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RESUMEN: En la busqueda de actividad antitumoral en el desarrollo de firmacos, se requiere evaluar la
actividad citotéxica de manera preliminar, con el fin de realizar otras potenciales actividades como antitpro-
liferacién y efecto genotéxico. En la evaluacion de diferentes fracciones obtenidas de esponjas marinas del
Caribe Colombiano se ha encontrado actividad antiproliferativa en algunas de ellas. Por lo anterior, en este
trabajo se evalud la actividad citotoxica de trece fracciones obtenidas de las esponjas marinas Amphimedon
compressa, Cinachyrella kuekenthali, Svenzea zeai e Ircinia campana para determinar su potencial citotoxico,
en las lineas celulares Jurkat clon E6-1 y CHO-K1. Se emplearon las técnicas de MTT y coloracién vital de
Azul de Tripano para evaluar su citotoxicidad y viabilidad para determinar su concentracién inhibitoria me-

dia. En conclusién, los resultados muestran que ninguna fraccion, presenta actividad citotdéxica significativa.

PALABRAS CLAVE: Amphimedon compressa, Azul de tripano, Cinachyrella kuekenthali, Ircinia campa-
na, MTT, Svenzea zeai, Viabilidad.

ABSTRACT: In the search for antitumor activity in drug development is necessary to evaluate preliminary
the cytotoxic activity, in order to search for other activities as antitproliferative and genotoxic potential effect.
The evaluation of different fractions obtained from marine sponges from Colombian Caribbean has been found
antiproliferative activity in some of them. Therefore, in this study we evaluated the cytotoxic activity of
thirteen fractions obtained from marine sponges Amphimedon compressa, Cinachyrella kuekenthali, Svenzea
zeai and Ircinia campana were evaluated to determine their cytotoxic potential in Jurkat clone E6-1 cells,
and cell line CHO-K1. The techniques used were MTT test and trypan blue assay to assess cytotoxicity and
viability in order to determine their half inhibitory concentration. Results show that no single fraction has

significant cytotoxic activity.
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1. INTRODUCCION

El medio marino constituye una importante fuente de productos con potencial valor agregado,
algunos, han sido usados como nuevas materias primas en la industria alimenticia, farmacéutica,
cosmeética, biologia molecular, enzimas, agroquimicos y en el desarrollo farmacolégico de nuevos
compuestos, algunos de ellos se encuentran en fases preclinica y clinica y otros, en proceso de sinte-
sis (Amador et al., 2003; Cragg et al., 2006; Haefner, 2003; Newman & Cragg, 2003, 2004a, 2004b,
2007). Las esponjas son importantes fuentes de compuestos bioactivos promisorios, de las cuales
se han aislado més de 2000 compuestos con diferentes estructuras y actividad biolégica (Faulkner,
2000, 2001, 2002). Se han reportado algunos compuestos citotéxicos con potencial antitumoral de

diferentes especies de esponjas incluidas las del Mar Caribe (Mora-Cristancho et al., 2007).

La gran complejidad estructural de muchos de los compuestos de origen marino, hacen poco viable
su sintesis quimica, por sus altos costos y tiempo de elaboracién. Por otro lado, estos compuestos
se encuentran en trazas, lo que dificulta su estudio quimico. Lo anterior, estimula la busqueda de
productos potenciales con valor agregado y da luces sobre la posibilidad de realizar cultivos celula-
res para producir in vitro el compuesto deseado (De Rosa et al., 2003; Osinga et al., 1998; Sipkema
et al., 2003a, 2005b).

En Colombia, existen pocos estudios enfocados a la valoracién citotéxica, genotdxica y antipro-
liferativa de las sustancias de origen marino. Estudios recientes han reportado la evaluacién de
diferentes fracciones obtenidas de esponjas marinas del Caribe Colombiano y se ha encontrado
actividad antiproliferativa en algunas de ellas (Marquez, 2010), lo cual las hace promisorias para
evaluaciones citotoxicas y genotodxicas, y como potenciales candidatas en el desarrollo de medica-

mentos antitumorales.

