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Resumen

Las esponjas marinas Cliona varians y Cinachyrella kuekenthali, fueron recolectadas en Isla Larga, Bahia de Mochima, estado Su-
cre, Venezuela, para su estudio sobre bioactividad. Se procedi6 a realizar extracciones con acetato de etilo (AcOELt) a cada esponja,
y posteriormente un screening quimico y las pruebas biologicas sefialadas a continuacién: antibacteriana, antifingica y letalidad
contra nauplios I del crusticeo Artemia salina. Para ambas esponjas se detect6 la presencia de alcaloides, esteroles insaturados
y cumarinas, y ademas taninos y metilencetonas para C. varians. Los bioensayos demostraron que los extractos poseen actividad
letal o toxica muy fuerte contra el crustaceo A. salina, con valores de CL50 inferiores a 103 pg/ml a 24 h de exposicion de las larvas.
Posterior al fraccionamiento cromatografico de la fraccion soluble en AcOEt de cada esponja, se observo que se magnifico el efecto
toxico de las subfracciones provenientes de C. varians, obteniéndose valores de CL50 por debajo de 4 ug/ml. Los extractos en
AcOEt de dichas esponjas no presentaron actividad contra las bacterias y hongos ensayados; al fraccionar C. varians, se mantuvo
este comportamiento; sin embargo, la subfraccién CV1 presento actividad antibacteriana leve contra Listeria monocitogenes. Las
subfracciones de C. kuekenthali no mostraron actividad antifingica; sin embargo, esta especie aument6 su actividad antibacteriana
actuando contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteristiti, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella ephimurium y Enterococus fecalis. Estos resultados perfilan a dichas esponjas como una fuente
promisoria en futuras investigaciones de farmacos con actividad antitumoral, especialmente C. varians.
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Bioactivity of Cliona varians and Cinachyrella
kuekenthali marine sponges from Isla Larga,

Mochima Bay, Sucre state, Venezuela
Abstract

The marine sponges Cliona varians and Cinachyrella kuekenthali, were collected in Isla Larga, Mochima Bay, Sucre state, Venezuela,
to study their bioactivity. Each sponge was extracted with ethyl acetate (EtOAc) and then a chemical screening and the following
biological tests were performed: antibacterial, antifungal and lethality against nauplii I of Artemia salina crustacean. The presence
of alkaloids, unsaturated sterols and coumarins was detected for both sponges, and also tannins and metilenketones for C. varians.
Bioassays showed that extracts have very strong lethal or toxic activity against A. salina nauplii, with LC50 values less than 103 pg/ml
at 24 h of larvae exposure. After chromatographic fractionation of the EtOAc soluble fraction from each sponge, the toxic effect of the
C. varians subfractions was magnified, obtaining LC50 values below to 4 pg/ml. EtOAc extracts of these sponges showed no activity
against fungi and bacteria used in this study; this behavior was maintained when fractioning C. varians; however, CV1 subfraction
showed mild antibacterial activity against Listeria monocytogenes. The C. kuekenthali subfractions did not show antifungal activity,
but showed antibacterial effect against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteristiti, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella ephimurium and Enterococcus faecalis. These results suggest these sponges
as a promising source for future investigations of drugs with antitumoral activity, especially C. varians.
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I. INTRODUCCION

El estudio quimico sistematico de la diversidad
marina es muy reciente, si se compara con los
estudios realizados a la flora y microrganismos
terrestres, los cuales han constituido la base del
desarrollo inicial de los farmacos. La flora tropical
ha sido fuente de medicinas durante milenios para
los pueblos asentados en esos lugares y mas de un
centenar de productos farmacéuticos, actualmente
en uso, se han obtenido de plantas, la mayoria
previamente utilizadas en la medicina popular.

Dentro del espectro de especies
evaluadas como fuente renovable de productos con
valor agregado, las esponjas constituyen el mayor
reservorio de compuestos bioactivos promisorios.
A partir de este grupo se han aislado mas de 2000
compuestos con gran variedad de estructuras y

marinas

con diversas actividades biologicas. Entre estas
ultimas se destacan antivirales, antibacterianas,
antiparasitarias, hemaglutinantes,
antimicoOticas, antiinflamatorias,

antimicoticas,
hemolizantes,
analgésicas y particularmente antitumorales (Mayer
et al., 2009).

