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RESUMEN

La bioactividad de 13 especies de ascidias (Aplidium arenatum, Aplidium
californicurm, Ascidia ceratodes, Cystodites dellechiajei, Didemnum sp.,
Eudistoma sp., Eudistoma molle, Lissoclinum caulleryi, Polyandrocarpa tincta,
Polyclinum laxum, Pyura bradleyi, Rhopalaea sp. y Synoicum par-fustis)
colectadas en distintas localidades a lo largo del Golfo de California fue
valorada mediante el bioensayo de inhibicidn del desarrollo embrionario del
erizo Echinometra vanbrunti. Para cada una de las especies se aislé un extracto
con DCM:Metanol y otro con agua destilada. De acuerdo con los datos
obtenidos en el analisis de varianza de tres vias, la bioactividad se vio
influenciada por todos los factores ensayados: especie, extracto vy
concentracion. La mayoria de las especies estudiadas fueron bioactivas,
excepto P. bradleyi. _as especies mas activas fueron L. caulleryiy P. tincta, las
cuales fueron bicactivas en ambos extractos y a partir de la concentracién de 10
Hg/ml. De acuerdo con el andlisis estadistico t-student (Sokal & Rohlf, 1979) se
determiné que los extractos aislados con DCM:Metano! fueron mas activos,
presentandose como Unica excepcidn la especie P. tincta. Simultaneamente, se
determind la variacién de la bioactividad de las especies Clavelina fasciculata y
Polyclinum laxum. Para ello, mensualmente desde febrero a noviembre de 2002
se colectaron 5 ejemplares de cada especie en el Estero de Urias (Mazatlan,
Sinaloa). Las muestras fueron extraidas con DCM:Metanol y agua destitada. Se
utilizé una ANOVA de tres vias para determinar la variacion estacional de la
bioactividad de ambas especies. Los resultados determinaron que a
bioactivdad cambiaba a lo largo del afio, siendo maxima en primavera y minima
en verano para la especie P. Jlaxum, y maxima en abril, junio y julioy minima en
mayo y agosto para C. fascisculata. La mayor bioactividad en esta especie
coincidié con la época de reproduccioén.




1. INTRODUCCION

La naturaleza constituye una de las principales fuentes de moléculas con
aplicaciones meédicas (sustancias antitumorales, antibacterianas, etc.) (Rinehartet
al., 1981; Garcia-Gravalos et al., 1994), siendo los organismos marinos, uno de
fos grupos mas importantes en cuanto a la presencia de productos nuevos
bioactivos (Arteaga y Fundora, 2001).

Segun las estadisticas, una de cada 10,000 muestras de organismos
terrestres proporciona una actividad farmacoldgica novedosa. Sin embargo,
cuando se trata de organismos marinos esta proporcion pasa a serde 1 por cada
1000 muestras (Pharmamar SA, datos no publicados). Muchas de estas
sustancias poseen caracteristicas estructurales sin precedentes ni paralelos a las
encontradas en el medio terrestre (Arteaga y Fundora, 2001), lo cual ha
desencadenado que organizaciones de salud, instituciones académicas y
compariias farmacéuticas inviertan mayores esfuerzos y medios en investigacion
(Ireland et al, 1993; Rueda et al.,, 1997). De hecho, los organismos marinos
contienen el mayor numero de moléculas nuevas descubiertas en los uitimos 20
afios, muchas de ellas bioldgicamente activas frente a patégenos y/o frente a
diversas enfermedades humanas como el cancer, el SIDA, la malaria, etc.
(Carballo, 2002). Entre los organismos marinos, los fila de invertebrados sésiles
son los que muestran las mayores actividades bioldgicas, y producen compuestos
con mayor potencial farmacolégico en comparacion con las algas o las
fanerédgamas marinas, hecho que contrasta fuertemente con lo que sucede en el
medio terrestre donde las plantas son mucho mas ricas en productos bioactivos
(Ireland et al., 1993). Se cree que esto es debido a las condiciones fisicas del
océano que han llevado a los organismos marinos a desarrollar estrategias de
adaptacion distintas a las de los organismos terrestres (Baker, 1984). Por otra
parte, también se considera que estos compuestos han evolucionado como
mecanismos quimicos de defensa mediante los cuales estas especies se protegen
de los peligros potenciales de su entorno, como la depredacion, el exceso de
recubrimiento por organismos adherentes, o la fuerte competencia por el espacio




{Norris y Fenical, 1982; Pawlik, 1993; Proksch, 1994).

En este sentido, muchos invertebrados marinos que no se han explotado
tradicionalmente como las ascidias, han recibido recientemente gran atenciétn
debido a su gran potencial en la produccidn de compuestos con propiedades
farmacolégicas (Carballo, 2000; Carbalio et al., 2000).

Algunos compuestos aislados de tunicados, incluyen la didemnina B, la
aplidina o dehidrodidemnina, y la ET 743 (ecteinascidin-743). La Didemnina B,
antitumoral aislado del tunicado Trididemnum solidum, fue pionero dentro de ilas
drogas de origen marino. Posteriormente, se aislaron la dehidrodidemnina B o
aplidina de la especie Aplidium albicans, y fa ecteinascidina 743 del tunicado
Ecteinascidia turbinata (Rinehart, 2000), esta ulltima muy cercana a su
comercializacién como antitumoral bajo el nombre comercial de Yondelis™.

Como respuesta al creciente interés por estudiar estos animales,
considerados junto con las esponjas, uno de los grupos marinos con mayor
potencial farmacoldgico, se ha desarrollado este trabajo que consiste
principalmente en la deteccién, y evaluacion de la actividad de extractos organicos
de ascidias sobre el desarrollo embrionario del erizo marino Echinometra
vanbrunti (Pérez, 2001).
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2. ANTECEDENTES

Et primer trabajo notable sobre el estudio de productos naturales marinos se
realizé hace apenas 50 afios con el descubrimiento de los nucleosidos arabinose
(antivirales y antitumorales) en la esponja Tethya cripta. Esto inicid el interés en
los productos naturales marinos, y sirvido para destacar el potencial biomédico de
este campo (Bergman y Feeney, 1951). La farmacologia basada en productos
naturales de origen marino esta desarrollada desde hace afios en muchos paises
(Munro et al., 1989; Blunt et a/.,, 1990; Jimeno et al., 1996; Rueda et al.,, 1997). En
México, esta actividad se ha desarrollado desde la década de los 70 (Green,
1977a y b, Bakus et al.,, 1985; Green et al.,, 1990; Bentancourt,-Lozano et al.,
1996; Cardenas et al.,, 1999; Soria et al., 1999; Kelly-Gutiérrez et al., 1999),
alcanzando un gran auge a finales de la década de los 90.

Pese al elevado interés suscitado por las ascidias, las dificultades inherentes
a su estudio han supuesto un freno a su conocimiento en comparacién con otros
grupos de invertebrados (Naranjo, 1995). Durante mucho tiempo, su estudio como
recurso marino se limité a su uso potenciali como alimento en Japdn y Corea
(Chung et al., 1989).

En el Pacifico mexicano, los estudios sobre taxonomia y sistematica de
ascidias se reducen a los trabajos realizados por Van Name (1945) y Morris et al.,
(1980). Sobre |la bioactividad de estos organismos solo encontramos un trabajo
realizado por Kelly-Gutiérrez (1999) y mas recientemente otro realizado por
Carballo et al., (2002). Sin embargo, actualmente estos organismos constituyen un
foco de interés muy importante por su potencial farmacologico (Duran et al., 2000;
Rinehart, 2000).

La ascidias constituyen un grupo importante como fuente de metabolitos
nitrogenados con actividad biolégica significativa, principaimente péptidos y
alcaloides derivados de aminoacidos (Ortega et al/., 2000). Ademas de
compuestos con actividades antibacterianas y fungicidas (Lindsay et a/, 1995,
Bracher, 1997), se han encontrado sustancias con actividad citotoxica /in vitro,
selectiva contra tumores sélidos humanos (Lindsay et al/.,, 1999). Se ha informado
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de alcaloides marinos de la clase del pyridoacridone (por ejemplo el ascididemin-
1) con una amplia variedad de actividades biolégicas (incluso actividad antitumoral
y antiviral), y que parecen actuar interrumpiendo la funcidén de ADN que procesa
enzimas como lastopoisomerasas || (Matsumoto et al/., 1999). De la ascidia
Phallusia fumigata, se aislaron glucoesfingolipidos (antes registrados sélo en
esponjas, algas, equinodermos y hongos), los cuales exhiben un amplio rango de
funciones bioldgicas (Duran, et al/, 1998). En la ascidia Botryllus leachi se
encontraron tres alcaloides pyrazines (imidazol y botryllazina A y B), los cuales
mostraron citotoxicidad frente a tres lineas celulares (Duran et al/. 1999). Del
tunicado Aplidium sp. se aislé el compuesto hidroxi-diprenithidroquinona 1, junto
con un compuesto conocido que mostraron citotoxicidad significativa sobre 4
Iineas celulares tumorales, en particular sobre linfoma de ratéon P-388 (Rueda et
al., 1998).

