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RESUMEN

En este trabajo se realizé una investigacién para detectar ia presencia de sustancias
bioactivas en organlsmos marinos, ya que se conoce muy poco acerca de fos compuestos
existentes en un gran numero de especles, que habitan en ei Goifo de Tehuantepec, y que a
futuro, pueden constituir un recurso para |a obtencidn de nuevas formuias farmacolégicas,

Se evaiué ia activided antimicroblana, hemoagiutinante, hemolitica y citotéxica de fos
extractos crudos obtenidos de 10 especies benténicas coiectadas en ei Goifo de Tehuantepec, asi
mismo se traté de estimar su papej ecolégico,

Los organismos se colectaron en arrastres reailzados durante 4 cruceros oceanograficos,
efectuados en diferentes épocas: mayo de 1089, noviembre de 1988, marzo de 1990, agosio de
1990 y noviembre de 1990, Eij criterio de seleccién de los organismos, fue su abundancia en fa
zona de estudio; se eligiaron un total de 10 especies para esie trabajo. (Suderiles ficus
Preudosubertles pseudos, Axinelln erecls, Renills amelhysting. Remille kolliter:. Plilossreus undulalus.
Yorelillumsp. Calliscles variegala. Prrosama agassizi y - Cryplonemia angustala),

De cada ejemplar se prepararon dos tipos de extractos, un metandlico y otro acuoso. Se
midié fa osmoiaridad, ef peso seco y ia concentracion de proleinas de cada exiracto. Se ulilizé el
peso seco para fijar las dosis probadas.

A fos extractos acuosos y metandlicos se les evajud su accién antimicrobiana sobre
bacterias Gram + (Sirepiococeus aureds Y Streploraccus progenes ) Gam - (Sabnonella (iphi' ¥
Shwella sonner ), y antifingica en contra de microhongos (landids albicans Y Cryplecorcu.
neoformans), utifizando fa técnica del antiblograma.

También se probd con los extractos acuosos, sus posibies efectos hemoilticos y
hemogiutinantes, sobre cuatro tipos sanguineos humanos y en sangre de rata y raton, utilizando ia
técnica de medicion de hemoglobina para fa determinacion de hemolisis, y por ia técnica de
microtitulacion para fa de hemoaglutinacién. Ademds se determiné ia actividad citotéxica de éstos
exiractos, en bioensayos de toxicidad con cultivos de linfocitos humanos a fos que se fes
eveluaron, su porcentaje de mortalidad y el indice mitético.

Los resuitados de este trabajo muestran que nueve de iss 10 especies estudiadas
presentaron sustancias con bioactivided, La esponja /sendasvberites pseudos fue fa inica especie
en ia que no se detectd algun tipo de efecto,

En seis especles (Swbenles fvus, Remlls amelfstma. Remille kullibesi Ferelithm - sp.
Catlicles virtesala Prrosoma dagassizi Yy Enplanemia angustala ), se encontraron sustancias con
efecto antibacteriano, 1a mayoria siendo activas sobre las bacterias Gram +.

Cuatro especies (Awiels erela. Remlle amelhysina, Flrbosarcas wdilus Y allacles
varieala ). presentaron compuestos con accién antifungica, contra Lwndlids «fhicans , slendo
Callacles rarresala |a Gnica especie que presenté compuestos con efecto contra Fiplwcacens
nvoforinans

Solo dos especies (Al erecti y Kemlla amelhsiing) mostraron tener compuesios con
efeclo hemoliitico, detectandose en la primera, actividad hasta tituios de 1/320 sobre los custro
tipos sanguineos probados. (A, B, ABy O), y en sangre de rala y raion,

En cinco especies (Sufrntes fcns. Remills Kolliker. Plilosareus undillas. 1ereilon sp. y
Cryplovemia dnguslala ) se detectaron compuestos con efectos hemoagiutinantes, sobre los cuatro
tipos sanguineos probados. Ademds, los extractos de tres especles ( ubesifes fieus. Reaslla kollihery
y Plilosarcus umdefatus), aglutinaron 1ambién, |a sangre de rata y ratdn.

En fos exiractos acuosos de nueve especles (.waerifes fivus, [seadnsuberites: pseno:
Avinella erecti, Remtta amelhistng. £ koliken; Plitosarcus undulalus. Veretillum sp., (allicles
vanegala, Prrosoma apassid y  Criplonenia angosiaa ), e encontraron compuestos con accion



cHotéxica. En todos los casos se observd una relacién dosis-respuesta, observandose que al
aumentar la dosis del extracto a probar se Incrementé el porcentaje de mortalidad y disminuy6 el
valor dei indice mitético en los cultivos de linfocitos.

Por otro lado, en todas las estaciones de recolecta consideradas para este trabajo se
encontraron organismos con sustancias bioactivas, de la misma manera ocurrié para las diferentes

épocas del aflo (primavera, verano y otofio) analizadas, 5610 en ol 8iga (Typ/onemis angusialase -

detectd que existe variacién estacional de la presencia de los compuestos activos. El papel
ecoldgico que este tipo de compuestos, tiene en los organismos estudlados, probablemente puede
ser ¢l de controlar el epifitismo y el evitar la depredacion.

Asimismo, cinco especies ((yplonemin  angustate,  Renmilla  amelhysting,  FPlifosarcus
dndulatus.  Avinella erecls y  Renila holikers) presentaron compuestos con bioactividad en
dosis que no sobrepasan los § mg/ml, considerandose con posibiidades para usos
farmacolégicos. Sin embargo, Se requiere realizar uns mayor cantidad de estudios para saber si
estes especies pueden ser consideradas como un recurso, para la obtencién directa de
compuestos, o para que jos compuestos sirvan de modelos para la obtencién abiogénica de estos,



DETECCION DE SUSTANCIAS BIOACTIVAS PRESENTES EN
ORGANISMOS BENTONICOS DEL GOLFO DE TEHUANTEPEC

INTRODUCCION

A lo largo de su historia evolutiva, muchas especies han desarroliado rutas
fisiologicas productoras de metabolitos que presentan caracteristicas interesantes
desde el punto de vista farmacoldgico. Estas sustancias, principalmente las
provenientes de las plantas terrestres, han sido utilizadas por el hombre desde
tiempos ancestrales, (4000 arfios A. de C.), con el fin de aliviar sus
enfermedades.(1)

Hoy en'dia la industria farmacéutica destina gran cantidad de-recursos
humanos y financieros para la busqueda de nuevos productos naturales. El
interés se debe, principalmente, a la aparicion de cepas de microorganismos
patégenos que poseen la propiedad de ser resistentes a los antibiéticos
convencionales, hecho al cual se suma la urgencia de encontrar remedios
eficaces para la cura de enfermedades tales como el cancer o el SIDA.

€l canocimiento que actualmente se tiene de los compuestos que estén
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 comparacion con los 1,100 compuestos
extraldos de especies terrestres empleados con el mismo fin. (1).

Esta gran diferencia en cuanto al nimero de sustancias (tiles, ha motivado
la necesidad de realizar un mayor nimero de estudios de caracter farmacoldgico
tanto en animales como en plantas marinas, para demostrar que éstos pueden
constituir un recurso potencial para la obtencion de compuestos totalmente
diferentes enforma y funcién, a los presentes en |os organismos terrestres.

El estudio de las sustancias de procedencia marina, no solo ha enriquecido
los conocimientos en quimica al aportar compuestos con estructuras poco
comunes y novedosas, en comparacion a las que presentan las especies
terrestres, sino que también ha ayudado a la sintesis de productos farmacéuticos



a parlir de compuestos que han servido como modelos. Asimismo ha
contribuido al descubrimiento de sustancias con nuevas actividades ¢ més
eficaces a las ya conocidas, un ejsmplo de esto son las cefalosporinas, aisledas
de actinomicetos marinos las cuales son potentas antibidticos que se caracterizan
por tener un anillo de p-lactama dehidrothiazina en vez del anillo de p-lactama
thiazolidina, comun de la molécula de penicilina.(2)

En general los compuestos que presentan actividades interesantes desde
el punto de vista farmacoldgico 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 reacclones esenciales de su metabolismo, pero que determinan las relaciones
de los seres vivos con su medio aumentando su competitividad. (3).

El significado dei por que estos metabolitos presentan actividades
farmacolégicas, se debe a que muchas de estas sustancias han sido
seleccionadas en el curso de la evolucién como mensajeros quimicos, por lo que
estos vectores de informacién, deben tener una accion selectiva sobre los
receptores bioguimicos de los seres vivos. Un medicamento debe tener esla
misma propiedad, por lo que los metabolitos secundarios y en especial las toxinas
constituyen una fuente importante de nuevos medicamentos (3).

La deteccidn de la presencia de compuestos con algun tipo de bioactividad
en los organismos marinos, es el primer paso de una serie de estudios que se
deben realizar para conacer el potencial de estos compuestos desde el punto de
vista farmacologico. Existen varios criterios para seleccién de organismos. Uno de
los métodos usados para esto es determinar su biotoxicidad. Esta relacién entre la
accion farmacoldgica 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 !a
diferencia entre la cura y la muerte. (3). Otros criterios que se utilizan para la
seleccion de organismos son, desde su abundancia y la facilidad para su
recoleccion, hasta la informacién generada en la medicina tradicional, aunque
este Ultimo aspecto posee menor cantidad de informacion en comparacion con los
aportes de la etnobotdnica terrestre. (1)



Posteriormente la secuencla de evaluaciones a los que un nuevo
compuesto bioactivo se debe de someter hasta que se coloca en el mercado,

implica un proceso con duracién de 8 a 10 aflos, que involucra una serie de -

investigaciones sisteméticas a diferentes niveles, que van desde la evaluacion de
la bioactividad de los extractos crudos provenientes de ios organismos marinos
(los extractos crudos son una mezcla de compuestos obtenidos de un organismo
por medio de un disolvente, sin alterar su estado natural); ia separacion,
purificacién e identificacién del principio activo; la. evaluacién farmacolégica y
toxicolégica de ios compuestos puros en sistemas in vitro y posteriormente in vivo;
la formulacion del producto; la autorizacién legal y posteriormente su
comercializacién.

£s obvio que los costos para ia elaboracién integral de este tipo de
estudios son elevados. Sin embargo, el impacto social y econdmico que este tipo
de investigaciones puede tener en nuestro pals es crucial, ya que actuaimente la
industria farmacéutica nacional depende en gran medida del extranjero, por lo que
es importante fomentar los estudios en esta linea de investigacién.
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CUADRO 1

DIFERENTES ACTIVIDADES OBSERVADAS EN COMPUESTOS
EXTRAIDOS DE ORGANISMOS MARINOS

i
LY

. _ " .‘.v . "’.-3., :

virus{incluyendo el HIV), hemolitico,
peces, gusanos pardsitos, |  antiinflamatorio,
moluscos, inssctos, antifertilizante,
protozoarios (Plasmodium).|  (anticonceptivo)
células cancerosas y no hipoténsico,
transformadas. (citotéxicas)!  inmunosupresor,
antioxidante,
antimutagénico,
activador enzimético,
inhibidor enzimético,
hipergiucemients,
cardioténico, citolitico,
antitrombosls,




ESTUDIOS DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN ORGANISMOS
MARINOS

Las investigaciones realizadas sobre la busqueda de compuestos

bioactivos de origen marino, tanto para aplicaciones industriales, agricolas o
farmacoldgicas, cobraron auge en la década de los afios 40 y 50, conforme se
incrementaron las posibilidades de exploracién ocednica (4). Asimismo, durante la
década de los afos setentas, varias compafilas farmacéuticas en colaboracion
con Universidades, iniciaron programas de investigacién para la evaluacién de
manera sistematica de los compuestos presentes en organismos marinos, en
Estados Unidos, Japén, 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 mill.
de dolares, y su duracion fue de 7 afios. (5)

Los Phyla en los que se han desarrollado la mayoria de estudios, a nivel
mundial, para la deteccién de compuestos bioactivos son el Porifera, Cnidaria,
Mollusca, Anellida, Echinodermata, y Chordata. En menor proporcién se han
realizado trabajos también con organismos de los Phyla Ctenophora,
Plathelminthes, Nemertinos, Ectoprocta, Endoprocta y Arthropoda. (8,7,8.6.10, 11, 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, lactonas, alcaloides, tetrahidroisoquinolinas,
hidroquinonas, etc. Las acciones que presentan estos metabolitos secundarios
de origen marino son muy variadas, van desde el efecto téxico 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):

1"



Actividad antimicrobiana. Esta prueba es la més usada en los trabajos de
seleccién biolégica de compuestos con posibles aplicaciones farmacoldgicar
debido a que es sencilla, répida de realizar, asi como de bajo costo. Los
resultados de esta evaluaclon da indiclos de los posibles efectos de las
sustancias presentes en los extractos, en especial si son toxicos a
microorganismos.(14) Pero se necesitan realizar ofro tipo de anélisis para saber
que tan especifica es |a actividad de estas sustancias.

