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Como parte de la busqueda de sustancias activas anti-
microbianas novedosas se analizd la actividad in vitro de los
extractos organicos crudos de 15 especies de esponjas mari-
nas de la costa noreste de Colombia contra microorganismos
de importancia clinica en humanos (una cepa de cada espe-
cie de Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Es-
cherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 'y Candida albicans).
Los extractos de las esponjas Halichondria sp., Petromica
ciocalyptoides y Xestospongia proxima exhibieron actividad
contra las bacterias grampositivas y contra el hongo, mien-
tras que la esponja Dragmacidon reticulata s6lo mostro acti-
vidad contra esta levadura. La bioactividad de los extractos
fue contrastada con un antibiotico (cefoperazona) y un anti-
micotico (nistatina) comerciales y se encontrd que los valo-
res de inhibicion in vitro del extracto de X. proxima son mayo-
res, en algunos casos, a los observados para la cefoperazona y
la nistatina. Los extractos de las esponjas Myrmekioderma
gyroderma, Myrmekioderma rea, Biemna cribaria, Cinachy-
rella kuekenthali, lotrochota imminuta, Oceanapia peltata,
Polymastia tenax, Desmapsamma anchorata, Spirastrella
coccinea, Cribrochalina infundibulum y Oceanapia bartschi
no presentaron actividad antimicrobiana.
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Evaluation of marine sponge extracts
as new sources of antimicrobial substances

As part of the search for new natural sources of anti-
biotic compounds, in this study, carried out in the nor-
theastern coast of Colombia, 15 sponge species were co-
llected. A crude organic extract was obtained from each
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one and evaluated regarding their antimicrobial properties
in vitro against microorganisms with clinical importance
for humans (one strain for each specie of Streptococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudo-
monas aeruginosa and Candida albicans). Sponge extracts
from Halichondria spp., Petromica ciocalyptoides and Xes-
tospongia proxima exhibited antibacterial activity against
gram-positive bacteria and antifungal activity against the
fungi, while the sponge Dragmacidon reticulata showed
activity only for the same yeast specie. Bioactivity of the
extracts was compared with that of both a antibiotic (cefo-
perazone) and an antimicotic (nistatine). It was found that
inhibition values of X. proxima extracts in vitro are, in so-
me cases, higher than those observed for cefoperazone and
nistatine. Crude extracts from the sponges Myrmekioderma
gyroderma, Myrmekioderma rea, Biemna cribaria, Ci-
nachyrella kuekenthali, Iotrochota imminuta, Oceanapia
peltata, Polymastia tenax, Desmapsamma anchorata, Spi-
rastrella coccinea, Cribrochalina infundibulum and Ocea-
napia bartschi did not show any antimicrobial activity
whatsoever.

Key words:
Porifera. Antimicrobial. Crude extracts. Marine bioprospecting. Colombian Ca-
ribbean.

INTRODUCCION

Se cree que la biodiversidad marina a nivel genético y
bioquimico es superior a la continental®, por lo que es de es-
perar que un pais con dos océanos y con gran diversidad co-
mo Colombia ofrezca grandes perspectivas en bioprospec-
cion de sustancias activas, planteando asi alternativas de
desarrollo biotecnoldgico y economico. Sin embargo, para el
inicio de tal desarrollo es necesario incrementar el conoci-
miento de las especies que residen en sus mares y determi-
nar su potencial de uso.

En este sentido, en Colombia se ha destacado la investi-
gacion con esponjas marinas, un grupo de animales multi-
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celulares primitivos, morfolégicamente simples, pero con
una organizacion bioquimica compleja y diversa; constituye
el grupo con mayor numero y diversidad de productos natu-
rales marinos, cuyas caracteristicas biologicas los convierten
en candidatos ideales para la investigacion farmacologica y
clinica?,

Desde el afio 1986 se viene desarrollando un proceso de
busqueda de productos naturales en estos organismos a tra-
ves de la identificacion de los compuestos y de las especies
promisorias. De esta forma, entre los nuevos agentes antimi-
crobianos de origen marino registrados en Colombia estan la
variabilina (de Ircinia felix), activa contra bacterias grampo-
sitivas y gramnegativas*, y el compuesto +(-) curcufenol (de
Didiscus oxeata), aislado de la naturaleza por primera vez por
investigadores colombianos, activo contra bacterias gramposi-
tivas y los hongos C. albicans y Saccharomyces cerevisiae®.

