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RESUMEN: A partir de las esponjas marinas se han obtenido gran cantidad de sustancias con potencial
antitumoral. En este estudio se realizd la evaluacién de la actividad citotoxica, de cinco fracciones de la
esponja marina del Caribe colombiano Topsentia ophiraphidites en las lineas celulares Jurkat y CHO, me-
diante las pruebas de MTT y azul de tripano. Sélo la fraccién niimero 4 (T4) presenté actividad citotéxica
significativa, obteniendo una concentracién inhibitoria media (ICs5q) de 33 pg/mL para las células Jurkat y
58 pug/mL para las células CHO, sugiriendo la necesidad de realizar posteriores ensayos de genotoxicidad y

efectos sobre el ciclo celular.
PALABRAS CLAVE: Jurkat, CHO, citotoxicidad.

ABSTRACT: A great quantity of anticancer potential substances have been obtained from marine spon-
ges. In this study was performed the evaluation of the cytotoxic activity of fractions from the Colombian
Caribbean marine sponge Topsentia ophiraphidites in the cell lines Jurkat and CHO, through MTT assay
and tripan blue staining. Only the fraction number four (T4) had cytotoxic activity, with a median inhibitory
concentration (ICsq) of 33 pug/mL for Jurkat cells and 58 pg/mL for CHO cells. Future trials of genotoxicity

and effects on cell cycle could be perform with fraction T4.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte especialmente en paises en desarrollo. La efi-
cacia de los medicamentos con los que se trata la enfermedad es menor del 100 %, su especificidad
es limitada, ademéas ocasionan danos en células y tejidos no cancerosos y generan resistencia a la

quimioterapia (Pereira et al., 2012).

En las dltimas décadas se ha incrementado la bisqueda de nuevas sustancias de origen natural con
potencial antitumoral como alternativas de tratamiento. Debido a su gran diversidad bioldgica y
quimica, los océanos constituyen una fuente inmensa para el descubrimiento de drogas antitumora-
les y las esponjas marinas son los principales organismos de estudio ya que debido a su naturaleza
sésil y mecanismo de proteccién a predadores, producen metabolitos secundarios con gran potencial

antitumoral (Sepci¢ et al., 2010).

A partir de las esponjas marinas se ha logrado obtener una gran cantidad de sustancias con poten-
cial antitumoral (Sipkema et al., 2005). El andlogo ara — C sintetizado a partir de los nucledsidos
espongotimidina y espongouridina extraidos de las esponja Cryptotethia cripta es quizas uno de
los compuestos mas usados en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda y su analogo fluorado
Gemcitabina, es una importante herramienta terapéutica en el tratamiento del cdncer pancreati-
co y de pulmén (Jimeno et al., 2006). Otras sustancias que han mostrado actividad antitumoral
se encuentran en etapa preclinica avanzada, como las topsentinas (aislada de Topsentia genitriz,
Spongosorites sp. y Hexadella sp.), la debromohymenialdisina (aislada de Plakellia flabellata, Hy-
meniacidon aldis y Stylotella aurantia), la halichondrina B (aislada de Halichondria okadai), la
jasplakilonida (aislada de Jaspis sp. o Dorypleres splendens), el discodermolido (aislado de Disco-
dermia dissoluta) y el mycaperéxido B (aislado de Mycale sp.). Otros compuestos también aislados
de esponjas marinas, como la isohomohalichondrina B, las espongistatinas y la lamellarina N, asi
como, un alcaloide citotéxico aislado de Biemna sp. y las bastadinas (aisladas de Ianthella sp.) han

mostrado actividad in vitro contra lineas de células tumorales (Mora et al., 2007).

En la Bahia de Santa Marta, Colombia, T. ophiraphidites, se aislé de la fraccién bioactiva del
extracto metandlico, el compuesto triacetato de halistanol, el cual mostré actividad in vitro contra
Staphylococcus aureus (Galeano et al, 2006).

