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RESUMEN

Se evalu6 la actividad hemaglutinante y hemolitica de las esponjas Niphates erecta y Callyspongia vaginalis
(Porifera, Demospongiae), sobre eritrocitos humanos del sistema ABO(H). Los ejemplares fueron recolectados
manualmente en la punta “El Toro”, Parque Nacional Mochima, estado Sucre y sometidos a procesos de limpieza y
liofilizacién. Del producto liofilizado de cada especie se prepard un extracto acuoso, al cual le fueron precipitadas,
concentradas, separadas por exclusion molecular las proteinas activas y evaluada su pureza por la técnica electroforética
(SDS-PAGE). Para la deteccion de aglutininas y hemolisinas se prepararon suspensiones sanguineas al 5% de
muestras de sangre humana de los tipos A, B y O, evidenciandose dichas actividades por la formacion de grumos o
las transformaciones fisicas de viscosidad y color de cada una de las muestras, respectivamente. A los extractos
acuosos se les determind la presencia de compuestos de las familias quimicas saponinas y polifenoles, arrojando
resultados positivos solo para saponinas. Tanto la actividad hemaglutinante como la hemolitica fueron exhibidas
por el extracto acuoso y el precipitado de proteinas de ambas esponjas, manteniéndose esta Ultima actividad en el
fraccionamiento de las mismas. Las proteinas liticas purificadas, arrojaron masas molares aproximadas de 45 kDa para
N. erecta'y de menos de 14,3 kDa para C. vaginalis. Estos resultados permiten inferir que la actividad hemaglutinante
puede deberse a la presencia de proteinas aglutinantes y que la actividad hemolitica podria atribuirse tanto a las
saponinas encontradas en los extractos acuosos, como a las proteinas liticas purificadas del precipitado de proteinas.

PALABRAS cLAVE: Demospongiae, hemolisinas, Porifera, proteinas aglutinantes, saponinas.
ABSTRACT

The hemagglutinating and hemolytic activity of the marine sponges Niphates erecta and Callyspongia vaginalis were
evaluated on human erythrocytes of ABO(H) system. Specimens were collected manually in Punta "El Toro" Mochima
National Park, Sucre State and subjected to cleaning and lyophilization processes. From the lyophilized product of each
species an aqueous extract was prepared and the proteins were precipitated, concentrated and separated by molecular
exclusion and their purity was assessed by the electrophoretic technique (SDS-PAGE). To detect agglutinins and
hemolysins, 5% suspensions of human blood samples of the types A, B and O were prepared, demonstrating these activities
by the formation of lumps or physical changes viscosity and color of each sample, respectively. The presence of chemical
compounds saponins and polyphenols were determined in the aqueous extracts, yielding positive results only for saponins.
Both the hemagglutinating and hemolytic activity were exhibited by the aqueous extracts and the precipitated proteins
from both sponges, maintaining the latter activity even after the protein fractioning. The purified lytic proteins yielded
an approximate molar mass of 45 kDa for N. erecta and less than 14,3 kDa for C. vaginalis. These results suggest that
the hemagglutinating activity could be due to the presence of binding proteins, and that the hemolytic activity could be
attributed both to the saponins found in the aqueous extracts and to the lytic proteins purified from protein precipitate.

KEey worbs: Binding proteins, Demospongiae, hemolysins, Porifera, saponins.

INTRODUCCION

Los ecosistemas marinos constituyen un recurso
continuo de entidades quimicas con actividades biologicas.
En los ultimos cincuenta afos, se han venido estudiando
los productos naturales de origen marino, debido no solo
a la enorme diversidad biologica presente en el mar, sino
que ademas, los invertebrados marinos han mostrado ser
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una fuente de compuestos con estructuras novedosas que
han conducido a la obtencion de nuevos farmacos, algunos
de los cuales estan patentados y disponibles en el mercado
farmacéutico (Valderrama 2009). Ejemplos de este
sefialamiento, lo representa Prialt® (ziconotida) un potente
analgésico aislado del caracol Conus magus y Yondelis®
(trabectedina, o ET-743) agente con potente accion
antitumoral, aislado del tunicado Ecteinascidia turbinata.
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Asimismo, existen otros productos que ya se encuentran
en fase de ensayos clinicos como alpidin y Kahalalide
F, aplicables en el tratamiento de la leucemia linfocitica
cronica y en el cancer de pulmon, respectivamente (Abad
et al. 2008).

