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R E S UM E N

En este trabajo se estudié la aetividad téxica y .=
antimierobiana de algunad esponjas marinas, colectadas
en diferentes localidades de las costas mexicanas.

Sé probé la actividad tdxica en peces de la especie
Iebistes reticulatus y la actividad antimicrobvians en -

cepas bacterianas patdégenas, como una posible alternati-
va en el descubrimiento de nuevos fArmacos con propieda-
des biomédicas tales como: antibioticos, anticancerige--
nos, antitumorales, etc.

Se intentd separar la substancia tdxiea de la subs-
tancia antimicrobiana producidas por la esponja Heliclona
viridis con el propdsito de conocer algunas de sus carac
ter{sticas quimicas y contribuir al conocimiento de la -
evolucién bioquimica de: 1as substancias activas de estos

organismos.



INTRODUCCION

Les ecéanos y mares del mundo mbarcan aoroximsdamente
el 7l% de la suverficie de la tierra e incluyen una abundan
cla de organismos aue vresentan agentes activos con prooie-

dades farmacolégicas y médicas (Baslew, 1969).

El estudio de los sgentes zctives en organismys mari-
nos tento de anirsles como de vegetsles, he dessrrellado un
nuevo camno de investigecidn dentro de la farmacologis: la

Parmscolegia Marina.

Entre los agentes sctivos producidos per erganismes ma
rinos, se conecen les substancias téxices y las substancias
antimicrobisnss, estés ¥ltimes son liberadas en el medie ma
rine y preducen una reduccién de la peblacién micrebiana, .
ya sea matando directamente e ver interferencis cen algin -

precéso metabdlice (Nigrelli, 1976).

Bs en este camve, dende la FParmascelogia Marina se inte
resa en ertudisr tento l&s oreoledades téxices come las nro
piedades antimicrobienss, debide a los efectes que cawsa en

el hombre ¥y en el medio msrine.

EBs de particulsr interés la antibiesis, debide a la ac
tividad de substancias preducidas oer los animesles que se a
limentan filtrando bacteriss y etres organismes del micre-..
plancten en el egus. E1 vhylum Perifera es un ejemple tipi

ce de ertas formae de vida.



El descubrimiento de los agentes activcs,sntimicrobis—
nos en esvonjts ha vermitido oostulsr hipdtesis sobre.la »-:
produccidn de dichas substancias como un mecanismo. ofensivo

y defensivo.

Como un mecanismo ofencivo, lsc substanciss entimiero-
bienas son usedss vosiblemente como inactivsdorss de micero-
organismos en la fegocitosis y digestidn (Burkholder, 1373).
Los microorganismos son ingeridos nor las esnonjss marinzes
y formsn perte de su nutricién (Reiswig, 1971, 1975). Al -
mismo tiempo las esvonjas oueden contener grandes poblacio-

nes de microorganismos asocisdas @ sus célules.

Como un mecanismo defensivo es vosible cue las substan
cias sntimicrobisnes de las esnonjaes sesn ung importante -

ayuda en el control de infecciones microbisnas.

Bakus en 1969, vostuld una hipdtesis general sobre la
evolucidén de mecanismos defensivos y héAbitos en invertebra-

dos de la cuel la siguiente hipdtesis ha sido desarrollada.

Se suglere que la diversidsd de especies en peces se
incrementa en aguas marinas someras trooicsles, la comoeten
cia por alimento cred una presidén sobre las especies en de—
sarrollo que necesitan slimento, permitiendo en muchos ca-
sos hébitos slimenticios més especislizados. Esta oresidén
competitiva fué reflejeda en una fusrza de la seleccidn na-
tural operuando sobre las vresas, las cusles desarrollaron -

proviedades quimicas como defensas, retardsndo v nrevinien-



do la deoredacidn vor peces. De ests meners ls toxicidad en
egnonjas oudo haber evoluciornzdo como un mecanismo defensi-
vo (Green, 1977).



OBJETIVOS

En la actuslidad, el uso irracional de productos anti-

mierobianos tanto en el hombre como en los anixzsles, se ha

generalizado de tal forma que los microorganismos causantes

de enfermedades se han transformado en multirresistentes a

la amplia gama de estos oroductos.

El fénomenoc de resistencia microbisns se ha vuelto un

problems de salud publica, por lo tento en éste estudio:see

determing:

1l.-

3e-

La actividad entimicrobiana de las esvonjes sobre cepas
bacterianas patdgenses, como una posible alternativa en
el descubrimiento de nuevos oroductos antimicrobianos -
de érigen merino.

La sctivided tdxica de substancias oproducidas por espon

Jjas sobre veces de la esvecie Lebistes reticulatus para

tratar de comprender el papel ecoldgico y evolutivo de
dichas substancias.

Separacidén por medio de la técnice de cromatografia en
columnsa, los agentes activos de la esvonja que presen—
té mayor actividad (Haliclong viridig) tanto téxica co

mo entimicrobisna, Esto es importante oorque: si son

‘diferentes substanciss, vosteriores estudios més concre

tos permitiran evalusr la substancia antimicrobiana en
el tratamiento de enfermedades nroducides por microor-
ganismos. S{ tanto la activided téxica como la activi
dad mantimicrobians son nroducidss por la misma substan

cia, su aplicacidn & los seres humanos y animales es -



restringida, pero se oueden llever a cabo estudios que
permiten utilizarla como vplaguicida o revelente de or-

ganismos,

ANTECEDENTES

Los antecedentes més imvortentes, que se oueden citar -
sobre toxicidad y antibiosis en esponjas son los siguientes:
Richet en 1906, precivitd una substencia extralda de la es-—

ponja sflicea Suberites domunculus, la cual fué inyectada en

un perro y le oroddjo vomito, diarrea, dispnea y le cauad he
morragisa en la mucose gdstrics, intestinal, veritoneo y endo

cardio.