Algunos compuestos prometedores aislados de ascidias son la aplidina,
aislada del tunicado Aplidium albicans, actualmente en fase clinica il (Apéndice)
eficaz contra cancer de pulmén, melanoma, colon y rifién medular de tiroides
(PharrmaMar, 2001) y la Ecteinascidina 743, actualmente conocida con el nombre
comercial Yondelis™, aislada de la especie Ecteinascidia tubinata. Esta sustancia
es particularmente activa contra sarcomas avanzados de tejidos blandos, cancer
de mama, ovario, pulmén, osteosarcoma, adenocarcinoma de endometrio,
tumores infantiles, cancer de préstata y estudios de combinaciéon (PharmaMar,
2001). Anteriormente se obtuvo la Didemnina B del tunicado Trididemnun solidum,
que llegbd a fase clinica Il pero su estudio se abandoné por ser una sustancia
altamente hepatotoxica.
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3. OBJETIVOS

General

Evaluar y cuantificar la bioactividad de extractos organicos de ailgunas
ascidias del Golfo de California.

Especificos
1.- Identificar taxonomicamente las ascidias que se evaluen en el trabajo.
2. - Comenzar una coleccién de referencia de ascidias.

3.- Revisar y recopilar la informacién publicada sobre productos naturales y/o
bioactividades de ascidias del litoral mexicano.

4.- Evaluar y cuantificar la bioactividad de extractos de diferente polaridad de
algunas ascidias mediante un bioensayo basado en la inhibicidn de la
division celular de huevos de erizo Echinometra vanbrunti fertilizados in
vitro.

5.- Estandarizar el proceso de extraccion determinando la cantidad de
extracto seco y de disolvente por peso de ascidia liofilizada.

6.- Determinar si existe variacion inter e intra-especifica en la bioactividad de
los extractos de las ascidias estudiadas.

7.- Determinar si existe variabilidad temporal en la bioactividad de los
extractos de las ascidias Clavelina fasciculata y Polyclinum laxum.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Los muestreos se realizaron en varias localidades del Golfo de California
mediante inmersién con buceo autdnomo, y directamente en la zona intermareal.
Las muestras se guardaron en bolsas de plastico debidamente etiquetadas, y se
transportaron en hielo hasta el laboratorio, donde se limpiaron de particulas
ajenas al organismo (otros organismos, conchas, arena, etc.), y se pesaron en
una balanza analitica. Después se almacenaron en un congelador a -20°C/-25°C.
Al menos una muestra de cada ejemplar se conservd en alcohot al 70%, y se
incorpord a la coleccion como referencia taxondmica.

4.2 ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD ESTACIONAL DE LA ACTIVIDAD

Este apartado tiene como objetivo evaluar la posible variacion de la actividad
de una especie concreta a lo largo del tiempo. Para el estudio se selecciond el
Estero de Urias (cuerpo lagunar situado en Mazatlan, México), lugar donde
mediante muestreos previos se localizaron poblaciones importantes de las
especies Clavelina fasciculata y Polyclinum laxum. E| seguimiento estacional de
estas especies se realizd mensualmente desde enero de 2002 hasta la
finalizacion del estudio (1 afio), o hasta que la especie desaparecio (dependiendo
de su ciclo de vida). Se recolectaron 7 ejemplares al azar de C. fascicula, y 3 de
P. Jaxum, y se colocaron en bolsas separadas para su trasiado al laboratorio,
donde posteriormente fueron procesadas. El muestreo fue aleatorio, pero siempre
bajo las mismas condiciones ambientailes (temperatura, luz, profundidad, etc.).

4.3 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Para cada especie se aislo dos extractos, uno utilizando
diclorometano:metanol (DCM:M 1:1), y otro utilizando agua destilada como
disolvente.




Se partio de 1 gramo de material liofilizado, el cual se deposité en un mortero
y se maceroé junto con el disolvente (DCM/Metanol 1:1). Esta parte del proceso de
extraccidn se realizé en tres pasos sucesivos durante 15, 30 y 60 minutos
respectivamente. En cada paso, se afiadi® a la muestra nuevo disolvente
(DCM:metano 1:1) en la proporcidon peso/volumen que requirié hasta que ésta
perdié el color completamente. Posteriormente, el extracto se filtré6 a través de
papel de filtro, para desechar cualquier particula o compuesto ajeno a nuestro
extracto, y se colocd en un vial de vidrio previamente tarado. El vial se colocod en
un agitador a 128 rpm, a 18°C/20°C y en oscuridad hasta la evaporacion parcial
del disolvente. La evaporacion total se consiguié utilizando gas nitrbgeno y bajo
presidn reducida en una liofilizadora. Finalmente, el extracto se pesd en una
balanza analitica para conocer el peso seco.

Para obtener el extracto acuoso se llevdé a cabo el procedimiento antes
descrito, pero a la muestra se le afadi® agua destilada como disolvente. Ei
extracto se filtr6 de igual manera, se colocd en un vial previamente tarado, y se
guarddé en un congelador a —20°C/-25°C para su posterior liofilizacion y asi
obtener el peso seco del extracto. Los extractos, una vez obtenidos, se
mantuvieron en seco en un congelador a -20°C/-25°C hasta la realizacién de los
bioensayos.

Los extractos obtenidos por ambos procedimientos, se volvieron a disolver en
un volumen adecuado de agua de mar filtrada y esterilizada con luz ultravioleta
utilizando un sonicador durante 15 minutos (Vega, 2002). A partir de esta
concentracion inicial (mg/ml) se prepararon las diferentes concentraciones que se
utilizaron en los bioensayos (10, 100 y 1000 pg/mt).

4.4 ESTANDARIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION

El objetivo de esta experiencia es calcular el peso promedio de extracto por
gramo de organismo liofilizado. Para cada muestra se empledé |la cantidad de
disolvente adecuada para obtener la maxima extraccion posible, y asi obtener la

"
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mayor cantidad de extracto seco. El disolvente se agregé en tres o mas pasos
sucesivos, hasta que la muestra ya no desprendid mas color.

4.5 EVALUACION DE LA BIOACTIVIDAD

4.51 INHIBICION DE LA DIVISION CELULAR DURANTE EL
DESARROLLO EMBRIONARIO EN ECHINOMETRA VANBRUNTI! (PEREZ,
2001).

Este bioensayo valord la capacidad del embridén de erizo para desarroliarse
normalmente después de haber sido expuesto a diferentes concentraciones de
compuestos toxicos (Kobayashi, 1969) El método permite la deteccidon de
citotoxicidad (muerte celular), y/o efecto citostatico (inhibicidbn del desarrolio
celular). Los huevos fertilizados se dividen en dos células en condiciones
normales, pero en presencia de sustancias toxicas no hay division celular. Este
método fue inicialmente propuesto por Kobayashi (1969), y estandarizado
posteriormente para la especie nativa de la zona Echinometra vanbrunti (Pérez,
2001), especie comun de la zona intermareal de la Bahia de Mazatlan, que se
encuentra en reproduccion de 8 a 10 meses al afio.

Después de recolectar los erizos, estos se mantuvieron en acuarios con
aireacion forzada y agua de mar filtrada (0.45 ym) y esterilizada mediante rayos
UV. Los ovocitos y los espermatozoides se obtuvieron mediante el método
descrito por Kobayashi, (1971), y se recolectaron por separado. Ambos se
recolectaron directamente desde el gonoporo con una micropipeta Pasteur y se
almacenaron en vasos de precipitado con agua de mar filtrada y esterilizada. Los
ovocitos se conservaron a temperatura controlada de 26°C, mientras que los
espermatozoides se mantuvieron a temperatura de 4°C hasta su posterior
utilizacion.

Los ovocitos se concentraron en un vaso de precipitado con aireacion a razén
de 1000 ovocitos/ml. Para la fertilizacion, se afiadieron espermatozoides a razén
de 1500 espermatozoides/ovocitos en los vasos de precipitado que contenian los
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ovocitos (Pérez, 2001). La fertilizacion se comprobé mediante la formacion de la
membrana de fertilizacidn bajo un microscopio electronico (Pérez, 2001). El
proceso fue controlado hasta alcanzar un porcentaje de fertilizacién cercano al 90
% (menos de 15 minutos de fertilizacion). Posteriormente se afiadié 1 ml de agua
marina con los huevos fertilizados a cada uno de los 12 pocillos, donde
previamente se depositd el extracto redisuelto en otro mililitro de agua marina, de
tal manera que la concentracién final de experimentacion fue de 500 huevos
fertilizados/ml (Pérez-Pérez, 2001). En los testigos se puso Unicamente agua de
mar.

Todo el proceso de induccién a la puesta, fertilizacion “in vitro” y desarrollo
experimental se hizo en un cuarto con temperatura controlada (26°C +1 °C), y con
agua marina filtrada y esterilizada con luz ultravioleta.

Cuando los embriones alcanzaron el estado de dos y/o cuatro células el
proceso se detuvo afiadiendo unas gotas de formol al 4%.
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5. TRATAMIENTO DE LA INFORMACION

Para comparar la bioactividad, como ICsp (concentracién a la cual se inhibe el
50% del desarrollo embrionario), de las distintas especies se realizé un analisis de
la varianza de tres factores: factor1l: especie; factor 2: concentracion; factor 3:
extracto. En los casos donde los datos no cumplieron con los criterios de
normalidad y homocedasticidad (test de Cochran’s) estos se transformaron
mediante el arcoseno del valor. El disefio experimental contempld tres
repeticiones por cada concentracién, mas otras tres para el control, de tal manera
que se realizaron un total de 12 pruebas para un extracto (2 extractos) y por cada

muestra (15 muestras).

