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RESUMEN

La determinacion de actividad antimitdtica de extractos de organismos marinos genera expectativas
parala obtencién de sustancias con potencial anticancerigeno a partir de fuentes alternativas. Se evalud la actividad
antimitdtica in vitro de extractos orgdnicos crudos de 15 esponjas de la costa Caribe colombiana, en embriones
del erizo de mar Lytechinus variegatus. El 80% de las especies (Spirastrella coccinea, Myrmekioderma rea,
Iotrochota imminuta, Halichondria sp., Petromica ciocalyptoides, Cinachyrella kuekenthali, Biemna cribaria,
Oceanapia peltata, Xestospongia proxima, Oceanapia bartschi, Polymastia tenax y Dragmacidon reticulata)
mostré un nivel de actividad fuerte inhibiendo la divisiones mitéticas desde el primer estadio celular durante
la divisién de los huevos fertilizados de este erizo. Los extractos de Halichondria sp., P. ciocalyptoides y X.
proxima desintegraron los niicleos celulares instantdneamente. El extracto de Cribrochalina infundibulum resulté
medianamente activo; mientras que los extractos de las esponjas Desmapsamma anchorata'y Myrmekioderma

gyroderma no mostraron actividad.

PALABRAS CLAVE: Bioprospeccion, Actividad citotéxica, Actividad antimitdtica, Esponjas marinas, Caribe

colombiano.

ABSTRACT

Antimitotic capacity in extracts of marine sponges from Colombian Caribbean. The
determination of antimitotic activity of organic extracts from marine organisms generates expectations on the
isolation of substances with potential anticancer activity. The antimitotic activity of crude organic extracts from
15 marine sponges from the Colombian Caribbean coast were tested in vitro against embryos of the sea urchin
Lytechinus variegatus. 80% of the species evaluated (Spirastrella coccinea, Myrmekioderma rea, lotrochota
imminuta, Halichondria sp., Petromica ciocalyptoides, Cinachyrella kuekenthali, Biemna cribaria, Oceanapia

peltata, Xestospongia proxima, Oceanapia bartschi, Polymastia tenax y Dragmacidon reticulata) showed

Contribucion No. 986 del Instituto de Investigaciones Marinas 'y Costeras — INVEMAR y No. 304 del Centro de Estudios en
Ciencias del Mar — CECIMAR de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia

Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras - INVEMAR 167



significant levels of inhibiting activity on the mitotic divisions at the first cellular phase of fertilized eggs. The
extracts from Halichondria sp., P. ciocalyptoides and Xestospongia proxima disintegrate the cellular nuclei
instantly. Extracts from Cribrochalina infundibulum showed an intermediate level of activity, while extracts
from Desmapsamma anchorata and Myrmekioderma gyroderma showed no activity.

KEY WORDS: Bioprospecting, Cytotoxic activity, Antimitotic activity, Marine sponge, Colombian Caribbean.
INTRODUCCION

Las esponjas marinas poseen gran variedad de compuestos quimicos que muestran
diferentes tipos de actividad bioldgica (Faulkner, 2000; Mayer y Hamann, 2002; Kumar y
Zi-rong, 2004). Se han registrado compuestos que tienen actividad antimicrobiana (Monks
et al.,2002; Xue et al., 2004), neurotéxica (Rangel et al., 2001), citotéxica y antimitdtica
(Lewis, 1998; Rangel et al., 2001; Dembitsky, 2002), y actividad sobre enzimas (Troll
et al., 1995; Lira et al., 2003). A partir del tipo de actividad bioldgica que muestran
los compuestos se han sugerido diferentes funciones ecoldgicas como antiepibidticas,
disuasores de alimentacion, alelopatias, entre otras, que han sido base para abordar su
ecologia quimica. Aunque también por su posible utilidad en la industria y especialmente
en la salud humana, ya que estos compuestos son candidatos ideales para investigaciones
clinicas y moleculares con la posibilidad de ser desarrollados como nuevos farmacos.

