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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la actividad antiproliferativa y genotóxica de una fracción con actividad citotóxica 
obtenida de la esponja marina del Caribe colombiano Topsentia ophiraphidites (Fracción T4). Materiales 
y métodos. La fracción T4 de la esponja marina Topsentia ophiraphidites fue obtenida en el laboratorio 
de Productos Naturales Marinos de la Universidad de Antioquia. La actividad antiproliferativa se evaluó 
mediante ensayos de eficiencia de clonación, función de acumulación y cinética proliferativa por 
intercambio de cromátidas hermanas (ICH); la actividad genotóxica se evaluó mediante electroforesis 
en gel de células individuales (Ensayo cometa) e intercambio de cromátidas hermanas (ICH). Todas 
las pruebas fueron realizadas sobre las líneas celulares Jurkat y CHO. Resultados. La fracción T4 
afectó el ciclo celular de las células CHO y mostró daño genotóxica crónico en las células Jurkat. 
Conclusiones. Se recomienda la evaluación de la fracción T4 en otras líneas celulares derivadas de 
tumor con el fin de determinar un posible efecto diferencial, además de evaluar otras actividades de 
tipo antimicrobiano, antimalárico, entre otros.

Palabras clave: Citotoxicidad, esponja, genotoxicidad, peces marinos (Fuente: CAB).

ABSTRACT

Objective. To evaluate the antiproliferative and genotoxic activity of a fraction (T4 fraction)  of the 
Colombian Caribbean marine sponge Topsentia ophiraphidites, with cytotoxic activity. Materials and 
methods. T4 fraction from the marine sponge Topsentia ophiraphidites was provided by the group of 
marine natural products from Universidad de Antioquia. The antiproliferative activity was evaluated by 
cloning efficiency tests, accumulation function, and proliferative kinetics by sister chromatid exchange 
(SCE), genotoxic activity was evaluated by SCE and gel electrophoresis of individual cells (Comet 
assay). All tests were performed on Jurkat and CHO cell lines. Results. The T4 fraction affected the 
cell cycle of CHO cells and presented chronic genotoxic damage in Jurkat cells. Conclusions. It is 
recommended to evaluate the T4 fraction in other derived tumor cell lines, in order to observe a 
possible differential effect, and to evaluate antimicrobial and antimalarial activities among others.

Key words: Cytotoxicity, genotoxicity, marine fisheries, sponge (Source: CAB).
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INTRODUCCIÓN

Una de las principales causas de muerte en países 
en desarrollo es el cáncer, enfermedad que consiste 
en un crecimiento sin control de las células. 
Los medicamentos usados para el tratamiento 
de la enfermedad han mostrado baja eficacia, 
especificidad limitada, daños en células y tejidos 
no cancerosos y generan resistencia a tratamientos 
como la quimioterapia (1). 

En las últimas décadas, se ha incrementado la 
búsqueda de nuevas sustancias de origen natural 
con potencial antitumoral como alternativas 
de tratamiento. Debido a su gran diversidad 
biológica y química, los océanos constituyen una 
fuente inmensa para la búsqueda de fármacos 
antitumorales y las esponjas marinas son los 
organismos de estudio más promisorios ya que 
gracias a su naturaleza sésil y mecanismo de 
protección a predadores, producen metabolitos 
secundarios con gran potencial antitumoral (2-5).

A partir de las esponjas marinas se ha logrado 
obtener una gran cantidad de sustancias 
con potencial antitumoral (6). El análogo ara 
– C sintetizado a partir de los nucleósidos 
espongotimidina y espongouridina extraídos de 
las esponja Cryptotethia cripta es quizás uno de 
los compuestos más usados en el tratamiento de 
la leucemia mieloide aguda y su análogo fluorado 
Gemcitabina, es una importante herramienta 
terapéutica en el tratamiento del cáncer pancreático 
y de pulmón (7). Otras sustancias que han 
mostrado actividad antitumoral se encuentran en 
etapa preclínica avanzada, como las topsentinas 
(aislada de Topsentia genitrix, Spongosorites 
sp. y Hexadella sp.), la debromohymenialdisina 
(aislada de Plakellia flabellata, Hymeniacidon 
aldis y Stylotella aurantia), la halichondrina B 
(aislada de Halichondria okadai), la jasplakilonida 
(aislada de Jaspis sp. o Dorypleres splendens), el 
discodermolido (aislado de Discodermia dissoluta) 
y el mycaperóxido B (aislado de Mycale sp.). 
Otros compuestos también aislados de esponjas 
marinas, como la isohomohalichondrina B, las 
espongistatinas y la lamellarina N, así como, 
un alcaloide citotóxico aislado de Biemna sp. y 
las bastadinas (aisladas de Ianthella sp.) han 
mostrado actividad in vitro contra líneas de células 
tumorales (8).

