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RESUMEN. En este trabajo se evaluaron los efectos citotóxico y clastogénico, con colorante vital azul de
tripano y mediante el ensayo cometa, respectivamente, de la fracción de 5αα, 8αα-epidioxiesteroles obtenida
de la esponja marina, Ircinia campana (clase Demospongia) colectada en el Caribe Colombiano. Se evalua-
ron tres concentraciones 422,5, 42,25 y 4,22 mg/mL de la fracción extraída por métodos fisicoquímicos, pa-
ra determinar su potencial efecto citotóxico y clastogénico sobre los linfocitos de sangre periférica huma-
na. Los resultados revelaron que las concentraciones 422,5 mg/mL y 42,2 mg/mL fueron citotóxicas, mien-
tras que la concentración 4,22 mg/mL no mostró efecto citotóxico sobre los linfocitos. El análisis estadísti-
co de la cuantificación de los cometas obtenidos reveló que las dos concentraciones mayores evaluadas
(422,5 mg/mL y 42,25 mg/mL) para la fracción de 5αα, 8αα-epidioxiesteroles mostraron efecto genotóxico en
linfocitos humanos de sangre periférica, mientras que la concentración menor evaluada (4,22 mg/mL) no
mostró el mismo efecto. Esto sugiere que el daño ocasionado por esta fracción es dependiente de la dosis y
que además se deben realizar otras pruebas mutagénicas y sobre el ciclo celular con el fin de complemen-
tar la batería de pruebas requeridas para una sustancia con potencial farmacéutico, sobre las mismas cé-
lulas comparados con los respectivos controles. 
SUMMARY. “Cytotoxic and Clastogenic Effects on Human Lymphocytes of the Fraction 5α, 8α-epidioxysterols
of the Marine Sponge Ircinia campana of Colombian Caribbean”. Clastogenic and cytotoxic effects of the frac-
tion of 5α, 8α-epidioxysterols of the marine sponge Ircinia campana (class Demospongia) collected in the
Colombian Caribbean, by comet and exclusion assays with the pigment tripane blue, respectively, was evaluated.
Three concentractions: 422.5 mg/mL, 42.25 mg/mL y 4.22 mg / mL of the fraction extracted with physic-chemi-
cal methods was evaluated for determinate its effect on the lymphocytes of human periferic blood. The results
showed that the highest concentrations, 422,5 mg/mL and 42,25 mg/mL were cytotoxic, while what the concen-
tration 4.22 mg/mL did not show genotóxico effect on the lymphocytes. The statistic analysis of the quantifica-
tion of comets showed that the higher concentrations evaluated (422.5 mg/mL y 42.25 mg/mL) for the fraction of
5µ, 8µ-epidioxysterols showed genotoxic effects on human lymphocytes of periferic blood, while the lower con-
centration evaluated (4.22 mg/mL), did not show the same effect. This result suggests this fraction owe to be
evaluated with other mutagenic assays and on the cellular cycle tests for achieve more complete information
about its potential pharmaceutical use.

INTRODUCCION
La búsqueda de nuevos productos naturales

con potencial farmacológico ha aumentado de-
bido a que se han extendido las investigaciones
con el fin de aislar un mayor número de com-
puestos que puedan combatir una gran variedad
de enfermedades y que sirvan como base para
la síntesis de nuevos fármacos. Uno de esos
productos es la fracción de 5α, 8α-epidioxieste-

roles obtenida de diferentes organismos marinos
la cual contiene una mezcla de esteroles extraí-
dos de esponjas de los géneros Axinyssa e Irci-
nia 1-3, de microalgas como la Odontella aurita
4, de tunicados como Cinthya savignyi 5, del co-
ral blando Sinularia sp. 6, y de otros invertebra-
dos marinos. En el caso de los compuestos de la
esponja Ircinia campana, éstos han mostrado
tener actividad antiparasitaria contra Leishmania
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panamensis 2 y se ha reportado que otros com-
puestos con este núcleo esteroidal han presenta-
do actividad antibacteriana contra algunos mi-
croorganismos Gram-positivos y Gram-negativos
(Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugino-
sa), actividad antimicótica contra algunos pató-
genos del tomate (Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, Verticillum albo atrum) 5, actividad
citotóxica contra diferentes líneas celulares del
cáncer, tales como células P-388 derivadas de
leucemia linfocítica en ratones, KB derivadas de
carcinoma nasofaríngeo en humanos, líneas
AS49 y HT29 6. Además poseen un fuerte efecto
inhibitorio en líneas celulares humanas deriva-
das de cáncer de ovario (OVCAR-3, 4, 5 y 8) al
igual que en otras 21 líneas 1. Por otro lado, ha
mostrado actividad repelente contra Mytilus
edulis galloprovincialis 7. 

