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POTENCIAL DE ESPONJAS DEL CARIBE COLOMBIANO COMO INHIBIDORES DE
LA ACETILCOLINESTERASA, UNA ENZIMA FUNDAMENTAL EN LOS PROCESOS DE
TRANSMISION NERVIOSA

De la Roche-Zoghy, F.

RESUMEN
En busqueda de especies de esponjas marinas del Mar Caribe colombiano con potencial inhibidor

de la acetilcolinesterasa, se recolectaron muestras en tres localidades diferentes, la Ensenada de
Gaira, la Peninsula de Baru y la Isla de San Andrés. Todas las esponjas se recolectaron en
ecosistemas marinos someros (fondos rocosos, raices de Rhizophora mangle sumergidas y
parches arrecifales) y a partir de extractos organicos de las mismas se determind su toxicidad
aguda (letalidad CLso a las 24 hr de exposicién) frente a nauplios de Artemia salina. Posteriormente
se evalud la actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa de los extractos mas promisorios,
mediante el ensayo de bioautografia (método de Martsten). Se encontraron concentraciones letales
medias (CLso) que oscilaron en un rango de 10 a 680 ppm con muestras con valores superiores
(>1000 ppm) e inferiores a este rango. Los extractos de Amphimedon viridis (<10 ppm) y Tedania
sp. (<10 ppm) mostraron la mayor toxicidad. Se probd la actividad inhibitoria de la
acetilcolinesterasa de 15 extractos de esponjas seleccionando las especies con una letalidad
menor a 300 ppm. Todos los extractos probados mostraron actividad inhibitoria de la
acetilcolinesterasa, siendo los mas activos los provenientes de las esponjas lotrochota birotulata,

Amphimedon viridis y Amphimedon compressa.

Palabras clave: Esponjas marinas, Inhibidores de la acetilcolinesterasa, Toxicidad contra Artemia

salina, Concentracion letal media (CLso), Caribe colombiano
ABSTRACT

In the search for marine sponges with acetylcholinesterase inhibition properties from the Colombian
Caribbean, samples were collected in three locations (Gaira Bay, Baru and San Andres island) from
shallow marine ecosystems (rocky bottoms, Rhizophora mangle roots and coral reef patches). The
toxicity of organic extracts from these sponges was assessed using Artemia salina nauplii (Lethality
LDso after 24 hours of exposure). The extracts were subsequently tested for acetylcholinesterase
inhibition activity in a bioautography assay (Marsten method). Medium lethal doses (LDso) were
found in the range between 10 to 680 ppm, with some species showing lethality above (>1000 ppm)
and below this range. Organic extracts from Amphimedon viridis (<10 ppm) and Tedania sp. (<10
ppm) showed the greatest toxicity. The acetylcholinesterase inhibition potential was assessed with

those extracts with toxicity under 300 ppm, testing 15 sponge extracts. All tested samples showed



acetylcholinesterase inhibition activity, being the extracts from lotrochota birotulata, Amphimedon
viridis and Amphimedon compressa the most active.

Keywords: Marine sponges, acetylcholinesterase inhibitors, Toxicity against Artemia salina,

medium lethal dose (LDso), Colombian Caribbean

1. INTRODUCCION

Las esponjas marinas (Phylum Porifera) son importantes componentes de diversos
ecosistemas marinos, cumplen importantes funciones en el reciclaje de nutrientes, y ellas
mismas, con su forma y tamafo, brindan tridimensionalidad y habitat para otros
organismos presentes en el ecosistema (Brusca y Brusca, 2002; Bell, 2008). Una
peculiaridad del Phylum Porifera que ha llamado la atencién, son sus interacciones
mediadas quimicamente y su capacidad de producir sustancias con distintos fines, como,
la proteccion contra depredadores (Pawlik, 2011), evitar la competencia con otros
organismos (Pawlik y Steindler, 2007), y el promover o inhibir, segin sea el caso, el
crecimiento de colonias de microrganismos (Kelly et al., 2003; Webster et al., 2010). En
consideracién a lo anterior las esponjas han sido de los principales grupos de estudio de
la bioprospeccién marina encontrando una diversidad de compuestos en este grupo muy
grande (Leal et al., 2012), la cual es originada en gran parte debido a su ecologia quimica
(Pawlik, 2011).

A partir de especies de esponjas se han aislado e identificado moléculas como acidos
grasos (Rodriguez et al., 2010), alcaloides (Assmann et al., 2001), terpenoides (Hirota et
al., 1996), entre otros. Algunas de sus aplicaciones incluyen capacidad antimitética y
citotoxica para inhibir o detener la division celular (Mora-Cristancho et al., 2007), actividad
antimicrobiana (Xue et al., 2004), antifingica (Sionov et al., 2005), antiparasitaria
(Martinez et al., 2001), antifouling (Hirota et al., 1996) y antidepredatoria (Pawlik, 2002),
por lo que las esponjas marinas tienen un gran potencial para ser aprovechadas en la

industria farmacéutica y la medicina (Belarbi et al., 2003; Sipkema et al., 2005).

