje y la tehparaepresentada en grados centigrados

(°C) y la presion en millitorr (mT) con respectotiempo en minutos (min) en el eje x; se
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utilizaron tres termocuplas colocadas en la sugerfie tres muestras escogidas al azar,
cada muestra localizada en los distintos platos edglipo, y una ultima termocupla
registrando la temperatura directa de uno de la®gl representadas por las curvas en
color verde claro (1), azul (2), fucsia (3), y otée(4); estas curvas se comparan con una
termocupla incorporada en el equipo, representaddaplinea de color rojo (Shlif). La
grafica muestra valores similares, lo que asegwm tpdo el sistema mantiene una

temperatura igual sin diferencias notables eng@latos del equipo.

Ademas, en la grafica esté representado el funcimo de condensador con la curva de
color verde oscuro (Cond), y el de la bomba deovach la curva de color azul (Vac). Las
curvas denotan un funcionamiento normal para etleesador durante el proceso, asi
como el vacio se logra dar con el decaimiento gedaion hasta llegar al valor esperado,

donde éste se mantiene durante toda la etapa liimacion.

Prod 1 2 3
Shif Cndacl 2

11:54:31 AM

1258

| 8]
[ 1256 |

CaAVirtisyi0a045E C5Y
! aladzon
=
! aisraon
12:40:-32

Figura 17. Grafico del proceso de liofilizacién de secrecioogneas.
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Los extractos liofilizados con éxito mostraron 6lido de particulas muy finas y livianas,
de color blanco, las mismas que se recolectarontudios eppendorf para su
almacenamiento. Se obtuvo un total de 10 tubosaderdo con las liofilizaciones
realizadas. Para los andlisis posteriores se umi&x® secreciones obtenidas, ya que
durante el proceso de optimizacion del analisisnatografico se realizaron corridas tanto
del solido obtenido del extracto de una sola rasiacamo de los sélidos mezclados de
varias ranas, y no mostraron mayores diferencia® enomatogramas, lo que demuestra

que el exudado de cualquier raAgalychnis spurrellposee los mismos compuestos.

En la Tabla 2 se presentan los pesos obtenidoa lilgfilizacion identificando cada tubo

por orden alfabético, y determinando la cantidapalible de muestra para este trabajo.

Tabla 2. Pesos obtenidos de las liofilizaciones de lasesgmnes cutaneas.

Tubo Peso (g)

A 0.2416
0.1171
0.1821
0.1139
0.0133
0.1141
0.2134
0.0503
0.0461
0.0819
Total 1.1738

o= |IT|O(Mm| O|O|wm

3.3. Analisis Cromatografico
3.3.1. Optimizacion del método
El método de separacion del extracto crudo fuerddkalo basado en la informacion de

publicaciones cientificas [47], realizando las pasg correspondientes para su
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optimizacién en las condiciones necesarias paoatiancion de fracciones de acuerdo a su
tiempo de retencion. El laboratorio ha estadozatiido este método de separacion en el
proyecto mucho antes de empezar esta investiggoadrip que no se pudo realizar otras
pruebas que demuestren que es un proceso inmejofad#mas, no se puede realizar la
validacion del método ya que no existe una soluegtandar o una solucién matriz de
caracteristicas similares a la muestra que puedaostear la reproducibilidad de la

separacion.

A continuacion, se expone en la Tabla 3 las caniatiteas del equipo asi como los
pardmetros que se optimizaron para la obtencidtasldracciones, determinado por el

ndmero de espectros similares producidos.

Tabla 3. Condiciones de operacion optimizadas para la seipardel extracto crudo de

ranas.

Condiciones Experimentales
Cromatografo Sistema Waters HPLC| Velocidad de flujo 2mL/min
Semipreparativa C18| Acondicionamiento| g 1294 (viv) TEA/HO
Columna XbridgeTM BEH300 de la Columna 12% (Vi) H
Detector UV-VIS Longitud de onda 214 nm
Inyeccion de - Volumen de
muestra Automatica inyeccién 100GuL
Temperatura de la 20 °C Tiempo de corrida 74min
columna
Preparacion de la| 20mg disuelto en 2mL de , . 0.10% (viv) TFA/HO,
Muestra 0.12% (viv) TFAHO Fase movl acetonitrilo
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3.3.2. Obtencién de Fracciones

Con las condiciones optimizadas para la corridalgavieron fracciones con un colector
pospuesto al detector, recolectando a los dos osndespués de iniciar la corrida,
recogiendo un volumen aproximado de 2mL por minuts fracciones obtenidas eran
liquidas, incoloras y tenian el olor caracteristied acetonitrilo pero muy tenue. Para la
determinacion de la existencia de compuestos guarae en la secrecion cutanea de la
rana, se realizaron blancos con los que se compgabde tiene una linea base aceptable y
los picos que presentan los solventes que confolantase movil asi como el solvente de

la muestra.

En la Figura 18 se muestra el cromatograma cornespate al blanco, el cual evidencia
gue el sistema se encuentra estable; el blanco snanismas condiciones, el mismo
meétodo a excepcion de que solo se inyecta el selyera la muestra que es 0.12% (V/V)

de TFA/RO.

1,804
1,604
1,404
1,204
1,004

o 0,80

o
0,60

0,40

UL o L L e e AL e e e e O
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00 55,00 60,00 65,00 70,00
Minutes

Figura 18. Cromatograma del Blanco, solucion acuosa de adftlootoacético al 0,12%

(VIV).
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Se realizaron 57 fraccionamientos en total comlasstras liofilizadas, de las cuales se
obtuvo un volumen de 2mL de cada fracciéon en caddda. Las fracciones obtenidas se

utilizaron tanto para el andlisis microbiol6gicarampara el analisis cualitativo.

