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RESUMEN

El extracto metamdlico, el extracto clorofér-
mico, el curcufenol y el curcudiol obtenidos de la
esponja fueron evaluados frente a Artemia salina
obteniéndose una concen-tracién letal media de
0.54, 5.57, 3.10 y 0.70 pg/ml, respectivamente.
También se probé su actividad antitumoral
mediante el bioensayo de tumorogénesis inducida
por Agrobacterium tumefaciens en disco de
zanahoria, produciéndose inhibicién en
concentraciones ma-yores de 60 pug/mL.

Palabras claves: Activilad antitumoral -
Toxicidad - Curcufenol - Curcudiol - Didiscus oxeata.

SUMMARY
ANTITUMOR ACTIVITY AND TOXICITY
OF CURCUPHENOL AND CURCUDIOL
ISOLATED FROM THE MARINE SPONGE

Didiscus oxeata.

Two pure compounds were isolated by
column chromatography from the chloroformic
and methanolic extracts of the marine sponge
Didiscus oxeata and were identified by
spectroscopic methods as the sesquiterpenes (+)-
Curcuphenol and Curcudiol. The methanolic,
chloroformic  extracts, (+)-Curcuphenol and
Curcudiol showed L C 5o of 0.54, 5.57. 3.10 and
0.70 ug/Ml in Artemia salina
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larvae respectively. The same extracts and isolated
compounds presented antitumour activity in
concentrations major than 60 pig/mL by the method of
Agrobacterium tumefaciens in carrot disc.

Key words: Antitumor activity - Toxicity -
Curcuphenol - Curcudiol - Didiscus oxeata.

INTRODUCCION

En las dltimas décadas los principios activos
aislados de diferentes especies de esponjas marinas
han dado una respuesta favorable frente a la
evaluacién de actividades farmacoldgicas tales
como la actividad analgésica presentada por los
derivados heterociclicos denominados Hennoxa-
zoles A-D de la esponja Polyfibrospongia sp (1), la
actividad antitumoral representada, entre otros, por
el péptido Jaspamida aislado de la esponja
Hemiastrella minor (2), actividad antiviral como
por ejemplo los sulfatos esteroidales Halistanol F -
G aislados de la esponja marina Pseudoaxinissa
digitata (3), antifingica como la que poseen los
alcaloides Hamacanthinas A y B (4) y el péptido
Neosiphoniamolido (5) y la antiinflamatoria
presen-tada por el sesterterpeno Lufrarielélido
procedente de la esponja Luffariella sp (6).

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y métodos
Recoleccién e identificacién de la esponja

La esponja marina fue recolectada en la Ense-
nada Granate (Punta Aguja) en la Bahia de Santa
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Marta (Colombia) a una profundidad de 12 - 15 m
por el Doctor Sven Zea y posteriormente
clasificada en el Instituto de Investigaciones
Marinas y Costeras “José Benito Vives De
Andreis” (INVE-MAR) como Didiscus oxeata ; la
esponja fue empa-cada, rotulada y congelada para
su envio a Santafé¢ de Bogotd D.C y se conservd
refrigerada hasta su empleo.

Extraccién y fraccionamiento

956g de la esponja congelada, se corté en
trozos y se extrajo con metanol por medio de
agitacién mecénica a temperatura ambiente hasta
agotamiento. Luego se filtré y se concentrd en el
rotavapor a una temperatura de 40°C. Se obtuvo un
residuo viscoso de color caramelo, con olor
caracteristico que pesO 17.6g. La esponja residual
(386¢g) se extrajo con cloroformo hasta agotamien-
to, por medio de agitacién manual a temperatura
ambiente, luego se concentré en ¢l rotavapor a
40°C y se obtuvo un sélido color caramelo oscuro
que peso 55.6¢.

Aislamiento de compuestos puros del extracto
cloroformico por cromatografia en columna

Se saturaron 3g del extracto cloroférmico en
3g de silica gel G-60 para cromatografia en
columna y se colocaron en una columna de vidrio
previamente empacada con una suspension de la
misma silica (75 g), con dimensiones de 60 X 2.5
cm.

