Actividades biolégicas del extracto acuoso de la esponja Aplysina lacunosa
(Porifera: Aplysinidae)

Arda Kazanjian & Milagros Farifias

Departamento de Bioanalisis, Escuela de Ciencias, Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, Cumand, Venezuela;

arusiak@hotmail.com

Recibido 02-VI-2006. Corrected 02-X-2006. Accepted 13-X-2006.

Abstract: Biological activity of an aqueons extract of the sponge Aplysina lacunosa (Porifera: Aplysinidae).
The aqueous extract and protein precipitate of Aplysina lacunosa (Pallas, 1776) were studied to assess their
hemagglutinating, hemolysing, antibacterial, and antifungal activities. Specimens of the marine sponge were
collected in El Morro de Tigiiitigiie, Santa Fe, Sucre state, Venezuela. The active protein was separated by
molecular exclusion chromatography and its molar mass estimated by SDS-PAGE electrophoresis. The sponge
A. lacunosa has a protein with a molar mass of about 43 000 Daltons which is capable of agglutinating human
erythrocytes of the blood groups A, B, and O in a strong and unspecific mode. The assayed samples did not
evidence any hemolysing activity. As for the antibacterial assay, only the aqueous extract was able to inhibit the
growth of Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Escherichia coli, and Salmonella enteritidis, with inhibition
halos of 24, 20, 24, and 22 mm, respectively. None of the samples exhibited antifungal activity. The chemical
analysis of the aqueous extract revealed the presence of several secondary metabolites. It is presumed that its
hemagglutinating activity is mediated by agglutinative proteins. The antibacterial activity could be attributed
to the presence of saponins, alkaloids, tannins, and polyphenols, which are highly antimicrobial compounds.
Poriferans are a rich source of bioactive compounds that can be used in the development of new drugs potentially
useful in medicine. Rev. Biol. Trop. 54 (Suppl. 3): 189-200. Epub 2007 Jan. 15.
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Los invertebrados marinos constituyen un
grupo de organismos en los que se ha encon-
trado una fuente muy importante de sustancias
bioactivas, las cuales en muchos casos producen
como mecanismos de defensa, y cuyas propie-
dades biologicas van desde la antibacteriana,
antifungica, antiviral, antiinflamatoria y anti-
coagulante, hasta su utilizacion como pinturas
que eviten el establecimiento de organismos
marinos sobre estructuras sumergidas (Pifieiro
2000). Actualmente, diversos compuestos qui-
micos secundarios, tales como depsipéptidos,
sesquiterpenos, ergosteroles, alcaloides, com-
puestos halogenados, entre otros, han sido ais-
lados de holoturias, esponjas, octocorales y
tunicados (Hatakeyama et al. 1999, Clark 2000,
El-Gamal et al. 2004, Wang et al. 2004).

Otros de los compuestos bioactivos con
propiedades farmacologicas potenciales son las
lectinas. Estas sustancias constituyen un grupo
de proteinas y/o glicoproteinas naturales de
origen no inmune que comparten la propiedad
de enlazarse de forma especifica y reversible
a carbohidratos, ya sean libres o que formen
parte de estructuras mas complejas, con la
capacidad de aglutinar células y/o precipitar
glicoconjugados (Frane 1982). Algunas lecti-
nas se han utilizado como anticancerigenos, en
el estudio de membranas celulares para detec-
tar alteraciones relacionadas con malignidad
(Schumacher et al. 1995, Opric et al. 1996);
en estudios citogenéticos para la deteccion de
anormalidades cromosOmicas, asi como tam-
bién en ensayos histoquimicos y enzimaticos.
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En el area de la inmunohematologia, asociadas
con transfusiones de sangre, se han usado en
la caracterizacion e identificacion de grupos
sanguineos por la identidad que ellas presentan
ante azucares especificos presentes en la mem-
brana de los eritrocitos, y en un futuro, podrian
utilizarse como vacunas por su capacidad para
inhibir el crecimiento de diversos microorga-
nismos patogenos (Hernandez ef al. 1999).

Las esponjas marinas son los animales
sésiles y pluricelulares mas primitivos y se
encuentran expuestas con frecuencia a depre-
dadores y/o a microorganismos que infectan
su tejido fino (Newbold et al. 1999, Faulkner
et al. 2000). Protegidos por un sistema inmu-
ne altamente complejo, han existido durante
millones de afios; periodo de tiempo en el cual,
las bacterias asociadas a las esponjas, adquirie-
ron en comuin un metabolismo complejo, por
lo que algunos de los compuestos bioactivos
son producidos por enzimas provenientes de la
esponja y/o de sus microorganismos asociados
(Muller et al. 2004).