A continuacidn se muestra en la Figura 19, el ctograma correspondiente al exudado de
la rana con serie de campo SC25349 y en la FiguralZromatograma correspondiente a
una muestra de secreciones cutaneas mezcladasakeraaas, demostrando que no existe
mayor diferencia entre ellos, por lo que para zaalias siguientes corridas se unieron las
muestras liofilizadas. En el Anexo 4 se preserdarctomatogramas de las demas corridas

realizadas para la obtencion de las fracciones.
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Figura 19. Cromatograma del extracto solido de la rAgalychnis spurrelliSC 25349 en

solucion acuosa de acido trifluoroacético al 0, 12%).
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Figura 20. Cromatograma del extracto sélido de varias ré&wadychnis spurrellen

solucion acuosa de acido trifluoroacético al 0, 12%).

3.4. Andlisis Microbioldgico

El andlisis microbiologico se realizdé con las fiaoes obtenidas durante las corridas
cromatograficas de muestras sdlidas unidas de cieces cutaneas; las siembras se
desarrollaron en un cuarto estéril, siguiendo tdassormas de seguridad para el manejo
de las bacterias. Este proceso fue ejecutado par astudiante de Biologia como

disertacién de grado dentro del proyecto.

En las Tablas 4 y 5 se presentan los resultad@stdeseccion del trabajo, definiendo las
fracciones con actividad antimicrobiana en las propnes 30Péptido/70Bacteria, y
25Péptido/75Bacteria respectivamente. En las tef@asspecifica si la bacteria es de tipo
Gram positiva 0 Gram negativa, el nombre de lagvactseguido de las iniciales asignadas
de las cepas y aislados, las mismas que tienesmbra asignado descrito al final de las
tablas (***). Enseguida se puede notar el nimeminario asignado a cada fraccion
recolectada después de la separaciéon cromatogréfinael tiempo de inicio de su
coleccion (tiempo de retencion), y momento en quedccion fue eluida de la columna.
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Luego de las lecturas obtenidas de cada siemkda, fcaccion que mostro resistencia (R)
o susceptibilidad (S) frente a cada cepa o aistadldriplicado se le designa una de estas
letras, logrando un total (T) de cepas y aisladas eyidenciaron susceptibilidad por cada
fraccidon. Los resultados determinan que a partirladéraccion 38 se deben elaborar
pruebas para su liofilizacién, debido a que presenin porcentaje alto de efectividad de
inhibicién en el crecimiento bacteriano a pesaladgtilizacion de una cantidad minima de

fraccion.
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1as en proporcion

Tabla 4. Fracciones efectivas para la inhibicion del creemto de bacter

30Péptido/70Bacteria.
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**T.R. : Tiempo de Retencion

*T: Total de cepas o aislados susceptibles a la fraccion

*** Cepas(C) o Aislados(A)

E. coli: (C1) ATCC25922; (A1)24EB-BLEE; (A2) 31EB-BLEE; (A3) 47EB-BLEE; (A4) 42EB-BLEE; (A5)45EB-BLEE; (A6)51EB-BLEE; (A7)37EB-BLEE

S. enterica: (C1) ATCC 13076

S.aureus: (C1) ATCC25923; (A1) 85 SAUR; (A2) 52 SAUR; (A3) 11 SAUR; (Ad) 20A CORSA; (A5) 11A CORSA; (A6) 88 CORSA; (A7) 99 CORSA
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7

1as en proporcion

Tabla 5. Fracciones efectivas para la inhibicion del creemtn de bacter

25Péptido/75Bacteria.

Gram Positiva

S. aureus

Ag AT

q

A4

V.

Gram Negativa

S. enterica]

T| C1 Al A

E. coli
AR A4

T C1

A% A6 Al

Cl Al AJ

Tipo

Bacteria

Cepas o Aislados

T.R.
(min)

10
11

12
13

14
15
16
17
18
19

20
21

22
23

24
25
26
27
28
29

30
31

32
33

34
35
36
37
38
39
40
41

42

43

44
45
46

47

48

49

50
51

52
53

54
55
56
57
58
59

60
61

62
63

64
65
66
67
68
69

70
71

72

Fraccion

No.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33

34
35

36

37

38
39

40
41

42

43
a4
45

46

47

48
49

50
51

52

53
54
55

56

57

58
59

60
61

62

63

64
65

66

67

68
69

70

** T.R. : Tiempo de Retenciéon

*T: Total de cepas o aislados susceptibles a la fraccion

*** Cepas(C) o Aislados(A)

E. coli: (C1) ATCC25922; (A1)24EB-BLEE; (A2) 31EB-BLEE; (A3) 47EB-BLEE; (Ad) 42EB-BLEE; (AS)45EB-BLEE; (A6)S1EB-BLEE; (A7)37EB-BLEE

S. enterica: (C1) ATCC 13076

S.aureus: (C1) ATCC25923; (A1) 85 SAUR; (A2) 52 SAUR; (A3) 11 SAUR; (A4) 20A CORSA; (A5) 11A CORSA; (A6) 88 CORSA; (A7) 99 CORSA
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3.5. Liofilizacion de las fracciones

Se tuvo ciertas dificultades para la liofilizacide fracciones, ya que el equipo al parecer
estaba provisto Unicamente para la liofilizaciomueestras exclusivamente acuosas, y las
fracciones debido a que son obtenidas por HPLGnadale agua contenian acetonitrilo y

acido trifluoroacético en proporciones distintas 0 separacion en gradiente.

Las primeras pruebas que se realizaron fueron eleato de horas en la fase de
congelamiento, ya que si no existe una muestra letamente sélida al empezar la fase de
sublimacion, el equipo se detiene automaticamergecjona una alarma debido a que el
equipo no puede llegar a la presion indicada ereteta disefiada; también se probo
disminuyendo el volumen a la mitad por muestracadas en cajas petri para que exista
mayor area de contacto de la muestra en el plato fzara la congelacién como para el
tratamiento termal. Finalmente, se efectuaron mihes acuosas de las fracciones en
factores de 2 y 5x con el fin de disminuir las @ntcaciones de acetonitrilo y &cido
trifluoroacético, de esta manera el punto de dalation de las soluciones aumentaria y se
podria dar el congelamiento total de la soluciam pgue el liofilizador prosiga con la etapa

de secado.

