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RESUMEN

Las algas marinas han sido ampliamente estudiadas por investigadores del area de los
productos naturales con el fin de encontrar agentes antitumorales y desarrollar nuevos agentes terapéuticos
contra el cancer. Los extractos crudos del alga roja marina Digenia simplex presentan un potente efecto
antimitotico en lineas celulares cancerosas, por lo tanto es de suma importancia determinar las sustancias
responsables de esta actividad. Para lograr este objetivo, se realizé un fraccionamiento cromatogrifico
del extracto etandlico de Digenia simplex guiado por evaluaciones de actividad antimitética sobre la linea
celular Jurkat (linfoma mieloide humano). Adicionalmente, se efectud un ensayo de citotoxicidad de la
fraccién mads activa obtenida. Para el fraccionamiento del extracto se utilizé cromatografia en columna
con fase normal y cromatografia en capa delgada preparativa. Para el ensayo de citotoxicidad se utiliz6
el método de viabilidad celular por exclusion de colorante vital azul de tripano. Se obtuvo una fraccién
de naturaleza polar, que mostré actividad antimitética y citotoxica. Esta fraccidon se comport6 en forma
similar al fdrmaco antineopldsico Colcemid.

PALABRAS CLAVE: Digenia simplex, Algaroja, Compuestos antitumorales, Linea celular Jurkat (linfoma
mieloide humano), Cromatograffa.

ABSTRACT

Obtention of an antimitotic fraction upon the crude ethanol extract of the alga Digenia
simplex. Marine algae have been widely studied by natural products chemists in the search of antitumor
agents and the development of new therapeutic agents against cancer. Extracts of the red alga Digenia
simplex display a powerful antimitotic effect in cancer cell lines. Therefore, it is of extreme importance
to determine what substances are responsible of this activity. In order to achieve this objective, the
ethanol extract of Digenia simplex was subject to chromatographic fractionation guided by evaluation
of antimitotic activity on the Jurkat cell line (human myeloid lymphoma). Additionally, the most active
fraction obtained was tested for cytotoxicity. Normal phase column chromatography and preparatory
thin layer chromatography were used for extract fractionation. Cytotoxicity was assessed by cellular
viability methods, determining cellular viability by the exclusion of the vital dye trypan blue. A cytotoxic
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and antimitotic fraction of polar nature was obtained. This fraction behaved in a similar way to the
antineoplasic drug Colcemid.

KEY WORDS: Digenia simplex, Red algae, Anti-tumor compounds, Jurkat cancer cell line (Human
myeloid lymphoma), Chromatography.

INTRODUCCION

La busqueda de moléculas con potenciales usos farmacéuticos a partir de
organismos marinos, contribuiria a la solucién de problemas de salud puiblica mundial
y al desarrollo econémico de nuestro pais, en caso de descubrirse sustancias efectivas
contra patologias humanas. Entre los organismos marinos mds estudiados, desde
el punto de vista quimico y de actividad bioldgica, se encuentran las macroalgas,
las cuales producen inusuales e interesantes sustancias quimicas para disuadir a sus
consumidores (Fenical, 1983); con base en las evidencias de disuasién quimica,
se cree que la evolucion de diversos organismos marinos implicé el desarrollo de
sistemas de defensa quimicos en lugar de los sistemas inmunoldgicos conocidos en el
reino animal. Por estas razones, se infiere que tales organismos son una rica fuente
de compuestos potencialmente utiles para el control de varias causas de enfermedades
humanas (Jaspars, 1999). Algunos registros demuestran la supresion del crecimiento
de tumores por extractos de algas marinas; por ejemplo el wakame y el mekabu,
que reducen el crecimiento de tumores de pulmén en ratas (Huang et al., 2005).
Adicionalmente, el extracto metandlico del alga roja Digenia simplex muestra
un fuerte efecto citotéxico en la linea celular de leucemia murina L1210, pero es
inocuo en células normales NIH-3T3 de ratén (Harada et al., 1997), lo que indica
su selectividad para eliminar células tumorales. De otra parte, hallazgos presentados
por Ospina et al. (2007) muestran una excelente actividad antimitética del mismo
extracto en la linea celular HT29 y en linfocitos T de sangre periférica humana. Estos
resultados motivaron la busqueda de la fraccidon quimica responsable de la actividad
antimitética en D. simplex y la evaluacién de su citotoxicidad. Los resultados de
este trabajo investigativo contribuirdn a futuros estudios de aislamiento y elucidacion
estructural del compuesto quimico (o compuestos) responsable de dicha actividad,
que podria(n) ser usado(s) como posible(s) farmaco(s) contra el cincer.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del extracto
Se recolectaron dos mil quinientos gramos himedos de la macroalga
Digenia simplex en el Parque Nacional Natural Tayrona (Santa Marta, Colombia),
a cero metros en la zona de salpicadura del intermareal sobre sustrato rocoso. La
identificacion taxondmica se confirmé en el Instituto de Investigaciones Marinas y
Costeras-INVEMAR (Santa Marta, Colombia) y una muestra de la macroalga esta
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disponible en el Museo de Historia Natural Marina de Colombia con el numero de
catilogo RHD-441 (INVEMAR). La muestra se lavo con agua destilada para eliminar
los posibles organismos epifitos y se dejo secar al aire (temperatura ambiente) para
pulverizarla mediante un molino eléctrico. La pulverizacion de la muestra produjo
800 g de polvo seco que se sometid a extraccién con 1.5 L de etanol en un frasco
de vidrio 4&mbar con agitacién constante y a temperatura ambiente; seguidamente
se filtr6 al vacio la solucién sobrenadante y se concentrd a presion reducida en un
rotaevaporador a 40 °C. Este procedimiento se repitié cada 24 horas durante cuatro
dias, con adicién de nuevo etanol sin cambio de muestra. Al finalizar el proceso de
extraccion se obtuvo un residuo verde oscuro de consistencia viscosa, €l cual se
rotul6 con el nombre de extracto etandlico crudo de Digenia simplex; este extracto
se almacené a 4 °C en condiciones de oscuridad (Ospina et al., 2007).