Los lineamientos para evaluar sustancias antitumorales descritos por el NCI sugieren utilizar
lineas celulares de un panel de 60 diferentes (NCI-60), que incluye lineas de ocho melanomas,
seis leucemias, ocho canceres de mama, dos de préstata, nueve de pulmén, siete de colon, seis de
ovario, ocho de rinén y seis de cancer del sistema nervioso central. Para las evaluaciones citotoxicas
en cada linea celular se utilizan diferentes concentraciones dependiendo de la naturaleza de la
muestra y se determina el IC5y (Boyd & Paull, 1995; Chakravarti & Klopman, 2008), el cual es el
valor de referencia utilizado en evaluaciones posteriores, entre las que se encuentran las pruebas de
genotoxicidad y de ciclo celular. Si este valor es superior a 100 pg/mL, la fraccién no se considera
promisoria, por lo cual no se realizan evaluaciones adicionales de genotoxicidad y efecto sobre ciclo

celular.
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Las pruebas de citotoxicidad in vitro mas frecuentemente utilizadas, incluyen el uso de colorantes
vitales como azul de tripano y pruebas de la actividad metabdlica basado en el uso de la sal de
tetrazolio conocida como MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetildiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolio) (Slater,
2001). La prueba de MTT de tipo metabdlico muestra la reduccién por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa lo cual se observa por el cambio de color de un compuesto amarillo a otro
de color azul, insoluble en soluciones acuosas (formazin), determinando la funcionalidad de las
mitocondrias tratadas. La cantidad de formazan generado es directamente proporcional al namero

de células viables.

En este estudio, se evalud el efecto citotéxico con potencial farmacolégico antitumoral de fracciones
de las esponjas marinas Amphimedon compressa, Cinachyrella kuekenthali, Svenzea zeai e Ircinia
campana en las lineas celulares de mamifero, Jurkat y CHO-K1 mediante ensayos MTT y coloraciéon

vital de azul de tripano.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Mantenimiento y condiciones de cultivo de la lineas celulares utilizadas

Todos los experimentos se realizaron con cultivos en fase exponencial de las lineas celulares Jurkat
clon E6-1 (leucemoide humana ATCC TIB-152) y CHO-K1 (ovario de hdmster chino, ATCC N*
CCL-61) y propagadas en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Estados Unidos), suplementado
con 5% de suero fetal bovino (Lonza, Estados Unidos). Los cultivos celulares fueron incubados a

una temperatura de 37°C% y en el caso de la linea celular Jurkat en una atmésfera himeda con
CO2 al 5%.

La linea celular Jurkat, fue obtenida de sangre periférica de un nino de 14 anos con leucemia
linfobléstica aguda (Schneider, 1977). El cariotipo de las células es pseudodiploide, el nimero de
cromosomas es 46, XY, en el 74% de los casos y contiene poliploidias en el 5,3% con alteraciones
tales como 2-18 del (2) (p21p23), del (18) (pl1.2), con cromosomas X y Y normales. Esta linea

celular crece en suspensiéon formando racimos, su ciclo celular estimado es de 18 horas.

La linea celular CHO es una linea celular establecida obtenida a partir de un explante de tejido de
ovario de hamster chino (Cricetulus griseus) (Kao & Puck, 1968). En esta evaluacién, se usé el clon
CHO-K1 subclon derivado de la linea parental CHO. La linea original se caracteriza por ser euploide
con un numero modal cromosémico de 20-21, posee 10-13 marcadores cromosémicos bien definidos,
cariotipo heteromérfico. Este tipo de células crecen en monocapa adheridas al sustrato y su ciclo
celular estimado es de 14 horas. Es ampliamente utilizada en estudios para evaluar genotoxicidad

por su pequeno numero de cromosomas y su facil manejo (Sanchez-Lamar, 1999).
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2.2. Fracciones evaluadas