Todas las pruebas funcionaron una o dos vecesngese logro resolver el problema, el

equipo seguia deteniéndose ya que no llegaba aefadp indicada en la receta para
empezar el tratamiento de secado, por lo que corétmicos se determind que el problema
era la presencia de estos solventes en las mugsjteesno permitia que la bomba de vacio

opere adecuadamente.
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Con asesoria técnica, se propone la compra deam@d de Nitrégeno liquido, el cual se
conecta entre la bomba de vacio y la camara ddizhkeion, para garantizar el
congelamiento total de las soluciones, sin questdgentes que forman parte de éstas no
ocasionen algun dafio irreversible en los elemetdol bomba de vacio asi como en las
mangueras de unidon y demas componentes del egaipdn por la que se detiene la

elaboracion de una receta para la liofilizacionmatde las fracciones.

En la Figura 21 se ilustra el registro de datodigyé de un proceso que concluyd
exitosamente, mostrando una curva comparable cobtinida en la liofilizacion de las

secreciones. Consecuentemente, se encuentra la Riggue expone una curva en la que
el procedimiento no se completd, mostrando claréenene la presion no llega a la

programada, motivo por el cual se suspende el poode liofilizacion.
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Figura 21. Gréfico del proceso de liofilizacion de fracciomdgenidas por HPLC.
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Figura 22. Gréfico del proceso de liofilizacion incompletofdecciones obtenidas por

HPLC.

De las liofilizaciones que se pudieron completarpktuvo fracciones soélidas aunque no se
consiguié un peso exacto por volumen ya que elgsmoo era oOptimo, parte del
liofilizado se perdi6 porque se llegd a pegar a ptetos de tratamiento termal. Sin

embargo, se pudo obtener el peso necesario pdimrgmstillas de 14 fracciones.

En la Tabla 6 se muestra el peso total obtenidoframcion después del proceso de

liofilizacién, las 14 fracciones que dieron un pesasiderable para la elaboraciéon de las

pastillas son: 44, 45, 46, 47, 49, 50, 52, 5355456, 59, 60, y 63.
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Tabla 6. Peso total obtenido de Fracciones efectivas aiahibicion del crecimiento de

Escherichia coli, Salmonella enterisarotipo Enteritidis, ytaphylococcus aureus.

Fraccion *T.R.

No. (min) Peso (g)
38 40 0.0003
39 41 <0.0001
40 42 0.0003
41 43 0.0002
42 44 0.0005
43 45 0.0002
44 46 0.0041
45 47 0.0025
46 48 0.0036
47 49 0.0001
48 50 0.0001
49 51 0.0017
50 52 0.0033
51 53 0.0008
52 54 0.0031
53 55 0.0026
54 56 0.0022
55 57 0.0018
56 58 0.0030
57 59 0.0012
58 60 <0.0001
59 61 0.0022
60 62 0.0028
61 63 0.0002
62 64 0.0005
63 65 0.0020
64 66 0.0001
65 67 0.0002
66 68 <0.0001
67 69 <0.0001
68 70 <0.0001
69 71 <0.0001
70 72 <0.0001

*T.R. : Tiempo de retencién
Volumen aproximado liofilizado ~30mL
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3.6. Analisis Espectrofotométrico

Para la preparacion de pastillas con Bromuro dasRose necesita al menos un miligramo
de muestra, por lo que se pudo preparar Unicanfehtpastillas, dos o tres por cada
fraccién. Ademas, se prepar6 el blanco, la pastél realiza inicamente con Bromuro de
Potasio para realizar el background el cual elimingquier sefial que del aire, asi como el
portamuestra o algin contaminante que pueda témromuro de Potasio. La Figura 23

se muestra el espectro correspondiente al blanco.
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Figura 23. Espectro del Blanco, Bromuro de Potasio grado éspaétrico (Background).

El espectro es similar al que muestra el backgralahire, lo que evidencia que el porta

muestra no produce ninguna interferencia, asi celmaromuro de potasio no presenta

ningun contaminante residual garantizando el gesp@ctrométrico que posee.
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Posteriormente, en la Figura 24 se expone uno sleespectros obtenidos de las 14
fracciones que se empastillaron por presentar idativantimicrobiana en los ensayos
microbioldgicos; para la lectura de dichas fracemrse liofilizé y con el sélido obtenido,
se prepararon pastillas por triplicado con BromdeoPotasio. Todos los espectros de las
demas fracciones se adjuntan en el Anexo 5, ésiagaron espectros muy similares y sin

diferencias considerables.
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Figura 24. Espectro de la Fraccion No.44, pastilla con Brondedotasio grado

espectrométrico.

En el espectro se distingue el pico ubicado en3@@5.05crt, correspondiente a la
vibracion de tensién del enlace N-H en las ami@daisa banda importante es la ubicada en
los 1660.48cil la cual se produce por la tensién del enlace Co&hda Amida 1) y
vibraciones del enlace C=C, asi como la bandadsten 1540.32cth producida por

vibraciones de tension de N-C simétrico, y de faxdel enlace N-H cuando se trata de
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una amida secundaria (banda Amida ).

De acuerdo a publicaciones cientificas [48-50] emde se realizaron estudios con
péptidos por Espectofotometria de Infrarrojos y peetometria Laser Raman, se
compararon espectros asignando provisionalmenteicastas secundarias del tigd
laminar con respecto a vibraciones entre 1620 6§ por lo que al realizar la
comparacion con los espectros obtenidos en estdieste puede estipular esta estructura

debido a la presencia de un pico dentro del rango.

A partir de los espectros de Infrarrojos, tambigmpgede deducir que la técnica aplicada en
la separacién de secreciones cutaneas por HPLCa emddcuada debido a que la
identificacién de las fracciones como péptidos erseco, asegurando asi al método como
exclusivo para esta clase de compuestos y no pompép para moléculas estructuralmente
similares como son las aminas biogénicas, a lassqudeberia implantar una técnica

exclusiva para su estudio.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se logré confirmar la presencia de péptidos eneseames cutaneas dagalychnis
spurrelli, ya que los espectros obtenidos por FT-IR muestaadas caracteristicas de una

amida secundaria.