A nivel mundial ya existen varios compuestos antibioticos
aislados de esponjas marinas disponibles comercialmente y
otros sometidos a estudios preclinicos y clinicos®. Algunos
ejemplos son: spongistatina 1 (de Hyrtios erecta) y auranto-
sidos (de Siliquariaspongia japonica y Homophymia confie-
ra), entre los agentes antifungicos disponibles comercial-
mente®. Sammaplina A (de Psammaplysina sp.) se utiliza
para el control de S. aureus resistente a la metilicina, cuya
actividad es comparable con la ciproflaxina’. La oceanapisida
(de Oceanapia) posee actividad antiflngica contra Candida
glabrata®. Los sulfatos de acantosterol (de Acanthodendrilla
sp.) son activos contra cepas de S. cerevisiae’. Las cribrostati-
nas (de Cribrochalina sp.), entre las cuales la cribrostatina 2 es
la mas activa frente a hongos y bacterias, incluyen Neisseria
gonorrhoeae y Streptococcus pneumoniae®.

Particularmente para el mar Caribe, en Venezuela se obtuvo
el antifungico discodermida (de Discodermia dissoluta)'®; en
Brasil, los alcaloides haliclonamida E y las arenosclerinas (de
Arenosclera brasiliensis), con actividad antibiotica y antifingi-
ca''?,y la halicondramina (de Halichondria spp.), activa contra
bacterias patogenas resistentes, pero no para C. albicans''3.

Conscientes de la necesidad y relevancia del descubrimien-
to de nuevos antibidticos, asi como de la importancia de dar
continuidad al proceso de explotacion de productos de origen
marino, con proyeccion en la industria farmacéutica en Co-
lombia, el propodsito de este estudio fue evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro de los extractos organicos crudos ob-
tenidos de 15 esponjas marinas del Caribe colombiano contra
cepas microbianas de importancia clinica en humanos.

MATERIAL Y METODOS
Coleccion y tratamiento del material bioldgico

En el area de Santa Marta, NE de la costa Caribe de Co-
lombia y el Parque Nacional Natural Tayrona (PNNT), entre

noviembre de 2003 y febrero de 2004, fueron recolectados
manualmente aproximadamente 600 g de cada esponja me-
diante buceo autonomo; las muestras se transportaron en
bolsas herméticas con agua del medio. En el laboratorio se
retiro el exceso de agua y se congeld el material a =15 °C.
Se guard6 un fragmento de cada esponja en etanol al 70%
para confirmar la identificacion taxonomica y posterior-
mente esta muestra se depositd como testigo en la Colec-
cion de Referencia de Organismos Marinos del Museo de
Historia Natural Marina-INVEMAR (tabla 1).