Actividad hemolitica. La accién hemolitica de los extractos revela la

presencia de algunos compuestas como son las saponinas (15).
Las saponinas es un grupo de glucidos poco solubles en agua y que disminuyen
la tension superficial, por lo que al agitar las soluciones forman espuma
abundante., Su hidrélisis produce carbohidratos y una aglucona llamada
sapogenina, la cual puede tener un esqueleto de tipo esteroidal o triterpénico.

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

Actividad cilotoxica, 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.

12



Sustancias bioactivas presentes en organismos dei Phytum Porifera,

Los organismos pertenecientes al Phylum Porifera han sido los méas
estudiados en este topico de investigacidn, la farmacologia marina. Se han
encontrado en ellos una diversidad de sustancias con muy variados lipos de
actividades, desde la accidn téxica y/o antimicrobiana atribuida a compuestos
tales como: ciclohexadienos bromados y polihidroxibromados. Ademés de otro
tipo de sustancias como terpenos, diterpenos; triterpenos, lactanos, laclonas, y
avarol que afectan ciertas funciones fisiolégicas. (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 accién hemoaglutinante de algunos tipos sanguineos
humanos, y se penso que este cardcter puede ser distintivo de esta familia. Asi
mismo, Santoro y col. (105) aislaron una carotenoproteina de Awe/i rerrucosi
recolectada en el mar Mediterraneo, con actividad citotéxica. Posteriormente Pettit
Yy Su grupo (108) aislaron varias pirrologuanidinas procedentes de una especie de
Avine/laprocedente de Nueva Zelanda con funciones citostéticas (DEgg de 2 a 2.5
mu-g/mL) y antineopldsicas. Paralelamente, Herb y col. (107), obluvieron 3
ciclopentindoles polialquilados de alguna especie de A/ que habita en el
oeste de Australia, con efecto citotdxico e inhibitorio de la alimentacién de peces.

L.ozédno-Ramirez (108) observd que los extractos crudos de iz sp.
colectada en el Golfo de California, tenian efecto ictiotéxico y antimicrobiano. La
especie racolectada en el Golfo de Tehuantepec es A/ erecli de la cual no
existen antecedentes de que en ella existan sustancias tdxicas.

En la mayorla de las esponjas, las sustancias tdxicas pueden estar
presentes solo en ciertas épocas del afio o en diferentes latitudes. Green, (8)
reporta @ Sweries ficus colectada en el Ocedno Paclfico, como una especie no
toxica para peces. Asl mismo, Lozdno-Ramirez (108) observé la no ictiotoxicidad
de Suberiles fieus colectada en el Golfo de Califomia, mientras que Halstead (109)
menciondé que los extractos alcohdlicos de .hesifes sp. presente en los mares
europeos, son loxicas cuando se inyectan a animales de laboratorio
produciendoles hemorragias y hemdlisis. Sin embargo, Lozdno Ramirez (108)
observd que .Y firuspresenté compuestos con actividad antimicrobiana. Ademas,
Bretting, (104) reporté que los extractos acuosos de ,‘weriles /mdssi aglutinan

13



CUADRO 2

toxinas -
{ctiotéxica
“hemolitica
hemoagiutinante
antineopiésica
antifdngica
antiviral
hipoténsico
carditénico
antitrombético
vasodiistador
antiparésitos
antimalaria
inmunosupresor
activadores enziméticos
inhibidores enziméticos
hipergiucemiante
antiinflamatoria
promotores de tumores
anti HIV
citotéxica’
citostética
citolictica
insecticida

TIPOS DE ACTIVIDADES OBSERVADAS EN METABOLITOS
DE ESPONJAS
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eritrocitos de los tipos sangulneos humanos A, B, y O, asi como eritrocitos de
conejo.

Por otro lado, Halstead (109) estudié el efecto de los extractos acuosos de
Feudosubertles pseudh, 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 (110, 111, 112 y 113) y competidores,
ejemplos de esto son: la calyculina, con efecto sobre la maduracién de ovocitos
del pez estrella (114), y otro tipo de compuestos que inhiben el crecimiento de
larvas de crustaceos y moluscos (115), o frenan el desarrollo embrionario de peces
(118).

Sustancias bioactivas en organismos de! Phylum Cnidaria

Otro de los grupos en donde se han encontrado sustancias bioactivas es
en el Phylum Cnidaria. En las anémona se han enconirado sustancias toxicas de
naturaleza protéica (117, 118, 118), asf como neurotoxinas y toxinas con efecto
hemolitico (120). Otro tipo de compuestos obtenidos de las anémonas son las
tenebrosinas, las cuales son estimulantes cardiacos ademds de ser hemollticas
(121, 122, 123). Ademas se han encontrado en este grupo, compuestos con
diferentes tipo de efectos: antimitdticos y supresores del movimiento intestinal
(124), neurotoxinas (125), antihélmicos (126), péptidos con accidn citolitica (127, 128,
120, 130), péptidos con accién hemolitica (120, 130, 131, 132, 133), inhibidores
enzimaticos (134, 135), citotdxicos (136, 137), diterpenos cembranos con actividad
antineopldsica (138), proteinas con accidn tdxica (139) y feromonas de alarma
{140).

Halstead, (108) menciona que la anémona (a/jactes rersicofor; procedente
del Golfo de México, es tdxica cuando se inyecta a ratones. La especie que habita
en el Golfo de Tehuantepec es (. raecala de la cual no existen antecedentes de
su toxicidad.

Los corales también poseen sustancias bioactivas. En ellos se han
encontrado compuestos con una gran varledad de acciones tales como diterpenos
con actividad antiinflamatoria (141, 142), compuestos con accién de Iinsecticida
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(143), cembranoides con efecto citotdxicos (144, 145, 146, 147), alcaloides citotoxicos
(148), sesquiterpenos con actividad antineoplasica (149), aglutininas (150), y
prostaglandinas con funcién antiviral (151), péptidos que incrementan la
conduccién 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 Jerelilum cynomorrin del mar Mediterraneo con
accién toxica, Asimismo, Los extractos de Aew/s sp. son toxicos cuando se
inyectan a ratones provocéndoles hemdlisis. (109). Una de las especies presentes
en el drea de estudio es £ Ja/i#er/de la cual, solo se han realizado estudios de
tipo anatdmicos y fisiolégicos (167, 158, 158), asi como investigaciones sobre la
bioluminicencia que presenta este organismo (160, 161).

En integrantes de este orden, se han aislado sustancias con accion
citotdxica (162) y lactonas con accién antifiingica, citotéxica y antineoplasica (163).

Sustancias bioactivas en Protocordados

Otro grupo que presenta sustancias con accién importante son los
protochordados. En los tunicados se han encontrado compuestos con accion
antibacteriana (184, 185, 166). alcaloides con efecto citotdxico (167. 168, 168, 170, 171,
172) péptidos con accién citotéxica (173, 174, 175, 178, 171, 178),
tetrahidroisoquinolinas antitumorales (178, 180), alcaloides antitumorales (181) ,
hidroquinonas antioxidantes (182, 183), sustancias con actividad sobre los canales
de calcio (184) , antivirales (178), compuestos contra los  depredadores (165), asi
como elevadas concentraciones de vanadio infracelular utilizados como un
mecanismo de defensa (166).

Las Dideminas aisladas de tunicados de la familia Didemnidae son las
Unicas sustancias que se encuentran en etapa I/l de evaluacion clinica, con el
objelo de utilizarlas en tratamientos de quimioterapla para varios tipos de céncer (
187, 188, 189, 180, 161).
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Sustancias bioactivas en Algas

A pesar de que existen crénicas 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 antifingicas de ellas. Son ya clésicos los trabajos realizados por

- Pratty Mautner, (182). 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 toxico (193, 184, 185), ademas de producir dermatitis a las
personas que las tocan (198),

Dentro de la Division Rhodophyta existen especies que sintetizan
productos de alto valor comercial, como son el agar y la carragenina; ademds de
ser usadas como alimento algunas especies poseen otro tipo de compuestos con
actividades interesantes. Gonzalez y col. (187) aislaron de Feacamiun carlifasineuin
cuatro monoterpenos halogenados con accién citostatica. Fusetami y col. (198)
obtuvieron dos compuestos triterpenoideos de /aurencii obfusa con actividad
citotoxica.

Asimismo se ha reportado que las algas presentan sustancias con accién
antibacteriana (199-206), antifungica (192, 204, 207, 208, 209), antivirales (12, 210-214);
anti HIV, (virus de! Sida) (215, 216, 217), antimitdticas (218), antineopldsicas (12, 219,
220, 221), aglutininas (222-226), anticoagulantes (227, 228), antiinflamatorios (229),
estimulantes del crecimiento de plantas (230), antimutagénicos (231), citotoxicas
(208, 232.236). citostdtico (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 astas sustancias desde el punto de vista
ecoldgico 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
fisica, pero también la produccion y liberacion de agentes quimicos los cuales
pueden tener algun tipo de papel adaptativo. En las esponjas la produccion de
estas suslancias protegen al organismo de los epifitos ademas de los
depredadores (110, 112, 113), debido a que en la mayoria de las ocasiones estos
organismos habitan en sitios abiertos, en donde no tienen proteccion fisica
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 protelca, en ocasiones altamente
toxicos (117, 119, 120, 130)

Los protocordados al no tener estructuras de defensa aiguna y vivir en
lugares poco protegidos, poseen metabolitos secundarios que utilizan como
defensa quimica contra los depredadores (248).

La toxicidad defensiva es caracteristica en las aguas tropicales y en
especial en zonas arrecifales. Esta alta incidencia de bioactividad en los trdpicos,
es probablemente une respuesta a ia condicion sésil o de movimiento restringido
en el habitat, lo que origina que sean mas susceptibles a la depredacion (247, 248,
249). Pero esto no es una caracleristica distintiva de la zona tropical ya que en
regiones frias también existen organismos toxicos, un ejemplo de esto son las
esponjas loxicas de la Antartida (22).

Por otro lado, en algunos estudios de toxinas marinas se han examinado a
los organismos de diversas 4reas geogréficas, detectando que existe una
variacion en ia toxicidad de estos debida a la edad, sexo, parte del organismo,
profundidad y estacion del afio, 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 presion de seleccion natural para actuar sobre receptores
especificos, asl mismo, la produccién de los diferentes modelos de metabolitos
esté modulado por los estimulos externos, (presiones amblentales) los cuales
actuan sobre el genoma para que se expresen diferentes partes de él, para la
produccidn de estos metabolitos. Asi mismo,algunos de estos metabolitos
secundarios son especificos para reconocer un clerto estado de desarrollo de un
receptor, por lo que la mayoria puede actuar sobre més 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 farmacologia marina realizados
en algunas localidades del Pacifico tropical Mexicano; Green. (8) evalud la
toxicidad de 11 esponjas colectadas en Zihuatanejo, Gro. utilizando como
organismo de prueba al pez dorado (arassis auralus observando que siete
especies (63%) resullaron ser toxicas al pez. Posteriormente Farias y Green, (250)
estudiaron el efecto de las sustancias extraldas de la esponja /a/cbm sp.,
colectada en Zihuatanejo, Gro. sobre la pared celular de bacterias patdgenas,
advirtiendo que dichas sustancias afectaban la integridad de la pared bacteriana.

Ordaz y Green, (251) evaluaron la accién hemolitica de las sustancias
extraidas de 10 especies de esponjas de Zihuatanejo Gro., sobre los glébulos
rojos de carnero;.asi mismo, evaluaron la ictiotoxicidad de estas sustancias,
detectando que 8 especies tenian compuestos con efecto hemolitico e ictiotdxico.
Cruz, y col. (20) aislaron 11 metabolitos bromados presentes en las esponjas del
género 4p/ysié 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 conacimiento
que se tiene sobre la presencia de compuestos bioactivos en los organismos que
hebitan 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 investigacién basica para
detectar |a presencia de sustancias bioactivas con actividades antibacterianas,
antifungicas, hemoliticas, hemoaglutinantes y citotéxicas de los extractos crudos
obtenidos de 10 especies bentdnicas abundantes, presentes en el Golfo de
Tehuantepec.