En estos invertebrados se han detectado
diversos compuestos quimicos con propie-
dades inhibitorias, citotoxicas y otras, far-
macoldgicamente activas. Compuestos como
alcaloides, lectinas, saponinas, macrolidos
y terpenoides con actividad antibacteriana,
anticancerigena, antimicotica, antiviral, anti-
parasitaria, hemaglutinante y hemolizante
han sido aislados de las esponjas Tethya sp.
(Indap y Pathare 1998); Aplysina fistularis
(Farifas et al. 2000); Erylus nobilis (Shin et
al. 2001); Plakortis simples (Fattorusso et al.
2002); Polymastia janeirensis (Monks et al.
2002); Jaspis wondoensis (Park et al. 2003) y
Neamphius huxleyi (Oku et al. 2004).

Las esponjas del género Aplysina con-
tienen altas concentraciones de metabolitos
bromados (hasta el 13% del peso seco) con
actividad antimicrobiana, actividad citotoxica
contra las lineas celulares humanas del cancer
de mama y con caracteristicas antidepredado-
ras (Sharma y Burkholder 1967, Kreuter et al.
1990, Weiss et al. 1996, citados por Hentschel
et al. 2001). Por ello, se consideré importan-
te evaluar algunas actividades biologicas del

extracto acuoso y precipitado de proteinas de la
esponja marina A. lacunosa como posible fuen-
te de proteinas activas, y de esta manera poder
contribuir a la investigacion de nuevas sustan-
cias de interés para la medicina, ampliando los
conocimientos sobre compuestos bioactivos, en
especial sobre el area de productos naturales de
origen marino.

MATERIALES Y METODOS

Colecta: Los especimenes frescos de A.
lacunosa (Fig. 1) fueron colectados en el
Morro de Tigiiitiglie, Santa Fe, estado Sucre,
Venezuela (10°19°N, 64°28°W); aproximada-
mente a 3 m de profundidad, empleando un
equipo de buceo autéonomo. Luego, se coloca-
ron en cavas con hielo seco para su transporte
hasta el laboratorio de Bioactivos Marinos
del Instituto Oceanografico de Venezuela en
la Universidad de Oriente, donde fue identifi-
cada taxonomicamente, hasta la categoria de
especie. Ejemplares de esta esponja se encuen-
tran depositados en el Museo del Instituto de
Investigaciones Marinas (INVEMAR), Uraba,
Colombia, bajo el niimero INV-Por 0062 1s:
octubre 1977 (Zea 1987).

Fig. 1. Ejemplar de la esponja marina A. lacunosa (Tomada
de Amaro 2003).

Fig. 1. Specimen of the marine sponge A. lacunosa (Taken
from Amaro 2003).
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Preparacién de la muestra: La esponja
en estudio fue dividida en pequeiios fragmentos
con ayuda de un bisturi, para eliminar la fauna
endobidtica visible que podia habitar en estos
organismos. Posteriormente, los fragmentos
fueron liofilizados en un liofilizador TELSTAR
modelo CRYODOS-50 y pulverizados en un
mortero para ser conservados hasta el momento
de la realizacion de los bioensayos. Las pruebas
para ensayar actividad biologica se verificaron
realizando tres réplicas de cada una de ellas.

La especie fue procesada siguiendo las
técnicas descritas por Bollag y Edelstein (1992)
para la preparacion del extracto acuoso, la pre-
cipitacion y concentracion de proteinas. Los
compuestos solubles en el medio acuoso se
extrajeron en buffer fosfato salino (PBS) de pH
7.4. Las proteinas presentes fueron precipitadas
por sobresaturacion con sulfato de amonio a un
99% de pureza y fueron concentradas por dia-
lisis utilizando bolsas de celulosa, cuya porosi-
dad excluia moléculas menores a 12 kDa.

Separacion de proteinas por cromato-
grafia de exclusion molecular: Para separar
las proteinas segiin su masa molar, se aplico
el método de Lloyd (1970, citado por Hughes
1976) utilizando una columna empacada con
Sephadex G-50. Antes de aplicar la muestra
preparada a una concentracion de 2 mg/ml,
la columna fue calibrada con patrones de
masa molecular conocida con la finalidad de
realizar una curva de calibracion para calcu-
lar la masa molar de la proteina activa. Las
proteinas empleadas como estandares fueron:
albumina de suero de bovino (66 000 Da),
anhidrasa carbonica (29 000 Da), citocromo
C (12400 Da) y aprotinina (6 400 Da). El
volumen muerto de la columna (Vo) fue deter-
minado con azul de dextrano. Con los datos
obtenidos se realizé el cromatograma, y las
fracciones pertenecientes al pico activo fue-
ron reunidas para proceder a calcular la masa
molar de la proteina en estudio.