De las esponjas marinas ya se han obtenido sustancias que estdn disponibles
comercialmente como medicamentos; este es el caso del antiviral Ara A (Glaxo) y el
anticancerigeno Ara C (Pharmacia) (Pomponi, 1999). Otras han mostrado actividad
anticancerigenay se encuentran en etapa preclinica avanzada, como las topsentinas (aislada
de Topsentia genitrix, Spongosorites sp. y Hexadella sp.), la debromohymenialdisina
(aisladade Plakellia flabellata, Hymeniacidon aldis 'y Stylotella aurantia),lahalichondrina
B (aislada de Halichondria okadai), 1a jasplakilonida (aislada de Jaspis spp. o Dorypleres
splendens), el discodermolido (aislado de Discodermia dissoluta) y el mycaperoxido B
(aislado de Mycale spp.) (Monks et al., 2002; Cooper, 2004). Otros compuestos también
aislados de esponjas marinas, como la isohomohalichondrina B, las espongistatinas y la
lamellarina N (Munro et al., 1999). Asi como, un alcaloide citotoxico aislado de Biemna sp.
(Dembitsky, 2002) y las bastadinas (aisladas de Ianthella spp.) con actividad antimitética
(Lewis, 1998), han mostrado actividad in vitro contra lineas de células cancerigenas.

En Colombia, los avances en la busqueda de este tipo de
compuestos se registran en esponjas del Caribe colombiano, como Ircinia felix y
Didiscus oxeata. De la primera se han extraido furanosestertepenos con actividad
citotdxica contra embriones de erizo de mar, con actividad analgésica, actividad
antitumoral en discos de zanahoria infectados con Agrobacterium tumefasciens
y en algunas lineas de células tumorales humanas. En la segunda se encontro el
compuesto (+)-curcufenol, con actividad citotéxica (Duque, 1998).
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La actividad antimitética de algunas esponjas marinas, se ha propuesto pueda
ser parte de un mecanismo quimico de defensa para evitar el asentamiento de larvas y de
otros organismos con el fin de prevenir la epibiosis (Green et al., 1990 y Becerro et al.,
1997). Teniendo en cuenta que los organismos epibiéticos podrian interferir y disminuir la
eficiencia en el proceso de filtracion de la esponja (Becerro et al., 1997), este mecanismo
evitaria su desarrollo desde los primeros estadios celulares.

De otro lado, las investigaciones farmacoldgicas en la bisqueda de compuestos
marinos efectivos para el tratamiento del cdncer han dilucidado los mecanismos de accién
de estos y por los cuales los agentes antimitéticos derivados de organismos marinos se
agrupan en tres categorias. Los de tipo II actdan sobre el sitio de union del GTP (e.g.
isobromohalichondrina B, halichondrina B y espongistatinas), los de tipo III actian
sobre la estabilizacion de los microtibulos (e.g. discodermolido), y los de tipo IV actian
desorganizando lared de microtibulos de la célula (e.g. lamellarina N) (Munro et al., 1999).
Los mecanismos de tipo IIl y IV han sido ampliamente investigados, ya que medicamentos
como el Taxol® de origen vegetal (del pino Taxus brevifolia) actdan directamente sobre
la tubulina, proteina que se encuentra libre en la célula o en los microtibulos, rompiendo
el equilibrio microtibulos-tubulina y causando asi su destruccion. Estas estructuras son
esenciales en la formacién del huso mitético y su destruccion conlleva por ende a la
pérdida de segregacién cromosdémica con la consecuente inhibicién de la division y la
muerte celular (Hadfield ef al., 2003). Sin embargo, un agente antimitético sensu stricto
actia bloqueando la mitosis mientras hay exposicion a la sustancia; en contraste, un
agente citotdxico causa dafios irreversibles en las células expuestas.

