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RESUMEN 

En este trabajo se realizó una investigación para detectar la presencia de sustancias 
bloactivas en organismos marinos, ya que se conoce muy poco acerca de los compuestos 
existentes en un gran número de especies, que habitan en el Golfo de Tehuantepec, y que a 
futuro, pueden constituir un recurso para la obtención de nuevas formulas farmacológicas, 

Se evaluó la actividad antimicrobiana, hemoaglutinente, hemoiltica y citotóxica de los 
extractos crudos obtenidos de 10 especies bentónicas colectadas en el Golfo de Tehuantepec, así 
mismo se trató de estimar su papel ecológico, 

Los organismos se colectaron en arrastres realizados durante 4 cruceros oceanográficos, 
efectuados en diferentes épocas: mayo de 1959, noviembre de 1959, marzo de 1990, agosto de 
1990 y noviembre de 1990. El «belio de selección de los organismos, fue su abundancia en la 
zona de estudio; se eligieron un total de 10 especies para este trabajo. (Suheriles brin 
fteudasuberiles pseudos, Axinelk ancla, 	amelhyslina, 	 l'aosatras undula/as 
Perelaumsp. Calarles pariegala. Owsonia ,wassizi y pionenm anosi,o). 

De cada ejemplar se prepararon dos tipos de extractos, un metanólico y otro acuoso. Se 
midió la osmoladdad, el peso seco y la concentración de proteínas de cada extracto. Se utilizó el 
peso seco para fijar las dosis probadas. 

A los extractos acuosos y metanólicos se les evaluó su acción antimicroblana sobre 
bacterias Gram + (Areplocoreus autrus y ,SYreplocorais ppagenr.e) Gram • (,w/morse//r Iiph/ y 
.910/1a sonad ), y *n51(11010' en contra de microhongos (Canaria albiraus y Cryplorwren.• 
nerformalls), utilizando la técnica del antiblograma. 

También se probó con los extractos acuosos, sus posibles efectos hernoliticos y 
hemoglutinantes, sobre cuatro tipos sanguíneos humanos y en sangre de rata y ratón, utilizando la 
técnica de medición de hemoglobina pera le determinación de hemolisis, y por la técnica de 
mlcrotitulación para la de hemoagiutinación. Además se determinó le actividad citotóxica de éstos 
extractos, en bioensayos de toxicidad con cultivos de linfocitos humanos a los que se les 
evaluaron, su porcentaje de mortalidad y el Indice mitótico. 

Los resultados de este trabajo muestran que nueve de las 10 especies estudiadas 
presentaron sustancias con bioactivided, La esponja 1?fendoseberiles pseudo" fue la única especie 
en la que no se detectó algún tipo de efecto, 

En seis especies (.s?lhertle.e brus &ni& ainelhrslina. llenillr to/hirii lerpaho sp, 
Calarles rarireala IYrosamd dAmii y copfimeillid dniu.sydii ), se encontraron sustancias con 
efecto antibacteriano, la mayoria siendo activas sobre las bacterias Gram +. 

Cuatro especies (ittine//d tirria. Renda amethysima Plikwras ,molino/u.+ y (////áebv 
vatúAkild ), presentaron compuestos con acción antifúngica, contra Cnkhild dbálins , siendo 
Caveine iwitgala la única especie que presentó compuestos con efecto contra Cop/otwerw.,. 
neo/Dimos 

Solo dos especies (Áizne,//a 	y iflw///a ainfOoti/d) mostraron tener compuestos con 
efecto hemolítico, detectandose en la primera, actividad hasta títulos de 1/320 sobre los cuatro 
tipos sangulneos probados. (A, B, AB y O), yen sangre de rala y ratón. 

En cinco especies (kherütto belly Mala kolkkeri ffikearelis andalaltu fireldho sp. y 
Croa/ondina opyla/a) se detectaron compuestos con efectos hemoaglutinantes, sobre los cuatro 
tipos sanguíneos probados. Además, los extractos de tres especies (;libelyle.,' biwy, »wad ko/Noi 
y l'II/ami/ny widaaks), aglutinaron también, la sangre de rata y ratón. 

En los extractos acuosos de nueve especies 	 l'srado.Nwhrtylp..• 
!l'india enría. Yeadla unel4ulind. 	,40//ikeri Plilassrap• undildlo: rivrlawn sp., taijelo' 
ranegam, lyrosoind aps.0i y (yplonfWild anlurlala ), se encontraron compuestos con acción 
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citotóxica. En todos los casos se observó una relación dosis•respuesta, observándose que al 
aumentar la dosis del extracto a probar se incrementó el porcentaje de mortalidad y disminuyó el 
valor del indice mitótico en los cultivos de linfocitos. 

Por otro lado, en todas las estaciones de recolecta consideradas para este trabajo se 
encontraron organismos con sustancias Positivas, de la misma manera ocurrió pare las diferentes 
épocas del albo (primavera, verano y Pollo) analizadas, sólo en el alga Oyfionemis angusIdase 
detectó que existe variación estacional de la presencia de los compuestos activos. El papel 
ecológico que este tipo de compuestos, tiene en los organismos estudiados, probablemente puede 
ser el de controlar el epifitismo y el evitar la depredeción. 

Asimismo, cinco especies (Oyplonemia mosida, Rex» une/hysbá PI/losarais 
undulaks. .dime//a mofa y Reniá idderz) presentaron compuestos con bioactisided en 
dosis que no sobrepasan los 5 mg/mL, considerendose con posibilidades para usos 
farmacológicos. Sin embargo, se requiere realizar una mayor cantidad de estudios para saber si 
estas especies pueden ser consideradas como un (11101f50, para la obtención directa de 
compuestos, o para que los compuestos sirvan de modelos para la obtención abiogénica de estos, 
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DETECCION DE SUSTANCIAS BIOACTIVAS PRESENTES EN 
ORGANISMOS BENTONICOS DEL GOLFO DE TEHUANTEPEC 

INTRODUCCION 

A lo largo de su historia evolutiva, muchas especies han desarrollado rutas 

fisiológicas productoras de metabolitos que presentan características interesantes 

desde el punto de vista farmacológico. Estas sustancias, principalmente las 

provenientes de las plantas terrestres, han sido utilizadas por el hombre desde 

tiempos ancestrales, (4000 años A. de C.), con el fin de aliviar sus 

enfermedades.(1) 

Hoy en día la industria farmacéutica destina gran cantidad de recursos 

humanos y financieros para la búsqueda de nuevos productos naturales. El 

interés se debe, principalmente, a la aparición de cepas de microorganismos 

patógenos que poseen la propiedad de ser resistentes a los antibióticos 

convencionales, hecho al cual se suma la urgencia de encontrar remedios 

eficaces para la cura de enfermedades tales como el cáncer o el SIDA. 

El conocimiento que actualmente se tiene de los compuestos que están 

presentes en los organismos marinos es incompleto, si se considera que se han 

descrito alrededor de 2000 compuestos bioactivos presentes en 800 

espécimenes, y existen alrededor de 500,000 especies pertenecientes a 30 Phyla 

que habitan en los océanos. (2). Actualmente solo 12 productos de origen marino 

son utilizados como medicamentos, en comparación con los 1,100 compuestos 

extraídos de especies terrestres empleados con el mismo fin. (I). 

Esta gran diferencia en cuanto al número de sustancias útiles, ha motivado 

la necesidad de realizar un mayor número de estudios de carácter farmacológico 

tanto en animales como en plantas marinas, para demostrar que éstos pueden 

constituir un recurso potencial para la obtención de compuestos totalmente 

diferentes en forma y función, a los presentes en los organismos terrestres. 

El estudio de las sustancias de procedencia marina, no solo ha enriquecido 

los conocimientos en química al aportar compuestos con estructuras poco 

comunes y novedosas, en comparación a las que presentan las especies 

terrestres, sino que también ha ayudado a la síntesis de productos farmacéuticos 
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a partir de compuestos que han servido como modelos. Asimismo ha 
contribuido al descubrimiento de sustancias con nuevas actividades ó más 
eficaces a las ya conocidas, un ejemplo de esto son las cefalosporinas, aisladas 
de actinomicetos marinos las cuales son potentes antibióticos que se caracterizan 
por tener un anillo de p-lactama dehldrothiazina en vez del anillo de p-lactama 
thiazolidina, común de la molécula de penicilina.(2) 

En general los compuestos que presentan actividades interesantes desde 
el punto de vista farmacológico y que se aislan de los organismos marinos, son 
los metabolitos secundarios, entendiendo como un metabolito secundario a todas 
las moléculas producidas por un organismo que no intervienen directamente en 
las reacciones esenciales de su metabolismo, pero que determinan las relaciones 
de los seres vivos con su medio aumentando su competitividad. (3). 

El significado del por que estos metabolitos presentan actividades 
farmacológicas, se debe a que muchas de estas sustancias han sido 
seleccionadas en el curso de la evolución como mensajeros químicos, por lo que 
estos vectores de información, deben tener una acción selectiva sobre los 
receptores bioquímicos de los seres vivos. Un medicamento debe tener esta 
misma propiedad, por lo que los metabolitos secundarios y en especial las toxinas 
constituyen una fuente importante de nuevos medicamentos (3). 

La detección de la presencia de compuestos con algún tipo de bioactividad 
en los organismos marinos, es el primer paso de una serie de estudios que se 
deben realizar para conocer el potencial de estos compuestos desde el punto de 
vista farmacológico. Existen varios criterios para selección de organismos. Uno de 
los métodos usados para esto es determinar su biotoxicidad. Esta relación entre la 
acción farmacológica y la toxicidad es conocida desde la época de los griegos, 
quienes designaban con el término pharmacon, tanto a los venenos como a los 
medicamentos. La dosis de este pharmacon era crucial, ya que marcaba la 
diferencia entre la cura y la muerte. (3). Otros criterios que se utilizan para la 
selección de organismos son, desde su abundancia y la facilidad para su 
recolección, hasta la información generada en la medicina tradicional, aunque 
este último aspecto posee menor cantidad de información en comparación con los 
aportes de la etnobotánica terrestre. (1) 
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Posteriormente la secuencia de evaluaciones a los que un nuevo 
compuesto bioactivo se debe de someter hasta que se coloca en el mercado, 
implica un proceso con duración de 8 a 10 años, que involucra una serie de 
investigaciones sistemáticas a diferentes niveles, que van desde la evaluación de 
la bioactividad de los extractos crudos provenientes de loa organismos marinos 
(los extractos crudos son una mezcla de compuestos obtenidos de un organismo 
por medio de un disolvente, sin alterar su estado natural); la separación, 
purificación e identificación del principio activo; la. evaluación farmacológica y 
toxicológica de los compuestos puros en sistemas in vitro y posteriormente in vivo; 
la formulación del producto; la autorización legal y posteriormente su 
comercialización. 

Es obvio que los costos para la elaboración integral de este tipo de 
estudios son elevados. Sin embargo, el impacto social y económico que este tipo 
de investigaciones puede tener en nuestro país es crucial, ya que actualmente la 
industria farmacéutica nacional depende en gran medida del extranjero, por lo que 
es importante fomentar los estudios en esta línea de Investigación. 
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CUADRO 1 

DIFERENTES ACTIVIDADES OBSERVADAS EN COMPUESTOS 
EXTRAIDOS DE ORGANISMOS MARINOS 



ESTUDIOS DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN ORGANISMOS 
MARINOS 

Las investigaciones realizadas sobre la búsqueda de compuestos 
bioactivos de origen marino, tanto para aplicaciones industriales, agrícolas o 
farmacológicas, cobraron auge en la década de los años 40 y 50, conforme se 
incrementaron las posibilidades de exploración oceánica (4). Asimismo, durante la 
década de los años setentas, varias compañías farmacéuticas en colaboración 
con Universidades, iniciaron programas de Investigación para la evaluación de 
manera sistemática de los compuestos presentes en organismos marinos, en 
Estados Unidos, Japón, Bélgica, Francia y Australia. 
Los programas realizados por los primeros cuatro paises se siguen llevando a 
cabo actualmente; del programa desarrollado por los laboratorios Hofmann-
Laroche en Australia, se han aislado un total de 400 compuestos, obtenidos a 
partir de 1059 especies estudiadas; el costo de este programa fue de 50 a 70 mili. 
de dotares, y su duración fue de 7 años. (5) 

Los Phyla en los que se han desarrollado la mayoría de estudios, a nivel 
mundial, para la detección de compuestos bioactivos son el Porifera, Cnidaria, 
Mollusca, Anellida, Echinodermata, y Chordata. En menor proporción se han 
realizado trabajos también con organismos de los Phyla Ctenophora, 
Plathelminthes, Nemertinos, Ectoprocta, Endoprocta y Arthropoda. (6,7,8,9,10, 1t, 12 
y 13). De todos estos organismos se han aislado una gran diversidad de 
compuestos tales como: ciclohexadienos bromados, terpenos, monoterpenos, 
diterpenos, triterpenos, pirrologuanidinas, ciclopentidoles, lectinas, neurotoxinas, 
prostaglandinas, cembranoides, latones, alcaloides, tetrahidroisoquinolinas, 
hidroquinonas, etc. Las acciones que presentan estos metabolitos secundarios 
de origen marino son muy variadas, van desde el efecto tóxico hasta estimular o 
suprimir distintas funciones. En el cuadro 1 se muestran algunas de las 
actividades que tienen este tipo de metabolitos. 

Dentro de la variada gama de actividades que pueden tener los metabolitos 
bioactivos, se evaluaron en el presente trabajo, cuatro tipos de actividades 
distintas las cuales se consideran como indicadoras del posible potencial que 
puedan tener estos compuestos (2, 4, 5, 13) : 
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Actividad antimicrobiana. Esta prueba es la más usada en los trabajos de 
selección biológica de compuestos con posibles aplicaciones farmacológica: 
debido a que es sencilla, rápida de realizar, así como de bajo costo. Los 
resultados de esta evaluación da indicios de los posibles efectos de las 
sustancias presentes en los extractos, en especial si son tóxicos a 
microorganismos.(14) Pero se necesitan realizar otro tipo de análisis para saber 
que tan especifica es la actividad de estas sustancias. 

Actividad hemolltica. La acción hemolítica de los extractos revela la 
presencia de algunos compuestos como son las saponinas (15). 

Las saponinas es un grupo de glúcidos poco solubles en agua y que disminuyen 
la tensión superficial, por lo que al agitar las soluciones forman espuma 
abundante, Su hidrólisis produce carbohidratos y una aglucona llamada 
sapogenina, la cual puede tener un esqueleto de tipo esteroidal o triterpénico. 

Actividad hemoaglutinante. La aglutinación de eritrocitos ocasionada por 
alguna sustancia presente en el extracto indica la presencia de aglutininas, 
sustancias de naturaleza peptidica, asociadas con carbohidratos. (15 y 16) 

Actividad citotóxica. Las sustancias de origen vegetal o animal que 
presentan este tipo de actividad, en la actualidad son ampliamente estudiadas, ya 
que pueden ser usadas en contra de células transformadas. 
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Sustancias bioactivas presentes en organismos del Phylum Porifera. 