Para lograr esto, se plantearon los siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL

Evaluacion preliminar de la presencia de sustancias bioactivas, en 10
organismos benténicos abundantes del Golfo de Tehuantepec,
estimando de manera indirecta el papel ecolégico que tienen estos
compuestos para favorecer |a sobrevivencia de estos organismos,

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la actividad antibacteriana y antifiingica de los extractos
metandlicos y acuosos de las 10 especies seleccionadas.

Evaluar la accién hemolitica y hemoaglutinante de los extractos
acuosos obtenidos de las 10 especies seleccionadas.

Evaluar la accién citotdxica de los extractos acuosos determinando la
Dosis letal 509 (DL5g) y la Dosis efectiva 5q (DEsq).

Estimar en base a la informacion generada, el posible papel ecolégico
de estos compuestos bioactivos

HIPOTESIS

En las latitudes tropicales es mas comun encontrar organismos que tienen
metabolitos con bioactividad, debido a la intensidad de las interacciones intra @
interespecificas (8, 10, 11, 243, 244, 247, 248). El Golfo de Tehuantepec se localiza en
la zona tropical del Pacifico Mexicano, por lo que es muy factible encontrar en
esta drea, organismos que contengan compuestos con algun tipo de actividad,
con un papel ecolégico definido, y que pueden constitulr una fuente de
compuestos potencialmente Utiles desde el punto de vista farmacolégico.
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AREA DE ESTUDIO

El Golfo de Tehuantepec est4 situado al sur del istmo de Tehuantepec, y al
sur del Pacifico Mexicano, entre Puerto Angel Oax. y la desembocadura del rio
Suchiate, Chis, entre los 14° 10°a 16° 13’ Lat Ny 92 ° 15" a 92° §5° Long W. (252)

La zona costera abarca una longitud de 400 km. La plataforma continental
varia de 12 km enfrente de Salina Cruz, Oaxaca a 45-50 km en |a zona cercana a
la desembocadura del Rio Suchiate. Longitudinalmente a la plataforma se
encuentra la Trinchera Mesoamericana, |a cual, se divide en dos poarciones 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 direccidn Sureste hasta llegar a Cabo Velas en Costa Rica. Es
bastante estrecha, alcanzando en la Depresién de Tehuantepec, hasta 6493 m de
profundidad.(252).

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

La region del Golfo de Tehuantepec se encuentra dentro de la zona
tropical, siendo el clima por lo general humedo con abundantes lluvias,
presentandose |a mayor precipitacién 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 cublertos por masas de aire tropical. El contraste de las dos diferentes
densidades de estas masas, origina una aceleracién 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 arrasire de ellas desde los |ados 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 hacie el
Este. Los huracénes son comunes en septiembre. Le 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 claremente 3 épocas de
variacion climética a lo largo del afio, que estén determinades por el efecto de los
vientos. Los tehuanos, predominantes en otofio e invierno, se caracterizan por
ariginar condiciones de sequie y bajar la temperatura superficial del mer (de 28 °C
a 19 °C). Los surestes, predominantes en verano, aportan liuvies a le zona litorel
y sublitoral. La tercera época esta dada por los hurecanes, los cueles 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 fertilizendo les
aguas. El efecto de este surgencia se observe desde Salina Cruz e Puerto Angel
(254) por lo que esta drea es muy productiva, desde el punto de vista pesquero. Le
pesquerfa mas importante en el Golfo de Tehuantepec, es le de camaron.

Los estudios reelizados en el Golfo de Tehuantepec son escasos, e peser
de ser una zone en donde se realizan unas de las més importantes pesquerlas de
cameron. Por esta razén El Comité de Concertacién QOcednica Pesquera, en el
que participan diversas instituciones (como: las Secretarias de Marine, Pesca,
Deserrollo Social y Educacion Publica. Ademds instituciones de educacién
superior: Le Universidad Nacional Auténome de México y El Instituto Politécnico
Nacional. También participan Petrdleos Mexicanos, El Instituto Mexicano del
Petroleo, el Instituto de Investigaciones Eléctricas y El Consejo Necional de
Ciencia y Tecnologia y otras), en sus reuniones reelizedas desde 1990,
determinaron que el Golfo de Tehuantepec es un dree prioriteria para la
reelizecion de estudios oceanogréficos, por este rezdn se eligié este érea pere le
reelizacion del proyecto de investigecion interdisciplinario: "Oceenografia del
Golfo de Tehuentepec” siendo el responseble del mismo, el M. en C. Margarito
Tapia Gercie (convenio UAM-SEP no. C89-01-0250). Ei presente trebajo formé
parte de este proyecto de investigacién.
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Para |a realizacidn del presente estudio se seleccionaron un total de 9
estaciones de recolecta para la obtencién 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 my su localizacién exacta se puede apreciar en el cuadro 3
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FIGURA 1
AREA DE ESTUDIO Y LOCALIZACION DE LAS ESTACIONES DE COLECTA
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CUADRO -3

CAMPANAS OCEANOGRAFICAS
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MATERIALES Y METODOS

TRABAJO DE CAMPO

A) Colecta del material,

El material biolégico se colectd en la zona infralitoral del Golfo de
Tehuantepec en el Buque Oceanografico (BO) "El Puma", durante las campanas
realizadas para el proyecto de Investigacién: "Oceanografia del Golfo de
Tehuantepec" . Se realizaron cuatro cruceros oceanogréficos: MIMAR V, en mayo
(primavera) de 1989; FIQUIMBI 1, en noviembre (otorio) de 1989, SALCRU |, en
agosto (verano) de 1990 y SALCRU Il en noviembre (otofio) de 1990. Cabe
mencionar que estos cruceros oceanogréficas se hicieron en colaboracion con las
siguientes instituciones: Instituto de Ciencias del mar y Limnologia de la UNAM,
(MIMAR V y FIQUIMBI 1) y Petréleos Mexicanos (SALCRU I y SALCRU II); la red
de estaciones de recolecta en cada crucero fus fijada por la institucién anfitriona,
por lo que la toma de muestras para este trabajo se hizo tratando de abtener
muestras de la porcién oeste, central y este del Golfo, asi como a diferentes
profundidades, entre 30 a 60 m.

Para la colecta de organismos se usé una red de arrastre de 12 m de
aberiura de trabajo, 24.4 m de largo y de 4.4 cm de abertura de malla. Los
arrastres tuvieron una duracién de 30 min. a una velocidad promedio de 3 nudos
(5.5 km/hr) sabre fondos arenosos y arenosos-fangozos. El material colectado en
el buque, se congel6 a -10 °C para ser transportado al laboratorio, y se mantuvo
congelado hasta su procesamiento.

También se realizé una colecta en un barco camaronero en marzo
(primavera) de 1990. Los arrastres ge 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 duracién de 4 hrs.
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TRABAJO DE LABORATORIO

B) ldentificacién taxonémica del materiai colectado.

Ya en el laboratorio, una parte del material se descongelé y preservé con
formol al 4%, para la identificacién de los organismos hasta el nivel de especie.
Se usaron las claves taxondmicas Kenneth, (255), Harrer y Rows, (256); Abbott y
Hollenberg (257); y Peek, (269) (cuadro 4),

C) Preparacién de ios extractos.

De cada una de las especies colectadas se prepararon 2 extractos
diferentes (108 ). Primero, se limpid el material para eliminar restos de sedimentos
y se retiraron manualmente los epifitos.

Se pesaron 50 g de muestra (peso himedo), y se homogenizaron con 50
mL de disolvente en una licuadora Osterizer de 10 velacidades, 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 centrifuga Sorvall, durante 10 min.
conel fin de aliminar los restos de materia, y los sobrenadantes obtenidos,
(extracto crudo) se usaron para realizar las pruebas bioldgicas.

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

A cada exiraclo se le evalud su concentracion de proteina por la técnica de
Lowry (250) y se determiné su peso seco. Ademas se midid su osmolaridad en un
osmémetro marca DIGEMATIC mod. ED2, y se ajusté entre 280 a 320 mOshikg,
concentrando el exiracto en corriente de No 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 metandlicos para realizar las prusbas
de actividad antimicrobiana y para las pruebas de hemdlisis, hemoaglutinacion y
citoloxicidad, sdlo se usaron los extractos acuosos. Los extractos metandlicos no
se utilizaron para estos bioensayos debido a que al evaporar el disolvente, los
residuos generados podrian dar falsos positivos (15) y ante la imposibilidad de
evaluar este error, se decidié no utilizarlos.
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CUADRO 4
ORGANISMOS COLECTADOS EN LAS CAMPANAS

OCEANOGRAFICAS
PHYLUM PORIFERA
CLASE Demospongiae
ORDEN Hadromerida
FAMILIA Suberetidae

Suberites ficus (Johnston) Schmid, 1870
Preudosuberites pseudos Dickenson 1945

ORDEN Poecilosclerida
FAMILIA Axinellidae
Avinella erecla (Carter, 1876)
PHYLUM CNIDARIA
CLASE Anthozoa
ORDEN Pennatulacea
FAMILIA Renillidae

Kenitla amellystina Verrill
Kenilla kollikery Pleiffer 1886

FAMILIA Pennatulidae

Hlitosarcus undulalus (Gray)
FAMILIA Veretillidae

Verelillun sp.
ORDEN Acliniaria
FAMILIA Hormatiidae

Calliactes varregala Nerril 1869
PHYLUM CHORDATA
SUBPHYLUM Urochordata
CLASE Thalliacae
ORDEN Pyrosomidae

Pyrosomi apassizi
DIVISION RHODOPHYTA
CLASE Florideophyceae
ORDEN Cryptonemiales
FAMILIA Cryptonemiaceae

Cryploneinty aneustala (Setchell & Gadner)Daws




D) Pruebas de bioactividad.

1) Pryebas de accién antibacteriana y antiftingica.

’ Con cada uno de los extractos se concentraron discos de papel Watman
no.42 de0.5 cm de diametro. Se probaron 2 concentraciones: por extracto: 0.1
y 0.2 g (peso himedo). Se utilizaron cepas de bacterias Gram + (Sapji/ecocr i
avrens. y Streplococeus progenes) 'y Gram - ( Salmonella Lphiy Shigella sonner), asi
como microhongos ( Caudida albicans'y (riplococcus neelormicns). @1).

Las pruebas se llevaron a cabo en cajas de Petri de polipropileno de 9 cm
de didmetro por 1.5 cm de altura, utilizandose 10 mL de medio de cultivo
especifico para cada microorganismo, Se usé agar nutritivo para los cuitivos de .+
somnl. S Gplry 8 aureus agar cerebro corazén para los cultivos de .S piagenes
asf como agar dextrosa sabourand para los cultivos de ¢ zea/viuans y agar malta
levadura para los de ¢’ a/icans 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 6 metanol). Después de un periodo de
incubacidn de 24 hr. a 37 °C, para las pruebas con bacterias, y de 48 hra 37 °C
para las prusbas con microhongos, se evalué la presencia de halos de
inhibicién, los cuales se midieron conun Vernier de 0.01 mm de precision (14).

2) Pruebas de accign Hemolitica.

Para la realizacién de estas pruebas se siguié el método sugerido por
Lynch (260). Se hicieron diluciones de cada extracto: 1/1, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80,
1/160, 1/320. Se colacaron 1.5 mL de cada dilucién en tubos Ependorff; se
agregaron 0.5 mL de solucién de eritrocitos al 3 %, , (V/V), los cuales se lavaron 3
veces con solucién isoténica de NaCl (0.9%), para eliminar plaquetas. Los tubos
Ependorff con la dilucién 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 analizé en un espesctrofotémetro a 540 nm. Cada prusha se
realizd por duplicado.

Se utilizé una muestra con agua destilada y eritrocitos como testigo de
100% de hemdlisis (testigo positivo) y otro tubo con solucién isoténica (NaCl
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0.9%) y eritrocitos como 0 % de hemdlisis (testigo negativo). Los resultados de
cada prueba se expresaron en porcentaje (%) de hemdlisis.

3)Pryebas de accion hemoaglutinante. _

Para realizar este estudio se usaron muestras de sangre humana,
correspondientes a los tipos A, B, ABy O, no se consideré ol factor Rh, ya que
las aglutininas interactuan con ios antigenos de membrana correspondientes a los
grupos sanguineos antes mencionados. Ademas se probd sangre de rata y raton.