Por lo anterior, con el fin de contribuir con el 
conocimiento de la actividad biológica de las 
esponjas marinas colombianas, en este trabajo se 
evaluó el potencial antiproliferativo y genotóxico 
in vitro en las líneas celulares establecidas CHO y 
Jurkat de la fracción citotóxica T4 obtenida de la 
esponja marina Topsentia ophiraphidites colectada 
en el Golfo de Urabá (Caribe colombiano). 

MATERIALES Y MÉTODOS

Sitio de estudio y muestra. La muestra de la 
esponja Topsentia ophiraphidites fue recolectada 
mediante buceo autónomo en el Golfo de Urabá 
(Colombia) a una profundidad de 15-21 metros 
en 2002; luego se limpiaron cuidadosamente y 
posteriormente se conservaron a una temperatura 
de 4ºC y protegidas de la luz. Una parte de la 
muestra se encuentra en el Laboratorio de 
Productos Naturales de la Universidad de 
Antioquia.

Preparación de extractos y tratamientos 
celulares. La muestra de esponja fue cortada en 
pequeños pedazos y secada a una temperatura 
inferior a 40ºC. La muestra seca se sometió 
a extracción inicialmente con diclorometano y 
posteriormente con etanol. Cada extracto fue 
filtrado y concentrado hasta sequedad a una 
temperatura no mayor de 40ºC, utilizando 
agitación constante y presión reducida. Los 
extractos secos obtenidos se conservaron 
refrigerados, protegidos de la luz, del aire, del 
calor y de la humedad. 

El extracto etanólico de la esponja se sometió a 
fraccionamiento por cromatografía en columna 
instantánea en la cual la fase estacionaria fue 
sílica gel C18 y como fase móvil se utilizaron 
500 ml de la siguiente serie elutrópica: agua, 
agua/metanol (1:1), agua/metanol (1:3), 
metanol, metanol/diclorometano (3:1), metanol/
diclorometano (1:1) y diclorometano. Cada 
fracción se concentró hasta sequedad a una 
temperatura no mayor de 40ºC, utilizando 
agitación constante y presión reducida. Las 
fracciones se nombraron en el mismo orden en 
que se hizo la elución con cada solvente, así: T1, 
T2, T3, T4, T5, T6 y T7. Las fracciones fueron 
diluídas en dimetilsulfóxido (DMSO) de donde se 
obtuvo una solución stock inicial de 40 mg/ml, 
de la cual se realizaron diluciones seriadas en 
medio simple (RPMI 1640, Gibco), con las que 
se trataron las dos líneas celulares durante 20 
horas (equivalentes a un ciclo celular). De todas 
las fracciones, la T4 fue la fracción que mostró 
mayor efecto citotóxico (9) por esa razón se 
requiere evaluar su potencial antiproliferativo y 
genotóxico.

Líneas celulares. Para la realización de las 
pruebas antiproliferativas y genotóxicas (ensayo 
cometa e intercambio de cromátides hermanas) 
se empleó la línea celular CHO–K1 (ATCC CCL-
61) la cual es un subclón de la línea parental 
CHO derivada de ovario de hámster chino, 
crece adherida al sustrato y la línea celular 
Jurkat  (ATCC TIB-152) de origen leucemoide, 
establecida de células de sangre periférica de un 
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niño de catorce años con leucemia aguda, crece 
en suspensión, adopta morfología de linfoblasto 
y forma racimo (10,11).

Las líneas celulares fueron mantenidas en medio 
RPMI 1640 suplementado con 5% (v/v) de suero 
bovino fetal (SBF), en atmósfera húmeda con 
CO2 al 5% (v/v) (Jurkat) e incubadas a 37°C 
(condiciones estándar). Todos los experimentos 
se realizaron con la viabilidad igual o superior al 
95% y con los cultivos en fase exponencial de 
crecimiento.

Evaluación del efecto antiproliferativo. Para 
evaluar el efecto antiproliferativo de la fracción 
T4 se realizaron las pruebas de eficiencia de 
clonación, función de acumulación y cinética 
proliferativa por intercambio de cromátidas 
hermanas (ICH) y se tomaron concentraciones 
iguales o menores que la IC50 encontrada con 
las pruebas citotóxicas (9) con el fin de obtener 
una población celular mayor del 50% que fuese 
posible evaluar.

