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RESUMEN

En la busqueda de nuevas posibilidades quimioterapéuticas para el tratamiento del cancer, se han
reportado numerosos hallazgos de actividad antitumoral en extractos derivados de diversas especies de
macroalgas marinas. En el presente trabajo se evalua el efecto antitumoral del extracto metandlico de seis
especies de macroalgas marinas colectadas en el Caribe colombiano; especificamente se realiza un ensayo
citotdxico, una evaluacion sobre el efecto en el ciclo celular en la linea HT29 y un ensayo de selectividad en
linfocitos T de sangre periférica de personas normales estimulados con fitohemaglutinina. Los resultados
muestran que el extracto metandlico de las seis especies de macroalgas marinas posee un potente efecto
antimitético, de donde se puede inferir su potencial antitumoral. Este es el primer reporte que demuestra
que el efecto citotoxico de estos extractos se da por un bloqueo mitético, el cual no produce alteraciones
en lamorfologiay disposicién cromosémicay se presenta desde prometafase inicial hasta anafase tardia,
diferente alo encontrado en los cultivos tratados con Colcemid ®. Estos hallazgos convierten los extractos
metandlicos de estas macroalgas marinas en especies promisorias para ser usadas como fuente de drogas
antineopldsicas y como agentes antimitéticos en practicas de citogenética convencional.
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ABSTRACT

Searching for new chemotherapy strategies for cancer treatment, numerous traces of antitumor activity
have been reported from different species of seaweeds extracts. This study is carried out an evaluation
of the antitumor activity with methanolic extract of six species of seaweeds collected in the colombian
Caribbean sea, a cytotoxic test, an evaluation about the effect in the cell cycle line HT29 and a selective
test in phytohemaglutinine-stimulated peripheral human blood-derived T-lymphocytes are done. All
methanolic extracts showed antimitotic effect in the cell system with a wide spectrum of blockage on
the mitotic phase from early prometaphase to late anaphase. None of the extracts tested produced an
effect on chromosome morphology. This is the first report that demonstrates that the cytotoxic effect of
seaweed methanolic extracts act by mitotic blocking, and suggest that methanolic extracts from colombian
seaweeds contains bioactive substances with potential pharmacological use in cancer chemotherapy and
cytogenetic assays. Further studies on the usefulness of such substances as cell cycle blocking agents are
in process.
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INTRODUCCION

Numerosos estudios en busca de productos
naturales, realizados desde la década de los 80, han
mostrado que en los organismos marinos se en-
cuentran con frecuencia compuestos con estructu-
rasy mecanismos de accién bioldgica originales, que
los hacen sumamente interesantes como modelos
parala busqueda de nuevos farmacos de aplicacion
terapéutica (1). Las macroalgas marinas han sido
uno de los grupos estudiados en este campo (2);
se trata de especies vegetales macroscopicas que
habitan nichos ecolégicos muy poblados, en aguas
poco profundas en zonas costeras; poseen sistemas
inmunitarios basados en la produccién de sustancias
guimicas para interaccionar con su entorno, inclu-
yendo compuestos citotoxicos para defenderse de
sus predadores y combatir enfermedades (3).

En la actualidad se encuentran identificados
numMerosos compuestos quimicos provenientes de
estas macroalgas marinas, con diversas actividades
bioldgicas, entre las que se destacan: actividad an-
tiviral, antimicotica, antihelmintica, antiinflama-
toria, analgésica y particularmente la antitumoral
(2,4). Estudios realizados con numerosas especies
de macroalgas marinas colectadas en las costas del
Japon encontraron en el extracto metandlico de
Digeniasimplex,Gelidiellaacerosa, Galaxurafastigiata
y 12 especies del género Sargassum, actividad cito-
todxica, y en algunos casos selectiva, que inhibe el
crecimiento de células de la linea L1210 derivadas
de leucemia murina, y poca o ninguna citotoxicidad
en células de la linea normal murina NIH-3T3 (5);
también encontraron dicha actividad en el extracto
metandlicode Amphiroazonata, el cualfue evaluado
en cinco lineas de leucemia humana (6), y en el ex-
tractometandlicodeCaulerpasertularioides,enelcual
detectaron inhibicion de la enzima telomerasa en
células de leucemia humana MOLT-4 (7). Dichas
evidencias permiten inferir el potencial antitumoral
de estos extractos naturales.