Los poriferos son los organismos pluricelulares
vivientes méas antiguos, considerados animales
primitivos, obteniendo su alimento a partir de la
filtracion (Hernadndez y Hernandez, 2005; Montes y
Lener, 2003). Las esponjas se encuentran protegidas
por un sistema inmune altamente complejo, han
existido durante millones de afnos; tiempo en el cual,
las bacterias asociadas a las esponjas, adquirieron
en comun un metabolismo complejo (Kijjoa et al.,
2007; Takahashi et al., 2007).

Existen tres Clases de esponjas: las calcareas
(Clase Calcarea) tienen un esqueleto de carbonato
de calcio, las vitreas (Clase Hexactinellida) tienen
un esqueleto de silice y las demosponjas (Clase
Demospongiae), que son las méis numerosas,
presentan un esqueleto de silice complementado
con un entramado de fibras orgénicas llamado
“espongina”. Las (Cliona
varians y Cinachyrella kuekenthali) pertenecen a la
Clase Demospongiae (Hooper, 2002).

El grupo de esponjas Cliona varians (Duchassaing

especies estudiadas

& Michelotti, 1864), taxon6micamente, se ubican
dentro del Orden Hadromerida (Topsent, 1894),
Familia Spirastrellidae (Ridley & Dendy, 1886). C.
varians se caracteriza por su aspecto tumoriforme
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irregular, de tamafio variable. Su color es marrén-
verdoso (Lanza, 2012). Del género se report6 un
ensayo de campo evidenciando que la fraccién
lipidica del extracto de Cliona delitrix, presentd
actividad “antifouling” (Castellanos et al., 2010).
Ademés, se ha reportado aislamiento de lectinas
CLv con una considerable actividad preinflamatoria
usando el modelo in vivo de migracion de leucocitos,
para el estudio inflamatorio de peritonitis en ratones
(Moura, 2006).

La especie Cinachyrella kuekenthali (Uliczka,
1929) pertenece al orden Spirophorida Lévi, 1993,
familia Tetillidae Sollas, 1886. Presenta forma
esférica, con un diametro aproximado de 2 a 10 cm,
es de color amarillo oscuro en el exterior y amarillo
claro en el interior y presenta espiculas como defensa
externa (Amaro, 2003; Lanza, 2012). De la esponja
Cinachyrella sp., recolectada en Okinawan, Japon,
se aisl6 el alcaloide cinachyramino, presentando
actividad citotoxica contra células de HeLa S3 con
un CL50 de 6,8 pug/ml. El compuesto activo aislado
més relevante del género Cinachyrella hasta los
momentos ha sido el cinachyrolido A, un macroélido
altamente citotéxico contra células de leucemia
murina L1210 con una CL_| <0,6 ug/ml (Shimogawa
et al., 2006).

La extraccion organica de los metabolitos
esponjas
varians y Cinachyrella kuekenthali
Demospongiae) recolectadas en la bahia de Mochima
(Venezuela), y el estudio de la actividad biolbgica
(toxicidad, antibacteriana y antifingica) de las
mismas, constituye el objetivo de esta investigacidn,
por ser dos especies muy abundantes en la Bahia

secundarios de las marinas Cliona

(Porifera:

de Mochima. Los resultados obtenidos constituiran
un aporte al conocimiento de la bioactividad de
estos organismos marinos que habitan en las costas
venezolanas.

II. DESARROLLO

1. Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

Se realizdé la recolecta de los ejemplares de las
esponjas marinas Cliona varians y Cinachyrella
kuekenthali en Isla larga, Bahia de Mochima
(10°21°05” Lat. N y 64°21°05” Long. W), ubicada
en la costa norte de Venezuela, a 30 kilometros de
la ciudad de Cumané, estado Sucre. Las muestras
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fueron transportadas hasta el laboratorio de
Bioactivos Marinos del Instituto Oceanografico
de Venezuela en la Universidad de Oriente, donde
fueron identificadas hasta la categoria de especie de
acuerdo a Amaro (2003).