Los organismos pertenecientes al Phylum Porifera han sido los más 
estudiados en este tópico de investigación, la farmacología marina. Se han 
encontrado en ellos una diversidad de sustancias con muy variados tipos de 
actividades, desde la acción tóxica y/o antimicrobiana atribuida a compuestos 
tales como: ciclohexadienos bromados y polihidroxibromados. Además de otro 
tipo de sustancias como terpenos, diterpenos; triterpenos, lactanos, lactonas, y 
avarol que afectan ciertas funciones fisiológicas. (cuadro 2) 

Bretting y col. (104), observaron que dos de seis especies de esponjas, 
pertenecientes a la familia Axinellidae recolectadas en las costas de Europa, 
poseen lectinas, con acción hemoaglutinante de algunos tipos sanguíneos 
humanos, y se pensó que este carácter puede ser distintivo de esta familia. Así 
mismo, Santoro y col. (105) aislaron una carotenoproteína de Mine//a ameos,' 
recolectada en el mar Mediterráneo, con actividad citotóxica. Posteriormente Pettit 
y su grupo (108) aislaron varias pirrologuanidinas procedentes de una especie de 
itribeffiprocedente de Nueva Zelanda con funciones citostáticas (DE50 de 2 a 2.5 
mu-g/mL) y antineoplásicas. Paralelamente, Herb y col. (107), obtuvieron 3 
ciclopentindoles polialquilados de alguna especie de .4,1~d que habita en el 
oeste de Australia, con efecto citotóxico e inhibitorio de la alimentación de peces. 

Lozáno-Ramírez (108) observó que los extractos crudos de dune/la sp. 
colectada en el Golfo de California, tenían efecto ictiotóxico y antimicrobiano. La 
especie recolectada en el Golfo de Tehuantepec es Auilelk eredd de la cual no 
existen antecedentes de que en ella existan sustancias tóxicas. 

En la mayoría de las esponjas, las sustancias tóxicas pueden estar 
presentes solo en ciertas épocas del año o en diferentes latitudes. Green, (8) 
reporta a .5,/heiyhtv ilms colectada en el Oceáno Pacifico, como una especie no 
tóxica para peces. Así mismo, Lozáno-Ramírez (101 observó la no ictiotoxicidad 
de Suheriles Anis colectada en el Golfo de California, mientras que Halstead (109) 

mencionó que los extractos alcohólicos de .91/m/es sp. presente en los mares 
europeos, son tóxicas cuando se inyectan a animales de laboratorio 
produciendoles hemorragias y hemólisis. Sin embargo, Lozano Ramírez (108) 
observó que .s.' fiewpresentó compuestos con actividad antimicrobiana. Además, 
Bretting, (104) reportó que los extractos acuosos de ,klibenies /71,1,,;,;1 aglutinan 

13 



CUADRO 2 

TIPOS DE ACTIVIDADES OBSERVADAS EN METABOLITOS 
DE ESPONJAS 

antimicroblane 
toxinas 

ktiotésica 

17, 14, 19, 
25, 39, 27, 
31, 32, 33. 

20, 21, 22, 
28, 29, 30. 

23, 24. 

hemolitica 34. 
hemorigiutinante 35, 311.37. 

antineoplésica 
-ca 

antiviral 
hipotérislco 

38, 39, 40, 
46, 47, 48, 

54, 55, 
67 

41, 42, 43, 
49, 80, 51, 
55 

44, 
52. 

45 

carditanico 68 
arilitrombiltico lit 10 
vasodNetador 61 
antiparásito* 62 
antimalada es 

inmunoeupreeor $4 
*cavadores *miméticos 66, N, 67 
Infla:Mores "miméticos 

hiperglucemlante 
III, 99, 70, 
76 

71, 72, 73, 74, 75 

antlinilamatorie 77,76 
promotores de tumores 79, 30 

anal HN al, 02, 83, 84 
citotóxice 44, dele 55 ele 97 
citostática 41, 98, *9, 100, 101, 102 
~Ocaso 34 
Insecticida 91, 103 



eritrocitos de los tipos sanguíneos humanos A, B, y O, así como eritrocitos de 
conejo. 

Por otro lado, Halstead (109) estudió el efecto de los extractos acuosos de 
keadosubenles pseudo, colectada en el Golfo de California, observando que son 
letales cuando se inyectan a ratones, 

Se ha postulado que las esponjas emplean estos compuestos como 
defensa contra sus posibles depredadores (no, 111, 112 y 113) y competidores, 
ejemplos de esto son: la calyculina, con efecto sobre la maduración de ovocitos 
del pez estrella (114), y otro tipo de compuestos que inhiben el crecimiento de 
larvas de crustáceos y moluscos (115), o frenan el desarrollo embrionario de peces 
(116). 

Sustancias bioactivas en organismos del Phylum Cnidaria 

Otro de los grupos en donde se han encontrado sustancias bioactivas es 
en el Phylum Cnidaria. En las anémona se han encontrado sustancias tóxicas de 
naturaleza protéica (117, 111 119), así como neurotoxinas y toxinas con efecto 
hemolítico (120). Otro tipo de compuestos obtenidos de las anémonas son las 
tenebrosinas, las cuales son estimulantes cardiacos además de ser hemolíticas 
(121, 122, 123). Además se han encontrado en este grupo, compuestos con 
diferentes tipo de efectos: antimitóticos y supresores del movimiento intestinal 
(124), neurotoxinas (125), antihélmicos (126), péptidos con acción citolltica (127, 128, 
129, 130), péptidos con acción hemolítica (120, 130, 131, 132, 133), inhibidores 
enzimáticos (134, 135), citotóxicos (136, 137), diterpenos cembranos con actividad 
antineoplásica (138), proteínas con acción tóxica (139) y feromonas de alarma 
(140). 

Halstead, (109) menciona que la anémona CW/iarM.,  rewirok; procedente 
del Golfo de México, es tóxica cuando se inyecta a ratones. La especie que habita 
en el Golfo de Tehuantepec es C ninO/d de la cual no existen antecedentes de 
su toxicidad. 

Los corales también poseen sustancias bioactivas. En ellos se han 
encontrado compuestos con una gran variedad de acciones tales como diterpenos 
con actividad antiinflamatoria (141, 142), compuestos con acción de insecticida 
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(143), cembranoides con efecto citotóxicos (144, 145, 146, 147), alcaloides citotóxicos 
(148), sesquiterpenos con actividad antineoplásica (149), aglutlninas (150), y 
prostaglandinas con función antiviral (151), péptidos que incrementan la 
conducción de membrana (152), neurotoxinas (153), sustancias anticonceptivas 
(154) y antidiabéticos (155). 	• 

Los penatulaceos, conocidos vulgarmente como plumas de mar, presentan 
componentes con acciones diversas, Guerriero y col. (156) aislaron una 
verecinarmina (cembranoide) de Miriam onomolinin del mar Mediterráneo con 
acción tóxica, Asimismo, Los extractos de km» sp, son tóxicos cuando se 
inyectan a ratones provocándoles hemólisls. (109). Una de las especies presentes 
en el área de estudio es Á? kollikvide la cual, solo se han realizado estudios de 
tipo anatómicos y fisiológicos (157, 158, 159), así como investigaciones sobre la 
bioluminicencla que presenta este organismo (180,181). 

En integrantes de este orden, se han aislado sustancias con acción 
citotóxica (182) y lactonas con acción antifúngica, citotóxica y antineoplásica (183). 

Sustancias bloactives en Protocordados 

Otro grupo que presenta sustancias con acción importante son los 
protochordados, En los tunicados se han encontrado compuestos con acción 
antibacteriana (184, 185, loe). alcaloides con efecto citotóxico (187, 188, 189, 170, 171, 

172) péptidos con acción citotóxica (173, 174, 175, 178, 177, 178), 

tetrahidroisoquinolinas antitumorales (179, leo), alcaloides antitumorales (lel) , 
hidroquinonas antioxidantes (182, 183), sustancias con actividad sobre los canales 
de calcio (184) , antivirales (178), compuestos contra los depredadores (lee), asi 
como elevadas concentraciones de vanadio intracelular utilizados como un 
mecanismo de defensa (lee). 

Las Dideminas aisladas de tunicados de la familia Didemnidae son las 
únicas sustancias que se encuentran en etapa 1/11 de evaluación clínica, con el 
objeto de utilizarlas en tratamientos de quimioterapia para varios tipos de cáncer 
187, 188, 189, 190, 191). 
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Sustancies bioactives en Algas 

A pesar de que existen crónicas muy antiguas sobre el uso de las algas 
con fines medicinales, no es hasta la segunda mitad de este siglo cuando 

aparecen los primeros trabajos formales acerca de las propiedades 

antibacterianas y antifúngicas de ellas. Son ya clásicos los trabajos realizados por 

Pratt y Mautner, (192). A partir de entonces se han realizado una gran cantidad de 

investigaciones para aislar e identificar diferentes compuestos, algunos 

novedosos y con actividades diversas en estos organismos. Se han encontrado 
sustancias con efecto tóxico (193, 194, 195), además de producir dermatitis a las 
personas que las tocan (196). 

Dentro de la División Rhodophyla existen especies que sintetizan 

productos de alto valor comercial, como son el agar y la carragenina; además de 

ser usadas como alimento algunas especies poseen otro tipo de compuestos con 

actividades interesantes. Gonzalez y col. (197) aislaron de Pleocamiun carbiagineuni 

cuatro monoterpenos halogenados con acción citostática. Fusetami y col. (198) 
obtuvieron dos compuestos triterpenoideos de tall/ViViá ob/ow con actividad 

citotóxica. 

Asimismo se ha reportado que las algas presentan sustancias con acción 

antibacteriana (199.206), antifúngica (192, 204, 207, 208, 209), antivirales (12, 210.214); 

anta HIV, (virus del Sida) (216, 216, 217), antimitóticas (211, antineoplásicas (12, 219, 

220, 221), aglutininas (222-226), anticoagulantes (227, 228), antiinflamatorios (229), 

estimulantes del crecimiento de plantas (230), antimutagénicos (231), citotóxicas 

(208, 232-236). Cit0StáliC0 (237), inmunosupresores (238), insecticida (239, 240), 

larvicidas (241) y antimalaria (242), 
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SIGNIFICADO ECOLOGICO DE LA PRESENCIA DE SUSTANCIAS 
BIOACTIVAS EN LOS ORGANISMOS MARINOS. 

El significado de la presencia de estas sustancias desde el punto de vista 
ecológico ha sido muy discutido (243, 244, 245). Bakus y col. (244) mencionan que 
muchas de las interacciones de ataque y defensa ocurridas en el ambiente 
marino, involucran conductas de respuesta, tales como demostraciones de fuerza 
física, pero también la producción y liberación de agentes químicos los cuales 
pueden tener algún tipo de papel adaptativo. En las esponjas la producción de 
estas sustancias protegen al organismo de los epifitos además de los 
depredadores (11o, 112, 113), debido a que en la mayoría de las ocasiones estos 
organismos habitan en sitios abiertos, en donde no tienen protección física 
alguna. 

Los cnidarios presentan estructuras llamadas nematocistos, que son 
usados tanto para la defensa como para el ataque. En estos nematocistos se 
producen compuestos de naturaleza peptidica o proteica, en ocasiones altamente 
tóxicos (117, 119, 120, 139) 

Los protocordados al no tener estructuras de defensa alguna y vivir en 
lugares poco protegidos, poseen metabolitos secundarios que utilizan como 
defensa química contra los depredadores (246). 

La toxicidad defensiva es característica en las aguas tropicales y en 
especial en zonas arrecifales. Esta alta incidencia de bioactividad en los trópicos, 
es probablemente una respuesta a la condición sésil o de movimiento restringido 
en el hábitat, lo que origina que sean más susceptibles a la depredación (247, 248, 

249). Pero esto no es una característica distintiva de la zona tropical ya que en 
regiones frías también existen organismos tóxicos, un ejemplo de esto son las 
esponjas tóxicas de la Antártida (22). 

Por otro lado, en algunos estudios de toxinas marinas se han examinado a 
los organismos de diversas áreas geográficas, detectando que existe una 
variación en la toxicidad de estos debida a la edad, sexo, parte del organismo, 
profundidad y estación del año, tanto cualitativa como cuantitativamente, esto 
como respuesta a cambios en el medio ambiente. (205. 244), 
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Carsten, (245) menciona que estos metabolitos se han desarrollado como 
respuesta a la presión de selección natural para actuar sobre receptores 
específicos, así mismo, la producción de los diferentes modelos de metabolitos 
está modulado por los estímulos externos, (presiones ambientales) los cuales 
actuan sobre el genoma para que se expresen diferentes partes de él, para la 
producción de estos metabolitos. Así mismo,algunos de estos metabolitos 
secundarios son específicos para reconocer un cierto estado de desarrollo de un 
receptor, por lo que la mayoría puede actuar sobre más de uno a la vez. 
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ANTECEDENTES DE ESTUDIOS FARMACOLOGICOS EN 
ESPECIES PRESENTES EN EL PACIFICO TROPICAL MEXICANO 

Existen antecedentes de estudios sobre farmacología marina realizados 
en algunas localidades del Pacífico tropical Mexicano; Green. (e) evaluó la 
toxicidad de 11 esponjas colectadas en Zihuatanejo, Gro. utilizando como 
organismo de prueba al pez dorado Ordssius ourüks observando que siete 
especies (63%) resultaron ser tóxicas al pez. Posteriormente Parias y Green, (250) 

estudiaron el efecto de las sustancias extraídas de la esponja //a/iciona sp., 
colectada en Zihuatanejo, Gro. sobre la pared celular de bacterias patógenas, 
advirtiendo que dichas sustancias afectaban la Integridad de la pared bacteriana. 

Ordaz y Green, (251) evaluaron la acción hemolítica de las sustancias 
extraídas de 10 especies de esponjas de Zihuatanejo Gro., sobre los glóbulos 
rojos de carnero;.asl mismo, evaluaron la icilotoxicidad de estas sustancias, 
detectando que 8 especies tenían compuestos con efecto hemolltico e ictiotóxico. 
Cruz, y col. (20) aislaron 11 metabolitos bromados presentes en las esponjas del 
género ilp/Mid colectadas en Puerto Escondido, Oax. de los cuales dos, tienen 
efecto sobre bacterias Gram + y Gram 

En base a los estudios anteriormente citados, es claro que el conocimiento 
que se tiene sobre la presencia de compuestos bloactivos en los organismos que 
habitan el Golfo de Tehuantepec, es parcial, por lo que es Importante continuar 
con este tipo de estudios, para el mejor conocimiento de estos recursos. 