La prueba de citotoxicidad y antimitosicidad en huevos fertilizados de erizos
marinos hasido utilizada comtinmente por biélogos y bioquimicos tanto en estudios sencillos
de division celular como en aquellos que incluyen un fuerte componente molecular. Aunque
son variados los tipos de células que pueden ser usados para comprobar la susceptibilidad
in vitro frente a sustancias de interés, los gametos de erizos de mar pueden ser usados
con mayor frecuencia por cuanto no requieren de técnicas sofisticadas de obtencion,
mantenimiento y observacion y son lo suficientemente sensibles para identificar actividad
positiva o negativa con claridad, igualmente para distinguir los efectos antimitéticos de los
efectos toxicos que pudiera presentar un compuesto. Una vez fertilizados los huevos, los
embriones sufren divisiones sincrénicas en los primeros clivajes, permitiendo un inusual
grado de uniformidad célula a célula cuando se investigan procesos tales como la mitosis,
el clivaje o los eventos bioquimicos que ocurren durante la replicacién celular. También
es un ensayo adecuado para el estudio de la accion de farmacos, ya que los embriones son
expuestos a estas durante los mismos estados del ciclo celular, lograndose de esta forma,
un alto grado de reproducibilidad asi como de uniformidad (Jacobs et al., 1981).

Conscientes de la necesidad de darle valor agregado a la diversidad bioldgica
presente en el Caribe colombiano, asi como de la importancia de dar continuidad al proceso
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de aprovechamiento de productos de origen marino con proyeccion en bioprospeccion para
la industria farmacéutica en Colombia, el propdsito de este trabajo fue evaluar la actividad
citotoxica-antimitdtica de los extractos orgdnicos crudos de 15 esponjas marinas del Caribe
colombiano frente a embriones del erizo blanco Lytechinus variegatus Lamarck, 1816.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y tratamiento de esponjas marinas

Se recolectaron aproximadamente 600 gramos de cada esponja mediante buceo
auténomo en la Bahifa de Santa Marta y la zona costera del Parque Nacional Natural
Tayrona (PNNT), entre noviembre de 2003 y febrero de 2004 (Tabla 1). Las muestras
fueron transportadas en bolsas con agua del medio hasta el laboratorio, en donde se retir6
el exceso de agua y se mantuvieron a —15 °C.

Antes de iniciar el proceso de extraccion, cada esponja fue lavada con agua
destilada para remover arena y detritus y manualmente se retiraron los endobiontes y
epibiontes del tejido. El tejido fue fraccionado en trozos de 3-4 cm de lado aproximadamente
y liofilizado durante 15 horas. Posteriormente, se realizé el primer proceso de extraccion
con metanol Grado Reactivo (GR); la solucién resultante de esta extraccion fue filtrada y
concentrada en rotavapor a 35-37 °C. La segunda extraccion se realizé sobre los mismos

Tabla 1. Esponjas usadas para el estudio de bioactividad en embriones de L. variegatus

Especie! Localidad Profundidad (m) Muestra testigo®
Oceanapia peltata (Schmidt, 1870) 25 INV-POR 882
Dragmacidon reticulata (Ridley y Dendy, 1886) 24 INV-POR 881
Petromica ciocalyptoides(van Soest y Zea, 1986) 20-24 INV-POR 891

El Morro, Bahia

lotrochota imminuta Pulitzer-Finali, 1986 4-6 INV-POR 883
de Santa Marta
Halichondria sp. 20-24 INV-POR 899
Spirastrella coccinea (Duch. y Mich., 1864) 22 INV-POR 877
Cinachyrella kuekenthali (Uliczka, 1929) 12-15 INV-POR 878
Xestospongia proxima (Duch. y Mich., 1864) Bahia de 19-20 INV-POR 885
Desmapsamma anchorata (Carter, 1882) Chengue PNN 17 INV-POR 887
Myrmekioderma rea (de Laubenfels, 1934) Tayrona 18-20 INV-POR 884
Polymastia tenax Pulitzer-Finali, 1986 Punta de Betin, 12 INV-POR 896
) Bahia de Santa
Cribrochalina infundibulum (Schmidt, 1870) Marta 11 INV-POR 895
Biemna cribaria (Alcolado y Gotera, 1986) Ensenada 23 INV-POR 890
Oceanapia bartschi (de Laubenfels, 1934) Granate, PNN 15 INV-POR 882
Myrmekioderma gyroderma (Alcolado, 1984) Tayrona 22 INV-POR 889