Para cada especie se calculd la ICso y el intervalo de confianza al 95%
usando el método de analisis probit (Finney, 1971). Para comparar si hubo
diferencias significativas entre diferentes ICsos se utilizé la t-student (Sokal &
Rohif, 1979).
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6. RESULTADOS

6.1 Ciasifi ion xonémi 1< ri n
usadas en ios bioensayos.

Phylum Chordata
Subphylum: Urochordata
Clase Ascidiacea

Orden Enterogona Perrier, 1898
SubOrden Aplousobranchia Lahille, 1887
Familia Synoicidae Hartmeyer, 1908
Género Aplidium

Aplidium arenatum Van Name, 1945

Descripcion: especie que forma colonias de 5 a 25 cm,
cubierta por granos de arena. Los zooides son muy delgados, a menudo alcanzan
de 12 a 15 milimetros de longitud, ocupando gran parte de esta el abdomen y
especialimente el post-abdomen. En las colonias mas grandes los 2zooides
aparentemente forman pequefios sistemas. El sifén atrial tiene la forma de un tubo
de proyeccion, aunque la abertura no es terminal sino que esta situado
oblicuamente en el lado dorsal o dorso posterior, el tubo se extiende mas alla de
él para formar una lengueta que es usualmente truncada, con el extremo final
irreguiarmente dividido en dos o tres I6bulos pequefios.

Digtribycion: Se localiza en la zona intermareal rocosa desde
la estacion marina de Hopkins, en California, hasta el Golfo de California (Van
Name, 1945). En México se ha encontrado en Bahia Banderas (Jalisco) y Nayarit,
hasta una profundidad maxima de 6 m (presente estudio).
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Aplidium californicum Ritter & Forsyth, 1917

Descripcién: ascidia colonial muy variable en forma,
prevaleciendo las planas y redondeadas. A menudo tiene los bordes libres y
redondeados. El tamafio de los zooides es pequefio en relacion con el resto
de las especies de esta familia, encontrados en las costas de California. De
acuerdo con Ritter y Forsyth (1917) el tamafio de los zooides no excede los
6 mm. Es la ascidia mas comun en las costas de California (Ritter & Forsyth,
1917). Es de zonas rocosas, usualmente se encuentra en cualquier sitio:
boyas, rompeolas, excepto en las porciones superiores de bahias.

DRistribucidén: Isla de Vancouver (Huntsman, 1912), Puget
Sound (Ritter, 1900), isla Popof y Shumagin (Ritter, 1901) y Bahia Newport
(Van Name, 1931). En México se ha encontrado en Topolobampo y Bahia
Banderas a una profundidad maxima de 82 m (presente estudio).

Género Polyclinum

Polyclinum laxum Van Name, 1945

Descripcion: esta especie cuando esta descubierta es lisa y
brillante, pero cuando se encuentra cubierta por una fina capa de granos gruesos
de arena cailcarea, muestra a menudo la forma y la extension de los sistemas. No
se sabe de caracteres que distingan los zooides de esta especie de otras
especies descritas de este género.

Distribucién: en Meéxico, se encuentra en el Golfo de
California, en aguas de poca profundidad (p.e. Isla del Espiritu Santo y La Paz2)
(Steinbeck & Ricketts, 1841), Mazatlan, Topolobampo y Bahia Kino (presente
estudio).
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Género Synoicum

Synoicum par-fustis (Ritter & Forsyth), 1917:

Descripcién; de acuerdo con Ritter y Forsyht (1917) esta
especie esta incrustada en arena, y consiste de pocas o0 numerosas masas con un
pedinculo generalmente dos veces el tamafio de la colonia. Las masas se
conectan en una colonia por una red de estolones basales. Las colonias
pequefias presentan un orificio cloacal comun en el centro de la porcién anterior;
en colonias mas grandes se presentan varios de estos orificios, cada uno rodeado
por aproximadamente 12 zooides. Los zooides consisten de térax, abdomen y
postabdomen; el térax es un poco mas largo que el abdomen; la longitud total es
aproximadamente de 1 centimetro; el postabdomen es largo y termina en una
masa granular alargada.

Distribucién: al sureste de las costas de California, costas
rocosas de La Jolla, Santa Monica y Pacific Grove (Ritter & Forsyth, 1917). En
México, se ha encontrado en Bahla Kino a pocos metros de profundidad (presente
estudio) y con draga a 28 mts en San Pedro (Van Name, 1945).

Familia Didemnidae Verrill, 1871

Género Didemnum

Didemnun sp. Verril, 1871

Descripcién: colonia usualmente aplanada e incrustante,
algunas veces muy densa y masiva, por lo que se adhiere uniforme por un
extremo a una base. Los zZooides son pequefios, no superiores a 2 mm de
longitud, ordenados en sistemas coloniales complejos. La tunica comuan contiene
pequefias espiculas estrelladas de naturaleza calcarea. El cuerpo de los zooides
esta divido en dos regiones (térax y abdomen). Son hermafroditas

L3
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esporadicamente protandricos, con las génadas situadas en el abdomen dentro o
junto al asa intestinal.

Distribucién: en México se ha encontrado en Mazatlan,
Guaymas y Topolobampo, desde la zona intermareal hasta 6 mts (presente
estudio).

Género Lissoclinum

Lissoclinum caulleryi (Ritter & Forsyth), 1917

Descripcion: colonia incrustante muy abundante. Tunica de
coloracién variable, generaimente azulada o violdAcea y con escasa arena
adherida. Zooides dispuestos en sistemas circulares de hasta 8 zooides, con las
aberturas cloacales orientadas hacia el centro. Dentro de la tunica los zZooides se
encuentran incluidos en capsulas formadas por espiculas calcareas discoidales
caracteristicas, generalmente con orientacién vertical.

Distribucién: Bahla de San Diego, Califomia (Ritter &
Forsyth, 1917). En México se ha encontrado en Topolobampo a profundidades
que van de 13 a 60 mts (Van Name, 1945, presente estudio).

Familia Polycitoridae Michaelsen, 1904: (Clavelinidae)
Género Clavelina

Clavelina fasciculata Van Name, 1945

Descripcion: ascidia colonial. Los zooides estan cubiertos en
su totalidad por una tanica, cada zooide se organiza para formar una masa de
muchos Iébulos como los formados por la especie C. huntsmani, pero de menor
tamafio. Cada I6bulo mide de 18 a 22 mm de largo. Los zooides estan
generalmente unidos en grupos pequefios que van desde 3 o 4 zooides a una




docena, los cuales estan unidos por la tanica desde su parte posterior hasta el
final del abdomen. Los zooides pueden agruparse, y a Su vez estos grupos unirse
para formar una colonia extensa de algunos centimetros. LLa tunica es ligeramente
transparente y los zooides, cuando estan vivos, no parecen presentar ningan
color.

Distribucién: en varios puntos del Golfo de California: La Paz,
El Mogote (Van Name, 1945), Bahia Concepciétn, Puerto Esperanza (Steinbeck &
Ricketts, 1941), Topolobampo, Guaymas y Mazatlan a profundidad de 6 m
(presente estudio).

Género Cystodites

Cystodytes dellechiajei (Della Valle), 1877

Descripcién: colonia incrustante y plana, ocasionaimente
abundante. Puede alcanzar 5 mm de espesor y de 60 a 80 mm de didmetro. La
superficie normalmente es lisa, pero algunas colonias delgadas presentan
elevaciones sobre los zooides. Los sistemas son normalmente evidentes. Los
zooides estan formados por térax y abdomen, ios cuales estan conectados por
una muy pequefia unién entre ellos. El térax es muy muscular y las bandas
longitudinales son especialmente fuertes. Las espiculas que la componen son
circulares con un diametro de 0.3 0.8 mm, y se encuentran fuera de la tunica.
Aparentemente habita en las regiones mas templadas del mundo.

Distribucién: es una especie comun tanto en aguas del
Atlantico como del Pacifico americano. Se encuentra en los arrecifes de coral y
bajo piedras en la zona costera de Bermuda, en aguas de poca profundidad en fas
costas de Florida y Gulf Stream, por el “Albatross” , La Habana y Barra Grande,
Brazil, por el “Challenger” (Van Name, 1945). En México se encuentra en el Golfo
de California (Islas Coronado, al este de La Paz y Puerto Escondido) (Steinbeck
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& Ricketts, 1941), y Nayarit a profundidad de 5§ a 732 m (Van Name, 1945;

presente estudio).

Género Eudistoma

Eudistoma molle (Ritter), 1900

Descripcién: colonia suave y flacida con forma de disco, que
se adhiere uniforme por un extremo a una base. El diametro de la colonia varia de
86 cm a 55 cm y el espesor es de 2 cm aproximadamente. La tunica es
usualmente transparente. Los zooides se observan claramente a través de |la
tanica, no forman sistemas, miden aproximadamente 8 mm y el apéndice
ectodermal en el extremo posterior del abdomen siempre esta presente.

Distribucién: Puget Sound (Ritter, 1900), y puede ser una de
las especies registradas en la Isla Vancouver por (Van Name, 1945). En México
se encuentra en Nayarit y Bahia Banderas a profundidad de 6 m (presente
estudio).