Algunos reportes, muestran que las esponjas del género Topsentia producen varios tipos de com-
puestos, como esteroles, esteroides sulfatados, derivados de acidos grasos (oxilipinas) y alcaloides
especialmente tipo indol (Guzii et al., 2008). La esponja T. genitriz posee alcaloides tipo indélico,
los cuales han mostrado actividad ictiotoxica, antitumoral, antiviral, antiinflamatoria, antimitotica
y antibacterial, entre otras (Gupta et al., 2007). De la esponja marina Topsentia ophiraphidites se

han aislado una gran cantidad de esteroles con potencial antitumoral el méas importante conocido
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es el ophirasptanol trisulfato (Gunasekera et al., 1994).

La primera evaluacion in vitro para encontrar posibles sustancias antitumorales descrita por el
Instituto Nacional de Céncer de los Estados Unidos (NCI) utiliza un panel de lineas celulares de-
rivadas de diferentes tumores, en las cuales se realizan pruebas de citotoxicidad usando un rango
de concentraciones de las sustancias candidatas para determinar el grado relativo de inhibicién del
crecimiento o citotoxicidad en cada linea celular (Boyd, 1995). Estas lineas celulares son conocidas
como las lineas NCI — 60 y estdn conformadas por células provenientes de ocho melanomas, seis
leucemias, ocho canceres de mama, dos de préstata, nueve de pulmon, siete de colon, seis de ovarios,
ocho de rinén y seis de cancer del sistema nervioso central. Con los resultados de las pruebas de
citotoxicidad se halla la concentracién inhibitoria media (ICs9) como la requerida para inhibir el

crecimiento celular (Chakravarti y Klopman, 2008).

Estudios recientes han demostrado que extractos provenientes de esponjas del Caribe colombiano
poseen actividad citotoxica sobre las lineas celulares tumorales A — 549, HT29 y MDA — MB — 231
(Marquez et al., 2011; Marquez et al., 2011); y sobre lineas celulares de leucemia humana Jurkat
y K562 (Marquez et al., 2012). Lo anterior, ha conducido al fraccionamiento de los extractos con
potencial bioactivo de la esponja marina Topsentia ophiraphidites con el fin de evaluar el potencial

citotéxico in vitro en las lineas celulares establecidas CHO y Jurkat.

2. METODOLOGIA

2.1. Fracciones evaluadas

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 atmdsfera hiimeda con
CO2 al 5%.

La linea celular Jurkat, fue obtenida de sangre periférica de un nino de 14 afos con leucemia
linfobldstica 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) (pll1.2), con cromosomas X y Y normales. Esta linea

celular crece en suspensién 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
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ovario de hamster chino (Cricetulus griseus) (Kao y 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).

2.2. Fracciones evaluadas

Las muestras de la especie Topsentia ophiraphidites fueron recolectadas mediante buceo auténomo
en el Golfo de Urabd (Colombia) a una profundidad de 15-21 metros en 2002; luego se limpiaron
cuidadosamente y posteriormente se conservaron a una temperatura de 4 °C y protegidas de la
luz. La especie fue identificada por el Dr. Sven Zea, y una parte de la muestra se encuentra en el

Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad de Antioquia.

Para la obtencién de los extractos cada muestra de esponja hiimeda fue cortada en pequenos pedazos
(aproximadamente 3 x 3 cm) y extraida con solventes de diferente polaridad (etanol, diclorome-
tano y n-hexano) de la siguiente manera: la muestra de esponja se extrajo exhaustivamente con
el solvente hasta la desaparicion del color, el extracto fue filtrado y posteriormente evaporado a
sequedad con presién reducida y agitacién constante a una temperatura menor a 40 °C. Los extrac-
tos secos obtenidos se conservaron refrigerados, protegidos de la luz, el aire, el calor y la humedad
(Marquez, 2009).

El extracto etandlico se sometié a fraccionamiento cromatografico mediante cromatografia instanta-
nea en fase reversa (C18) usando como fase mévil 500 mL de la siguiente serie elutrépica: agua, agua
/metanol (1:1), agua /metanol (1:3), metanol, metanol /diclorometano (3:1), metanol /diclorome-
tano (1:1), y diclorometano. Cada fraccién se concentré en un rotaevaporador a una temperatura
de 40 °C, con presién reducida y agitacién constante. En total se recolectaron 7 fracciones y para
este estudio se seleccionaron aquellas que en un estudio previo mostraron actividad sobre las lineas

celulares tumorales A-549, HT29 y MDA-MB-231 (T2, T3, T4 y T5).