'"Especimenes identificados por S. Zea

*Depositadas en la Coleccién de Referencia de Organismos Marinos del Museo de Historia Natural Marina-INVEMAR, Santa Marta (Colombia).
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trozos de esponja con metanol y diclorometano GR (2:1); el extracto obtenido se mezclo
con el anterior derivado de metanol y fue concentrado de la misma forma. Todos los
extractos se almacenaron en oscuridad y a temperatura de congelacién (-15° C) para su
posterior uso en el bioensayo (Chaves-Fonnegra, 2005).

Prueba de citotoxicidad y antimitosicidad

Entre los meses de mayo a noviembre (estacion lluviosa), se recolectaron
erizos L. variegatus de un poblacion que habita la pradera de Thalassia testudinum en la
Bahia de Chengue (PNNT) mediante buceo a pulmén libre. Estos fueron transportados
con agua del medio hasta el laboratorio de Bioprospeccion Marina del Instituto de
Investigaciones Marinas y Costeras — INVEMAR (Santa Marta). All{ fueron inducidos a
desovar con inyeccion intracelémica oral de KC1 0.5 M. Los évulos fueron fertilizados
con algunas gotas de esperma (el nimero de gotas dependié de la concentracion del
esperma obtenido). La mezcla de gametos se agité por un minuto y posteriormente se
comprobd la fertilizacion de la mayorfa de los huevos. En los casos en los que aun no
habfa fertilizacion de la mayoria de los huevos, se agregaron mds gotas de esperma. Tras
la fertilizacion, 3 mL de suspension de huevos fueron servidos en cajas de Petri (10 cm de
didmetro), mds 3 mL de Agua de Mar Filtrada (AMF) y el volumen de extracto necesario
para tener una concentracién final de 10 mg/mL (entre 30-300 pL), calculado a partir del
volumen de esponja del que se obtuvo el extracto (Daza y Vélez, 2004). Simultdineamente
se realizaron dos controles; en el primero, se utilizaron 3 mL de huevos fertilizados mds
la cantidad de solvente equivalente al volumen de extracto aplicado mds 3 mL de AMF, y
en el segundo se usaron 3 mL de huevos y 3 mL de AMF. Los huevos fueron incubados a
temperatura ambiente (25 + 2 °C), con agitacion manual, durante 90 minutos. Al cabo de
este tiempo, los huevos se fijaron con unas gotas de formol 10% y se inici6 el conteo bajo
el microscopio binocular, en un nimero de 7 campos determinados al azar. Se cont? el
nimero de huevos sin fertilizar y de los cigotos sin divisién, con dos células, con cuatro
células y con 8 células. Se realizaron dos réplicas completas del ensayo para cada extracto
evaluado y controles. Para determinar el nivel de la actividad de los extractos se usaron
los promedios de las dos réplicas, seguin las categorias descritas en la Tabla 2. Cada
extracto y sus controles se ensayaron por separado con huevos frescos.

Tabla 2. Clasificacion del nivel de actividad citotdxica-antimitética para extractos de esponjas marinas
(Adaptado de Zea et al., 1986).

% de inhibicién* Nivel de Actividad
(++++) 80-100% Alta
(+++) 20-80% Moderada
(+) 1-20% Baja
(-) 0-1% No hay actividad

* Nuimero de cigotos sin dividir, como porcentaje del total de huevos fertilizados.
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Se calculd el porcentaje de cigotos en cada categoria con respecto al total de
huevos fertilizados y sélo en los casos en que el porcentaje de inhibicién no fue 100% en
las dos réplicas (y en los controles fue 0%), se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
a una via comparando el porcentaje de cigotos sin dividir entre el extracto y el control.
Un extracto se considerd activo cuando se registrd inhibicion del 100% o hubo una
diferencia significativa en el nimero de cigotos sin dividir entre éste y los controles.
Como en varios casos hubo efecto de retardo en el proceso de clivaje con respecto a los
controles, para demostrarlo se comparé entre tratamientos y controles, nuevamente por
ANOVA a una via, el porcentaje de cigotos con cuatro u ocho células, segtin el caso.
Para determinar la diferencia entre medias del tratamiento y los controles se utilizé la
prueba LSD (Least Significant Difference). Para todos los andlisis se tuvo en cuenta una
significancia estadistica de 0.05.