Teniendo en cuenta el gran potencial farma-
cológico de estos compuestos, se requiere veri-
ficar con pruebas in vitro e in vivo su actividad
biológica, lo mismo que su seguridad toxicoló-
gica con posibilidades de utilización como me-
dicamento. A este respecto, La Organización
Económica de Cooperación y Desarrollo
(OECD) y La Conferencia Internacional de Ar-
monización de Requerimientos Técnicos para el
Registro de Productos Farmacéuticos de Uso
Humano (ICH) han establecido pruebas están-
dares de citotoxicidad, genotoxicidad, efectos
sobre el ciclo celular, entre otros, requeridos pa-
ra la evaluación y aceptación internacional de
fármacos 8. Por esta razón, se seleccionó el en-
sayo cometa para evaluación del daño clastogé-
nico del ADN ocasionado por agentes físicos o
químicos, mediante la detección de los quiebres
de cadena sencilla y los sitios lábiles al alcali 9,
que permiten evaluar genotoxicidad en los com-
puestos que se pretenden utilizar como drogas
para uso humano 8,10.

Por otro lado, se ha reportado que los com-
puestos estrogénicos se difunden a través de la
membrana celular, se conjugan con proteínas en
el citoplasma, pasan a través del poro nuclear y
forman complejos estrógenos-ADN, los cuales
en concentraciones altas pueden inducir la for-
mación de aductos, fragmentación de ADN y al-
terar muchos procesos celulares incluyendo la
síntesis enzimática 11, así como se ha reportado
daño a nivel de la cadena sencilla en células de
hígado y próstata de roedores, generados por
los radicales libres y metabolitos, derivados del
estradiol. Además se ha reportado de manera
permanente que los catecolestrógenos y las hi-

droquinonas pueden oxidarse a quinonas y se-
miquinonas, respectivamente, produciendo es-
pecies reactivas que causan daño al ADN 12 y la
consecuente generación de sitios apurínicos 13. 

También se ha informado que las variaciones
del número de cromosomas (aneuploidías o
mutaciones genómicas), pueden ser inducidas
por el 17β-estradiol 14 y otros estrógenos en cé-
lulas en cultivo 15,16 o en animales de laborato-
rio 17-19 y se ha mostrado que en altas concen-
traciones los estrógenos detienen la metafase
causando divisiones celulares anormales y aneu-
ploidías, por lo cual se ha planteado que el me-
canismo de acción es similar al del colcemid y
la colchicina, inductores de aneuploidías 21-22.

El objetivo de este estudio fue evaluar el po-
tencial citotóxico con colorante vital azul de tri-
pano y el efecto clastogénico mediante el ensa-
yo cometa en linfocitos humanos, de la fracción
5α, 8α-epidioxiesteroles obtenida de la esponja
Ircinia campana colectada en el Caribe Colom-
biano, la cual en un reporte anterior demostró
poseer actividad antiparasitaria 2.

MATERIALES Y METODOS
Recolección de la Esponja

La esponja Ircinia campana fue identificada
y recolectada en Punta Betín, Santa Marta, a una
profundidad de 6-12 metros, por el Dr. Sven
Zea, profesor de la Universidad Nacional de Co-
lombia y miembro de INVEMAR. Una muestra
del especímen se dejó en la colección de espon-
jas de INVEMAR.

Extracción de la Fracción de Esteroles
La esponja fue cortada en trozos pequeños,

liofilizada y después molida (198,5 g). El mate-
rial seco y molido fue extraído exhaustivamente
con metanol. El extracto metanólico se secó a
una temperatura no mayor a 45 °C con presión
reducida y rotación constante. El residuo seco
fue reextraído con acetato de etilo y la fracción
de esteroles separada y purificada con cromato-
grafía en capa fina y cromatografía de columna
repetidas, utilizando sílica gel como fase estacio-
naria y n-hexano: acetato de etilo en proporción
2:1 como fase móvil. La fracción de esteroles
pesó 58,45 mg.