Los anteriores informes y la gran diversidad de
macroalgas marinas (8) identificadas en las costas
colombianas motivaron, mediante este estudio, la
busqueda de sustancias potencialmente citotdxicas
enelextracto metandlicodeseisespeciesde macroa-
Igas marinas (Amphiroa fragilisima, C. sertularioides,
D.simplex, Galaxaura obtusa, G.acerosay Sargassum
cymuosum),colectadasenel Caribe colombiano.Una
vez detectada la actividad citotéxica, se tuvo como
objetivo determinar en cual de las fases del ciclo

celular ejercen su efecto dichos extractos metanoé-
licos y, finalmente, verificar la posible actividad
selectiva sobre células cancerosas.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion del material vegetal

En la primera mitad del afo se recolectd un ki-
logramo humedo de A. fragilisima, C. sertularioides,
D.simplex, G.obtusa, G.acerosayS.cymuosum, enel
litoral rocoso de Bahia Concha, ubicado en la costa
central del Caribe colombiano, cerca de la cuidad
de Santa Marta, en el departamento del Magdalena.
La identificacion taxonémica fue confirmada en
el Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras
de Colombia. Inicialmente, el material vegetal se
sometié a una cuidadosa remocién manual de or-
ganismos epifitos, seguida de un lavado con abun-
dante agua destilada para lograr, entre otras cosas, la
eliminacién de posibles microorganismos asociados
osimbiontes. Posteriormente este material se some-
tié a un proceso de secado a temperatura ambiente
hasta obtener un peso seco constante.

Obtencion de extractos metandlicos

El material vegetal seco se procesé en un molino
eléctrico de arbol con cuchillas de golpe (Retsch)
hasta obtener particulas de T mm, a las cuales se
les adicionaron 200 ml de metanol (MERCK) y se
dejaron en agitacion magnética durante 52 horasen
condiciones de oscuridad. Este extracto se filtré con
una membrana de 100 pum (MILLIPORE), antes
de secar el sobrenadante a presion reducida en un
rota-evaporador (Heidolph Laborota 4001), luego se
almacené a 4° C en condiciones de oscuridad hasta
la preparacion de las concentraciones de trabajo.

Ensayo de actividad citotoxica

Se realizaron cultivos sembrando 2 x 10° células
de la linea celular HT29 en cajas T25 (FALCON),
en medio RPMI 1640 (SIGMA), con 10 % de suero
bovino fetal (GIBCOL), 100 Ul de penicilina (GIB-
COL) y 100 pg/mL de estreptomicina (GIBCOL);
37° Cde temperatura de incubacién y 5% de atmés-
fera de CO, hasta obtener los cultivos en crecimien-
to exponencial. Bajo esas condiciones se evaluaron
durante 12 horas de tratamiento y por triplicado
el efecto de siete concentraciones (0.01, 1, 2.5, 10,
25, 50, 75 pg/mL) del extracto metandlico de A.
fragilisima, D.simplex, C. sertularioides. El control del
solvente se traté con 25 ul de metanol (MERCK),
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correspondiente al volumen final del solvente de
los extractos. Transcurridas las 12 horas se lavaron
las células con RPMI 1640 (SIGMA), se despren-
dieron con 0.25 pg/mL de tripsina (GIBCOL) y
se cultivaron 400 células de cada tratamiento en
las condiciones antes descritas durante 192 horas.
Posteriormente se realizo la fijacion celular en la
caja T25 con una mezcla 3:1 de metanol y acido
acético (MERCK), la tincién celular con Giemsa
al 5%y el conteo de las colonias en un microscopio
invertido en 4X (Nikon). La citotoxicidad se estimé
mediante la eficiencia de clonacién relativa (9) y se
realizb una comparacion entre los tratamientos con
un analisis de varianza (ANOVA) en el programa
StatGraphics Plus (Ver 3.1).