Se realizd primeramente un examen cualitativo, utitizando sangre
heparinizada completa, aplicando directamente sobre ella el extracto a probar
(una gota de extracto y una gota de sangre), para seleccionar los exiractos 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 multiplacas de 36 pozos. A cada pozo se les agregaron 200 ul de cada
dilucién, por duplicado y 50 ul. de 1a solucién de eritrocitos al 3%. Después de §
min. de incubacién a 37 °C se observé la reaccion de cada pozo. También se
corrieron pruebas refrigerando la placa por 30 min., a 4 °C para observar la accion
de aglutininas en frio.

Los pozos se observaron en el microscopio dptico, a 10 x y 40 x. Las
reacciones se compararon con la hemoaglutinacion producida por Ia
fitohemaglutinina (PHA), la cual, se utilizé como testigo positivo (260). Se utiliz6 la
escala empleada por Lynch (260) para la evaluacién de esta prueba, |a cual consta
de cuatro niveles de aglutinacion:

1. ++++ Aglutinacion completa. formando un gran conglomerado Gnico de células.
El efecto es el observado por accion de la PHA. (efecto muy fuerte).

2, +++, Aglutinacion completa, clara pero en grupos mas pequerios que el anterior
(efecto fuerte)

3. ++ Agiutinacién no completa, pero aln bastante visible. (efecto moderado)

4. + Aglutinacion con conglomerados de células que son apenas perceptibles
macroscépicamente. (efecto débil)
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4) Pruebas de Citotoxicidad.

Para realizar estas pruebas, se utilizaron cultivos de linfocitos humanos de
sangre periférica, de doce donadores sanos, de 25 a 35 de afios de edad, no
fumadores. (261 y 262).

Primero se corrid una prueba tentativa para fijar las dosis a probar de cada
uno de los extractos, (cuadro 5) simultdneamente se realizaron ensayos para
conocer el efecto del agua destilada, la cual se utilizd como disolvente, sobre 0s
cultivos de linfocitos humanos.

Se comrieron 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 comparacion con el testigo. La comparacion estadistica por medio de
la prueba de ANOVA carroboré esto (cuadro 6).

Posteriormente se ajusté la osmolaridad de cada uno de los extractos a
probar entre 280 a 320 mOms/kg, debido a que entre estos valores, la integridad
de los linfocitos en cultivo, no se ve afectada. (265).

De extracto se probaron cinca 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
utilizé para evaluar la viabilidsd de los linfocitos. Se empleé una soluclén 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 facllitar su observacion; asi como azul tripano para distinguir las células
vivas. El conteo de células se realizd con un hematocitdmetro, con el fin de
obtener la Dosis Letal 50 (DLgg) de cada serie de cultivos.

Los 4 mL restantes, se emplearon para la determinacion del Indice Mitética
(1. M). A cada cultivo se le aplicaron 0.2 mL de colcemida, la cual se dejo actuar
durante 1 hr. Posteriormente, ios cultivos se centrifugaron a 1500 rpm durante 15
min. para eliminar el medio de cultivo, y se les aplic una solucién hipotdnica de
KCI 0.075 M, durante 15 min.; transcurrido este tiempo se centrifugd la
suspension celular y se retird la solucién hipotdnica. Luego las células se fijaron
con una solucidn de metanol-acido 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

Svberrtes fieus
(28.0) :
Preudasuberiles pe L ¢ I .

{31.8) L
Avinella erecla 20521.80 1.00 £ 0.08 0.20 £ 0.040
_{8.10) , ,
Kemilla amelfysiing 4 . *
2.70)
Plitasarcus undulslus 08510.38 0.85 £0.40 0.08 20.007
(17.70)
Verelillurmep 1502008 0881038 0.28 £ 0.080
(“.n) [0 " ) .

Calliscles varepala 280 1.40 1.356 £ 0.60 06510180
(19.90)
ﬁ,mmm 4{0&57'1/‘ e e LLL]
(39.8)

Cryplonemia angustale 186 £0.08 0.40£0.08 0.30£0.010
{0.112)

El Testigo tuvo un .M. de 2.87 + 1.2
Nota. Estos bioensayos se realizaron sin considerar las osmolaridad de los extractos.

* Efecto hemolitico en los cultivos.
** Efecto hemoaglutinante en los cultivos.
*** No se observaron células en los cultivos por posible efecto toxico del extracto.



CUADRO 6

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

000 67004010 | 623£370 | 1.3020.21

TEBNIGO ; |
0.02 63.26211.0 9.0120.20 1452026 | nosigni.
0.80 49.40£07.8 9881160 | 082£082 | nosignl.
1.00 §6.35204.2 7.3420.78 1.20£0.14 | nosigni.




misma solucién fijadore y centrifugando para realizar los cambios de solucién;
después de la Ultima centrifugacién y con e! paquete celular obtenido se
elaboraron preparaciones, {as cuales se tileron con Giemsa al 5%, durante 5-8
min. Las preparaciones se observaron al microscopio a 40 x, se contaron el
nimero de metafases en un total de 1000 células observadas. Ei {. M. se
determind con Ia siguiente férmula:

numero de metafases
INDICE MITOTICO = X 100
1000 células observadas

El tipo de disefo experimental para la evaluacidn de citotoxicidad,
corresponde al de experimentos completamente aleatorios, en donde existe solo
e variacion de un factor (263). Por esta razén sg utilizé la prueba estadistica de
ANOVA, parp el andlisis de resultados. Se analizaron datos de dos lotes de
muestras, ceda lote estuvo constituido de 180 cultivos de linfocitos.

Ademis se utilizé el andlisis PROBIT (264) para |a determinacién de La
Dosls Letai 50 (DLgp) para cada uno de los extractos probados. La Dosis efectiva
50 (DEsq) se evalud utillzando los vaiores del Indice Mitético. La DEgg es la
concentracién dei extracto probado, en ia cual se observd una disminucién del
50% del valor del |. M. observado en comparacion con el testigo, este valor
también se calcul6 con el método PROBIT.

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

Los resultados de la prueba de hemdlisis se analizaron con la prueba
estadistica de "t" student para determinar |as diferencias entre {as respuestas de
los diferentes grupos sanguineos usados. Los datos son el promedio de tres
ensayos realizados.

Los resultados de la prueba de hemoaglutinacion son cualitativos.
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RESULTADOS

Considerando los datos calcuiados de densidad y frecuencia, obtenidos de
las colectas de organismos realizadas en ios diferentes cruceros, se
seleccionaron un totai de 10 especies para la realizacién de ias pruebas de
actividad bioidgica: 3 esponjas, 5 cnidarios, 1 protocordadoy 1 alga:

Parte del material se deposité en ia coleccion de organismos benténicos

del Goifo de Tehuantepec ubicada en ei Laboratorio de icticiogia y Ecologia
Pesquera y Bentos en la UAMI.

ESPONJAS
Subertes ficus
Fretdosuberites pseaos
AVnella ereclia

CNIDARIOS
Keailla amellyysting !
Keilla Kollikers
Hlibosarens undilalus
erelilun sp.
Callacles varesila

PROTOCORDADOS
FPrrosoini apassizl

ALGA
(riplodenia aneustola

Los resultados de densidad, medida como ei nuimero de organismos
enconirados en el drea de arrastre, indicaron que Aewilis amel/ystinges ia especie
que presentd el valor méas alto de densidad, en ia zona de estudio, seguida de
Suberites fieus lerelifum sp.. Remlla Kolikers. Prrosoma avassizr, Calltaetes Litiesada,
Flitosarcus undullus, Avivella erecla.y Freudosuberiles pseidos. (cuadro 7)
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CUADRO 7

DENSIDAD OBSERVADA EN LOS CRUCEROS REALIZADOS.

CRUCERO FIQUIMB! 1

19 e

58 Piiesarcus 05 113.20 0.00338000
undu/alus S
TOTAL 180 0.005387 1024.80 0.03080000

Area arrastrada = 33,450 +/- 450.70 m2

CRUCERO UAMPEC-1

Prevdesvberites
psevdas -
TOTAL 55296 0.20811000 17313.60 0.4302900
7 Ainefls erecls 24 0.0000004¢ 29290 _0.0033200.
TOTAL 25072 0.09345000 757738 . 0.2824000

Area arrastrada = 268,817.20 +/- 450.40 m2
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Los organismos que se encontraron con mayor frecuencia, medida como el
numero de veces en que aparecio cada organismo en el total de estaciones de
recolecta, en los 5 cruceros realizados son: (en orden de mayor a menor
frecuencia) Aemils amelhystive, Flilosarcus undufalus, Callacles varmealy  Revilla
kolliker, Swberites fieus, y Vereliflumsp. (cuadro 8),

El alga (ryplonemia aneuslata se colectd solo en zonas cercanas a la
desembocadura de la Laguna de Mar Muerto, en mayo de 1989, agosto y
noviembre de 1990. E! protocordado Avasoma agassizi se obtuvo en |a campaia
SALCRU 1l, por medio de arrastres realizados con redes de zooplancton (200 y 54
um de abertura de malla). Se observé que este organismo fue abundante en 2
estaciones de muestreo.

Las esponjas dwuelli ereclay Isewdosuberites psendos 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
tamaiios y con restos de conchas, y en profundidades que variaron de 35 a 38 m.

De los organismos colectados, se elaboraron 10 extractos metandlicos y
10 extractos acuosos (2 extractos por organismo). En general de cada organismo
se procesaron un total de 100 g (peso himedo) para obtener 50 mL de cada
extracto, salvo en la muestra del alga (7iploncma ancastali de la cual se
recolectd 40 g.(peso humedo), por lo que solo se obtuvieron 20 mL de cada
extracto.

A cada extracto se le evalud su concentracién de proteinas, su osmolaridad
Yy su peso seco (cuadro 9).

Se usd el peso seco de cada exiracto, para fijar las diferentes dosis
probadas en cada evaluacion de bioactividad.
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CUADRO 8

FRECUENCIA DE APARICION DE LAS ESPECIES EN LOS DIFERENTES
CRUCEROS REALIZADOS

Avinells erects | 0124 0/18 318 020 0/ 384
Pseudosuberites | Of24 o/18 118 - 0/29 05 1/84
pseudas
Svberites ficus 3i24 218 88 229 38 15/84
Colljactes 8/24 6/18 8/8 7129 4/ J3/84
varresaly
Plilassreus 7124 11/18 6/8 8/29 316 35/e4
undulelus
Kemilla 1324 13/18 8/8 14/20 4/6 52/84
amelhysting
Kenifla holfkers | GI24 418 38 829 26 21/84
Veretillum sp. 424 5/18 0/8 2120 4/5 18/84
Frrosoms aeessiz)]  Ol24 0/18 0/8 0/28 25 284
Cryplonemia 24 0/18 08 1/20 a5 5/84
angusiale

FRECUENCIA = Numero de estaciones en que se encontré a la especie / Numero total de
estaciones de colecta.



CUADRO 9

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

Suberites fizus | 28,000 08.3770 1281

Poeudosuberites pseudt 31,600 06.9690 2456
Avinells erecls 08,100 00.4974 2730
Rewtls amelhysiing 208.700 00.6280 0301
Kenilla sollikers 03.400 03.1900 0844
Hlilosarcus undulslus 17.700 023800 1083
Yeredillun 45.800 14.6980 2380
Callacles variceala 19.900 05.423%0 2630
Pyrosomna agassizi 39.600 05.1188 2481
Cryplonemily anguslals 00.112 00.0120 0443




Resultados de las pruebas de actividad Biolégica.

1) Prugbas de actividad antimicrobiana,

En las pruebas de actividad antimicrobiana se observé que los extractos
acuoso y metandlicos de 8 especies estudiadas mostraron actividad
antibacteriana yfo antifingica, inhibiendo el crecimiento de estos
microorganismos. S6lo (os extractos de Arasoma sp. y Feidosuberiles psetidos no
presentaron ningun tipo de actividad. (cuadro 10).

Los extractos de Swhwiles fivus (metanbiico) Aemila amellysting (acuoso y
metandlico), Aemils Kolikers(metandlico), (alliscles rarresala(acuoso y metanélico)
Y (hploncmra aneustale (acuoso y metandlico) tuvieron efecto sobre bacterias
Gram +. Mientras que ios extraclos de fewia amelhysiing(metantlico), lerelilfum
sp (metandlica), y (rypronemna angustala (acuoso y metandlico) fueron activas
contra bacterias Gram-,

Por ofro lado, los extractos de A/ erecla (acuoso), Aenlla ainetiysiing
(acuoso y metandlico), sarcus unduiatus (metanolico), y (alkicles rvarievila
(acuoso) inhibieron el crecimiento de los microhongos. Estas cuatro especies,
tuvieron compuestos activos en contra de (e a/brcans. Y s6lo el extracto de
la anémona Calkicles varesalapresentd efecto contra (ryplococcis neofarmans.