Importancia del estudio de la Acetilcolinesterasa



Un é&rea de investigacion que ha tomado fuerza en afios recientes es el estudio de
sustancias que inhiban la enzima acetilcolinesterasa por sus aplicaciones en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y el desarrollo de insecticidas (Colovic
et al., 2013). La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima fundamental implicada en la
finalizacion de la transmisién nerviosa de muchos invertebrados y vertebrados (De
Bleecker, 2008). Esta enzima es la encargada de la hidrolisis del neurotransmisor
acetilcolina (ACh) en sus precursores, colina y un grupo acetato (Rizzo, 2015). Los
inhibidores de la acetilcolinesterasa (antiAChE) sintéticos como los carbamatos y
compuestos organofosforados, son moléculas con la capacidad de detener el
funcionamiento normal de la enzima, generando una acumulacién del neurotransmisor en
la region sindptica de las células (De Bleecker, 2008). Existen muchas sustancias con
capacidad antiAChE, tanto de origen natural como sintético, con gran variedad de
aplicaciones practicas (Colovic et al., 2013), entre las que se incluyen, medicamentos
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas en humanos, como la
enfermedad de Alzheimer (Peters y Levin, 1979; Christie et al.,1981; Thal et al., 1983), la
fabricacion de insecticidas para el control de plagas en la industria agropecuaria (Casida y
Quistad, 1998), e incluso en la fabricaciobn de armas quimicas para uso bélico y militar
(Racchi et al., 2004; Colovic et al., 2013). Se ha comprobado también que las sustancias
con propiedades antiAChE afectan de forma negativa, diferentes estadios del desarrollo
de Artemia salina (Raineri y Falugi, 1983; Baek et al.,, 2015), especie utilizada como
organismo modelo para ensayos de toxicidad (Ashtari et al., 2012; Maniili et al., 2012;
Melo et al., 2012; Sangian et al., 2013).

A lo largo de la historia de la civilizacién, humana los insectos (Phylum Arthropoda, Clase
Insecta) han generado serias problematicas, ya que muchas especies son plagas capaces
de consumir grandes cantidades de vegetales cultivados, impactando asi de forma
negativa la industria y desarrollo agropecuario, poniendo en riesgo la seguridad
alimentaria y econdmica de naciones enteras que dependen casi exclusivamente de este
tipo de recurso (Hobbs et al., 2008). Los insectos también son vectores de numerosas
enfermedades infecciosas como malaria, fiebre amarilla, dengue, entre otras
(Christophers, 1960; Kearney et al., 2009; Carey et al., 2010). Por esto los insecticidas
(sustancias letales para los insectos, ya sea adultos, larvas o huevos) son ampliamente

utilizados y representan un mercado significativo a nivel global (Casida y Quistad, 1998).



Debido a la toxicidad y persistencia, asi como el desarrollo de resistencia frente a

numerosos insecticidas sintéticos (Hemingway y Ranson, 2000), se han realizado

estudios con numerosos organismos incluyendo esponjas, con el fin de ser aplicadas en

la fabricacion de insecticidas novedosos. En la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos de

sustancias con actividad insecticida proveniente de esponjas marinas. Sin embargo un

problema recurrente es la baja abundancia de muchas de estas especies en el medio,

impidiendo una extraccion a gran escala.

Tabla 1. Algunos ejemplos de especies de esponjas con actividad insecticida reconocida.

Extracto, fracciéon o

: molécula . .
Especie Lugar responsable de la Modelo de estudio Referencia
actividad

Cliona celata Sri Lanka extracto metandlico Mosquito Reegan et al., 2015
Anopheles stephensi

Jaspis sp. - jaspamida Gusano bellotero Zabriskie et al., 1986

(alcaloide modificado) Heliothis virescens

Discodermia - ésteres fosfato Cucaracha germénica Okada et al., 1991

sp. Blattella germanica

Scopalina Bermuda ulosantina Gusano del tabaco Van Wagenen et al., 1993

ruetzleri (alcaloide) Manduca sexta

Halichondria - halicondramidas Gusano del tabaco Kernan y Faulkner., 1987

sp. (alcaloides) Manduca sexta

Oceanapia Micronesia piridoacrinas Rosquilla Negra Eder et al.,1998

sp. (alcaloides) Spodoptera littoralis

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial inhibidor de la acetilcolinesterasa de

especies de esponjas marinas del Caribe colombiano, utilizando como criterio de

seleccion un ensayo previo de toxicidad sobre Artemia salina, para determinar si existe

relacion entre la toxicidad de los extractos y su capacidad inhibitoria de la AChE, ademas

de proponer posibles especies modelo para el desarrollo de insecticida de origen natural.