Cada muestra de esponja himeda fue cortada en pequenos pedazos (aproximadamente 3 x 3 cm) y
posteriormente extraida con solventes de diferente polaridad (etanol, diclorometano y n-hexano) de
la siguiente manera: la muestra de esponja se extrajo exhaustivamente con etanol hasta desapari-
cion del color, el extracto fue filtrado y posteriormente evaporado a sequedad con presién reducida
y agitacién constante a una temperatura menor a 40°C. El mismo procedimiento se repitié con
los solventes diclorometano y hexano. Los extractos secos obtenidos se conservaron refrigerados,

protegidos de la luz, el aire, el calor y la humedad.

Los extractos etandlicos de las esponjas Cinachyrella kuekenthali, Ircinia campana, Amphimedon
compressa y Svenzea zeai se sometieron a fraccionamiento por cromatografia instantdnea, usan-
do silica gel en fase reversa (Cig) como fase estacionaria y como fase moévil de usaron 500mL
de los siguientes solventes: agua (100 %), agua/metanol (50:50 y 25:75), metanol (100 %), meta-
nol/diclorometano (75:25 y 50:50) y diclorometano (100 %). Las fracciones obtenidas se concentra-
ron bajo presién reducida y agitacién constante a una temperatura menor a 30°C, se disolvieron con
metanol y diclorometano de acuerdo a su solubilidad para ser transferidas a un recipiente adecuado,
se rotularon, se llevaron a sequedad con argén a un flujo de 5 mL/min y luego se guardaron bajo

refrigeracién.

Estas fracciones fueron disueltas en solventes como DMSO, etanol o PBS dependiendo de un
gradiente de polaridad con el fin de tener representatividad de distintos acidos grasos (Tabla. Una
vez evaluados para actividad bioldgica, si las fracciones dan promisoria para actividad antitumoral,

se procede a estudiar quimicamente los componentes de la misma.

Tabla 1: Fracciones de acidos grasos obtenidas de esponjas marinas.

Esponja Nomenclatura Caracteristica Solvente

AC-F1

AC-F2 Fraccién no polar DMSO

AC-F3

AC-F4

AC-F5 Fraccién polar Etanol

AC-F6

CK-F1

Cinachyrella kuekenth (CK) CK-F2 Fraccién no polar DMSO

CK-F3

CK-F4

SZ-F1 . PBS
Fraccién polar

SZ-F2

Ircinia campana (IC) IC-F1 Fraccién polar PBS

Amphimedon compressa (AC)

Svenzea zeai (SZ)
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2.3. Condiciones de tratamiento

Se utiliz6 una suspensién celular a una concentracién de 6000 células/mL de la linea celular Jurkat
y 8000 células/mL de CHO-K1, las cuales se sembraron en platos de cultivo de 96 pozos (Falcon,
Estados Unidos), en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (Lonza, Estados Uni-
dos) al 5%, incubados a 37°C en una atmdsfera himeda de CO2 al 5% por un periodo de 48 horas.
Posteriormente, se adicionaron diferentes concentraciones de la fraccion a evaluar y se incubaron

minimo por 20 horas, equivalentes a un ciclo celular.

Se evaluaron las concentraciones de 25, 50, 100 y 200 ug/mL de las esponjas marinas Amphimedon
compressa, Cinachyrella kuekenthali, Svenzea zeai e Ircinia campana, segin se muestra en las Tablas
4,5, 6y 7 de los Resultados. Las fracciones fueron disueltas en DMSO, etanol 6 PBS dependiendo
de la polaridad de la muestra, se usé6 como control en cada uno de los experimentos, la mayor
concentracién de solvente usada en los tratamientos. Los controles negativos fueron las células sin
tratar y el control sin células. Como control positivo se utiliz6 HyOg, 25 pM. Se realizaron tres

experimentos independientes y cada uno por duplicado.