La elucién se comenzd con benceno seguida
de mezclas con polaridad creciente de benceno-
acetato de etilo y finalizando con acetato de etilo.
La columna fue controlada por cromatografia en
capa delgada, empleando como fase mdévil el
sistema solvente Benceno:Acetato de Etilo (85:15)
y revelando con vainillina al 1% p/v en &cido
ortofosférico al 10% v/v en etanol al 96% vy
calentando posteriormente a 110°C durante 10
minutos. Se recogieron 404 fracciones de 10 mL
cada una, las cuales se reunieron en doce grupos de
acuerdo al control por CCD, con un rendimiento
de 2.31 g. EI control por cromatografia en capa
delga-da mostré que el grupo de fracciones 23-30
(693 mg) contiene una sustancia principal con Ry
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0.77, mientras el grupo de fracciones 250-288 (211
mg) contiene otra sustancia Ry 0.14, las cuales
fueron purificadas por cromatografia en capa
delgada preparativa en la misma fase mdvil
anteriormente mencionada. La pureza de ambas
sustancias obtenidas fue confirmada por CCD en
varios sistemas solventes, entre ellos: Ciclohexano-
Acetato de Etilo (70:30), Ciclohexano-Acectato de
Etilo (50:50), Ciclohexano-Acetona (97:3) y Ciclo-
hexano-Isopropanol (97:3) mostrando en cada caso
la presencia de un sélo compuesto que fueron
denominados como DO1 Ry 0.77) y DO2 (R
0.14).

Aislamiento y purificacion de los compuestos
DO1 y DO2 del extracto metanolico

Por comprobacién cromatografica (CCD) se
confirmé la presencia de los compuestos DO1 y
DO2 en ambos extractos cloroférmico y metand-
lico. Con fines de obtener mayor cantidad de los
compuestos se pesaron 9g del extracto metandlico
y se procedié al aislamiento y purificacién por
medio de Cromatografia en Capa Delgada
preparativa (CCDP) empleando silica gel HF,s4 en
el sistema ciclohexano: acetato de etilo (70:30). De
esta forma se obtuvieron 55 mg del compuesto
DO1 y 113 mg del compuesto DO2. El compuesto
DO2 (113 mg) fue purificado por cromatografia en
columna 20 X 1.0 cm, 4.0 g de silica gel para
columna y eluyendo con Benceno. Se recogieron
119 fracciones de 5 mL cada una y de acuerdo con
el control por CCD (Ciclohexano-Acetato de Etilo
70:30) se obtuvieron 69 mg del compuesto DO2,
en un estado puro, de las fracciones N° 87 a 119.

Identificacion de los compuestos
Compuesto DO1 ((+)-Curcufenol) I

Es un liquido aceitoso de color naranja, solu-
ble en cloroformo, Benceno, Acetato de Etilo; ir v
max (pelicula) cm™: 3343 (OH), 2958 (CH,, CHa),
1619 (C=C), 1584, 1517 y 1506 (C=C aromético),
808 y 855 (deformacién C-H); rmn 'H (CDCls, 90
MHz) & 7.04 (1H, d, J=7.5 Hz,H12), 6.70 (1H,d,
J=7.5 Hz, H11), 6.57 (1H,s,H9), 5.13 (1H, t, H3),
5.03 (1H,s,0OH), 3.00 (1H, sexteto, J=7.0 Hz, H6),
225 (3H, s,H13), 1.69 (3H,s, H1S), 1.53 (3H,
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s,H1), 1.23 (3H,d, J=7.5 Hz, H14); em m/z (%
int.) rel.) 218 (25.6), 203 (3.5), 161 (11.6), 135
(100.0), 121 (25.6), 94 (15.1).

Compuesto DO2 (Curcudiol) IT

Liquido aceitoso de color amarillo palido
solu-ble en Cloroformo y Acetato de Etilo. Ir v
max (peli-cula) cm™ 3367 (OH), 2961 (CH,, CH,),
1618,1584 y 1518 (C=C aromitico), 807 (
deformacién C-H); rmn 'H (CDCl;, 90 MHz) §
7.04 (1H, d, J=8 Hz, H12), 6.71 (1H, d, J=8.5 Hz,
H11), 6.58 (1H, s, H9), 3.06 (1H, m, H6), 2.28
(3H, s, H13), 1.23 (3H, d, J=6 Hz, H14), 1.19 (6H,
s, HI y H15). rmn "*C (CDCl, 90 MHz) ppm
153.2 (C8), 136.2 (C 10), 130.7 (C 7), 126.8 (C
12), 121.4 (C11), 116.4 (C 9), 71.7 (C 2), 43.3 (C
3), 37.7 (C 5), 31.1 (C 6), 29.4 (C 15), 28.6 (C 1),
22.1 (C 4), 21.0 (C 14), 20.8 (C 13); em m/z (%
int. rel.). 236 (1.3), 221 (3.0), 218 (31.2), 203
(5.0), 175 (2.1), 135 (100.0, 121 (12.3), 94 (6.1).