La optimizacion del método de separacion de lasesEmes cutdneas obtenidas es
aceptable ya que los cromatogramas resultantesisolares, con picos en tiempos de

retencién similares y el método microbiologico eptio a las fracciones fue reproducible.

Las 14 fracciones con actividad antimicrobiana sgiéograron leer por Espectrofotometria
de Infrarrojo presentaron bandas caracteristicasedsion y flexion de enlaces entre

Carbono, Hidrogeno, Oxigeno y Nitrégeno comunepresencia de una amida.

Se determina a los compuestos activos en el exutlatioranaAgalychnis spurrellcomo
péptidos ya que todos los espectros mostraroncidres de tension del enlace N-H entre
3300 - 3060cr, y vibraciones de tension y flexiéon para los esacc=0 y N-H

respectivamente entre 1630 - 1510¢mangos especificos para una amida secundaria.

En comparacion a distintas publicaciones ciensfican donde realizan un analisis
espectrométrico utilizando FT-IR y Laser Ramanpsede dar una asignacion provisional

a este tipo de péptidos como una estructura segarddd tipop laminar.
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No existen diferencias significativas entre espsctR al compararlos entre ellos, por lo

gue Unicamente se puede dar un analisis estrudkigte tipo de compuestos.

4.2. Recomendaciones

Se sugiere utilizar otras técnicas como espectrian®aman o Resonancia Magnética
Nuclear para la determinacién estructural especitie los péptidos, ya que pueden
proveer de espectros tridimensionales en donde wlep observar caracteristicas
mayormente definidas de las moléculas y de esteonsabier con certeza el modo de

accion de éstas contra bacterias, hongos y céalaerigenas.

Se propone recromatografiar las fracciones queouigrositivo en las pruebas de
susceptibilidad microbiana con otro tipo de columgndeterminar su masa molecular por

espectrometria de masas LC-MS, (MALDI-TOF).

Se plantea el estudio sobre sinergismo entre fyraesi con actividad antimicrobiana para
determinar si existe la posibilidad de ampliar @hgo de efectividad contra bacterias,

hongos y células cancerigenas.

Los péptidos son moléculas complejas que pose@mantientos distintos de aminoacidos
que les confieren propiedades fisico quimicas psygior lo que se recomienda definir la
secuencia de cada fraccion a través de un fraabdortke proteinas ya que de acuerdo a los
aminodcidos que lo componen y su eficiencia delanupnto, dependeria directamente la

posibilidad de su sintesis.
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Se propone proseguir con este tipo de investigasiale anfibios en el pais y resaltar la
importancia de éstos en su hdbitat, su conservaciproteccion, ya que pueden ser el
cimiento de una nueva gama de medicamentos altgu®$0 generen una evolucién de

bacterias, hongos y células malignas en sus macaside resistencia antibidtica.

Se recomienda la adquisicion de un filtro de Nigrdg Liquido para la liofilizacion de

fracciones en el caso de su necesidad para anptisieriores con el fin de evitar el

desgaste acelerado de la bomba de vacio asi coosocomponentes de equipo.

74



BIBLIOGRAFIA

[1] Proafio C., (2004)Ocurrencia de compuestos antimicrobiales secretagos la piel
de algunos anfibios de las familias: Hylidae, Demdratidae, Ranidae, y purificacion
parcial de 5 péptidos antimicrobianos de Agalychmigurrelli (Hylidae: Anura), Tesis,

Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, Ecuado

[2] Cipriani I., (2006). Andlisis de epibatidina en pieles de Dendrobatidesuatorianos

Tesis, Pontificia Universidad Catélica del Ecuadtmyador.

[3] Caicedo A., (2007)Analisis de secreciones peptidicas de anfibios égtanos con
pruebas de susceptibilidad en bacterias patégefi@sis, Pontificia Universidad Catolica

del Ecuador, Ecuador.

[4] Torres D., (2009)Actividad antifungica de los péptidos de la piel degalychnis
spurrelli sobre hongos fitopatégenp3esis, Pontificia Universidad Catolica del Ecuado

Ecuador.

[5] Ramirez G., (2012)Deteccion de fracciones peptidicas con actividadimictrobiana
extraidas de secreciones cutaneas de Agalychnisrrefli (Anura: Hylidae), Tesis,

Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador, Ecuado

[6] Duellman, W. E. y Trueb, L. (19948iology of Amphibians Johns Hopkins Paperbacks

edition, Baltimore, London.

[7] Hickman C., Roberts L., Larson A. (200Integrated Principles of ZoologyMcGraw-
Hill Publishing Co

[8] Gouts N. y Salomone F., (N.A.). Historia evdtut y descripcion de Anfibios,
http://www.alihuen.org.ar/fauna-pampeana/historiakgécion-y-descripcion-de-
anfibios.html, 2 de febrero de 2011.

75



[9] Hedges, S. y Maxson L., (1993A molecular perspective on Lissamphibian

phylogeny,Pennsylvania State University, USA, Herpetol. Mgm6:27-42.

[10] Feller, A. E. y S. B. Hedges., (1998)olecular evidence for the early history of
living amphibians, Pennsylvania State University, USA, Mol. Phylogertevol. 9:509-
516.

[11] Ruta, M. y Coates, M. I. (2007). Dates, nodes character conflict: addressing the
lissamphibian origin problendournal of Systematic PalaeontologySA, 5: 69-122.

[12] Carroll, R. L. (2007) The Palaeozoic AncestfySalamanders, Frogs and Caecilians.
Zoological Journal of the Linnean SocietyJSA, 150: 1-140.

[13] AmphibiaWeb: Information on amphibian biolognd conservation. (2011). Berkeley,
California, http://amphibiaweb.org/, 2 de febrem2011.