RESULTADOS

En la Tabla 3 se presentan los efectos de los extractos metanol:diclorometano
(2:1) obtenidos de 15 esponjas marinas sobre las divisiones mitéticas de los huevos
fertilizados de L. variegatus. Se realizaron 90 bioensayos para los cuales se obtuvo un
promedio de fertilizacion de 94.8% (minimo de 82.2%) y tanto el solvente como el AMF
permitieron las divisiones hasta el dltimo estadio de division celular considerado en la
prueba (ocho células), en porcentajes de hasta 41.2% y 46.2%, respectivamente.

De las 15 esponjas estudiadas, Spirastrella coccinea, Myrmekioderma rea,
lotrochota imminuta, Halichondria sp., Petromica ciocalyptoides, Cinachyrella
kuekenthali, Biemna cribaria, Xestospongia proxima, Oceanapia peltata, Oceanapia
bartschi, Polymastia tenax y Dragmacidon reticulata mostraron actividad citotéxica-
antimitotica significativa (inhibicion mayor al 95%, significativamente diferente a los
controles en los casos en que no fue 100%), siendo el efecto mds frecuente la inhibicién
del clivaje celular desde el primer estadio.

Entre éstas, los extractos de B. cribaria'y D. reticulata permitieron el desarrollo
de los cigotos hasta el segundo estadio, pero con células asimétricas. En los ensayos con
los extractos obtenidos a partir de Halichondria sp., P. ciocalyptoides y X. proxima se
observo que los huevos fertilizados fueron completamente dafiados, causando atrofia,
retraccion o disolucién en los niicleos, pero sin producir lisis completa del cigoto como si
se ha observado en otras esponjas del Caribe (Rangel et al., 2001).

En Cribrochalina infundibulum no se detect6 efecto de inhibicién del extracto
sobre el primer clivaje celular en los cigotos, pero si en los siguientes (2 células 26.0%;
4 células 17.9%; 8 células 48.3%), lo que sugiere que este extracto tiene capacidad para
retardar las divisiones mitdticas de los huevos fertilizados del erizo, y se corrobora por la
existencia de una porcentaje significativamente mayor de cigotos en el estadio 2 y 4 células
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con respecto a los controles (Tabla 3). En este extracto también se observé que el porcentaje
de cigotos con divisiones incompletas en una o mds células fue aumentando de acuerdo al
estadio celular, siendo del 23.0% en el estadio de dos células, 45.7% en el de cuatro y 60.0%
en el de ocho; entonces, ademads del efecto retardante hay un efecto degenerativo en cada
divisién que impidio el desarrollo normal del cigoto hacia etapas posteriores.

Tabla 3. Porcentajes de inhibicién del clivaje celular en embriones de L. variegatus. Valores de extracto y
controles con el mismo superindice no fueron significativamente diferentes entre si (ANOVA a 1 via y prueba
a-posteriori LSD, p>0.05, llevado a cabo para el porcentaje de células sin dividir, cuando no fue 100%, y para
4y 8 células, cuando el porcentaje fue mayor a cero).