El andlisis de los tamafios de los halos de inhibicién obtenidos, indicé que
existen diferencias significativas, entre el tamario de ios halos registrados para las
bacterias Gram+ y las Gram- , (t=1.85 P ¢ 0.025), asi como entre las Gram- y los
microhongos (t=1.81 P ¢ 0.05). No se observé diferencia significativa entre las
dimensiones de halos obtenidos con ias bacterias Gram+ y los microhongos. El
promedio de los haios de inhibicién observados para las bacterias Gram+ fue de
7.55£1.84 mm, para las Gram- 9.89#3.87 mm y para ios microhongos de
7.6610.008 mm. Los halos de mayor tamafio registrados, corresponden a los
observados con el extracto de Ak wue/jrs/iva(18.0 mm con extracto acuoso,
contra Spella sonner’), seguidos por ei de Awnella erecla(11 mm con extracto
acuoso, contra (endids albicans ), (illiacles variegata ( 10.3 mm con extracto
acuoso, contra .Saphilecoceus aureus ) Kewila Aoliker (9.9 mm con extracto
metandlico, contra Suphrivcoccus aurens ), (nplonemia anelstats (9.5 mm con
extracto metandlico, contra Samonedia (iphi'), tereliflin sp (9.2 mm con extracto
metandlico, contra .iwela sanner), Suberites fievs(T mm con extracto metandlico,
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CUADRO 10

ACCION ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS
METANOLICOS Y ACUOSOS

4 &

~ PORIFERA

Shberites fieus meOH 0.600 0.02 07.00 0.01 sp*
(2.80 y 6.60)
Avinell erecls H20 08.50 0.70 11.00 1.40 Cah
CNIDARIA
Kenilla ametlysting Ha0 08.40 0.03 11.00 2.60 Sat
meOH 09.45 0.20 10.70 1.30 Sat
mesOH 10.70 2.70 15.40 2.80 st
meOH 10,00 0.50 18.00 2.10 Ss-
H20 06.40 0.40 08.70 1.10 Cah
meON 10.20 0.50 11.50 0.20 cah
Kenilla kollikers meOH 08.00 0.20 09.90 0.40 Sat
Plilosarcus undulslus ~ meQOH 08,20 1.20 06.50 1.20 sp*
meOH 06.00 1.80 08.60 1.20 cah
Verelilum sp. meOH 08.80 0.80 08.60 3.40 St
meOH 06.90 1.40 09.20 0.40 Ss*
Calliacles varigpals H20 10.00 2.60 10.30 2.60 Sat*
meOH 08.50 1.30 10.30 0.80 sa*
H20 08.00 1.60 07.00 4.80 Cah
H20 07.00 1.60 07.80 3.40 cnb
Cryplonemia H20 no realizado 06.40 3.40 Sa*
anoustala (nr)
meOH nr 07.50 2.10 Sa*
H20 nr 07.70 0.40 St
meOH nr 09.50 0.80 St
H20 nr 07.00 2,60 Ss*
Sa*= Slaphylococcus avrens Sp*= Sireplococcus pyogenes (bacterias Gram +)
St== Salmonella (jpht 8s° = Shwella sonnel (bacterias Gram -

cah = Gandids albicans M = drplococeus neoformans (microhongos)



contra Sreptococcus pyogenes ) Y FPlilesarcus  undiialus (6.6 mm con exiracto
metandlico, contra (audida allvcans).

Fenilla amellyséing fue el Unico organismo que mostré tener efecto tanto en
bacterias Gram+ como Gram - y microhongos.

Por otro lado, se observaron diferencias significativas entre  las
dimensiones de los halos de inhibicién causados por los extractos de los
organismos colactados en diferentes épocas del afio. Fue significativa entre los
organismos colectados en noviembre y agosto (t=2.34 P ¢ 0.05), ademéas de
agosto y mayo (t=1.45 P ¢ 0.05), pero no fue significativa para los organismos
colectados en mayo y noviembre. E! promedio de! tamafio de los halos de
inhibicién registrados, causados por los extractos de los organismos colectados
en mayo fue de 7.6241.16, de 9.65+3.02 para los. organismos colectados en
agosto y de 7.2711.42 para los colectados en noviembre.

2) Resultados de las prusbas de hemdlisis.

En las pruebas de hemolisis se observé que el extracto acuoso de Suderifes
fieus presentd efecto, solo en concentraciones de 1/1. Lo mismo ocurrid con el
extracto acuoso de Aseudouberies psridos al analizar los valores de osmolaridad
de estos dos extractos se observa que ambos son elevados, el extracto de
Frewdostberiles pyeudos tiene una osmolaridad de 2455 mOsmikgy  Suberites feus
de 1261 mOsmvkg, por lo que el efecto hemolitico cbservado, en ambos casos, se
debié a una alteracion en la osmolaridad de los eritrocitos durante la prueba y no
a la presencia de alguna sustancia hemolitica en estos extractos. E! extracto
acuoso de Aewitla amelhysiin: mostro tener accion hemolitica hasta titulos de 1/10
en dos tipos sanguineos humanos: En el tipo O presenté un 20% de hemdlisis, en
diluciones 1/10 y del 90% de hemdlisis en concentraciones 1/1, mientras que en
el tipo sanguineo B mostré un efecto de hemdlisis del 10% en la dilucién 1/10 y
del 99%de hemdlisis en concentracién 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 concentracion en el extracto y por esta razén no se observé
efecto en otras diluciones. El extracto acuoso de Awie/ls erecli presentd actividad
hemolitica hasta titulos de 1/320 en los 4 tipos sanguineos humanos, ademas de
hemolizar la sangre de rala y ratén. En cada tipo sanguineo hubo diferencias
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significativas (t= 3.53 P ¢ 0.02) en cuanto a la resistencia de los eritrocitos a la
hemolisis (cuadro 11) (Fig. 2).

3) Resultados de ias pruebas de hemoagiutinacion

En cuanto a los resultados de {a prueba de hemoagiutinacion, se observéd
que los ensayos incubados a 37 °C presentaron efecto hemoagiutinante, lo que
no ocurrié con las prusbas incubadas en frio (4 °C). El extracto acuoso de
~hentes ficus agiutina moderadamente ios eritrocitos del tipo sanguineo AB, asl
como sangre de ratdn y rata, y débiimente a fos eritrocitos del tipo sanguineo B.

El extracto de Aewila Aollidersagiutina débilmente los eritrocitos tipo 8, y O,
ademas agiutina moderadamente sangre de ratényrata.

Ei extracto de (yploncswi angustala agitina  moderadamente a los
eritrocitos del tipo sanguineo AB.

El extraclo de /ere/i/lumsp. aglutina moderadamente los eritrocitos tipo A,

El extracto de Aijsarcus inndifalusaglutina débilmente los eritrocitos tipo B,
AB, y O y moderadamente |a sangre de raton. (cuadro 12).

En la mayoria de los extractos acuosos se observé actividad
hemoaglutinante débil hasta titulos de 1/20 y séio el extracto de (7ipfvieimii
allvastila mosiré actividad hemoagiutinante débil hasta titulos de 1/40.

4) Resuitados de las pruebas de accidn citotoxica

La accion citotoxica sélo se evalud en los extractos acuosos obtenidos de
los diez organismos estudiados; anteriormente se explicd que en los extractos
metandlicos al evaporar el disolvente, podrian quedar residuos, los cuales
constituyen un elemento de error, ya que estos residuos casi siempre son toxicos.
Este hecho ocasionaria que en las pruebas de bioactividad se registrarén falsos
positivos y ante la imposibilidad de evaluar este error se decidié no utilizarios.

En total se hicieron 360 cultivos de linfocitos, ya que se realiz6 un minimo
de 2 bioensayos utilizando 5 dosis de extracto y un testigo, por triplicado, por
cada uno ds ios extractos a probar.

Con el extracto de (ruploncima angustata se corrieron un total de 4
bioensayos.

En las pruebas de citotoxicidad con los cultivos de linfocitos y los diferentes
exiractos a probar, se observé que en la mayoria de los casos existio una relacion
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CUADRO 11

PORCENTAJE DE HEMOLISIS EN PRUEBAS CON EL EXTRACTO
DE Axinella ergcta CON CUATRO GRUPOS SANGUINEOS

Amortiguador - 00.00 00.00 00.00 0000  00.00
1/380 06.90 AN 00.78 4164 2033
1180 0s.18 uH 01.03 4228 20.80
1/80 08.13 36.42 01.30 85245  24.576
1/40 08.22 37.48 03.92 5464 28.06
1/20 08.26 37.61 05.13 5482 2645
110 99.90 96.90 05.31 99.81  75.48
" 99.90 90.90 97.00 $0.83 99.18
H20 DEST. 100 100 100 100 100

La diferencia en la respuesta de los cuatro grupos sanguineos probados
fue significativa conun P ¢ 0.02.

NOTA: El amortiguador que se utilizé fue solucién de NaCl 0.9%. (testigo
negativo). El agua destilada fue el testigo positivo, donde se obtiene 100% de
hemélisis.



FIGURA 2
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE HEMOLISIS CON EL EXTRACTO DE Axinella erecta SOBRE 4
TIPOS SANGUINEOS
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Amo. = Solucién amortiguadora de NaCl al 0.9% (testigo negativo)
Agua = Agua destilada (testigo positivo)



CUADRO 12

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

L

Suderiles ficus + ++ ++ +
Prendosuberiles
DSCiaDS
Avinella erecta HE HE HE HE HE HE
Renilla amelhysting
Kenilla kollikerr +- + ++ ++
Hilosareus +- +- +- +*+
undilalus
Verelillum sp ++
talfacles varresala
Fyrosoma agassizi

Cryplohemia ++
angusiala

TESTIGO e | AR | et | et
FITOHEMAGLUTININA

ESCALA segun Lynch (260):

1. ++++ Aglutinacién completa, formando un conglomerado Unica de células, (efecto
muy fuerte). Similar al observado por la accién de la PHA,

2. +++ Aglutinacion completa, clara pero en grupos mas pequefos que el anterior
(efecto fuerte).

3 ++ Aglutinacion no completa, pero aun bastante visible (efecto moderado).

4 + Aglutinacion con conglomerados de células que apenas son perceptibles
macroscopicamente (efecto débil)



directa entre 1a dosis y el porcentaje de mortalidad de las células, asi como una
relacion inversa entre la concentracion y el |. M., ya que al aumentar la dosis,
aumento el porcentaje de mortalidad y disminuye el valor del |.M. (Fig. 3 a la 12).

Se detectd que los extractos acuosos de Suberiles ficus  Avielle erects,
Renilla amethysiing  Remlla kollifers. Plilosarcus undilatus,  Verelillunsp., Calbictes
variegala, Fyrosoma agassizi Y Cryplonemia angustala  presentaron un efecto
citotdxico en los cultivos de linfocitos.