2. AREA DE ESTUDIO,

Para este estudio se tomaron muestras en tres localidades del Mar Caribe colombiano; la
Ensenada de Gaira (Santa Marta, Magdalena), la Peninsula de Baru (Cartagena, Bolivar)
y la isla de San Andrés. Todas las muestras usadas en este estudio fueron recolectadas
bajo el Permiso Marco de Colecta de la Universidad Jorge Tadeo Lozano Resolucion
1271 del 23 de octubre de 2014 IDB 0401 que cubre los proyectos de investigacion de la

Universidad.

La ensenada de Gaira se encuentra ubicada en el departamento del Magdalena 6 km al
suroeste de Santa Marta. El clima en la zona es tropical semiarido con bajas
precipitaciones a lo largo del afio (578 mm/afo), la temperatura anual promedio es de 28°
C (Arévalo-Martinez y Franco-Herrera, 2008). En toda la zona se presenta un régimen
bimodal de lluvias con dos épocas secas, Yy dos épocas lluviosas (Ramirez-Baron et al.,
2010). Las muestras se recolectaron en los fondos rocosos circundantes al islote EI Morro

(Figura 1) ubicado frente de la ensenada.
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Figura 1. Mapa de la Ensenada de Gaira, Santa Marta. Se indica con una (X) el islote el Morro, donde fueron
recolectadas las muestras.



La Peninsula de Baru en localizada al sur de la Bahia de Cartagena la cual se ubica al
sureste del Mar Caribe colombiano. El clima en la zona es semiarido con dos épocas
diferenciadas: época seca de febrero a abril, en la cual predominan los vientos alisios del
este y una época lluviosa que va de septiembre a octubre (Tuchkovenko y Lonin, 2003).
La temperatura promedio anual es de 28° C y la precipitacion total es de 1014 mm/afio
(Alonso et al., 2000). Las esponjas adheridas a raices de mangle (Rhizophora mangle)
fueron recolectadas en la Ciénaga de los Vazquez y el resto de muestras en los parches

de arrecifes coralinos de Punta Gigante (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de la Bahia de Cartagena y la Peninsula de Bar(. Las muestras recolectadas en las
localidades Punta Gigante (O) y la Ciénaga de los Vazquez (X).

La Isla de San Andrés esta situada en la parte occidental de Mar Caribe y hace parte del
Archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina, el cual se encuentra a una
distancia de 800 km de la costa Caribe de Colombia. La isla est4 formada principalmente
por rocas calizas de origen arrecifal (Vidal et al., 2005). Segun Pizarro (2002) la isla
presenta un clima semiérido con una humedad relativa variable entre el 77 y el 82 % y dos

épocas climéticas bien diferenciadas, seca (febrero a abril) y lluviosa (mayo a diciembre).
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Las muestras se recolectaron en dos puntos, los arrecifes someros adyacentes al Hospital
Timothy Britton al norte de la isla y en el punto de buceo West View al sur oeste de la

misma (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de la Isla de San Andrés. Se indica con una (X) el antiguo Hospital Timothy Britton y (O)
Punto de Buceo West View.
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3. MATERIALES Y METODOS

Recoleccidn de muestras

Las muestras fueron recolectadas mediante buceo tipo apnea (limite de profundidad de 10
m) en las tres localidades descritas en el numeral 3, en cada caso se tomaron entre 100 y
300 g de muestra. Previo a la recoleccion, los especimenes fueron fotografiados con una
camara GoPro Hero 5 para facilitar su posterior identificacion taxonomica. El material

biolégico fue congelado inmediatamente después de su recoleccién a -4 C°.

Identificacion taxonémica

Para la extraccion de las espiculas se tomaron 3 g de muestra en un tubo de centrifuga y
10 mL de una solucién de hipoclorito de sodio comercial al 5,25% (Clorox), degradando la
materia organica. 20 minutos después el tubo fue centrifugado a 6400 rpm por 5 minutos,
desechando el sobrenadante de forma inmediata. Este procedimiento fue realizado por
triplicado con cada muestra. Se finaliz6 con un lavado del precipitado (espiculas) con
agua desionizada para la remocién total del hipoclorito, finalmente se dej6 secar a

temperatura ambiente por 5 dias.