Con este trabajo se pretende realizar una Investigación básica para 
detectar la presencia de sustancias bioactivas con actividades antibacterianas, 
antifúngicas, hemoilticas, hemoaglutinantes y citotóxicas de los extractos crudos 
obtenidos de 10 especies bentónicas abundantes, presentes en el Golfo de 
Tehuantepec. 
Para lograr esto, se plantearon los siguientes objetivos: 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluación preliminar de la presencia de sustancias bioactivas, en 10 
organismos bentónicos abundantes del Golfo de Tehuantepec, 
estimando de manera indirecta el papel ecológico que tienen estos 
compuestos para favorecer la sobrevivencia de estos organismos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Evaluar la actividad antibacteriana y antifúngica de los extractos 
metanólicos y acuosos de las 10 especies seleccionadas. 

Evaluar la acción hemolítica y hemoaglutinante de los extractos 
acuosos obtenidos de las 10 especies seleccionadas. 

Evaluar la acción citotóxica de los extractos acuosos determinando la 
Dosis letal 50 (DI-50)  y la Dosis efectiva 50 (DE50)• 

Estimar en base a la información generada, el posible papel ecológico 
de estos compuestos bloactivos 

HIPOTESIS 

En las latitudes tropicales es más común encontrar organismos que tienen 
metabolitos con bioactividad, debido a la intensidad de las interacciones intra e 
interespecíficas (8, 10, 11, 243, 244, 247, 248). El Golfo de Tehuantepec se localiza en 
la zona tropical del Pacífico Mexicano, por lo que es muy factible encontrar en 
esta área, organismos que contengan compuestos con algún tipo de actividad, 
con un papel ecológico definido, y que pueden constituir una fuente de 
compuestos potencialmente útiles desde el punto de vista farmacológico. 
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AREA DE ESTUDIO 

El Golfo de Tehuantepec está situado al sur del Istmo de Tehuantepec, y al 
sur del Pacífico Mexicano, entre Puerto Angel Oax. y la desembocadura del río 
Suchiate, Chis, entre los 14° 10'a 16° 13' Lat N y 92 ° 15' a 92° 55' Long W. (252) 

La zona costera abarca una longitud de 400 km. La plataforma continental 
varía de 12 km enfrente de Salina Cruz, Oaxaca a 45-50 km en la zona cercana a 
la desembocadura del Río Suchiate. Longitudinalmente a la plataforma se 
encuentra la Trinchera Mesoamericana, la cual, se divide en dos porciones a la 
altura de Puerto Angel Oax., La Trinchera de México y La Trinchera de 
Guatemala. La Trinchera de Guatemala, se Inicia frente a Puerto Angel y se 
prolonga en dirección Sureste hasta llegar a Cabo Velas en Costa Rica. Es 
bastante estrecha, alcanzando en la Depresión de Tehuantepec, hasta 6493 m de 
profundidad. (252). 

En el Golfo de Tehuantepec los sedimentos estan constituidos desde 
arenas medias a muy finas; la fracción gruesa es abundante, a menos de 59 m y 
disminuye con la profundidad; el porcentaje de biogénicos de la fracción gruesa 
aumenta con la profundidad, y los restos de organismos tienen un papel 
importante en la composición del sedimento de la plataforma de Tehuantepec. 
Los aportes continentales son escasos, (252) 

La región del Golfo de Tehuantepec se encuentra dentro de la zona 
tropical, siendo el clima por lo general húmedo con abundantes lluvias, 
presentandose la mayor precipitación en el mes de junio y hacia finales del mes 
de septiembre, variando de 800 a 1600 mm. (252 ). 

Los vientos predominantes durante los meses de septiembre a mayo, se 
denominan "Tehuanos" o "Tehuantepequeros", provocados por masas de aire 
polar que invaden el Golfo de México y se vierten sobre el Océano Pacifico donde 
son cubiertos por masas de aire tropical. El contraste de las dos diferentes 
densidades de estas masas, origina una aceleración de los vientos. Los 
Tehuanos son vientos que soplan del norte, pueden alcanzar una velocidad de 18 
m/seg produciendo el desplazamiento de masas de agua hacia el sur, provocando 
un arrastre de ellas desde los lados y desde abajo. Estos movimientos de masas 
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de agua, originan una surgencia de agua profunda, rica en nutrientes y oxigeno. 
(253). 

Durante el verano, los vientos son débiles y soplan generalmente hacia el 
Este. Los huracánes son comunes en septiembre. La temperatura superficial del 
mar durante el verano es de 28 a 30 °C, y durante el invierno de 18 a 19 °C (253). 

En el Golfo de Tehuantepec se identifican claramente 3 épocas de 
variación climática a lo largo del año, que están determinadas por el efecto de los 
vientos. Los tehuanos, predominantes en otoño e invierno, se caracterizan por 
originar condiciones de sequía y bajar la temperatura superficial del mar (de 28 °C 
a 19 °C). Los surestes, predominantes en verano, aportan lluvias a la zona litoral 
y sublitoral. La tercera época esta dada por los huracanes, los cuales son 
comunes en los meses de septiembre y octubre. (253) 

Las surgencias de aguas profundas originadas por el efecto de los 
tehuanos en invierno, manifiestan su efecto en la zona costera fertilizando las 
aguas. El efecto de esta surgencia se observa desde Salina Cruz a Puerto Angel 
(254) por lo que esta área es muy productiva, desde el punto de vista pesquero. La 
pesquería más importante en el Golfo de Tehuantepec, es la de camarón. 

Los estudios realizados en el Golfo de Tehuantepec son escasos, a pesar 
de ser una zona en donde se realizan unas de las más importantes pesquerías de 
camarón. Por esta razón El Comité de Concertación Oceánica Pesquera, en el 
que participan diversas instituciones (como: las Secretarias de Marina, Pesca, 
Desarrollo Social y Educación Pública. Además instituciones de educación 
superior: La Universidad Nacional Autónoma de México y El Instituto Politécnico 
Nacional. También participan Petróleos Mexicanos, El Instituto Mexicano del 
Petroleo, el Instituto de Investigaciones Eléctricas y El Consejo Nacional de 
Ciencia y Tecnología y otras), en sus reuniones realizadas desde 1990, 
determinaron que el Golfo de Tehuantepec es un área prioritaria para la 
realización de estudios oceanográficos, por esta razón se eligió esta área para la 
realización del proyecto de investigación interdisciplinario: "Oceanografía del 
Golfo de Tehuantepec" siendo el responsable del mismo, el M. en C. Margarito 
Tapia Garcia (convenio UAM-SEP no. C89-01-0250). El presente trabajo formó 
parte de este proyecto de investigación. 
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Para la realización del presente estudio se seleccionaron un total de 9 
estaciones de recolecta para la obtención de organismos, situadas entre Salina 
Cruz, Oax. a Puerto Madero, Chis. Estas estaciones se situan entre las isobatas 
de 20 a 100 m. (Fig 1) las profundidades de los lugares de colecta variaron de los 
30 a 60 m y su localización exacta se puede apreciar en el cuadro 3 
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CRUCEROS 

MIMAR V CI 
F100111011 • 

SALCRU I • 
SALMO II • 

GOLFO DE TEHUANTEPEC 

N 

FIGURA 1 
AREA DE ESTUDIO Y LOCALIZACION DE LAS ESTACIONES DE COLECTA 



nd nd 24-mar- 
90 

7 

CUADRO -3 

CAMPANAS OCEANOGRAFICAS 

CRUCERO OCEANOGRAFICA MIMAR V EN EL 13/0 EL PUMA 

CRUCERO OCEANOGRAFICA FlOUINDI 1 EN EL 13/0 EL PUMA 

CRUCERO OCEANOGRAFICO UAPEC 1 EN EL BARCO CAMARONERO DON NACHITO 

nd = no registrada 



CRUCERO OCEANOGRAFICO SALCRU 1 EN EL IVO EL PUMA 

CRUCERO OCEANOGRAFICO SALCRU II EN EL 8/0 EL PUMA 

• 



MATERIALES Y METODOS 

TRABAJO DE CAMPO 

A) Colecta del material. 
El material biológico se colectó en la zona infralitoral del Golfo de 

Tehuantepec en el Buque Oceanográfico (BO) "El Puma", durante las campañas 
realizadas para el proyecto de Investigación: "Oceanografía del Golfo de 
Tehuantepec" . Se realizaron cuatro cruceros oceanográficos: MIMAR V, en mayo 
(primavera) de 1989; FIQUIMBI 1, en noviembre (otoño) de 1989, SALCRU I, en 
agosto (verano) de 1990 y SALCRU II en noviembre (otoño) de 1990. Cabe 
mencionar que estos cruceros oceanográficos se hicieron en colaboración con las 
siguientes instituciones: Instituto de Ciencias del mar y Limnología de la UNAM, 
(MIMAR V y FIQUIMBI 1) y Petróleos Mexicanos (SALCRU I y SALCRU II); la red 
de estaciones de recolecta en cada crucero fue fijada por la institución anfitriona, 
por lo que la toma de muestras para este trabajo se hizo tratando de obtener 
muestras de la porción oeste, central y esté del Golfo, así como a diferentes 
profundidades, entre 30 a 60 m. 

Para la colecta de organismos se usó una red de arrastre de 12 m de 
abertura de trabajo, 24.4 m de largo y de 4.4 cm de abertura de malla. Los 
arrastres tuvieron una duración de 30 min. a una velocidad promedio de 3 nudos 
(5.5 km/hr) sobre fondos arenosos y arenosos-fangozos. El material colectado en 
el buque, se congeló a -10 °C para ser transportado al laboratorio, y se mantuvo 
congelado hasta su procesamiento. 

También se realizó una colecta en un barco camaronero en marzo 
(primavera) de 1990. Los arrastres ;e realizaron por medio de dos redes de tipo 
chango camaronero, de 9 m de abertura de trabajo, 20 m de largo y 4.4 cm de 
abertura de malla, con una duración de 4 hrs. 
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TRABAJO DE LABORATORIO 

B) Identificación taxonómica del material colectado. 
Ya en el laboratorio, una parte del material se descongeló y preservó con 

formol al 4%, para la identificación de los organismos hasta el nivel de especie. 
Se usaron las claves taxonómicas Kenneth, (255), Harrer y Rows, (258); Abbott y 
Hollenberg (257); y Peek, (289) (cuadro 4). 

C) Preparación de los extractos. 
De cada una de las especies colectadas se prepararon 2 extractos 

diferentes (108 ). Primero, se limpió el material para eliminar restos de sedimentos 
y se retiraron manualmente los epifitos. 

Se pesaron 50 g de muestra (peso húmedo), y se homogenizaron con 50 
mL de disolvente en una licuadora Osterizer de 10 velocidades, durante 15 a 20 
min. Se usaron 2 disolventes, uno de polaridad media (metanol, marca Baker 
grado reactivo) y otro polar (agua destilada, marca Theiser). Los homogeneizados 
se centrifugaron a 1500 rpm (200 g), en una centrífuga Sorvall, durante 10 min. 
con el fin de eliminar los restos de materia, y los sobrenadantes obtenidos, 
(extracto crudo) se usaron para realizar las pruebas biológicas. 

Debido a que sólo se querían obtener los metabolitos secundarios, se 
usaron disolventes polares ya que estos regularmente son solubles en este tipo 
de diluyentes (15, 24). 

A cada extracto se le evaluó su concentración de proteína por la técnica de 
Lowry (259) y se determinó su peso seco. Además se midió su osmolaridad en un 
osmómetro marca DIGEMATIC mod. ED2, y se ajustó entre 280 a 320 mOshlkg, 
concentrando el extracto en corriente de N2 o diluyendo con agua destilada, con 
objeto de no alterar la osmolaridad de los medios de cultivo utilizados en las 
pruebas de citotoxicidad. 

Se utilizaron los extractos acuosos y metanólicos para realizar las pruebas 
de actividad antimicrobiana y para las pruebas de hemólisis, hemoaglutinación y 
citotoxicidad, sólo se usaron los extractos acuosos. Los extractos metanólicos no 
se utilizaron para estos bioensayos debido a que al evaporar el disolvente, los 
residuos generados podrían dar falsos positivos (15) y ante la imposibilidad de 
evaluar este error, se decidió no utilizarlos. 
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CUADRO 4 

ORGANISMOS COLECTADOS EN LAS CAMPAÑAS 
OCEANOGRAFICAS 

PHYLUM 	PORIFERA 
CLASE 	Demospongiae 
ORDEN 	Hadromerida 
FAMILIA 	Suberetidae 

Süberiles /kis (Johnston) Schmid, 1870 
/leudar/gen/es pseadur Dickenson 1945 

ORDEN 	Poecflosclerida 
FAMILIA 	Axinellidae 

Axinella erecta (Carter, 1876) 

PHYLUM 	CNIDARIA 
CLASE 	Anthozoa 
ORDEN 	Pennatulacea 
FAMILIA 	Renillldae 

ame/hyslina Verrill 
Átvulla kaki Pfeiffer 1886 

FAMILIA 	Pennatulidae 
Plllasvircus undula/In (Gray) 

FAMILIA 	Veretillidae 
Perelduin sp. 

ORDEN 	Actiniaria 
FAMILIA 	Hormatiidae 

CiiSyda rcuityda Verril 1869 

PHYLUM 	CHORDATA 
SUBPHYLUM 	Urochordata 
CLASE 	Thalliacae 
ORDEN 	Pyrosomidae 

1)ravonm wssizi 

DIVISION 	RHODOPHYTA 
CLASE 	Florideophyceae 
ORDEN 	Cryptonemlales 
FAMILIA 	Cryptonemiaceae 

aypionemia (zniudda (S etchell & Gadner)Daws 



O) Pruebas de bloactividad. 

1) Pruebas de acción antibacteriana v antifúrioica  
Con cada uno de los extractos se concentraron discos de papel Watman 

no. 42 de 0.5 cm de diámetro. Se probaron 2 concentraciones: por extracto: 0.1 
y 0.2 g (peso húmedo). Se utilizaron cepas de bacterias Gram + (.570/11/0e011-11‘,  
811re/he, y S/re/dame/he progenes) y Gram - ( .9bone» /sph/ y ..911,ffella sonnei), asl 
como microhongos ( Cind/d/ oihnwns y Cm/Moceo' neoformans). (271). 

Las pruebas se llevaron a cabo en cajas de Petri de polipropileno de 9 cm 
de diámetro por 1.5 cm de altura, utilizandose 10 mL de medio de cultivo 
especifico para cada microorganismo, Se usó agar nutritivo para los cultivos de 
sanco: /yphiy 5 amera agar cerebro corazón para los cultivos de .1 progenef ,  , 
así como agar dextrosa sabourand para los cultivos de neol;mons y agar malta 
levadura para los de e o////ean.s.  Las pruebas se realizaron por triplicado. 