Arndt en 1928, demostrd aque extractos de ciertss esvon-
jas de sgua dulce producen disrrea, dispnes, postracién y -
muerte, cusndo se inyecten en aniasles homeotérmos, estos -
mismos extractos tienen efecto hemolitico sobre eritrocitos
de oveja y cerdo, ademfs bloguean 18 funcidn cardfacs en pre

paraciones de corazdn aislado de rene.

En 1959, Nigrelli et al., obtuvieron una substuancia snti

microbial de la esponja marina Microciona prolifera, Esta

substancia fué llemada Ectionina y se demostré sus oprooieda-
des inhibitorisas en tacteriss Gram (+) y Gram (-) y el hongo
Candida slbicans.

Ackerman y Pant (1961), aislaron e identificeren un ni-



mero de subsiancias de esponjas merinas y de agua dulce que
incluyen: Acidos nucleicos, colina, guanina, acetil colina,

lisina, fosfocreatina, y otros més,

En 1961, Ruggieri et ai., reportd extractos de espon-
jas que son tdéxicos a huevos fertilizados e infertilizados

del erizo de mar Arbacia punctulata, produciendo citdlisis

¥y aberraciones durante el desarrollo y formacién de lalarva

Stempien en 1966, revortd que extractos acuosos ¥y - -~
metanélicos de 4 de 5 esponjas del género Agelas mostraban
actividad antibidtica contra Escherichia coli.

Sharma y Burkholder en 1967, aislaron dos compuestos
bromades de las especies Verongia fistularis y Verongia -

cauliformis con accidén frente a bacterias Gram(+) y Gram(-).

Baslow y Read en 1968, descubrieron que los extractos

de las esponjas Haliclona magniculosa, Haliclona viridis y

Toxadacia violacea tienen efecto hivotensor en ratas,

Burkholder y Ruetzler en 1969, reoortaron sus investi
gaciones sobre la actividad antimicrobiana de un gran nume-
ro de esponjas colectadas en el Mar Caribe, Mar NMediterré-

neo y Ocdano Pacifico.

Baslow y Turlapnaty en 1969, reportaron que extractos

acuosos de Haliclona viridis, cuando son inyectados intrape

ritonealmente en ratas blancas orevienen el crecimiento de



células tumorales asciticas de Erlich, después de un trata-

miento iniciedo 4 diams antes de la inoculacidn del tumor.

En 1970, Sigel et al., reportd los resultados de su -
tra‘oéjo gobre la actividad anticelular y antitumoral de —-
extractos de 104 géneros de invertebrados marinos tropica--
les, encontraron que los extractos alcohdlicos de las espon

jas Chondrilla nucula, Haliclona substranguleris e Ircinia

fasciculata, dan alguna proteccién contra la formacidn de -

tumores en ratas con leucemia P-388.

En 1970, Stempien et gl., reportaron los resultados -
de sus investigaciones con extractos de esponjas colectadas
en Jemaica y las Islas Virgenes. Extractos de 23 especies -
tienen actividad antibidtica, extractos de dos especies pro
ducen anomaiifas citoplasmaticas en el mismo tipo de carcine

mae

Anderson y Faulkner en 1973, reportaron dos esponjas
con actividad antimicrobisna del género Verongia, estos —-—
compuesios son bromados y perteneceﬁ a Verongia thionay -
Vei‘ongia sp. En 1975, Green y Bakus estudiaron la toxici-
dad en esponjas y holoturias, relacioneda en forma inversa
con la latitud.

Green en 1977, estudio la ecologfa de la toxicidad en
esponjas marinas de diferentes latitudes de Norte América,
los resultados indiean que la toxicidad de las esponjas se.

incrementa cuando decrece la latitud,



Schmitz et ai., en 1978, aislaron una mezcla compleja
denominada Halitoxina de las esponjas marinas Haliclong —-

rubens, Haliclona viridis y Haliclona exina, la cual es —

citotdxica , hemolitica y tdxica en peces y ratones.

Stierle y Faulkner en 1979, reportaron la identifica-
cidén de diferentes metabolitos en extractos metandlicos y -

diclorometandlicos de la esponja Chondrosia collectrix.




MATERIAL Y METODOS

1l.- Esponjas

Las esponjas marinas utilizedas fueron colectadas por
medio de buceo libre y buceo auténomo en las costas de Wéxi
co. Las esponjas con el indice VI son del arrecife "La '—
Blanguilla", enfrente del Puerto de Veracruz en el Golfo de
México, colectadas a una profundidad de 2 a 10 metros.

Las esponjas que presentan la letra A corresponden =z
la Bahias de Acapuleco, Guerrero, colectadas a una profundi--
dad de 10 a 15 metros. Las esponjas que presentan el fndi-~
ce KII colectadas en Puerto Morelos, Quintana Roo, a una =

profundidad de 10 a 15 metros.

