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RESUMEN

Los extractos cloroférmicos y etandlicos de algunas espe-
cies de esponjas marinas de la bahia de Santa Marta y Punta
Aguja, Caribe Colombiano, fueron examindadosrespectoa su
actividad antibacteriana. Ambos extractos de las esponjas
Topsentia ophiraphidites, Aplysina lacunosa, Smenospongia
echina y Acarnus innominatus mostraron actividad significa-
tiva frente a los microorganismos ensayados, destacdndose la
actividad de Smenospongia echina frente a Pseudomonas
aeruginosa. Las otras esponjas examinadas Desmapsamma
anchorata, Myrmekioderma styx y Plakinastrella onkodes no
presentaron actividad antibacteriana y las esponjas
Anthosignella varians y Raspailia (Raspaxilla) sp. solo fueron
activas contraun microorganismo Gram positivo en cadacaso.

SUMMARY

The antimicrobial activity of the chloroform and ethanolic
extracts of several marine sponges collected at the Colombian
Caribbean, was determined. The sponges Topsentia
ophiraphidites, Aplysina lacunosa, Smenospongia echina and
Acarnus innominatus showed significant activity against the
microorganismos used, especially that of Smenospongia echina
against Pseudomonas aeruginosa. The other sponges
Desmapsamma anchorata, Myrmekioderma styx and
Plakinastrella onkodes did notshow antibacterial activity,and
Anthosignella varians and Raspailia (Raspaxilla) sp. were
only active against Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus,
respectively.
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INTRODUCCION

La década del 80 y lo que va corrido de la del 90, ha sido
dedicada por muchos investigadores de Productos Naturales
Marinos, al estudio de la interesante y variada actividad
biolGgica que presentan las esponjas marinas. Se destacan por
ejemplo la actividad antimicrobiana, citot6xica, antitumoral,
antiinflamatoria, cardiovascular, respiratoria y gastrointes-
tinal... etc (1,2). Simultdneamente se han hecho esfuerzos para
lograr el aislamiento y la caracterizacién estructural de los
compuestos responsables de las actividades mencionadas.

Dentro del contexto anterior, nuestro grupo de investiga-
cién se ha dedicado en los iltimos afios al estudio de los
compuestos quimicos responsables de la actividad
antimicrobiana, citot6xica e ictiotéxica de las esponjas de la
regién de Santa Marta, Caribe Colombiano. Como resultado
de estos estudios se han encontrado compuestos quimicos de
estructuranovedosatales comoel (+)-curcufenol y lavariabilina
y sus isémeros, reportados como responsables de la actividad
antimicrobiana en Didiscus oxeata (3) y en Ircinia felix (4),
respectivamente.

Asi,como una continuacién de las investigaciones mencio-
nadas, el presente trabajo reporta el estudio de la actividad
antibacteriana de algunas esponjas de la bahia de Santa Marta,
con el objetivo de obtener informacién que nos permita iniciar
los estudios quimicos y de actividades bioldgicas
correpondientes, dependiendo de lo promisorio de los resul-
tados.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y Equipo

Paralosensayosantibacterianos se utilizaron caldo infusién
cerebro corazén (Merck), agar isosensitest (Merck), una incu-
badora Thelco 32 M de la Precision Scientific Company y un
medidor de halos de inhibicién Fischer-Lilly de la Fischer
Scientific Company.
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Material Bioldgico

Las muestras de esponjas para las cuales se evalué su
actividad antibacteriana de relacionan en la Tabla 1.

TABLA 1.

Esponjas recolectadas para el estudio de la actividad
antibacteriana

N
ESPONJA* SITIO DE RECOLECCION PROFUNDIDAD

Anthosignella varians Punta de Betin, Bahfa de Santa Marta 12 m

(Duch. y Mich., 1864)

Topsentia ophiraphidites El Morro Bahfa de Santa Marta 20m

(de Laubenfels, 1934)

Myrmekioderma styx Punta Aguja 12-14m
(de Laubenfels, 1953)

Raspailia (Raspaxilla) sp.** Punta Aguja 15m
Desmapsamma anchorata  Punta de Betfn, Bahfa de Santa Marta 13 m
(Carter, 1882)

Acarnus innominatus Punta de Betin, Bahfa de Santa Marta 13 m
(Gray, 1867)

Smenospongia echina Punta Aguja 14m

(de Laubenfels, 1934)

Aplysina lacunosa Punta Aguja 12-14m
(Pallas, 1766)

Plakinastrella onkodes Punta de Betin, Bahfa de Santa Marta 15m

(Uliczka, 1929) Punta Aguja 14m

* De las esponjas aqui mencionadas se encuentran ejemplares en la
colecciéndel INVEMAR, en Santa Marta (Magdalena). Descripcién de
algunas especies han sido publicadas por Zea (5). ** Esta especie estd
preliminarmente ubicadaen este género y subgénero de acuerdo con una
revisién reciente de la familia Raspailiidae, trasladada del orden
Axinellida al orden Poecilosclerida (6) y aparentemente se trata de una
especie sin describir.