Obtencion de los extractos de las esponjas
Los ejemplares de cada una de las esponjas se
cortaron en trozos més pequeiios y se limpiaron de
cualquier fauna epibidtica y endobittica adherida
fuera y dentro de la esponja. Estos trozos se
dejaron suspendidos en agua de mar bifiltrada (200
micras), se escurrieron y seguidamente se pesaron.
Posteriormente, se colocaron en metanol de 99,8%
de pureza durante 48 horas, se filtr6 y el residuo se
extrajo nuevamente. Los filtrados fueron evaporados
y concentrados a presion reducida, para obtener el
extracto metanol/agua. Seguidamente, este extracto
se particion6 con agua destilada y se extrajo con
acetato de etilo; la fase orgénica se separ6 y fue
secada con sulfato de sodio anhidro y se concentré a
presion reducida, obteniéndose la fraccién o extracto
soluble. Se pes6 y almacendé bajo refrigeracion para
anélisis posteriores.

Analisis Fitoquimico

Para detectar las familias de compuestos presentes
en los extractos de las esponjas se llevaron a cabo
pruebas quimicas especificas, las cuales permitieron
apreciar la posible presencia o ausencia de cumarinas
y fenilpropanoides (Murillo y Méndez, 2007),
alcaloides, glicosidos
glicosidos cianogénicos, esteroles
triterpenos pentaciclicos, taninos y polifenoles,
y metilencetonas siguiendo la
metodologia de Marcano y Hasegawa (2002).

cardiotdnicos,
insaturados y

saponinas,

antraquinonas

Actividad antibacteriana

Se empleb la técnica de difusion en agar, empapando
discos estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de
5 mm con 10 ul de una solucién (preparada con 40
mg del extracto a probar en 1 ml de un solvente) y se
colocaron en una placa Miiller-Hinton, previamente
con cepas certificadas;
Grampositivas: Enterococcus faecalis (CVCM
924), Bacillus cereus (CVCM 461), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) y Staphylococcus aureus
(CVCM 48), cepas bacterianas Gramnegativas:

inoculada bacterianas

(CVCM  39), Salmonella
ephimurium (ATCC 14028), Salmonella enteritidis
(CVCM 497) y una cepa silvestre de Listeria
monocytogenes. Posteriormente, se pre incubaron
a 5°C durante 12 h, y luego a 37°C por 24 h. Las
propiedades antimicrobianas se evaluaron por la
formacion del halo de inhibicién alrededor del disco,

el cual se midi6 utilizando un vernier (Bauer et al.,

Escherichia  coli

1966). Para la interpretaciéon de los resultados se
utiliz6 la metodologia de cruces, donde se establece
las categorias interpretativas para los didmetros de
la zona de inhibicién (Monks et al., 2002).

Actividad antifingica
Se incubaron cepas de hongos en tubos a
temperatura ambiente por una semana. Se le
agregaron aproximadamente 10 ml de solucién
salina al 0,9 % a cada tubo para remover las esporas
y se filtr6 sobre gasas estériles, para obtener la
solucién esporangial. Utilizando hisopos estériles,
se colocd la solucion obtenida sobre las capsulas
de Petri, previamente preparadas con PDA (Agar
Papa dextrosa). Seguidamente, se realiz6 la técnica
del antibiograma, colocando los discos de papel
Whatman N° 3 de 5 mm de didmetro impregnados
con aproximadamente 10 pl de la muestra a 4oug/
ml y se incubaron durante 48 horas a temperatura
ambiente. La actividad fue detectada al medir el
diametro (mm) del halo de inhibicién observado
alrededor del disco (Madubunyi, 1995). Los extractos
solubles en acetato de etilo de cada esponja, asi como
algunas subfracciones obtenidas de la cromatografia
de la fraccion soluble en AcOEt de C. kuekenthali,
se ensayaron frente a cepas de hongos de Candida
albicans, Aspergillus niger, Penicillium crustosum
y Curvularia sp.