2.4. Pruebas de citotoxicidad
2.4.1. MTT

En esta prueba, se siguié la metodologia descrita por Mosmann en 1983 con algunas modificaciones.
Luego de las 20 horas de tratamiento, a cada pozo se le adicioné 10uL de MTT (5 mg/mL) (Sigma,
Estados Unidos), se incubé en la oscuridad a 37°C y 5% de CO2 por 4 horas. Se adicioné 100 uL
de isopropanol acido en cada pozo para disolver los cristales dejando en agitacién alrededor de 24
horas. La absorbancia se midié a una longitud de onda de 570nm utilizando un espectrofotémetro
(Multiskan Spectrum, ThermoScientific). La viabilidad se calculé usando la ecuacién y la
significancia estadistica se calculé usando la prueba Probit con el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV para determinar el valor del ICs¢ aproximado.
Absorbancia de células tratadas

Viabilidad celular = 100 >
“oViabilidad celular Absorbancia de células no tratadas * (21)

2.4.2. Azul de Tripano

Se colorearon las suspensiones celulares con azul de tripano al 0,4% previamente tratadas con
las fracciones en las condiciones descritas para los tratamientos. Se cuantificé el porcentaje de
viabilidad celular por conteo del nimero de células muertas (coloracién azul) y el de células vivas
(no coloreadas) (Ecuacion [2.2]).

Células vivas

jabilidad celular = ———— x 1 2.2
%Viabilidad celular Cdulos totalos x 100 (2.2)
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3. RESULTADOS

3.1. Pruebas de MTT y Azul de Tripano de Fracciones no polares de
Amphimedon compressa

La Tabla [2] muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante las pruebas MTT y
azul de tripano sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no polares de la
esponja Amphimedon compressa. Unicamente la méxima concentracién de la fraccién AC-F1 fue
disuelta en DMSO al 10 %, mientras que las otras fracciones AC-F2 yAC-F3 fueron disueltas a una
concentracién del 3,3 y 5%, respectivamente. En este experimento, el control de solvente utilizado
fue DMSO al 10 %.

Tabla 2: Porcentaje de viabilidad en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no polares de A.
compressa AC-F1, AC-F2, AC-F3. El control de solvente: DMSO al 10 %.

., Concentracién MTT Azul de tripano
Fraccién
(pg/mL) Jurkat CHO-K1 Jurkat CHO-K1
25 81,7 91 91,3 97
ACF1 50 73,1 85 99,6 99,9
100 75,1 45,2 95,9 91,1
200 27,2 10,8 52,1 69,6
25 98,7 97,1 99,3 100
ACF2 50 76,6 74,2 99,4 100
100 87,4 72,1 99,2 92,2
200 70,7 37,5 93,3 91,4
25 87,1 89,6 99,8 98,2
ACLF3 50 81,9 73,1 99,3 96,2
100 74,7 71,3 88,4 91,1
200 30,3 29,1 4,6 63,7
DMSO 10% 25,3 10,1 22,7 10,0

La Figura || muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba MTT sobre

células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no polares de la esponja A compressa.

La Figura[2 muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba azul de tripano

sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no polares de la esponja A. compressa.

En ambas figuras se puede observar una disminucién de la viabilidad con respecto a la concentracién
de las fracciones evaluadas, siendo mds evidente en la concentracién de 200 pg/mL diluida con
DMSO al 10%. No obstante, la méxima concentracién de DMSO que no causa efecto citotéxico

comparada con el control es de 2.5 %, lo cual se puede observar en la Tabla
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Figura 1: Porcentaje de viabilidad con MTT en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones AC-F1, AC-F2
y AC-F3 de A. compressa. El control de solvente: DMSO al 10 %.
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Figura 2: Porcentaje de viabilidad con Azul de tripano en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones
polares AC-F1, AC-F2 y AC-F3 de A. compressa. El control de solvente: DMSO al 10 %.

3.2. Pruebas de MTT y Azul de Tripano de Fracciones polares de A. compressa

La Tabla [3] muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante las pruebas MTT y azul
de tripano sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares de la esponja A.

compressa.