Bioensayos
Determinacién de la CLs,

Para el bioensayo de letalidad empleando
Artemia salina (7) se utilizaron los extractos meta-
ndlico y cloroférmico al igual que los compuestos
aislados (+)-Curcufenol y Curcudiol.

Para llevar a cabo el ensayo se preparé una
solucién stock de 1000 pg/mL, de los extractos y
compuestos, utilizando DMSO al 0.17 % en agua
v/v a partir de la cual se obtuvieron las diluciones
posteriormente mencionadas. Se adicioné 1 mL de
cada diluci6n en un tubo de ensayo, se transfirieron
10 nauplios tomados con una pipeta pasteur y se
completé a volumen de 5 mL con solucién salina al
0.9 %, obteniendo concentraciones finales de 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19
y 0.097 pug/mL. El blanco del bioensayo se realizé
tomando el mismo nimero de nauplios y suspen-
diéndolos en 5 mL de solucién salina al 0.9 %,
para los controles se utilizé una solucién de DMSO
al 0.17 % en agua v/v. Las larvas se dejaron en
contacto con las sustancias en estudio durante 24
horas con luz artificial. Al cabo de este tiempo se
hizo el conteo de los nauplios muertos en cada
dilucién con la ayuda de una lupa. Para los
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extractos crudos y el Curcudiol el ensayo se realizé
por triplicado mientras que para é1 (+)-Curcufenol
se realizaron cinco réplicas.

Los datos obtenidos se sometieron a trata-
miento estadistico mediante el empleo de Probits,
lo cual se hizo en un programa de computador
disefiado especialmente para la determinacién de
la Concentracién Letal 50.

Actividad Antitumoral

Previamente a la actividad antitumoral se
evalu6 la capacidad de los extractos y compuestos
de inhibir el crecimiento del microorganismo
Agrobacterium tumefaciens (cepa B6). Luego de
observar que no existia inhibicién por parte de las
sustancias se procedié a realizar el bioensayo en
discos de papa (8) y en discos de zanahoria.

Debido a los resultados de los ensayos en
discos de papa que mostraron deterioro de los
discos por varios factores no completamente
determinados, entre ellos: humedad, el tipo de
papa, insecticidas empleados en la fumigacion,
etc., se decidié emplear la técnica del disco de
zanahoria para la comprobaciéon de la actividad
antitumoral, escogiendo aquellos parametros (tipo
de zanahoria, humedad, temperatura,
concentracion del inéculo, entre otros) que
permitieron obtener los mejores resultados.

Basidndonos en los ensayos preliminares se
seleccionaron las siguientes concentraciones 120,
60, 30, 15, 7.5 y 3.75 pg/mlL tanto para los extrac-
tos como para los compuestos (+)-Curcufenol y
Curcudiol y se empled el siguiente protocolo:

1. Se lavé las zanahorias frescas con agua
destilada, empleando variedad comiin debido a que
la llamada mini - zanahoria por su excesivo
contenido de humedad favorecia el crecimiento de
£usanos.

2. Se desecharon los extremos y se€ cortaron
discos de 0.5 cm de espesor empleando técnica
aséptica.

3. Se colocaron los discos (tres por caja) en cajas
de Petri cuyo soporte es papel filtro impregnado
con 1 mL de agua estéril ya que al emplear mas
agua los discos se dafian al cabo de aproxima-
amente 5 dias; los discos se humedecen debido a
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que la zanahoria se deshidrata facilmente lo cual
disminuye el crecimiento de los tumores.

4. Para la preparacion de los extractos y com-
puestos: se pesaron 3.6 mg de cada uno disol-
viéndolos en 3 mL de DMSO. Estas soluciones
fueron filtradas a través de filtros Sartorius de 0.22
pm y recibidos en un tubo de ensayo estéril. Se
midieron los volimenes necesarios para obtener las
concentraciones seleccionadas previamente (120,
60, 30, 15, 7.5 y 3.75 pg/mL) y se complet a
volumen hasta 2 mL con agua estéril. Se
adicionaron 2 mL del caldo que contenia
Agrobacterium tumefaciens al 1 % (48 horas de
crecimiento) y de forma inmediata se inocularon
los discos con 100 pL de cada una de las
soluciones anteriores.