2.~ Extractos Crudos de las Esponjas

Se obtuvieron extractos crudos con acetons y metanol
de la siguiente manera:; se tomaron 10 ml., de la esponja =
mimeda colocandose con ‘30 ml., del solvente, se homogeneizd
la mezcla en la licusdora y se centrifugé a 2400 r.p.m., -
durante 15 minutos, utilizandose el sobrenadante para las
pruebas de toxicidad y antibiosis.

3.= Pruebaza de sntibiocsis

Las pruebas de antibiosis se hicleron con los microor
ganismos en medio #8élido (Brain Heart Infusién), usando -——
sensidiscos. Estos se obtuvieron de papel filtro Whatman
# 42 con un difmetro de 5.5 mm. Los microorganismos utili-

zados en la prueba fueron:
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Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens, Salmonella

typhi, Streptococcus sanguis.

Procedimiento;

a) En los sensidiscos se concentraron 1% gotas del extracto
crude de acetona y metancl por separado, dejandose secar
con ayuda de luz infrarroja, evitando el sobrecalenta-—
miento.

b) A cada uno de los sensidiscos se le agregd 5 gotas de -
cloroformo para evitar la contaminacidn de los mismos,
dejando evaporar el cloroformo.

‘¢) Bn el medio sdlide se sembrd el microorganismo de prueba
en condiciones estériles.

d) Se colocaron los sensidiscos, separsdos de tal manera -
que en caso de haber inhibicién, ésta fuera notada clara
mente y no se presentara sobreposicién de halos,

e) Se nutilizd un testigo el cual llevsba solamente 15 gotas
del solvente y 5 gotas de cloroformo.

f) Se colocaron en el refrigerador durante 6 horas, con el
fin de que la substancia impregnada en el sensidisco se
difundiera ampliamente en el agar.

g) Posteriormente se metieron las cajas de Petri a la incu-~
badora (3700) y se observaron los resultados a las 24 -

horas,

4.~ Prueba de Toxicidad
En estas prucbas se utilizaron peces de agua dulce -

Lebistes reticulatus v se reelizd de la siguiente menera;

a) En un vaso de precivitado, se colocaron 20 ml., del ex-

11



tracto a probar dejundose evaporar a sequedad, desoués -
se agregaron 200ml., de agua del acuario donde se encon-
traban los peces y se homogeneizd la mezcla.

b) Se colocaron en dicha solucidn dos peces y se observd el
tienvo de lg pdrdida de equilibrio y el de muerte,

¢) Cuando el oez no presentéd sintomas de pérdida de equili-
brio al término de 90 minutos, se cembio a unz oecera -
con agua limpia v se observd dursnte lss siguientes 24 ~
horas.

d) Se utilizaron testigos los cusales llevaban la misus can-

tidad de agua del acuaric y del solvente evavorado.

5.- Cromatogrefia en Columna

Una vez obtenida la esvonjs (Haliclona viridis) con -~

las nropiedades téxica y antimicrobions més elevada, se mon-
$6 una columna cromatogréfica para seoarar la substencia té-
xica de 1a substancia entimicrobiana. Se utilizé una colum-
na cromatogréfica de vidrio, con un didmetro de 1.3 cm., y -

una longitud de 100 cm.

Para el montaje de la columné, se utilizé un soporte
de Sephadex LH-20, utilizandose metanol como eluyente. E1
Sephadex se colocd en exceso de disolvente 5 o © horas an-
tes del montaje & “emveratura ambiente, (Abbot y Andrews, -
1977). En el fondo de la columna se puso un voco de algo=-
dén con el fin de decengr el soporte y peraitir aue el elu
yente circule libremente. Antes de introducir el Sephadex
se colocd dentro de la columna un ooco de eluyente, 10 ecm,

oor arriba de la csvs de algoddn, desoués se agregé el Se-

12



phadei‘evitando,la formacidn de burbujas y estratos.

Para la colocacidn de la muestra, se elimind todo el g
luyente vor encima de la camu de la columna. Con ung oive-
ta Pasteur se colocé la muestra, dejsndola resbslar por las
paredes evitando fracturar el Sephadex y la formacidn de --
burbujas, se pernitid la entrsda de la muestra en la colum-
na y por dltimo se adicioné suficiente eluyente en 13 narte

superior y se regulé el flujo.

RESULTADOS

Los resultados se »resentan a continuacidn en las ta-
blas 1, 2, 3, v 4. Primero se muestran los resultados ob-
tenidos en las oruebas oreliminsres, las cuales se efectus
ron con el oropdsito de elegir a la esoonja que presentara

mayor actividad téxica y antimicrobiana,
Finalmente se vresentan los resultados de la scoera-

¢ién por cromatografia en columna y un listadoe del nombre
oclentifico de lae esponjas utilizadas.