La Figura |3| muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba MTT sobre

células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares de la esponja A. compressa.

La Figura [4 muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba azul de tripano

sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares de la esponja A. compressa.

Las Figuras [3| y [4] muestran que no hay relacién aparente entre la viabilidad celular y la concen-
tracién de las fracciones utilizadas. En la prueba del MTT se observan viabilidades superiores al

control negativo (mayores al 100 %).
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Tabla 3: Porcentaje de viabilidad en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares AC-F4, ACF5 y
AC-F6 de A. compressa. El control de solvente: etanol 4,5 %.

., Concentracién MTT Azul de tripano
Fraccion
(pg/mL) Jurkat CHO-K1 Jurkat CHO-K1
25 116,4 93,2 98,5 97,6
AC-F4 50 115,4 95,3 96,7 98,3
100 101,3 90,3 98 97,1
200 98,5 70,3 94,5 97,6
25 105,4 105,5 96,7 ND
N
AC-F5 50 98,4 100,9 93,5 D
100 105,5 104,3 94,5 ND
200 106,5 ND 92,5 ND
25 113,9 104,9 93,9 98,5
50 130,4 89,9 93,8 98,1
AC—F6 k) bl b k)
100 102 93,2 94 96,8
200 111,8 80,8 92,6 96,4
Etanol 4,50 % 100,7 95,7 98,5 98,6
140 - Jurkat 140 CHO-K1
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% 100 D\: 100 s, e
®
o 90 1 0 -
o
o 80 - €0 A
o
HER 0 -
e
& 20 20
] r T T y 0 T T T )
25 S0 100 200 25 S0 100 200
Concentracion (ug/mL) Concentracion (pg/mL)
s AC-F4 il AC-FS sty AC-FE

Figura 3: Porcentaje de viabilidad con MTT en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares AC-F4,
AC-F5 y AC-F6 de A. compressa. El control de solvente: etanol 4,5 %.
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Figura 4: Porcentaje de viabilidad con Azul de tripano en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones
polares de A. compressa AC-F4, AC-F5 y AC-F6. El control de solvente: etanol 4,5 %.
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3.3. Pruebas MTT y Azul de Tripano de Fracciones no polares de Cinachyrella
kuekenthals

La Tabla [4| muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante las pruebas MTT y azul
de tripano sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no polares de la esponja

Cinachyrella kuelenthali.

Tabla 4: Porcentaje de viabilidad con MTT y azul de tripano en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las
fracciones no polares CK-F1, CK-F2, CK-F3 y CK-F de C. kuekenthali. El control de solvente: DMSO al 2,5 %.

L, Concentracion MTT Azul de tripano
Fraccién
(pg/mL) Jurkat CHO-K1 Jurkat CHO-K1
25 119,3 103,8 100 100
122,1 1
CK.F1 50 , 00,5 99,9 99,9
100 114,1 100,2 99,6 97,7
200 102 100,1 99,3 97
25 115,4 94,6 100 100
121,4 1 1
CK-F2 50 , 99,5 00 00
100 81,5 100,2 99 95,7
200 93,8 100,2 99,2 95
25 103,4 108,23 100 100
50 146,5 100,29 99,2 99,2
CK-F3 ’
100 125,7 100,01 99,3 97,4
200 124,1 100,18 90,2 98,5
25 148,7 96,2 100 100
111,4 4
CK-F4 50 , 94,3 98,5 98,5
100 121,3 100,1 99,5 96,7
200 91,9 100,3 98,9 97
DMSO 2,50 % 99,7 93,7 96,9 89,5

La Figura |o| muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba MTT sobre

células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no polares de la esponja C. kuelenthali.
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Figura 5: Porcentaje de viabilidad con MTT en células Jurkat y CHO-K1tratadas con las fracciones no polares
CK-F1, CK-F2, CK-F3 y CK-F4 de C. kuekenthali. El control de solvente: DMSO al 2,5 %.
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La Figura [0l muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba azul de tripano

sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no polares de la esponja C. kuekenthali.
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Figura 6: Porcentaje de viabilidad con Azul de tripano en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones no
polares CK-F1, CK-F2, CK-F3 y CK-F4 de C. kuekenthali. El control de solvente: DMSO al 2,5 %.