Preparacion de los Extractos Crudos

En todos los casos las esponjas fueron mantenidas en
congelacion desde el momento de su recoleccién hasta el dia
de su ensayo, en el cual se procedié a descongelarlas, lavarlas
con abundante agua recien destilada, pesar 200 g, cortarlas en
pedazos finos, agregar 200 ml del solvente (etanol o clorofor-
mo segun el caso) y dejarlas en agitacién a temperatura
ambiente durante 24 horas.

Luego de filtrar los extractos asi obtenidos, éstos se evapo-
raron hasta sequedad a una temper:  a de 25°C utilizando un

rotavapor con vacio. Posteriormente se prepararon soluciones
en etanol y cloroformo con los extractos secos, de manera que
ellas tuviesen una concentracién final de 200 mg/ml.

Para evaluar el espectro de actividad antibacteriana se
utilizé el método de difusién en gel (7-9), variandola forma de
aplicacién de las muestras a ensayar: en un caso se colocaron
cantidades de 75 pg y 100 ug en discos de papel ( 6 mm de
didmetro) y en el otro se colocaron las mismas cantidades de
muestra mencionadas, pero usando perforaciones realizadas
en el gel. Todos los ensayos se hicieron por duplicado
contando siempre con su respectivo control, contra el solvente
puro y antibacterianos estdndar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré que el espectro de la actividad antibacteriana
de las diferentes esponjas estudiadas es variable frente a los
microorganismos ensayados; algunas mostraron actividad sig-
nificativa mientras que otras apenas mostraron actividad. En
las tablas 2 a 5 se muestran todos los resultados de los halos de
inhibicién obtenidos para las diferentes esponjas frente a los
microorganismos empleados en los ensayos.

Esponjas del orden Hadromerida

Los extractos etandlicos y cloroférmicos de la esponja
Anthosignella varians s6lo fueron positivos frente a Bacillus
subtilis: (El extractoetandlico75y 100 ug produjo 14y 15 mm
de halo de inhibicién, respectivamente). La gran habilidad de
estaespecie de crecer sobre corales y otros organismo sésiles
(10), no estarfa entonces asociada a la produccién de sustan-
cias antibacteriales, a diferencia de otras esponjas excavantes
de coral (11). En la literatura consultada no se encontraron
reportes sobre actividad antimicrobiana para esta especie de
esponjas.

Esponjas del orden Halichondrida

El extracto cloroférmico de la esponja Topsentia
ophiraphidites fue activo frente a cuatro de los cinco
microorganismos ensayados (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli y Salmonella sp. Tabla 2) y el
extractoetandlicolo fue frente a dos de los cinco (Escherichia
coli y Salmonella sp. Tabla 2). Frente a Pseudomonas
aeruginosa no se detectd actividad para ninguno de los extrac-
tos. Se observa que las sustancias activas presentes en este
extracto etandlico tienen un espectro de actividad reducido, ya
que sélo actuaron contra dos de los tres microorganismos
Gram negativos usados y que el espectro de actividad del
extracto cloroférmico es més amplio que el anterior ya que
actda frente a microorganismos Gram positivos y negativos.
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Estos resultados parecen indicar que la accién antibacteriana
en esta esponja se debe a sustancias diferentes o que el
mecanismo de accidn, de ser una misma sustancia no es igual
en ambos casos.

También es importante hacer notar que los valores de los
halos de inhibicién obtenidos (Tabla 2) son bastantes bajos, lo
cual parece indicar que la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de la sustancia bioactiva es alta o que por el hecho de
estar formado el extracto por una mezcla de sustancias se esté
presentando un fenémeno de antagonismo.

De Topsentia ophiraphidites no se han reportado anterior-
mente datos de actividad bioldgica, pero algunas otras espe-
cies del género Topsentia han mostrado débil actividad
antibacteriana e ictiot6xica entre otras (12).

TABLA 2.