El extracto acuoso de Aseudbsiberiles pseudosno presentd un efecto toxico
evidente ya que no se observd relacion alguna entre el incremento y decremento
del porcentaje de mortalidad y el aumento de la dosis. (Fig 4)

Los valores obtenidos con el andlisis de ANOVA revelan que para las
pruebas realizadas con los extractos de Awiell erects, Suberdes ficus, Renivi
amellysting, Remlls Aollikers, Plilosarcus undaialus, Verelillum sp. (alliiacles varmegald.
Prrosoma agassiziy Cryplonenia angustala 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 asi para los valores obtenidos de la prueba del extracto de
Fsendosuterites pseadas 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 DLgg se calcularon con el método PROBIT, debido a que
sélo en la prueba realizada con el extracto de el ametfivsiina se obtuvieron
valores experimentales de mortalidad cercanos al 50%

En base a los valores de DLsg tenemos que el organismo mas toxico es
Crploneina angustataseguido de femila amelhyshing, Phiosarcus undulalis, (alliaces
varesale, Remifls kollikers, dvmelly erecha Suberrtes ficus, Verellumsp. 'y por uimo.
Frrasoma qeassizi (cuadro 14)

El unico extracto acuoso en el cual no se observé citotoxicidad, fue el
perteneciente a la esponja  seudosuberites pseudos

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

Solo en las pruebas realizadas con el extracto de Aewillr follikers se
observo un palrén diferente, ya que los valores de .M. aumentaron hasta 8 veces
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FIGURA 3
EFECTO DEL EXTRACTO DE Suberites ficus (PORIFERA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS

Dl,@ =66.35+4/-2.83mg D_Eﬁ; =3.53 +/-0.25mg




FIGURA 4
EFECTO DEL EXTRACTO DE Pgseudosuberites pseudos EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS

DlLgg = 15,328 +/- 436.8 mg DEsg = 2414.789 +/- 147.08




FIGURA §

EFECTO DEL EXTRACTO DE Axinella erecta (PORIFERA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
. HUMANOS

DLgg = 58.96 +/- 1.35mg DEsgp = 1.106 +/- 0.57 mg




FIGURA 6
EFECTO DEL EXTRACTO DE Renilla Amethystina (CNIDARIO) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS

% de Mortabdad

DLép =11.72+/-3.53 mg Dl.s) = 0.729 +/- 0.003 mg




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

DL§p=11.86*/-3.53mg Eﬁ= 10.438 +/-1.04 mg




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

DL 50=69.28+/-2.88mg DEgg = 1.049 + /- 0.007 mg




FIGURA 9

EFECTO DEL EXTRACTO DE Calliactes variegata (CNIDARIA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS

DL gp = 18.86 +/- 1.227 mg




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

DLﬁp = B4.65 +/- 9.8 mg DEﬁp = 4,237 +/-0.76 mg




FIGURA 11

EFECTO DEL EXTRACTO DE Cryptonemia angustata (RHODOPHYTA) EN CULTIVOS DE
LINFOCITOS HUMANOS

% die biortaddad

Datos obtenidos

Probi Caletdade

Dlsg = 0.41 +/- 0.021 mg DEsg = 0.0009 +/- 0.000045 mg




FIGURA 12
EFECTG DEL EXTRACTO DE Renilla kollikeri (CNIDARIA) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS

Datos obtenidos

DLS50 = 22.94 +/- 1.74 mg DESO = no detectado




RESULTADOS DEL BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN CULTIVOS DE
LINFOCITOS HUMANOS CON LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE LOS
ORGANISMOS BENTONICOS ESTUDIADOS.

CUADRO 13

Li
Suberiles fious
00.00 76.60 1 05,37 03.60 £ 02.50 1.50 1 0.50
00.56 72.80 % 02,09 09.69 £ 02.87 1.00 £ 0.35
01.40 80.10 £ 06.80 13.40 1 04.80 0.86 £ 0.20
02.80 64.30 + 10.00 15.00 £ 01.70 - 0.90£0.20
07.00 69.70 £ 00.00 22.90 £ 01.80 0.73£0.12
14.00 85.80 + 26.30 '32.50 $07.34 0.66 + 0.26
Fseudosuberrtes
pseudos
00.00 22,00 £02.47 14.14 £ 05,09 1.53+0.32
00.63 67.30 & 18.40 14.90 1 03.80 1.30 £ 0.40
01.68 36.08 £ 06.30 30.80 + 02,57 1.00 £ 0.28
03.16 33.25 £ 09.12 23.01 1 06.72 1.03+0.23
06.32 40.00 + 09.19 20,05 £ 02.54 110+ 0.14
12.64 42.41 £ 05.44 23.01 £ 05.05 1.16 £ 0.84
Avinells erecla :
00.00 2216 £ 05.50 10.79 1 02.30 1,702 0.21
00.16 18.08 £ 04.30 19.80 £ 02.00 1001023
00.40 10.58 £ 04.01 21.15+02.24 1401 1.11
00.81 20.37 £02.37 3244 202,72 0.80+0.10
02.83 18.75 £ 03.67 38.30£01.70 0.70 £ 0.36
07.20 11.00 + 01.42 41.56 £ 05.00 0.401%0.14
Kenilla amellyysting
00.00 69.91 £ 12.08 03.60 £ 01.00 2,201 0.20
00.87 89.00+17.78 10.731 04,16 1.10£0.30
01.43 66.83 £ 23.39 17.71 2 05.20 0.90 £ 0.60
02.87 28.411+09.43 3215 £ 056.00 0.83 £ 0.26
07.17 21.08 £ 08.256 48.90 £ 03.40 0.76 1 0.20
14,35 13.83£00.513 §0.02 £ 04,68 0,30 1 0.09




Renilla l'o//kr/'

CUADRO 13
CONTINUACION

00.00 38.08% 13.44 00.09 & 04.56 1.3010.36
00.13 23.50 £ 01.84 11.01£08.79 1.60£0.14
00.34 - 33.68 £ 08.65 190.41£03.42 1.3510.04
00.68 17.80 £ 01.77 229210458 6.80 £ 3.00
01.70 23.41 102,08 32.60 £ 08.47 7.60£2.90
03.40 24.28 £ 05.98 38.70 £ 07.69 8.2041.84
Plitosarcus um’u/aluq
00.00 124,68 & 14.70 08.36 £ 00.34 2301078
00.38 138.40 £ 02.41 18.70 £ 01.37 1.70£ 0,20
00.88 131.66 £ 04.18 23.10£ 01.84 1.70£0.20
01.77 107.30 1 04.87 40,04 £ 03.68 1.704 0,83
04.42 089,58 1 06.43 41,60 £ 08.14 1.2320.04
08.85 124,08 & 06.80 43.25 £ 01.78 1.00 £ 0.08
Verelilium sp. ‘
00.00 84.331 0948 08.36 2 01.73 2,381 0.80
00.91 48,08 £ 07.18 00,38 £02.29 1,203 0.20
04.88 41.26 £ 18.02 21.45 1 04.08 0.48 1 0.09
09.1¢ 58.83 & 18.21 27921 00.47 0.40%0.14
22.90 44.25 £ 04.14 31.93 £ 00.78 0.06 £ 0.008
Calliacles variegals
00.00 42,251 08,19 08.17 £ 01.75 1.60 £ 0.38
00.79 28.00 £ 06,60 09.38 £ 01.93 1.6010.46
01.99 27.60 £ 03.2¢ 22121 10.48 1.1020.14
03.08 20.06 £ 03.16 23.04£04.27 1.10£0.32
0 23.88 & 04.09 38.80 1 08.98 0.73£0.16
19.90 15.91 £ 04,83 36.90 £ 04.97 0.702 0.14




CUADRO 13

CONTINUACION

Pyrosoma agassizi
00.00 16.621 00.62 10.62 £ 00.40 1.6010.10
00.39 ~ 11.60 1 00.00 11951 03.30 1.16+0,05
01.08 08.12100.62 16,90 ¢ 08.80 0.90 £ 0.00
03.08 07.12£01.37 23.16£02.88 0.6510.16
30.60 08.80 £ 00.37 44.20 ¢ 00.80 0.30 £ 0.00
Cryplonemiy
anpuslald
0.0000 56.25 £ 03.90 06.10% 3.24 3.431 050
0.0020 94.8501223.80 09.79 £ 0.70 1.656 £ 0.50
0.0028 72,87 £ 08.60 11.03 % 2.47 1.2610.16
0.0058 74.701 16.25 22321 6.87 1.05 1 0.82
0.0112 76.62122.12 25001253 0.4210.25
0.0337 67.87127.42 26.70£ 0.21 0.40 £ 0.00
0.0450 21.50101.76 26.38£2.73 0.40 £ 0.01
0.0787 18.00 £ 08.00 34951 3.485 0.20:0.10

El andlisis de ANOVA demostré que existe diferencia significativa entre los valores del
testigo y los diferentes tratamientos, en los bioensayos realizados con los exlractos acuosos de
Subentes ficus.  Avinells erecla.  Remlla amelbystina, — Rewitle Kollikers.  Phtasarcus  tidiiialu
Verelillum sp.  Calliacies variegala.  Frrosoma agassizr p (ryplonciva angdstita. con P ¢ 0.05

Las pruebas realizadas con el extracto de Awudpsuberites 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 comparacidn con el testigo
(Fig. 12)

Los valores del .M. se utilizaron para determinar la DEgg, entendiéndose
ésta como la concentracion en la cual ocurre una disminucién del 50% del valor
del L.M. en comparacion con el testigo. Se observé que este efecto era subletal en
los cultivos de linfocitos (cuadro 14).

E! extracto del organismo que mostrd tener el mayor efecto sobre el |LM.
bajando drésticamente su valor conforme se incrementaba la dosis del extracto
fue & de (ryplonemia anpustafa seguido del extracto de Aevmlla amelhysini.

lercliffunsp, Avinella erecta, Suberites ficus. Prrosoma agassizi . (allacles rarecali
y  Plilosarcus undulatus E\ extracto de /eudosuberites psevdos. mostré no tener
algun efecto evidente sobre los valores de |.M. evaluados.

Los resultados de este estudio indican que las dosis en que se observo
algun tipo de actividad en los distintos extractos probados fueron:

Para Swberiles fieus de 2.87 mg (Accion antibacteriana) a 66.35 mg (accidn
citotdxica),

En Avinells erecfa es de 075 mg (accién, hemolitica) a 58.96 mg (accion.
citotoxica).

En fewdli imedlistina de 2.87 mg (accion antibacteriana y hemolitica) a 11.72 mg
(actividad citotéxica).

En A Aoiikers de .034 mg (accion hemoaglutinante) a 22.94 mg (actividad
citotoxica).

En Fomsircus undutatis de 1.77 mg (accion antibacteriana y hemoaglutinante) a
11.86 mg (actividad citotoxica).

En flereiftin sp. de 4.58 mg (accion antibacteriana y hemoaglutinante) a 69.28
mg (accion citotoxica).

En (Bliicles varesals de 1.9 mg (accion antibacteriana) a 18,8 mg (accidn
citotoxica).

En Pirosome agassiz de 84,65 mg (accion citotoxica).

Y para (piplonenma angustofs de 0.0056 mg (accion hemoaglutinante) a 0.411 mg
(accion citotoxica),
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CUADRO 14

VALORES DE DLgg y DE gg CALCULADOS CON EL METODO
PROBIT :

Suberites ficus

68.38 2 2.8%0

03.53 10.280

Peudosuberites | 183282184388 | 24147802
pseudos A 147.080

Axinella erecla 58.96 £ 1.380 01.108 £ 0.670
Renilla amellysting | 11.72 1 3.630 00.729 £ 0.003
Renilla holliker/ 22.04 £ 1.740 No Detectado
Plrlosarcus undulalus | 1188 £ 6.200 10.438 £ 1.040
Verelilfum sp. 69.28$2680 | 01.049%0.007
Calliacles varggala | 18.0841.227 | 09.550 £ 0.990
Fyrosoma agassizi | 84.68 £ 9,800 04.237 1 0.760

Cryplonemia angustata,  0.41 £ 0,021 0.00091 ¢




DISCUSION

Como se observa en el cuadro 15 en los extractos crudos de nusve de las
10 especies estudiadas, se detectaron sustancias con bioactividad, presentando
una gama muy variada de efeclos, En los exiraclos crudos de seis especies se
encontraron fres diferentes tipos de acciones, mientras que los exiractos de Ak
amelhystivg mostraron tener hasta cuatro tipos de aclividades distintas, Solo el
extracto acuoso de Avesome agassiz/ tuvo aclividad selectiva sobre células
sucariontes (linfocitos). Todo fo anterior coincide en parte, con lo expuesto por
Cartein (245), quien mencioné que los metabolitos secundarios activos de los
organismos marinos pueden actuar sobre varlos tipos de receptores a la vez,
quedando esio de manifiesto cuando el metaboiito presenta diversos patrones de
efectos, un ejemplo fue lo que se observé con los extractos acuosos de la mayoria
de los organismos estudiados, los cuales tenian de dos a cualro tipos de acciones
diferentes. Pero es probable que los diferentes efectos observados en los
extractos crudos analizados Indiquen la presencia de més de un metabolito activo
en ollos. Debido a que no se identifict la naturaleza de estos metabolitos activos,
es muy dificil dicernir los sinergismos o antagonismos ocurridos en los distintos
extractos crudos,

Prendosuberiies pseudas fue la Unica especle que no presentd bioactividad,
esto, difiere con lo reportado por Halsted (109), ya que este autor observé que los
extractos acuosos de esta esponja colectada en el Golfo de California son téxicos.
Este organismo se colectd en primavera y no se congeld para su transporte como
los otros organismos estudiados, solo se preservd en alcohol por lo que si posela
alguna sustancia activa, probablemente se degradé y esto ocasiond que no se
detectara en 6! algun tipo de actividad. La degradacién de compuestos de los
organismos marinos ocasionada por un mal manejo ha sido ampliamente discutido
por otros autores. (1, 15,)