5. Se incubaron las cajas (tres réplicas por cada
sustancia) a temperatura ambiente (18 °C) debido a
que los discos no pierden humedad facilmente
como sucede a 28 °C.

6. Se realiz6 conteo de los tumores a los 10, 25 y
30 dias y los resultados se expresan de forma
semicuantitativa dependiendo de la comparacién
frente al control de la siguiente forma: Cantidad
méxima de tumores o sea igual al control (+++),
cantidad moderada frente al control (++). Cantidad
inferior o casi nula frente al control (+) y no
crecimiento de tumores (NC), lo que representa
Actividad Antitumoral.

RESULTADOS

Identificacion del Compuesto DOI ((+)-
Curcufenol), 1

Por cromatografia en columna del extracto
cloroférmico se obtuvo un compuesto liquido acei-
toso de color naranja que dio solamente una
mancha con R¢ 0.77 en CCD, Benceno: Acetato de
Etilo (85:15), revelando con vainillina-acido orto-
fosforico y posterior calentamiento a 110° C por 10
minutos. El espectro de masas de alta resolucién
presenta el pico del ion molecular a m/z 218 que
sugiere una férmula quimica C,;sH,,0, lo que
coincide para un compuesto tipo sesquiterpénico.
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El espectro infrarrojo muestra una banda
ancha y fuerte en 3443 cm’ que puede asignarse a
un grupo OH que estd confirmado por los picos
m/z 148, 135, 121 y 94 en el espectro de masas. El
espectro rmn H' muestra tres sefiales singlete,
representando cada una tres protones (grupo
metilo), a & 2.26, 1.69, 1.53 y una sefial doblete &
1.23, J=7.8 Hz para otros tres protones que
corresponden al cuarto metilo que acopla con un
protén gemelo que muestra una sefial multiplete a
8 3.00 ppm por su acoplamiento con otros dos
protones del siguiente atomo de carbono. El espec-
tro de infrarrojo muestra una seiial a 1619 cm’
para un doble enlace con un protén olefinico que
se puede confirmar por una sefal triplete & 5.13
ppm, en el espectro de rmn 'H .El espectro de IR
muestra bandas a 1584, 1517 y 1506 cm™ para un
anillo aromatico que se confirma por los picos m/z
148, 135, 121 y 94 en el espectro de masas y por
una sefial singlete para un proton & 6.57, una
sefial doblete para un protén & 6.70 J=8 Hz y otra
sefial doblete a & 7.04 J=7.5 Hz en el espectro rmn
'H que indica la presencia de un anillo aromatico
trisustituido en las posiciones 1, 2 y 4, con una
cadena alifatica en la posicién 1 con un doble
enlace terminal bisustituido con dos grupos metilo
que se confirman por las sefales singlete 8 1.69 y
1.53 cada una para tres protones. Con base en lo
anterior el compuesto denominado DO 1 se
identifica como (+)-Curcufenol (I), Figura 1.

La identificacion del compuesto se confirma
por la concordancia de los datos encontrados en el
presente trabajo y los reportados en la literatura
9, 10).

Identificacion del Compuesto DO2
(Curcudiol) IT

El compuesto puro denominado DO2 que es
un liquido aceitoso de color amarillo palido el cual
revel6 una sola mancha de color naranja (R, 0.14),
en el sistema Benceno : Acetato de etilo (85:15),
revelando con vainillina-acido ortofosférico. El
espectro de masas presenté el pico del ion
molecular a m/z 236 que sugiere una formula
condensada C,sH,40,, lo que estd de acuerdo con
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lo esperado para un compuesto tipo sesquiterpeno,
confirmado por las quince sefiales del espectro de
rmn'’C. El espectro infrarrojo presenta una banda
a 3367 cm™ que corresponde a grupos OH, esto se
confirma con el pico m/z 218, del espectro de
masas, el cual se obtiene por la pérdida de una
molécula de agua a partir del ion molecular m/z
236. El espectro rmn H' presenta dos sefiales
singlete: una a & 1.19 que integra para seis
protones que corresponden a los metilos de los
carbonos 1 y 15 y otra seiial 8 2.28 para tres
protones que corresponden a un metilo sobre un
anillo aromético (C13). La seiial doblete & 1.23
J=6.0 Hz para tres protones que corresponde al
cuarto grupo metilo (C 14), que acopla con un
proton gemelo que a su vez acopla con otros dos
protones del siguiente 4tomo de carbono (CS5),
dando una seiial multiplete & 3.06. Ademas el
espectro infrarrojo muestra unas bandas a 1584 y
1518 cm™ que corresponden a vibraciones C=C en
un anillo aromético y una banda a 807 cm™ que
muestra la trisustitucién 1, 2, 4 en dicho anillo
aromatico. La aromaticidad se confirmé por las
sefiales a 6 7.04 (1H,d, J=8 Hz), 6.71 (1H, d,
J=8.5 Hz) , 6.57 (1H, s) y por los fragmentos de
espectro de masas a m/z 135, 121 y 94. Los datos
espectroscOpicos nos sugieren un compuesto
aromdtico trisustituido (posiciones 1, 2, 4) con una
cadena alifatica en la posicion 1, la cual posee dos
grupos metilo terminales y un grupo hidroxilo.