Actividad téxica contra Artemia salina

Seprepar6 unasolucion de 10 000 pg/ml del extracto,
en una mezcla H O/DMSO segtn la solubilidad de
éste y, a partir de ésta, se prepararon soluciones de 1
000 - 0,01 ug/ml mediante diluciones sucesivas con
agua de mar bifiltrada, en viales que contenian 10
nauplios de A. salina, eclosionados con 24 horas de
anticipacion. Por cada concentracion, se realizaron
tres réplicas y un control con igual ntmero de
réplicas. La cuantificaciéon de la mortalidad de los
nauplios se llevé a cabo pasadas las 24 y 48 horas de
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haber montado dicho ensayo. Los datos obtenidos se
utilizaron para calcular la concentracion letal media
de los extractos y fracciones ensayadas, mediante
la aplicacion del software LCs50 V2.5 disefiado
para tal fin, que considera los anélisis estadisticos
computarizados (Probit, Binomial, Logit y Moving
Average) con limites de confianza de 95 % (Stephan,
1977; Meyer et al., 1982).

Cromatografia de columna (CC) y capa fina
(CCF)

La separacion de los componentes o metabolitos
se realizb en una columna cromatografica de
dimensiones acorde con la masa del extracto, la
cual se empaquet6 con silica gel 35-70 mesh a
una proporcién 1:30 (g extracto: g silica). La fase
movil consté de diversos solventes o mezclas de
solventes de polaridad creciente. La cromatografia
de capa fina (CCF) se emple6 con fines cualitativos,
para la combinacién de los eluatos provenientes
de la cromatografia en columna (CC). Para ello se
utilizaron placas de vidrio (20x20 cm?) recubiertas
con silica gel 60 con un espesor de 0,5 mm como fase
estacionaria y como fase movil el solvente o mezcla

de solventes, con el cual se eluyeron las subfracciones
al momento de fluir la columna cromatografica del
extracto. Se tomaron los R; de los eluatos utilizando
como agentes reveladores una solucién de molibdato
de amonio al 10% y luz ultravioleta, y las que tenian
comportamiento similar se combinaron en una sola
subfraccion.

2. Resultados y discusion

Metabolitos secundarios

Se realizaron las pruebas quimicas para determinar
la posible presencia de familias de metabolitos
secundarios en el extracto soluble en acetato
de etilo. Como se puede apreciar en la Tabla
1, la esponja marina C. varians dié resultados
positivos para alcaloides, taninos, metilencetonas,
esteroles insaturados y cumarinas, representando
asi el 41,66% de las familias quimicas ensayadas.
Por su parte, C. kuekenthali mostré resultados
positivos para alcaloides, esteroles insaturados y
cumarinas, obteniéndose asi una menor cantidad
de familias quimicas que la especie anterior, lo que
estd representado por el 20% de los metabolitos
ensayados.

Tabla 1. Analisis quimico preliminar de las fracciones solubles en acetato de etilo de las especies

estudiadas.
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C. varians + + + + + - - - - - - + 41,66
C. kuekenthali ~ + - - + + - - - - - + 25
%MPF 100 50 50 100 100 0 0 0 0 0 0 100

(+): Detectado; (-): No detectado; %MPF: porcentaje de fracciones con metabolitos pertenecientes a la misma familia quimica; %MPE:

porcentaje de metabolitos presentes para cada extracto.

Al comparar estos resultados con los reportados
por Cedefio (2010) que trabajo con esponjas marinas
recolectadas en la bahia de Mochima, se evidencié
claramente que todas las esponjas biosintetizan
practicamente las mismas familias de metabolitos
secundarios, posiblemente se debi6 a que estas esponjas
estan expuestas a condiciones ambientales similares
(corrientes marinas, fuentes de alimentos, depredadores,
entre otros) y poseen oportunidades semejantes para
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subsistir en este ecosistema.

Se detectaron alcaloides en ambas especies, lo cual
concuerda con los trabajos reportados anteriormente
en la literatura, en los que se ha aislado aaptaminas en
el género Aaptos (Dyshlovoy et al., 2014), una variedad
de alcaloides tipo bromotirosina en esponjas del género
Aplysina, cinachyramino en el género Cinachyrella,
halitoxina en A. viridis, reportindose por primera
vez la presencia general de alcaloides en esponjas
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del género Cliona (Cedefio, 2015). La abundancia de
alcaloides en esponjas marinas, puede deberse a las altas
concentraciones de nitritos y nitratos disueltos en los
océanos (Cedefio, 2010).