Eudistoma sp. Caullergi, 1909

Descripcidn: las especies de éste género son muy
numerosas, especiaimente en las regiones templadas y hay tal uniformidad en la
estructura de los zooides, que los caracteres de la colonia, incluyendo tamafio,
crecimiento y tamafio promedio de los zooides (contrario a muchas otras
ascidias), la coloraciodn, en gran parte apoyaron a la descripcidon de las especies.
La forma de la colonia varia, pero en muchas especies ia superficie se cubre con
elevaciones pequefias, debido a una leve proyeccién del extremo anterior de los
Zooides; esto es mas marcado en aquellas colonias vivas y extendidas. En el
zooide, el térax y el abdomen estan conectados por una parte peduancular la cual
es larga y delgada (cuando el zooide se encuentra relajado), pero corto o
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destruido, representado solamente por un encogimiento cuando esta en estado
contraido. L.os sifones se encuentran sobre la superficie de la colonia.

Distribucién: Bahia de Mazatlan, Nayarit y Bahia Banderas a
profundidad de 6 m (presente estudio).

SubOrden Plebobranchia Lahille
Familia Ascidiidae Herdman, 1880
Género Ascidia

Ascidia ceratodes (Huntsman), 1912

Descripcidon: ascidia solitaria de cuerpo ovalado, alargado y
comprimido lateralmente, con tinica transparente. El sifén exhalante normalmente
esta muy separado del sifon inhalante, a veces se encuentra a mitad del cuerpo y
dirigido mas o menos en angulo recto a lo largo dei mismo.

Distribucion: desde B8ritish Columbia al sur del Golfo de
California (Huntsman, 1912; Ritter & Forsyth, 1917), varias localidades del Golfo
de California desde Bahia Tomales (al norte) hasta el sur de San Diego,
incluyendo Isla San Clemente (Ritter & Forsyth, 1917), Salinas cerca de Puerto
Santa Elena, Ecuador y Tocopilla al norte de Chile (United States National
Museum). En México se encuentra en varias localidades del Golfo de California.
Es frecuente verla en bahias y puertos. Se encuentra a poca profundidad sobre
rocas y boyas, asi como a grandes profundidades (por debajo de 30 m en San
Diego) (Van Name, 1945).

Familia Diazonidae Garstand, 1891

Género Rophalaea T "’Tg CON
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Rhopalaea sp Philippi, 1843
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Descripcidn: zooides grandes, separados, cada uno
envuelto por una firme tunica cartilaginosa. No se encuentran colonias masivas
tan largas como las encontradas en el género Diazonia. Los zooides son
generalmente solitarios o se encuentran en colonias pequefas, ligeramente
conectados.

Distribucién: Nayarit y Bahia Banderas a profundidad de 6 a
14 m (presente estudio).

Orden Pleurogona Perrier, 1898
SubOrden Stolidobranchia Lahille
Familia Styelidae Siuiter, 1895
Género FPolyandrocarpa

Polyandrocarpa tincta (Van Name), 1902

Descripcién: colonia de tipo incrustante y aplanada,
comuUunmente de tamafio pequefio y frecuentemente consistente. Las colonias
miden de 2.5 a 3.5 mm de espesor y 15 a 20 mm de diametro. En condiciones
favorables (cuando crecen a pocos metros de profundidad), las colonias presentan
100 o mas zooides. La superficie de la colonia es ligeramente aspera y finamente
arrugada. El tamafio de los zooides varia de 2.4 mm a 6 mm. Ambos sifones se
encuentran ampliamente separados en el lado dorsal de los zooides y son mas o
menos prominentes hacia la superficie de la colonia.

Distribucién: se encuentra en Bermudas, Bahia Buscayne,
costas de Ragged Keys y en bancos de algas calcareas cerca de Soldiers Key
(Van Name, 1945), Tortugas (Plough & Jones, 1937), Mar Rojo, Mozambique,
Ceildn y regibn Malaya (Michaelsen, 1919). En México la encontramos en
Topolobampo, Guaymas y Bahia Banderas a profundidad de 28 m (presente
estudio).
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Familia Pyuridae Hartmeyer, 1908
Género Pyuridae

Pyura haustor (Stimpson), 1864

Descripcidon: ascidia solitaria, de cuerpo variable en su
contorno, frecuentemente ovalada y con el diametro anteroposterior mas largo. La
tinica es resistente y descolorida, generalmente esta totalmente cubierta por
fango, arena, piedras pequefias o crecimientos de hidroides o de otros
organismos, excepto hacia el final el de los sifones. Esta especie alcanza tamafios
considerables. El ejemplar mas largo estudiado por Van Name (1945), tiene un
diametro anteroposterior de SO mm y un diametro dorsoventral de 35 mm.

Distribucion: hay registros de especies encontradas en las
Islas Shumagin, Alaska (United National Museum), Puget Sound (Ritter, 1913),
fuera de las costas de Oregon (“Albatros”) y en el Estrecho de Juan de Fuca (Van
Name, 1945). En México la encontramos en Bahia de Mazatlan y Bahia Banderas
a profundidades que van desde pocos metros a 190 m (Van Name, 1945;
presente estudio).
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6.2 ESTANDARIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION

En la mayoria de los casos los resulitados proceden de muestras compuestas
de mas de un ejemplar.

Ei proceso de extraccion requirié entre 35 y 45 mi de disoivente (Tabia 1), y
las cantidades variaron con respecto a la especie. El volumen empleado oscild
desde 25 ml para la especie Cystodites dellechiajei, hasta 65 mi para las especies
Ascidia ceratodes y Polyandrocarpa sp.

Normalimente, para una misma especie se afiadié la misma cantidad de los
dos disolventes usados. Sin embargo, en algunos casos, a una misma especie se
afiadié hasta 15 ml de diferencia entre ambos disolventes. Esto se presentd en las
especies Synoicum par-fustis, Didemnum sp., Lissoclinum caulleryi, Rhopalaea
sp., Ascidia ceratodes y Polyandrocarpa sp.

Los extractos secos que alcanzaron mayor peso fueron los extraidos con
agua destilada, excepto en {a especie Polyandrocarpa sp., en la que ocurrié al
contrario. La mayor cantidad de extracto seco por gramo de peso liofilizado
aislado con agua destilada fue obtenido en la especie Eudistoma sp. con 746 ug,
y el menor 30 ug en Pyura haustor. Respecto a los aislados con DCM:Metanol
(1:1), el intervalo oscilé entre 30 ug para Pyura haustory 253, ug para Didemnum
(Tabla 1).

La relacién ente el peso de extracto seco obtenido por ambos disolventes
varié dependiendo de |la familia a la que pertenece cada especie. Por ejemplo, en
la familia Didemnidae, la diferencia de peso entre el extracto seco aislado con
agua destilada en relacién con el aislado con DCM:Metanol es de 1:1, en
Synoicidae es 2:1 y en Polycitoridae es de 4:1. Esto se observé sélo en las
familias que cuentan con un mayor niimero de ejemplares estudiados.
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Tabia 1. Cantidad de disolvente (mi) empleado durante el proceso de
extraccidn y peso (g) del extracto seco obtenido para las diferentes especies
ensayadas.

Especie Disolvente (ml) Pesoextracto (g)

Agua DCM:Metanol Agua DCM:Metanot
destilada (1:1) destilada (1:1)

Suborden Aplousobranchia
Familia Synoicidae

Aplidium arenatum 40 40 273 116
Aplidium californicum 45 45 324.8 122.1
Polyclinum laxum 45 45 258.8 105.7
Synoicum par-fustis 40 45 251.4 108.5
Familia Didemnidae

Didemnum sp. 3 35 346.7 253.2
Lissoclinum caulleryi 40 50 337 200.6
Familia Polycitoridae

Eudistoma sp. 35 35 746.7 160.1
Eudistorma molle 35 35 635 132.9
Cystodites dellechiajei 25 25 238 104.3

Subordenm Phlebobranchia
Familia Diazonidac

Rophalaea sp. 40 30 239 117.9
Familia Ascidiidae
Ascidia ceratodes 65 45 214.7 173.7

Suborden Stolidobranchia
Familia Styclidae

Polyandrocarpa tincta 60 65 145.8 200.3
Familia Pyuridae
Pyura haustor 35 35 96.8 29.5
TESIS O
FALL S 0 ORIGEN
A ) &N 2




6.3 EVALUACION DE LA BIOACTIVIDAD DE 13 ESPECIES DE ASCIDIAS

6.3.1. Familia Synoicidae

Todas las especies de esta familia presentaron actividad en el extracto
aislado con DCM:Metanol. La especie Aplidium arenatum presentdé bioactividad a
partir de 10 pg/mt (p<0.001) (ICso de 23.80 ug/ml), Synoicum parfustis y
Polyclinum laxum, ambas a 100 ug/mt (p<=0.001) (ICss de 125.60 y 497.39 yug/mi,
respectivamente), y Aplidium californicurm a concentraciéon de 1000 pug/mi
(p<0.001) (ICso de 23.80 pg/mti). Respecto al extracto aisiado con agua destilada,
S. par-fustis y P. laxum fueron activas a partirde 10 pg/m! (p<0.01) (ICsode 443.36
y 767.40 ug/mi, respectivamente), las especies A. arenatum y A. californicum soélo
fueron activas a 1000 ug/mil (p<0.0001 y p<0.05 respectivamente) (ICsode 533 y

15111.06pg/ml). (Fig. 1,2,3,4).