Un nimero relativamente pequefio de plantas marinas,
animales y microbios han producido mas de 15.000
productos naturales, en especial los de cuerpo blando
y/o sésiles, como las esponjas (Ebada et al. 2010). Las
esponjas no pueden perseguir a las presas, carecen de
organos sensoriales especiales y son incapaces de huir.
Sin embargo, no son organismos insensibles ni estan
indefensos para actuar, ya que, a pesar de su aparente
simplicidad han desarrollado multiples estrategias
evolutivas importantes para hacerse de su espacio vital y
defenderlo, asi como protegerse contra los depredadores.
La estrategia mas sobresaliente es la de segregar sustancias
quimicas repulsivas que impiden acercarse posibles
depredadores, ser infestadas por otros organismos o
ganarles el espacio. Muchas de estas sustancias han sido
purificadas, caracterizadas y evaluadas sus actividades
biologicas, a partir de las cuales se han obtenido productos
con aplicacion farmacoldgica, industrial, entre otras
aplicaciones (Alves de Campos 2007).

Por ejemplo, de la esponja marina Aplysina lacunosa
se aisl6 una proteina tipo lectina, capaz de aglutinar
globulos rojos humanos del sistema ABO(H) (Kazanjian y
Farifias 2006), de Niphates erecta se aislo la niphatevirina,
potente inhibidor de los efectos citopaticos del HIV-1y de
la infeccion de las células linfoblasticas humanas CEM-
SS, el aciclovir (Ara A), un potente antiviral para tratar
herpes y encefalitis y, la citarabina (Ara C), empleada para
combatir la leucemia y algunos tipos de linfomas, fueron
aislados de la esponja Cryptotethya cripta (Pujol Martinez
2008, Laport et al. 2009).

Venezuela es un pais tropical que posee 4006 km de
extension de costas, de las cuales aproximadamente el
80% se encuentran aun inexploradas, estimandose que de
los miles de organismos que alli habitan, menos del 1% han
sido explotados en el campo de los productos naturales.
En este sentido, las esponjas son organismos de amplia
distribucion en estas costas, muchas de las cuales atin no
han sido objeto de investigacion; esto permite suponer la
existencia de una fuente de compuestos biologicamente
activos, poco comunes, de posible interés en el area de la
medicina.

Motivado por lo antes expuesto y la importancia de
ampliar los conocimientos sobre sustancias bioactivas de
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origen marino, se estimo conveniente evaluar la actividad
hemaglutinante y/o hemolitica del extracto acuoso y del
precipitado de proteinas de las esponjas marinas Niphates
erecta y Callyspongia vaginalis, sobre los globulos rojos
humanos de los diferentes grupos sanguineos del sistema
ABO(H), asi como, detectar las diferentes familias de
compuestos quimicos, con perspectivas de su uso futuro
para la elaboracion de analogos sintéticos con propiedades
terapéuticas de origen natural y de reactivos de laboratorio
clinico, entre otras aplicaciones.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion y recoleccion de las especies de esponjas