Losesterolesytriterpenos mostraron unaabundancia
importante en las esponjas, lo cual esta en concordancia
con muchos estudios donde han sido reportados;
coincidiendo que éstos se encuentran relacionados
con la formacién de la membrana plasmatica de las
células de las esponjas, siendo constituida por lipidos,
donde los compuestos de origen terpenoidal tienen una
significativa participaciéon (Duque et al., 1983).

Las cumarinas son compuestos derivados de
benzo-a-pirona, tienen propiedades antiinflamatoria,
antitrombéticas y vasodilatadora.
mecanismo de accién antimicrobiano es mediante

Parece que su

interaccion con el ADN eucariota, lo que explica también
su actividad antiviral (Madubunyi, 1995). Ambas
esponjas mostraron resultados positivos para esta
familia quimica, debido a que la presencia de este tipo
de metabolito se comprob6 mediante observaciéon de
una fluorescencia amarilla bajo la luz ultravioleta en el
papel de filtro, lo que indicé efectivamente la presencia
de estos metabolitos en ambos extractos analizados.

Galindo (2014) ha reportado la produccion de
metabolitos con actividad antiparasitaria procedentes de
actinomicetos asociados a esponjas y la caracterizacion
quimica preliminar del extracto confirmd la presencia de

cumarinas.
Actividad antibacteriana

Los extractos crudos solubles en acetato de etilo fueron
probados frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella sp, Listeria  monocytogenes,
mostrando inactividad contra estas cepas bacterianas.
Sin embargo, esto no implica que frente a otros
microrganismos no pueda presentar cierta actividad
inhibitoria (Mora et al., 2008).

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos
de los ensayos antimicrobianos aplicados a las diferentes
subfracciones de C. varians, observindose que los
extractos no tuvieron actividad contra las bacterias
empleadas, y que solo la fraccibn CVi presentd
efecto antibacteriano leve (10 mm) contra Listeria
monocytogenes. Estos resultados indican parcialmente
que esta esponja, proveniente de la localidad de estudio,
no parece tener una aplicacion en el campo de los
fitofarmacos antibacterianos.

Tabla 2. Actividad antibacteriana mostrada por las subfracciones de
Cliona varians frente a las cepas ensayadas.

Muestra

E. coli
S. aureus
S. enteristiti

L. monocytogenes

B. cereus
Paeruginosa
S. ephimurium
E. fecalis
WEAM

cvi - - -
cv2 - - -
Ccv2-1 - - -
V22 - ; ;
Cv4 - - -
Cv6 - - -
%MSE 0 0 0

16,6

'

'

'

'
—_
N
W

'
'
'
'

S O o o O

0 0 0 0

+++: Actividad fuerte (didmetro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (didmetro entre 15-
18 mm), +: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hubo actividad, %MSE: porcentaje de
microrganismos sensibles a cada extracto, %EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo
microrganismo. Estudio realizado con una concentracion de 40 mg/mly discos de 5 mm de didmetro.
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A pesar de que la actividad antibacteriana en este
bioensayo fue practicamente nula para C. varians,
hay estudios realizados en las costas colombianas, en
los que se observd que dicha esponja tuvo actividad
inhibitoria frente a las bacterias B. subtili y S. aureus.
Esto hace pensar que ambos ejemplares pueden poseer
metabolitos secundarios de familias quimicas diferentes,
debido a que las condiciones de cada ambiente donde
fueron recolectadas eran distintas (Santafe, 2005).

La biosintesis de compuestos organicos en cada
individuo, dependera del medio donde este se encuentre,
debido a ésto se observan diferencias entre estudios, ya
que las esponjas fueron recolectadas en ecosistemas
diferentes, ocasionando asi que cada individuo posea
necesidades particulares y distintas con respecto
al otro. Para organismos sésiles como las esponjas,
la supervivencia en un ambiente esti asociada a la
produccién de dichos metabolitos (Aguila—Ramirez et
al., 2011). Es probable es que las esponjas que lograron
inhibir el crecimiento de estas bacterias, se encuentren

en ecosistemas muchos mas hostiles y competitivos
por espacio y alimento, lo que conlleva a la producciéon
de estos compuestos quimicos con el fin de asegurar su
permanencia en este medio ambiente.