La identificacion a nivel taxondmico de cada especie se realiz6 mediante los registros
fotogréficos de los mismos en el medio natural y la posterior observacion de espiculas en
un microscopio 6ptico. Se empled literatura y paginas web especializadas principalmente
Zea (1987) y Zea et al. (2014). El profesor Sven Zea (CECIMAR, Universidad Nacional de

Colombia) corroboré la identidad de algunos especimenes.
Obtencién de extractos crudos

Previo al proceso de extraccion, las muestras fueron liofilizadas (CIPI-UJTL) para remover
la humedad presente en el material. La extraccion se realizé por duplicado utilizando 100
mL de una mezcla de solventes metanol/diclorometano (MeOH/DCM 1:1) vy
acetona/diclorometano (Acetona/DCM 1:1) para las especies de la familia Aplysinidae con
el fin de evitar la formacion de artefactos (Puyana, 2001). Los extractos fueron filtrados
para remover soélidos y posteriormente secados mediante un rotoevaporador EYELA NVC

2100 llevando a una completa evaporacion de los solventes. Una vez obtenido cada
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extracto se calculd el rendimiento de extraccion y se procedi6é a su almacenamiento en un

congeladora-4° C
Ensayo de letalidad en Artemia salina

Con el fin de seleccionar extractos activos contra artropodos se evalué la toxicidad de los
mismos contra  Artemia salina. Este es un ensayo ampliamente usado para la
determinacion de la toxicidad de extractos organicos de organismos marinos y terrestres
(Yoo y Gerwick, 1995; Sanabria et al., 1997; Sitachitta et al., 2000; Krishnaraju et al.,
2006; Martinez et al., 2011). Con este bioensayo es posible evaluar la toxicidad general y
bioactividad de sustancias de origen natural de una manera preliminar, sencilla, rapida,

bastante utilizada y aceptada en el mundo (Sam, 1993).

Para el ensayo de toxicidad en nauplios de Artemia salina se sigui6 el protocolo planteado
por Sam (1993) y modificado por Prato (2013). Los cistos de Artemia salina fueron
obtenidos en tiendas de acuario especializadas. Para realizar la eclosion se elaboré un
montaje (Figura 4) disefiado para mantener una temperatura estable de 28° C. Para ello
se utiliz6 un balde con agua la cual se mantuvo caliente mediante un calentador de
acuario genérico de 50 W. Dentro del balde se introdujo una botella plastica de 3 L con
agua de mar preparada con sal marina comercial (38 g de sal marina por litro de agua
desionizada). El sistema cont6 con luz y aireacion permanente para facilitar el proceso. La
eclosion de los nauplios se realizé en un lapso de 24 horas en condiciones controladas,
una vez cumplido este periodo se esper6 18 horas para realizar el ensayo para garantizar

una total eclosién de los cistos.

Para la realizacion del ensayo los extractos fueron suspendidos (30 mg de extracto) en 30
mL de agua de mar con etanol y acetona al 0,5%. En algunos casos fue necesario
introducir el extracto en un bafio de agua con ultrasonido para facilitar una disolucién
uniforme. De este paso se obtuvo la dilucién inicial correspondiente a 1000 ppm y a partir
de esta se elaboraron diluciones de 500, 250, 100 y 10 ppm. Como controles negativos se
utiliz6 agua de mar con y sin solventes, y como control positivo se usé una solucion de
dicromato de potasio (K2Cr.07) 100 ppm.

El ensayo se realiz6 utilizando placas multipozo (24 pozos) evaluando cada concentracion
y los controles por triplicado (Figura 4). En cada pozo se afiadieron 15 nauplios de

Artemia salina mediante una pipeta Pasteur larga y se agregé aproximadamente 2 mL de
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cada dilucién (1000, 500, 250, 100 y 10 ppm). Las placas se dejaron en incubacion por un
periodo de 24 horas a una temperatura de 20 C°, para después realizar el conteo de
individuos vivos y muertos mediante observacién bajo un estereoscopio. Para ello fue
necesario un movimiento de la placa y su observacion a contraluz para verificar la muerte

de los individuos

Los datos obtenidos fueron agregados a una matriz en Microsoft Excel para asi estimar la
concentracién letal media (CLso) la cual es definida como la concentracién de la sustancia
a la cual la mitad de los individuos mueren. Esto se realiz6 mediante el método grafico de
Reed-Muench (Sam, 1993), que se basa en la representacién grafica la supervivencia y
de la letalidad acumuladas en todas las concentraciones evaluadas donde la CLso se
estima a partir del trazo de una linea perpendicular en el punto de interseccion entre las
curvas de supervivencia y letalidad acumuladas. Los extractos con una CLso menores a

500 ppm pueden ser considerados toxicos (Kirivanta et al., 2001).

Figura 4A. Montaje elaborado para la eclosion de los cistos de Artemia Salina. Los cistos se eclosionaron en
una botella de 3 L, con aireacion constante, en agua de mar (38%) preparada. La botella fue sumergida en un
balde con agua a 28°C, temperatura que se mantuvo constante con un calentador de acuario, el montaje fue
iluminado y conto con aireacién de forma permanente. B: Placa multipozo (24 pozos) donde se realiz6 el
ensayo para la determinacién de la CLso de los extractos a evaluar en 5 concentraciones (1000, 500, 250, 100
y 10 ppm). Como control positivo se utilizé una solucién de dicromato de potasio (K2Cr207) 100 ppm, y como
controles negativos agua de mar con y sin solventes.