Las Figuras[p]y [flmuestran que no hay relacién aparente entre la viabilidad celular y la concentracién

de las fracciones utilizadas. En la prueba del MTT se observan viabilidades superiores al control

negativo (mayores al 100 %).

3.4. Pruebas de MTT y Azul de Tripano de Fracciones polares de Svenzea zeat

La Tabla [5| muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante las pruebas MTT y azul

de tripano sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares de la esponja Svenzea

zeai.

Tabla 5: Porcentaje de viabilidad en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares SZ-F1 y SZ-F2 de

S. zeai. El control de solvente: PBS al 2,5 %.

. Concentracién MTT Azul de tripano
Fraccién
(pg/mL) Jurkat CHO-K1 Jurkat CHO-K1

25 82,64 92,55 93,86 96,94

2 4

S7F1 50 78,83 79,96 95, 96,47
100 81,48 98,56 92,43 94,02

200 81,89 94,98 92,58 94,39

25 84,61 94,16 92,1 96,74

2 2 44

S7.F2 50 82,5 95,25 95, 96,96
100 84,72 83,08 94,38 95,55

200 78,89 80,53 95,12 92,1

PBS 2,5 89,83 89,83 96,3 96,46

La Figura[7] muestra los resultados graficados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba MTT

sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares de la esponja Svenzea zeai.
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Figura 7: Porcentaje de viabilidad con MTT en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares SZ-F1
y SZ-F2 de S. zeai. El control de solvente: PBS al 2,5 %.

La Figura [§| muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba azul de tripano
sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con las fracciones polares de la esponja Svenzea zeai. A la
fraccién SZ-F3 no se le realizé la prueba de azul de tripano debido a que la cantidad de muestra

disponible fue insuficiente para realizar las demas pruebas.

Jurkat CHO-K1

Porcentaje de Viabilidad
8 &8 8 8
8 &8 8 8

o
!
o
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25 S0 100 200 PBS 2,5% 25 S0 100 200 PBS 2,5%
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Figura 8: Porcentaje de viabilidad con Azul de tripano en células Jurkat y CHO-K1tratadas con las fracciones
polares SZ-F1 y SZ-F2 de S. zeai. El control de solvente: PBS al 2,5 %.

Las Figuras[7]y[§|muestran que no hay relacién aparente entre la viabilidad celular y la concentracién

de las fracciones utilizadas.

3.5. Pruebas de MTT y Azul de Tripano de la Fraccion polar de Ircinia
campana

La Tabla [6] muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante las pruebas MTT y azul de

tripano sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con la fraccion polar de la esponja Ircinia campana.
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Tabla 6: Porcentaje de viabilidad en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con la fraccién polar IC-F1 de I. campana.
El control de solvente: PBS al 2,5 %.

IC-F1 Concentracién (ug/mL)  MTT  Azul de tripano

25 108,94 98,02
50 114,94 98,63

Jurkat 100 115,97 99,11
200 118,85 98,26

PBS 2,5% 99,08 98,46

25 103,46 97,07

50 83,02 94,89

CHO-K1 100 119,21 95,12
200 101,12 97,42

PBS 2,5% 93,01 96,4

La Figura[J|muestra los resultados de los ensayos de viabilidad mediante las pruebas MTT y azul de

tripano sobre células Jurkat y CHO-K1 tratadas con la fraccién polar de la esponja Ircinia campana.
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5100 4 100 4
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5 & - 60 4
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0 , 0+ T T T |
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Figura 9: Porcentaje de viabilidad con a) MTT y b) azul de tripano en células Jurkat y CHO-K1 tratadas con la
fraccién polar IC-F1 de I. campana. El control de solvente: PBS al 2,5 %.