Electroforesis: Para determinar la masa
molar de la proteina de interés se aplico la
técnica descrita por Laemmli (1970), la cual se

fundamenta en realizar corridas electroforéticas
en gel de poliacrilamida (acrilamida/Bis acrila-
mida) en presencia del detergente sulfato dode-
cilsédico (SDS) para desnaturalizar la proteina
y separarla de acuerdo a su masa molar. Una
vez culminada la corrida se procedi6 a la colo-
racion del gel siguiendo el método de Ausubel
et al. (1999), utilizando una solucioén de nitrato
de plata al 19.4% para tefiir las bandas.

Actividad hemaglutinante y hemolizan-
te: Se utilizaron muestras de sangre humana
clasificadas como grupos sanguineos A, By O,
siguiendo la técnica descrita por Landsteiner
(1947, citado por Rogers y Fish 1991). Los
resultados fueron reportados de acuerdo a
la simbologia normalmente utilizada (cruces)
cuando se produce la hemaglutinacion, la cual
fue determinada con base en la formacion
de botones y/o grumos de globulos rojos, 4+
boton unico con sobrenadante limpio, 3+ boton
con pequeflos grumos y sobrenadante limpio,
2+ pequeiios grumos con sobrenadante limpio,
1+ pequefios grumos con sobrenadante turbio,
comparados con dos controles (control positivo:
fraccion proteica contentiva de aglutininas de
Aplysina fistularis (Farifias 2002); control nega-
tivo: suspension normal de globulos rojos).

La hemolisis fue determinada cualitativa-
mente con base en las transformaciones fisicas
(viscosidad y color) de cada suspension san-
guinea sometida al extracto acuoso y al preci-
pitado de proteinas, comparando los resultados
con el extracto acuoso de la esponja marina
Amphimedon viridis, cuya actividad hemolitica
es ampliamente conocida (Berlinck ef al. 1996).
Todo esto para asegurar que la hemolisis obser-
vada sea efecto del extracto y/o precipitado de
proteinas de la esponja y no del mismo proceso.
Cuando ocurre la hemdlisis, la solucion sangui-
nea de viscosidad relativamente elevada y de
color rojo claro, cambia a una soluciéon menos
viscosa y de color rojo intenso.

Actividad antibacteriana y antimicoti-
ca: La propiedad antibacteriana se determind
por el método de difusion en placas, basados
en la metodologia de Bauer et al. (1966,
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citado por Finegold y Martin 1983) sobre
cepas bacterianas certificadas; Grampositivas
como Enterococcus faecalis (CVCM 924),
Bacillus cereus (CVCM 461), Bacillus sub-
tilis (CVCM 438) y Staphylococcus aureus
(CVCM 48), cepas bacterianas Gramnegativas
como Escherichia coli (CVCM 39), Salmonella
enteritidis (CVCM 497) y una cepa silves-
tre de Listeria monocitogenes. Para evaluar
la actividad antimicotica, se emplearon hon-
gos silvestres, tales como Penicillum sp.,
Candida albicans, Fusarium sp., Rhizopus
sp. vy Aspergillus sp., siguiendo la técnica
descrita por Madubunyi (1995). El extracto
y/o precipitado de proteinas con propiedades
antimicrobianas forma un halo de inhibicién
del crecimiento del microorganismo alrededor
del disco, cuyo didmetro fue medido utilizando
un vernier.

Pruebas quimicas: En el extracto acuo-
so se determind la presencia de familias de
compuestos quimicos, tales como alcaloides,
saponinas, taninos y polifenoles, mediante las
técnicas cualitativas descritas por Marcano y
Hasegawa (2002)

RESULTADOS

El extracto acuoso y el precipitado de pro-
teinas de la esponja marina 4. lacunosa provoca-
ron la hemaglutinacion con igual intensidad de
los glébulos rojos humanos de los grupos san-
guineos A, B y O probados (Cuadro 1, Fig. 2).

El liofilizado del precipitado de proteinas de
la esponja A. lacunosa fue evaluado en cuanto a
su pureza en relacion a otras proteinas contami-
nantes y a otros factores no proteicos mediante
la cromatografia de exclusion molecular.