Para obtener los extractos organicos crudos de todas las
esponjas, un volumen conocido de cada esponja fue liofili-
zado durante 15 h, para la posterior extraccion con metanol
GR (grado reactivo) durante 24 h en agitacion constante. La
solucion resultante de la extraccion se filtrd en un Kitasato
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Tabla 1 Esponjas colectadas para el estudio
de la actividad antimicrobiana
Especie Localidad Profundidad N'? (3
catdlogo
Oceanapia peltata, El Morro 25m INV-POR
Schmidt, 1870 Bahia de Santa Marta 882
Xestospongia proxima, Bahia de Chengue 19-20 m INV-POR
Duch. y Mich., 1864 885
Polymastia tenax, Punta de Betin 12m INV-POR
Pulitzer-Finali, 1986 Bahia de Santa Marta 896
Biemna cribaria,
Alcolado y Gotera, 1986 Ensenada Granate 23m INV-POR
890
Dragmacidon reticulata, El Morro 24 m INV-POR
Ridley y Dendy, 1886 Bahia de Santa Marta 881
Desmapsamma anchorata, ~ Bahia de Chengue 17m INV-POR
Carter, 1882 887
Oceanapia bartschi, Ensenada Granate 15m INV-POR
De Laubenfels, 1934 882
Petromica ciocalyptoides, El Morro 20-24 m INV-POR
Van Soest y Zea, 1986 Bahia de Santa Marta 891
lotrochota imminuta, El Morro 4-6m INV-POR
Pulitzer-Finali, 1986 Bahia de Santa Marta 883
Myrmekioderma rea, Bahia de Chengue 18-20m INV-POR
De Laubenfels, 1934 884
Cinachyrella kuekenthali, El Morro 12-15m INV-POR
Uliczka, 1929 Bahia de Santa Marta 878
Cribrochalina infundibulum, ~ Punta de Betin m INV-POR
Schmidt, 1870 sin. vasculum Bahia de Santa Marta 895
Myrmekioderma gyroderma, ~ Ensenada Granate 2m INV-POR
Alcolado, 1984 889
Halichondria sp. El Morro 20-24 m INV-POR
Bahia de Santa Marta 899
Spirastrella coccinea, El Morro 22m INV-POR
Duch. y Mich., 1864 Bahia de Santa Marta 877
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y fue concentrada hasta extracto en un rotavapor (35-37 °C).
Los mismos trozos de esponja fueron sometidos a una se-
gunda extraccion con una mezcla de metanol y diclorome-
tano GR (2:1) y se repitio el proceso anteriormente descrito;
el extracto obtenido se mezcld con el anterior derivado de
metanol y se concentrd en rotavapor a la misma temperatu-
ra. El extracto final fue pesado y removido del globo de des-
tilacion, empleando 15 ml de diclorometano o el mismo vo-
lumen de éter dietilico GR; se retiré dicho solvente del
extracto por evaporacion en una camara de extraccion du-
rante 6 h. Todos los extractos se almacenaron en oscuridad
y a temperatura de congelacion (-15 °C) para su posterior
uso en los bioensayos.

Se utilizd el método de difusion en agar con sensidis-
cos'*15, en el cual para los sensidiscos con extracto se apli-
caron alicuotas de 20 pl a cada uno de los discos esteriliza-
dos de papel filtro Whatman® GF-C de 6 mm de didmetro'2.
Después de 24 h de incubacion a 37 °C se midi6 el diametro
(mm) de inhibicién del crecimiento usando un calibrador®.
Se utilizaron como controles negativos discos limpios (sin
extractos y sin solvente) y s6lo con solvente en las propor-
ciones y cantidades usadas. Como control positivo para bac-
terias se usaron sensidiscos de cefoperazona Oxoid® (75 ug),
cefalosporina de tercera generacion utilizada para el con-
trol eficaz de las bacterias usadas en este trabajo, aunque
con menor reactividad contra las bacterias grampositivas'®
(tabla 2).

Antes de aplicar los extractos a los sensidiscos se disuelven
en cantidades minimas de solvente hasta obtener una sus-
pension homogénea. Se realizd un tratamiento con la con-
centracion natural (CN) del extracto en la esponja y un trata-
miento con una concentracion de 500 mg/ml (EC). Para las
dos concentraciones de cada extracto se realizaron seis répli-
cas completas. Cada réplica correspondio a una caja Petri con
un sensidisco del tratamiento 1 (CN), un sensidisco del trata-
miento 2 (EC), un sensidisco con solvente, un sensidisco sin
solvente limpio y seco y un sensidisco de cefoperazona o nis-
tatina (seguin el caso) para cada esponja por separado.

Tabla 2 Concentracion minima inhibitoria
de Cefoperazona Oxoid® para
las cepas bacterianas usadas

en este estudio

. . Concentracion minima
Especie bacteriana

inhibitoria
Staphylococcus aureus 32 ug/ml
Streptococcus faecalis 64 pg/ml
Pseudomonas aeruginosa 4 ug/ml
Escherichia coli ATTCC 25922 2 pg/ml