En las cajas de Petri se colocaron 3 discos de papel, 2 discos con las 
diferentes concentraciones del extracto y el tercero como testigo impregnado con 
el disolvente usado (agua destilada ó metanol). Después de un período de 
incubación de 24 hr. a 37 °C, para las pruebas con bacterias, y de 48 hr a 37 °C 
para las pruebas con microhongos, se evaluó la presencia de halos de 
inhibición, los cuales se midieron con un Vernier de 0.01 mm de precisión (14). 

2) Pruebas de acción Hemolitica.  
Para la realización de estas pruebas se siguió el método sugerido por 

Lynch (26o), Se hicieron diluciones de cada extracto: 1/1, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 
1/160, 1/320. Se colocaron 1.5 mL de cada dilución en tubos Ependorff; se 
agregaron 0.5 mL de solución de eritrocitos al 3 %„ (VN), los cuales se lavaron 3 
veces con solución isotónica de NaCI (0.9%), para eliminar plaquetas. Los tubos 
Ependorff con la dilución del extracto y los eritrocitos se homogenizaron 
suavemente en un vortex. Posteriormente se incubaron durante 30 min. a 36 °C. 
Después los tubos se centrifugaron a 1000 rpm (150 g) por 15 min. y el 
sobrenadante se analizó en un espectrofotómetro a 540 nm. Cada prueba se 
realizó por duplicado. 

Se utilizó una muestra con agua destilada y eritrocitos como testigo de 
100% de hemólisis (testigo positivo) y otro tubo con solución isotónica (NaCI 
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0.9%) y eritrocitos como O % de hemólisis (testigo negativo), Los resultados de 
cada prueba se expresaron en porcentaje (%) de hemólisis. 

3)Pruebas de acción hemoaolutinante.  
Para realizar este estudio se usaron muestras de sangre humana, 

correspondientes a los tipos A, B , AB y O , no se consideró el factor Rh, ya que 
las aglutininas interactuan con los antígenos de membrana correspondientes a los 
grupos sanguíneos antes mencionados. Además se probó sangre de rata y ratón. 

Se realizó primeramente un examen cualitativo, utilizando sangre 
heparinizada completa, aplicando directamente sobre ella el extracto a probar 
(una gota de extracto y una gota de sangre), para seleccionar los extractos que 
presentaron este tipo de bioactividad. 

Posteriormente, se prepararon diluciones de cada extracto activo: 1/1, 1/10, 
1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280 y 1/2560. Las pruebas se realizaron 
en multiplicas de 36 pozos. A cada pozo se les agregaron 200 jit. de cada 
dilución, por duplicado y 50 µ1. de la solución de eritrocitos al 3%. Después de 5 
min. de incubación a 37 °C se observó la reacción de cada pozo. También se 
corrieron pruebas refrigerando la placa por 30 min., a 4 °C para observar la acción 
de aglutininas en frio. 

Los pozos se observaron en el microscopio óptico, a 10 x y 40 x. Las 
reacciones se compararon con la hemoaglutinación producida por la 
fitohemaglutinina (PHA), la cual, se utilizó como testigo positivo (260). Se utilizó la 
escala empleada por Lynch (260) para la evaluación de esta prueba, la cual consta 
de cuatro niveles de aglutinación: 
1, ++++ Aglutinación completa. formando un gran conglomerado único de células. 
El efecto es el observado por acción de la PHA. (efecto muy fuerte). 
2. +++. Aglutinación completa, clara pero en grupos más pequeños que el anterior 
(efecto fuerte) 
3. ++. Aglutinación no completa, pero aún bastante visible. (efecto moderado) 

4. +. Aglutinación con conglomerados de células que son apenas perceptibles 
macroscópicamente. (efecto débil) 
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4) Pruebas de Citotoxicida4. 
Para realizar estas pruebas, se utilizaron cultivos de linfocitos humanos de 

sangre periférica, de doce donadores sanos, de 25 a 35 de años de edad, no 
fumadores. gel y 262). 

Primero se corrió una prueba tentativa para fijar las dosis a probar de cada 
uno de los extractos, (cuadro 5) simultáneamente se realizaron ensayos para 
conocer el efecto del agua destilada, la cual se utilizó como disolvente, sobre los 
cultivos de linfocitos humanos. 

Se corrieron tres bioensayos, por triplicado, utilizando tres dosis diferentes 
del disolvente evaluado (0.02 mL, 0.5 mL y 1.0 mL), estos bioensayos se 
realizaron con sangre de tres donadores diferentes. Los resultados indicaron que 
no existen diferencias significativas de los porcentajes de mortalidad y los I. M. 
obtenidos, con dosis de hasta 1 mL de agua destilada estéril aplicada en los 
cultivos, en comparación con el testigo. La comparación estadística por medio de 
la prueba de ANOVA corroboró esto (cuadro 6). 

Posteriormente se ajustó la osmolaridad de cada uno de los extractos a 
probar entre 280 a 320 mOmslkg, debido a que entre estos valores, la integridad 
de los linfocitos en cultivo, no se ve afectada. gel. 

De extracto se probaron cinco dosis y un testigo sin extracto, por triplicado. 
Los cultivos se incubaron a 37 °C, y humedad saturada durante 72 hr. 
Transcurrido este tiempo, los cultivos se cosecharon. Un mL de cada cultivo se 
utilizó para evaluar la viabilidad de los linfocitos. Se empleó una solución de Tris-
Cloruro de amonio (cloruro de amonio 4.14 g /500 mL , trizma 2.05 g /100mL, se 
mezcla 450 mL de cloruro de amonio, y 50 mL de trizma y se ajusta el pH a 7,65), 
para facilitar su observación; así como azul tripano para distinguir las células 
vivas. El conteo de células se realizó con un hematocitómetro, con el fin de 
obtener la Dosis Letal 50 (DL50) de cada serie de cultivos. 

Los 4 mL restantes, se emplearon para la determinación del Indice Mitótico 
(I. M). A cada cultivo se le aplicaron 0.2 mL de colcemida, la cual se dejó actuar 
durante 1 hr. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 
min. para eliminar el medio de cultivo, y se les aplicó una solución hipotónica de 
KCI 0.075 M, durante 15 min.; transcurrido este tiempo se centrifugó la 
suspensión celular y se retiró la solución hipotónica. Luego las células se fijaron 
con una solución de metanol-ácido acético 3:1, y se lavaron 3 veces, aplicando la 
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CUADRO 5 

BIOENSAYOS PRELIMINARES CON LOS EXTRACTOS ACUOSOS, 
DE LOS ORGANISMOS BENTONICOS COLECTADOS, SOBRE LOS 

CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS 

ábberiles /feos 
20.0 

h 

fteudosubefiles Aor 
31.1 

' 	" e 

dxkelkt «da 
0.10 

2.05 * 1.110 1.00 * 0.111 0.20 I 0.040 

Nem» ~Myst)» 
20.70 

' a 

Mosarcus emolikus 
17.70 

0.115 * 0.311 0.06 * 0.40 0.06 *0.007 

Pentkasp 
45.00 

1.50 e 0.011 
•• 

0.115 *0.35 
11111 

0.25 *0.050 
be 

affieles miiepla 
10.00 

2.50* 1.40 1.36 *0.50 0.116 I 0.150 

&ovina obars'zi 
301 

la. la. IM 

Oyplonemil noskla 
0.112 

1.45 * 0.05 0.40 * 0.06 0.30 * 0.010 

El Testigo tuvo un I.M. de 2.87 t 1.2 

Nota. Estos bioensayos se realizaron sin considerar las osmolaridad de los extractos. 

" 	Efecto hemolítico en los cultivos. 
Efecto hemoaglutinante en los cultivos. 

***No se observaron células en los cultivos por posible efecto tóxico del extracto. 



1.46 t 0.25 

1.30 t 0.21 0.00 
TESTIGO 

0.02 53.25 11.0 

57.00 * 01.0 

0.01 I 0.21 

8.2313.70 

no &gni. 0.02 t 042 40.40 07.8 044 t 1.00 

1.00 no slot 1.20 t 0.14 65.35 t 04.2 7.34 * 0.78 

CUADRO 6 

BIOENSAYOS CON CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS PARA 
PROBAR EL EFECTO DEL AGUA DESTILADA SOBRE LOS CULTIVOS 

DE CELULAS 



misma solución fijadora y centrifugando para realizar los cambios de solución; 
después de la última centrifugación y con el paquete celular obtenido se 
elaboraron preparaciones, las cuales se tiñeron con Giemsa al 5%, durante 5-8 
min. tes preparaciones se observaron al microscopio a 40 x, se contaron el 
número de metsfaies en un total de 1000 células observadas. El I. M. se 
determinó con le siguiente fórmula: 

numero de metafases 
INDICE MITOTICO -   X 100 

1000 células observadas 

El tipo de diseño experimental para la evaluación de citotoxicidad, 
corresponde al de experimentos completamente aleatorios, en donde existe solo 
le variación de un factor (263), Por esta razón se utilizó la prueba estadística de 
ANOVA, para el análisis de resultados. Se analizaron datos de dos lotes de 
muestras, ceda lote estuvo constituido de 180 cultivos de linfocitos. 

Además se utilizó el análisis PROBIT (28) para la determinación de La 
Dosis Letal 60 (DL50) para cada uno de los extractos probados. La Dosis efectiva 
50 (DE50) se evaluó utilizando los valores del Indice Mitótico. La DE50 es la 
concentración del extracto probado, en la cual se observó una disminución del 
50% del valor del I. M. observado en comparación con el testigo, este valor 
también se calculó con el método PROBIT, 

Los resultados de la prueba de actividad antimicrobiana se analizaron 
estadísticamente con la prueba "t" student para conocer si existen diferencias 
significativas en el tamaño de los halos observados para cada tipo de 
microorganismo de prueba, y para las diferentes épocas del año analizadas. Se 
analizaron dos lotes de muestras, cada lote estuvo constituido por 60 cultivos. 

Los resultados de la prueba de hemólisis se analizaron con la prueba 
estadística de '1" student para determinar las diferencias entre las respuestas de 
los diferentes grupos sanguíneos usados. Los datos son el promedio de tres 
ensayos realizados. 

Los resultados de la prueba de hemoaglutinación son cualitativos. 
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RESULTADOS 

Considerando los datos calculados de densidad y frecuencia, obtenidos de 
las colectas de organismos realizadas en los diferentes cruceros, se 
seleccionaron un total de 10 especies para la realización de las pruebas de 
actividad biológica: 3 esponjas, 5 cnidarios, 1 protocordado y 1 alga: 

Parte del material se depositó en la colección de organismos bentónicos 
del Golfo de Tehuantepec ubicada en el Laboratorio de Ictiología y Ecología 
Pesquera y Santos en la UAMI. 

ESPONJAS 
.s'aheriley lims• 

13-odas/Miles pseidos 

.trine// 1 erre/d 

CNIDARIOS 
Álynik ame/hyshim 

&mg/ Ko/hÁvvi 
Ab/osa/rus mildrda/us 

PerebiniM .57) 

C1/4'aebv iwriepita 

PROTOCORDADOS 
1,7174S0/11ii 40.1912i 

ALGA 
121p/oneaá dios/ala 

Los resultados de densidad, medida como el número de organismos 
encontrados en el área de arrastre, indicaron que kv» oíd/p./II/bes la especie 
que presentó el valor más alto de densidad, en la zona de estudio, seguida de 
.5'//heiyie.v /707,N; iivr/dain sp.. 	b//gen: 	danizz 

P/i/o,swelis anda/a/os. .4.17iiella r' "f y /?;earkwhen/(19,9-Nks: (cuadro 7) 
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3.7 SS kaakezi 0.000000 OASO11075 

TOTAL 

113.20 

1024.00 

Phlosafrus 
andulatus 

0.000140 

0.005387 1130 0.000110000 

Area at 	l asti ada = 268,817.20 +1- 450.40 m2 

CUADRO 7 

DENSIDAD OBSERVADA EN LOS CRUCEROS REALIZADOS. 

CRUCERO ROUSSE« 1 

Area arrastrada = 33,450 +1- 450.70 m2 

CRUCERO UAMPEC-1 
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Los organismos que se encontraron con mayor frecuencia, medida como el 
número de veces en que apareció cada organismo en el total de estaciones de 
recolecta, en los 5 cruceros realizados son: (en orden de mayor a menor 
frecuencia) /?emila amel4yslina, PI/losarais uudulalur, Crilikeles rdly«,1 

,51/herilas feos, y Perebbinsp. (cuadro 8). 
El alga (.)yploneink ,71,/,y/s/do se colectó solo en zonas cercanas a la 

desembocadura de la Laguna de Mar Muerto, en mayo de 1989, agosto y 
noviembre de 1990. El protocordado PjTOSOIM1 dAYSSIZI.  se obtuvo en la campaña 
SALCRU II, por medio de arrastres realizados con redes de zooplancton (200 y 54 
pm de abertura de malla). Se observó que este organismo fue abundante en 2 
estaciones de muestreo. 

Las esponjas Mine11,9 elreld y 1:Nyvidosahenies ficoiday solo se encontraron 
durante la colecta realizada en el barco camaronero, en marzo de 1990. Estas 
especies habitan en zonas de fondos irregulares, con piedras de diversos 
tamaños y con restos de conchas, y en profundidades que variaron de 35 a 38 m. 

De los organismos colectados, se elaboraron 10 extractos metanólicos y 
10 extractos acuosos (2 extractos por organismo). En general de cada organismo 
se procesaron un total de 100 g (peso húmedo) para obtener 50 mL de cada 
extracto, salvo en la muestra del alga Cop/onank diezethi de la cual se 
recolectó 40 g.(peso húmedo), por lo que solo se obtuvieron 20 mL de cada 
extracto. 

A cada extracto se le evaluó su concentración de proteínas, su osmolaridad 
y su peso seco (cuadro 9). 

Se usó el peso seco de cada extracto, para fijar las diferentes dosis 
probadas en cada evaluación de bioactividad. 
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CUADRO 8 

FRECUENCIA DE APARICION DE LAS ESPECIES EN LOS DIFERENTES 
CRUCEROS REALIZADOS 

0/24 

<.,. 

0/11I 

t 5.4 	' 

3/18 0120 016 3184 Árke/ki erecla 

Preadosuberiletv 
dos 

0/24 0118 1/18 0/29 015 1/84 

,kberiles Iliws 3/24 2/18 6/8 2/29 3/5 16184 
Cd/iades 
Vd/je ala 

8124 6118 8/8 7/29 416 33184 

Pb7osecus 
unduktus 

7/24 11/18 618 8/29 3/6 35/84 

kenda 
ameth b»a 

13/24 13/18 818 14/29 4/5 52/84 

Yeaild ko//iXeri 6/24 4118 318 6129 2/5 21/84 
liereldum 8 , 6/18 0/8 2/29 4/6 16184 

? TOSVMd 	.9SSfri 0/24 0/18 0/8 0129 2/6 2184 
ayplonemia 
a uslald 

2/24 0/18 0/8 1/29 2/6 5184 

FRECUENCIA = Número de estaciones en que se encontró a la especie / Número total de 
estaciones de colecte. 