[14] Encyclopedia Britannica Inc., Encyclopedia tBninica Online, (2011). Chicago,
Illinois, http://www.britannica.com/EBchecked/tof#1445/amphibian, 03 de abril de
2011.

[15] Coloma, L. A., (2009). Anfibios de Ecuador.ubko de Zoologia, Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador. Quito, Ecuador,
http://www.puce.edu.ec/zoologia/vertebrados/amphiebec/anfibiosecuador/index.html,
5 de febrero de 2011.

[16] Bertonatti, C. (1994). Lista Propuesta de A y Reptiles Amenazados de
Extincion. Cuadernos de Herpetologi® (1): 164-171.

[17] Maneyro R., Camargo A., da Rosa |., Clase Ailmgh Facultad de Ciencias Seccion
Zoologia de Uruguay, http://zvert.fcien.edu.uy/mee\cursos/practico_04_anfibios.pdf, 3
de abril de 2011.

[18] Stebbins R. y Cohen N., (199A) Natural History of Amphibians,University Presses

of California, Columbia and Princeton, USA.

76



[19] Goraya. J., Wang. Y., Li. Z., O'Flaherty. ©/Flaherty. M., Floyd. C., (2000). Peptides
with antimicrobial activity from four different faitires isolated from the skins of the North
American : frogs, Randuteiventris RanaBarlandieri and RanaPipiens European
Journal of Biochemestry247: 894-900.

[20]  AmphibianArk: Conservation Breeding  SpecialistGroup  (2008).
http://www.amphibianark.org/, 5 de febrero de 2011.

[21] Simmaco. M., Mignogna. M., Barra. D., Boman, Boman. H., (1998). Experimental
Infections of rana Esculenta with Aeromonas hydilap molecular mechanism for the

control of the normal flor&Gcandinavian Journal of Inmunology48: 357-363.

[22] Godfrey, K., (2009). The gliding ability of Adychnis spurrelli (Anura: Hylidae) and
the significance of size and morphology. Manchester Museum
http://frogblogmanchester.files.wordpress.com/208&galychnis-spurrelli.pdf. 2 de
febrero de 2011.

[23] Ortega-Andrade M., (2008). Agalychnis spuirddoulenger (Anura, Hylidae):
Variacion, Distribucion y Sinonimi&apéis Avulsos de Zoologi&0!.48 (13), 103-117.

[24] Bohinsky R., (1991)Bioquimica 52 edicién, Addison — Wesley Iberoamericana,

S.A., Delaware.

[25] Nelson D., Cox M., (2009principios de Bioquimica5® edicion, Ediciones Omega,

S.A., Barcelona.

[26] Mathews C., Van Holde K., Ahern K., (200Bioquimica 3 edicién, Pearson
Educacién, S.A., Madrid.

[27] Wilbraham A. y Matta M., (1989)ntroduccion a la Quimica Organica y Biologia

1% edicion, Sistemas Técnicos de Edicion, Méxica D.F

[28] Boyer R., (2002)Concepts in Biochemistr,)Qd"’1 edicion, Thomson Learning, Canada.

77



[29] White A., Handler P., Smith E., Stetten D.9%%). Principles of Biochemistry

McGraw-Hill Company, Inc., New York.

[30] Curso de Biomoléculas, Universidad del Pais scda (2010),
http://www.ehu.es/biomoleculas/index.htm, 3 delad®i2011.

[31] Tellez, G. y Castano, J., (2010). Antimicrdlppeptides.Revista Infectio Vol.14 (1),
55-67, Universidad del Quindio, Armenia.

[32] Kamysz W., Okr6éj M., y tukasiak J., (2003). Wb properties of antimicrobial
peptidesActa Biochimica PolonicaVol.50 (2), 461-469, Polonia.

[33] Rivas S., Sada E., Herndndez-Pando R., Tsutgurf2006) Péptidos antimicrobianos
en la inmunidad innata de enfermedades infeccioS&sud Publica de México,

http://redalyc.uaemex.mx/redalyc/src/inicio/ArtPdiRjsp?iCve=10648109, 3 de abril de
2011.

[34] Zhao H., (2003)Mode of Action of Antimicrobial PeptidesAcademic Dissertation,

University of Helsinki, Finland.

[35] Hancock R., Sahl H., (2006). Antimicrobial ahdst-defense peptides as new anti-
infective therapeutic strategiddature BiotechnologyVol. 24, n.12, pp.1551-1557.

[36] Orduz S., Gutierrez P., (2003). Péptidos aitiabianos, estructura, funcion y
aplicacionesActualidades Bioldgicas\vol.25, fasc.78, pp.5-15.

[37] Van‘'t Hof W., Veerman E., Helmerhorst E., Amaegen A., (2001). Antimicrobial
Peptides: Properties and Applicabiliiournal Biological Chemistry Vol. 382, pp. 597-
619.

[38] Castafieda-Casimiro J., Ortega J., VenegasAduino A., Serafin J., Estrada S.,

Estrada 1., (2009). Péptidos antimicrobianos: piésticon multiples funcioneglergia,

asma e inmunologia pediatrica¥ol. 18, Nam. 1, pp. 16-29.

78



[39] Shai Y., (2002). Mode of Action of Membranetive Antimicrobial PeptidesWiley
Periodicals, Inc. Biopolymers\ol. 66, pp. 236-248.

[40] Gallo R., Huttner K., (1998). Antimicrobial pgdes: an emerging concept in
cutaneous biologylournal of Investigative Dermatologyn.111, pp.739-743.

[41] Ramirez J., (2006) Liofilizacion de AlimentosUniversidad del Valle,
http://es.scribd.com/doc/31055971/4/DEFINICION-DESEILIZACION, 01 de junio de
2011.

[42] Waters: HPLC - High Performance Liquid Chroowaphy (2011). Milford,
Massachusetts, http://www.waters.com/waters/naRbiair10048919, 8 de junio de 2011.

[43] Rubinson K., Rubinson J., (2001Analisis Instrumental 1°® edici6n, Pearson
Educacion, S.A., Madrid.