Ensayo de bioautografia para la determinacion de inhibicion de la
acetilcolinesterasa
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Para evaluar la capacidad inhibitoria de la acetilcolinesterasa en los extractos se emple6
el método de Marsten, mediante bioautografia por deteccion por medio de diazotizacion.
Se siguié el método planteado por Urbain et al. (2014) y modificado por Castellanos
(2014).

Para el ensayo fueron empleados los siguientes reactivos, acetilcolinesterasa animal,
albumina de suero bovina, tris-(hidroximetil)-aminometano, acetato de 1-naftilo, sal Fast
Blue B, cloroformo (CHCIs) y Malation (como control positivo). El ensayo y los reactivos
fueron preparados previamente y facilitados en el laboratorio del Grupo de Investigacién
Productos Naturales Marinos y Frutas Tropicales de la Universidad Nacional de Colombia
sede Bogota. Se resuspendieron 2 mg de cada extracto a evaluar en 1 mL de
diclorometano (DCM), para ser sembrados en una placa de cromatografia (silica gel) de
vidrio. Se sembr6 0,1 mL por cada extracto a evaluar. La placa se desarrollé utilizando
como fase moévil una mezcla de cloroformo/ metanol (CHCls/MeOH 9:1) por
aproximadamente 15 minutos en cada lado de la placa. Posteriormente se aplicé a la
placa una solucion de AChE por medio de un aspersor y se dej6 incubar por 30 minutos a
una temperatura de 30°C. Después se procedid a rociar la placa con una soluciéon de
acetato 1-naftilo y se dejé a temperatura ambiente por 15 minutos, finalmente se aplicé la
solucion reveladora de Sal Fast Blue B e inmediatamente se realiz6 la lectura de
resultados. El proceso de revelado con la Sal Fast Blue B consiste en la conversion del
acetato de 1-naftilo por parte de la AChE (sustrato) en a-naftol el cual es el que reacciona
con la sal tornando la placa de color morado. Los componentes activos se muestran como
halos incoloros sobre la placa y se considera que entre mas intensa sea la decoloracion o
mas grande sea la mancha, se presume una mayor actividad inhibitoria de la enzima
(Dewanijee et al., 2015).

4. RESULTADOS

En total se recolectaron 33 muestras correspondientes a 23 especies de esponjas
marinas propias de ambientes marinos de la costa Caribe de colombiana (Tabla 2). Se
incluyen fotografias de las muestras en su habitat natural (Figuras 5y 6). A partir de las
muestras recolectadas se obtuvieron 33 extractos crudos. En la Tabla 3 se reporta el

rendimiento de extraccion.
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Figura 5. Fotografias in situ de las muestras de esponjas evaluadas en este estudio recolectadas en Santa
Marta y San Andrés. A Aiolochroia crassa, B Aplysina cauliformis, C Desmapsamma anchorata, D
Xestospongia muta, E Amphimedon compressa, F Aplysina fistularis, G Aplysina archeri, H Aplysina insularis,
I Niphates digitalis, J Ircinia strobilina. A-D (Santa Marta), E-J (San Andrés). Fotografias: Felipe de la Roche-
Zoghy (2017).
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Figura 6. Fotografias in situ de las muestras de esponjas evaluadas en este estudio recolectadas en
Cartagena. A Niphates erecta, B lotrochota birotulata, C Clathria sp. (morfotipo incrustante rojo), D Scopalina
ruetzleri, E: Tedania sp. (morfotipo mangle 1), F Clathria sp. (morfotipo incrustante mangle), G Haliclona sp.
(Morfotipo rosado), H Haliclona tubifera (morfotipo gris), | Haliclona tubifera (morfotipo morado), J Tedania sp.
(morfotipo mangle 1), K Amphimedon viridis, L Aplysina fulva, M Ircinia felix, N Tedania ignis, O Tedania
klausi. Fotografias: Felipe de la Roche-Zogby (2017).
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Tabla 2. Lista de esponjas recolectadas en este estudio. Se incluye localidad, habitat y rango de profundidad.