Las fracciones T2, T3, T4 y T5, diluidas en dimetilsulféxido (DMSO) se evaluaron en las lineas
celulares Jurkat y CHO. De cada fraccién, se realizé una solucién stock inicial de 40 mg/mL, a
partir de la cual se realizaron diluciones seriadas en medio simple (RPMI 1640), con las que se
trataron las lineas celulares, usando diferentes concentraciones (50ug/mL, 70 pg/mL y 100pg/mL),

durante 20 horas (tiempo equivalente a un ciclo celular).
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2.3. Lineas celulares

Las dos lineas celulares empleadas son de origen mamifero y fueron usadas para la evaluacion de la
citotoxicidad de las fracciones de la esponja marina Topsentia ophiraphidites entre un modelo de
células normales (CHO) y otro de células leucemoides (Jurkat), disponibles y ampliamente usadas

en el laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin.

Las linea celular CHO-HB4K1(ATCC CCL-61) es un Subclon de la linea parental CHO derivada de
ovario de hdmster chino adulto (Nolan y Kyongbum, 2012), es adherente, aneuploide con nimero
modal cromosémico entre 20-21 cromosomas y posee entre 10-13 marcadores cromosémicos bien
definidos. Su ciclo celular estimado es de 14 horas y la linea celular Jurkat (ATCC TIB-152), esta-
blecida a partir de células de sangre periférica de un nifio de 14 afios de edad con leucemia linfoide
aguda de linfocitos T (Cai et al., 2010). El cariotipo es pseudo-diploide, muchas células presentan

poliploidia, pero los cromosomas X y Y son normales.

Las células en cultivo crecen en suspensién, adoptan una morfologia de linfoblastos y se agregan

formando racimos. Su ciclo celular estimado es de 18 horas.

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de suero fetal bovino
y fueron mantenidas a una temperatura de 37°C. La linea celular Jurkat, ademéas fue mantenida en

una atmodsfera himeda con CO2 al 5 %.

2.4. Ensayos de citotoxicidad

Se evalué la actividad citotdxica de las fracciones en las dos lineas celulares mediante dos ensayos:

2.4.1. Prueba de MTT

La prueba MTT (3-(4,5-dimetihylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) es un ensayo em-
pleado para medir viabilidad celular. La medida de la absorcién del formazan disuelto se correlaciona
con el nimero de células vivas intactas. Los compuestos citotdxicos son capaces de danar y destruir

las células y disminuir la reduccién del MTT a formazan.

Para realizar la prueba MTT, se emplearon platos de cultivos de 96 pozos, en cada uno de los cuales
se adicionaron 5000 6 8000 células Jurkat 6 CHO obtenidas de un cultivo subconfluente en medio
RPMI 1640 suplementado con SBF 5% y después de 48 horas, se adicionaron 10ul de cada una de
las concentraciones (50, 70 y 100ug/ml) de las fracciones a evaluar. Se realizé un control negativo

(células sin tratamiento) y un control del solvente DMSO a una concentracién de 0.03 %.
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El protocolo de MTT se basé en el descrito por Ulukaya et al. (2008) con algunas modificaciones.
Después de 20 horas de tratamiento, se adicioné 20 pul de MTT (Sigma, 5mg/ml) a cada pozo,
se incub6 por 4 horas en oscuridad y luego se adicion6100 pl de isopropanol-acido para diluir los
cristales de formazan formados, se agité y se incubd en oscuridad toda la noche. Finalmente, se
leyé en un lector de placas (Lector de placas Multiskan Spectrum, TermoScientific) a una longitud

de onda 570 nm. En todos los experimentos, se realizaron tres réplicas y por duplicado.

El porcentaje de viabilidad para cada una de las concentraciones fue obtenido mediante la ecuacién
1.

Absorbancia del Tratamient
%Porcentaje de Viabilidad = sorbancia del ratamiento

100 1
Absorbancia del Control Negativo * (1)

El anadlisis estadistico se realizé comparando los promedios de los tratamientos y del control
negativo, obteniendo como variable respuesta el porcentaje de viabilidad. Por otro lado, para hallar
los valores de Concentracién Inhibitoria Media (IC50) se realizé un andlisis Probit con el programa

Statgraphics Centurion.