El perfil cromatografico del precipitado
de proteinas estudiado, mostrd la presencia de
un solo pico, el cual contuvo un total de 30
fracciones (desde la 42 hasta la 71) con activi-
dad hemaglutinante sobre los diferentes grupos
sanguineos probados (Fig. 3), lo que indico la
presencia de la proteina en dichas fracciones.
Ademas, la ausencia de otros picos activos en el

cromatograma, sugiere la existencia de una sola
proteina activa. Cabe mencionar que la masa
molecular nativa de la proteina evaluada a través
de este método cromatografico, no pudo ser cal-
culada debido a la gran cantidad de fracciones
que resultaron ser activas. Por lo que se procedio
aplicar electroforesis a todas estas fracciones, y
al observar que todas mostraban una sola banda
en la misma posicion, fueron reunidas en una
sola muestra, la cual se corri6 junto al patron de
proteinas para asi finalmente poder estimar la
masa molar de la proteina activa.

CUADRO 1
Actividad hemaglutinante (AH) del extracto acuoso y
precipitado de proteinas de la esponja marina A. lacunosa

sobre eritrocitos humanos de los grupos sanguineos
A ByO

TABLE 1
Hemagglutinating activity (HA) of the aqueous extract
and protein precipitate of the marine sponge A. lacunosa
on human erythrocytes of the blood groups A, B, and O

GRUPOS SANGUINEOS

A B (¢}
MUESTRAS AH AH AH
Extracto acuoso 4+ 4+ 4+
Precipitado de proteinas 4+ 4+ 4+

Fig. 2. Placa excavada mostrando la actividad hemaglu-
tinante provocada por el extracto acuoso y precipitado
de proteinas de A. lacunosa sobre eritrocitos humanos de
los grupos sanguineos A, B y O (a: Suspension normal de
globulos rojos, b: Hemolisis, ¢: Hemaglutinacion).

Fig. 2. Excavated plaque showing hemagglutinating activ-
ity elicited by the aqueous extract and the protein precipi-
tate of the A. lacunosa on human erythrocytes of the blood
groups A, B, and O (a: normal suspension of erythrocytes,
b: hemolysis, c: hemagglutination).
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Fig. 3. Cromatografia de exclusion molecular del pre-
cipitado de proteinas liofilizado (2 mg/ml) de 4. lacunosa
(Linea negra: Muestra evaluada. Linea roja: Fracciones con
actividad hemaglutinante).
Fig. 3. Molecular exclusion chromatography of the liofi-
lized (2 mg/ml) of 4. lacunosa (Black line: Assayed sam-
ple. Red line: Fractions with hemagglutinating activity).

La electroforesis de fracciones contentivas
de la proteina de 4. lacunosa, arrojo la presen-
cia de una banda (Fig. 4), cuya masa molar esti-
mada por extrapolacion mediante la ecuacion
de la recta obtenida de la curva de calibracion
fue de aproximadamente 43 000 Da (Fig. 5).

El extracto acuoso y el precipitado de pro-
teinas de la esponja en estudio, no fueron capa-
ces de provocar la lisis de los gldbulos rojos
humanos ni de inhibir in vitro el crecimiento de
las cepas de hongos probadas.

El extracto acuoso de A. lacunosa fue
capaz de inhibir in vitro el crecimiento de
Enterococcus faecalis (24 mm), Bacillus
cereus (20 mm), Escherichia coli (24 mm) y
Salmonella enteritidis (22 mm); sin embargo,
el precipitado de proteinas no mantuvo dicha
actividad (Cuadro 2) por lo que no se considerd
necesario someterlo al fraccionamiento.

El analisis quimico del extracto acuoso
reveld la presencia de saponinas, alcaloides,
taninos y polifenoles.

DISCUSION

El hecho de que la hemaglutinacion obser-
vada en el extracto acuoso se mantenga en el
precipitado de proteinas (Cuadro 1, Fig. 2)

Fig. 4. Electroforesis en SDS-PAGE del pool de fracciones
contentivas de la proteina con actividad hemaglutinante.
A: Proteinas estandares, (1) albumina bovina: 66.000 Da;
(2) ovoalbumina: 45.000 Da; (3) pepsina: 34.700 Da; (4)
tripsindgeno: 24.000 Da; (5) B-lactoglobulina: 18.400 Da.
B: Proteina de 4. lacunosa.

Fig. 4. SDS-PAGE electrophoresis of the protein-contain-
ing hemagglutinating fractions pool. A: Standard proteins,
(1) bovine albumin: 66 000 Da; (2) ovoalbumin: 45 000
Da; (3) pepsin: 34 700 Da; (4) trypsinogen: 24 000 Da; (5)
B-lactoglobulin: 18 400 Da. B: 4. lacunosa protein.

permite suponer que el compuesto responsable
de la actividad sea de naturaleza proteica. En
este sentido, Bennington (1993) define a las
proteinas aglutinantes como anticuerpos que
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Fig. 5. Curva de calibracion del logaritmo de las masas
moleculares (logM,) de las proteinas esténdares en relacion
a la distancia recorrida (R,) por cada proteina en el gel de
poliacrilamida.