Oxidación de la Fracción de Esteroles
La fracción de esteroles purificada (58,45

mg) se disolvió en cloroformo grado reactivo y
fue sometida a un reflujo con luz directa de una
lámpara de 100 watts y agitación constante du-
rante 24 h, durante las cuales se chequeó el
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avance de la reacción con cromatografía en ca-
pa fina usando las mismas condiciones antes
mencionadas y comparando contra una muestra
de esteroles sin oxidar. La formación de los 5α,
8α-epidioxiesteroles se determinó por la obser-
vación por cromatografía en capa fina (eluente
n-hexano: acetato de etilo 2:1) de una mancha
de Rf = 0,23, es decir de menor Rf que la corres-
pondiente a la fracción de esteroles de la es-
ponja (Rf = 0,60). Además se confirmó que se
habían formado los 5α, 8α-epidioxiesteroles me-
diante la determinación del espectro RMN-1H
(300 MHz, en CDCl3) de la fracción de Rf =
0,23, purificada mediante una cromatografía en
columna (sílica gel, n-hexano: acetato de etilo
2:1). La fracción de 5α, 8α-epidioxiesteroles pe-
só 45,46 mg.

Obtención y Aislamiento de Linfocitos
A partir de muestras de sangre humana peri-

férica heparinizada obtenida de donadores salu-
dables, se aislaron los linfocitos utilizando el mé-
todo de separación por densidades con Hystopa-
que-1077 (Sigma) como se describe: inicialmen-
te, la sangre se centrifugó a 1500 rpm por 10
min, se descartó el sobrenadante y resuspendió
en PBS en proporción 1:1. Nuevamente se adi-
cionaron 3 ml de Hystopaque-1077, se centifugó
a 2000 rpm por 30 min y finalmente se realiza-
ron dos lavados con la misma solución salina y
las células se resuspendieron en 2 ml de PBS. 

Prueba de Citotoxicidad
Se utilizó la prueba de exclusión con el colo-

rante azul de tripano al 0,1% después del trata-
miento con la fracción de epidioxiesteroles. Se
observaron y contabilizaron al microscopio 100
células y se determinó el porcentaje de viabili-
dad mediante la siguiente fórmula: 

N° de células muertas x 100
% de viabilidad =

Total de células contadas

Prueba de Clastogenicidad
Las suspensiones celulares de linfocitos puri-

ficados fueron tratadas a 37,5 °C durante 30 min
con 3 concentraciones finales (422,5 mg / mL,
42,25 mg / mL y 4,22 mg / mL) de la fracción
de epidioxiesteroles de la esponja Ircinia cam-
pana. Cada una de las concentraciones evalua-
das, fueron obtenidas por diluciones de 10 a
partir de la concentración inicial de 422,5 mg /
mL de la mezcla de epidioxiesteroles. En cada
experimento se incluyeron controles negativo
(10 µL de metanol) y positivo (peróxido de hi-
drógeno al 30%).

Para evaluar el potencial clastogénico de la
fracción de epidioxiesteroles se utilizaron sus-
pensiones de 2 X 105 células / mL en agarosa de
bajo punto de fusión (0,5% PBS libre de Ca++,
Mg++) en portaobjetos pretratados con 100 µL
de agarosa de punto de fusión normal (0,5%PBS
libre de Ca++, Mg++). Después de 6 min a 4 °C,
los portaobjetos colocados en solución de lisis
(2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10 mM Tris-HCL 10%
DMSO 1% de Triton X 100) pH 10, por 60 min a
4 °C. Luego fueron incubadas en buffer de elec-
troforesis (0.3 M NaOH, 200 mM EDTA 1mM,
pH = 13) por 30 min completa oscuridad a 4 °C
y después de lo cual se realizó el corrido elec-
troforético durante 30 min a 25V y 300 mA. Las
placas fueron lavadas con buffer neutralizante
(0.4 M Tris-HCL; pH = 7.5), coloreadas con bro-
muro de etidio, y visualizadas en un microsco-
pio Olympus provisto por un sistema de fluores-
cencia y fotografiadas con una cámara digital Pi-
xera modelo VCS 10132. Finalmente, se cuantifi-
có el daño de ADN 22 con el programa CASP
(Commet Assay Software Project) disponible en
internet en la dirección http://www.casp.of.pl
por medio de las variables: longitud del cometa
(Comet Length CL = longitud cola + longitud ca-
beza) y el momento de la cola Olive (Olive Tail
Moment, OTM = distancia (centro gravedad ca-
beza-centro de gravedad cola)/% de DNA cola).
El análisis estadístico se realizó con la prueba
ANOVA y la de múltiples rangos.