Espectro de actividad antibacteriana de los extractos
etandlico y cloroférmico de la esponja Topsentia
ophiraphidites utilizando la técnica de discos de papel
y perforacién en gel.

MICROORGANISMO HALOS DE INHIBICION (mm)
et et cl cl

75 g 100pg  75pg 100 pg

Staphylococcus aureus 0 0 11 15
0) 0) (12) (16)
Bacillus subtilis 0 0 12 16
(V] ©0) 12y an
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0
0) (V] ) )
Escherichia coli 10 16 12,5 17,2
an an 13 (182
Salmonella sp 11 17 14 17

12) 18 1s) 18

et = extracto etandlico, cl = extracto cloroférinico.
Los valores entre paréntesis corresponden a los resultados.

aunque aiin algunos autores consideran que son dos especies
muy cercanas del género Myrmekioderma (15,16). De cual-
quier manera, el material de Santa Marta coincide con las
caracteristicas originalmente descritas para styx. La falta de
actividad antibacteriana en esta especie podria indicar que
estos metabolitos sonselectivosen su actividad farmacolégica.

Esponjas del orden Poecilosclerida

Para la esponja Acarnus innominatus los resultados de
actividad antimicrobiana se muestran en la Tabla 3. Estos
indican que los extractos cloroférmico y etanélico presentaron
actividad contra Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtillis,en
tanto que ninguno de los extractos mostré actividad contra
Escherichia coli, Salmonella sp.y Pseudomonas aeruginosa.

TABLA 3.

Espectro de actividad antimicrombiana de los extractos
etandlico y cloroférmico de la esponja Acarnus
innominatus utilizando la técnica de discos de papel
y perforacién en gel.

-
MICROORGANISMO HALOS DE INHIBICION (mm)

et et cl cl

75 g 100 pg  75ug 100pg

Staphylococcus aureus 11 13 12 14

(12) (15) (14)  (16)
Bacillus subtilis 16 18 17 20

amn (20) 19 (22
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0

©0) ©) ) )
Escherichia coli 0 0 0 0

(V] 0) ©) )
Salmonella sp 0 0 0 0

0 © (V] ©

et = extracto etan6lico, cl = extracto cloroférmico.
Los valores entre paréntesis corresponden a los resultados

cuando la muestra se coloca en la perforacién realizada en el gel.

cuando la muestra se coloca en la perforacién realizada en el gel.
. ) J

En el caso de Myrmekioderma styx ninguno de sus extrac-
tos presenté actividad antibacteriana frente a los
microorganismos ensayados.

Diterpenos citot6xicos y antivirales han sido aislados de la
esponja Epipolasis reiswigi (13) colectada en Jamaica y las
Bahamas. Esta especie fue sinonimizada con M. styx (14),

Estos resultados parecen indicar que el espectro de activi-
dad delaesponjaAcarnusinnominatus es bastante reducidoya
que solo respondieron dos de los cinco microorganismos
ensayados: Staphylococcus aureus'y Bacillus subtilis, siendo
mayor la respuesta de este dltimo microorganismo. Los
valores de los halos de inhibicién obtenidos son bastantes
representativos de una buena actividad en los casos en donde
lahuboy de que la CMI es relativamente baja. No se encontré
reporte en la literatura de actividad biolégica para esta esponja.
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Losextractos de laesponja Raspailia (Raspaxilla) sp., solo
presentaronuna ligeraactividad frente a Staphylococcus aureus
(100 pg de extracto etandlico produjeron 9.5 mm de halo de
inhibicién mientras que 100 pg de extracto cloroférmico
produjeron 9 mm de halo de inhibicién; en tanto que los 75 pg
de los extractos etanélico y/o cloroférmico no presentaron
actividad). Para esta especie de esponja tampoco se encontra-
ron datos sobre actividad antibacteriana en la literatura.

Ninguno de los extractos de Desmapsamma anchorata
mostré actividad contra los microorganismos ensayados.

Esponjas del orden Dictyoceratida

En cuanto a la esponja Smenospongia echina los datos de
la tabla 4 indican que los extractos cloroférmico y etanélico
presentaron actividad contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus 'y Pseudomonas aeruginosa, en tanto que ninguno de
los extractos mostré actividad contra Salmonella sp. nicontra
Bacillus subtilis.

TABLA 4.

Espectro de actividad antimicrobiana de los extractos
etandlico y cloroférmico de la esponja Smenospongia
echina utilizando la técnica de discos
de papel y perforacién en gel.