Eficiencia de clonación en células CHO. 
La prueba consiste en tratar las células con la 
concentración de la sustancia a evaluar, durante un 
tiempo equivalente a un ciclo celular, luego éstas 
se cuentan y se diluyen para sembrarlas de nuevo 
a baja densidad (200 a 400 células/plato multipozo 
de 6 pozos). Después de 15 días de incubación en 
condiciones de cultivo estándar, se evalúa el efecto 
de antiproliferación por conteo del número de 
colonias de cada cultivo tratado respecto al control 
negativo (células sin tratar)(12).

El protocolo empleado para la eficiencia de 
clonación en células CHO fue basado en el 
reportado por Fresney (12) con modificaciones. 
Cultivos de células CHO en fase exponencial de 
crecimiento y subconfluentes fueron tratados 
con las diferentes concentraciones (58µg/ml 
ó IC50, 52 µg/ml, 29 µg/ml) de la fracción T4, 
desprendidas con tripsina (1X, Gibco), luego 
contadas y su viabilidad evaluada con azul 
de tripano al 0.4% (v/v). Las células fueron 
sembradas en una dilución de 200 células/
pozo en platos de 6 pozos en 2.5 ml de medio 
RPMI 1640 suplementado con 5% (v/v) de SBF 
e incubadas a 37°C durante 15 días. Después 
de este tiempo, se contabilizaron las colonias, 
se colorearon con cristal violeta (Sigma) al 4% 
(p/v) y luego se calculó la Eficiencia de Clonación 
Absoluta (ECA) y la Eficiencia de Clonación 
Relativa (ECR) con las ecuaciones 1 y 2 (12). 
 						    

(1)

(2)

Eficiencia de clonación en células Jurkat. El 
protocolo empleado para la eficiencia de clonación 
en células Jurkat fue basado en el reportado por 
Fresney (12) con modificaciones. Las células 
Jurkat de un cultivo subconfluente tratado con 
las concentraciones (33 µg/ml o IC50, 30 µg/ml 
y 17 µg/ml) de la fracción T4, fueron contadas y 
se determinó su viabilidad con azul de tripano al 
0.4% (v/v). Luego las células se sembraron en 
una dilución de 300 células/pozo en platos de 6 
pozos que contenían una primera capa de medio 
RPMI-1640 suplementado con 10% (v/v) de SBF 
y agar – agar al 0.6% (p/v) (medio semisólido), 
de manera que  las células fueron adicionadas en 
una segunda capa de medio de cultivo RPMI-1640 
suplementado con SBF al 10% (p/v) y con agar 
– agar al 0.3% (p/v), (medio semisólido). Las 
células se incubaron a 37°C en atmósfera de CO2 
al 5% (v/v) durante 15 días, después de lo cual 
se contaron las colonias formadas. Los cálculos 
de la ECA y ECR se realizaron de acuerdo con las 
ecuaciones 1 y 2 respectivamente.

Los controles utilizados para esta prueba, en 
ambas líneas celulares fueron el control del 
solvente (DMSO [0.03% (p/v)]) y un control 
negativo (células sin tratar).

Función de acumulación. La función de 
acumulación se obtiene después de tratar un 
cultivo celular con una sustancia a evaluar 
por un tiempo equivalente a un ciclo celular y 
posteriormente bloquearlo con un antimitótico 
durante otro período, equivalente a otro ciclo 
celular. Finalmente, se realiza una curva con los 
datos obtenidos, y el período en el cual se llega a 
la fase estacionaria de la curva, permite calcular 
el tiempo de generación (Tiempo en el cual se 
demora una célula en realizar el ciclo celular) y 
determinar de acuerdo al comportamiento de 
la pendiente, que tan largo o corto es el ciclo 
celular respecto al control no tratado con las 
fracciones. Esta información permite inferir el 
potencial efecto inhibitorio o acelerador de una 
sustancia que se quiera evaluar (13).

Se usó el protocolo propuesto por Puck y Steffen 
(13) con algunas modificaciones. Cultivos en cre-
cimiento exponencial y subconfluentes de ambas 
líneas celulares, fueron tratados con la fracción T4 a 
las concentraciones de 29 µg/ml y 17 µg/ml para las 
células CHO y Jurkat respectivamente, equivalentes 
a la mitad de las IC50 encontradas con la prueba cito-
tóxica de MTT (9). Posteriormente, se adicionó el 
antimitótico Colcemid (0.1% (p/v), G&M), se 
cosecharon y se obtuvieron extendidos cromo-
sómicos por la técnica citogénetica convencional 
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(14), cada dos horas durante 14 horas para 
células CHO y cada dos horas durante 18 horas 
para células Jurkat, tiempos equivalentes al ciclo 
celular de cada una de ellas. Se realizó un control 
negativo (células sin tratamiento) y un control 
del solvente (DMSO [0.03% (p/v)]). En cada 
tratamiento se determinó el índice mitótico (IM) 
en 1000 células contadas (Ecuación 3).
 						    