Los especimenes de N. erecta, caracterizada por ser
de color gris claro y oscuro de consistencia compresible,
ramas flexibles, superficie rugosa, de apariencia porosa
y aspera, presenta numerosos 6sculos que miden entre 2
y 6 mm de didmetro, una dermis no especializada y un
coanosoma esponjoso, espiculas megascleras de tipo
oxeas fusiformes y hastadas que pueden ser rectas o algo
curvadas y C. vaginalis, de color marrén con rosado,
de consistencia compresible y facil de rasgar, posece
una superficie conulosa, con pseudodsculos ubicados
en el apice de cada tubo entre 2 y 5 cm de diametro,
presenta 6sculos pequefios que miden entre 1 a 2 mm de
diametro, un ectosoma no desprendible, y un esqueleto de
fibrofasciculos, que ascienden hasta la superficie formando
los conulos. Las espiculas megascleras son de tipo oxeas
hastadas de puntas conicas (Amaro y Lifiero 2006).

Los especimenes fueron recolectados en la Punta
“El Toro” situada aproximadamente a 64°27° longitud
N y 10°19° longitud O, Parque Nacional Mochima,
estado Sucre a través del buceo libre y auténomo, hasta
profundidades de 6 metros. Una vez recolectadas las
muestras fueron lavadas con agua de mar filtrada para
eliminar adherencias o particulas extrafias y colocadas en
bolsas plasticas, para luego ser transportadas en cavas con
hielo seco hasta el Laboratorio de Bioactivos Marinos del
Instituto Oceanografico de Venezuela de la Universidad
de Oriente, donde fueron liofilizadas e identificadas
taxonomicamente, hasta la categoria de especie, utilizando
las claves especificas descritas en el sistema porifera
(Hooper y Soest 2002).

Preparacion  del extracto
concentracion de proteinas

acuoso, precipitacion 'y

El extracto acuoso, la precipitacion y la concentracion
de proteinas se realizo siguiendo la metodologia descrita
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por Bollag y Edelstein (1992). Paraello, 1,0 g del liofilizado
fue homogeneizado con 10 mL de buffer fosfato salino a
pH 7,4. En el material soluble obtenido (sobrenadante), se
precipitaron las proteinas por sobresaturacion al 85% con
sulfato de amonio y concentradas por dialisis, utilizando
bolsas de celulosa, cuya porosidad excluia moléculas
menores a 12 kDa.

Separacion de proteinas por cromatografia de exclusion
molecular (CEM)

Para separar las proteinas segiin su masa molar, se
aplicé el método descrito por Hughes (1976), utilizando
una columna empacada con Biogel P poliacrilamida y
calibrada con patrones de masa molecular conocida, la
cual estaba conectada a un colector de fracciones Spectra
modelo Chrom CF-1. El cromatograma fue construido
utilizando las absorbancias a 280 nm de cada una de las
fracciones obtenidas y, aquellas fracciones constitutivas de
los picos, fueron sometidas a prucbas de hemaglutinacion
y hemdlisis. Las fracciones que resultaron activas,
fueron reunidas en un solo pool, para posteriormente ser
dializadas y liofilizadas.

Electroforesis

Para evaluar la pureza del material purificado y estimar
su masa molar, se procedi6 a correr electroforéticamente
en geles SDS-PAGE el extracto acuoso, el precipitado
de proteinas y el pool de fracciones activas, siguiendo la
técnica descrita por Laemmli (1970). Una vez culminada
la corrida se procedi6 a la coloracion del gel siguiendo el
método de Ausubel ef al. (1999), utilizando una solucién
de nitrato de plata al 19,4% para tefiir las bandas.

Actividad hemaglutinante y hemolitica

La determinacion de la actividad hemaglutinante y
hemolitica se determino siguiendo la metodologia descrita
por Rogers y Fisch (1991). Para ello, se prepararon
suspensiones al 5% de muestras de sangre humana
clasificadas como grupos sanguineos A, B y O, las cuales
se hicieron reaccionar con los extractos acuosos, los
precipitados de proteinas y, con las fracciones obtenidas en
la cromatografia de exclusion molecular. Estas reacciones
se dejaron incubar por 30 minutos, centrifugadas a 3.500
rpm por 15 segundos y leidas en lamparas magnificadoras,
anotandose los resultados utilizando la simbologia
normalmente aplicada (cruces) cuando se produjo la
aglutinacion: 4+ boton tnico con sobrenadante limpio, 3+
boton con pequeiios grumos y sobrenadante limpio, 2+
pequeios grumos y sobrenadante limpio y, 1+ pequefios
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grumos con sobrenadante turbio y, la hemolisis, se
determiné visualmente basandose en las trasformaciones
fisicas de viscosidad y color.