Obtencion de las fracciones con actividad antimitotica

El extracto etandlico crudo se sometio inicialmente a un fraccionamiento
por cromatografia en columna (CC), utilizando silica gel 60 (0.063-0.2 mm / 70-230
mallas, Merck) como fase estacionaria y como fase movil se utilizaron los siguientes
solventes en orden creciente de polaridad: hexano, hexano-acetato de etilo (2:1 v/v),
hexano-acetato de etilo (1:1 v/v), hexano-acetato de etilo (1:4 v/v), acetato de etilo
y cloroformo-metanol (2:1 v/v). Las fracciones colectadas (en viales de 40 mL)
fueron monitoreadas con la técnica de Cromatografia en Capa Delgada (CCD) y para
ello se utilizaron cromatoplacas de aluminio (20x20 cm) con silica gel 60 F-254 y
un espesor de 0.2 mm, usando como eluentes los mismos sistemas de elucién de la
Cromatografia en Columna. Como reveladores cromatogréficos se utilizaron una
lampara ultravioleta CAMAG (254 y 366 nm) y posteriormente solucidén de dcido
fosfomolibdico al 5 % en etanol. Aquellas fracciones que presentaron entre si un
valor de Rf (factor de retencion) similar, se reunieron en una sola y se concentraron
al vacio a una temperatura de 40 °C en un rotaevaporador; posteriormente se evalud
la actividad antimitética in vitro de estas fracciones (trece en total) en cultivos de
células Jurkat.

La fraccion que presento efecto antimitotico (fraccion 13 o FB) se sometio
a Cromatografia en Capa Delgada Preparativa (CCDP), con fase estacionaria de
silica gel 60 y fase movil: cloroformo-metanol, 2:1 v/v. Mediante el procedimiento
anterior se separaron nuevas fracciones (seis en total) de las cuales, s6lo una
(fracciéon A) cumplié con el requerimiento minimo de peso (5 mg) para volver a
aplicar el bioensayo de actividad antimitética; esta dltima fracciéon mostré un
resultado positivo en el respectivo bioensayo. Las evaluaciones iniciales del efecto
antimitético (durante las etapas de separacion cromatogréfica) se hicieron de forma
cualitativa y después de descartar las fracciones que no fueron activas, se repitid
el ensayo tnicamente con las fracciones activas y el extracto etandlico crudo; los
resultados de este tltimo ensayo se cuantificaron y analizaron estadisticamente.