Porcentaje de huevos + 1 EE

Especie Sin dividir 2 células 4 células 8 células Al\i lt‘::: (;1; d
Oceanapia peltata 100.0 0.0 0.0 0.0
Control solvente 0.0 1.5x1.5 60.9+5.3 37.7+6.8 ++++
Control AMF 0.0 0.0 25.1+6.8 70.4+8.1
Xestospongia proxima 100.0 0.0 0.0 0.0
Control solvente 0.0 0.0 60.2+2.3 37.5+4.6 ++++
Control AMF 0.08 0.0 24.9+1.9 69.2+0.1
Biemna cribaria 97.6+2.44 2.4+2.4 0.0 0.0
Control solvente ~ 0.9+0.98 2.4+0.7 75.4+£0.4 21.3+0.6 ++++
Control AMF 1.6+1.68 1.7£0.1 4.2+1.1 92.5+0.3
Dragmacidon reticulata 99.5£0.44 0.5£0.5 0.0 0.0
Control solvente 0.08 0.0 93.1+£0.7 6.9+0.7 ++++
Control AMF 0.08 0.0 8.33.0 91.7+3.0
Desmapsamma anchorata 0.0 1.7£1.7 93.6+6.44 4,65+4.65*
Control solvente  0.7+0.74 14.5+0.8 81.5+0.74 3.3+0.54 -
Control AMF 0.0* 1.740.5 18.6x1.4%  79.6+1.8°
Oceanapia bartschi 97.6+2.44 24+2.4 0.0 0.0
Control solvente  2.5+0.98 2.5+0.8 95.0+0.1 0.0 ++++
Control AMF  0.5+0.5® 10.9+10.9  48.3+28.8  40.3+40.3
Petromica cyocaliptoides 100.0 0.0 0.0 0.0
Control solvente 3.1+0.3 0.5+0.5 39.3+5.8 51.1£7.4 ++++
Control AMF  1,6+0.1 0.0 12.8+3.9¢ 42.7+11.0
Ilotrochota imminuta 98.6+0.74 1.4+0.7 0.0 0.0
Control solvente 0.08 0.0 73.1£9.0 26.9+9.0 ++++
Control AMF ~ 2.0+0.98 1.8+1.2 0.6+0.08 30.5+1.8
Myrmekioderma rea 99.7+0.34 0.3+0.3 0.0 0.0
Control solvente ~ 8.8+1.6% 7.0+2.8 76.3£2.1 7.5+2.0 ++++
Control AMF ~ 2.8+1.4€ 0.2+0.2 10.5+0.7 40.0+3.7
Cinachyrella kuekenthali 97.1£2.14 2.7%1.9 0.2+£0.24 0.0
Control solvente  3.9£2.98 0.5+0.06 52.9+2.58 40.8+0.02 ++++
Control AMF 224037 0.0 0.7+0.3* 34.7+3.2
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Porcentaje de huevos + 1 EE

Especie Sin dividir 2 células 4 células 8 células Al\i lt‘::: ;: d
Cribrochalina infundibulum 7.7£6.94 26.0+26.04 17.9+1.84 48.3+31.1*
Control solvente ~ 3.7+£2.04 0.2+0.28 11.5+0.848 79.6+0.24 +
Control AMF 0.04 0.0® 7.9+1.3" 54.6+3.34
Myrmekioderma gyroderma 0.3£0.03% 6.2+1.7 90.3+0.4* 3.2+1.3*
Control solvente ~ 0.5+0.54 0.0 9.740.48 80.4+5.48 -
Control AMF  0.5+0.2% 0.0 8.4x+1.5% 69.9+1.28
Halichondria sp. 100.0 0.0 0.0 0.0
Control solvente 1.4+1.4 17.4+2.5 34.6x1.7 46.2+5.1 ++++
Control AMF 1.120.6 0.1x0.1 8.1+0.9 58.8+1.0
Spirastrella coccinea 100.0 0.0 0.0 0.0
Control solvente 1.2+0.2 6.6+6.1 20.9+8.5 70.6x£14.2 ++++
Control AMF 0.6+0.1 0.0 6.8+0.6 63.0+0.0
Polymastia tenax 98.1+1.0# 1.8+1.0 0.0 0.0
Control solvente 0.08 0.5+0.5 56.2+6.2 40.0+4.5 ++++
Control AMF 0.08 0.0 17.0+17.0 77.5£15.0