Aplidium arenstum
ICS0=23.80 pg/ml 1c50= 533 ug/mi

O Agua destilada

Porcentaje de inhibicion (%)

Concentraciones (ug/mi)

Fig. 1.- Porcentaje promedio de inhibicion del desarrolioc embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al téxico de A. arenatum. Las barras de error representan
ia desviacion estandar y, ios asteriscos, ios tratamientos significativamente diferentes al
control: * p<0.05, “p<0.01, ***pP<0.001, ****p<0.0001.
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Aplidium californicum
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= IC50= 894.40 pg/mi IC50= 15111.06 pg/mi
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& DCM:Metanol Agua destilada
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Polydiinum laxum
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Figs. 2 y 3.- Porcentaje promedio de inhibicion del desarrolio embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al téxico de A. californicum y P. laxum. Las barras de error
representan la desviacion estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente
diferentes al control: * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **"p<0.0001.
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Synoicum par-fustis

=

t 1IC50= 125.60 ug/ml IC50= 443.36 ug/mt

i 100 i H

£

2

g T = 8 g T 2 8 g
5 -~ -—

8 8 &

S DCM:Metanol Agua destilada

Concentraciones (ug/mi)

Fig. 4.- Porcentaje promedio de inhibicion del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al téxico de S. par-fustis. Las barras de error representan
la desviacion estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente diferentes al
control: * p<0.05, "p<0.01, *"*p<0.001, ****p<0.0001.

6.3.2. Familia Didemnidae

Todas las especies de esta familia mostraron diferencias significativas con
respecto al control en el extracto aisiado con DCM:Metanoi. Lissoclinum caulleryi
fue activa a partir de 10 yg/ml (p<0.001) (ICso de 25.45 ug/ml) y Didemnum sp. a
partir de 100 pg/mi (p<0.05) (ICsode 234.30 ug/mi).

Para el extracto aisiado con agua destilada, todas ias especies presentaron
bioactividad. En Didemnum sp. se obtuvieron diferencias significativas con
respecto al control a partir de 10 yg/ml (p<0.05) ICso de 939.15 ug/ml), al igual
que L. caulleryi 10 yg/mi (p<0.05) (Fig. 5,6).
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Didemnum sp.

=

= IC50= 234.30 pg/mi IC50= 939.15 pg/m|
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— Lissodinum caulleryi
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Figs. 5 y 6.- Porcentaje promedio de inhibicion del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al toxico Didemnum sp. Y L. caullergi. Las barras de error
representan la desviacion estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente
diferentes al control: - p=<0.05, **p<0.01, ~*p<0.001,"*p<0.0001.
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6.3.3. Familia Polycitoridae

Con respecto al extracto DCM:Metanol, la especie Eudistoma molle mostré
bioactividad a partir de 10 pg/m! (p<0.001) (ICso de 243.36 ug/ml) al igual que,
Eudistoma sp. 10 ug/ml (p<0.01). La especie Cystodites dellechiajei fue activa a
partir de 100 (p<0.05) (ICsode 697.41 ug/ml).

El extracto aisiado con agua destilada no presentd diferencias significativas
con respecto al control para las especies Eudistoma sp. y £E. molle en ninguna de
las concentraciones estudiadas. Sin embargo, C. del/lechiajei obtuvo niveles de
significancia a partir de la concentracién de 10 pg/ml (p < 0.05) (ICso de 2301.62
pg/ml) (Figs. 7 a 9).

= Eudistomna sp.

=

g 20

£ 15 . . :

- 10

S s

® o0

§ E ® g8 B8 E 2 8 8
&£ 8 DCM:Metanol 3 Agua destilada

Concentraciones (ug/mi)

Fig. 7.- Porcentaje promedio de inhibicién del desarrollo embrionario de huevos fertiizados
de erizo expuestos al téxico de Eudistoma sp.. Las barras de error representan la desviaciéon
estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente diferentes al control: * p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Eudistoma molle
IC50= 243.36 pg/mi
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Figs. 8 y 9.- Porcentaje promedio de inhibicién del desarmrolio embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al toxico de E. molle y C. deflechiajei. Las barras de error
representan la desviacion estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente
diferentes al control: - p<0.05, ~*p<0.01, ~**p<0.001,***"p<0.0001.
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6.3.4.Familia Diazonidae

La especie que conforma esta familia en el presente estudio, Rhopalaea sp.,
no presentd diferencias significativas con respecto al control en ninguno de los
extractos estudiados, para ninguna de las concentraciones ensayadas (Fig. 10).
Su ICso para DCM:Metanol es de 10416.29 ug/ml, sin embargo, no fue posible
calcular su valor de ICsp para el extracto aislado con Agua destilada debido a que
los datos estaban fuera de rango.

- Rhopalasa sp.

< IC50= 10416.29 pg/mi

§ 60

£«

.g 20

o o

3 =3 (=4 )
N
& DCM:Metanol Agua destilada

Concentraciones (ug/mi)

Figs. 10.- Porcentaje promedio de inhibicién del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al téxico de Rhopalaea sp. Las barras de error representan
la desviacion estandar y, los asteriscos, los tratamientos significatvamente diferentes al
control: * p<0.05, ™p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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6.3.5. Familia Ascidiidae

La especie Ascidia ceratodes presentd actividad en ambos extractos. En el
extracto de DCM:Metanoi mostro bioactividad a partir de 100 ug/mi (p <0.05) (iCso
de 146.85 ug/mi). Mientras que en el aislado con agua destilada s6lo tuvo
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bioactividad a 1000 uyg/ml (p<0.01). No se pudo calcular su ICsgdebido a que los
datos estuvieron fuera de rango (Fig. 11).

_ Ascidla ceratodes

= IC50= 146.85 pgimi

2

8 150 3

€ 100 . i
& so

2 o

8 T =2 8 s e 8

§ 8 = .§- § e _§_
£ DCM:Metanol Agua destilada

Concentraciones (ug/mi)

Fig. 11.- Porcentaje promedio de inhibicién del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al toxico A. ceratodes. Las barras de error representan la
desviacién estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente diferentes al
cantrol: * p<0.05, "*N<0.01, ***P<0.001, “***n<0.0001.

6.3.6. Familia Styelidae

Polyandrocarpa tincta mostré diferencias significativas en todas las
concaentraciones estudiadas en ambos extractos. En el aislado con DCM:Metanol!
los valores obtenidos fueron: 10 (p<0.05) (ICsode 1.36 E-0.002 ug/ml), mientras
que para el extracto aislado con agua destilada fueron: 10 ug/ml (p< 0.001) (ICso
de 122.02 ug/mi) (Fig.12).
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Polyandrocarpa tincta

= IC50= 1.36E0-.002 g/ml IC50= 122.02 pg/mi
8
B 150 . : z z
= 5 : H H
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g °
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g E = 8 § E = 8 8
=3 - =] -~
5 ©  DCM:Metanol ©  Agua destilada
.

Concentraciones (ug/mi)

Fig. 12.- Porcentaje promedio de inhibicioSn del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al tdxico de F. tincta. Las barras de efror representan la
desviacion estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente diferentes al
control: * p<0Q.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

6.3.7. Familia Pyuridae

La especie Pyura haustor mostré diferencias significativas en el extracto
aislado con DCM:Metano! a partirde la concentracion de 100 ug/m! {p <0.05). Con
respecto al extracto aislado con agua destilada, éste no mostré niveles de
significancién para ninguna de las concentraciones ensayadas. No pudo
calcularse su ICS0 para ninguno de los extractos ensayados (Fig. 13).
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Pyura haustor
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Fig. 13.- Porcentaje promedio de inhibicion del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al toxico de Fyura fhraustor. Las barras de error representan
la desviacion estandar y, los asteriscos, los tratamientos significativamente diferentes al
control: = p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **~*p<0.0001.

El analisis de t-student para la comparaciéon de medias de la inhibicion de la
divisién celular, sefialé que existen diferencias significativas entre ambos extractos
(p<0.05) para las especies A. arenatum, S. par-fustis, Didemnum sp. y Lissoclinum
caulleryi. El extracto que resultdé mas bioactivo fue DCM:Metanol (Tabla 2).

El resultado de ia ANOVA de tres vias (F = 5§3.49; p < 0.0001) establecié que
todos Iios factores estudiados (especie, concentracion y extracto) fueron
responsables de la variabilidad de la bioactividad en los diferentes tratamientos
estudiados. De igual forma, todas las interacciones entre los factores fueron
significativas: especie—concentracion, especie—extracto, concentracidn—-extractoy
especie-concentracidon-extracto (Tabla 3).

ON

TESIS ¢
F.A.L L J{‘L‘-. ;

31



Tabla 2. Concentracion media de inhibicién (ICso) de la divisién celular de embriones
de Echinomelira vanbrunti expuestos al toxico. Se indica el valor del estadistico
obtenido en la comparacion de medias y el valor critico al 95% para cada especie
comparada. * representa diferencias estadisticas (p<0.05). —-representa los datos
fuera de rango para el calculo de ta ICsp.

(ICs0,

Concentracion letal media a la cual se el 50% de la inhibiciébn celular de los

embriones; L.1. Limite inferior; L.S. Limite_superior, CompiCso, Comparacion de ICsg).