En la Tabla 3 se muestran las subfracciones
provenientes de C. kuekenthali, a las cuales se le realizé
dicho bioensayo, arrojando resultados alentadores con
respecto a la actividad inhibitoria que tuvieron estas
subfracciones contra cada uno de los microrganismos
evaluados. Dicha actividad aumentd significativamente
luego de la separacion de los componentes del extracto
(efecto antagonico), ya que inicialmente el extracto o
fraccion soluble en acetato de etilo no present6 actividad
alguna contra las bacterias que fueron ensayadas. Con
respecto a estos resultados, se puede inferir que en
las fracciones menos polares se encuentran la mayor
cantidad de compuestos quimicos responsables de la
actividad inhibitoria, especialmente la subfraccion CK(2)
la cual exhibi6 una actividad fuerte frente a siete de las
cepas bacterianas ensayadas.

Tabla 3. Actividad antibacteriana mostrada por las subfracciones de
Cinachyrella kuekenthali frente a las cepas ensayadas.

3
§o 3 g
. Q 122} S
Bacteria £ = S 3 .
g ¢ g § ©® 5 £
2 N 2 3 N g £ S =
S 5 S 3 3 s & 3
S5 5] v ~ q S8 5] 5] X
CK1-1 ++ ++ + ++ - - - 50
CK(1) - - + ++ - + - + 50
CK(2) - +++ +++ ++ +H+ +++  +++ 875
CK3 ++ + + - ++ - - - 50
CK8 - - - - - - - - 0
%MAE 40 60 80 40 60 40 20 40

+++: Actividad fuerte (didmetro superior a 18 mm), ++: Actividad moderada (didmetro entre 15-18 mm),
+: Actividad leve (didmetro entre 11-14 mm), -: no hubo actividad, %¥MAE: porcentaje de microrganismos
sensibles a cada extracto, %EAM: porcentaje de extractos activos contra un mismo microrganismo. Estudio
realizado con una concentracién de 40 mg/ml y discos de 5 mm de didmetro.

La actividad de las fracciones menos polares fue
mediana. Al comparar los %EAM (porcentaje de
extractos activos contra un mismo microrganismo), se
aprecia claramente que la subfraccion CK(2) presentd
mayor valor en este rengléon mostrando un 87,5%,
lo que le confiere cierto grado de importancia para
investigaciones futuras en el campo de los medicamentos
antibacterianos, mientras que las subfracciones CKi-
1, CK(1) y CK3 presentaron un valor de 50%, actuando
contra la mitad de las bacterias tratadas. La capacidad
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de inhibicion de las subfracciones de C. kuekenthali
frente a las cepas ensayadas, posiblemente se deba a la
presencia de triterpenos y alcaloides, debido a que éstos
son capaces de actuar sobre colonias de bacterias hasta
producir el fallecimiento de las mismas (Stout et al.,
2012).

El considerable de la actividad
antibacteriana observado en C. kuekenthali, se debe a
que los compuestos quimicos presentes en esta esponja

aumento

actian eficazmente sobre estos microorganismos al
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estar separados en las diferentes fracciones de la misma,
presentando asi un efecto antagbnico. Se puede inferir
que los compuestos responsables de esta actividad se
encuentran en las fracciones menos polares de la misma,
debido a que estas fracciones fueron las mas activas
biologicamente. La aparicion de nuevas cepas bacterianas
resistentes a los antibiéticos tradicionales, establece un
serio problema a escala mundial, lo que ha conducido a
la bisqueda de nuevos productos naturales con actividad
antibacteriana. Los resultados demostraron la capacidad
de esta esponja, de biosintetizar sustancias bioactivas
con efectos antibacterianos.

Actividad antiftingica

Ambas esponjas no mostraron accién antifingica en
contra de ninguna de las cepas de hongos ensayadas.
Es probable que los compuestos que se encuentran
presentes en estas esponjas no posean la capacidad
de inhibir el crecimiento de estos hongos (Mora et al.,
2008). Los resultados obtenidos en esta investigaciéon
estan en concordancia con los resultados reportados por
Mora et al. (2008) y los de Santafe (2005) en un estudio
de los extractos organicos de C. kuekenthali recolectada
en Santa Marta (Colombia).