El extracto de Myrmekioderma gyroderma tampoco tuvo efecto antimitético
sobre los embriones en el primer estadio celular (Tabla 3), pero este extracto retardd su
desarrollo, permitiendo el clivaje celular sélo hasta el estadio de 4 células (90.3%), siendo
este dltimo porcentaje significativamente diferente al de los controles, que si alcanzaron
en mayor proporcion las 8 células (80.4% para control solvente, 69.9% control AMF).
Ademds, los embriones observados en las 2 y 4 células presentaron divisiones incompletas
y aumento del tamafio celular en 8.3% y 37.5% de los casos, respectivamente. Igualmente
para D. anchorata no se observo efecto antimitdtico sobre los embriones en el primer
estadio celular y el clivaje celular alcanzé el estadio de 4 células (93.6%), con células de
una talla mayor a la normal, es decir, que alcanzaban a entrar en contacto con las paredes del
huevo. Adicionalmente, el porcentaje de células en este estadio es similar al del solvente.
Se considera que estas dos especies tienen menor actividad antimitdtica.

DISCUSION

Respecto a Halichondria sp., no es sorprendente el alto nivel de actividad
detectado en este estudio, ya que varias de las especies de este género han demostrado
actividad antimicrobiana, hemolitica, ictiotéxica y contra la infeccion por HIV significativa
(revision en McKee et al., 1994); asi como, actividad citotoxica (Li et al., 1995).

Situacion semejante ocurre con el género Xestospongia del cual ya se conocen
varios compuestos activos aislados de varias especies colectadas en el Indopacifico,
que han mostrado actividad insecticida (McKee y Ireland, 1987) y contra diferentes
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lineas celulares de cdancer (McKee y Ireland, 1987; Kong et al., 1994; Tsukamoto et al.,
2000); actividad antibidtica, cardiotonica y citotéxica (Kobayashi et al., 1992); actividad
antitumoral (Shimura et al., 1994); actividad de inhibicion enzimdtica (Concepcion et al.,
1995) y actividad antiepibidtica (Liu et al., 2004). Asi como también, se han obtenido
resultados positivos en otras pruebas de actividad bioldgica, entre ellas citotdxica y
antimitdtica con extractos crudos obtenidos de especies del Caribe colombiano (Zea et
al., 1986).

En este estudio se presenté un mayor porcentaje de esponjas con actividad
citotéxica-antimitdtica significativa que en otros estudios en los cuales se ha realizado
el mismo tipo de bioensayo usando extractos crudos obtenidos de diversas especies del
Caribe colombiano (Zea et al., 1986). En dicho estudio, se registraron 4 de 11 especies
de esponjas activas y solamente una de ellas (Didiscus oxeata) mostré un alto nivel de
actividad (100%); mientras que, en otras se alcanzaron porcentajes de inhibicién en la
mitosis de 87.2%, 69.4% y 29.2% (Ircinia campana, Xestospongia muta y Agelas confiera,
respectivamente). Rangel et al., (2001) encontraron que el 54% de las esponjas evaluadas
(Aaptos sp., Amorphinopsis sp., Amphimedon sp., Arenosclera brasiliensis, Axinella aff.
corrugada, Callyspongia sp., Chelonaplysilla aff. erecta, Chondrilla nucula, Geodia
corticostylifera, Hymeniacidon aff. helliophila, Mycale laxissima, Oceanapia nodosa,
Raspailia elegans) mostraron actividad a concentraciones de extracto significativamente
menores (entre 62.5 a 1000 yg/mL) a las usadas en el presente estudio. De acuerdo con
esto, es posible que la concentracion de extracto usada aqui explique el alto porcentaje de
esponjas que presentan actividad significativa en el ensayo.