Localidad Muestra Habitat Rango de
profundidad
Aiolochroia crassa
El Morro, Aplysina cauliformis

Aplysina insularis

Ensenada de Gaira Desmapsamma anchorata Fondos rocosos 3-6m
Santa Marta lotrochota birotulata
Xestospongia muta
Niphates erecta
Amphimedon viridis
Punta Gigante, Aplysina fulva
Peninsula de Bard Clathria sp. (morfotipo incrustante rojo)
lotrochota birotulata parches coralinos 2-5m
Cartagena. Ircinia felix
Scopalina ruetzleri
Tedania ignis*
Tedania klausi*
Tedania sp. (morfotipo mangle 1)
Ciénaga de [os Vasquez  cj5¢nria sp. (morfotipo incrustante mangle)
Peninsula de Baru Haliclona sp. (morfotipo rosado) )
Tedania sp. (morfotipo mangle I1) Raices de mangle 05m
Cartagena. Haliclona tubifera (morfotipo morado)
Haliclona tubifera (morfotipo gris)
Aiolochroia crassa
iﬁ?igunodgéoss’pital Amphimedon compressa a8 m
Aplysina fistularis
Ircinia strobilina Parches coralinos
Aplysina archeri
\?Vaensf\\r/‘icéﬁs’ Aplysina insularis 5-8m

Niphates digitalis

(*) Muestras recolectadas en una pradera de Thalassia testudinum en la misma localidad.
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Tabla 3. Rendimiento de extraccion de cada una de las muestras recolectadas. Se expresa el peso seco,
peso del extracto y rendimiento en %.

Concentraci

6n natural
(mg

Peso Seco Peso Extracto  Rendimiento extracto/g

Localidad Muestra (9) (9) (%) esponja/)
Aiolochroia crassa 5,2498 0,4512 8,6 86
Desmapsamma anchorata 5,4516 0,1463 2,7 17
lotrochota birotulata 5,5552 0,6563 11,8 118
Santa Aplysina cauliformis 3,3299 0,1862 5,6 o6
Marta Xestospongia muta 2,2153 0,1456 6,6 66
Desmapsamma anchorata 1,5883 0,1987 12,5 125
Desmapsamma anchorata 0,7436 0,0945 12,7 127
Aplysina insularis 1,8309 0,1485 8,1 81
Niphates ercta 3,8642 0,6738 17,4 174
lotrochota birotulata 3,3244 0,3945 11,9 119
Clathria sp. (morfo rojo) 0,5453 0,1624 29,8 298
Scopalina ruetzleri 0,9190 0,2440 26,6 266
Tedania sp.*(morfo mangle I) 0,8644 0,2960 34,2 342
Clathria sp.* (morfo mangle) 0,3904 0,0791 20,3 203
Haliclona sp * (morfo rosado) 0,1981 0,0834 42,1 421
Bari Haliclona tubifera* (morfo 475

morado) 1,1535 0,5479 47,5

Haliclona tubifera* (morfo gris) ~ 0,8991 0,2839 31,6 316
Tedania sp.* (morfo mangle II) 1,6598 0,2597 15,6 156
Amphimedon viridis 1,4534 0,1545 10,6 106
Aplysina fulva 3,3832 0,2700 8,0 80
Ircinia felix 5,2003 0,7107 13,6 136
Tedania ignis 1,8179 0,4311 23,7 237
Tedania klausi 1,5005 0,4549 30,3 302
Amphimedon compressa 3,8424 0,6201 16,1 161
Aplysina insularis 54763 0,1873 3.4 340
Ircinia strobilina 57392 0,7263 12,7 127
Aiolochroia crassa 5,6777 0,1666 2,9 29
San Aplysina insularis 5,1268 0,0678 13 13
Andrés Aplysina fistularis 5,6172 0,2397 4,3 43
Aplysina archeri 5,5992 0,1526 2,7 21
Aiolochroia crassa 5,2331 0,1576 3,0 30
Niphates digitalis 5,0121 0,7562 15,1 151
Ircinia strobilina 5,5238 0,7210 13,1 131

*Especies recolectadas sobre raices de mangle
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Determinacién de la toxicidad CLso de los extractos de esponjas sobre nauplios de
Artemia salina

Se realiz6 el ensayo con 27 extractos correspondientes a 23 especies, obteniendo el valor
de CLso (Tabla 4). Se obtuvieron valores de (CLso) en los nauplios de Artemia salina
variables, teniendo extractos con alta letalidad, Amphimedon compressa, Amphimedon
viridis, Tedania sp. (morfotipo mangle Il), Clathria sp. (morfotipo mangle) e lotrochota
birotulata) y otros con baja letalidad, Desmapsama anchorata , Clathria sp.(morfotipo
rojo), Haliclona sp. (morfotipo rosado) y Haliclona tubifera (morfotipo morado). Sin
embargo, los valores de letalidad se encontraron en un rango de 180 a 630 ppm.

Tabla 4. Determinacion de la toxicidad (CLso) de extractos crudos de esponjas sobre nauplios de Artemia
salina después de 24 horas de exposicion. La CLso esta expresada en partes por millén (ppm).