Ambas actividades fueron tituladas siguiendo la
metodologia descrita por Gomez y Aragon (1986). Para
ello, fueron realizadas diluciones seriadas al doble de
la muestra en estudio (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64
y 1/128), a las cuales posteriormente se les probo las
actividad hemaglutinante y hemolitica. La tltima dilucion
en exhibir la actividad biologica, fue considerada el titulo
de la prueba.

Familias quimicas

Para detectar la presencia de saponinas y polifenoles,
se aplico la metodologia descrita por Marcano y Hasegawa
(2002), la cual evidencia la presencia de saponinas,
cuando al agitar vigorosamente la muestra en estudio en
agua destilada, se forma una espuma en forma de panal,
persistente al menos por 15 minutos. Este grupo de
metabolitos secundarios, también se ponen en evidencia
por medio de la hemdlisis producida por la muestra
sobre placas servidas con agar sangre. Los compuestos
fendlicos, se detectan por la produccion de una coloracion
parda, cuando el extracto reacciona con una solucion de
cloruro de hierro (III) al 1%.

RESULTADOS
Actividad hemaglutinante y hemolitica

El extracto acuoso y el precipitado de proteinas de
Niphates erecta 'y Callyspongia vaginalis exhibieron
aglutinacion y lisis sobre los eritrocitos humanos de
los diferentes grupos sanguineos A, B y O. Tanto la
hemaglutinacion como la hemolisis se manifestaron para
los diferentes grupos sanguincos humanos con igual
intensidad, lo que hace que sean inespecificos para los
eritrocitos ensayados (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad hemaglutinante y hemolitica del extracto
acuoso y del precipitado de proteinas de Niphates erecta y
Callyspongia vaginalis sobre los eritrocitos humanos del sistema
ABO (H).

GRUPOS SANGUINEOS
ESPECIES MUESTRA AHA AHA AHA AHA AHL
(A+H) B+) (AB+) (025}
N erecta E.acuoso 3+ 3+ 3+ 3+ hemolisis
N. erecta P. proteinas 4+ 4+ 4+ 4+ hemolisis
C. vaginalis  E. acuoso 2+ 2+ 2+ 2+ hemolisis
C. vaginalis  p, proteinas 34 34 3+ 34 hemolisis

AHA: actividad hemaglutinante; AHL: Actividad hemolitica; E.: extracto; P.: precipitado
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Titulacion de la hemaglutinacion y hemolisis del extracto
acuoso y precipitado de proteinas de las especies estudiadas

Al ser titulada la accion hemaglutinante de N. erecta
sobre los grupos sanguineos del sistema ABO probados,
ésta se exhibio hasta una dilucion de 1/32 para el extracto
acuoso y 1/8 para el precipitado de proteinas; sin embargo,
la actividad hemolitica se mantuvo hasta la dilucion
1/64 para el extracto acuoso y 1/8 para el precipitado de
proteinas (Tabla 2).

Tabla 2. Titulacion de hemaglutinacion y hemdlisis del extracto
acuoso y del precipitado de proteinas de Niphates erecta, sobre
los eritrocitos humanos de los grupos sanguineos A, By O.