ST
57 . Lo .
;\g% Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras - INVEMAR 111



Bioensayo de actividad antimitotica in vifro en la linea celular Jurkat

Se evalud por triplicado el potencial efecto antimitético de las fracciones
de la macroalga en cultivos de células Jurkat. La linea celular se mantuvo en frascos
T-25 (FALCON) con 7 mL de medio de cultivo RPMI 1640 (SIGMA) suplementado
con suero bovino fetal al 10 % (GIBCO), 100 Ul de penicilina y 0.1 mg/mL de
estreptomicina (SIGMA), y se incub6 a 37 °C en una atmoésfera de 5 % de CO,,.
Cada 72 horas se realizaron subcultivos con 2x10° células Jurkat cuantificadas
mediante camara Neubauer (Morread et al., 1960; Bochkov, 2001). Para realizar
el bioensayo se tomaron cajas de cultivo con pozos de 35 mm, se sembraron en
cada pozo 2x10° células Jurkat (en fase exponencial de crecimiento) en un volumen
final de 4 mL de medio de cultivo y se mantuvieron con las mismas condiciones
anteriores. Las fracciones se disolvieron en etanol y se adicionaron en los respectivos
cultivos a una concentracion final de 0.3 mg/mL (seleccionada con base en ensayos
preliminares), 24 horas después del inicio del cultivo. El tiempo de tratamiento fue
de ocho horas. Simultidneamente se realizaron dos cultivos control con los siguientes
tratamientos: etanol al mismo volumen de las fracciones adicionadas y Colcemid a
una concentracion final de 0.01 mg/mL.

Finalizado el tiempo de tratamiento, los cultivos se procesaron de acuerdo a
la técnica de citogenética clasica (Morread et al., 1960; Bochkov, 2001) modificada
de la siguiente manera: cada cultivo se transfiri6 a un tubo cénico de 15 mL
(FALCON) y se centrifugd a 80 gravedades durante siete minutos; se descarto el
sobrenadante y el boton celular se sometid a tratamiento hipoténico con 7 mL de
solucién acuosa de cloruro de potasio 0.075 M; se centrifugd con las condiciones
anteriores, se descartd el sobrenadante y el botén celular se fij6 con 7 mL de
soluciéon metanol-acido acético (3:1 v/v); este ultimo paso se repitid tres veces, al
término del cual se procedi6 a la obtencion del extendido cromosémico sobre placas
portaobjetos refrigeradas. La coloracion de los extendidos cromosdmicos se realizd
con solucién acuosa de Giemsa al 5 %. Las placas se conservaron bajo una capa de
entellan (MERCK) protegidas con cubreobjetos. El indice mitético (IM = [nimero
de mitosis/ 2000 células] x 100 %) se evalu6 con un microscopio Optico binocular
usando objetivo de 40 X, contabilizando 2000 células por unidad de tratamiento. Se
realizaron tres réplicas del bioensayo para cada fraccion evaluada con sus respectivos
controles. Soélo en los casos en que el indice mitético fue mayor que el generado
por el control de etanol (solvente) y no se destruyeron los niicleos y membranas
celulares, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) a una via para comparar los
indices mitéticos medios generados por las fracciones y los controles. Una fraccién
se considerd activa cuando se registraron valores de indice mitético que triplicaron
el valor generado por el control de etanol (solvente). Para determinar la diferencia
entre los indices mitéticos medios de las fracciones y los controles, se utiliz6 la
prueba LSD (Least Significant Difference). Para todos los andlisis se tuvo en cuenta
una significancia estadistica de 0.05.
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Ensayo de citotoxicidad in vitro sobre la linea celular Jurkat

Inicialmente se estimd la dosis minima de la fraccidon A que causa el
efecto antimitético (dosis minima antimitética: DMA), de la siguiente manera: se
tomaron cajas de cultivo con pozos de 35 mm y se adicionaron 2x10° células Jurkat
(contabilizadas en cidmara Neubauer) en un volumen final de 4 mL de medio de
cultivo, por cada pozo. Seguidamente se prepard una solucion stock (etandlica) de
la fraccién A a una concentracion de 58 mg/mL , la cual se afiadi6 a nueve cultivos
en los volimenes necesarios para alcanzar concentraciones finales de 0.01, 0.025,
0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.1 y 0.3 mg/mL. Las condiciones de cultivo, el tiempo
de tratamiento, los controles y el procedimiento fueron los mismos que aquellos
empleados en el Bioensayo de Actividad Antimitotica in vitro, variando inicamente
las concentraciones de la fraccion a evaluar (fraccién A). Se realizaron tres réplicas
completas del ensayo para cada concentracion evaluada y controles. Los indices
mitdticos generados (variable respuesta) se analizaron estadisticamente de igual
forma que en el Bioensayo de Actividad Antimitotica in vitro. Se consideré6 como
dosis minima antimitética (DMA) la concentracion evaluada que registré el menor
valor de indice mitdtico, entre aquellas que registraron valores que triplicaron el
producido por el control de etanol (solvente).