Para determinar la propiedad antibacteriana de los ex-
tractos se usaron cultivos de 18-24 h en caldo nutritivo de
las bacterias grampositivas S. aureus y S. faecalis (Cepario
Laboratorio de Microbiologia. Departamento de Biologia-
Universidad Nacional de Colombia) y de las bacterias gram-
negativas E. coli ATCC 25922 Oxoid” (Cepario Laboratorio de
Microbiologia-INVEMAR) y P. aeruginosa (aislamiento clini-
co, Hospital Central de Santa Marta), mientras que para
evaluar la propiedad antifiingica de los extractos se usaron
cultivos de 18-24 h en caldo nutritivo de C. albicans con-
servada en agar glucosa de Sabouraud al 4% (aislamiento
clinico, Hospital Central de Santa Marta). Se utilizaron como
control positivo discos de papel filtro Whatman® GF-C de
6 mm de diametro, los cuales fueron saturados durante 5 h
en una suspension de nistatina de marca comercial La Santé”
(2,273 g/ml); transcurrido este tiempo, los discos fueron re-
tirados de la suspension y se dejaron secar a temperatura
ambiente en la camara de siembra en condiciones asépticas.
Las réplicas de estos ensayos se realizaron de igual forma
que para los ensayos de evaluacion de la actividad antibac-
teriana anteriormente descritos. Después de 18 h de incuba-
cion a 25 °C se registraron los datos obtenidos de la medi-
cion de los halos de inhibicion (usando el mismo calibrador).

Los diametros del halo de inhibicion permiten estimar el
nivel de actividad del extracto respecto a la cefoperazonay la
nistatina. Para determinar las diferencias entre los halos de
inhibicion producidos por los extractos y el antibiotico o el
antimicotico se realizo un andlisis de varianza (ANOVA) a una
via con el software Statistica® 996 y de comparaciones mul-
tiples entre medias a través de la prueba Student-Newman-
Keuls (SNK), con un nivel de significancia de 0,01'7.

RESULTADOS

De las 15 esponjas evaluadas sélo Halichondria sp., P. cio-
calyptoides y X. proxima inhibieron el crecimiento de dos
bacterias grampositivas y el hongo; D. reticulata presentd
Unicamente actividad antiflingica (tabla 3). La actividad anti-
bacteriana contra bacterias gramnegativas no fue detectada
en los extractos evaluados.

En todas las réplicas, el crecimiento de las bacterias fue in-
hibido por la cefoperazona; asimismo, el crecimiento del hon-
go C. albicans fue inhibido por la nistatina, mientras que los
discos de control limpios y los discos de control con solvente
no presentaron efectos sobre el crecimiento microbiano.

Para D. reticulata se presentaron diferencias significati-
vas entre los efectos de inhibicion del crecimiento para
C. albicans producidos por cada tratamiento (CN, EC y nis-
tatina); fue mayor el efecto producido por la nistatina res-
pecto al extracto en las dos concentraciones probadas. Sin
embargo, para este hongo la inhibicion producida por el ex-
tracto concentrado fue mayor que la del extracto a concen-
tracion natural.

176 Rev Esp Quimioter 2008;21(3):174-179 46



J. A. Mora Cristancho, et al.

Evaluacién de extractos de esponjas marinas como nuevas fuentes de sustancias antimicrobianas

Tabla 3

Actividad antibacteriana y antiftingica de los extractos activos

Promedio de los halos de inhibicion (mm)? + EE

Especie/tratamiento-concentracion

C. albicans S. aureus S. faecalis
Dragmacidon reticulata
CN (160 mg/ml) (-)*6,9+0,117 — -
EC (500 mg/ml) (+) B8,3+0,373 = =
Nistatina (2.273 mg/ml) (+++) 16,240,474 NA NA

Xestospongia proxima

CN (89 mg/ml)
EC (500 mg/ml)
Nistatina (2.273 mg/ml)

(+++) 217,340,557
(+++) B20,1+0,616
(+++) M7,6+0,470

Cefoperazona (75 ug) NA

Petromica ciocalyptoides
CN (290 mg/ml) —
EC (500 mg/ml) (-) #6,9+0,159
Nistatina (2.273 mg/ml)
Cefoperazona (75 pg) NA

Halichondria sp.
CN (60,4 mg/ml)
EC (500 mg/ml)
Nistatina (2.273 mg/ml)
Cefoperazona (75 pg) NA