(3)

Cinética proliferativa mediante ICH. La 
técnica consiste en cambiar la estructura química 
de un cromosoma incorporando un análogo de 
la timidina, denominado 5-bromo-2-deoxiuridina 
(BrdU), durante dos ciclos celulares, lo cual 
puede ser visualizado con tinción diferencial 
Giemsa. En un primer ciclo de incorporación del 
BrdU, se logrará la sustitución de la timidina 
en las cromátidas hermanas, en el siguiente 
ciclo de duplicación, se tendrá una cromátida 
monosustituida (de coloración oscura) mientras 
que la otra será bisustituida (de coloración 
pálida), lográndo una diferenciación química 
de las dos cromátidas. La coloración diferencial 
permite visualizar los intercambios ocurridos 
entre las cromátidas hermanas (15).

Teniendo en cuenta que la prueba de cinética 
proliferativa por ICH es de tratamiento largo (dos a 
tres ciclos celulares), mientras que la de eficiencia 
de clonación es de un único ciclo, se pretendía 
evaluar el efecto sobre el ciclo celular dependiente 
de la dosis de la fracción, para determinar su efecto 
a medianas y bajas concentraciones comparadas 
con la IC50. En el experimento, las células fueron 
sembradas y después de 36 horas, se adicionó 
BrdU (1mg/ml, Sigma), luego de un ciclo de 
replicación (36 ó 60 horas para CHO y Jurkat, 
respectivamente), las células fueron tratadas con 
concentraciones de 33 µg/ml (IC50), 17 µg/ml, 8 
µg/ml (células Jurkat) y 58 µg/ml (IC50), 29 µg/ml, 
17 µg/ml (Células CHO) durante un ciclo adicional 
de replicación. Una hora antes de la obtención de 
las preparaciones cromosómicas, las células fueron 
tratadas con Colcemid (10µg/ml). Se realizaron 
los controles negativo (células sin tratamiento), 
control del solvente (DMSO al 0.03% (p/v)). Las 
preparaciones cromosómicas fueron coloreadas 
diferencialmente, según el protocolo descrito por 
Salah et al (16). Se evaluaron 60 metafases y 
se clasificaron en mitosis de medio ciclo (A), un 
ciclo (B), ciclo y medio (C), dos ciclos (D), tres 
ciclos (E) y mayores de tres ciclos (F) luego se 
calculó el número promedio de células y se estimó 
el tiempo de generación por cada tratamiento 
(Ecuaciones 4 y 5).

(4)

(5)

Efecto genotóxico por ICH. Se evaluó el 
efecto genotóxico crónico contabilizando los 
intercambios entre cromátidas hermanas (ICHs) 
observados en un promedio de 30 metafases de 
segundo ciclo (16).

Efecto genotóxico por ensayo cometa. El 
ensayo cometa es una técnica empleada para 
visualizar el daño en el DNA a nivel de células 
individuales luego de exposición aguda a un 
agente genotóxico. Para ello, un pequeño número 
de células son superpuestas entre dos capas 
de agarosa sobre un portaobjetos, son lisadas 
para remover proteínas y lípidos, llevadas a 
electroforesis y finalmente teñidas con un 
colorante fluorescente, para visualizar el daño 
en un microscopio de fluorescencia (17).