13
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ESPONJAS COLECTADAS EN EL ARRECIFE "LA BLANQUILEA"

TABIA 1

VERACRUZ.
AN"I‘IBIOSIS’T 2
EXTRACTO CRUDO EN ACETONA 15 GOTAS/ € HORAS
vI-4 vi-7 VvI-14 viI-18 vVvI-19 VI-21 VI-29 VI-40  vVI-41
K. pneumoniae
P._fluorescens =~——--— 2 9 4 m———- 13 4 m———— —————
S. sanquis = ~—--- 2 3 5. emeee am——.
8. typhi ———— e 1.5 2,5
EXTRACTO CRUDO EN METANOL 15 GOTAS/ 6 HORAS
vi-4 vi-7 vi-14 VI-+1l8 vI-19 vi-21 vIi-29 vI-40 vi-41
K. pneumoniae  —=--- 1 4.5 3  emmas cecee-
B.fluorescens  —---- 3.5 9 2 eemee 10 4.5  memen cmeea
S. sanquis ——— 4.5 1.5 4.5 ————— —————
S. typhi = ewee- 2.5 6.5 2,5 —---- 4 3 ————— e
! La inhibicién se mide en mm., del borde del sensidisco al borde del halo de inhibicibn
2 Sensidisco impregnado con 15 gotas del extracto crudo preparado con 10 ml., de la es~-

ponja, peso hlmedo y 30 ml., de solvente con 6 hr., de difusibn en el agar.
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TABLA 2

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ESPONUAS COLECTADAS EN PUERTQ MORELOQS,
Y BAHIA DE ACAPULCO, GUERRERO (A).

QUINTANA ROO (KII)

ANTIBIOSIS
EXTRACTO CRUDO EN ACETONA 15 GOTAS/ 6 HORAS
KII-4 KII-5 KII-34 aA-6 A-7 A-8 A-16
K. pneumoniae
P, fluorescens 4 ————— 4 3
S. sanguis 2.5 ——mmme mmcaae 12
S. typhi 9

EXTRACTO CRUDO EN METANOL 15 GOTAS/ 6 HORAS

KI1-4 KII-5 KII-34 A-6 A-7 A-8 A-16
K. pneumoniae 3.5
P. fluorescens 9 1.57 8 1 e 1

S. sanquis 2 mmemm | mdeee- ‘ 9.

S._typhi - - a
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TABLA 3
ACTIVIDAD TOXICA DE ESPONJAS COLECTADAS EN EL ARRECIFE "LA BLANQUILLA" VERACRUZ,

Toxicipap?
Vi vi-7 Vi-14 Vi-18 Vi-19 Vi-21 Vi-29 Vi-lo Vil
p.el* w p.e m p.e m p& m p.e. . .m . -p.e.m p.e m p.e m p,e m
1 R T 6' A mewmen Tmeneme ek edi’ e - 2 6 R L LT
Llebistes reticulatus 7
2 mem wam 16! 23! cee’ cmc  cmm eea aee eas mme ees g' 10 mem  ees mme s
TABLA L

ACT IVIDAD TOXICA DE ESPONJAS COLECTADAS EN PUERTO HORELOSl,‘ QUINTANA ROO (Kil) y
BAHIA DE ACAPULCO, GUERRERO (A),

TOX!CIDAD
Kilal Kil=5 Kl1=-34 A-6 A-77 A-8 A-16
p.e m p.e m P.e m p.e m p.e .m p.e m p.e m
1 4o' 49' ea- -a- KO' b5 22" 27 wem  dan  wes o= =ee aee
Lebistes retigulatus
2 87 90! ~-- --- 50' 60! LYAY L men dmm ame wes  wes  =ae

3Se realizd con el estracto crudo metanolico, tomandosé 20 mi., del sobrenadante y dejandose
evaporar a se dad, h engizandose con-200 ml,, de agua del acuario.
boerdida de eqﬂ'ﬁugr‘:o ) en ainates SMuerte del organismo dada en mlnutos



Resultados de la Cromatografia en Columna del Extracto
Crudo’de la Esponja (Haliclons viridis) VI-29. '

Caracteristica.s generales de la columna:
Didmetro .- 1.3 cm
Eluyente .~ Metanol
Flujo .~ 5 gotas por minuto
Longitud .- 83 em
Muestra .- 6 ml extracto crudo
Soporte .~ Sephadex LH-20

Se colectaron 7 fracciones de 10 ml., c/u, realizendo-
se: la prueba de antibiocsis y toxicidad por fraccidn.

PRUEBA DE ANTIB105156
Fraccidn Inhibicién de P. fluorescens en mm.
25 gotas 50 gotas '

1 0.5 0.5

2 trazas 1

3 0.5 1l

" .
5

6

7

-6Eeté prueba se realizd colocando por separado 25 y 50 gotas
de cada fraccidn en los sensidiscos utilizados, la iphibie-

cién se midio en mm.

17



PRUEBA_DE TOXICIDAD'

‘ Fr'a'c‘cid-n‘ " -Pez: Pérdida Muerte
' de equilibrio del pez
en minutos en minutos
e 1. 3 ge
A S 4 11
' 1 10
e 12
L 231
2 24
i ; s
b e 26+
S 42+
S 26+
1 o _—
£ 2 — ———
1 —_— —
7 2

En base a las fracciones que presentaron toxicidad y
antibiosis, se corrieron dos columnas iguales a la anterior
Juntandose las primeras 5 fracciones de cada columna, hacien
do un total de 100 ml., el cual se concentrd hasta 6 ml., a
temperaturs ambiente, Con estos 6 ml.,, se corrid oira co-
lunna cromatogrédfica y se obtuvieron los siguientes resulta-
dos:

71.& prueba de toxicidad se realizé con 2 ml., de la fraccidn

obtenida en 40 ml., de sgua del acuario.