Con base en lo anterior y lo reportado en la
literatura (10) se establecié que la identidad del
compuesto DO 2 corresponde al Curcudiol (II),
Figura 1.

Esta es la primera vez que se reporta el
aislamiento del Curcudiol, de la esponja marina
Didiscus oxeata, que puede tener importancia
quimiotaxondmica.

Bioensayos
Concentracién Letal 50

Con los datos obtenidos, se aplicé el andlisis
estadistico por Probits utilizando el programa
sistematizado ya mencionado en la parte expe-
rimental. Los resultados se encuentran consignados
en la Tabla 1.

Las concentraciones letales medias halladas
para los extractos metandlico y cloroférmico (5.57
y 0.54 pg/mL), respectivamente, guardan una
relacion de (10:1). La  toxicidad mayor del
extracto cloroférmico pudo deberse a la presencia
de varios compuestos capaces de potenciar la
actividad y aumentar la toxicidad sobre las larvas
de A. salina; a diferencia del extracto metanélico
que mostré contener pocos Compuestos.

En cuanto a los compuestos aislados, la CLs
del Curcudiol (0.69 pg/mL) es unas 4.5 veces
menor que la del (+)-Curcufenol (3.19 pg/mL) lo
que indica que el primer compuesto es mas téxico
que el segundo. Una razén aparente para explicar

II

Figura 1. Estructura quimica de las sustancias aisladas.
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este resultado puede ser la mayor solubilidad del
primero, lo cual lo haria mds disponible para
afectar al organismo de prueba (A. salina).

Como observacién global se puede decir que los
dos compuestos aislados, si bien estan presentes en

ambos extractos, son mucho mais téxicos en forma
individual que el xtracto metanélico pero parece
existir cierto sinergismo que explicaria la toxicidad
del extracto cloroférmico.

Tabla 1. Concentracién letal media de los extractos y compuestos aislados

Extractos o compuestos analizados CLso (ug/mL) Intervalos de confianza (95%)

Extracto Metanélico 5.57 1.21-11.61

Extracto Cloroférmico 0.54 0.19-1.12

(+)-Curcufenol 3.19 1.53 - 4.85

Curcudiol 0.69 0.03 - 6.06

Actividad Antitumoral tividades antitumorales reportadas para el (+)-

Los tumores formados a los 10 dias fueron
apenas apreciables, por esta razén se realizaron
observaciones a los 25 y 30 dias al cabo de los
cuales estan desarrollados lo que permite establecer
la comparacion cualitativa con los controles y
blancos.

En el caso del extracto cloroférmico se pre-
sentd inhibicién en concentraciones mayores de 60
pg/mlL, la cual fue la respuesta més alta de las cua-
tro sustancias evaluadas, mientras se¢ observd que
la actividad continda de manera decreciente, en el
mismo rango de concentraciones ensayadas de la
siguiente forma: Extracto cloroférmico, Curcudiol,
Extracto metandlico y (+)-Curcufenol. A
concentraciones inferiores de 60 pg/mL no se
presento inhibicién en ninguno de los cuatro casos
lo que demuestra linearidad entre la dosis y la
respuesta.

Estos resultados se corroboran con los obte-
nidos en el bioensayo de A. salina y se justifican de
la misma manera. Es decir el curcudiol que es un
compuesto mds polar que el (+)-curcufenol mostrd
ser mas toxico (CL 5o menor), por su polaridad y
adem4s es més activo biol6gicamente. El extracto
cloroférmico es mds toxico y més activo bioldgi-
camente por su alto contenido de curcudiol y cur-
cufenol y otros compuestos que el extracto meta-
ndlico. Los resultados estan de acuerdo con las ac-
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Curcufenol en lineas celulares P-388 (10).