2.4.2. Prueba de Azul de tripano

Se evalud la viabilidad celular como consecuencia de dafio en la membrana celular, por conteo del
porcentaje de células danadas (coloracién azul), y células sanas (sin color). El protocolo realizado
es el reportado por Costa et al. (2008). Brevemente, se incubaron con azul de tripano al 0,4 %,
alicuotas de las suspensiones celulares tratadas con las diferentes concentraciones de las fracciones
(50, 70 y 100 pug/ml) durante 20 horas. Se cuantific6 la viabilidad celular por conteo del porcentaje
de células danadas, las cuales se diferenciaron de las células sanas por presentar coloracion azul
como consecuencia del dano en su membrana celular. Se realizé un control negativo (células sin
tratamiento) y un control del solvente DMSO con una concentracién de 0.03 %. La viabilidad celular
se cuantific6 mediante la ecuacién (2). En todos los experimentos se realizaron tres réplicas y por

duplicado.

# de Células vivas y @)
# de Células totales

El anAlisis estadistico se basé en la comparacién de los promedios de los tratamientos con los del

%Viabilidad =

control negativo, obteniendo como variable respuesta el porcentaje de viabilidad (Ecuacién 2).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Dado que las esponjas marinas han sido reconocidas como fuentes de metabolitos secundarios
con actividad bioldgica, continuamente son reportados varios estudios con el objetivo de es-
tudiar dicha actividad en extractos obtenidos con solventes de diferente polaridad (Belarbi et
al., 2003; Bell, 2008; Pereira et al., 2012).

Estudios preliminares de los extractos de la esponja marina Topsentia ophiraphidites fueron eva-
luados mediante el ensayo colorimétrico de la Sulforhodamina B y mostraron efecto in vitro de los
extractos y fracciones sobre la viabilidad de lineas celulares tumorales de carcinoma de pulmén
A 549, carcinoma de colon HT29 y cédncer de mama, MDA-MB-231 (Mérquez, 2009). Por esa ra-
zomn, la fraccion T4 de la esponja marina Topsentia ophiraphidites fue evaluada con las pruebas de
MTT y azul de tripano en otras lineas celulares de mamifero como CHO y Jurkat para evaluar su
efecto citotéxico en esas lineas. Estudios similares se han hecho en esponjas del sur de Argentina
(Bartolotta et al., 2009).

En la busqueda de sustancias bioactivas con potencial antitumoral, se requieren que posean activi-
dad citotéxica, la cual se mide mediante la evaluacién de la viabilidad celular luego del tratamiento
de las células con una sustancia con potencial citotoxico. Para esto, el NCI realiza la prueba MTT
(Boyd, 1995) (3-(4,5 — dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) y el ensayo con colo-
rantes como el azul de tripano. A partir de esta evaluacion, puede establecerse una bateria estandar

de fracciones para ser posteriormente evaluados a nivel genotdxico.

Por lo anterior, en este trabajo, se evalud el efecto sobre la viabilidad celular de 4 fracciones de la es-
ponja marina Topsentia ophiraphidites mediante el ensayo MTT. Esta sal de tetrazolio es reducida
por la deshidrogenasa mitocondrial, a un producto de color pirpura (formazan) y la medida de la
absorbancia del compuesto disuelto, se correlaciona con el numero de células viables, sin embargo,
los compuestos citotoxicos usados en el tratamiento de las células de mamifero, pueden destruir las
células disminuyendo la reduccion del MTT a formazan. Por esta razén, con la prueba MTT no
es posible discriminar si el dano que sufrieron las células fue a nivel de la membrana celular por
lo cual el hecho de que las células estén metabdlicamente inactivas, no implica que estén muertas
(Ulukaya et al., 2008), y con el fin de evaluar un posible dano en la membrana celular, el NCI reco-

mienda realizar evaluacién con azul de tripano en las mismas concentraciones evaluadas con el MTT.