18



PRUEBA DE ANTIBIOSIS

Fraccién Inhibicidén de P, fluorescens
25 gotas 50 gotas
1 2 3
2 ———— —————
3 ————— ———
4 U —————
5 [ P —

PRUEBA DE TOXICIDAD

Praccidén Pez Pérdida Muerte
de equilibrio del pegz
en minutos en minutos

i 1 3¢ 6¢

! 2. 3t Tt

1 — —

2 2 —_— —_—

: T - — ——
“.3 . '7,2i PR —
E 1 o —

4 ;2 e -
L 1 _— _—
5 2 ) o e

De la fraccidn 1 que presentd las:.dos propiedades tanto
téxica como antimicrobiana, se concentrd hasta 3 ml., y se -
corrid una nueva columna cromatogréfica con el resultado si--

guiente:

19



PRUEBA DE ANTIBIOSIS

Praceidén Inhibicidn de P. fluorescens
25 gotas 50 gotas
1 ————— — -
2 2 4
3 [ P e
4 —————— —————
5 ————— ———

PRUEBA DE TOXICIDAD

Fraceidn - Pez Pérdida Muerte
. de equilibrio del pez
en minutos en aminutos

1 [ —
K > o o
1. 81 14
2 2 11+ 18¢
1 — —
3 T2 — ——
1 — ——
SRS ,;Qé,; e —
. 7 l - -

5 g .

20
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TABLA 5

Nombre Cientifico de las Esponjas Estudiadas en el

Presente Trabajo

Clave
Vi-4

VI-17

VI—-14-
v1-18
vi-13
VI-21
VI-29
VI-40

VIi-41

KI1I-4
KII-5

KII-34

A6
AT
-8

A-16

e e i et s

et e i i s

[ ——

e e e e e b e

———— o e s ey

[P ———

Nombre Cientifico

Spinosella vaginalis

Haliclona compressa

Verongula rigida

Alolochroia crassa

Niphates erecta

Aplysina fistularis insularis

Heliclona viridis

Holopsema helwigi

Desmapsamma anchorata

No identificada

Mycale angulosa

Plakortis ziggompha

Haliclona sp.
No identificada
No identificada

No identificada
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DISCUSION

De los resultados preliminsres, tabla 1, 2, 3, 4, pode
mos clasificar tres tivos diferentes de esovonjas, de acuer—
do a las oropiedades téxicas y antimicrobisnas presentadas
y en base a su afinidad con les solventes orgénicos utiliza
dos (acetona y metanol).

a) Toxicas y sntimicrovianss (VI-T7, VI-29, KII-4, KII-34, -
A-6).
) Unicamente antimicrobianas (VI-14, VI-18, VI-21, KII-5,-

' AT, £-8, A-16).
¢) Sin prooiedades tdéxicas y antimicrobianas (VI-4, VI-19,-

‘ VI-40, VI-41).

Tanto les substancias téxicas como las substancias an-
timicrobianas son narcialmente extrafdas en los solventes -
" usados. TLos extractos crudos metandlicos presentun un ma--
yor halo de inhibicidn en los microorganismos de prueba, en
relacidén con los extractos crudos acetonicos. Esto demues-
tra que tonto los comouestos téxicos como los compuestos an
timicrobianos oresentan mavor afinidad por los solventes -—

més polares,

También se han extraldo compuestos variados (Baslow y-
Read, 1968., Schmitz gt al., 1978) de los extractos crudos
de algunas de las especies de esponjes agui estudiadas, ta
les comnuestos fuesron obtenidos con colventes =olsres v no
polsres, y tienen proviedades antitumorales, anticancerige
nas ¥ citotdxicas.
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La evolucidn de la toxicidaed en las esnonjes es el re-
sultado de la seleccidn netursl en las interacciones biolé-
gicuas, Se supone cue 1s toxicidad estd evolucionsndio como -
un znecanismo defensivo, oresentendose diferentes etapss en-
este oroceso, que van desde esnonjas sin activided tdéxica -
pasando ovor aguellss que son ligeramente tdxicaes, hasta 1lle

gar a las muv téxicas.

Las esoonjas son organismos de cuervo blando y hébitos
sésiles cue las hacen vulnerubles u depredadores en donde —
se deasrrollan. No hay que olvidar que la toxicidad no es
el dnico mecanismo defensivo en estas, presenten ademés de-
fenszs de orfgen bioldgico, como es la sbundsncis de mucesi
dad, olor v "sabor" desszradables, asl como escleritos ming
ralizados (espfculss), comoonentes fibrosos duros (espongi-
na), o ambos cue pueden funcionar como defensas en estos or

ganismos {Green, 1977).

No se ha confirmado nlenamente s{ son las esponjas o -
bien algin microorganismo associudo & ellas, los oroductores
de las substancias téxica: vy de las substancias satimiero-
bianas, La vresencia de orgunismos cue habitan dentro de -
las células de lo esaonja, indics gue estas substancias no-
son dirigidas contrs estos organismos, més bien contra aque

llos que no son comersales o sitbiontes de la esoonja.

%8 vor esto, que se niensa que no es las esnonja en si
la sroductors de estus substaficius, sino zlgin organismo a-
socisdo a ella, oreferentecente los microorgunismos cue se

locslizer ¢n lu mesogles de lu esovonja.
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Ahora bien,. las esponjas se desarrollan en un medio -
muy polar comoc es el asgua, tomando en cuenta que tanto las
substancias tdxicas como las substancias antimicrobianas -
tienen cierta afinidad por los solventes polares puede sucg
der que la metodologia empleada en la obtencidn de los ex~-
tractos no sea la més adecumsda para la generalidad de las
esponjas, en vista de que se reportan esponjas que no pre--

sentan alguna propiedad.