' Y
MICROORGANISMO HALOS DE INHIBICION (mm)
et et cl cl
75 pg 100 pg  75pg  100pg

Staphylococcus aureus 17 19 18 20
(18) 19) asg  @n
Bacillus subtilis 0 0 0 0
©0) ) ) (V)
Pseudomonas aeruginosa 16 18 20 23
(16) (19) (2 R V)]
Escherichia coli 15 17 19 22
(14) (16) (18) (22)
Salmonella sp. 0 0 0 0

(V] (V] (V] ©

et = extracto etandlico, ¢l = extracto cloroférmico.
Los valores entre paréntesis corresponden a los resultados

cuando la muestra se coloca en la perforacion realizada en el gel.

Es importante resaltar que la actividad de los extractos de
esta esponja es mayor cualitativa y cuantitativamente que la
presentada por la esponja Topsentia ophiraphidites, por
ejemploel microorganismo Staphylococcus aureus fue inhibido
porel extracto etanélicode esta esponja, mientras que no lo fue
por el de Topsentia 'y los valores de actividad del extracto
cloroférmico en general también fueron mayores para esta
esponja.

También es importante anotar que es significativa la acti-
vidad de Smenospongia echina contra Pseudomonas
aeruginosa por laresistenciaque presentaeste microorganismo
a una gran gama de antimicrobianos. Los halos de inhibicién
obtenidos, 16- 19 mm parael extracto metanélicoy 20-23 mm
para el extracto cloroférmico, son representativos de una
buena actividad y de una CMI relativamente baja (9,12,17).

Inicialmente se crey6 que esta esponja era una especie no
descrita del género Fasciospongia. Examen del material tipo
de Smenospongia cerebriformis (Duch. y Mich., 1864) [ = S.
aurea (Hyatt, 1875)], de S. musicalis (Duch. y Mich., 1864)
y de S. echina (de Laub, 1934) en Amsterdam, Holanda,
mostrd que las dos primeras son sin6nimos, y que el material
aquf usado es conespecifico con la dltima. Este material
podria también ser conespecifico con Smenospongia sp. de
Bonaire (15).

Del género Smenospongia se haencontrado en la literatura
un reporte de actividad antimicrobiana para la especie echina
(20) frente a los microorganismos S. aureus 'y C. albicans 'y
paralaespecie aurea (21) trabajada previamente por nosotros,
ligera actividad frente a B. subtilis, S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, S. pyogenes 'y C. albicans.

Esponjas del orden Verongia

Los resultados obtenidos para los extractos etandlico y
cloroférmico de la esponja Aplysina lacunosa (ver Tabla 5)
son similares a los que se obtuvieron con Topsentia
ophiraphidites, es decir que el extracto cloroférmico fue
activo frente acuatro de los cinco microorganismos ensayados
( Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coliy
Salmonella sp.) y el etandlico lo fue frente a dos de los cinco
ensayados (Escherichia coli'y Salmonella sp). Sin embargo,
la actividad del extracto cloroférmico de Aplysina lacunosa
frente a Salmonella sp fue menor ( 13 - 14 mm para 75 pgy 14
- 15mmpara 100pg),que enel casode Topsentia ophiraphidites
(14 - 15 para75 pgy 17 - 18 mm para 100 pg).
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TABLA 5.

Espectro de actividad antimicrobiana de los extractos
etandlico y cloroférmico de la esponja
Aplysina lacunosa utilizando la técnica de discos
de papel y perforacién en gel.

e Y
MICROORGANISMO HALOS DE INHIBICION (mm)
et et cl cl
75 pg 100 pg  75pg 100pg
Staphylococcus aureus 0 0 11 15
0) 0 12 (16
Bacillus subtilis 0 0 12 16
0) (V] a3 an
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0
0 © ) )
Escherichia coli 10 16 12 17
an amn (13) (18)
Salmonella sp 11 12 13 14

(12) (13) 14) (15)

et = extracto etanélico, ¢l = extracto cloroférmico.
Los valores entre paréntesis corresponden a los resultados
cuando la muestra se coloca en la perforacién realizada en el gel.

Del género Aplysina se han reportado varias especies con
actividad citotxicay antiviral, pero no antibacteriana (17,18).
Esta especie mantiene una rica fauna asociada viviendo en el
atrio y entre las cavidades y el tejido (19). Aparentemente
estos animales no se verfan afectados por las sutancias
antibacterianas.

Esponjas del orden Homosclerophorida

Los extractos de Plakinastrella onkodes no mostraron
actividad frente a los microorganismos ensayados.
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