Fig. 5. Calibration curve of the logarithm of the molecular
mass (logM,) of standard proteins relative to the distance
migrated (R)) by each protein in the polyacrylamide gel.

provocan la aglutinacion de células y que el
término aglutinina actualmente es usado como
un sindénimo de lectina, debido a que éste se
refiere a la capacidad que tienen las proteinas
de unirse a los carbohidratos de membrana para
aglutinar eritrocitos u otras células (Peumans
y Van Damme 1995). Por lo tanto, se puede
inferir que la sustancia capaz de producir la
hemaglutinaciéon en las muestras empleadas
sea una proteina aglutinante posiblemente del
tipo lectina.

Cabe resaltar que los tres grupos sangui-
neos fueron aglutinados con la misma inten-
sidad, lo cual permite inferir que la aglutinina
presente esta reconociendo algun factor comin

expresado en la membrana de estos globulos
rojos. En este sentido, Wendell (1983) sefiala
que los determinantes antigénicos del sistema
ABO(H) presentes en la membrana de los eri-
trocitos, se expresan a través de la sustancia H,
la cual consiste en la union de cinco azicares,
cuya secuencia es glucosa, galactosa, N-acetil-
glucosamina, galactosa y, fucosa. Esta sustancia
H, es comin para todas las membranas de los
globulos rojos, diferenciandose en la presencia
de azucares adicionales a la galactosa terminal;
la union de N-acetilgalactosamina identifica
al grupo A, la unioén de galactosa identifica
al grupo B, mientras que los eritrocitos del
grupo O no presentan adicion de azlcares en la
sustancia H. Por otro lado, Miiller de Soyano
(1995) describe la membrana del eritrocito
humano normal, célula utilizada en este estu-
dio, y sefiala la presencia de tres glicoforinas,
la A, By C. La glicoforina A contiene muchos
residuos de 4cido sialico, lo que confiere cargas
negativas al exterior de la membrana, impi-
diendo la aglutinacion in vivo de los eritrocitos
y, se le han detectado receptores para hema-
glutininas. De acuerdo a lo sefialado, quizas
la proteina aglutinante de 4. lacunosa podria
estar reconociendo a cualquiera de los azlcares
expresados en la sustancia H o al acido sialico
de la glicoforina A presente en la membrana de
los eritrocitos humanos.

Algunas lectinas son especificas en sus
reacciones con los grupos sanguineos ABO, por
esto han sido utilizadas en la determinacion del
tipo de sangre. Las lectinas que aglutinan los

CUADRO 2
Actividad antibacteriana del extracto acuoso y precipitado de proteinas de A. lacunosa contra diversas cepas bacterianas

TABLE 2
Antibacterial activity of the aqueous extract and protein precipitate of A. lacunosa against different bacterial strains

CEPAS BACTERIANAS

MUESTRAS A B
Extracto acuoso - 24 mm

Precipitado de proteinas - -

20 mm -

D E F G

24 mm 22 mm -

A: Staphylococcus aureus, B: Enterococcus faecalis, C: Bacillus cereus, D: Bacillus subtilis, E: Escherichia coli, F:

Salmonella enteritidis, G: Listeria monocytogenes.
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eritrocitos de todos los grupos sanguineos son
denominadas lectinas no especificas (Sharon y
Lis 1989). En este caso, la proteina presente en
A. lacunosa es inespecifica, puesto que agluti-
no indistintamente y sin diferencia de intensi-
dad a los eritrocitos de los grupos sanguineos
probados. Estos resultados coinciden con los
reportados por Sepcic et al. (1997), Miarons
y Fresno (2000) quienes describen en sus
estudios que los extractos acuosos de Petrosia
ficiformis, Spongia nitens, Aplysina aerophoba,
A. archeriy A. cauliformes, Oscarella lobularis
y Spirastrella cunctatrix exhibieron con igual
intensidad una fuerte aglutinacion contra todos
los globulos rojos humanos empleados.