Extracto Acuoso Precipitado de Proteina

H lutinacion  Hi olisi: T lutinacion  Hi olisi:

Dilucion A B O A B O A B O A B O
1 3+ 3+ 3+ + o+ o+ 4+ 4+ 4+ + o+ o+
12 1+ 1+ 1+ + + o+ 4+ 4+ 4+ + o+ o+
1/4 2+ 2+ 2+ + o+ o+ 3+ 3+ 3+ + o+ o+
1/8 2+ 2+ 2+ + o+ o+ 2+ 2+ 2+ + o+ o+
1/16 3+ 3+ 3+ + + + () ) O [OEOIO)]
1/32 2+ 2+ 2+ + + + ) ) ¢ () ) )
1/64 [ORNORNO! o+ 4 [ORNOMNO! (ORIORNO)
1/128 () () () CICIS) [CINCHS CICIS)

Posible presencia de la actividad (+); Ausencia de actividad (-)

La titulaciéon de la actividad hemaglutinante del
extracto acuoso de C. vaginalis se evidencié hasta una
dilucién de 1/16 y mantuvo la actividad litica hasta la
dilucién 1/32. La actividad hemaglutinante y hemolitica
del precipitado de proteinas se evidenci6 hasta una
dilucién de 1/16 (Tabla 3).

Tabla 3. Titulacion de hemaglutinacion y hemolisis del extracto
acuoso y del precipitado de proteinas de Callyspongia vaginalis,
sobre los eritrocitos humanos de los grupos sanguineos A, By
0.

Extracto Acuoso

luti T
=4

Precipitado de Proteinas
H e Homalic

H
I

I

Dilucion A B O A B O A B O A B O
1 3+ 3+ 3+ + o+ o+ 3+ 3+ 3+ G G G
12 3+ 3+ 3+ + + o+ 3+ 3+ 3+ + o+ o+
1/4 2+ 2+ 2+ + + o+ 2+ 2+ 2+ + o+ o+
1/8 2+ 2+ 2+ + o+ o+ 2+ 2+ 2+ + o+ o+
1/16 I+ 1+ 1+ o+ o+ I+ 1+ 1+ o+
132 () () 6 + o+ o+ [ORNONO) G606
1ved () () ) 66 66006 G606
V28 () () O 666 660 6 606

Posible presencia de actividad (+); Ausencia de actividad (-)

Separacion de proteinas de acuerdo a la masa molar y
electroforesis

Los cromatogramas obtenidos una vez realizada la
separacion de las proteinas de acuerdo a la masa molar,
revelaron la presencia de un pico tinico para C. vaginalis
(Figura 1A), cuyas fracciones constitutivas resultaron
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activas y de 2 picos para N. erecta, (Figura 1B), de los
cuales el primero result6 activo.

Absorbancias a 280 nm

EY 100

Fracciones

Absorbancias a 280 nm

Fracciones
Figura 1. Cromatograma del fraccionamiento por CEM de
proteinas de Niphates erecta (A) y de Callyspongia vaginalis (B).

Al estimar, por electroforesis, la masa molar de las
proteinas activas de las esponjas en estudio, se obtuvo
para N.erecta, una banda, cuya corrida coincide con
la masa molar de la ovoalbimina (45 kDa) y, para C.
vaginalis, no se obtuvieron bandas visibles en la corrida,
lo cual podria indicar que la proteina activa tenga una
masa molar inferior a 14,3 kDa, correspondiente a la
masa molecular de la lisozima, Gltimo marcador utilizado
(Figura 2).

C

A B
1=

2
3

U

Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, del pool
de fracciones contentivas de las proteinas hemoliticas de N. erecta (B)
y C. vaginalis (C). (A) Marcador de proteinas (1) albumina bovina 66
kDa, (2) ovoalbumina 45 kDa, (3) pepsina 34,7 kDa, (4) tripsindgeno
24 kDa, (5) B-lactoglobulina 18,4 kDa, (6) lisozima 14,3 kDa.
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Familias quimicas

Los extractos acuosos evaluados arrojaron resultados
positivos para saponinas, evidencidndose su presencia,
tanto por la formacién de una espuma persistente, en
forma de panal, como por la hemolisis en placas de agar-
sangre, exhibiendo halos de 12 mm y 18 mm (Tabla
4), mientras que, la presencia de polifenoles no fue
evidenciada en ninguna de las muestras.