Efecto sobre el ciclo celular

Se realizaron cultivos celulares de la linea HT29
en las condiciones descritas para el ensayo anterior.
Las células en fase exponencial fueron tratadas con
10 pg/mL del extracto metandlico de A. fragilisima,
D.simplex, C.sertularioides (concentracién activaen
el ensayo anterior) y 25 uL de metanol (MERCK)
por un tiempo de 12 horas, al término del cual se
liberé la accion del tratamiento mediante un lavado
con medio de cultivo RPMI 1640 (SIGMA). La
identificacién del sitio en el ciclo celular donde
interactuaron los extractos evaluados se realizé me-
diante muestreos seriados para indice mitético (10)
cada dos horas, desde la hora cero hasta la hora 12.
El indice mitotico se evalué usando un microscopio
binocular (Zeiss) con ocular 10X y objetivo de 40X.
Las fotografias al microscopio fueron tomadasenun
fotomicroscopio (Olympus) usando pelicula de alto
contraste (Pantecnical 2415),y pasadas a positivo en
papel fotografico nimero dos (Kodakbromide). La
identificacién de la fase del ciclo celular en la que
ocurrié el bloqueo parcial, se logré estableciendo
la diferencia entre el tiempo de llegada a la fase
mitdtica de la mayor fraccion celular para cada
tratamientoy el tiempo de generacién delalinea ce-
lular HT29, estimado previamente en 28 horas bajo
las condiciones del Laboratorio de Biotecnologia
Animal de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Medellin, por los métodos de ICH (11) y de
funcién de acumulacion en mitosis (12).

Ensayo de actividad selectividad

Para evaluar la actividad selectiva de los extrac-
tos se establecieron cultivos en fase exponencial
de crecimiento de sangre periférica de pacientes
normales estimulados con fitohemaglutinina
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(preparada en nuestro laboratorio). Los cultivos se
procesaron por triplicado usando el protocolo con-
vencional de citogenética clasica (10), induciendo
el bloqueo mitético dos horas antes de la cosecha
con tres concentraciones (50, 75y 100 pg/mL) del
extracto metandlico de A.fragilisima, C. sertularioi-
des, D.simplex, S.cymuosum, G.obtusay G.acerosa.
Los cultivos controles se trataron con 25 plL de
metanol (MERCK), correspondiente al volumen
final del solvente de cada extracto, y 0.2 pg/mL de
Colcemid ® (Irving Scientific), usado como refe-
rencia debido a su conocida actividad antimitética.
El indice mitético obtenido en los cultivos tratados
con el extracto de las macroalgas marinas se com-
paré con el indice mitotico del cultivo tratado con
el metanol y el Colcemid ® (Irving Scientific) con
un andlisis de varianza (ANOVA) en el programa
StatGraphics Plus Ver 3.1.

RESULTADOS

Ensayo de actividad citotéxica

Como se muestra en la figura 1, los extractos
metandlicos de A. fragilisima y D. simplex, pre-
sentaron un potente efecto citotdxico, dosis depen-
diente, en la linea celular HT29. De igual modo,
el extracto de C. setrularioides mostré un buen
potencial citotdxico, pero a diferencia de los dos
extractos anteriores, este efecto s6lo se manifestd
en concentraciones por encima de 10 ug/mL. De
otra parte, el tratamiento con metanol no mostré
efecto citotdxico en la concentracion empleada
(p < 0.01).
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Figura 1. Efecto dosis respuesta el extracto
metandlico de tres especies de macroalgas marinasy el
control en cultivos in vitro de células de la linea HT29.
(Af) A. fragilisima, (Cs) C. sertularioides, (Ds) D. simplex
y (MeOH) metanol.
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Efecto sobre el ciclo celular