CompiC 50
Especie ICS0 intervalo Valor Valor
de confianza estadistico critico (95%)
(L.). -L.S))
Suborden Aplousobranchia
Familia Synoicidae
Aplidium arenatum
DCM:Metanol 23.80 7.09 - 79.90 *22.39 3.47
Agua destilada 533 401.68 - 709. 52
Aplidium californicum
DCM:Metanol 894.4 503.73 -2311.11 16.89 70.61
Agua destilada 15111.06 229.94 - 993030.56
Polyclinum laxum
DCM:Metanol 497.38 248.60 - 1435.79 1.54 3235.78
Agua destilada 767.4 165.43 - 4722660.5
Sy noicumni par-tustis
DCM:Metanol 125.6 85.70 - 184.09 «3.563 1.63
Agua destilada 443.36 325.44 - G03.72
Familia Didemnidae
Didemnum sp.
DCM:Metanol 234.3 185.08 - 299.52 ~4q 1798.92

Agua destilada

939.15 610.44 -1798.82
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Continuacién Tabla 2.

ComplIC 50
Especie IC50 intervalo Valor Vator
de confianza estadistico critico (95%)
(L3.-L.S))
Lissoclinum caulleryi
DCM:Metanol 25.45 9.44 - 68.60 *232.12 79.01
Agua Destilada 5907.48 2058.02-815973.25
Familia Polycitoridae
Eudistoma sp.
DCM: Metanol -~ -~ -~ -
Agua destilada ~ -~ -~ -~
Eudistoma molle
DCM:Metanol 243.36 191.63 - 317.51 -~ ~
Agua destilada -~ ~
Cystodites dellechiajei
DCM:Metanoi G97.41 486.18 - 1047.90 3.3 3.7
Agua destilada 1047.9 1150.11 - 11501.69
Suborden Phlebobranchia
Familia Diazonidae
Rhopalaea sp.
DCM:Metanol 10416.28 714.03 - 1519525 ~— ~
Agua destilada ~ -~
Familia Ascidiidae
Ascidia ceratodes
DCM:Metanol 146.85 96.38 -211.86 ~ ~
Agua destilada -~ -~
Suborden Stolidobranchia
Familia Styelidae
Polyandrocarpa tincta
OCM:Metanol 1.36E-02 3.25E-016 - 0.60 8037.03 2.081G4E+13
Agua destilada 1.22E+02 9037 -177.21
Familia Pyuridae
Pyura haustor
DCM:Metanoi ~— ~ - ~
Agua destilada ~ ~ -~ -~
TESIS CON

AN 33

FALLA DE ©



Tabla 3. Analisis estadistico de la varianza de tres vias para determinar el efecto
de Especie (Factor1, 13 niveles), Concentracion (Factor 2, 3 niveles), Extracte
(Factor 3, 2 niveles) en el biocensayo de inhibicibn de la divisibn celular del
desarrollo embrionario en Echinometra vanbrunti.

Factores df MS df MS

Effect Effect Error Error F P
Especie 12 0.746666 351 0.001932 386.543 (o]
Concentracion 2 4.977904 351 0.001932 2577.022 o]
Extracto 2 9.459079 351 0.001932 4896.891 (o]
Especie - Concentracion 24 0. 141157 351 0.001832 73.076 o]
Especie - Extracto 24 0.435365 351 0.001932 225.385 o
Concentracion - Extracto 4 2.0702 351 0.001932 1071.726 o
Especie —Concentracién-
Extracto 43 0.103316 351 0.001932 53.486 o]
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6.4. VARIABILIDAD ESTACIONAL DE LA ESPECIE Clavelina fasciculata

El presente estudio se llevdé a cabo desde enero a diciembre de 2002.

El analisis de varianza de tres vias (F = 4.46; p < 0.0001) mostré6 que |la
bioactividad de la especie Clavelina fasciculata varié significativamente con
respecto a todos los factores ensayados: tiempo, concentracion y extracto (Tabla
4). También mostré que las interacciones entre todos los factores fueron
significativas: tiempo—concentracidn, tiempo—extracto, concentracidbn—extracto y
tiempo-concentraciéon-extracto.

Se observaron tres periodos en los cuales la especie fue mas activa; desde
febrero a abril, con porcentajes promedio de inhibicidon de 65.13 y 73.73%
respectivamente, de junio a julio con valores comprendidos entre 57.6 % y 59.33%
y de octubre a noviembre con valores de 71.86 y 60.08%. También se detectaron
dos momentos de poca bioactividad, uno en mayo (40.47%), y otro en agosto
(36.46%).

Respecto a las concentraciones (F =800.98; p<0.0000), el mayor porcentaje
promeadio de inhibicion se presentd a 1000 ug/m! con G6GS.61%. Las
concentraciones de 100 y 10 pg/mi mostraron baja bioactividad (19.63% y
13.55%, respectivamente), observandose muy poca diferencia entre ambas
concentraciones a lo largo del tiempo (Fig. 14).

Respecto a los extractos ensayados, el porcentaje promedio anual del
extracto aislado con DCM/Metanol fue mas bioactivo (43.08%) que el acuoso
25.45%) {(F = 875.86; p < 0.0000) (Fig. 15).

De acuerdo con la interaccion tiempo-concentracidn—extracto (F=6.10; p <
0.0000), los extractos aislados con DCM/Metanol fueron los que presentaron
mayor biocactividad durante todo el afio, presentandoe porcentajes promedio
mensuales por encima del 90 % de inhibiciéon, excepto en mayo y agosto, que
presentaron bioactividad de 76 y 63%, respectivamente. Durante los meses de
febrero y junio se registraron porcentaje de inhibicidn del 100 %.

El extracto aislado con agua tuvo como porcentaje promedio mensual
maximo 83% en abril y como minimo 8.6% en enero. El comportamiento de
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ambos extractos fue muy similar a lo largo del afio al observado en el porcentaje
promedio mensual descrito anteriormente, mostrando dos periodos de mayor
bioactividad, el primero y mas alto en los meses de febrero a abril, y el segundo
en junio y julio. Se presentaron momentos de poca actividad en mayo, y agosto
(Fig. 16). Los valores antes mencionados corresponden a los obtenidos con la
concentracion de 1000 ug/mi, ya que en las concentraciones de 100y 10 ug/mi el
extracto no fue activo.

De acuerdo con la prueba de Tukey, se encontraron diferencias significativas
con respecto al control en la concentracidn de 1000 Lg/mi durante todo el afio (p<
0.0001) en el extracto aislado con DCM/Metanol. En tanto que, para aquellos
aislados con agua destilada se obtuvieron en los meses de febrero, marzo, abril
{p< O0.C001), junio, agosto (p< 0.0046) y noviembre (p<0.00041). En las
concentraciones de 100 y 10 pug/ml no se encontraron diferencias significativas
para ninguno de los extractos en ninguno de los meses de muestreo.

Durante los meses de septiembre y diciembre no se recogieron ejemplares
porque eran demasiado pequefios y no tenian el peso necesario para llevar a
cabo el proceso de extraccién. Esto se pudo deber al ciclo bioldgico de la especie,
ya que el inicio de la etapa de reproduccion sexual se detectd en los meses
previos a esta disminucion del tamario. En esta etapa, y después de la liberacion
de las larvas, se pudo presentar un periodo de reabsorcion de los zooides que,
entre otros efectos, produce disminucidn de la talla de los mismos y de las
colonias como se ha demostrado en otras especies de ascidias coloniales como
ésta (Hernandez Zanuy, 1999).
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Tabla 4. Analisis estadistico de varianza de tres vias para determinar el efecto de
Tiempo (Factort, 10 niveles), Concentracion (Factor 2, 3 niveles) y Extracto
(Factor 3, 2 niveles) en la inhibicién del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al toxico de Clavelina fasciculata.

Factores df1 df2 F P

Tiempo Q 342 98.8724 0.000000
Concentracion 2 342 975.9576 0.000000
Exiracio 2 342 800.9788 0.000000
Tiempo-Concentracion 18 342 9.9207 0.000000
Tiempo-Extracto 8 342 7.4188 0.000000
Concentracién-Extracto 4 342 373.7884 0.000000
Tiempo-Concentracién-Extracto 36 342 6.0952 0.000000

F(2.342)=975.96;
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Fig. 14.- Porcentaje promedio total de la inhibicién de las tres concentraciones estudiadas,
para cada uno de los extractos de Clavelina fasciculata, con respecto al control. El valorde F
Yy P se muestran en la grafica.
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Fig. 15.- Porcentaje promedio total de la inhibicién del desarrollo embrionario de huevos
de erizo expuestos a los dos diferentes extractos de Clavelina fasciculata estudiadas en
relacién al control. El valor de Fy p se muestra en la grafica.

Variabilidad estacional la biaoctividad de

Clavelina fasciculata
F (36.342)=6.10; p< 0.0000
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Fig. 16.- Porcentaje promedio mensual de la inhibicién del desarrollo embrionario de huevos
fertilizados de erizo expuestos al téxico de Clavelina fasciculata a concentraciéon de 1000
ug/ml. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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6.5. VARIABILIDAD ESTACIONAL. DE LA ESPECIE Polyclinum laxum

El analisis de varianza de tres vias mostré6 que l|a bioactividad de la especie
Poliyciinum iaxum vario significativamente con respecto a todos los factores
ensayados: tiempo, concentracidon y extracto (Tabla §5). También mostroé
diferencias significativas en todas las interacciones entre factores excepto en lade
tiempo-concentracidon-extracto {(F =1.41; p < 0.1144).