Tabla 4. Familias quimicas detectadas en el extracto acuoso de
Niphates erecta'y Callyspongia vaginalis.

Extracto Pruebas q R Observacion
N erecta Saponinas Positivo (+) ~ Formacién de espuma y halo de
Polifenoles Negativo (-) hemolisis de 12 mm.
C. vaginalis Saponinas Positivo (+)  Formacién de espuma y halo de
Polifenoles Negativo (-)  hemolisis de 18 mm.
Posible presencia (+); Ausencia (-)

El extracto acuoso y el precipitado de proteinas de las
esponjas en estudio, exhibieron efecto hemaglutinante
con una dilucion de 1/32 y 1/8, respectivamente para V.
erecta (Tabla 2) y una dilucion respectiva de 1/16 para C.
vaginalis (Tabla 3). Este resultado pudiera ser atribuido a
la presencia de factores aglutinantes, los cuales han sido
purificados de invertebrados marinos y, reconocidos en
la actualidad, como lectinas, las cuales son proteinas o
glicoproteinas de origen no inmune capaces de unirse
a fracciones de carbohidratos presentes en la superficie
celular de globulos rojos, linfocitos, linfoblastos,
bacterias, hongos, implicando una reaccién cruzada vy,
a la vez, una precipitacion, evidenciandose como una
aglutinacion (Vasta 2010).

La hemaglutinacion exhibida por las muestras
evaluadas, fue provocada en todos los grupos sanguineos
humanos del sistema ABO probados (Tabla 1); lo cual
permite inferir, que de ser una aglutinina tipo lectina el
compuesto responsable de la actividad hemaglutinante,
ésta podria estar reconociendo algun carbohidrato
de membrana comin en los tres grupos sanguineos.
Las lectinas tienen especificidad por un determinado
carbohidrato presente en la membrana de los eritrocitos,
uniéndose reversiblemente y sin alterar la estructura
covalente de los ligandos glicosidicos reconocidos (Vasta
2010).

En este sentido, Lewis et al. (2008) explican que el
gen H es la unidad fundamental de la herencia y codifica
la enzima fucosil transferasa, la cual transfiere una fucosa
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en el azucar terminal del compuesto precursor para
formar la sustancia H. La sustancia H es un componente
comun en la membrana de los eritrocitos, que conforma
los determinantes antigénicos del sistema ABO(H) y
la misma, estd constituida por cinco azucares glucosa,
galactosa, N-acetil-glucosamina, galactosa y fucosa.
Ademas, en la membrana de los eritrocitos humanos se
encuentran otras sustancias como las glicoforinas, entre
ellas, la glicoforina A, la cual contiene residuos de acido
sidlico, lo que le confiere cargas negativas al exterior
de la membrana, impidiendo la aglutinacion in vivo de
los eritrocitos. A esta glicoforina se le han detectado
receptores para virus, parasitos, lectinas y hemaglutininas
(Macarulla 2008).

Estos sefialamientos permiten inferir que de ser
una lectina el compuesto responsable de la actividad
hemaglutinante observada en los extractos acuosos y
los precipitados de proteinas de N. erecta y C. vaginalis,
podrian estar reconociendo a cualquiera de los azucares
que conforman a la sustancia H o al &cido sialico presente
en la glicoforina A.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden
con los reportados por otros autores quienes han obtenido
actividad hemaglutinante a partir de esponjas marinas,
atribuyendo esta accion a proteinas aglutinantes tipo
lectinas. Bonay y Fresno (2000) reportan que de 8 familias
de esponjas marinas colectadas en el Parque Nacional
Los Roques, 10 exhibieron actividad aglutinante sobre
las células rojas probadas, entre ellas Niphates erecta, la
cual provoco la aglutinacion de los globulos rojos.