Los extractos metandlicos de D. simplex, A.
fragilisima y C. sertularioides, mostraron el mayor
indice mitético, 84% + 3.2, 25% + 3.8y 24% + 4.3
respectivamente, en el tiempo cero de liberacién del
bloqueoy en ausencia de la accién del Colcemid ®,
comparando con lo encontrado después de 2,4, 6,
8,10y 12 horas de liberado el bloqueo, tiempos en
los que se observo el comportamiento (asincrénico)
clasico de la poblacién celular de la linea HT29
proveniente de los periodos intermedios e iniciales
del ciclo, llegando a la fase mitética en presencia
de Colcemid ®. Este resultado sugiere que la fase

mitdtica es el blanco de accién de estos extractos. El
extracto metanolico de estas macroalgas marinas no
genero alteraciones en la morfologia y disposicion
cromosémica, siendo similar a lo encontrado en
cromosomas blogueados con antimitéticos como el
Colcemid ® (Véanse figuras 2A y 2B). Las mitosis
obtenidas con dichos extractos presentaron cromo-
somas rectilineos y dispuestos al azar, lo cual fue
diferente de las mitosis encontradas en los cultivos
tratados con el metanol, en donde, por el contrario,
se observaron cromosomas curvos y dispuestos
en forma de corona, de manera similar que en las
mitosis obtenidas en ausencia de compuestos anti-
mitdticos (Véase figura 2C).

@)

Figura 2. Morfologia y disposicion cromosdmica inducida por: (A) el extracto metandlico de D. simplex, las
cuales fueron similares a las de otros extractos naturales evaluados; (B) el Colcemid ® y (C) el metanol.

Ensayo de actividad selectividad

Al igual que en las células de la linea HT29,
todos los extractos presentaron actividad antimito-
tica en el sistema celular de linfocitos T normales
de sangre periférica humana estimulados con
fitohemaglutinina. Dos extractos metandlicos
que mostraron la mayor actividad antimitética
fueron el de G. obtusa y D. simplex a 50 pg/mL,
los cuales presentaron un indice mitético de
53% + 2.4 y 32% =+ 3.5 respectivamente. La accion
de los extractos metandlicos de las otras especies,
aungue con menor actividad, fue en todos los casos
superior a la accién del Colcemid ®, el cual pre-
sentd un indice mitético de 3% + 2.8 (p < 0.01).
La potente actividad registrada por estos extractos
naturales puede deberse a que el bloqueo mitético
ocurre desde los inicios de la prometafase hasta

la anafase tardia (Véanse figuras 3A, 3B y 3Q),
mientras que el Colcemid ® (Véase figura 3D)
s6lo detiene la proliferacion celular en las etapas
previas a la metafase.

DISCUSION

Ensayo de actividad citotéxica

Los extractos metandlicos de A. fragilisima, D.
simplexy C. sertularioides, colectadas en el Caribe
colombiano, presentaron efecto citotoxico en la
linea celular derivada de cancer de colon HT29, y
aportan nueva evidencia del potencial antitumoral
de estas especies en otros ambientes marinos y en
otras lineas celulares muy diferentes a las derivadas
de leucemia, previamente reportadas (5-7), en las
que, por el contrario, el efecto citotdxico no fue tan
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Figura 3. Espectro de bloqueo mitético con el extracto metandlico de D. simplex, el cual fue similar al de los otros
extractos naturales evaluados en el sistema linfocitos T normales de sangre periférica humana estimulados con
fitohemaglutinina. A) prometafase, B) metafase, C) anafase y D) metafase clasica inducida por el Colcemid ®.

importante como en la linea HT29. Es de anotar
gue todo agente antitumoral debe mostrar, como
principio, ser un agente citotéxico, porque la finali-
dad de su aplicacién es la de detener el ciclo celular,
preferiblemente dela célulacancerosa,enalgunasde
las fases del ciclo, con la posterior consecuencia de
que la célula tratada sea conducida hacia la muerte.
En este caso especifico, donde el blanco de accién
del extracto metandlico es lafase mitética, se puede
inferir que la causa de la citotoxicidad la genera el
caos mitotico, consecuenciadel prolongadobloqueo
en mitosis. De otra parte, el hecho de que el extracto
crudo de dos de las macroalgas marinas evaluadas,
como son A. fragilisima y D. simplex, muestren
efecto citotdxico en bajas concentraciones, predice
las concentraciones a las cuales podrian ejercer su
accién antitumoral el o los compuestos contenidos

en los extractos evaluados, responsables del efecto
antimitético.