CUADRO 9 

EVALUACION DE PESO SECO, CONCENTRACION DE PROTEINAS Y 
OSMOLARIDAD DE LOS 10 EXTRACTOS ACUOSOS PROBADOS EN 

LOS BIOENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 

‹g41, 	,.. 

Stiberilay /bis 28,000 

tY  

08.3170 1261 

hrtidosaheriles pseadav 31.800 06.9690 2455 

lxiiielk erec/ 08.100 00.4974 2730 

Nena amelhystka 28.700 00.6280 0301 

»ni» kollikeri 03.400 03.1900 0844 

Pillosareas unduklus 17.700 02.3800 1063 

*Main 45.800 14.6980 2380 

Cal/jactes varice» 19.900 05.4230 2630 

Pyrosoma 4eassizi 39.600 05.1168 2461 

Oyplonemia 811,11SZild 00.112 00.0120 0443 



Resultados de las pruebas de actividad Biológica. 

1) Pruebas de agividad antimicroblana.  
En las pruebas de actividad antimicrobiana se observó que los extractos 

acuoso y metanólicos de 8 especies estudiadas mostraron actividad 
antibacteriana y/o antifúngica, inhibiendo el crecimiento de estos 
microorganismos. Sólo los extractos de 1)raroma sp. y Preadawherile.s' pseudos no 
presentaron ningún tipo de actividad. (cuadro 10). 

Los extractos de .9henies Ms(metanólico) 'Penda amelhyslind (acuoso y 
metanólico), Á'eni/k hilikvi(metanólico), adiades rdnTrid(acuoso y metanólico) 
y 0.7p/onemia aigas/a/a (acuoso y metanólico) tuvieron efecto sobre bacterias 
Gram +. Mientras que los extractos de Xeni/k rundhplind(metanólico), nyv/i/km 
sp (metanólico), y 0.  y/oneiáv anpsfaki (acuoso y metanólico) fueron activas 
contra bacterias Gram-. 

Por otro lado, los extractos de Arinella ereek (acuoso), Yonilk úniel4h51",  

(acuoso y metanólico), Phinswros a/dm/dux (metanólico), y Cilkieles ranepla 

(acuoso) inhibieron el crecimiento de los microhongos. Estas cuatro especies, 
tuvieron compuestos activos en contra de (radie// akkans Y sólo el extracto de 
la anémona 6:7/4:70/0-  idrilymb presentó efecto contra (klp/ocoecur neoknname 

El análisis de los tamaños de los halos de inhibición obtenidos, indicó que 
existen diferencias significativas, entre el tamaño de los halos registrados para las 
bacterias Gram+ y las Gram- , (t=1.85 P c 0.025), así como entre las Gram- y los 
microhongos (t=1.81 P c 0.05). No se observó diferencia significativa entre las 
dimensiones de halos obtenidos con las bacterias Gram+ y los microhongos. El 
promedio de los halos de inhibición observados para las bacterias Gram+ fue de 
7.5511.84 mm, para las Gram- 9.8913.87 mm y para los microhongos de 
7.6610.008 mm. Los halos de mayor tamaño registrados, corresponden a los 
observados con el extracto de ilemi/a ame/hr.slind(18.0 mm con extracto acuoso, 
contra ,574.17e//d sonei), seguidos por el de Me» «4(11 mm con extracto 
acuoso, contra Cándida rilkinllis ), C7///;leble 	( 10.3 mm con extracto 
acuoso, contra ,Slygykromis aurora ) Álvida kollarly (9.9 mm con extracto 
metanólico, contra .57(0/71kayriAs• surcas 	eOpiOnená (///4WS'hild (9.5 mm con 
extracto metanólico, contra Silmonegz Oh/ ), /frebiha sp (9.2 mm con extracto 
metanólico, contra ..Nhoe/A9 sones), 5'llámlw Aws(7 mm con extracto metanólico, 
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PORIFERA 
&bailes hiws m.OH 0.800 0.02 07.00 0.01 Sp+  
(2.80 y 6.80) 
dmileki ereela 1430 08.60 0.70 11.00 1.40 Cah 

CNIDARIA 
Ilwilla wnethyslind 1420 08.40 0.03 11.00 2.80 Sa+ 

ote0f4 09.45 0.20 10.70 1.30 Sa+ 
ine014 10.70 2.70 15.40 2.80 St' 
nutOlt 10.00 0.50 18.00 2.10 Se- 
1130 00.40 0.40 06.70 1.10 Cah 

~OH 10.20 0.60 11.60 0.20 Cah 

Átwilla kdikeri meON 08.00 0.20 09.90 0.40 Sa+ 

Phiosurus undal" meON 08.20 1.20 06.60 1.20 Sp+ 
ine011 06.00 1.80 08.60 1.20 Cah 

Perelikm sp. msOH 06.80 0.80 08.80 3.40 St- 
me011 06.90 1.40 09.20 0.40 Se- 

CrOacies varkink H20  10.00 2.60 10.30 2.60 Sa+ 
meON 06.60 1.30 10.30 0.80 
1420 06.00 1.60 07.00 4.80 Cah 
H20  07.00 1.80 07.60 3.40 Cnh 

Oyplonemiri 1420 no realizado 08.40 3.40 Se+  
(91111/Slald (nr) 

mitON nr 07.60 2.10 Se+ 
1420 nr 07.70 0,40 St- 

mo.011 nr 09.60 0.80 St• 
H2o nr 07.00 2.80 Sr 

CUADRO 10 

ACCION ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS 
NIETANOUCOS Y ACUOSOS 

Sa+= Slaphy/ocoems ‹nirems-
St Si/mane/1d Ophi 
Cah = Candidi a/hicans 

sp+= ,shrplocoraus ppyros 	(bacterias Gram +) 
Ss' 	.shre/Id sonad 	 (bacterias Gram .) 
Cnh = Coploroerus /mofamos 	(microhongos) 



contra ,SYreplolmws pyagenes ) y Plikswens nnoldallis (6.6 mm con extracto 
metanólico, contra Candida a/hkans). 

Renda amelhys/ina fue el único organismo que mostró tener efecto tanto en 
bacterias Gram+ como Gram - y microhongos. 

Por otro lado, se observaron diferencias significativas entre las 
dimensiones de los halos de inhibición causados por los extractos de los 
organismos colectados en diferentes épocas del año. Fue significativa entre los 
organismos colectados en noviembre y agosto (t.:2.34 P < 0.05), además de 
agosto y mayo (t=1.45 P < 0.05), pero no fue significativa para los organismos 
colectados en mayo y noviembre. El promedio del tamaño de los halos de 
inhibición registrados, causados por los extractos de los organismos colectados 
en mayo fue de 7.62±1.16, de 9.65±3.02 para los organismos colectados en 
agosto y de 7.27±1.42 para los colectados en noviembre. 

2) Resultados de las pruebas de hemólisis.  
En las pruebas de hemólisis se observó que el extracto acuoso de ,s'abwy/es 

heius presentó efecto, solo en concentraciones de 1/1. Lo mismo ocurrió con el 
extracto acuoso de Pseadosahenke p.,/,dos al analizar los valores de osmolaridad 
de estos dos extractos se observa que ambos son elevados, el extracto de 
/ ,'< ,//f/o.svikoyirtv psrado.s tiene una osmolaridad de 2455 mOsm/kg y ,si/bento.  hiws 
de 1261 mOsm/kg, por lo que el efecto hemolítico observado, en ambos casos, se 
debió a una alteración en la osmolaridad de los eritrocitos durante la prueba y no 
a la presencia de alguna sustancia hemolítica en estos extractos. El extracto 
acuoso de Xemik ame/hsylina mostró tener acción hemolítica hasta títulos de 1/10 
en dos tipos sanguíneos humanos: En el tipo O presentó un 20% de hemólisis, en 
diluciones 1/10 y del 90% de hemólisis en concentraciones 1/1, mientras que en 
el tipo sanguíneo B mostró un efecto de hemólisis del 10% en la dilución 1/10 y 
del 99%de hemólisis en concentración 1/1; la osmolaridad de este extracto es de 
301 mOsm/kg, por lo que es posible que el compuesto con actividad hemolitica 
esté en muy baja concentración en el extracto y por esta razón no se observó 
efecto en otras diluciones. El extracto acuoso de 	01Yr/d presentó actividad 
hemolítica hasta títulos de 1/320 en los 4 tipos sanguíneos humanos, además de 
hemolizar la sangre de rata y ratón. En cada tipo sanguíneo hubo diferencias 
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significativas (t= 3.53 P c 0.02) en cuanto a la resistencia de los eritrocitos a la 
hemólisis (cuadro 11) (Fig. 2). 

3) Resultados de las pruebas de hemoaglutinaclón,  
En cuanto a los resultados de la prueba de hemoaglutinación, se observó 

que los ensayos incubados a 37 °C presentaron efecto hemoaglutinante, lo que 
no ocurrió con las pruebas incubadas en frío (4 °C). El extracto acuoso de 
.siihen/es /7a/s'aglutina moderadamente los eritrocitos del tipo sanguíneo AB, así 
como sangre de ratón y rata, y débilmente a los eritrocitos del tipo sanguíneo B. 

El extracto de Mona h/Nenaglutina débilmente los eritrocitos tipo B, y O, 
además aglutina moderadamente sangre de ratón y rata. 

El extracto de Oylonewn;v nyisiald aglutina moderadamente a los 
eritrocitos del tipo sanguíneo AB. 

El extracto de IHrli/hosp. aglutina moderadamente los eritrocitos tipo A. 
El extracto de P/dosarau imda/aks'aglutina débilmente los eritrocitos tipo 6, 

AB, y O y moderadamente la sangre de ratón. (cuadro 12). 
En la mayoría de los extractos acuosos se observó actividad 

hemoaglutinante débil hasta títulos de 1/20 y sólo el extracto de (ip/ontom 

,ilif,::,-//d mostró actividad hemoaglutinante débil hasta títulos de 1/40. 

4) Resultados de las pruebas de acción citotóxica 
La acción citotóxica sólo se evaluó en los extractos acuosos obtenidos de 

los diez organismos estudiados; anteriormente se explicó que en los extractos 
metanólicos al evaporar el disolvente, podrían quedar residuos, los cuales 
constituyen un elemento de error, ya que estos residuos casi siempre son tóxicos. 
Este hecho ocasionaría que en las pruebas de bioactividad se registrarán falsos 
positivos y ante la imposibilidad de evaluar este error se decidió no utilizarlos. 

En total se hicieron 360 cultivos de linfocitos, ya que se realizó un mínimo 
de 2 bioensayos utilizando 5 dosis de extracto y un testigo, por triplicado, por 
cada uno de los extractos a probar. 

Con el extracto de Cop/onomm (aphslata se corrieron un total de 4 
bioensayos. 

En las pruebas de citotoxicidad con los cultivos de linfocitos y los diferentes 
extractos a probar, se observó que en la mayoría de los casos existió una relación 
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CUADRO 11 

PORCENTAJE DE HEMOLISIS EN PRUEBAS CON EL EXTRACTO 
DE ~elle erecta  CON CUATRO GRUPOS SANGUINEOS 

Amortiguador 00.00 00.00 00.00 00.00 00.00 

11360 05.90 33.71 00.75 41.64 20.33 

11160 06.16 34.11 01.03 42.28 20.89 

1180 08.13 36.42 01.30 62.45 24.576 

1140 08.22 37.46 03.92 54.64 26.06 

1/20 08.26 37.61 05.13 54.82 26.45 

1110 99.90 96.90 05.31 99.81 76.48 

111 99.90 99.90 97.00 99.93 99.18 

14 • DEST. 100 100 100 100 100 

La diferencia en la respuesta de los cuatro grupos sanguíneos probados 
fue significativa con un P c 0.02. 

NOTA: El amortiguador que se utilizó fue solución de NaCI 0.9%. (testigo 
negativo). El agua destilada fue el testigo positivo, donde se obtiene 100% de 
hemólisis. 



epa/ i 
• 

E 

e 

e 

u 

u ■ 
Eci 
Diluciones del eillisclo 

io ' 1 

Tipo  1 

TIPO 

1 'Tipo A 

1 Tipo 

FIGURA 2 
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE HEMOLISIS CON EL EXTRACTO DE Axinella erecta SOBRE 4 

TIPOS SANGUINEOS 

Amo. = Solución amortiguadora de NaCI al 0.9% (testigo negativo) 
Agua = Agua destilada (testigo positivo) 



CUADRO 12 

HEMOAGLUTINACION OBSERVADA EN TITULOS DE 1:10 DE LOS 
EXTRACTOS PROBADOS 

,5'llberile,s' hos  
l'selmio,Nwherilay 
p,s'elmlos  
Árine//a ereela  
ilenlik micl/ SUI1r1 

kokiker/ 
	

+. 	 +. 	++ 
	++ 

Pli/osdrais 
	

+- 	 ++ 
tu/olidos 
Ilerelikma sp 
	

++ 

al/km.1es vanepla 
/Yrosoma  

++ 
(2/711/Sirlia 

TESTIGO 
	 ++++ 

FITOHEMAGLUTININA 

+- 	++ 	 ++ 	++ 

HE HE HE HE HE HE 

ESCALA según Lynch (260): 

1. ++++ Aglutinación completa, formando un conglomerado único de células, (efecto 
muy fuerte). Similar al observado por la acción de la PHA. 
2. +++ Aglutinación completa, clara pero en grupos más pequeños que el anterior 
(efecto fuerte). 
3 ++ Aglutinación no completa, pero aún bastante visible (efecto moderado).  
4 + 	Aglutinación con conglomerados de células que apenas son perceptibles 
macroscopicamente (efecto débil) 



directa entre la dosis y el porcentaje de mortalidad de las células, así como una 
relación inversa entre la concentración y el I. M., ya que al aumentar la dosis, 
aumentó el porcentaje de mortalidad y disminuye el valor del I.M. (Fig. 3 a la 12). 

Se detectó que los extractos acuosos de Men/es ficus, Trine//a ()rock 
Remila amelhyslina, Yonlid kol/deri l'Illawnws oda/do: Perelilhosp., adiacles 
112/701d, /YrOSOIlld agasizi y (.'opioneniM dips/a/a presentaron un efecto 
citotóxico en los cultivos de linfocitos. 