El efecto observado puede deberse a la fuerte
resistencia de los hongos ensayados a la accién de
diferentes agentes antimicoticos, ya que estos pertenecen
a la familia de los hongos filamentosos (A. fumigatus,
A. flavus, A. niger y A. terreus) (Mellado et al., 2002).
Sin embargo, el extracto de esta esponja demostrd en
estudios previos poseer compuestos con propiedades
antifangicas. Tal es el caso de una investigacion realizada
con el extracto acuoso de C. kuekenthali, recolectada
en la Isla de Coche (Venezuela), el cual mostr6 efecto
antifangico contra Candida albicans y Penicillium
crustosum, pudiéndose inferir que posiblemente los
extractos acuosos de las esponjas analizadas sean mas
prometedores parala actividad antimicotica (Hernandez,
2004).

Letalidad

La fraccién soluble en acetato de etilo de las esponjas
estudiadas evidencia claramente que la especie C.
kuekenthali present6 menores valores de CL,, lo que
la hace maés letal que C. varians y revela la presencia
de compuestos con actividad citolitica en dicha esponja
(Tabla 4). Probablemente, este efecto letal se deba a
los alcaloides, triterpenos, esteroles y/o cumarinas

detectados en los ensayos quimicos preliminares
realizados. La letalidad de la FAE de C. kuekenthali
recolectada en la Isla de Coche, se report6 en la literatura
con un CL50 de 31,74 pg/ml, mostrando que esta
esponja es capaz de producir metabolitos con potencial
antitumoral (Hernindez, 2004).

Tabla 4. Actividad letal (ug/ml) contra A. salina, de la
fraccion soluble en acetato de etilo de las esponjas

estudiadas.

Esponjas CL,, (24 h) CL,, (48 h) Método
Cliona 102,35 74,28 Binomial
varians
Cinachyrella 52,37 4,10 Probit
kuekenthali

Por otra parte, la esponja C. varians presentd menor
actividad letal contra el crustaceo ensayado; sin embargo,
mostré un CL, (102,35 pg/ml; 24 h) « 1000 pg/ml, por
lo que se puede inferir que esta especie posee también
metabolitos con posible actividad letal, y que las larvas
de A. salina respondieron al efecto de los metabolitos
bioactivos presentes en esta especie.

Al comparar estos resultados con estudios realizados
743,45 ug/ml; A. fulva, CL,, 287,24 ug/ml; A. viridis,
CL,, 24,56 ug/ml; A. pernucleata, CL,, 1,54 ug/ml), se
aprecia que todos los especimenes estudiados generan
de una u otra forma metabolitos secundarios con una
considerable actividad toxica (« 1 000 pg/ml), lo que

a esponjas de la misma localidad (A. lacunosa, CL,

conlleva a pensar que todas las especies estan expuestas
al mismo depredador y la tinica alternativa de subsistir
a este elemento perturbador, es la produccién de
metabolitos secundarios que repelan dicha amenaza
(Cederfio, 2015).

Seguidamente se realiz6 dicho bioensayo a varias de las
subfracciones de C. varians, paracomprobar el efecto que
causaba sobre los nauplios de A. salina, y la a vez estimar
la incidencia de la concentracion letal media (CL50) enla
separacion del extracto en sus diferentes subfracciones.
De los resultados se puede inferir, que los componentes
del extracto actian de una forma antagonica, ya que el
estudio de las subfracciones mostré mayor letalidad que
el extracto, en un intervalo de 0,02 a 3,16 ug/ml para CV6
y CV3, respectivamente (Tabla 5). Para la realizacion de
este ensayo, se tomd como punto de referencia aquellas
subfracciones que no podian fraccionarse mas, debido a
la falta de masa de las mismas; entre éstas, se tomaron
las que poseian mayor cantidad de masa.

| 25



CiENCiA UNEMI Volumen 9, Nimero 20, Septiembre 2016, pp. 19 - 28

Tabla 5. Actividad letal (pg/ml) de algunas
subfracciones de la esponja
C. varians contra el crustaceo A. salina.