La Figura [9] muestran que no hay relacién aparente entre la viabilidad celular y la concentracién
de las fracciones utilizadas. En la prueba del MTT se observan viabilidades superiores al control

negativo (mayores al 100 %).

3.6. 1Cj5q estimados con la prueba Probit

Los IC50 obtenidos mediante la prueba Probit muestran que esos valores estimados no estan
incluidos en los rangos de evaluacién usados en las pruebas de antiproliferacién y genotoxicidad,
teniendo en cuenta los criterios del NCI para la evaluacién de fracciones con potencial actividad
bioldgica en el desarrollo de farmacos (Boyd & Paull, 1995; Chakravarti & Klopman, 2008).
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

Para las evaluaciones citotoxicas en cada linea celular se utilizan diferentes concentraciones depen-
diendo de la naturaleza de la muestra y se determina el IC59 (Boyd & Paull, 1995; Chakravarti
& Klopman, 2008), el cual es el valor de referencia utilizado en evaluaciones posteriores, entre las
que se encuentran las pruebas de genotoxicidad y de ciclo celular. Si este valor es superior a 100
pug/mL, la fraccién no se considera promisoria, por lo cual no se realizan evaluaciones adicionales

de genotoxicidad y efecto sobre ciclo celular.

Las fracciones de acidos grasos AC1-3, de la esponja marina Amphimedon compressa, revelan un
incremento de la citotoxicidad de las fracciones a medida que incrementa la concentracién en ambos
tipos celulares. Las graficas del porcentaje de viabilidad con MTT y azul de tripano (Figuras|l|y
permiten inferir que las fracciones aumentan su actividad en la misma proporciéon que aumenta la
concentracién. Esto podria explicarse porque en estos casos el DMSO utilizado en concentraciones
superiores a las recomendadas introdujo un factor de confusién, ya que la concentracion de DMSO al
10 % muestra mayor efecto citotéxico que el de las fracciones evaluadas, en ambos tipos celulares. La
citotoxicidad observada parece mas un efecto del solvente que el verdadero efecto de las fracciones,

por tanto, no se justifica continuar con la evaluacion genotdxica y de ciclo celular de estas fracciones.

Las fracciones de Cinachyrella kuekenthali e Ircinia campana evaluadas por MTT (Tabla [4] y @
mostraron porcentajes de viabilidad superiores al control negativo, lo cual implica que no hay efec-
to citotoxico. Sin embargo, podria considerarse como acelerador del ciclo celular, no obstante lo
anterior, se requieren pruebas de ciclo celular como citometria de flujo, intercambio de cromatides
hermanas, funcién de acumulacion, entre otras para determinar dicho efecto. A pesar de lo anterior,
la regresién lineal simple para determinar el valor del ICsg revelé valores superiores a 500 pg/mL
con nivel de significancia p>0.05, demostrando que no existe relacion entre la concentracion de la
fraccién y la viabilidad (Tabla @, por lo cual no se justificaria realizar evaluaciones de clastogéne-

sis aguda o crénica con el ensayo cometa y la prueba de alteraciones cromosémicas, respectivamente.

La fraccién polar SZF2 Svenzea zeai y las polares de Amphimedon compressa AC-F4-6 evaluadas
por MTT, y analizadas mediante regresién Probit mostraron valores muy altos de 1C5y (Tabla (7).
Por otro lado, la fraccién SZ-F1 mostré valores negativos, muy pequenos con p>0.05, mostrando
que no hay relacién estadisticamente significativa entre la concentracion de la fraccién y la viabi-
lidad celular. Estos valores 1Csy obtenidos no se ajustan a los criterios de seleccién de fracciones
promisorias establecidas por NCI (Boyd & Paull, 1995; Chakravarti & Klopman, 2008), por tal

razén, no justifica continuar con la evaluacién de genotoxicidad y ciclo celular.
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Tabla 7: ICs¢ de la prueba del MTT de las fracciones de esponjas usando andlisis Probit. Las fracciones CK de
Cinachyrella kuekenthali e IC-F1 de Ircinia campana fueron evaluadas con regresién lineal simple ya que los valores

de absorbancia fueron mayores a 1.