Efecto sobre el ciclo celular

El efecto de los extractos metandlicos de A.
fragilisima, D. simplexy C. sertularioides sobre el ci-
clo celular se debe al bloqueo producido en la fase
mitética, el cual es una de las formas de accién
reportadas paraloscompuestos quimioterapéuticos.
Este hallazgo se constituye en el primer informe
que determina el blanco de accién de los extractos
evaluados derivados de macroalgas marinas repor-
tados en la literatura. Su modo de accién podria
ser semejante al de los grupos de compuestos que
actian de esta forma, los cuales ejercen su accion
impidiendo la polimerizaciéon de los dimeros de
tubulina que constituyen los microtubulos que
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forman el huso acromético. Entre los compuestos
de origen natural que constituyen este grupo se
encuentran la Colchicina y derivados, la Podofilo-
toxina, la Esteganacina, las Combretastatinas, entre
ellas la A4, y el Fenstatin, los cuales comparten
ciertos sitios estructurales, como la presencia del
anillo trimetoxibenceno y otro anillo aromatico
con dos sustituyentes oxigenados adyacentes, del
primero de los cuales se sabe que es importante
para la interaccion con la tubulina.

En consecuencia al bloqueo mitético se puede
activar el proceso de muerte celular programada
0 apoptosis, mecanismo de accion que ha sido
reportado para el extracto metanélico de A. zonata
(7),y posiblemente sea una estrategia mas efectiva
que aquellas que intentan interrumpir la progresion
de la proliferacién celular (13), la cual seria una
caracteristica importante de los nuevos farmacos
quimioterapéuticos que podrian ser desarrollados
a partir de los extractos evaluados. Otra utilidad
promisoria de estos extractos, o de sus moléculas
antimitéticas, es el uso como analogo o en reempla-
zo del Colcemid ® para los estudios basicos de ciclo
celular, debido a su gran poder antimitético, porque
al comparar el indice mitético del extracto meta-
noélico de D. simplex y el del Colcemid ® después
de 12 horas de tratamiento, se encontrd un indice
mitdtico de 84% + 3.5 en los cultivos tratados con
el extracto natural, es superior al indice mitético de
47% + 3.2 encontrado en los cultivos tratados con
el antimitético comercial.

Ensayo de actividad selectividad

Contrario a lo esperado, el extracto metandlico
delasmacroalgas marinas evaluadas presenté mayor
actividad antimitética que el Colcemid ® en el sis-
tema de linfocitos T normales de sangre periférica
humana, posiblemente porque el blanco molecular
de estos extractos son los microtubulos, como en
la mayoria de los compuestos antimitéticos repor-
tados (14), y los microtubulos son requeridos para
la migracién de los cromosomas en la cariocinesis
y este proceso es comun a ambos tipos celulares.
De tal manera que la actividad citotéxica selectiva
previamente reportada (5, 6) podria deberse a las
diferentes susceptibilidades de los sistemas celulares
en relacién a la concentracion de las sustancias ci-
totéxicas; sin embargo, no se probé si los extractos
y las concentraciones evaluadas en las células de la
linea HT29 presentan la misma actividad citotoxi-
ca selectiva que en lineas normales establecidas,

como las empleadas en los estudios japoneses. La
actividad selectiva podria encontrarse en diferentes
mecanismos de accién a nivel mitético por la in-
teraccion con procesos de dindmica, regulacién y
modificaciones postranscripcionales no estudiados
hasta ahora, manifestando una verdadera especi-
ficidad y potencial utilidad en el tratamiento del
cancer (14, 15).
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