Otros factores capaces de provocar la aglutinacion
de los eritrocitos son los polifenoles. Rogers y Loveles
(1991) seiialan que se ha observado aglutinacion
ocasionada por polifenoles, los cuales estan considerados
como compuestos pseudoaglutinantes, ya que no
provocan hemaglutinacion sino una aglomeracion, por
acercamiento de las células sanguineas. Cabe resaltar,
que los extractos acuosos de las especies en estudio
no exhibieron la presencia de polifenoles (Tabla 4), lo
cual permite descartar la posibilidad que la actividad
hemaglutinante exhibida por los extractos acuosos
evaluados, sea producto de la presencia compuestos
fenolicos.

El extracto acuoso y el precipitado de proteinas de
N. erecta'y C. vaginalis también provocaron la hemolisis
de todos los grupos sanguineos ensayados (Tabla 1). En
los extractos acuosos de ambas esponjas, se reveld la
presencia de saponinas (Tabla 4) y se evidencio actividad
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litica hasta una dilucion de 1/64 y 1/32, respectivamente
(Tabla 2 y 3). Del precipitado de proteinas se lograron
obtener fracciones contentivas de proteinas liticas, cuyas
masas molares aproximadas variaron entre 45 kDa para
N. erecta 'y menor a 14,3 kDa para C. vaginalis (Figura
2), provocando hemolisis hasta una dilucion de 1/32 y
1/16, respectivamente (Tabla 2 y 3).

En los invertebrados marinos incluyendo las esponjas,
la actividad litica, depende de la presencia de saponinas
consideradas por Tizard (2009) como compuestos toxicos
y/o a las hemolisinas, proteinas capaces de actuar como
mecanismo de defensa (Anton y Salazar 2009). Este
sefialamiento permite inferir, que la actividad hemolitica
producida por los extractos acuosos de N. erecta 'y C.
vaginalis, los cuales exhibieron los mayores titulos de
hemolisis, se deba tanto a la presencia de saponinas como
de hemolisinas, lo que indicaria una sinergia entre estos
dos componentes, mientras que, la actividad hemolitica
exhibida por los precipitados de proteinas, cuyos titulos
de lisis fueron mas bajos, se deba a la presencia de
hemolisinas solamente.

Resultados similares a los obtenidos en este estudio
fueron observados por Mebs et al. (1985), quienes
reportaron actividad hemolitica de Callyspongia sp.
Asimismo, Mebs et al. (1997) purificaron parcialmente
dos hemolisinas de dos especies del género Callyspongia,
cuyas masas molares fueronde 15 kDay 20 kDa. O Keefe
etal.(1997),reportaron que el extracto acuoso de Niphates
digital exhibi6 accion toxica sobre los eritrocitos, aunque
el agente responsable no fue caracterizado.

Antén y Salazar (2009), involucran a las hemolisinas,
a las lectinas, a los patrones de moléculas asociadas al
patogeno (PMAP), a los péptidos antimicrobianos (PAM)
y alas lisozimas, como los principales componentes en los
mecanismos de defensa que desarrollan los invertebrados
marinos, lo cual permite suponer que la presencia del
factor aglutinante en los extractos acuosos de N. erecta
y C. vaginalis, asi como las hemolisinas purificadas de
los precipitados de proteinas, deben cumplir un rol de
defensa en este primitivo grupo de invertebrados marinos.

CONCLUSION

Las esponjas marinas Niphates erecta'y Callyspongia
vaginalis poseen compuestos aglutinantes capaces de
provocar la aglutinacion de eritrocitos humanos del
sistema ABO(H) y, compuestos liticos como saponinas
y hemolisinas, capaces de interrumpir la integridad de la
membrana eritrocitaria.
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