Al observar una banda tnica en la corrida
electroforética (Fig. 4), se confirma la presencia
de proteinas activas en A. lacunosa. En este
sentido, Miarons y Fresno (2000) sefialaron para
la especie A. lacunosa colectada en el Parque
Nacional Los Roques, la presencia de una lecti-
na con una masa molar nativa aproximada de 63
000 Da, mientras que por SDS-PAGE observa-
ron una sola banda de 16 000 Da, lo que permi-
ti6 sugerir que sea una molécula con estructura
homotetramérica. Entonces, segun lo reportado
por estos autores, se puede pensar que la protei-
na evaluada en el presente trabajo posiblemente
tenga varias subunidades con masas molares
proximas. La masa molar estimada se encuentra
en el intervalo reportado para las lectinas de
origen marino, las cuales varian entre 8.5 kDa a
400 kDa (Grubhoffer et al. 1997).

La presencia de esta clase de proteinas
se han reportado en diversas esponjas mari-
nas. Farifias (2002) determiné la presencia en
Ircinia felix y Aplysina fistularis de aglutininas
con masa molar de 50 y 49 kDa, respectivamen-
te. La proteina de /. felix fue capaz de aglutinar
los glébulos rojos del grupo sanguineo A y por
ende de reconocer el aziicar N-acetilgalactosa-
mina. Mientras que la proteina de A4. fistularis
fue capaz de aglutinar los eritrocitos de todos
los grupos sanguineos probados y de reconocer
al acido sialico.

Ninguna de las muestras evaluadas fue
capaz de exhibir actividad hemolitica, lo que
permite inferir que en esta especie no existen

sustancias capaces de lisar globulos rojos.
Estos resultados son similares a los reportados
por Sepcic et al. (1997), quienes evaluaron
los extractos acuosos de 14 esponjas marinas,
encontrando en todos, ausencia de hemolisis.
En los invertebrados marinos, la actividad
citolitica puede ser atribuida a dos agentes, las
hemolisinas, las cuales han sido definidas por
Bennington (1993) como proteinas liticas capa-
ces de liberar la hemoglobina de los eritrocitos,
interrumpiendo su integridad estructural, y las
saponinas, que actiian como toxinas (Stabili et
al. 1992) y que han sido definidas por Marcano
y Hasegawa (2002) como miembros de un
grupo de diversos triterpenos o glucdsidos este-
roidales capaces de lisar globulos rojos; sin
embargo, a pesar de detectarse la presencia de
saponinas en el extracto acuoso de la especie
en estudio, no se observo actividad hemoliti-
ca, lo cual puede atribuirse a varios factores,
tales como la localidad, la época del afio y el
estado reproductivo del organismo, los cuales
influyen en la bioactividad de los compuestos
(Betancourt-Lozano et al. 1998), y quizas por
estas razones, las saponinas de A. lacunosa no
poseen esta propiedad.

Sélo el extracto acuoso de 4. lacunosa
fue capaz de inhibir in vitro el crecimiento
de E. faecalis, B. cereus, E. coli 'y S. enteriti-
dis (Cuadro 2). En este sentido, cabe sefalar
que los metabolitos secundarios detectados en
dicha muestra, son reconocidos por diversos
autores como potentes antimicrobianos. Desde
el punto de vista antimicrobiano se sabe que
las saponinas son activas para S. aureus y E.
coli. También, aunque en menor grado, tie-
nen actividad antiviral (Anderson 1986). Estos
compuestos poseen una importante actividad
antibacteriana, debido a que reducen la ten-
sion superficial y actian sobre los lipidos de
la membrana provocando alteraciones de las
mismas, lo que conlleva a la muerte celular;
para ello se sugiere la formacion de complejos
con el colesterol presente en la membrana. Los
taninos son compuestos fenolicos que pueden
ser utilizados como proteccion contra infeccio-
nes, debido a que provocan desnaturalizacion
de las proteinas (Marcano y Hasegawa 2002).

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 54 (Suppl. 3): 189-200, December 2006 195



Mientras que el efecto antimicrobiano de los
alcaloides puede estar relacionado con la capa-
cidad que presentan para inhibir la biosintesis
de acidos nucleicos (McCarthy ef al. 1992).

Diversos son los trabajos que reportan las
propiedades antibacterianas de los compuestos
antes mencionados. De la esponja Arenosclera
brasiliensis fueron aislados cuatro alcaloides
(Arenosclerins A-C y Haliclonacyclamine E)
capaces de exhibir actividad inhibitoria contra
S. aureus y Pseudomona aeruginosa (Torres et
al. 2002). De Leucetta sp. se aislaron varios
alcaloides (calcaridine A, spirocalacaridines A
y B, spiroleucettadine) capaces de inhibir el
crecimiento de Enterococcus durans (Ralifo
y Crews 2004). El origen de estos alcaloides
potencialmente bioactivos sugiere que estos
compuestos sean las toxinas que la esponja
utiliza para proteger su tejido fino contra las
infecciones microbianas y/o evitar ser consu-
midos por sus depredadores.