El porcentaje promedio maximo se registré en marzo con 36.92%; en los
meses posteriores la biocactividad de la especie descendié hasta llegar al
porcentaje promedio minimo en julio con 1.83 %, manteniéndose bajo durante el
mes de agosto con 2.33 %.

El! mayor porcentaje de inhibicion se presentd a 1000 ug/ml con 25.50 % ( F=
12.42; p < 0.0001). Las concentraciones de 10 y 100 ug/mi no fueron activas.

Respecto a los extractos, no hubo gran diferencia entre los porcentajes
promedio entre ambos tratamientos, sin embargo, estadisticamente se
encontraron diferencias significativas con respecto al contro! (Fig. 17).

Los extractos aislados con DCM:Metanol fueron activos en la mayoria de los
meses ensayados. El mayor porcentaje se presentd en marzo con 49.9% y el
minimo en julio y agosto, ambos con 4.5% (Fig. 18). Los valores corresponden a
los obtenidos en la concentracion de 1000 pug/ml.

El extracto aislado con agua destilada en julio y agosto (56.1% y 4.2%,
respectivamente fue mas activo que ei aisiado con DCM:Metanoi. Ei mayor
porcentaje registrado en este tratamiento fue 47.89% en marzo, y el menor 4.22%
en agosto. El comportamiento de ambos extractos fue muy similar a lo largo del
tiempo. Se abservd un ligera incremento de la bioactividad desde febrero a marzo,
y posteriormente se observo un descenso hasta julio, manteniéndose invariable en
agosto (Fig. 19). Sin embargo, este comportamiento no es el mismo al observado
en el porcentaje promedio mensual de la bioactividad descrito anteriormente. En
este ultimo se observa una disminucién constante de la bioactividad desde febrero
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a junio, y posteriormente una disminucién abrupta en julio que se mantiene
constante hasta agosto. )

De acuerdo con ia prueba de Tukey se encontraron diferencias significativas
con respecto al controil en ta concentracion de 1000 ug/mi sélo en los meses de
marzo: DCM:Metanol (p<0.01) y agua destilada (p<0.05), y abri: DCM:Metanol
{(p<0.01) y agua destilada {(p<0.085). En {as concentraciones de 100 y 10 ug/mi no
se encontraron diferencias significativas para ninguno de los extractos en ninguno
de los meses de muestreo.

Los resultados del presente estudio abarcan desde febrero hasta septiembre
de 2002, esto se debe a que la época de reproduccion del erizo Echinometra
vanbrunti legd a su fin antes de terminar los bicensayos de todos los ejemplares
recolectados durante el afio de estudio. Los datos correspondientes a octubre no
se afadieron al presente estudio, ya que se necesitd repetir los bioensayos de los
mismaos porque los resultados no fueron del todo satisfactorios y la etapa de
reproduccion termind sin que pudiéramos concluirios.

Tabia 5. Analisis estadistico de varianza de tres vias para determinar el efecto de
Tiempo (Factori, 8 niveles), Concentracién (Factor 2, 3 niveles), Extracto (Factor
3, 2 niveles) en la inhibicion del desarrolio embrionario de huevos fertilizados de
erizo expuiestos al téxico de Polyclinum laxum.

Factores df [-1] F P
Tiempo 6 126 57.65958 o
Conceniracion 2 126 14.18541 0.000003
Extracto 2 126 42.77559 [o]
Tiempo-Concentracion 12 126 281822 0.001884
Tiempo-Extracto 12 126 3.1163 0.000673
Concentracion-Extracto 4 1286 4.40871 0.002276
Tiempo-Concentracion-Extracto 24 126 1.41162 0.114364
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Fig. 17.- Porcentaje promedio total de la inhibicion de las tres concentraciones
estudiadas, para cada uno de los extractos de Polyclinum laxum, con respecto al control.
El valor de F y p se muestran en la grafica.
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Fig. 18.- Porcentaje promedio total de la inhibicién del desarrolio embrionario de huevos
de erizo expuestos a los dos diferentes extractos de Polycknum laxum estudiadas en
relacion at control. El valor de F y p se muestra en la grafica.
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Fig. 19.- Porcentaje promedio mensual de la inhibicion del desarrollo embrionario de
huevos fertilizados de erizo expuestos al toxico de Polyclinum laxum a concentracién de
1000 pg/mi. Las barmras de error representan la desviacion estandar.
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7. Discusién

De todas las especies estudiadas, sb6lo Polyandrocarpa tincta y Lissoclinum
caullergi inhibieron ei desarroiio de los huevos fertilizados a ia concentracion mas
baja (10 pug/ml) en ambos tratamientos. De ambos géneros, en especial de
Lissoclinum, se han aislado compuestos que exhiben de moderada a alta
Gitotoxicidad (Wipf & Uto, 1998). Entre estos compuestos podemaos mencionar el
cyclopéptido trunkamide A (Bowden & Garcia, 1997), los alcaloides isodiplamine
(Litaudon & Guyot, 1991), diplamine (Molinski, 1993), cystodytin K (Litaudon et a/.,
1984), lissoclinidine (Searle & Molinski, 1994) y haterumalide B (Ueda & Hu,
1999), muchos de los cuales ademas de mostrar alta citotoxicidad, presentan
actividad antimicrobiana y antimitética. Del género Polyandrocarpa se han aislado
y sintetizado dos compuestos derivados de 2-aminoimidazolone:
Polyandrocarpamines A y B (Davis et al., 2002), aunque no se tiene conocimiento
del tipo de actividad que presentan.

Las especies Synoicum par-fustis, Eudjstoma sp., £. molfe, y Didemnum sp.
fueron activas a partir de 10 pg/mil, pero sélo en uno de los extractos que se
probaron. Actualmente, se conocen diversos trabajos sobre e! aislamiento,
sintesis y bioactividad de compuestos de diversas especies de los géneros
Eudistoma y Didemnum. Por lo que respecta a Eudistoma, los mas importantes
son los derivados p-carboline, bioldgicamente activos (Debitus et al/., 1988) y
pibocin, de aclividad contra carcinoma de Ehrlich de raton (Makarieva ef al,
1999). En Didemnum, los ciclopéptidos cyclodidemnamide 1 con toxicidad
moderada contra células tumorales de colon (Norley & Pattenden, 1998), y
mollamide 1, citotdxica contra leucemia y carcinoma de pulmoén (Bowden et al.,
1994), ambos aislados de D. molle; y vitilevuamide, un aminoacido péptido aislado
de D. cuculiferum y Polysyncranton lithostrotum, compuesto altamente citotéxico
que se considera apto como agente anticancerigeno (Edler et al, 2002).
Polyclinum laxum también fue activo a 10 ug/ml, sélo en uno de los tratamientos
probados. En un estudio que valoré la bioactividad de varios invertebrados y algas
marinas sobre nauplios de Artemia sp., P. Jaxum fue una de las especies mas
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bioactivas, mostrando actividad altamente citotdxica y citostatica (Carballo et al.,
20022). Sobre la funcién biolégica de estos metabolitos secundarios, algunos
estudios especificos sobre alcaloides aislados de FEudistoma olivaceum
mencionan que estos son producidos por la ascidia para mantener su superficie
libre de epibiontes, pero son ineficaces como mecanismos de defensa contra la
predacidn (Davis, 19981).

Las‘especies Aplidium arenatum, Cystodites dellechiajei, Ascidia ceratodes y
Pyura haustor fueron activos a partir de 100 ug/mi, y Aplidium californicum a partir
de 1000 ug/mi. En la literatura, estudios sobre ascidias Synoicidae registran
actividad antibacterial sobre bacterias Gram-positiva (Teo & Ryland, 1995),
posible actividad “antifouling” (Serena et al.,, 1995) y actividad anticancerigena
{e.g. Carter & Rinehart, 1878; Howard & Clarkson, 1979; Copp et al., 1989). Sobre
éste Uitimo punto podemos mencionar como el compuesto mas importante
Aplidine, un potente ciclico depsipéptido aislado del tunicado del Mediterraneo
Aplidium albicans. Este compuesto se encuentra actualmente en fase clinica H
eficaz contra cancer de puimén, melanoma, colon y rifién medular de tiroides (web
PharmaMar).

LLa unica especie que no presenté bioactividad fue Rophalaea sp., y tampoco
se conocen referencias sobre algan tipo de bioactividad en este género.

Hasta el momento hay muy pocos estudios sobre el rol ecolégico de estos
metabdlitos (Paul et a/.,, 1990; McCiintock et ai., 1991; Vervoort et al., 1998). Sin
embargo, se ha demostrado que algunas de estas sustancias juegan un papel
desicivo en la defensa de los organismos contra los predadores, competidores,
larvas y esporas que se instalan en la superficie, y microorganismos patégenos
(Uriz, 2002). Otras moléculas intervienen en aspectos relacionados con la
reproduccion o representan pistas quimicas en la seleccidn de del sustrato
durante el asentamiento para juveniles o larvas.

Por otra parte, se pudo observar que hubo diferente bioactividad entre las
especies de una misma familia. Por ejemplo, en la familia Synoicidae se
encontraron especies de alta (S. parfustis y P. laxum), maderada (A. araenatum) y
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baja actividad (A. californicum). Green et al., (1990) mencionan que la variabilidad
de la actividad entre especies se debe a la presencia de metabolitos secundarios
de distinta naturaleza, y no a ia mayor o menor produccién de los mismos
metabolitos. Esas diferencias podrian tener importancia quimiotaxonémica
(Berquist et al., 1983).