RESULTADOS
En la obtención de la fracción de 5α,8α-epi-

dioxiesteroles, se demuestra que los esteroles
naturales de la esponja Ircinia campana se
pueden oxidar fácilmente a los correspondientes
5α, 8α-epidioxiesteroles. Este cambio se hace
evidente, pues los esteroles originales absorben
luz UV de 254 nm, debido a que se trata de es-
teroles con un sistema dieno 5,7 conjugado 2-3,
y presentan Rf más alto que los 5α,8α-epidio-
xiesteroles. En cambio, los 5α,8α-epidioxiestero-
les no absorben luz UV porque no poseen enla-
ces dobles conjugados ni otros grupos cromófo-
ros. La confirmación de que efectivamente son
convertidos los esteroles naturales de Ircinia
campana en 5α,8α-epidioxiesteroles, la propor-
ciona el análisis del espectro de RMN-1H. El es-
pectro muestra dos señales doblete centradas en
6,21 y 6,48 ppm (J 8,5 Hz), las cuales son carac-
terísticas de los protones olefínicos H-6 y H-7
de los 5α, 8α-epidioxiesteroles 2.

Los resultados de la prueba de citotoxicidad
para la fracción de los 5α,8α-epidioxiesteroles
(Fig. 1) mostraron que las concentraciones ma-
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yor e intermedia (422,5 mg / mL, 42,25 mg /
mL) fueron más citotóxicas que su respectivo
control positivo, mientras que la concentración
menor 4,22 mg / mL evaluada no mostró efecto
citotóxico comparado con el respectivo control
negativo. 

Los resultados obtenidos mediante el ensa-
yo cometa (Fig. 2) mostraron que la concentra-
ción más alta evaluada (422,5 mg / mL) equiva-
lente al 100%, presenta mayor espectro clastogé-
nico que su respectivo control positivo, mientras
que la concentración menor (4,22 mg / mL) no
muestra ese mismo efecto si se compara con el
control negativo. Por otro lado, la concentración
intermedia (42,25 mg / mL) muestra sólo la mi-
tad del efecto clastogénico de la concentración
mayor evaluada (422,5 mg / mL).

DISCUSION
Este trabajo confirma que los 5α, 8α-epidio-

xiesteroles reportados previamente en varias es-
pecies de esponjas marinas, son artefactos de
oxidación fotoquímica de los correspondientes
esteroles con núcleo androsta-5,7-dién-3-ol, co-
mo se observó previamente en un experimento
con 7-dehidrocolesterol 23.

Las concentraciones media y alta (422,5 mg /

Figura 1. Evaluación citotóxica de tres concentracio-
nes de 5α, 8α-epidioxiesteroles. Se muestran los tra-
tamientos:  1. Control  negativo  con  metanol  puro.
2. C1 = 4,22 mg / mL, 3. C2 = 42,25 mg / mL, 4. C3=
422,25 mg / mL, 5. Control positivo (100 µg / mL de
peróxido de hidrógeno).

Figura 2. Evaluación clastogénica por ensayo cometa
de tres concentraciones de 5α, 8α-epidioxiesteroles.
Se muestra el momento de la cola Olive (OTM).
1. Control negativo con metanol puro. 2. C1= 4,22 mg
/ mL, 3. C2= 42,25 mg / mL, 4. C3= 422,25 mg / mL,
5. Control positivo (100 µg / mL de peróxido de hi-
drógeno).
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mL y 42,25 mg / mL) de la fracción de 5α, 8α-
epidioxiesteroles ocasionan fuerte daño clasto-
génico y citotóxico en los linfocitos humanos
tratados con esa fracción, lo cual está de acuer-
do con los reportes encontrados sobre los efec-
tos genotóxico y citotóxico de los esteroles 13.
Por el contrario la concentración menor (4,22
mg /mL) no mostró efecto citotóxico ni clasto-
génico sobre las células tratadas, lo cual con-
vierte a estos resultados en promisorios para fu-
turas aplicaciones farmacéuticas de los 5α, 8α-
epidioxiesteroles, si se tiene en cuenta que do-
sis tan bajas como 0,0039 mg / mL resultaron
efectivas en el bioensayo realizado contra Leish-
mania panamensis como se reportó previamen-
te 2. 

Por último, se debe evaluar la fracción de
5α , 8α-epidioxiesteroles con una batería de
pruebas mutagénicas y efectos sobre el ciclo ce-
lular en células de mamífero, con el fin de reco-
mendar su uso a nivel humano y animal.
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