Una vez establecida la dosis minima antimitética de la fraccidon A, se
procedié a evaluar su citotoxicidad. La dosis sefialada se afiadi6 a cultivos de células
Jurkat (en pozos de cultivo de 35 mm) con las mismas condiciones de mantenimiento
mencionadas anteriormente. También se prepararon controles con etanol y Colcemid,
iguales a los anteriores. El tiempo total de tratamiento fue de 72 horas (tres dias);
en el tiempo cero (dia cero) se realizé una evaluacion de citotoxicidad que se repitid
cada 24 horas (dias 1, 2 y 3) sobre los mismos cultivos. Para la evaluacién de
citotoxicidad, se tomaron 50 pL de los cultivos tratados y se sometieron a coloracién
con 50 pL. de solucién azul de tripano al 0.5 % (v/v) en buffer salino de fosfatos
(PBS); y luego de 10 minutos se contaron el nimero de células muertas por cada
100 células (porcentaje de células muertas) en una cimara Neubauer (Huang et al.,
2005). Se realizaron tres réplicas del ensayo para la fraccion A y controles. Se
realizé un andlisis de varianza a una via para medidas repetidas en el tiempo, que
incluy6 pruebas de hipdtesis para los efectos tratamiento (fraccién A y controles)
y tiempo (dias 0, 1, 2 y 3), asi como la interaccion entre ambos. Con el objeto de
determinar las diferencias entre los porcentajes medios de células muertas generados
por los tratamientos y el tiempo, se utiliz6 el procedimiento MIXED del programa
estadistico SAS basado en la prueba LSD (Least Significant Difference). Para todos
los andlisis se tuvo en cuenta una significancia estadistica de 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fraccionamiento bioguiado de la actividad antimitética del extracto etandlico
de Digenia simplex

La aplicacién conjunta de CC y CCD para el fraccionamiento de 25.1
g del extracto etandlico crudo del alga, dio como resultado 167 fracciones que
se redujeron a trece después de reunir las de Rf similar. Las trece fracciones se
sometieron al bioensayo de actividad antimitética in vitro en cultivos de células
Jurkat, lograndose un resultado sobresaliente para la fracciéon nimero 13 (véase
fraccion FB en la Figura 1), mientras que las demés fracciones no mostraron efecto
antimitotico. La fraccion 13 (fraccion FB; 65.1 mg) se someti6 a CCDP y se
obtuvieron seis fracciones denominadas: A (36.2 mg y Rf=0.05), B (1 mg y Rf=
0.2), C (3.2mgyRf=0.5),D (09 mgyRf=0.7), E(1.8§ mgy Rf=0.8) y F (1 mg y
Rf=1.0). De las fracciones anteriores sélo se evalué la fracciéon A con el ensayo de
actividad antimitética, puesto que las demds (B-F) no alcanzaron la cantidad minima
requerida para la prueba (5 mg). La fracciéon A presentd actividad antimitética y
produjo un valor de indice mitético que junto a los producidos por la fracciéon FB
y el extracto etandlico crudo (Ds), se ajustaron al modelo de ANOVA (Prueba de
Shapiro-Wilks p=0.62105 y Prueba de Bartlett p=0.150428); con base en el modelo
de ANOVA se detectaron al menos dos tratamientos con diferencias significativas
respecto al indice mitético promedio del cultivo (p=0.000). De hecho, se encontraron
diferencias significativas entre todos los tratamientos, lo cual se puede observar en el
comportamiento ascendente de los valores de indice mitético promedio en el orden:
control negativo (Etanol: C-), extracto etandlico (Ds), fraccion FB, fraccion A y
control positivo (Colcemid: C+) (Figura 1).
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Figura 1. Efecto antimitdtico del extracto etandlico y fracciones cromatograficas del alga Digenia simplex.
(C-) etanol, control negativo; (Ds) extracto etandlico de Digenia simplex; (FB) fraccion bioactiva obtenida
de Digenia simplex; (A) fraccién A obtenida de FB y (C+) Colcemid como control positivo.
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En la Figura 1 se muestra que el valor de indice mitético del extracto
etandlico del alga fue 4.44 veces superior al control negativo, el indice mitético de
la fraccion FB fue 1.34 veces superior al del extracto etandlico, el indice mit6tico de
la fraccidn A superd al de FB 1.64 veces y por ultimo, el indice mit6tico del control
positivo fue 1.32 veces superior al de A; este comportamiento indica un aumento en la
concentracion del (o de los) metabolito(s) responsable(s) de la actividad antimitética
en la nueva fraccién A, como respuesta al proceso de purificacién cromatografica.
Es importante resaltar el alto valor de indice mitético de la fraccién A (15.6 %) que
se acerca al del Colcemid (20.6 %) y por lo tanto podria convertirse en alternativa
de agente antimitético en los protocolos de citogenética clasica, si se logra sintetizar
quimicamente sus componentes u obtenerlos comercialmente.