BEn base a losg resultados de las tablas 1. 2. 3. ¥ 4,
se utilizé la esponja VI-29 (Haliclona viridis), ya que -—

presentd ampliemente las dos propiedades requeridas. Para
realizar la prueba de antibiosis con las fracciones colecta
das de la cromatografia en columna, se emoled la bacteria —

Pseudomonas fluorescens, por ser la més sensible de las pro

badas con los extractos crudos.

Baslow y Read (1968), reportaron que extractos crudos

de Haliclona viridis tienen acciédn bacteriostética y bacte—

ricida contra Aerohacter aerogenes,

Baslow y Turlapaty (1969), reportaron una fraccién -

téxica de Haliclona viridis denominada Halitoxina, la cual

contiene factores +téxicos y antimetabdlicos.

schmitz gt al., (1978), identificaron el compuesto -
téxico de la halitoxina, el cual es una mezcla compleja de
sales piridinicas de alto peso molecular, con ung estructu-—
ra oligomérica o volimérica conteniendo moldculas de dife--

rentes tamaflos ¥ c¢on variacidén al azar en longitud y estruc
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- ‘tura de- las cadenas alquilo, uniendo los anillos piridini--
cos (figura 1).

Ordufia (1980), trabajando con una esponja del género
Haliclona sp. (Z-29) colectada en Zihustanejo, Guerrero, -~
logré separar la substancia téxica de la substancia antimi-

erobiana, ademés demostrd que la substancia antimicrobiana
pierde actividad al ser sometida a una temperatura de 121%

durante 15 minutos.

Poco trabajo se ha realizado para separar la parte =
téxica de: 1a parte antimicrobiana, ain cuandoe la parte téxi
ca ya ha sido conocida. TLos resultados obtenidos en la ==
columna cromatogréfica indican dos posibilidades:

1) Son compuestos de estructura quimica muy cercana.
2) La actividad téxica y la actividad antimicrobiana estd

determinada por un mismo compuesto.

Para el caso 1, si son compuestos de estructura quimi
ca muy cercana, es importante porque desde el punto de vis-
ta Biomédico se oueden seguir estudios de evaluacién de la
substancia antimierobiana para conocer la estructura quimi-
ca del compuesto, nivel de mctividad, mecanismos de acciédn,
oroduccién, etc., ademéds desde el punto de vista evolutivo,
sf la substancia téxica y antimicrobiana presentan una -~
estructura quimica cercana, puede indicar que proceden de -
una sola via metabolice y no causa un gasto mayor de ener—--—
gla, lo cual es imvortante s{ se observa el nivel celular -

de construccidn que oresentan las esoonjas.
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Para el caso 2, 8l la actividad tdéxica tanto como la
actividad antimicrobiana son producidos por un mismo com—-—
puesto, posiblemente su estructura quimica es 1a que deter-
mind Schmitz y colaboradores en 1978.

Tas esponjas del género Haliclona sp., son miay téxi-

cas y frecuentemente antimicrobviants.

Las proviedades de sevaracidén del Sephadex como sovpor
te en la cromatogratfia y los resultados obtenidos, nos indi
ca que la fraccidn obtenida con las dos actividamdes corres-

ponde & compuestos de alto veso moleculax.

La realizacidn de futuros estudios dentro de este --
c;ampo de la Farmacologia Marina, plantea la necesidad de —-
efectuar lo siguiente:

1.- Estudios taxdnomicos del phylum Porifera en las costas
mexicanas como contribucién a la lista faunistica mari-
na y conocimiento de la diversidad existente en el -~
phylum.

2.~ Estudios bioguimicos y ecitolégicos con el fin de cono-—
cer donde se producen los agentes sctivos y cual es la
via de oroduccidn de estos.

3.- Bstudios farmacoldgicos para evaluar el uso potencial
de estos en animales y el homnbre.

4,— Eotudios ecoldgicos para comprender el vapel que juegan
tanto las substancias téxicas como las substancias anti
microbianas en el medio marino y su efecto en los orga:
nismos asociados a éstas.
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CONCLUSIONES

En base 8 lo anteriormente discutido y a la literatura

consultada, podemos concluir lo siguiente:

l.-

2,=

S5e=

Le naturaleza de las substanciss téxices y de las subs-
tencias antimicrobianas es voler.

La toxicidad es uno més de los varisdos mecanismos de -
defensa que presentan las esvonjss contra la deoredacidn.
BEn el caso de Haliclona viridis y en funcidén a1l método
de separacidén emuvleado, los resultados no son definiti-
vos parsa concluir gue la actividad téxica y antimicro -
biana son determinadas por comnuestos diferentes.

De mcuerdo a las oropoiedades de sepuracidn del Sephadex
se trata de substancia o substancias de elevado peso mo
lecular,

Las esponjas que vertenecen a la femilia Haliclonidae -
son altamente tdxicas.
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PHYLUM PORIFERA

Les esvonjas son animales inferiores vluricelulares in
capaces de moverse, que oueden tener externamente semejanza

con las plantas.

El nombre del ohylum se refiere a aue el cuervo de las
esvonjas se halla perforado vor pequeiios voros a travéds de
los cuales entra agua, 1la cual es exoulsada vor unas 8bertu

ras de mayor tamafio 1lemadag osculos.