Todo esto confirma la potencialidad de los
metabolitos secundarios presentes en la esponja
de estudio. Por lo tanto, la actividad antibacte-
riana exhibida por el extracto acuoso de 4. lacu-
nosa permite inferir que esta especie sintetiza
sustancias quimicas que cumplen una funcion
de defensa contra microorganismos invasores.
Reinkevich (1994) ha sefialado que las sustan-
cias biologicamente activas de los organismos
marinos estan fundamentalmente asociadas a
los mecanismos que los mismos desarrollan
para su alimentacion y defensa quimica contra
depredadores u otras especies que comparten el
habitat, asi como la presencia de agentes natura-
les antibiodticos, antivirales, inmunomoduladores
o anticancerigenos que protegen a las especies
contra diferentes infecciones.

Por otra parte, en las esponjas del género
Aplysina, se ha determinado la presencia de
grandes cantidades de bacterias que ocupan
hasta el 40% de su biomasa (Friedrich et al.
1999) las cuales pueden estar involucradas en
la produccion de compuestos antimicrobianos.
Los invertebrados marinos son una fuente
potencial de nuevas sustancias bioactivas; sin
embargo, Siebert ef al. (2004) sugieren que en
muchos casos son las bacterias asociadas a éstos

organismos las que realmente producen dichas
sustancias. Mientras que Richelle-Maurer et
al. (2003) sefialan que las células del tejido
fino de las esponjas son las que producen los
compuestos bioactivos cuando estan asociadas
a ellas grandes poblaciones de bacterias, lo que
indicaria que éstos compuestos son sintetizados
para su defensa contra depredadores y/o inva-
sores. A este respecto, existen diversos estudios
en los cuales se demuestra la implicacion de
microorganismos marinos en la produccion
y/o acumulaciéon de metabolitos secundarios
activos. Bultel-Ponce et al. (2000) encontraron
que la bacteria Micrococcus luteus aislada
de Xestospongia sp. es capaz de producir
un compuesto bromado con potente actividad
antimicrobiana, similar al metabolito bioacti-
vo, Verongiaquinol, de Aplysina cavernicola.
Hentschel et al. (2001) aislaron de 4. caver-
nicola y A. aerophoba diversas bacterias con
actividad antibacteriana; asimismo, sugirieron
que las esponjas pueden ser una fuente rica
de microorganismos con sustancias farmaco-
logicamente activas. Karpushova et al. (2004)
indicaron en su estudio que el microorganismo
Bacillus sp. asociado a la esponja 4. aerophoba
produce ésteres con actividad inhibitoria contra
E. coli.

Por lo anteriormente sefalado se puede
inferir que la actividad antibacteriana observada
en el extracto acuoso evaluado puede atribuirse
a la presencia de metabolitos secundarios activos
sintetizados por la esponja o por la flora bacte-
riana que pueden habitar en estos organismos.

Segun Stainer et al. (1984) muchos anti-
bidticos son mas efectivos contra las bacterias
grampositivas debido a la complejidad de la
envoltura celular de las gramnegativas, lo cual
dificulta el paso de ciertas sustancias al interior
de las células, incluyendo los antibioticos.
Sin embargo, en este estudio ambos grupos
de bacterias resultaron ser inhibidas por el
extracto acuoso empleado, lo cual corrobora
los hallazgos de Sepcic et al. (1997) quie-
nes encontraron que el extracto acuoso de A.
aerophoba fue capaz de inhibir tanto bacterias
Grampositivas como Gramnegativas. El hecho
de que Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
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y Listeria monocytogenes no hayan resultado
ser inhibidas por el extracto acuoso evaluado,
probablemente se relacione con la estructura de
sus paredes celulares.

A pesar de que el precipitado de proteinas
evaluado fue capaz de exhibir una fuerte aglu-
tinacion de los eritrocitos humanos no provocod
la inhibicion del crecimiento bacteriano, por lo
que dicha ausencia podria ser atribuida a la mala
difusion del mismo en el medio de cultivo, a la
incapacidad de la proteina posiblemente de tipo
lectina para reconocer a los azucares presentes
en la superficie de las bacterias utilizadas, o a
la concentracion de proteinas presentes en la
muestra, la cual pudo no ser lo suficientemente
elevada como para inhibir el crecimiento de
las cepas bacterianas. Sin embargo, existen
investigaciones donde se demuestra la acti-
vidad antibacteriana producida por proteinas
extraidas de esponjas marinas. A este respecto,
se puede citar el trabajo de Schrdder et al.
(2003) quienes lograron purificar de la esponja
Suberites domuncula, una lectina antibacte-
riana, con una masa molar de 27 kDa, la cual
exhibio una fuerte actividad contra E. coli y en
menor grado contra S. aureus.