Citotoxicidad in vitro de la fraccion A sobre la linea celular Jurkat

Después de cuantificar y analizar los resultados de indice mitético de los
controles y de los cultivos sometidos a nueve concentraciones diferentes de la fraccion
A, se encontrd que los indices mitéticos se ajustaron a una distribucién normal (Prueba
de Shapiro-Wilks p=0.987101) y cumplieron con el supuesto de homogeneidad de
varianza (Prueba de Bartlett p=0.190469). Los resultados del ANOV A permitieron
detectar diferencias significativas entre el indice mitético promedio de al menos
dos cultivos celulares sometidos a dos concentraciones diferentes de la fraccion
A (p=0.000). Sobresali6 la diferencia existente entre los cultivos tratados con las
concentraciones de 0.1 y 0.3 mg/mL; estas dos concentraciones se tuvieron en cuenta
para escoger la dosis minima antimitdtica, puesto que registraron valores de indice
mitético (10.7 % y 12.3 %, respectivamente) que triplicaron el obtenido por el control
negativo (etanol); finalmente se decidi6 escoger la concentracion de 0.1 mg/mL por
ser la menor que cumplio con el criterio de DMA. Las concentraciones: 0.01, 0.025,
0.05,0.06 y 0.07 mg/mL no presentaron diferencias significativas respecto al control
negativo (Figura 2). El andlisis estadistico de los datos generados en el ensayo
de citotoxicidad de la dosis minima antimitética de la fraccién A, sobre la linea
celular Jurkat, mostré la existencia de una interaccién (p<0.0001) entre tratamientos
y tiempo de medicion (dias). En consideracion a lo anterior, se evaluaron los efectos
simples de los tratamientos y el tiempo de duracién del ensayo. En la Figura 3 se
observa que en el dia cero no hubo diferencias entre los tres tratamientos (etanol,
Colcemid y fraccion A) (p>0.01); a partir del dia 1, el etanol presentd diferencias
significativas respecto a los otros dos tratamientos (p<0.05) y éstos solo fueron
diferentes entre si en el dia 2 (p<0.05), donde la fraccién A tuvo mayor citotoxicidad
que el Colcemid (54 % versus 40 %). Los valores de porcentaje de células muertas
por dia para el cultivo tratado con etanol, fueron relativamente bajos y constantes en
el tiempo (3 dias) al compararlos con los generados por la fraccion A y el Colcemid,
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los cuales por el contrario, fueron altos y mostraron una tendencia creciente a partir
del dia 1.
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Figura 2. Indices mit6ticos promedio de la fraccién A a diferentes concentraciones, comparados con los
del etanol (control negativo: C-) y el Colcemid (control positivo: C+).
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad de células Jurkat tratadas con la dosis minima antimitética de la
fraccion A (0.1 mg/mL) durante 3 dias (registrado cada 24 horas).

A pesar de la similitud en el comportamiento citotéxico y antimitético de
la fraccién A y el Colcemid (control positivo) sobre la linea celular Jurkat (leucemia
mieloide humana), no existen evidencias para afirmar que la fraccién A tenga el
mismo blanco de accion a nivel molecular que el Colcemid; por lo tanto se sugiere
realizar ensayos encaminados a esclarecer el mecanismo de accién de la fraccion A
(o de su(s) componente(s) activo(s)), como por ejemplo, el ensayo de polimerizacion
de tubulina (Lopes et al., 1997). También se sugiere realizar ensayos con la fraccién
A para determinar si el aumento radical del porcentaje de células muertas entre el
primer y segundo dia de tratamiento, es generado por algiin mecanismo de apoptosis,
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lo que implicaria en caso positivo, una mayor ventaja para su posible uso como
agente antineoplésico; la ventaja de los agentes que inducen apoptosis, radica en la
disminucién de los efectos mutagénicos y toxicos al compararlos con los agentes
(farmacos) citotéxicos (Lowe y Lin, 2000).

Por ultimo, es recomendable continuar con el estudio de la fraccién A
mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
con el fin de obtener informacion estructural y definir la abundancia relativa de
sus componentes. Si se logra identificar los compuestos, se sugiere sintetizarlos u
obtenerlos comercialmente para evaluarlos por separado y como mezclas de distintas
proporciones, de manera que se pueda establecer si actian o no en forma aditiva o
sinérgica y optimizar el efecto antimitético.
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