Como observaciéon global de los resultados
obtenidos en los bioensayos realizados puede de-
cirse que tanto los extractos cloroférmico y meta-
nélico como los compuestos aislados (+)-Cur-
cufenol y Curcudiol mostraron una actividad
biolégica alta debido a las bajas concentraciones
utilizadas para obtener resultados apreciables,
razén por la cual pueden considerarse como
candidatos para el desarrollo de otros ensayos con
el fin de tener futuros medicamentos empleados en
la quimioterapia del cancer.

Agradecimientos

Agradecemos el Departamento de Farmacia
de la Universidad Nacional de Colombia vy
Colciencias por sus apoyos financieros del presente
trabajo a través del proyecto “Metabolitos de
esponjas marinas de interés quimico, quimio-
taxondmico y farmacoldgico” dirigido por la
profesora Carmenza Duque del Departamento de
Quimica.

55



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO-FARMACEUTICAS

BIBLIOGRAFiA

1. T. Ichiba, W. Y. Yoshida, P. J. Sheuer, T. Higa,
D.G. Gravalos, Hennoxazoles: Bioactive bisoxazoles
from a marine sponge. J. Am. Chem. 113, No. 8, 3173
(1991). Citado en ASFA Base de datos SIDES,
Hemeroteca Nacional Universitaria, Santafé de Bogota.
2. I Fabian, L. Shur, I. Bleiberg, A. Rudi, Y. Kashman,
M. Lishner, Growth modulation and differentation of
acute myeloid leukemia cells by jaspamide. Exp. Hemat.
23, N°. 7, 583 (1995). Citado en BA Base de datos
SIDES, Hemeroteca Nacional Universitaria, Santafé de
Bogota.

3. G. Bifulco, I. Bruno, L. Micale, R. Riccio, Novel
HIV-inhibitory halistanol sulfates F-G from a marine
sponge Pseudoaxinissa digitata. J. Nat. Prod. 57, N°. 1,
164 (1994). Citado en ASFA Base de datos SIDES,
Hemeroteca Nacional Universitaria, Santafé de Bogota.
4. S. P. Gunasekera, P. J. McCarthy, M. Kelly-Borges,
Hamacanthins A and B, new antifungal bis indole
alkaloids from the deep water marine sponge,
Hamacantha sp. J. Nat. Prod. 57, N°. 10, 1437 (1994).
Citado en ASFA Base de datos SIDES, Hemeroteca
Nacional Universitaria, Santafé de Bogota.

5. M. V. D Auria, L. G. Paloma, 1. Minale, A. Zampella,
C. Debitus, A novel cytotoxic macrolide, superstolide B,
related to superstoolide A, from the New Caledonian
marine sponge Neosiphonia superstes. J. Nat. Prod. 57,
1595 (1994). Citado en ASFA Base de datos SIDES,
Hemeroteca Nacional Universitaria, Santafé de Bogota.

56

6. K. F. Albizati, T. Holman, D. J. Faulkner, K. B.
Glaser, R. S. Jacobs, Luffarillolide, an anti-
inflammatory sesterterpene from the marine sponge
Luffariella sp.. Experientia 43, N°. 8, 949 (1987).
Citado en ASFA Base de datos SIDES, Hemeroteca
Nacional Universitaria, Santafé de Bogota.

7. A. M. Salama, A. P. Hinestroza, M. del Pilar Chaves,
Fito y bioanalisis de algunas plantas utilizadas en la
medicina popular con posible actividad biologica. .
Revista Colomb. Cienc. Quim. Farmac. N°. 25, 44
(1996).

8. C. Guzman, S. Velazquez, “Estudio preliminar de la
actividad antitumoral por el método del disco de papa de
varias plantas utilizadas en la medicina popular”, Tesis
Quimica Farmacéutica, Universidad Nacional de
Colombia, 1994.

9. C. Duque, S. Zea, J. De Silvestri, A. Calderon, A.
Medina, Actividad bioldgica vs. composicion quimica
del extracto cloroférmico de la esponja marina Didiscus
oxeata. Rev. Col. Quim. 17, N°. 1-2, 39 (1988).

10. A. E. Wright, S. A. Pomponi, O. J. McConell, S.
Kohmoto, J. McCarthy, (+)-Curcuphenol and (+4)-
Curcudiol, sesquiterpenes phenols from shallow and
deep water collections of the marine sponge Didiscus
Sflavus. J. Nat. Prod. 50, N°. 5,976 (1987).

No. 29, 2000