De otro lado, respecto a Halichondria sp., P. ciocalyptoides y X. proxima, cuyos
extractos destruyeron los ntcleos de los embriones, esta observacion corresponde a un
efecto claro de citotoxicidad mds que a un efecto antimitético. En estudios adicionales se
tendrfa que evaluar cudl es la concentracion de extracto que provoca un efecto antimicético
y si las divisiones pueden ser reactivadas en ausencia de este o si el extracto actia sé6lo
mediante un efecto téxico sobre embriones de L. variegatus.

De las especies consideradas en este estudio, se ha reportado actividad
antimitdtica de algunos compuestos obtenidos de las esponjas S. coccinea (del Caribe)
(Williams et al., 2003) y de una especie relacionada a I. inmminuta colectada en el Indico,
lotrochota purpurea, (Dembitsky, 2002).

En cuanto al impacto que generan estos resultados, se ha propuesto que las
sustancias que muestran actividad antimitética sobre huevos fertilizados de erizos marinos
también podrian inhibir el crecimiento de tumores en humanos (Rangel ef al., 2001). En
este sentido, en algunas de las especies incluidas en este trabajo se han registrado algunos
estudios enfocados a evaluar los compuestos sobre lineas celulares de cancer. De P. tenax,
se identificaron tres esteroles oxigenados citotoxicos sobre la linea celular PC-3 de cancer
en humano (Santafé et al., 2002). Entre otros estudios de importancia clinica, se resalta
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el hallazgo de algunos compuestos aislados de las esponjas Dragmacidon aff. reticulata
y P. ciocalyptoides, que inhiben la enzima adenosin fosforibosil transferasa (L-APRT)
del pardsito Leishmania tarentolae (Lira et al., 2003). De otro lado, entre los posibles
compuestos activos a los cuales puede atribuirse la actividad observada en las esponjas
de este estudio, sin descartar que estas esponjas posean sus propios compuestos activos
y sean aun desconocidos para la ciencia, se registran para el género Myrmekioderma
los compuestos (+)-curcufenol y (+)-curcudiol, los cuales han presentado actividad
citotdxica, antimicrobiana, antiepibidtica, ictiotdxica y digestiva significativas (Tasdemir
et al., 2003). El (+)-curcufenol (obtenido de Didiscus oxeata), también presento actividad
antitumoral en discos de zanahoria infectados por Agrobacterium tumefasciens (Salamanca
etal., 1996). Un derivado de este compuesto inhibe la actividad de la H, K-ATPasa y tiene
actividad frente a células de la linea HCT-116 (Tasdemir ef al., 2003); mientras que para
el género Xestospongia se aislaron las adociaquinonas A y B con actividad citotéxica
para la linea de c€lulas tumorales de colon humano (KB16 y HEPA-3B) con CL, de 0.26
ug/mL y menores a 0.1 pg /mL (Kuang-Liang, 1999).

En términos relativos, la baja actividad citotoxica-antimitdtica en las especies
D. anchorata 'y M. gyroderma, puede obedecer a una situacién en la que la concentracién
de los compuestos en el tejido son bajos, indicando posiblemente que se requieran
mayores concentraciones de extracto para detectar una respuesta. También, deberia
tenerse en cuenta que la bioactividad puede cambiar temporal y espacialmente en los
organismos marinos e incluso entre individuos en un mismo sitio (Muricy et al., 1993,
Henrikson y Pawlik, 1998).

CONCLUSION

Los resultados de este estudio se constituyen en un criterio para seleccionar las
especies con mayor potencial y en las cuales se deban centrar posteriores estudios en
productos naturales marinos y farmacologia, usando lineas celulares de cdncer especificas
en humanos o en otros mamiferos. En este sentido las especies mds interesantes fueron
S. coccinea, C. kuekenthali, I. imminuta, O. bartschi, O. peltata, M. rea, D. reticulata y
B. cribaria, porque sus extractos inhiben completamente las divisiones desde el primer
estadfo sin dafar las células (agentes antimitéticos), mientras que para el drea de la
toxicologia resultan mds interesantes las especies Halichondria sp., P. ciocalyptoides y X.
proxima, que deterioran de manera irreversible los nicleos celulares.
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