El extracto acuoso de Psoudosabenfes pseudosno presentó un efecto tóxico 
evidente ya que no se observó relación alguna entre el incremento y decremento 
del porcentaje de mortalidad y el aumento de la dosis. (Fig 4) 

Los valores obtenidos con el análisis de ANOVA revelan que para las 
pruebas realizadas con los extractos de ibine/h (vreld, Mentes /bu 
ame/loba, Renda ~ea.  Pliksdreas amhdalys, Peir/i/hosp, /ir/67c/es rancold. 
Irrosoma agassúl y Cryplonemia imosiala existe diferencia significativa entre los 
valores del testigo y de las diferentes dosis probadas (P < 0.002 y P < 0.05). 
(cuadro 13) 

Esto no ocurre así para los valores obtenidos de la prueba del extracto de 
Pseadosübenles premias ya que no se observa una diferencia significativa entre los 
valores del testigo y de los tratamientos (P < 0.85) (cuadro 13). 

Los valores de D150 se calcularon con el método PROBIT, debido a que 
sólo en la prueba realizada con el extracto de Renda ame/lnybna se obtuvieron 
valores experimentales de mortalidad cercanos al 50% 

En base a los valores de DL50 tenemos que el organismo más tóxico es 
nypionewa awslalaseguido de km//; iimelhWina, Rilaranws utyhálu.k; 
tivie4whz 	ko/Nryi il.iwiella ere da. .9/heniev titus: Perebihosp. y por último. 
/:rmsoind (7,4,assin.  (cuadro 14) 

El único extracto acuoso en el cual no se observó citotoxicidad, fue el 
perteneciente a la esponja PseudosabenM,  pseudo. 

Los valores de I.M. obtenidos en los diferentes bioensayos realizados. 
muestran que en la mayoría de los casos, los valores del I.M. disminuyen al 
incrementarse las dosis del extracto, en comparación con el testigo. 

Sólo en las pruebas realizadas con el extracto de »n/k; kogion se 
observó un patrón diferente, ya que los valores de I.M. aumentaron hasta 8 veces 
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FIGURA 3 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Suberltes ficus (PORIFERA) EN CULTIVOS DE UNFOCITOS 

HUMANOS 
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DL50 = 15,328 +1- 436.8 mg 

FIGURA 4 
EFECTO DEL EXTRACTO DE PseudosuberRes pasudos EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANOS 

I. M. = células en división/1000 células observadas x 100 

DE50 = 2414.789 +/- 147.08 



FIGURA 5 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Axinella erecta (PORIFERA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANOS 



115 115 

DL50 = 11.72 41- 3.53 mg DLsp = 0.729 +/- 0.003 mg 
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l.M.= Células en división t 1000 células observadas x 100 
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FIGURA 6 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Renilla Amethystina (CNIDARIO) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANOS 



FIGURA 7 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Ptilosarcus undulatus (CNIDARIO) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANO 



Datos obtenidos 

...1•~Indan 

DL 50 = 69.28 + / 2.118 mg DE50 = 1.049 + / - 0.007 mg 

FIGURA 8 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Veretillum sp. (CNIDARIA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANOS 

220 

I.M. = Células en división / 1000 células observadas x 100 
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Datos obtenidos 

I 

C  ir 

to.41.11•.••••••••m 

DL so = 18.86 +/- 1.227 mg 

1•91~01.1.• 

I.M. = Células en división / 1000 células observadas x 100 

DE 50 = 9.55 +1- 0.98 mg 

FIGURA 9 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Calliactes »decanta (CNIDARIA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANOS 
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Datos obtenidos 

DEso = 4237 +/- 0.76 mg 

FIGURA 10 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Pyrosoma sp. (CHORDATA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANOS 

I.M. = Células en división / 1000 células observadas x 100 

1.7 

DI-so = 84.65 +/- 9.8 mg 



DE50 = 0.0009 +/- 0.000045 mg 

113 
wixoaramemmenzlie 

Datos obtenidos 	 I.M. = Células en división / 1000 células observados x 100 

DL50 = 0.41 +/- 0.021 mg 

FIGURA 11 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Crinotonemia anaustata (RHODOPHYTA) EN CULTIVOS DE 

LINFOCITOS HUMANOS 



I.M. = Células en división / 1000 células observadas x 100 

FIGURA 12 
EFECTO DEL EXTRACTO DE Renilla kollikeel (CNIDARIA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS 

HUMANOS 



CUADRO 13 

RESULTADOS DEL BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN CULTIVOS DE 
LINFOCITOS HUMANOS CON LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE LOS 

ORGANISMOS BENTONICOS ESTUDIADOS. 

OLMO 5 

Saber/10.v feas 
00.00 76.60 * 05,37 03.60 t 02.50 1.60 *0.50 
00.56 72.80 t 02.09 09.69 t 02.87 1.00 t 0.35 
01.40 80.10 t 06,80 13.40 t 04.80 0.96 t 0.20 
02.80 64.30 1 10.00 15.00 t 01.70 0.90 t 0.20 
07.00 69.70 t 00.00 22.90 t 01.80 0.73 t 0.12 
14.00 85.80 t 26.30 32.50107.34 0.66 t 0.26 

Preadosuberiles 
pávidos 
00.00 22.00 *02.47 14.14 t 05.09 1.63 1 0.32 
00.63 57.30 t 18.40 14.90 * 03.80 1.30 t 0.40 
01.68 36.08 1 06,30 30.80 * 02,67 1.00 t 0.28 
03.16 33.25 t 09.12 23.01 * 06.72 1.03 * 0.23 
06.32 40.00 * 09.19 20.05 t 02.64 1.10 t 0.14 
12.64 42.41 * 05.44 23.01 * 05.05 1.16 10.94 

dainella erecta 
00.00 22.16 1 05.50 10.79 t 02.30 1.70 t 0.21 
00.16 18.08 t 04.30 19,80 1 02.00 1,00 * 0.23 
00.40 18.56 t 04.01 27.75 t 02.24 1.40 t 1.11 
00.81 20.37 1 02.37 32.44 t 02.72 0.80 1 0.10 
02.83 18.75 t 03.67 35.30 1 01.70 0.70 * 0.36 
07.29 11.00 * 01.42 41.66 * 05.00 0.40 1 0.14 

llena alnelhyslina 
00.00 69.91 I 12.06 03.60 t 01.00 2.20 t 0.20 
00.57 69.00 t 17.78 10.73 t 04.16 1.10 t 0.30 
01.43 66.83 t 23.39 17.71 t 06.20 0.90 t 0,60 
02.87 28.41 *09.43 32.15 t 05.00 0.83 t 0.26 
07.17 21.08 1 08.25 48.90 t 03.40 0.76 t 0.20 
14.35 13.83 t 00.613 50.02 t 04.68 0.30 t 0.09 



CUADRO 13 

CONTINUACION 

...,•-• 

ifeni/la ko/hkeri 
00.00 3e.0et 13.44 

•;11.' 

09.09* 04.56 1.30 * O.» 
00.13 23.50 t 01.81 11.01 t 06.79 1.60 t 0.14 
00.34 33.68 É 06.65 19.41 É 03.42 1.35 I 0.04 
00.66 17.50 t 01.77 23.92 t 04.56 5.80 t 3.00 
01.70 23.41 *02.05 32.50 t 05.47 7.60 t 2.90 
03.40 24.25 t 05.90 36.70* 07.89 5.20* 1.64 

Nosatrus unduldus 
00.00 12458 t 11.70 06.36 t 00.34 2.30 t 0.78 
00.35 138.40 t 02.41 16.70 t 01.37 1.70 * 020 
00.88 131.66 t 04.15 23.10 t 01.84 1.70 t 0.20 
01.77 107.30 t 04.87 40.04 t 03.06 1.70 t 0.53 
04.42 089.68 t 06.43 41,60 *08.11 1.23 * 0.04 
08.85 174.06 t 05.50 43.25 t 01.78 1.00 t 0.08 

Verelduni sp. 
00,00 54.33 É 09.48 06.36 t 01.73 2.36 t 0.50 
00.91 45.06 t 07.18 09.38 *02.29 1.20 t 0.20 
04.58 47.25* 15.02 21.45 t 04.94 0.45* 0.09 
09.16 55.63 t 1621 27.92 t 00.47 0.40 t 0.14 
22.90 44.26 *04.14 31.93 * 00.76 0.06 t 0.009 

Cal»cles rdriebilala 
00.00 42.26 t 06.19 05.17 t 01.75 1.60 t 0.38 
00.79 28.00 t 06.60 09.36 t 01.93 1.6010.45 
01.99 27.60*03.26 22.12 t 10.45 1.1010.14 
03.98 29.08 t 03.15 23.94* 04.27 1.10 t 0.32 
09.95 23.58 t 04.09 35.80 t 05.95 0.73 t 0.15 
19.90 15.91 * 04,63 34.90* 04.97 0.70 t 0.14 



CUADRO 13 

CONTINUACION 

' 	' 	• 	' 

~orna eassin.  

. 	' ., .• 	, 

00.00 16.62 t 00.62 1012 t 00.40 1.50 t 0.10 
00.39 . 	11.60 É 00.00 11.95 t 03.30 1.15 t 0,05 
01.98 °GAMO.« 1640 t 06.60 0.90 t 0.00 
03.98 07.12 * 01.37 23.16102.66 0.45 t 0.16 
39.60 05.60 * 00.37 44.20* 00.80 0.30 t 0.00 

Oyolonenild 
c11711/Slcila 

0.0000 56.25 É 03.90 06.10 t 3.24 3.43 *0.50 
0.0020 94.50 t 23.50 09.79 t 0.70 1.65 t 0.50 
0.0028 72.87 t 00.60 11.03* 2.47 1.26 t 0.16 
0.0056 74.70 t 16.21 22.32 t 6.67 1.05 t 0.62 
0.0112 76.62 t 22.12 25.90 t 2.53 0.42 t 0.26 
0.0337 67.57 t 27.12 26.70 t 0.21 0.40 t 0.00 
0.0450 21.60 t 01.76 26.38 t 2.73 0.40 t 0.01 
0.0787 18.00 É 05.00 34.95 t 3.46 0.20 t 0.10 

El análisis de ANOVA demostró que existe diferencia significativa entre los valores del 
testigo y los diferentes tratamientos, en los bioensayos realizados con los extractos acuosos de 
..s'abente.s. ¡fan Arinella ereefd. h'emik amelhy/ma, ifenilla Ák)//divz P/i/oydreme 
I' ieli//rnnsp, Cd/Áides ranegala. f'yrosoind ‹ydswzo,  Cop/onen/Miliosták con P < 0.05 

Las pruebas realizadas con el extracto de /Sywdosubenkts pseudosmostraron no tener diferencias 
significativas, en los valores de Indice mitotico observados para las diferentes dosis probadas 



conforme se incrementaba la dosis del extracto, en comparación con el testigo 
(Fig. 12) 

Los valores del I.M. se utilizaron para determinar la DE50, entendiéndose 
ésta como la concentración en la cual ocurre una disminución del 50% del valor 
del I.M. en comparación con el testigo. Se observó que este efecto era subletal en 
los cultivos de linfocitos (cuadro 14). 

El extracto del organismo que mostró tener el mayor efecto sobre el I.M. 
bajando drásticamente su valor conforme se Incrementaba la dosis del extracto 
fue él de Cop/oneinid dios/da seguido del extracto de Yen& iimeiloilli,i. 

Minella ereek, Sr/hen/es fiero: lyrosoind ~sin' (Wide/es idneed/ii 
y Plilosalras anda/d/us El extracto de >14w/hen/es podas. mostró no tener 
algún efecto evidente sobre los valores de I.M. evaluados. 

Los resultados de este estudio indican que las dosis en que se observó 
algún tipo de actividad en los distintos extractos probados fueron: 
Para .9/henies /Yous de 2,87 mg (Acción antibacteriana) a 66.35 mg (acción 
citotóxica), 
En dyinelk ereeld es de .075 mg (acción. hemolitica) a 58.96 mg (acción. 
citotóxica). 
En Yend/d á/lie/Mi/a de 2.87 mg (acción antibacteriana y hemolitica) a 11.72 mg 
(actividad citotóxica). 
En /1). kol/gen de .034 mg (acción hemoaglutinante) a 22.94 mg (actividad 
citotóxica). 
En P/i/o.,:áirlli andak/ms: de 1.77 mg (acción antibacteriana y hemoaglutinante) a 
11.86 mg (actividad citotóxica). 
En IHrlilhim sp. de 4.58 mg (acción antibacteriana y hemoaglutinante) a 69.28 
mg (acción citotóxica). 
En Cil/meles ilylie.9d/a de 1.9 mg (acción antibacteriana) a 18.8 mg (acción 
citotóxica). 
En 	17:0,,y)///d 	de 84,65 mg (acción citotóxica). 
Y para (i.:up/onemh7 dtzety/s/a de 0.0056 mg (acción hemoaglutinante) a 0.411 mg 
(acción citotóxica). 
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CUADRO 14 

VALORES DE DI-50 y DE 50 CALCULADOS CON EL METODO 
PROBIT 

Soberiles lials asi e zoo 03.13 10.260 

Psendosuberiles 

Isaldos 

11,328.21 t 438.8 2414,789* 

147.080 

itrilie//a credo 58.96 t 1.350 01.106 t 0.670 

Renda amelh slina 11.72 t 3.630 00.729 t 0.003 

Reni/la kokkeri 22.94 t 1.740 No Detectado 

PI/losarais unollalus 11.66 * 6.200 10.438 I 1.040 

Perelalinsi. 69.26 t 2.880 01.049 * 0.007 

Calliacles vario ala 18.81 I 1.227 09.610 * 0.980 

P rosoma OS& 84.66 t 9,800 04.2371 0.760 

Coploneinia anguslala 0.41 * 0.021 0.00091 t 

0.000046 



DISCUSION 

Como se observa en el cuadro 15 en los extractos crudos de nueve de las 
10 especies estudiadas, se detectaron sustancias con bloactívidad, presentando 
una gama muy variada de efectos. En los extractos crudos de seis especies se 
encontraran tres diferentes tipos de acciones, mientras que los extractos de It'elliki 

amel/Oina mostraran tener hasta cuatro tipos de actividades distintas. Solo el 
extracto acuoso de PonNizia (yuso' tuvo actividad selectiva sobre células 
eucariontes (linfocitos). Todo lo anterior coincide en parte, con lo expuesto por 
Cartein (245), quien mencionó que los metabolitos secundarios activos de los 
organismos marinos pueden actuar sobre varios tipos de receptores a la vez, 
quedando esto de manifiesto cuando el metabolito presenta diversos patrones de 
efectos, un ejemplo fue lo que se observó con los extractos acuosos de la mayoría 
de los organismos estudiados, los cuales tenían de dos a cuatro tipos de acciones 
diferentes. Pero es probable que los diferentes efectos observados en los 
extractos crudos analizados indiquen la presencia de más de un metabolito activo 
en ellos. Debido a que no se identificó la naturaleza de estos metabolitos activos, 
es muy difícil dicernir los sinergismos o antagonismos ocurridos en los distintos 
extractos crudos. 