Por otra parte, la ausencia de actividad
antimicotica quizas se deba a los posibles
mecanismos de resistencia que hayan desarro-
Ilado las cepas de hongos frente a las muestras
ensayadas, los cuales no pudieron ser contra-
rrestados por ninguno de los compuestos pre-
sentes en A. lacunosa. Segin Mitchell (1995)
Candida albicans presenta una superficie
celular hidrofobica, lo que le confiere mayor
virulencia y resistencia a ser destruida por
compuestos antimicoticos. También ésta caren-
cia podria atribuirse a la baja concentracion de
compuestos antifingicos en las muestras, ya
que segun Specic et al. (1997) los extractos
acuosos de esponjas marinas, contienen un
nimero menor de compuestos bioactivos, en
comparacion, con los extractos obtenidos con
solventes organicos.

El extracto acuoso evaluado contiene varios
compuestos quimicos, los cuales pueden ser
utilizados por la esponja para cumplir diversas
funciones; entre ellas, defenderse de agentes

patégenos como bacterias, parasitos, hongos y
virus, evitar ser dafiados por sus depredadores
y/o protegerse contra las radiaciones ultravio-
letas (Waddell y Pawlik 2000). Son diversos
los investigadores que han aislado un gran
numero de compuestos secundarios de diferen-
tes especies de esponjas del género Aplysina,
entre los cuales se puede citar el trabajo de
Acosta y Rodriguez (1992) quienes reportaron
la presencia del compuesto 11-oxoaerothionin,
un alcaloide citotoxico derivado de la bro-
motirosina aislada de la esponja 4. lacunosa,
el cual ha demostrado una potente actividad
antitumoral selectiva hacia la linea celular
humana del colon (HCT 116). Ciminiello ef al.
(1999) identificaron ocho nuevos compuestos
derivados de la bromotirosina aislada de A.
cauliformis con capacidad de inhibir la sintesis
de proteinas y la proliferacion celular. Thoms
et al. (2004) aislaron de las esponjas medite-
rraneas A. cavernicola 'y A. aerophoba diversos
alcaloides bromados con actividad antibacte-
riana. Al igual que éstos, existen otros estudios
que indican la importancia farmacoldgica que
tienen las especies del género Aplysina.

Considerando todas las propiedades bio-
logicas exhibidas por el extracto acuoso y
precipitado de proteinas evaluados, se confirma
la existencia de recursos marinos explotables y
valiosos, representando A. lacunosa una fuente
potencial de metabolitos secundarios biologica-
mente activos, los cuales deben ser purificados
y evaluados para uso futuro como producto
natural 1til al 4rea clinica.
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RESUMEN

Evaluamos el extracto acuoso y precipitado de pro-
teinas de Aplysina lacunosa, en relacion con su actividad
hemaglutinante, hemolizante, antibacteriana y antimicoti-
ca. Los ejemplares de la esponja marina fueron recolec-
tados en el Morro de Tigiiitigiie, Santa Fe, Estado Sucre,
Venezuela. La proteina activa fue separada por cromatogra-
fia de exclusion molecular; y su masa molar fue estimada
por electroforesis SDS-PAGE. La esponja A. lacunosa
posee una proteina con masa molar aproximada de 43 000
Daltons capaz de aglutinar fuertemente y de manera ines-
pecifica los eritrocitos humanos de los grupos sanguineos
A, By O. No se observo actividad hemolizante por parte de
las muestras ensayadas. Unicamente el extracto acuoso fue
capaz de inhibir el crecimiento de Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus, Escherichia coli 'y Salmonella enteritidis
con halos de inhibicion de 24, 20, 24, 22 mm, respecti-
vamente; ninguna de las muestras exhibio actividad anti-
fingica. El andlisis quimico del extracto acuoso revelo la
presencia de diversos metabolitos secundarios. Se presume
que la actividad hemaglutinante se deba a la presencia de
proteinas aglutinantes. La actividad antibacteriana podria
atribuirse a la presencia de saponinas, alcaloides, taninos
y polifenoles, compuestos altamente antimicrobianos. Los
poriferos constituyen una fuente rica de compuestos bioac-
tivos que pueden ser utilizados para el desarrollo de nuevos
farmacos.

Palabras clave: esponja marina, Aplysina lacunosa, aglu-
tininas, metabolitos secundarios, actividad antibacterial,
extracto acuoso.
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