Especie San Andrés Santa Marta Barl
Aplysina fistularis 400 - -
Aiolochroia crassa 390 350 -
Amphimedon compressa 10 - -
Aplysina cauliformis - 210 -
Aplysina fulva - - 280
Aplysina insularis 380 325 -
Desmapsama anchorata - >1000 -
lotrochota birotulata - 200 180
Ircinia stroblilina 630 - -
Niphates digitalis 220 - -
Xestospongia muta - 550 -
Niphates erecta - - 530
Amphimedon viridis - - <10
Clathria sp. (morfotipo rojo) - - >1000
Tedania sp. (morfotipo mangle 1)* - - 220
Clathria sp. (morfotipo mangle)* - - 110
Haliclona sp. (morfotipo rosado)* - - >1000
Tedania sp. (morfotipo mangle 11)* - - <10
Haliclona tubifera (morfotipo morado)* - - >1000
Haliclona tubifera (morfotipo gris)* - - 250
Ircinia felix - - 275
Scopalina ruetzleri - - 230
Tedania ignis - - 300
Tedania klausi - - 180

*Especies recolectadas en raices de mangle.
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Ensayo Bioautografia para determinar la inhibicion de la acetilcolinesterasa

Se probaron 15 extractos teniendo como criterio de seleccion los extractos de esponjas
marinas con una CLsp para Artemia salina menor a 300 ppm. La inhibicion se evidencio
como manchas blancas sobre la placa de cromatografia (Figuras 7 y 8). Todos los
extractos evaluados presentaron actividad, pero debido a la naturaleza cualitativa del
ensayo no se puede determinar cuantitativamente el nivel de inhibicibn exacto de cada
uno de los extractos probados. Sin embargo de acuerdo con la intensidad de la mancha,
los extractos de lotrochota birotulata (1 y 15) y Amphimedon viridis (11) fueron los que

presentaron la mejor capacidad inhibitoria de la AChE.

Figura 7. Ensayo de bioautografia para evaluar inhibicion de AChE de extractos de esponjas marinas.
Solvente cloroformo/metanol (9:1). 1 lotrochota birotulata, 2 Aplysina cauliformis, 3 Amphimedon compressa, 4
Niphates digitalis, 5 Scopalina ruetzleri, 6 Tedania sp. (morfotipo mangle 1), 7 Clathria sp.(manglar), 8
Haliclona tubifera (morfotipo gris). Control positivo malation.

Figura 8. Ensayo de bioautografia para evaluar inhibicion de AChE de extractos de esponjas marinas.
Solvente cloroformo/metanol (9:1). 9 Tedania sp. (morfotipo manglar 11), 10 Aplysina fulva, 11 Amphimedon
viridis, 12 Ircinia felix, 13 Tedania ignis, 14 Tedania klausi, 15 lotrochota birotulata. Control positivo malation.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

De los extractos de esponjas evaluados, 15 de ellos arrojaron toxicidades altas, con una
CLso < 300 ppm frente a los nauplios de Artemia salina y todos ellos presentaron actividad
inhibitoria de la AChE. Es asi, como el ensayo de toxicidad de Artemia podria ser un
primer tamizaje para detectar propiedades antiAChE en un extracto o sustancia de origen
natural. Las especies mas promisorias que podrian ser utilizadas como modelo para la
busqueda de un insecticida de origen natural a partir de esponjas marinas del Caribe
colombiano fueron lotrochota birotulata, Amphimedon viridis y Amphimedon compressa

debido a su alta toxicidad y marcada actividad antiAChE.

La toxicidad de los extractos de esponjas podria ser resultado de la capacidad natural que
poseen las esponjas de producir sustancias sintetizadas como defensas quimicas ante
depredadores u otros organismos que ejerzan interacciones negativas con ellas (Pawlik,
2011). Dos especies evaluadas en este estudio (Amphimedon viridis y Tedania sp.
morfotipo mangle 1) presentaron concentraciones letales bajas (<10 ppm) comparables a
las obtenidas por Caldwell et al. (2003) con aldehidos extraidos de las diatomeas
Skeletonema costatum y Nitzschia commutata, y por de Rosa et al. (1995) para un
sesquiterpeno extraido de la esponja Fasciospongia cavernosa, por lo que dichos
extractos podrian contener sustancias altamente téxicas para las larvas de Artemia salina.
De manera similar la CLso obtenida para el extracto de Amphimedon compressa (10 ppm)
fue comparable a la aquella obtenida por sustancias producidas por cianobacterias
marinas bentdnicas, microrganismos fotosintéticos que producen compuestos altamente
téxicos (Ramos et al. in prep). Otro estudio realizado con esponjas marinas por Hong et
al. (1998) registro resultados similares a los obtenidos en este trabajo donde se
encontraron varias especies con ClLsy cercanas a los 200 ppm (Aplysina cauliformis,
Aplysina fulva, lotrochota birotulata, Niphates digitalis, Tedania sp., Haliclona tubifera

(morfo gris), Ircinia felix y Tedania klausi).