/?relkiosliimh-s yelidar fue la única especie que no presentó bioactividad, 
esto, difiere con lo reportado por Halsted (me, ya que este autor observó que los 
extractos acuosos de esta esponja colectada en el Golfo de California son tóxicos. 
Este organismo se colectó en primavera y no se congeló para su transporte como 
los otros organismos estudiados, solo se preservó en alcohol por lo que si poseía 
alguna sustancia activa, probablemente se degradó y esto ocasionó que no se 
detectara en él algún tipo de actividad. La degradación de compuestos de los 
organismos marinos ocasionada por un mal manejo ha sido ampliamente discutido 
por otros autores. (1, 15, ) 

Por otro lado, seis especies de organismos poseen sustancias con efectos 
antibacterianos. Comparando el tamaño de los halos de inhibición obtenidos en 
este trabajo con los reportados por otros autores, se observó, que los tamaños de 
los halos registrados son mayores a los reportados por Bergquist y Bedford, (10), 
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CUADRO 15 

DIFERENTES EFECTOS DETECTADOS EN LAS PRUEBAS DE BIOACTMDAD 

,..-..,'" 
-0-44. 	 ..y.t. 

SubenZns. Avis 

.... 

Pseudosobefites pselleks 

Arinella erecta si si si 

ilenilla amethystka sí 	 si si si si 

ilenilla kollifeli si si si 

Plilasarcus anda/alas si si si 

kretillum sp. si si si 

Caffiactes P27171ga1a Si si si 

PYrosoma agassiii 

Cryplonernk anguslata si 	 si si si 



quiénes trabajaron con esponjas colectadas en zonas tropicales en Nueva 

Zelanda, obteniendo halos de Inhibición de entre 2-4 mm. Mc Caffey y Endean 

(11). estudiaron esponjas colectadas en regiones tropicales en Australia 

encontrando, halos de inhibición que variaron de 2 a 12 mm. Mc Clintock y col. 

(22) reportaron halos de inhibición que van entre 3-5 mm provocados por el efecto 

de los extractos crudos obtenidos con especies de esponjas colectadas en la 

Antártida. Hodgson (219) obtuvo halos de inhibición con dimensiones de entre 6.5-

9 mm con algas colectadas en Florida. Sin embargo son de menor tamaño en 

comparación a los observados por Rinehart (12), ya que este autor obtuvo halos 

de inhibición de 10 a 39 mm producidos por los extractos de esponjas, cnidarios y 

algas de arrecifes tropicales. Lozáno Ramírez (loe), observó halos de inhibición 

de entre 0.8 a 1.9 cm por el efecto de los extractos obtenidos de esponjas y 

ascidias colectadas en el Canal de Yucatán. Pratt y col. (192) obtuvieron halos de 
inhibición entre 8.5 a 13.6 con algas colectadas en zonas tropicales. Horsey y 

Hide (no) observaron halos de inhibición entre 14 a 36 mm producidos por algas 

colectadas en regiones templadas durante el verano. Cheniux (218) detectó halos 

de inhibición entre 15 a 18 mm por efecto de algunas algas de la División 

Rhodophyta colectadas en zonas de arrecifes. Todos estos trabajos se realizaron 

con extractos crudos al igual que el presente estudio. Lo anterior indica en 

términos generales que el efecto antibacteriano detectado en esta investigación 

es comparable al obtenido por otros autores con organismos colectados en las 

zonas subtropical y tropical, pero ésta actividad es menor a la obtenida por otros 

investigadores con organismos de zonas arrecifales. 

Por otra parte, cinco especies contienen sustancias con efecto sobre las 

bacterias Gram +, mientras que tres especies tuvieron compuestos activos contra 

bacterias Gram-. De acuerdo a lo anterior, es mayor el número de organismos que 
tienen efecto sobre bacterias Gram+. En las investigaciones realizadas por Mc 

Caffrey y Endean (11), Rinahart y col. (12) y otros autores (17- 24, 199-208), 

concuerdan con este hecho, siendo mayor el número de especies que presentan 

sustancias contra las bacterias Gram +. Esto posiblemente se deba a que la 

mayoría de las bacterias marinas son Gram - (244) y a la diferencia en la 

composición de su pared celular, siendo las bacterias Gram - más resistentes a 

los compuestos con acción antibacteriana. 
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Asimismo al comparar las dimensiones de los halos de inhibición obtenidos 
en este trabajo, se apreció que los extractos de los organismos que tienen efecto 
sobre las bacterias Gram - son de mayor tamaño (x= 9.89 mm) que los 
obtenidos con los extractos activos contra las Gram+ (x= 7.5 mm). Por lo tanto, 
los extractos con efecto antibacteriano presentaron mayor efecto sobre las 
bacterias Gram- que sobre las Gram +. 

Por otro lado, los extractos acuosos de 4 especies, iena dinellffisillm 
lididdes 	/bine//9 (veda y N/osarais undaktus mostraron tener 
compuestos con acción antifúngica. Los halos de inhibición obtenidos en las 
pruebas de actividad antifúngica, son de menor tamaño en comparación con los 
reportados en el estudio realizado por Rinehart (12), con organismos de zona 
arrecife,. Pero son de mayor tamaño a los observados por Tariq (207), con algas 
colectadas en la zona tropical. Los cuatro extractos con actividad antifúngica 
fueron activos contra Cindia'a a/hkan.y y sólo en el extracto de la anémona 
Cdidele.e rariepild se detectó un compuesto (s) contra roplomeellS Ile0/0/71MS que 
es el microhongo causante de la criptococosis (infección de las meninges y 
cerebro que causa la muerte), los autores citados no reportan alguna especie que 
tenga compuestos con efecto sobre este hongo, Lozano Ramirez (108) al estudiar 
el efecto antifúngico de extractos metanólicos de esponjas colectadas en zonas 
arenosas del Golfo de California y Canal de Yucatán encontró que 37% del total 
de especies analizadas presentaron compuestos con efecto sobre 0.1ploeow 

, en el presente estudio sólo el 1% del total de especies probadas, 
presentaron compuestos activos contra este microhongo. 

Ya que los extractos acuosos, como los metanólicos mostraron tener 
efectos antimicrobianos y debido a que el agua destilada y el metanol son 
disolventes polares que solubilizan compuestos también polares (15), se puede 
suponer, que los metabolitos con actividad antibacteriana y antifúngica son 
compuestos solubles en agua, que probablemente sean liberados por el 
organismo de forma continua con la función de controlar el epifitismo y evitar así, 
lesiones producidas por estos microorganismos. Esto ha sido ampliamente 
discutido por Norris y Fenical (243), y Bakus (244); es probable que esto sea válido 
para las especies de cnidarios y el alga analizadas. Las esponjas son organismos 
filtradores, en los cuales, regularmente viven sobre ellas una infinidád de 
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organismos incluyendo bacterias los cuales le sirven de alimento. Debido a que 

,SUbenfew lieusmostró tener sustancias con efecto sobre bacterias Gram + y no 

sobre las Gram- que son las más abundantes en el mar, es probable que el 

efecto detectado tenga que ver con algún mecanismo para atrapar bacterias, 

para posteriormente ser devoradas. 

Este hecho fue descrito por Bukrholder (17), en esponjas que habitan en las 

zonas arrecifales de Centroamérica, Australia y el Mediterraneo. Debido a que la 

dosis en la cual •S'aheriles fieus inhibió el crecimiento bacteriano fue 23 veces 

menor que la dosis citotóxica, es lógico pensar que el compuesto bioactivo 

detectado tenga posiblemente la función de inactivar a las bacterias para 

posteriormente ser devoradas por esta esponja. 

0:ip/onemid anitabildfue la única especie en la que se evaluó su actividad 

antimicrobiana con especímenes obtenidos en dos diferentes épocas del año. Los 

organismos colectados en mayo de 1989, (primavera) tuvieron sustancias 

bioactivas mientras que los obtenidos en la recolecta de agosto de 1990 (verano) 

no se detectó algún tipo de actividad. Se observó una única diferencia entre los 

organismos colectados en las dos épocas, los tatos colectados en primavera eran 

fértiles con estructuras reproductoras (cistocarpos) y los organismos colectados 

en verano se encontraban en estado vegetativo, Esta variación estacional de la 

presencia de las sustancias bioactivas hace reflexionar en que posiblemente 

existe una relación entre la bioactividad observada y la presencia de estas 

estructuras reproductoras y posiblemente los compuestos detectados tengan la 

función de proteger estas estructuras de los epifitos. Esto ha sido observado 

también por Norris y Fenical (243), para algas que habitan en los arrecifes de 

Belice y por Vidyavathi y Sridhar (205), en especies de la India. 

En cuanto a la evaluación de acción hemolítica, solo dos especies 

mostraron tener compuestos con este tipo de efecto: Con el extracto acuoso de la 

esponja ../.17nelld yee/i/ se detectó actividad hemolítica hasta títulos de 1/320, 

equivalente a una dosis de 75 µg/mL, sobre los tipos sanguíneos humanos A, B, 

AB, O. y eritrocitos de rata y ratón. Con el extracto acuoso ,ftw,/4, ameilii.,•,Y,7,, se 

registró actividad hemolítica en dos grupos sanguíneos humanos el O y B, hasta 

títulos de 1/10 que equivale a una dosis de 2.87 mg/mL del extracto crudo. Al 
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comparar las dosis con efecto hemolltico obtenidas en este trabajo con las 

existentes en la literatura, se observó que las dosis reportadas para causar un 

90% de hamólisis van de entre 0.001 a 33,6 mg/mL. (34, 132), con extractos crudos 

de esponjas y anémonas procedentes de zona tropical, sobre eritrocitos de 
conejo, rata y camero, mientras que las dosis observadas en este estudio, 

para causar un 90 % de hemólisis fueron de 28 mg/mL con el extracto acuoso 
de R. ameOrslina y de 8.10 mg/mL con el extracto de .1iinella ereek. Lo anterior 

indica que las dosis con efecto hemolítico detectadas en el presente estudio son 

comparables con las que se reportan en otras investigaciones realizadas con 

organismos de la zona tropical. 

Sin embargo el extracto acuoso de la esponja mostró tener efectos 

hemollticos diferenciales en los 4 tipos sanguíneos probados (A, 6, AB, y O). Se 
observó variabilidad en cuanto a la resistencia de los eritrocitos a la hemólisis 

(cuadro 11). Este hecho probablemente se deba a que las membranas de los 

eritrocitos en cada tipo sanguíneo presentan diferencias en su composición en 

cuanto a la proporción de proteínas, carbohidratos y lípidos además de sus 
distintos antígenos (2ee), dando como resultado que la fragilidad de los eritrocitos 

sea diferente, lo que quedó de manifiesto en los resultados de esta prueba, 
debido a que la sustancia con acción hemolític.a del extracto acuoso de ..t mella 

erecta tuvo un mayor efecto en los eritrocitos del tipo sanguíneo O, seguidos de 

los tipos 6, A y los más resistentes a la hemólisis son los del tipo AB. Con el 

extracto acuoso de Ir'enigy ank"dinatembién se observó un efecto más marcado 

en eritrocitos del tipo O. Los eritrocitos del tipo O contienen una mayor cantidad 
de !iodos en su membrana, en comparación con los de otros tipos sanguíneos 

(266), esto los hace más susceptibles a los agentes hemolíticos. Debido a que en 

la mayoría de los trabajos donde se ha detectado el efecto hemolitico de los 

metabolitos secundarios de organismos marinos, se emplea sangre de rata, ratón 

y carnero para la realización de las pruebas, no existen antecedentes sobre el 

efecto diferencial de este tipo de compuestos sobre los grupos sanguíneos 

humanos, para compararlos con los resultados de este estudio, 

Por otro lado, el extracto acuoso de ,4.1inegy enrh, al ser agitado formó 

espuma la cual prevaleció por varios minutos, así mismo, este extracto tuvo efecto 

citotóxico en los cultivos de linfocitos humanos. La formación de espuma, la 

actividad hemolltica y su citotoxicidad, dan indicios de que probablemente en este 
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extracto este presente una saponina. La porción proteica del extracto crudo de 
esta esponja es de sólo 6%, y el 94% del extracto está compuesto por lípidos, 
carbohidratos y otros metabolitos. Les saponinas ya han sido aislados en 
esponjas marinas por Minale (te), y White y Kawasaki (32), siendo la probable 
función de estos compuestos la de protección contra los depredadores (244). 

Por otro lado, en el extracto de Renga ame/Molina es altamente probable 
que el compuesto responsable de la actividad hemolítica detectada sea una 
proteína, debido a que el extracto perdió este efecto al ser calentado a 
temperaturas de 50°C. La proporción de proteína en el extracto crudo fue de tan 
sólo el 2.18%, por lo que es lógico pensar que en el extracto acuoso el 
compuestos hemolltico estuvo en baja concentración y por esta razón no se 
observó un efecto mayor en otras diluciones de eritrocitos. . Se han aislado antes 
proteínas con actividad hemolítica en organismos pertenecientes a este Phyla, 
presentes en zonas tropicales y subtropicales (120, 121 y 122). 

En los extractos acuosos de la esponja á'abenles My de los cnidarios 
Renda halen,' PI/losarais undula/as r ilyrldum sp. y en el alga roploneM 
angusidl4 se detectaron sustancias hemoaglutinantes. Se sabe que las aglutininas 
son compuestos de naturaleza glicoproteica, las cuales actúan uniéndose a los 
carbohidratos de la superficie de las membranas de diferentes tipos de células ( 5, 

16). Al parecer estos compuestos están involucrados en mecanismos de defensa 

(267). 
El extracto de kreblho sp tuvo efecto moderado(++) sobre eritrocitos del 

tipo A en dosis de 4.58 mg /mL del extracto extracto crudo. Cabe mencionar que 
no existen antecedentes de aislamiento de hemoaglutininas en los organismos del 
grupo de los penetulaceos, por lo que los resultados de este estudio constituyen 
el primer reporte a este respecto. 

El extracto de Oypionem;7 vigushzla tuvo efecto moderado (++) sólo sobre 
eritrocitos del tipo AB. En algas rojas se han aislado anteriormente aglutininas 
con efecto sobre los grupos sanguíneos A, 13, AB y O, así como eritrocitos de 
ratón, en organismos colectados en la zona tropical y subtropical presentando 
efectos en dosis que van entre 0.03 a 10 lig, con compuestos puros (222, 223 y 
226). La dosis con efecto hemoaglutinante detectada con el extracto crudo del alga 

anos-14 fue de 5.6 pg, encontrándose este valor dentro de los valores 
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reportados por otros autores, pero es importante hacer énfasis que el efecto 
observado en este estudio fue con el extracto crudo y no con un compuesto puro, 
por lo que el efecto del compuesto de esta alga sea superior a lo observado por 
estos autores. 