(+) A7,1+£0,035
(+) A8,1+0,257

(++) 14,6 +0,331

(++) B14,6+0,355

(+) #8,2+0,810 (+) A7,8+0,690
(++) B12,7+1,130 (++) B11+0,477
NA NA
(+) AB9,3+0,423 (+) B10,9+0,590

(+) A9,4+0,223 (+) 8,940,363
(+) A10,3+0,396 (+) 10,440,272
NA NA
(+++) B20,9+0,563 (+++) B18+0,543

(+) A7,6°+0.319 (+) A8Y+0,267
(+) B10°+0,056 (+) B10,2°+0,181
NA NA
(++) 13,640,208 (++) ©13,2+0,143

Superindices (mayusculas) iguales indican que no hay diferencia significativa entre tratamientos (ANOVA y SNK, p <0,01) (-): sin actividad; (+): actividad débil
(7-11 mm); (++): moderada (11-16 mm); (+++): fuerte (> 16 mm) (6); CN: concentracion natural; EC: extracto concentrado; NA: no aplica.
aIncluye el diametro del disco (6 mm); corresponde al promedio de 6 réplicas. ° Este dato corresponde a la zona de completa inhibicion, pero en estos casos hay

una zona adicional de reducida densidad en el cultivo.

El extracto de X. proxima a una concentracion de 500 mg/ml
igualo el poder de inhibicion de la cefoperazona para la ce-
pa S. faecalis y fue superior para la cepa S. aureus, asi como
para C. albicans, en donde supero el poder de inhibicion de
la nistatina. De igual forma como se describié para el ex-
tracto de D. reticulata, la actividad del extracto de X. proxi-
ma se hace mayor con el aumento de concentracion; en es-
te caso dicho efecto se observo para las cepas S. aureus,
S. faecalis y C. albicans (tabla 3).

Para P. ciocalyptoides se encontrd que la concentracion
del extracto no altera el poder de inhibicion para las cepas
grampositivas, pero si para C. albicans, en la cual sdlo se
aprecio actividad cuando el extracto superd la concentra-
cion natural. Los halos de inhibicion del extracto obtenido
de esta esponja fueron menores a los generados por la cefo-
perazona y la nistatina.

En el caso de Halichondria sp. se encontraron diferencias
significativas entre los halos de inhibicion producidos por la ce-
foperazona y la nistatina y el extracto de esta esponja para las

dos concentraciones probadas; fue menor la actividad del ex-
tracto. Sin embargo, se evidencié que el efecto de inhibicion
sobre las bacterias grampositivas fue mayor cuando aumento
la concentracion del extracto; en el caso de C. albicans se ob-
servd este efecto, pero la diferencia de medias no tuvo signifi-
cancia estadistica. Halichondria sp. presentd mayor actividad
para las cepas grampositivas que para el hongo.

En resumen, se encontrd que los extractos de estas cuatro
esponjas inhiben el crecimiento de C. albicans, resaltando la
fuerte actividad de X. proxima. Para las cepas grampositivas,
P. ciocalyptoides genero los mayores halos de inhibicion a la
concentracion natural, mientras que X. proxima lo hace con
el extracto a mayor concentracion (500 mg/ml).

DISCUSION

El desarrollo del presente estudio permitio identificar las
esponjas marinas Halichondria sp., X. proxima, P. ciocalyp-
toides y D. reticulata como posibles fuentes de sustancias anti-
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microbianas con posibles usos en microbiologia clinica, por lo
que constituye el primer informe de actividad antimicrobia-
na de los extractos organicos crudos (metanol:diclorometa-
no) sobre cepas de S. aureus, S. faecalis y C. albicans.

La actividad antibacteriana de estos extractos fue mas fre-
cuente para el control de bacterias grampositivas (S. aureus
y S. faecalis). Este es un resultado importante considerando
que las cepas de S. aureus poseen gran facilidad para mutar
e incorporar genes de resistencia frente a los antibidticos
tradicionales'®. Estas bacterias fueron inhibidas por tres de
los extractos activos y en el caso de X. proxima la inhibicion
fue mayor que la producida por la cefoperazona. Aunque
esta cefalosporina es mas eficaz para el control del creci-
miento de bacterias gramnegativas que grampositivas, no
por esta razon deja de ser importante este resultado, ya que
se trata de un extracto no purificado. Los extractos organi-
cos crudos se caracterizan por ser una mezcla de muchas
sustancias que en ocasiones generan reacciones antagoni-
cas en los compuestos activos, por lo cual también se puede
observar la misma intensidad de la bioactividad a cualquier
concentracion del extracto'.