Subfraccion CL, (24h)  CL, (48 h) Método
CVl 0,07 0,00 Probit
CV3 3,16 0,03 Binomial
CVe6 0,02 0,01 Binomial
CV8 3,08 0,00 Moving Average

Segin diversas investigaciones, se reporta que
valores de CL_ menores a 1000 pg/ml, son considerados
con actividad letal o tdxica; ya que este bioensayo se
utiliza para la pre-evaluacion de extractos de origen
natural en el descubrimiento de compuestos con
propiedades antitumorales. Ademas, se determin6 que
existe una correlaciéon positiva entre la mortalidad de
larvas de A. salina y la citotoxicidad frente a las células
9KB (carcinoma nasofaringeo humano) y la linea celular
3PS (P388), (leucemia in vivo) (Schmitz et al., 1993).

Las cuatro fracciones ensayadas de C. varians con el
crustaceo A. salina, mostraron una muy buena actividad
letal («30 pg/ml), por lo que se puede inferir que esta
esponja sea una fuente promisoria de compuestos
biolbgicamente activos parala inhibicién del crecimiento
de células cancerigenas y otras afecciones que perturban
a la poblacién humana. Para poder asegurar esto, se
necesitarian estudios mas profundos y avanzados
que los mostrados en esta investigacion, dado que
este bioensayo constituye un anélisis preliminar para
posteriores investigaciones.

A pesar que la letalidad presentada por la
fraccion soluble en AcOEt de C. kuekenthali fue
considerablemente buena (CL_, 52,37 pg/ml a las 24
h), la misma aumenté después del fraccionamiento
para las fracciones CK4 (CL50 15,63 ug/ml) y CK8 (CL50
21,02 pg/ml) al realizarle el mismo bioensayo a algunas
subfracciones provenientes del extracto de esta esponja
(Tabla 6). Esto puede ser debido a que los compuestos
responsables de dicha actividad tdxica o letal actGan
mejor separados que juntos (actividad antagénica).
Sin embargo, para las fracciones CK1, CKi-1, CK3 y
CKo9, disminuy6 la CL50 después de la separacion
cromatografica, a pesar de que exhibieron CL50 « 1
000 ug/ml, observandose un sinergismo entre los
metabolitos presentes en estas fracciones.

También se puede notar, que a medida que aumenta
la polaridad de la subfraccion estudiada aumento la
letalidad del mismo, lo cual indica una fuerte relacion
en esta esponja entre letalidad y polaridad, lo que puede
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llevar a inferir que los compuestos con mayor toxicidad
se encuentran en las fracciones mas polares.

TabTabla 6. Actividad letal (ug/ml) de algunas
subfracciones de Cinachyrella kuekenthali contra
Artemia salina

Subfraccion CL,, (24 h) CL,, (48 h) Método
pg/ml pg/ml
CK1 205,36 168,40 Binomial
CK1-1 726,15 518,18 Binomial
CK2 306,54 139,34 Binomial
CK3 >1000 >1000 Probit
CK4 15,63 0,08 Logit
CK8 21,02 1,33 Logit
CK9 150,65 100,00 Probit
IIT. CONCLUSIONES

La presencia de alcaloides, esteroles insaturados,
triterpenos pentaciclicos y cumarinas, la actividad
antibacteriana contra las bacterias E. faecalis,
B. cereus, P. aeruginosa, S.aureus, E. coli, S.
ephimurium, S. enteritidis y L. monocytogenes., y la
alta toxicidad que presentan las esponjas estudiadas
pueden obedecer a mecanismos de defensa que
utilizan estos organismos en contra de depredadores,
asegurando asi la conservacién de su especie.

LosvaloresdeCL,  observadosparaambasespecies
de esponjas, indican la presencia de compuestos
bioactivos en las fracciones y subfracciones, con
posibles propiedades antitumorales y/o pecticidas,
que le confieren un caracter letal o citotdxico sobre
este crustaceo.

Estos resultados permiten perfilar a las C. varians
y C. kuekenthali, como una fuente promisoria de
compuestos biolégicamente activos que pueden ser
utilizados con fines terapéuticos, especificamente C.
kuekenthali para obtener compuestos antibacterianos
y ambas esponjas como fuente de compuestos
antitumorales.
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