El extracto crudo de ,g/hernins• ~aglutinó debilmente a los eritrocitos del 
tipo sanguíneo humano B y moderadamente a los del tipo AB. Así mismo, tuvo 
efecto moderado sobre los eritrocitos de rata y ratón, con dosis de 2.8 mg/mL , 
Bretting (104), observó que Menles nossa especie colectada en el Mediterráneo, 
aglutinaba sangre tipo A, B y O además de la de conejo. Otros autores (36, 37), 

han aislado aglutininas en esponjas europeas colectadas en regiones 
subtropicales, que tienen efecto sobre los tipos sanguíneos A, B y O así como 
eritrocitos de oveja y conejo, pero no existen antecedentes de aglutininas 
extraídas de esponjas que tengan efecto sobre el tipo sanguíneo humano AB, por 
lo que el presente trabajo constituye el primer reporte sobre este hecho. 

Así mismo, se observó que los extractos acuosos de l'ereldho sp y 

(i:iplonelnÁz llnosIda perdían su actividad hemoaglutinante al calentarlos a 
temperaturas superiores a los 45 °C, lo que indica que la sustancia responsable 
de esta actividad probablemente sea un compuesto de tipo proteico, ya que al 
aplicarle calor se desnaturaliza perdiendo así su bioactividad. Además se observó 
que en cultivos de linfocitos a los que se les aplicaron los extractos de P/i/o.,;ireiv 

oda/do' y 017,/o//etnia nwild,wen bajas concentraciones (0.354 mg del primero 
y 1.12 pg en el segundo), se registraba un aumento en el número de células en el 
cultivo en comparación con el testigo, lo que posiblemente esté indicando que 
estos extractos contengan un cierto efecto mitógeno. 

Por otro lado el 94% del extracto acuoso de /V kokkvi esta conformado 
por proteínas, por lo que es altamente probable que el compuesto con efecto 
hemoaglutinante de este extracto sea una proteína. 

En los extractos acuosos de nueve especies se detectaron sustancias con 
efecto citotóxico, en todos los casos se apreció gráficamente una relación entre 
las dosis probadas y los porcentajes de mortalidad e I.M. obtenidos, 
observandose que al aumentar la dosis del extracto crudo se incrementó el 
porcentaje de mortalidad y disminuyeron los valores de I.M en los cultivos de 
linfocitos. El mismo comportamiento gráfico fue reportado por Utz y col. (283), en 

43 



cultivos de células de fibroblastos de pulmón de hámster (V-79), al aplicar 
diferentes concentraciones de cloruro de cetiltrimetilamonio (CTAC) un agente 
tóxico (Fig. 13). Asimismo Ghosh y colaboradores (2u), observaron una 
disminución en los valores del I.M. de cultivos de linfocitos que fueron tratados 
con dosis diferentes de trimetilcloruro, que es un citotóxico. Lo anterior indica que 
el comportamiento gráfico observado en las curvas dosis-respuesta obtenidas 
con los extractos bioactivos probados, son similares a las reportadas por otros 
autores provocadas por la acción de agentes tóxicos comprobados. 

Las dosis citotóxicas de los diferentes extractos probados variaron de 
0.411 a 84.65 mg, encontrandose dentro de los valores reportados por otros 
autores, que van de 0.001 a 280 mg obtenidas con los extractos crudos de 
cnidarios, tunicados y algas, colectados en zonas tropicales y subtropicales, 
sobre cultivos de líneas celulares tales como los fibroblastos de ratón, el sarcoma 
de ratón 180 y la linea celular KB humana (124, 151, lee, 218, 241, 232). 

Por otro lado, el extracto acuoso de Renda kolhkvi aumentó los valores de 
I.M. hasta 8 veces comparado con el testigo. Esto aparentemente mostraba que el 
efecto del extracto era el de un mitógeno. Para comprobar este hecho, el extracto 
de este organismo se aplicó directamente a cultivos de linfocitos de prueba sin 
estimulación con PHA; se observó que no ocurrió la proliferación de las células. 
Además se realizaron cultivos de linfocitos en presencia de bromodesoxiuridina 
(BrdU. un análogo de la timina), durante 72 hrs. para determinar el número de 
ciclos de proliferación por los que hablan pasado los linfocitos, identificando éstos 
de acuerdo a la tinción diferencial de cromátidas hermanas. Se observó que la 
mayoría de las metafases analizadas (95%) se encontraban en primer ciclo. 
Adicionalmente se llevó a cabo un experimento testigo con un citostático 
(colchicina) y se observó un compartimiento gráfico semejante al obtenido en 
el bioensayo con el extracto de R ko/deri . la elevación en los valores de I.M. 
al aumentar las dosis del compuesto (figs. 12 y 14). Los resultados obtenidos en 
los cultivos sin estimulación con PHA, los obtenidos en los cultivos con BrdU y la 
comparación gráfica de los datos obtenidos con el extracto y los generados con el 
agente citostático (colchicina) indican que es probable que el extracto de # 
ifdavycontenga una sustancie con efecto citostático, pero es necesario conocer 
la naturaleza química de este compuesto (s) para poder afirmar esto. Sin 
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FIGURA 13 
EFECTO DEL CTAC EN CULTIVOS DE CELULAS 

Datos observados 

CTAC = Cloruro de cetiltrimetilamonia 

Fuente: Utz, Tillmann, P. Pollet y H. Mitenburg, 1989 Atta 17, 109/127 



FIGURA 14 
EFECTO DE LA COLCHICINA EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS 



embargo, se han aislado sustancias con este tipo de efecto en varios integrantes 
de la fe 	Penatulacea a la que pertenece este organismo (162 y 163). 

Por otro lado, los valores de la DE50 indican efectos subletales en los 
cultivos de los linfocitos, debidos a los extractos probados, donde una proporción 
significativa del cultivo sobrevive después de ser expuesta al extracto, mientras 
que los valores de DL50 son indicativos de los efectos agudos del extracto en los 
cultivos de linfocitos que provocan la muerte de una elevada proporción de estas 
células. 

Al analizar conjuntamente los valores obtenidos para cada prueba, de DL50 
y DE50 se observan dos patrones perfectamente distinguibles:(cuadro 14) 

1. En el primero, la diferencia entre los valores obtenidos de DE50 y la 
DL50 es marcada, va de 19 veces de diferencia en los bioensayos con el extracto 
acuoso de .slibenins• ñ'w. 53 veces con el de .1iinekii erre/q 16 veces con el de 
krvilka dinel/Oina 52 veces con el de k kokikeri.  66 veces con el de lí'relfthinisp, 
20 veces con el de /217osoilm di.w.s:vziy 449 veces con el de rop/omma ,ingushild 

2. En el segundo patrón, la diferencia entre las valores obtenidos para las 
dosis de DE50 y la DL50 es muy reducida. Esto se observó en las pruebas 
realizadas con el extracto acuoso de ///os ateme unda/d/wcuya diferencia entre las 
dos dosis fue de 1.1 veces y en CrillideMs: sanwdade 1.9 veces. 

En el caso en que los dos valores de DL50 y DE50 están muy separados, 
podría indicar que el organismo usa estos compuestos como medida de control 
de otros organismos, ya que afecta de manera subletal a estos. Pero el segundo 
patrón indica que el organismo es altamente tóxico ya que no presenta este 
control subletal. Estos patrones podrían servir de indicadores del posible papel 
desde el punto de vista ecológico, que tienen los compuestos bioactivos 
detectados en estos organismos (2m). 

Debido a que en todas las estaciones de colecta localizadas desde Salina 
Cruz, Oax. hasta Puerto Madero, Chis. se encontraron organismos con sustancias 
activas, y lo mismo ocurrió en las diferentes épocas del año analizadas 
(primavera, verano y otoño) y a que la mayoría de las especies estudiadas no 
poseen estructuras sólidas que las protejan, habitando fijas en el fondo del 
océano, en sustratos arenoso-lodoso , en los cuales no existen áreas para 
protegerse, es lógico pensar que las especies se encuentran expuestas a merced 
de los depredadores y de organismos que habitan sobre de ellos (epifitos), los 
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cuales como se mencionó antes, le pueden producir lesiones, Para evitar esto, es 
probable que los organismos secretan compuestos con efectos subletales para 
control de los epífitos (primer patrón) y para evitar ser depredados contienen 
compuestos tóxicos (segundo patrón). 

Por lo tanto, parece ser que en el lugar de recolecta (Golfo de 
Tehuantepec) la presión de selección que origina la producción de los 
compuestos bioactivos son la depredación y el control de epífitos. 

Además se detectó que existe diferencia significativa de la actividad 
antibacteriana de los extractos de los organismos colectados en noviembre y en 
agosto, así como de los colectados en agosto y mayo, siendo los organismos 
colectados en agosto los que mostraron mayor actividad. 

Al parecer lo mismo ocurre con la actividad citotóxica ya que el promedio 
de las DL50 de los extractos de los organismos colectados en agosto es de 
15.26±3.54 mg, mientras que el promedio para los colectados en noviembre es de 
42.5±25.53 mg. 

Durante noviembre, se realizan las pesquerías de camarón en la zona del 
Golfo de Tehuantepec, por lo que estas especies son pescadas como fauna de 
acompañamiento , esto origina una baja en la abundancia de los organismos en 
esta época. Sin embargo en agosto, no se realizan pesquerías, debido a la veda 
del camarón (la veda es de mayo a mediados de septiembre), por lo que se 
registra un aumento en la abundancia y diversidad de los organismos bentónicos 
(270). Así mismo, en agosto es cuando se encontró la mayor abundancia de las 
familias de peces Balestidae, Ophidiidae, Chaetodontidae, Lutjanidae y 
Tetradontidae, los cuales constituyen depredadores potenciales de algunas de las 
especies de invertebrados estudiadas (109, 271), esto origina mayor interacción 
entre los organismos por lo que es probable, que estos utilicen en mayor 
medida sus diferentes mecanismos de defensa para evitar epifitismo o ser 
depredados, y por esta razón se observó mayor actividad de los compuestos 
bioactivos en esta época. 

Por otro lado, los metabolitos presentes en los extractos crudos de 
Ovilonenn'a rlo,visid/a , kvilik dinelly.slm y Rilwanws lliyhda/a.,' fueron 
citotóxicos en dosis menores a 12 mg; los extractos crudos de Whadey rdriep/a 
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y Renga ko/likeri fueron'eitotóxicos en dosis menores a 25 mg y los extractos 
crudos de Suberite.r firws dyinella ereda y lierolOunisp. fueron activos a dosis 
menores a 75 mg, mientras que MVS0/11(7 agassai fue activo en dosis superiores a 
75 mg. 

Lo anterior indica que los organismos que se pueden considerar para la 
realización de estudios posteriores de acuerdo a la bioactividad detectada 
son: Cryplonenik angustala , Perilla ame/h)slina y Plilaqww• unkklus , si se 
quieren realizar estudios más extensos sobre compuestos citotóxicos, pero si se 
prefieren emprender estudios sobre compuestos antibacterianos se recomienda 
usar a Renga amethy.elino . ailh;veles nrriegdla y Pli/osamy 1MM/o, debido a 
que mostraron tener efecto antibacteriano en dosis menores a 5 mg. Ahora bien, 
si se prefieren realizar estudios sobre compuestos citostáticos se recomienda 
utilizar a Á'. kolbÁrnA /bina eree/a y Á! amelOslina para el estudio de 
compuestos hemoliticos, mientras que a 11 'S'afea' IV/osare/y unduklus, ,51henles 
lcus , ItTeldlum sp. y Cuplonefár anguslala para el análisis de compuestos 
hemoaglutinantes. 

Cabe mencionar que se requieren realizar una mayor cantidad de estudios, 
abarcando desde los aspectos ecológicos, la identificación y purificación de los 
compuestos bioactivos, estudios de los efectos de estos compuestos puros sobre 
sistemas biológicos, además de estudios costo-beneficio para demostrar que 
estos organismos pueden ser consideradas como un recurso para la obtención 
directa de compuestos, o para la síntesis ablogénica de éstos. 

47 



CONCLUSIONES 

Se detectó la presencia de compuestos bloactivos en un 90% del total de 
organismos estudiados. Siendo los compuestos más activos, los extraidos del 
alga ()y/Anemia angusIaMseguldos de los obtenidos en los cnidarios y por último 
en las esponjas analizadas. 

La mayoría de los compuestos bioactivos detectados presentaron más de 
un tipo de actividad. Sólo en el extracto acuoso de IY/vsama agazá7 se observó 
efecto citotóxico sobre células eucariontes (linfocitos humanos). 

El 60% del total de especies estudiadas, tuvieron compuestos con acción 
antibacteriana, siendo mayor el número de especies (5) que tuvieron actividad 
sobre las bacterias Gram +. Pero el efecto observado (inhibición del crecimiento) 
fue mayor contra las bacterias Gram 

El efecto antimicrobiano (antibiotico y antifúngico) detectado en los 
organismos estudiados, es comparable al que reportan otros autores que 
probaron organismos que habitan en las zonas subtropical y tropical, pero es 
menor al ocasionado por organismos que habitan en zonas de arrecife. 

En lbploneinki anjustala se observó que existe variación estacional de la 
producción del metabolito con efecto antibacteriano. Este hecho posiblemente 
estuvo relacionado con la presencia de estructuras reproductoras, ya que los 
lelos fértiles, tenían compuestos con bioactividad y los talos vegetativos no 
presentaron compuestos activos. 

El 20% del total de especies tuvieron compuestos con efectos hemóliticos, 
con actividades comparables a los reportados por otros autores con organismos 
de zonas tropicales. En Anne//a eres/les probable que el compuesto responsable 
de la acción hemolitica observada sea una saponina. En »n'A dinct.'n:Ong es 
probable que el compuesto con éste efecto sea una proteína. 

En 50% del total de organismos, se detectaron compuestos con efectos 
hemoaglutinantes. Es posible que el compuesto responsable de este tipo de 
efecto, en los organismos en los que se observó este tipo de actividad, sea una 
proteína. 
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En el 90% del total de especies, se encontraron compuestos con actividad 
citotóxica. Se observó una relación dosis-respuesta en los bioensayos de 
citotóxicidad. Al aumentar la dosis del extracto aumentó el porcentaje de 
mortalidad y disminuyó el valor del I.M. 

La actividad citotóxica observada es comparable con la reportada por otros 
autores en especies de la zona subtropical y tropical. 

Se observaron variaciones estacionales de la bioactividad. En agosto se 
detectaron los valores más altos de actividad antimicroblana y citotóxica. Esto 
posiblemente estuvo relacionado con un aumento en la abundancia de los 
organismos bentónicos y de los peces que depredan a estos organismos del 
bentos. Esto es indicativo de que la presión de selección que origina la 
producción de los compuestos bioactivos en el área de estudio, es el control de 
epifitos y la depredación. 

El 50% de los organismos estudiados, presentaron compuestos con 
bioactividad en dosis menores a 5 mg. siendo prometedores desde el punto de 
vista farmacológico. 
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