Por otro lado, sels especies de organismos poseen sustancias con efectos
antibacterianos. Comparando el tamafio de ios halos de inhibicién obtenidos en
este trabajo con los reportados por otros autores, se observe, que los tamarios 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 BIOACTIVIDAD

o

beﬂ ﬁcs
Freudosuberites pseudos
Axinella erecta si si si
Fenitla ameltlhysiipa - 8 si si si v si
Renilla kollkerr |8k ’ st si
FPlifosarcus undufalus si vsi si
Yereliflum sp. si si PR
Calliactes varrepala |8 si si
Fyrosoma agassizi si
Cryplonemia angusiala |8i si si s




quiénes trabajaron con esponjas colectadas en zonas tropicales en Nueva
Zelanda, obteniendo halos de inhibicién de entre 2-4 mm. Mc Caffey y Endean
(11).  estudiaron esponjas colectadas en regiones tropicales en Australia
encontrando, halos de inhibicién que variaron de 2 a 12 mm. Mc Clintock y coi.
(22) reportaron halos de inhibicién que van entre 3-5 mm provocados por el efecto
de los extractos crudos obtenidos con especies de esponjas colectadas en ia
Antértida. Hodgson (218) obluvo halos de inhibicién con dimensiones de entre 6.5-
9 mm con algas colectadas en Florida. Sin embargo son de menor tamailo en
comparacién a los observados por Rinehart (12), ya que este autor obtuvo halos
de inhibicién de 10 a 39 mm producidos por los extractos de esponjas, cnidarios y
algas de arrecifes tropicales. Lozéno Ramirez (108), observé halos de inhibicion
de entre 0.8 a 1.9 cm por ei efecto de los exiractos obtenidos de esponjas y
ascidias colectadas en el Canal de Yucatén. Pratt y col. (162) obtuvieron halos de
inhibicién entre 8.5 a 13.6 con algas colectadas en zonas tropicales. Horsey y
Hide (200) observaron halos de inhibicién entre 14 a 36 mm producidos por algas
colectadas en regiones templadas durante el verano. Cheniux (218) detecté halos
de inhibicién entre 16 a 18 mm por efecto de algunas algas de la Divisién
Rhodophyta colectadas en zonas de arrecifes. Todos estos trabajos se realizaron
con exiractos crudos al igual que el presente estudio. Lo anterior indica en
términos generales que el efecto antibacteriano detectado en esta investigacién
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 arrecifaies.

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 nimero 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, 188-206),
concuerdan con este hecho, siendo mayor el numero de especies que presentan
sustancias contra las bacterias Gram + Esto posiblemente se deba a que la
mayoria de las bacterias marinas son Gram - (244) y a la diferencia en la
composicion de su pared celular, siendo las bacterias Gram - mas resistentes a
los compuestos con accién antibacteriana.
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Asimismo al comparar las dimensiones de los halos de inhibicién obtenidos
en este trabajo, se aprecid que los extractos de los organismos que tienen efecto
sobre las bacterias Gram - son de mayor tamafio (x= 9.89 mm) que los
obtenldos con los extractos activos contra las Gram+ (x= 7.5 mm). Por lo tanto,
los exiractos con efecto antibacterianc presentaron mayor efecto sobre las
bacterias Gram- que sobre las Gram +.

Por ofro lado, los extractos acuosos de 4 especies, Aewdy amelfisiin
Calliacles  varrecala, Avinella erecla y  Plfosarcus  whdielus mostraron tener
compuestos con accion antifingica. Los halos de inhibicién obtenidos en las
pruebas de actividad antifingica, son de menor tamarfio en comparacion con los
reportados en el estudio realizado por Rinehart (12), con organismos de zona
arrecifal. Pero son de mayor tamafio a los observados por Tariq (207), con algas
colectadas en |a zona tropical. Los cuatro extractos con actividad antifingica
fueron activos contra (udlaa afbcans y s6lo en el extracto de la anémona
Gilllaeles varreeala se detectd un compuesto (s) contra (riplococeus healorimés que
es el microhongo causante de la criptococosis (infeccién 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
ol efecto antifingico de extractos metanélicos de esponjas colectadas en zonas
arenosas del Golfo de California y Canal de Yucatén encontré que 37% del total
de especies analizadas presentaron compuestos con efecto sobre (jip/ecocus
ueoforinas , en el presente estudio sélo el 1% del total de especies probadas,
presentaron compuestos activos contra este microhongo.

Ya que los extractos acuosos, como los metandlicos 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 antifingica son
compuestos solubles en agua, que probablemente sean liberados por el
organismo de forma continua con la funcion de controlar el epifitismo y evitar asl,
lesiones producidas por estos microorganismos. Esto ha sido ampliamente
discutido por Norris y Fenical (243), y Bakus (244); s probable que esto sea vélido
para las especies de cnidarios y el alga analizadas. Las esponjas son organismos
filtradores, en los cuales, regularmente viven sobre ellas una infiniddd de
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organismos incluyendo bacterias los cuales le sirven de alimento. Debido a que
Swberites ficus mostré tener sustancias con efecto sobre bacterias Gram + y no
sobre las Gram- que son las més abundantes en el mar, es probable que el
efecto detectado tenga que ver con algun 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 ia
dosis en |a cual Siderites ficus inhibié el crecimiento bacteriano fue 23 veces
menor que la dosis citotdxica, es l6gico pensar que el compuesto bioactivo
detectado tenga posiblemente la funcién de inactivar a las baclerias para
posteriormente ser devoradas por esta esponja.

(nplonenia angustatafue la dnica especie en fa que se evalud su actividad
antimicrobiana con especimenes obtenidos en dos diferentes épocas del afio. 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 detectd algun tipo de actividad. Se observé una Unica diferencia entre jos
organismos cofectados en las dos épocas, los tajos colectados en primavera eran
fértiles con estructuras reproductoras (cistocarpos) y los organismos colectados
en verano se encontraban en estado vegetativo. Esta variacion estacional de la
presencia de las sustancias bioactivas hace reflexionar en que posiblemente
existe una relacién entre la bioactividad observada y la presencia de estas
estructuras reproductoras y posiblemente los compuestos detectados tengan fa
funcién de proteger estas estructuras de los eplifitos. Esto ha sido observado
también por Norris y Fenical (243), para algas que habitan en los arrecifes de
Belicey por Vidyavathi y Sridhar (205), en especies de la India.

En cuanto a fa evaluacion de accién hemolitica, solo dos especies
mostraron tener compuestos con este tipo de efecto: Con el extracto acuoso de la
esponja el evecld se detectd actividad hemolitica hasta titulos de 1/320,
equivalente a una dosis de 75 pg/mL, sobre los tipos sanguineos humanos A, B,
AB, O. y eritrocitos de rata y ratén. Con el extracto acuoso Arw/ii ainelhisii se
registré actividad hemolitica en dos grupos sanguineos humanos el O y B, hasta
titulos 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 hemolitico obtenidas en este trabajo con las
existentes en la literatura, se observo que las dosis reportadas para causar un
90% de hamdlisis 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 camnero, mientras que las dosis observadas en este estudio,
para causar un 90 % de hemolisis fueron de 28 mg/mL con el extracto acuoso
de £ amelhystina y de 8.10 mg/mL con el extracto de {i7se/lls erecfa. Lo anterior
indica que las dosis con efecto hemolitico detectadas en el presente estudio son
comparables con las que se reportan en ofras investigaciones realizadas con
organismos de ia zona tropical.

Sin embargo el extracto acuoso de la esponja mosiré tener efectos
hemoliticos diferenciales en los 4 tipos sanguineos probados (A, B, AB, y O). Se
observo variabilidad en cuanto a la resistencia de los eritrocitos a la hemolisis
(cuadro 11). Este hecho probablemente se deba a que las membranas de los
eritrocitos en cada tipo sanguineo presentan diferencias en su composicidn en
cuanto a la proporcion de proteinas, carbohidratos y lipidos ademds de sus
distintos antigenos (266), dando como resultado que la fragilidad de los eritrocitos
sea diferente, lo que quedd de manifiesto en los resultados de esta prueba,
debido a que la sustancia con accion hemolitica del extracto acuoso de i/l
ereclatuvo un mayor efecto en los eritrocitos del tipo sanguineo O, seguidos de
los tipos B, A y los mds resistentes a la hemdlisis son los del tipo AB. Con el
extracto acuoso de Aewla amellivsimatambién se observo un efecto mas marcado
en eritrocitos del tipo O. Los eritrocitos del tipo O contienen una mayor cantidad
de lipidos en su membrana, en comparacion con los de otros tipos sanguineas
(268), esto los hace mas susceptibles a los agentes hemoliticos. Debido a que en
la mayorfa de los trabajos donde se ha detectado el efecto hemalitico de los
metabolitos secundarios de organismos marinos, se emplea sangre de rata, raton
y carnero para la realizacion de las pruebas, no existen antecedentes sobre el
efecto diferencial de este lipo de compuestos sobre los grupos sanguineos
humanos, para compararlos con os resultados de este estudio,

Por otro lado, el extracto acuoso de Awwelli erecti al ser agitado formé
espuma |a cual prevalecio por varios minutos, asi mismo, este extracto tuvo efecto
citotoxico en los cultivos de linfocitos humanos. La formacion de espuma, la
actividad hemolitica y su citotoxicidad, dan indicios de que probablemente en este

41



extracto este presente una saponina. La porcidn protéica del extracto crudo de
esla esponja es de sdlo 6%, y el 94% del extracto estd compuesto por lipidos,
carbohidratos y otros metabolitos. Las saponinas ya han sido alslados en
esponjas marinas por Minale (18), y White y Kawasaki (32), siendo la probable
funcién de estos compuestos la de proteccion contra los depredadores (244).

Por otro lado, en el extracto de Al amellysiina @8 allamente probable
que el compuesto responsable de la actividad hemolitica detectada sea una
proteina, debido a que el extracto perdi6 este efecto al ser calentado a
temperaturas de 50°C. La proporcién de proteina en el extracto crudo fue de tan
solo el 2.18%, por lo que es ldgico pensar que en el extracto acuoso el
compuestos hemolitico estuvo en baja concentracién y por esta razédn no se
observéd un efecto mayor en otras diluciones de eritrocitos. . Se han alslado antes
proteinas con actividad hemolitica en organismos pertenecientes a este Phyla,
presentes en zonas tropicales y subtropicales (120, 121 y 122).

En los extractos acuosos de la esponja Suberifes ficus de los cnidarios
Renlla hollikers. Plilosarcus undwlatus v Verelilfom sp. y en el alga (yplonemra
aneustaly se detectaron sustancias hemoaglutinantes. Se sabe que las eglutininas
son compuestos de naturaleza glicoproteica, las cuales actian uniéndose a los
carbohidratos de la superficie de las membranas de diferentes tipos de células (5,
18). Al parecer eslos compuestos estdn involucrados en mecanismos de defensa
(267).

El extracto de /ereliftmn sp tuvo efecto moderado(++) sobre eritrocitos de!
tipo A en dosis de 4.58 mg /ml. del extracto extracto crudo. Cabe mencionar que
no existen antecedentes de aislamiento de hemoagiutininas en los organismos del
grupo de los penatulaceos, por lo que los resultados de este estudio constituyen
el primer reporte a este respecto. :

El extracto de (7yplonema -angustala tuvo efecto moderado (++) sélo sobre
eritrocitos del tipo AB. En algas rojas se han aislado anteriormente aglutininas
con efecto sobre los grupos sanguineos A, B, AB y O, asl como eritrocitos de
ratén, en organismos colectados en la zona tropical y subtropical presentand'o
efectos en dosis que van entre 0.03 a 10 ug, con compuestos puros (222, 223 y
226). La dosis con efecto hemoaglutinante detectada con el extracto crudo del alga
¢ aneustala fue de 5,6 ug, encontrandose este valor denlro de los valores
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reportados por otros autores, pero es importante hacer énfasis que e! 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 .Swhersies fieusagluting debilmente a los eritracitos de!
tipo sanguineo humano B y moderadamente a los del tipo AB. Asi mismo, tuvo
efecto moderado sobre los eritrocitos de ratay ratén, con dosis de 2.8 mg/mL ,
Bretting (104), observd que ,Swleriies massa especie colectada en el Mediterraneo,
aglutinaba sangre tipo A, B y O ademds de la de conejo. Otros autores (38, 37),
han aislado aglutininas en esponjas europeas colectadas en regiones
subtropicales, que tienen efecto sobre los tipos sangufneos A, B y O asl como
eritrocitos de oveja y conejo, pero no existen antecedentes de agiutininas
extraidas de esponjas que tengan efecto sobre el tipo sanguineo humano AB, por
lo que el presente trabajo constituye el primer reporte sobre este hecho.