[44] Skoog D., Holler J., Nieman T., (200Brincipios de Analisis Instrumental 52
edicién, Mc Graw-Hill, Madrid.

[45] Walton H., (2005)Analisis Quimico e Instrumental Moderno 1*edicién, Editorial

Reverté S.A., Barcelona.

[46] Sierra I., Pérez D., Gomez S., Morante S.1(@0Analisis Instrumental 1°™ edicion,

Produccion Editorial Gesbiblo, S.L., Espafia.

[47] Marenah L., Shaw C., Orr D., McClean S., FRitAbdel-Wahab Y., (2004). Isolation
and characterisation of an unexpected class ofimmropic peptides in the skin of the

frog Agalychnis litodryasRegulatory Peptidess.120, pp. 33-38.

[48] Benaki D., Aggeli A., Chryssikos G., Yiannopos! Y., Kamitsos E., Brumley E., Case
S., Boden N., Hamodrakas S., (1998). Laser-RamanFIAlR spectroscopic studies of
peptide-analogues of silkmoth chorion protein seagmielnternational Journal of

Biological Macromoleculesv.23, pp. 49-59.

79



[49] Bredenbeck J., y Hamm P., (2003). Peptide catre determination by two-
dimensional infrared spectroscopy in the presericeomogeneous and inhomogeneous

broadeningJournal of Chemical Physicsv. 119, n. 3, pp. 1569-1578.

[50] Smith A., y Tokmakoff A., (2007). Amide | twdimensional infrared spectroscopy of
B-hairpin peptideslournal of Chemical Physicsn.126, 045109, pp 1-11.

80



ANEXOS

81



ANEXO 1. Series de campo correspondiente a los esfraenes deAgalychnis spurrelli

empleados para la obtencién de secreciones cutdneas

Namero Especie Serie de Campo
1 Agalychnis spurrelli SC 27297
2 Agalychnis spurrelli SC 27298
3 Agalychnis spurrelli SC 27299
4 Agalychnis spurrelli SC 27300
5 Agalychnis spurrelli SC 15748
6 Agalychnis spurrelli SC 15876
7 Agalychnis spurrelli SC 15878
8 Agalychnis spurrelli SC 15879
9 Agalychnis spurrelli SC 15880
10 Agalychnis spurrelli SC 26515
11 Agalychnis spurrelli SC 26516
12 Agalychnis spurrelli SC 26517
13 Agalychnis spurrelli SC 15886
14 Agalychnis spurrelli SC 15887
15 Agalychnis spurrelli SC 15889
16 Agalychnis spurrelli SC 15891
17 Agalychnis spurrelli SC 15892
18 Agalychnis spurrelli SC 15894
19 Agalychnis spurrelli SC 15896
20 Agalychnis spurrelli SC 15900
21 Agalychnis spurrelli SC 15902
22 Agalychnis spurrelli SC 26518
23 Agalychnis spurrelli SC 26519
24 Agalychnis spurrelli SC 15932
25 Agalychnis spurrelli SC 26349
26 Agalychnis spurrelli SC 26350
27 Agalychnis spurrelli SC 26352
28 Agalychnis spurrelli SC 26353
29 Agalychnis spurrelli SC 26354
30 Agalychnis spurrelli SC 26355
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ANEXO 2. Copia del permiso de coleccion de anfibiogara el proyecto en el que se

desarrollé la investigacién por un afio calendarioZ007-2008).

e
ministerio del
ambiente

Republica del Ecuador

PERMISO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

No 15
Fecha: 5 de febrero de 2007

El Ministerio del Ambiente, en uso ge las atribuciones que le confiere la Codificacion
Ley Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre, autoriza a la Dra.
lliana Alcocer Negrete, Cl. No 1710490143 de nacionalidad ecuatoriana, para que
lleve a cabo la investigacién “Coleccion de anfibios del grupo anura para el
Proyecto CARACTERIZACION DE LAS SECRESIONES CUTANEAS de Agalychnis
litodryas (ANURA HYLIDAE.)

De acuerdo a las siguientes especificaciones:

1. Solicitado por: Dra. lliana Alcocer Negrete

2. Nombre del funcionario responsable de la valoracién técnica del proyecto: Ing.
Abel Olaya Marifio, LIDER DE BIODIVERSIDAD DE ESMERALDAS MA.

3. Nombre de la Institucién Cientifica Extranjera Auspiciante: No califica.

4. Nombre de la Institucién Cientifica Nacional Auspiciante: Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador.

5. Bajo Monitoreo de: (Lider de Biodiversidad) del Ministerio del Ambiente,
Direccion Regional de Esmeraldas.

6. Complementos autorizados de la Investigacion:

- coleccion: de muestras.
- identificaciéon de campo con liberacion.
- uso de redes, trampas.
7. Duracién de :
- la investigacion: (3 afos calendarios)
- permiso de investigacion: 1 afio calendario (de 5 de febrero de 2007
hasta 5 de febrero de 2008)
8. Obligaciones del investigador:
- Entregar 3 copias de los resultados finales de la investigacion en castellano,
incluyendo una copia de las fotografias que formen parte de la investigacion
(Art. 9 Libro lit. b) IV TULAS)
- en caso de renovacién del permiso anual de investigacion, se debe presentar
un i e avance de la investigacion en castellano

// El plaz dé entrega del informe vence: 5 de abril de 2008
E,L"
\. s
S (LLLLL
Dr. Maurici ulo Ayovi
DIREC ICO DE AREA - JEFE DE
RI ESTAL 1 DE ESMERALDAS MA

Av. Pedro Vicente Maldonado y Manuela Caifiizares Edf. del MAG. Piso 2
Teléfonos: 2721-781; 2723-204
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OBSERVACIONES CORRESPONDIENTES A LAS ESPECIFICACIONES DE LA AUTORIZACION EN LA PRIMERA
PAGINA:

ESTA AUTORIZACION ES EMITIDA BAJO LOS TERMINOS EXPRESADOS Y APROBADOS EN LA PROPUESTA
DE INVESTIGACION, POR TANTO NO HABILITA EXPORTACION O MOVILIZACION DE FAUNA