Las esponjas tienen semejanza con algunos orotozoos -
flagelados (Proterospongia), oor poseer células flageladas-
de collar y digestidn intracelular, oero difieren de ellos-
porque poseen algunas células dispuestas en forma de teji -
dos, una cierta divisién del trabajo, y cuerpo provisto de-
numerosos poros. Puesto que las esponjas son pluricelula -
Tres; son comparables a los Metazoos, nero difieren de sllos
por poseer digestidn intracelular y algunas partfeularida -

des en el desarrollo embrionario.

Se les considera una rame aberrante gue no se hella en
la linea directa de 1a evolucidn por 1o que a menudo se les

denomina Parazoos (fingerman, 1972).
TLos adultos son sésiles, carecen de boca y cavidad di-

gestiva., Aunque las esononjas orimitivas son radialmente si

métricas, la mayorfa de las mismas son asimétricas,
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Ceracteres externos:

Las esponj.s pertenecen al grado celular de construc -
¢idn, esto es, sus célules voseen considerable grado de in-
dependencia en lugar de hallarse estrictamente organizados-
en tejidos y drgenos. Su tamsfio varia desde unos pocos mi-
l{metros hasta dos o mAs metros de didmetro; algunas espe -
cies forman costras delgadas, otras tiene forma de copa o -~
son ramificades, globosas y de muy distintas formas, muchas
son grises o vnarduscas, otrss tienen un brillante color ro-

Jo, ansranjado, emarillo, azul, violets, o negro.

La mayoria de las esvonjas son marinas y viven desde -
la linea de la marea baja hasta profundidades de 6000 mt. &

xiste una familie (Spongillidae) dulceacuicola.

Bstructura.

La mayoria de las esponjas tienen una estructura compli
cada con sistemas de conductos de diferentes clases. Bl
cuerpo de las esponjus més sencillas o Asconoide, presenta-
un delgado saco que encierra una cavidad o esvongocele, con
una ancha abertura en la narte suéerior llamada dsculo. La
pared estd formada por una evidermis externa de células del
gadas y planas de forma poligonal, un revestimiento interno
continuo de células de collar flegeladas o cosnocitos en de
bil contacto unas con otras, y entre estas dos capas se lo-
caliza una mesoglea gelatinesa que contiene células libres-
o ameboeitos de varias cleses y numerosas espiculas de as -

pecto cristalinoe aue sostienen la blanda vpared.
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El carsgcter importante de la egtructure asconoide es la
pared simple y un forre continuo de coanocitos del eoitelio,
interrumopido nor el extremo interno de los norocitos; la as-
yor{ia de las esvonjas muestra una construccidn comolicada, -
la cual puede ser derivada teoricamente de la condicidn ascg
noide,

El tipo Siconoide, formedo oor digitaciones de la vured
a intervales regulares llamados conductos radiales; el inte-
rior es hueco como un asconoide y forma un gran esopongocele,
el cual es forrado por un epitelio avlanado derivado de la ~

epidermis.

Bl tipo Leuconoide, resulta cuando la capna de coanoci-
tos de el conducto radial de la etapa siconoide se invagina
en muchas cémaras pequefias v estss oueden revetir el oroce-
80 hasta que racimos de cémaras flageladas redondeadas, reem

plazan las cémaras alargadas de le etava siconoide.

El tipo Rhagon, surge por una reorganizacidn directa -
de la masa celular interns de la larva, el tivo Rhagon es -
conica, afilado de una base amplia a la cresta situada en -
el dsculo (Hyman, 1940).

Pisiologla. )

La fisiologfa de una esvwonja denende en gran médida de
la corriente de agua que fluye a través de su cuerpo, el a-
gua transnorta oxfgeno y alimentos, elimins los desechos e,
incluso los évnlos y espermatozoides son desolagzados hacia-

dentro v fuera del organismo.
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La corriente de agua es producida por el batimiento -
de los flagelos de log coanocitos, transportando particulas

de detritus y pequefios organismos que servirén de alimento.

Reproduccidn

Las esponjas se reoroducen sexual y asexualmente.

Asexualmente se reproducen por gemacidn y otros proce
go8 que implican le produceidn y liberacidn de estructuras
cavaces de coﬁvertirse en una nueva esponja.

En la reproduccidn sexual no vresenta drganos sexus—~-
les permanéntes, los huevos y espermatozoides se desarro——
llan a partir de amebocitos y coanocitos. .Casi todas las -
especies son hermafroditas, formandose el évulo y el esper-

matozoide en el mismo individue.

Clasificacidn
De acuerdo a la naturaleza de su esqueleto, las espon

Jjas se dividen en cuatro clases {Bergquist, 1978).

8) Clase Calcdrea o Calcispongiame.~ Se caracterizan por -
poseer espiculas de carbonaro de calcio.

b) Clase Hexactinellidae o Hyalospongise.— Son conocidas -
como esponjas vitreas, debido a que poseen espiculas .--
siliceas triaxénicas que a menudo se fusionan para for--
mar un esqueleto que parece una rejilla,

¢) Clase Demosvnongise.— El esqueleto de estd clase es varia
ble, puede constar de espiculas siliceas o de fibras de
espongina combinadas con espiculas siliceas.