ICs0(ug/mL)
Jurkat CHO-K1
AC-F1 141,85 106,66
AC-F2 357,68 141,85
AC-F3 149,21 149,57
AC-F4 628,88 288,82
AC-F5 6489,25 13749,96
AC-F6 1223,35 477,02
CK-F1 667,18 3491,60
CK-F2 526,50 1960,34
CK-F3 1233,48 1744,68
CK-F4 356,23 4560,74
SZ-F1 -5245,59 -315,17
SZ-F2 959,39 384,06
IC-F1  -1300,59  -1154,96

Fraccién

Los resultados mostrados por los controles de los solventes etanol (4,5%) y PBS (2.5%) estén de
acuerdo con lo esperado. En el caso del DMSO al 10%, se usé como control porque a esa con-
centracion se pudieron disolver los acidos grasos de las fracciones a evaluar, que son poco solubles
en solventes no polares, no obstante su gran toxicidad a esa concentracion. Sin embargo, como se
observa en los resultados para Amphimedon compressa, no hubo efecto citotéxico relevante en las
fracciones evaluadas, asi, los IC50 obtenidos fueron superiores a 100 pg/mL (Figura v |2) a pesar
de haber usado DMSO al 10 %. Esta concentracién de DMSO al 10% es mds usada en protocolos
de criopreservacién de células vivas (Baust, 2002; Day & Pennington, 1995) que en protocolos de
evaluacién de citotoxicidad, en los cuales se prefieren concentraciones menores a 1 o 2% que de
acuerdo a los reportes dan valores de viabilidad cercanas al control negativo (células no tratadas)
(Boyd & Paull, 1995; Cristancho et al., 2008; Monks et al., 1991), lo cual se puede corroborar en

este estudio en el cual se usé DMSO al 2.5% en la evaluacién de fracciones de C. kuekenthali.

En resumen, las trece fracciones evaluadas no muestran citotoxicidad relevante en células Jurkat
y CHO a concentraciones menores de 100 ug/mL, lo cual no descarta que estas mismas fracciones
puedan ser evaluadas en otras lineas celulares derivadas de cancer o para otras actividades
potenciales en otros modelos celulares tales como antimicrobiana, antifingica, antiplasmdédica,
antileshmania, entre otras, ya que el hecho de no causar citotoxicidad en lineas de mamifero, no
implica que no posean otras actividades potenciales, como se ha reportado para diversos compuestos
o fracciones obtenidas a partir de esponjas marinas (Galeano & Martinez, 2007; Haefner, 2003;
Kijjoa & Sawangwong, 2004; Mayer et al., 2011). Sin embargo, se recomienda evaluar desde el

punto de vista quimico las tres fracciones no polares de Amphimedon compressa que muestran un
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efecto citotéxico en concentraciones mayores de 100 ug/mL y realizar las respectivas pruebas de

citotoxicidad, genotoxicidad y de ciclo celular a los compuestos puros obtenidos de ellas.

5. CONCLUSION

Las trece fracciones evaluadas no mostraron efecto citotoxico, por tanto, los resultados obtenidos
sugieren que las trece fracciones evaluadas de las cuatro esponjas de interés, no son promisorias para
realizar otras pruebas biolégicas de genotoxicidad o ciclo celular en las células de mamifero usadas
en este estudio. Sin embargo, estos resultados no descartan que las fracciones evaluadas puedan
mostrar otras actividades citotéxicas potenciales en otros modelos eucaridticos o procaridticos y

aun en otras lineas celulares humanas derivadas de tumor.
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