SE AUTORIZA LA INVESTIGACION EN LAS PROVINCIAS QUE SE RESALTAN A CONTINUACION' CARCHI
IMBABURA, PICHINCHA, NAPO, SUCUMBIOS, MORONA SANTIAGO. COTOPAXI, CHIMBORAZO. AZUAY, LOJA
TUNGURAHUA, PASTAZA. ZAMORA CHINCHIPE, MANABI. ESMERALDAS. GUAYAS, LOS RIOS EL ORO Y
SANTA ELENA

SE AUTORIZA LA COLECCION E INVESTIGACION DE ESPECIMENES ZOOLOGICOS DE: Aves. Mamiferos,
Anfibios. Reptiles e Insectos EN LAS ZONAS ESPECIFICADAS EN EL PARRAFO ANTERIOR CON EL PROPOSITO
DE OBTENER DATOS BIOLOGICOS, MORFOLOGICOS. INVENTARIAR DIVERSIDAD DE ESEPECIES,
CARACTERIZACION GENETICA Y DESCRIBIR NUEVAS ESPECIES, EN LAS PROVINCIAS ESPECIFICADAS EN
EL PARRAFO ANTERIOR.

EN EL CASO DE ENCONTRARSE NUEVAS ESPECIES, DE.BER/\ NOTIFICARSE A LA DIRECCION NACIONAL DE
BIODIVERSIDAD PARA LA RESPECTIVA AUTORIZACION DE SU PUBLICACION. LOS TIPOS DEBERAN
DEPOSITARSE EN EL MUSEO DE ZOOLOGIA QCAZ DE LA PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL
ECUADOR.

PARA EL INGRESO A AREAS DE PROPIEDAD PRIVADA EL INVESTIGADOR DEBERA COORDINAR CON EL
RESPECTIVO PROPIETARIO.

PARA EL INGRESO A AREAS RPOTEGIDAS. LOS INVESTIGADORES DEBERAN COORDINAR CON EL
RESPECTIVO RESPONSABLE DE AREA.

PARA LA MOVILIZACION DE TODOS LOS EJEMPLARES COLECTADOS EN ESTA INVESTIGACION. EL
INVESTIGADOR DEBERA CONTAR CON LA RESPECTIVA ORDEN DE MOVILIZACION EMITIDA POR LAS
DIRECCIONES PROVINCIALES DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE

DE EXISTIR RETRAZO EN LA ENTREGA DE INFORMES PARCIALES O FINALES SE SOLICITARA PRORROGA
QUINCE DIAS ANTES DE LA FECHA DE VENCIMIENTO QUE INDICA ESTE DOCUMENTO.

LAS MUESTRAS O DATOS OBTENIDOS PRODUCTO DE INVESTIGACION NO PODRAN SER UTILIZADAS EN
CUALQUIER ACTIVIDAD DE BIOPROSPECCION NI ACCESO A RECURSO GENETICO.

NINGUN ESPECIMEN PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION PODRA SER UTILIZADO PARA USO COMERCIAL
O COMO MATERIAL PARA MANEJO INSITU / EXSITU, SIN LA CORRESPONDIENTE AUTORIZACION DEL
MINISTERIO DEL AMBIENTE.

ESTA AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA PODRA SER RENOVADA ANUALMENTE PREVIO AL
CUMPLIMIENTO DE LAS OBLIGACIONES CONTRAIDAS POR EL INVESTIGADOR, ENTREGA Y APROBACION
DE INFORMES PARCIALES O FINALES EN LAS FECHAS INDICADAS.

EL REGISTRO DE LA LOCALIZACION EXACTA DE LOS ESPECIMENES COLECTADOS U OBSERVADOS ASi
COMO FOTOGRAFIAS, INFORME PARCIAL O FINAL DEBERA SER ENTREGADO EN FORMATO ESTABLECIDO
FISICO Y DIGITAL PDF, PARA SU INGRESO AL CIBE (INCLUYENDO INFORMACION SOBRE [AS
COORDENADAS GEOGRAFICAS) Y PARA A LA PAGINA WEB DEL MINISTERIO DEL AMBIENTE

TODO USC INDEBIDO DE ESTA AUTORIZACION, ASi COMO EL INCUMPLIMIENTO DE ASPECTOS LEGALES,
ADMINISTRATIVOS O TECNICOS ESTABLECIDOS EN LA MISMA, SERAN SANCIONADOS DE ACUERDO A LA
CODIFICACION A LA LEY FORESTAL Y DE CONSERVACION DE AREAS NATURALES Y VIDA SILVESTRE Y Al
TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL SECUNDARIA.

TASA POR AUTORIZACION: 260 DOCIENTOS SESENTA DOLARES DEPOSITADOS CON PAPELETA No. 0092429
DEL 13 DE FEBRERO DEL 2009 EN EL BANCO NACIONAL DE FOMENTO CUENTA 0010000785
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ANEXO 3. Copia del permiso de coleccion de anfibiogara el proyecto en el que se

desarrollé la investigacién por un afio calendarioZ009-2010).

B

- Ministerio
del Ambiente

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA

N°008-09 IC-FAU-DNB/MA

FLORA FAUNA X

El Ministerio del Ambiente, en uso de las atribuciones que le confiere La Codificacion a la Ley Forestal y
de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre autoriza a Santiago Ron, Documento de Identidad,
Céedula 1711059137, Luis Coloma, Documento de Identidad, Cédula No.1706893300. Juan Manuel
Guayasamin, Documento de Identidad, Cédula No. 170636098-7, Elisa Bonaccorso, Documento de
ldentidad, No. Alvaro Barragan Documento de Identidad, Cédula No. 1711585511, Santiago Burneo
Documento de Identidad, Cédula No. 1711685816, Omar Torres, Documento de Identidad. Cedula No
1712335916 para que lleven a cabo la investigacion “Plan de Colecta Anual del Museo de Zoologia
QCAZ de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador- P.M. FAU-001-DNB/VS .