Cabe resaltar la sensibilidad de C. albicans frente a los ex-
tractos de las cuatro esponjas, ya que para el tratamiento de
enfermedades infecciosas causadas por este hongo los princi-
pales inconvenientes se deben a la escasez de antimicoticos.
Esto obedece a la tendencia toxica de los antimicoticos co-
merciales para los humanos debida a la similitud que conser-
van los hongos con las células eucariotas'®. Con este estudio
se han encontrado cuatro nuevas fuentes alternativas para la
obtencion de un principio activo con efecto antimicotico.
Aunque falta establecer su toxicidad, a nivel local éste es un
resultado importante, ya que fue evaluado empleando una ce-
pa nativa, que genera un alto valor agregado por cuanto no se
trata solo de un principio activo para esta especie, sino tam-
bién para una cepa que afecta a pacientes locales.

En términos de bioprospeccion la especie mas interesante
es X. proxima por presentar los niveles mas altos de activi-
dad en todos los microorganismos evaluados, especialmente
por la fuerte actividad sobre el control de |a levadura. En es-
te caso los valores de los halos de inhibicion registrados su-
gieren que el compuesto activo posiblemente tenga una
concentracion minima inhibitoria (CMI) relativamente baja.
Por lo anterior se propone la realizacion de futuros estudios
quimicos y farmacoldgicos detallados, como también sobre
los posibles mecanismos de accion, con el fin de ampliar las
posibilidades de tratamiento de enfermedades infecciosas
de la piel y las mucosas causadas por dicho hongo®’.

Dentro de los posibles compuestos a los cuales puede
atribuirse la actividad antibiotica de los extractos, existen
estudios de caracterizacion quimica del extracto metanol-
acetonico de X. proxima, en donde se ha registrado la pre-
sencia de clionasterol, colesterol, colestanol, brassicasterol,
22-dihidrobrassicasterol, epiergostanol y estigmasterol?', de

monohidroxiesteroles (24-isopropil-22-dihidrocolestanol) en
P. ciocalyptoidesy H. lutea?? y de acidos 2-metoxipentadeca-
noico, 16-metilnonadecanoico, 20-metil-18-tetracocenoico
y 15-metiloctadecanoico en P. ciocalyptoides®. En este sen-
tido se hace necesario realizar la caracterizacion de los
compuestos contenidos en los extractos de metanol-diclo-
rometano, asi como ensayos de bioactividad.

Aunque los resultados de la actividad antimicrobiana con
cepas de importancia clinica no pueden ser extrapolados al
ambiente marino para respaldar hipotesis ecoldgicas y evo-
lutivas?4, e incluso es cuestionable la extrapolacion de in-
formacion obtenida en ensayos in vitro con microorganis-
mos marinos?®, las pruebas realizadas respaldan la busqueda
de sustancias que puedan inhibir el asentamiento de bacte-
rias sobre la superficie de ésta como mecanismo inicial para
prevenir la epibiosis y/o que puedan prevenir infecciones o
descomposicion que pudieran causar miles de microorganis-
mos que circulan en su complejo sistema de canales y cavi-
dades?5-28, De acuerdo con esta hipdtesis se propone como
tema de futuras investigaciones determinar si la actividad
antibiotica observada in vitro tiene esta funcionalidad en
las esponjas Halichondria sp., P. ciocalyptoides, D. reticulata
y X. proxima del Caribe colombiano.

La ausencia de actividad antimicrobiana registrada para
la mayoria de las esponjas (11/15) puede obedecer a una si-
tuacion en la que simplemente no hay sustancias bioactivas
o bien su nivel de actividad es muy bajo a pesar de haber
probado los extractos en concentraciones relativamente al-
tas (tabla 3), a la variabilidad temporal, microgeografica, in-
traespecifica e incluso por procedimientos metodologicos
(métodos de extraccion y polaridad de solventes) que po-
drian afectar a la bioactividad de los compuestos'2.
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