Debido a que todos los extractos probados presentaron actividad antiAChE, el siguiente
paso seria determinar que moléculas o sustancias contenidas en el extracto crudo podrian
ser responsables de la inhibicion de la enzima. Ya se han realizado algunos trabajos en
los cuales se han aislado y caracterizado moléculas procedentes de las especies

probadas en este estudio. Por ejemplo Albrizio et al. (1995) aislaron un alcaloide (sal de
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alquilpiridinas) a partir de Amphimedon compressa llamado amfitoxina, la cual presenta
actividad disuasora de la depredacion contra peces marinos. De igual manera se han
aislado varios &cidos grasos novedosos de esta misma especie (Carballeira y Lopez,
1989; Carballeira et al., 1992). De la esponja lotrochota birotulata se han logrado aislar
varias moléculas interesantes que podrian ser responsables de la alta actividad antiAChE
encontrada, principalmente derivados de aminoacidos (Constantino et al.,, 1995) y
esteroles (Constantino et al.,, 2000), de los cuales ya se ha encontrado que poseen
actividad insecticida frente a Cylas formicarius elegantulus, el gorgojo de la papa dulce
(Thompson y Gallimore, 2016). La quimica de Tedania ignis ha sido ampliamente
estudiada encontrando moléculas novedosas como el tedanolide, un policétido
macrociclico (Schmitz et al., 1984), el diterpeno atisanediol (Schmitz et al., 1983),
moléculas arométicas (Dillman y Cardellina, 1991) e incluso se han encontrado altos
niveles de metales como cadmio y zinc presentes de forma natural en la esponja (Capon
et al., 1993). Algunos de estos compuestos podrian ser responsables de la alta toxicidad y
actividad antiAChE de estas especies. Los miembros de la familia Aplysinidae (géneros
Verongula, Aplysina y Aiolochroia) comparten compuestos derivados de la bromotirosina
(Puyana, 2001; Galeano et al., 2012) los cuales presentan actividad antiAChE, aunque
esta fue evaluada en Acanthodendrila sp. de la familia Dictyodendrillidae
(Sirimangkalakitti et al., 2015).

En cuanto a esponjas marinas con actividad antiAChE, Sepci¢ et al. (1997) trabajaron
como modelo la especie Reniera sarai (del Mar Adridtico) de la cual aislaron y
caracterizaron una serie de derivados de alquilpiridinas, los cuales presentan una
inhibicion reversible mixta con la AChE (Sepci¢ et al., 1998), llegandose a conocer los
mecanismos implicados en los procesos de toxicidad y antiAChE (Turk et al., 2007). Otro
modelo importante es la esponja Ulosa ruetzleri (Scopalina ruetzleri) de la cual se extrae
la ulosantoina un compuesto fosforilado con potente actividad insecticida derivado de su
efecto antiAChE (Van Wagenen, 1993), siendo propuesta como prototipo para productos

agroquimicos a partir de sustancias naturales (El Sayed et al., 1997).

El siguiente paso a realizar para investigaciones futuras, corresponderia a separar cada
una de las fracciones de los extractos promisorios, seguido de ensayos correspondientes
a toxicidad sobre Artemia salina e inhibicion de la AChE por bioautografia para

posteriormente separar e identificar por métodos cromatograficos y espectroscopicos las
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moléculas responsables de la inhibicion de la enzima (Sepci¢ et al., 1998). Existen
métodos que permiten conocer cuantitativamente el nivel de actividad antiAChE (método
de Ellman colorimétrico) en las moléculas aisladas (Beedessee et al., 2013). Por dltimo es
necesario conocer los mecanismos de como actia la molécula sobre la enzima para

conocer el tipo de inhibicion presente (Turk et al., 2007).

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las esponjas marinas evaluadas en este estudio tienen potencial como inhibidores de la
acetilcolinesterasa. Con base en los resultados obtenidos en los ensayo de toxicidad
sobre los nauplios de Artemia salina e inhibicion de la acetilcolinesterasa (bioautografia),
se recomienda como especies modelo para un eventual desarrollo de un insecticida, las

esponjas lotrochota birotulata, Amphimedon viridis y Amphimedon compressa.

Adicionalmente, con miras del desarrollo de un insecticida natural a partir de moléculas
provenientes de esponjas marinas, sera necesario realizar ensayos de toxicidad con
organismos como lepidépteros (polillas) o dipteros (moscas o mosquitos) que son

reconocidos como plagas en la agricultura o vectores de patdégenos en humanos.

Se recomienda también aumentar el rango de muestreo ya que el estudio estuvo limitado
a profundidades menores a 10 metros y en Colombia existen arrecifes profundos donde
es posible encontrar otras especies de esponjas marinas. Cabe destacar la dificultad en la
identificacion taxonémica de los individuos debido a la alta variabilidad morfolégica de las

esponjas entre localidades.
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