Estd clase se diferencia de la Hexactinellidae en que -
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a)

sus espiculas nunca son triaxénicas sinoe monoaxdnicas o

tetraxdnicas.
Clase Sclerospongiae (esponjas coralinas).- Estas poseen
un esqueleto interno de esvfculas sfliceas y fibras de -

espongina asi come una cubierta de carbonatc de ecalcio.
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Haliclona viridis

"Phylum Csesesesessecsaass Porifera
Clase sesessesecsvsacns Demospongiae
Orden tesscscsssersnsns Haplasclerida
Familia seretesceverssses. Haliclonidae
Género sseessesesscasses Haliclona
Egpecie sacsencessossvnns viridis

Forma.~ Incrustante, con pequefias elevaciones en forma
de conos volcénicos, se le encuentra sobre sustratc rocoso -
cubriendo pequefias éreas de 5 a 10 cm.

Color.- En vida la esponjs es verde claro, preservada
en congelacidn el color Se oscurece en algunas zonas y en -
otras se va diluyendo quedando amarilio pardo.

Consistencia.- Comorimible, suave y facilmente desmoro
nable.

Superficie.~ Muy porosa y en algunas zonas puﬁtiforme.
los 8sculos se localizan sobre pequeflas elevaciones y en =~
ellos terminan 2 o 3 canales exhalantes, tienen diametros de
1 a4 mn.

Betosoma.~ Lia reticulacidén es uniforme, algunos grupos
de espiculas se proyectan hacia el exterior 2 manera de espi
nas, esto provoca que el ectosoma se vea puntiforme en algu-
nas zonag,

Endosoma.—~ Carnoso, con poca cantidad de esvongina y -
principalmente espicular, la arquitectura es halichondroide,
1a reticulacién en algunas zonas es casi isodictyal.

Espiculas.- Presenta esoiculas oxeas fusiformes y espl
culas oxeas hastadas (De Laubenfels, 1936., Wiedenmaver, =—-
1977., Fuentes, 1981).
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MICROORGANISMOS DE PRUEBA

Klebsiells pneumonise ,- Es un ecocobacilo de 0.5 & -

1.51 de: didmetro por 1 a 2n de largo, posee una cépsula que
et 2 4§ 3 veces més el tamafio del bacilo mismo, el érganismo
frecuentemente aparece en pares y £l diplobacilo puede ser

confundido fAcilmente con las formas de diplococo de —
Pneumococecus (Carpenter, 1979).

El érganismo Grem (-), inmévil, no esporulado, es el

patégeno humano més importante del género de las Klebsiella,
ocasiona lesiones en cualquier parte del cuerpo, se han --
registrado sinusitis, faringitis, meningitis, endocarditis,
sevticemias, peritonitis, abcesos hepdticos., Ocasionalmente
una forma gevera de enteritis ocurre en los nifios, €1 cual
se asemeja 8 la disenteria bacilar., Infecciones pulmonares
parecidas a la pneumonia bronquial o oneumonia lobular fé-=.
cilmente se convierten en crénicas, presentando el cuadro -
¢linico de abceso pulmonar, bronquiocectasis o tuberculosis

pulmonaria.

Pseudomonas fluorescens .- La familia Pseudomonadacea

estd comorendida de un gran nimero de bacilos Gram (+) que
tienden a elongarse. La mayoria de las especies son méviles
con un flagelo polar el cual ouede ser monotrico o lofoiri-
co. Algunos vroducen vigmentos solubles en agua que se di--
funden en los medios de cultivo.

Su distribucidn es amplia, varias especies son de vida 1i--—
bre encontrados en suelo y agua. La mayoria son patdgenos a
las plantas, algunos son patdgencs a los animales incluyen-
do el hombre, en el cual las seoticemias producidas son mor
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tales en un 80%.

Pseudomonas fluorescens es un patégeno ocasional del

grupo de las Pseudomonas (Jawetz, et al., 1973).

Salmonella typhi .- Es un bacilo corto de 0.5 a 0.8p
de didmetro y de 1 a 3.5p de largo, es un érganismo Gram -
(-), activamente movil, no esporulado y sin cépsula. Crece
répidamente scbre los medios de cultive usuales de laborato
rio.

Es el vacilo prototivo de las fiebres entericas, ad——
quirido por la ingestién de sgua o alimentos contaminados.
La fiebre tifoidea es una infeccidén septicemica generaliza-
da, donde las complicaciones més serias y frecuentes son:
hemorragia de vasos sanguineos en la dlcera intestinal o -
peritonitis seguida de la ruptura de 1la dleera. Complicacip
neé menos frecuentes son la ostiomelosis, abcesos metastéti
cos en el cerebro y otros drganos o tejidos, meningitis, -

pneumonia y endocarditis,

Streptococcis sanguis .- El estreptococo individual -

es un microorganismo Gram (+), de forma esférica que mide -
de 0.5 a 1n, crece en forma de cadenas, no presenta movili-
dad, no esporulado. Los estreptococos tienen una amplia dis
tribucién en la naturaleza, pueden ser encontrados en la -
leche, alimentos, agua, volvo, en 1la boca e intestinos del
hombre y animsles inferiores.

S. sanguis se localiza principalmente sobre los dien-
tes, cuando se acumulan suficientes sobre 1la boca o placa -
dgntal, pueden iniciar enfermedades sobre los dientes o eg—
tructuras que los soportan, Los dientes infectados pueden -

ser un origen de endocarditis bacterial aguda.
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