Los resultados de la prueba de MTT de las fracciones mostraron que T2, T3 y T5 presentaron via-
bilidad cercana al 100 % en las dos lineas celulares evaluadas. Por otro lado, la fraccién T4 mostré
viabilidad entre el 20 % y 70 % de manera dependiente de la dosis y mucho menor que las otras tres
fracciones evaluadas (Ver Tabla [I)).
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Tabla 1: Resumen de los principales resultados obtenidos con las pruebas de MTT y azul de tripano.

IC50 (ng/mL)

Significancia Estadistica

Fraccion Jurkat CHO Jurkat CHO
T2 <100 <100 p>0.05 p>0.05
T3 <100 <100 p>0.05 p>0.05
T4 33 58 P<0.05 b <0.05

(33.62 - 33.10)%*  (58.10 - 58.42)**
T5 <100 <100 p>0.05 p>0.05

*Se asume una ICyy mayor que 100ug/ml por su baja citotoxicidad, dato no hallado
**Intervalo de confianza

De la misma manera, los resultados de viabilidad obtenidas con azul de tripano (Figura [2)) para
las fracciones T2, T3, y T5 fue concordante con lo encontrado con la prueba de MTT (Figura (1)),

asi que las fracciones T2, T3 y T5 tampoco mostraron efecto citotoxico sobre las lineas celulares

evaluadas. Al comparar el efecto de la fracciéon T4 la prueba de azul de tripano demostré que la

membrana de las células CHO fue mas afectada y dependiente de la dosis que la membrana de las

células Jurkat, la cual fue poco afectada, esto se refleja en la viabilidad mayor del 90 % encontrada

con las tres concentraciones evaluadas de la fraccién T4, sin embargo la mitocondria si resultd
afectada de acuerdo a lo observado con MTT (Ulukaya et al., 2008).
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Figura 1: Viabilidad obtenida con la prueba de MTT. Fraccién T2(A), T3 (B), T4 (C) y T5 (D) de la esponja
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Figura 2: Viabilidad obtenida con azul de tripano. Fraccién T2(A), T3 (B), T4 (C) y T5 (D) de la esponja
Topsentia ophiraphidites.

Con la prueba MTT también se obtuvo el valor de la IC59 de 16 concentraciones evaluadas (de
10 a 80 pg/mL) de cada una de las fracciones estudiadas, mediante un andlisis Probit. Las ICsq

obtenidas fueron de 33 ug/mL (Valor p<0,05) para las Células Jurkat y 58 ug/mL para las Células
CHO (Valor p<0,05) (Figura|3).

08 - B

%Viabilidad
%Viabilidad

30 50 70 90 110 30 50 70 90 110

Concentracién (ug/ml) Concentracion (ug/ml)

Figura 3: Gréficos de regresién mediante analisis probit, para la obtencién de la ICso. Células CHO R* = 0.94 (A),
células Jurkat R* = 0.92

Teniendo en cuenta que la fraccion T4 mostré actividad citotdxica significativa, se considera que
es una fraccién con potencial bioactivo a la que se le debe evaluar su efecto genotdxico y sobre el

ciclo celular, se recomienda la evaluacion de las demas fracciones en otras lineas celulares.

V 2 N°1 junio 2013 e ISSN 0121-747X e Articulo Investigacién 75



LINA BLANDON, MARIA MARQUEZ, JUAN LOPEZ, DIANA MARQUEZ, ALEJANDRO MARTINEZ

4. CONCLUSIONES

La fraccién T4 mostré actividad citotéxica significativa en las lineas celulares evaluadas (CHO y
Jurkat) con una dosis letal media de 33ug/ml en células Jurkat y 58ug/ml en células CHO. Por

el contrario, las fracciones T2, T3 y T'5 no mostraron citotoxicidad en las concentraciones evaluadas.

Los resultados de citotoxicidad encontrados para la fraccién T4 sugieren realizar estudios de
genotoxicidad de esta fraccion T4 en las lineas celulares CHO y Jurkat, y en otras lineas celualres
humanas derivadas de tumor. Es recomendable ademds, evaluar otros tipos de actividades biolégicas
como antimicrobiana, antileshmania, entre otras de la fraccién citétoxica y de las no citotéxicas.
Estas tdltimas podrian también ser evaluadas en otras lineas celulares de mamifero antes de ser

declaradas inocuas.
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