De acuerdo a las siguientes especificaciones:

.- Solicitud de: Laura Arcos Teran. Decana de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador.

2.- Valoracion técnica del proyecto: Gabriela Montoya.

3.- Auspicio de Institucion Cientifica Extranjera: Ninguna

4.-  Auspicio de Institucion Cientifica Nacional: Pontificia Universidad Catélica del Ecuador.

5.- Contraparte del Ministerio del Ambiente: Coordinadores de Patrimonio Natural de las Direcciones
Provinciales establecidas en la parte posterior de esta Autorizacion.

6.- Complementos Autorizados de la Investigacion: Coleccion e Investigacion de Especimenes

Zoologicos de: Aves, Mamiferos, Anfibios, Reptiles e Insectos.

7.- Duracion: enero de 2009 al 26 de febrero de 2010.

8.- Obligaciones del investigador: SE COMPROMETE A DEFOSITAR DUPLICADOS DE LAS
COLECCIONES PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION EN ELMUSEO DE ZOOLOGIA QCAZ DE
LA PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR: ENTREGAR 3 (TRES) COPIAS DEL
INFORME DE RENOVACION Y/O FINAL, 1 (UNA) COPIA A CADA UNA DE LAS DIRECCIONES
PROVINCIALES DE LOS RESULTADOS DE ESTA INVESTIGACION EN ESPANOL, IMPRESO Y
DIGITAL EN FORMATO PDF, INCLUYENDO LA LOCALIZACION EXACTA DE LOS
ESPECIMENES COLECTADOS U OBSERVADOS, UNA COPIA DE LAS FOTOGRAFIAS QUE
FORMEN PARTE DE LA INVESTIGACION EN FORMATO DIGITAL AL MINISTERIO DEL
AMBIENTE
EL PLAZO DE ENTREGA DEL INFORME VENCE EL 26 DE FEBRERO DEL 2010.

9.- Del cumplimiento de las obligaciones dispuestas en el parrafo anterior se responsabiliza:
Laura Arcos Teran, Decané de la Facultad de Ciencias Exactas y Juan Manuel
Guayasamin Investigadgr. Pontificia Universidad Catélica del Ecuador

/ " ’
Wilsan Rojas i
Director Nacional de Biodiversidad

GM 17/02/09
CC: Lideres de Biodiversidad
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ministerio del
ambiente
Republica del Ecuador

CONDICIONES PARA LA VIGENCIA DEL PERMISO DE INVESTIGACION

1.

Se autoriza la investigaciéon en la provincia de Esmeraldas, sitios de: San
Lorenzo, San Mateo, la Unién, La Concordia.

Esta investigacion (Sl) faculta la coleccién de especimenes vivos

Esta autorizacion se otorga bajo los términos expresados en la propuesta de
investigacion, en tal sentido (NO) habilita para el manejo de fauna.

Esta autorizacion de investigacion cientifica debera ser renovada anualmente
previa entrega y aprobacién de los informes parciales.

En caso de prérroga, se la debera solicitar con 15 dias de anticipacion a la
fecha de vencimiento indicada en este documento.

Estos especimenes no podran ser utilizados para actividades de
bioprospeccion ni acceso a recursos genéticos.

El registro de los especimenes debera ser entregado obligatoriamente en
formato digital.

El incumplimiento de cualquiera de estas condiciones asi como el uso indebido
de este documento, o el incumplimiento de las disposiciones legales,
administrativas o técnicas establecidas, seran sancionados conforme a la
Codificacion a Ley Forestal y con la suspensién inmediata del presente permiso

La tasa por concepto de emisién de patente es de USD$ 20 (veinte ddlares)
(Libro IX Legislacién-Secundaria) y ha sido depositada en la cuenta del Banco
Nacional de Fomento No. 10000777 con comprobante No 0715577 de fecha

Av. Pedro Vicente Maldonado y Manuela Cafizares Edf. del MAG. Piso 2
Teléfonos: 2721-781; 2723-204
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ANEXO 4. Cromatogramas obtenidos por HPLC de secréones cutdneas de

Agalychnis spurrellien solucién acuosa de acido trifluoroacético al ®% (V/V) para

la obtencién de fracciones.
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ANEXO 5. Espectros de fracciones con actividad amtiicrobiana obtenidas por

Espectrofotometria de Infrarrojo con Transformadasde Fourier (FT-IR).
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5.1.Espectro de la Fraccién No.45, pastilla con BromdgdPotasio grado

espectrométrico.
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5.2.Espectro de la Fraccion No.46, pastilla con Bronded?otasio grado

espectrométrico.
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5.3.Espectro de la Fraccion No.47, pastilla con Brondgdotasio grado

espectrométrico.
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5.4.Espectro de la Fraccion No.49, pastilla con Brondedotasio grado

espectrométrico.
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5.5.Espectro de la Fraccion No.50, pastilla con Brondedotasio grado

espectrométrico.
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5.6.Espectro de la Fraccion No.52, pastilla con Brondgdotasio grado

espectrométrico.
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5.7.Espectro de la Fraccién No.53, pastilla con BromdgdPotasio grado

espectrométrico.
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5.8.Espectro de la Fraccion No.54, pastilla con Brondedotasio grado

espectrométrico.
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5.9.Espectro de la Fraccion No.55, pastilla con Brondgdotasio grado

espectrométrico.

114




%T

70

&0

a0

30

a0

10 ]

32

2358,21

2066,05

113,08

2885 166149 120360

1539,93

44000 4000 3000 2000 1500 1000 516,0

el

5.10.Espectro de la Fraccion No.56, pastilla con Bronded’otasio grado

espectrométrico.
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5.11.Espectro de la Fraccién No.59, pastilla con Brondedotasio grado

espectrométrico.
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5.12.Espectro de la Fraccion No.60, pastilla con Bronded’otasio grado

espectromeétrico.
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5.13.Espectro de la Fraccion No.63, pastilla con Bronded’otasio grado

espectrométrico.
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