As[ mismo, se observd que los extractos acuosos de /ereliun Sp y
(riptonemia  angusiale perdian 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 asl su bioactividad. Ademas se observd
que en cultivos de linfocitos a los que se les aplicaron los extractos de //iasisius
wnduhilus Y Criptoneimia angustizien bajas concentraciones (0.354 mg del primero
y 1.12 ug en el segundo), se registraba un aumento en el nimero de células en el
cultivo en comparacién con el testigo, lo que posiblemente esté indicando que
estos extractos contengan un cierto efecto mitdgeno.

Por otro lado el 94% de! extracto acuoso de 4 Ae/iker/ esta conformado
por proteinas, por lo que es altamente probable que e compuesto con efecto
hemoaglutinante de este extracto sea una proteina.

En los extraclos acuosos de nueve especies se detectaron sustancias con
efecto citotdxico, en todos los casos se aprecid graficamente una relacién entre
las dosis probadas y los porcentajes de mortalidad e I|.M. obtenidos,
observandose que al aumentar |a dosis del extracto crudo se incrementd el
porcentaje de mortalidad y disminuyeron los valores de .M en los cultivos de
linfocitos. EI mismo comportamiento grafico fue reportado por Utz y col. (283), en
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cultivos de células de fibroblastos de pulmén de hdmster (V-79), al aplicar
diferentes concentraciones de cloruro de catiitrimetilamonio (CTAC) un agente
téxico (Fig. 13). Asimismo Ghosh y colaboradores (284), observaron una
disminucién en los valores del LM. de cultivos de linfocitos que fueron tralados
con dosis diferentes de trimetilcloruro, que es un citotdxico, Lo anterior indica que
el comportamiento gréfico observado en las curvas dosis-respuesta obtenidas
con los extractos bioactivos probados, son similares a las reportadas por otros
autores provocadas por la accidn de agentes téxicos comprobados.

Las dosis citotdxicas 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 lineas celulares tales como los fibroblastos de ratén, el sarcoma
de ratdn 180 y la linea celular KB humana (124, 151, 188, 218, 241, 232).

Por ofro Iado, el extracto acuoso de Azniflz Aaliker/ aumentd los valores de
I.M. hasta 8 veces comparado con el testigo. Esto aparentemente mostraba que el
efecto del extracto era el de un mitégeno. Para comprobar este hecho, el extracto
de este organismo se aplicé directamente a cultivos de linfocitos de prusba sin
estimulacion con PHA; se observé que no acurrié la proliferacion de las células.
Ademas se realizaron cultivos de linfocitos en presencla de bromodesoxiuridina
(BrdU. un andlogo de la timina), durante 72 hrs. para determinar el nimero de
cicios de praiiferacion por los que habian pasado los linfocitos, identificando éstos
de acuerdo a la tincién diferencial de crométidas hermanas. Se observé que la
mayoria de las metafases analizadas (95%) se encontraban en primer ciclo.
Adiclonalmente se llevé a cabo un experimento testigo con un citostético
(colchicina) y se observé un compartimiento gréfico semejante al obtenido en
el bioensayo con el extracto de A Aa/iikers: |a elevacion en los valores de |.M.
al aumentar las dosis del compuesto (figs. 12 y 14). Los resultados obtenidos en
los cultivos sin estimulacion con PHA, los obtenidos en los cultivos con BrdU y la
comparacion gréfica de los datos obtenidos con el extracto y los generados con el
agenie citostatico (colchicina) indican que es probable que el extracto de #
Aollifericontenga una sustancia con efecto citostatico, pero es necesario conocer
la naturaleza quimica de este compuesto (s) para poder afirmar esto. Sin
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FIGURA 13
EFECTO DEL CTAC EN CULTIVOS DE CELULAS

% do Mortalided

Datos observados

Datos observados

CTAC = Cloruro de cetiltrimetilamonia

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




FIGURA 14
EFECTO DE LA COLCHICINA EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS
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embargo, se han aislado sustancias con este tipo de efecto en varios integrantes
de lafe .illla Penatulacea a la que pertenece este organismo (162 y 163).

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

Al analizar conjuntamente ios valores obtenidos para cada prusba, de DLgg
y DEj5 se observan dos patrones perfectamente distinguibles:(cuadro 14)

1. En el primero, la diferencia entre los valores obtenidos de DEgg y la
DL50 es marcada, va de 19 veces de diferencia en los bioensayos con el extracto
acuoso de Swberifes ficus 53 veces con el de Awnela erecly 16 veces con el de
henilla ametlysting 52 veces con el de £ 4o/ifer{ 66 veces con el de [rreli/iisp,
20 veces con el de Aprosaina acassiziy 449 veces con el de (Jplonemia angustali

2. En el segundo patrén, la diferencia entre las valores obtenidos para las
dosis de DEgg y la DLsg es muy reducida. Esto se observd en las pruebas
realizadas con el extracto acuoso de /%/asascus widulafuscuya diferencia entre las
dos dosis fue de 1.1 veces y en (illacles raresatade 1.9 veces.

En el caso en que los dos valores de DLgg y DEg( estén muy separados,
podria indicar que el organismo usa estos compuestos como medida de control
de otros organismos, ya que afecla de manera subletal a estos. Pero el segundo
patrén indica que el organismo es altamente téxico ya que no presenta este
contro! subletal. Estos patrones podrian servir de indicadores de! posible pape!
desde el punto de vista ecolgico, que tienen los compuestos bioactivos
detectados en estos organismos (264).

Debido a que en {odas las estaciones de colecta localizadas desde Salina
Cruz, Oax. hasta Puerto Madero, Chis. se enconiraron organismos con sustancias
activas, y lo mismo ocurrié en las diferentes épocas del afio analizadas
(primavera, verano y otofio) y a que la mayoria de las especies estudiadas no
poseen esiructuras sélidas que las protejan, habitando fijas en el fondo del
océano, en sustratos arenoso-lodoso , en los cuales no existen areas para
protegerse, es l6gico 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 mencioné antes, le pueden producir lesiones. Para evitar esto, es
probable que los organismos secretan compuestos con efectos subletales para
control de los epifitos (primer palron) y para evitar ser depredados contienen
compuestos toxicos (segundo patrén).

Por lo tanto, parece ser que en el lugar de recolecta (Golfo de
Tehuantepec) la presién de seleccion que origina la produccion de los
compuestos bioactivos son la depredacién y el control de epifitos.

Ademéds se detectd que existe diferencia significativa de la aclividad
antibacteriana de los extraclos de los organismos colectados en noviembra y en
agosto, asl como de los colactados en agosto y mayo, siendo los organismos
colectados en agosto los que mostraron mayor actividad.

Al parecer [0 mismo ocurre con la actividad citotéxica ya que el promedio
de las DLgg de los extractos de los organismos colectados en agosto es de
15.2643.54 mg, mientras que el promedio para los colectados en noviembre es de
42,5125.53 mg.

Durante noviembre, se realizan las pesquerias de camarén en la zona de!
Golfo de Tehuantepec, por lo que estas especies son pescadas como fauna de
acompariamiento , esto origina una baja en la abundancia de los organismos en
esta época. Sin embargo en agosto, no se realizan pesquerias, dabido a la veda
de! camardn (la veda es de mayo a mediados de septiembre), por lo que se
registra un aumento en la abundancia y diversidad da los organismos benténicos
(270). Asl mismo, en agosto es cuando se encontré la mayor abundancia de las
familias de peces Balestidae, Ophidildae, Chaetodontidae, Lutjanidae y
Tetradontidas, los cuales constituyen depredadores potenciales de algunas de las
especies de invertebrados estudiadas (109, 271), esto origina mayor interaccion
entre los organismos por lo que es probable, que estos utificen en mayor
medida sus diferentes mecanismos de defensa para evilar epifitismo o ser
depredados, y por esta razén se observé mayor actividad de los compuestos
bioactivos en esta época.

Por ofro lado, los metabolitos presentes en los extraclos crudos de

(riplonemis angustate —, Kewtta amellysting Y - Fllosarces - eidifalis fueron
citotdxicos en dosis menores a 12 mg; los extractos crudos de  (aljacles varrepala
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y Kemila kolfkers fueron titotdxicos en dosis menores a 25 mg y los extractos
crudos de  Suderiles ficus . Avivella erecta 'y Verelilfumsp. fueron activos a dosis
menores a 75 mg, mientras que Ayasoma agassizi fue activo en dosis superiores a
75mg.

Lo anterior indica que los organismos que se pueden considerar para la
realizacién de estudios posteriores de acuerdo a la bioactividad detectada
son: (ryplanemia anenslata . Rewlla amelbystina Yy — Plifosarcus wndulatus | si se
quieren realizar estudios més extensos sobre compuestos citotdxicos, pero si se
prefieren emprender estudios sobre compuestos antibacterianos se recomienda
usar @ Rl ametlhystina . (alliactes variegata y - Plilbsarcis undukius , debido a
que mostraron tener efecto antibacteriano en dosis menores a 5 mg. Ahora bien,
si se prefieren realizar estudios sobre compuestos citostaticos se recomienda
utitizar a £ Aolikeribh Avinella erecla 'y R -ameljystina para el estudio de
compuestos hemoliticos, mientras que a # Ao/lkers Phibsarcus undilolus, Shberites
fieus . Verelillum sp. Y (yplonemia angusiala para el andlisis de compuestos
hemoaglutinantes.

Cabe mencionar que se requieren realizer una mayor cantidad de estudios,
abarcando desde los aspectos ecoldgicos, la identificacion y purificacién de los
compuestos bioactivos, estudios de los efectos de estos compuestos puros sobre
sistemas hiologicos, ademds de estudios costo-beneficio para demostrar que
estos organismos pueden ser consideradas CcOmo un recurso para ia obtencion
directa de compuestos, 0 para la sintesis abiogénica de éstos.

47



CONCLUSIONES

Se detecto la presencia de compuestos bioactivos en un 90% del total de
organismos estudiados. Siendo los compuestos mas activos, los extraidos del
alga (ryplonemia éngustalsseguidos de los obtenidos en los cnidarios y por ultimo
en las esponjas analizadas.

La mayoria de los compuestos bioactivos detectados presentaron mas de
un tipo de aclividad. Sdlo en el extracto acuoso de Ayusuma qgazzisi se observd
efacto citotdxico sobre células eucariontes (linfocitos humanos).

E| 60% del total de especies estudiadas, tuvieron compuestos con accion
antibacteriana, siendo mayor el nimero de especies (5) que tuvieron actividad
sobre las bacterias Gram +. Pero el efecto observado (inhibicion del crecimiento)
fue mayor contra las bacterias Gram -.

El efecto antimicrobiano (antibiotico y antifingico) 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 Cyplonemia anpustalase observd que existe variacion estacional de la
produccion del metabolito con efecto antibacteriano, Este hecho posiblemente
estuvo relacionado con la presencia de estructuras reproductoras, ya que los
talos fértiles, tenian compuestos con bioactividad y los talos vegetativos no
presentaron compuestos activos,

Ei 20% del total de espacies tuvieron compuestos con efectos hemoliticos,
con actlividades comparables a los reportados por otros autores con organismos
de zonas tropicales. En Adwnella ereclies probable que el compuesto responsable
de la accion hemolitica observada sea una saponina. En Al ameifisting es
probable que el compuesto con éste efecto sea una proteina.

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 observd este tipo de actividad, sea una
proteina,

48



Enel 90% del total de especies, se encontraron compuestos con actividad
citotdxica. Se observé una relacién dosis-respuesta en los bloensayos de
citotéxicidad. Al aumentar la dosis del extracto aumenté el porcentaje de
mortalidad y disminuy® el valor del |.M. .

La actlvidad citotéxica observada es comparable con la reportada por otros
autores en especles de la zona subtropical y tropical.

Se observaron variaciones estecionales de la bioactividad. En agosto se
detectaron los valores mas altos de actividad antimicroblana y citotdxica. Esto
posiblemente estuvo relacionado con un aumento en la abundancia de los
organismos benténicos y de los peces que depredan a estos organismos del
bentos. Esto es indicativo de que la presién de seleccién que origina la
produccién de los compuestos bioactivos en el érea de estudio, es el control de
epifitos y la depredacion.

El 50% da los organismos estudiados, presentaron compuestos con

bioactividad en dosis menores a 5 mg. siendo prometedores desde el punto de
vista farmacolégico.
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