La bioactividad también varié con respecto ai extracto ensayado. El extracto
aislado con DCM:Metanol (p <0.05) resulté ser el mas activo de acuerdo con los
datos observados en A. arenatum, Synoicum par-fustis y Didemnum sp. Un
estudio para evaluar la biocactividad de extractos de! tunicado Cynthia savignyi,
sugiere que el extracto aislado con DCM:Metanol tienen un amplio espectro de
actividad antifangica (Abourriche et al., 1999). Esto se debe a que el extracto
DCM: Metano! consiste, en su mayoria, de alcaloides (metabolitos secundarios), y
la actividad observada probablemente se debe a esos compuestos. En tanto, los
extractos mas acuosos, extraen compuestos de mayor peso molecular, es decir,
compuestos de naturaleza primaria (aminoacidos, azicares, etc). Sin embargo,
Lewis (1995), indica que la bioactividad del extracto depende de 1a especie que se
esta estudiando y, en ocasiones, esta ligada a la fraccion mas apolar y/o
viceversa. Esto se puede observar en el presente estudio con la especie P. tincta,
que fue la unica en mostrar mayor bioactividad en el extracto mas acuoso.

Con respecto a las concentraciones ensayadas, la concentracién minima a la
cuai se empezd6 a detectar bioactividad en ai menos uno de ios extractos fue 10
Hg/ml en las especies S. par-fustis, P. laxum, Diemnum sp., L. caullergi,
Eudistoma sp., E. molle y P. tincta.

Se ha demostrado que practicamente todas ias especies de erizo de mar
pueden ser usadas para pruebas de “screening” farmacolégico, ya que la técnicay
equipo para manejar al erizo aduito y obtener los embriones y larvas es minimo y
bien conocido (Buznikov, 1984, 19480; Buznickov &t a/,, 1996, 1997). Buznikov at
al., (1997) encontraron que este bioensayo es confiable y valido en pruebas
preliminares de toxicidad en varias sustancias y por su buena sensibilidad ante
diferentes sustancias interesantes de investigar. Esto parece concordar con lo
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observado en este estudio, en donde los géneros que mostraron mayor actividad
son aquellos de los cuales se ha aisiado un mayor numero de compuestos con un
alto potencial bioactivo.

VARIABILIDAD ESTACIONAL DE LA BIOACTIVIDAD EN Clavelina
fasciculata y Polyclinum laxum

Claveiina fasciculata 'y Polyclinum Ilaxum presentaron diferencias
estadisticamente significativas a lo largo del tiempo, sugiriendo una variaciéon
estacional de la bioactividad. Estudios previos han demostrado una variacién de la
bioactividad en especies de 1a Bahia de Mazatlan. Green et a/. (1990) encontraron
en esponjas, un patrén estacional de la variacidon de la actividad antimicrobiana
que aumentaba en los meses mas calidos y Vega (2002), una variacion estacional
de la bioactividad en la esponja Mycale parishii con valores minimos en otofio-
invierno, y maximos en primavera-verano. Sin embargo, el comportamiento de la
bioactividad en ninguna de las especies estudiadas en el presente trabajo se
relaciona con los resultados encontrados en ambos trabajos ya citados.

De hecho, la variacién de la bioactividad se comporté de manera diferente entre
ambas especies. Kelly-Gutierrez (1999) sefiala la variacidbn estacional de la
bioactividad de 4 especies de ascidias de la Bahfa Concepcién (B.C,S). En das
especies se encontraron los niveles mas altos de bioactividad en otofio, y el
menor en primavera-verano. Las dos restantes tuvieron mayor bioactividad en
primavera y menor en otofio. Kelly-Gutiérrez (1998) menciona que la causa
principal de la disminucién de compuestos quimicos puede ser el de optimizar el
proceso de crecimiento y obtencién de biomasa.

Con respecto a la especie P. jaxum, se observé un periodo de maxima
bioactividad en primavera y uno de minima en verano. Este comportamiento fue el
mismo en ambos extractos. El decremento en la bioactividad pudo deberse al
hecho de que el organismo invirti6 mas energia en el crecimiento y/o
reproduccidén, en lugar de producir defensas quimicas (Turén et al., 1996). Sin
embargo, no pudimos observar embriones y/o larvas en las colonias estudiadas,
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pero tampoco podemos comprobar que estos organismos al momento de
recolectarse no estuvieran en etapa de reproduccion.

Nuestros resuitados muestran que C. fascicuiata mostré mayor actividad que AP.
laxum. En C. fasciculata se observaron dos periodos de baja bioactividad, el
primero en mayo y el segundo en agosto. Este comportamiento es el mismo para
ambos extractos. Sin embargo, en el extracto aislado con agua destilada se
observé que el efecto inhibitorio sobre las células fecundadas del erizo fue mayor
en primavera que en verano. Esto concuerda con los resultados de Kelly-Gutiérrez
(1999}, quien encontrd, en S de las G especies de ascidias, maximos de actividad
en primavera. Esta variacidon puede significar que se producen compuestos
diferentes entre una estacion del afio y otra, lo que podria significar que hay una
variacidén en la produccién de compuestos bicactivas. Amade et a/., (1996)
cuantificd Cyn en un alga recolectada en diferentes periodos del afio. Encontré
que la cantidad de terpenos en Junio fue del 13 %, en tanto que en marzo soélo

encontrd 0.2 %%.

Los ejemplares recolectados en junio y julio estaban en periodo de
reproduccién. La fertilizacion se lleva a cabo en el atrio, donde se desarrolia la
larva (Fish & Fish, 1996; Berril, 1950). Brunetti (1987) registrd hasta S0 embriones
presentes en el atrio a la vez. Después de ser liberadas, las larvas nadan
libremente por cerca de tres horas (Fish & Fish, 1996). Después de ese tiempo se
asienta sobre un sustrato conveniente y se metamorfosea en un adulto. E!
aumento de la bioactividad en verano se pudo deber a ia condicién reproductiva
de ia especie ya que hay estudios que muestran la disposicibn de defensas
quifmicas dentro de los tejidos reproductivos en algunos asteroideos y moluscos
(Lucas et al., 1979; Pawlik et al.,, 1988; McClintck & Vernon, 1990; Avila &
Paul,1977), incluso en iarvas de ascidias (Young & Bingham, 1987). Por ejemplo,
la larva del tunicado Ecteinascidia turbinata se ha caracterizado por tener aigunas
propiedades quimicas y coloracion aposematica (Young & Bingham, 1987). Esas
defensas pueden reducir la depredacién en los gametos después de que han sido
depositados en la columna de agua. Coll (1992) registré cambios estacionales en
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la produccién de sustancias en corales blandos retlacionados con la reproduccion,
ya que los huevos en algunas especies estan dotados con sustancias especificas,
que aparecen sblo durante la época reproductiva.

Martin y Padilla (1973), mencionan que algunos organismos como el cangrejo
Tachypleus tridentatus es mas toxico en épocas reproductivas, pero también
mencionan factores como fuente de alimento o estacionalidad del suplemento
alimenticio como significativos en la produccidon de biotoxinas. La estacionalidad
de la bioactividad en los organismos benténicos también puede estar relacionado
con factores medioambientales (Thompson et al., 1987), o can a la presencia de
organismos microsimbiontes (Berquist & Wells, 1983). Se ha encontrado en
algunas aigas (Paul & Hay, 1986) y gorgonias (Harwell & Fenical, 1989), una
correlacidn entre bioactividad y algunos parametros bioldgicos.

48



8.

Conclusiones

Las diferentes especies de una misma familia tuvieron una relacién similar
entre el peso del extracto poiar frente al apolar. Sin embargo, esta relacién
fue diferente antre Ias distintas familias analizadas.

La bioactividad no tuvo relacion con la familia a la cual pertenecen las
especies.

L.os extractos de las ascidias Lissoclinum cauilergi y Polyandrocarpa tincta,
contienen compuestos quimicos altamente activos, incluso a pequefias
concentraciones.

La variacion anual de la bioactividad de las especies Clavelina fasciculata,
y Polyclinum laxum, parecen seguir un patrén de variacion estacional, con
valores maximos n primavera v verano (C. fascicuilata), y en primavera (F.
laxum).

La variacién en la bioactividad de la especie C. fasciculata parece guardar

relacion con el cicio de reproduccion sexual de ia misma.
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10. APENDICE

TA ICA N
A ATO A T T N.

ETAPA DE DESCUBRIMIENTO

Colecta
Identificacién taxondmica
Recolecta Screening primar
Fermentacion Purificacioén, aislamiento y seleccién de producto Screening
Acuacultura Estructura molecular Secundario
Sintesis Patente

ETAPA PRECLINICA
Estudios toxicolégicos/farmacocinéticos
Formulacién y estabilidad
Estudios bioldgicos avanzados (“ensayos in vivo”)

ETAPA CLINICA

Fase |
Evaluacion de la toxicidad
Dosis maxima y minima tolerable
Farmacocinética

Fase I
Eficacia/Seguridad TESIS C
Indicacién terapéutica seleccionada FALLA DE O%[I\é; BN

Fase il
Coeficiente terapéutico
Relacion entre la dosis aun efectiva y la toxicidad de la droga
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