En este estudio se tomaron 100.000 células 
de las líneas celulares Jurkat y CHO en un 
volumen final de 250 µl de medio RPMI 1640 y 
se trataron con las diferentes concentraciones 
(58 µg/ml, 29 µg/ml y 17 µg/ml para las células 
CHO; 33 µg/ml, 17 µg/ml y 8µg/ml para las 
células jurkat) de la fracción T4 durante 6 horas 
con el fin de evaluar el daño agudo sobre el 
DNA por exposiciones cortas. Se realizaron los 
controles negativo, positivo (H2O2 25 µM) y 
del solvente (DMSO [0.03% (p/v)]). Después 
del tratamiento, las suspensiones celulares se 
centrifugaron a 2400 rpm durante 10 min, se 
retiró el sobrenadante, se mezclaron las células 
con agarosa de bajo punto de fusión preparada 
previamente a una concentración de 0.05%, se 
depositaron sobre un portaobjetos previamente 
cubierto con agarosa de punto de fusión normal 
a una concentración de 1% (p/v), se cubrieron 
con cubreobjetos y se incubaron a 4°C durante 
10 minutos para solidificar la agarosa de bajo 
punto de fusión. Se retiraron los cubreobjetos y 
las placas se sumergieron en un tampón de lisis 
durante una noche. A continuación, las placas 
se pusieron durante 20 minutos en una cámara 
de electroforesis con tampón de corrido (NaOH 
10N, EDTA 200 mM) y luego se corrieron a 300 
mA durante 30 minutos a pH 13. Posteriormente, 
los portaobjetos se deshidrataron con metanol, 
se tiñeron con Bromuro de etidio (0.02 mg/ml, 
Sigma) para su observación en una magnificación 
de 40X en un microscopio de fluorescencia (Nikon, 
eclipse 80i). Una vez obtenidas las imágenes, la 
forma del cometa, muestra la ubicación de los 
fragmentos de tamaño mayor, respecto a los 
fragmentos menor tamaño, los cuales se pueden 
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clasificar en 5 niveles: El nivel 1, representa una 
célula sin daño y el nivel 5, el máximo daño. 
Con ayuda del programa Comet Score se midió 
el tamaño de la cola de los cometas formados 
en 60 células por tratamiento, se seleccionó el 
tamaño de la cola ya que en este caso el daño 
observado en el DNA era mínimo caso en el que 
este parámetro es  recomendado (18,19).

Análisis estadístico. En cada experimento 
de eficiencia de clonación se realizaron tres 
réplicas por tratamiento y cada experimento se 
realizó por duplicado. El análisis estadístico se 
basó en la comparación de los promedios de las 
colonias contadas en los tratamientos y el control 
negativo, obteniendo la ECA y ECR mediante las 
ecuaciones 1 y 2.

La función de acumulación se analizó por 
regresión lineal para cada tratamiento y los 
controles negativos de cada línea celular. El 
eje Y es el log [1+IM] versus el tiempo de 
exposición de las células al antimitótico (13), lo 
cual permite linearizar la curva y comparar las 
pendientes del control negativo y de cada una 
de las concentraciones evaluadas.

En la cinética proliferativa por ICH se obtuvieron 
los tiempos de generación de controles y 
tratamientos mediante las ecuaciones 4 y 5. 
Por otro lado, el efecto genotóxico por ICH y 
ensayo cometa se analizó mediante un ANOVA 
de una vía.

RESULTADOS

Evaluación de efecto antiproliferativo 
por eficiencia de clonación. En la figura 1, 
se muestran los resultados de eficiencia de 
clonación obtenidos para la fracción T4 en las 
células CHO (A) y Jurkat (B). Con esta prueba 
se evaluaron tres concentraciones, la IC50 hallada 
con las pruebas citotóxicas (7) y dos inferiores 
a la IC50 en cada una de las líneas celulares: 
58 µg/ml (IC50), 52 µg/ml y 29 µg/ml para las 
células CHO; y para las células Jurkat 33 µg/ml 
(IC50), 30 µg/ml y 17 µg/ml. Las células CHO 
mostraron un efecto antiproliferativo dependiente 
de la dosis.

Evaluación del efecto antiproliferativo 
por función de acumulación. En la figura 2 
se muestran las curvas obtenidas mediante la 
técnica de función de acumulación, con esta 
prueba se evaluó una concentración igual a la 
mitad de la IC50 en cada línea celular (29 µg/
ml para las células CHO, y 17 µg/ml para las 
células Jurkat). 

Figura 1.	Eficiencia de Clonación Absoluta (ECA) y 
Relativa (ECR) observada en células CHO (A) 
y células Jurkat (B) luego de la exposición 
durante un ciclo celular a las diferentes 
concentraciones de la fracción T4. Control 
negativo células sin tratar [0 µg/ml].

Figura 2.	Curvas de acumulación en células CHO (A) y 
células Jurkat (B) tratadas durante un ciclo 
celular con la fracción T4. Control negativo 
células sin tratar [0 µg/ml].

Cinética proliferativa por ICH. En la figura 3 
se muestran los tiempos de generación obtenidos 
para cada una de las líneas celulares mediante 
la prueba de ICH. El tiempo de generación 
estimado para las células Jurkat con las tres 
concentraciones evaluadas (8, 17 y 33 µg/ml) 
fue aproximadamente de 33 horas al igual que 
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el hallado para el control negativo, al contrario 
las células CHO mostraron valores de tiempo 
de generación diferentes al del control negativo 
evidenciándose un retraso prominente en la 
concentración de 17µg/ml.

Evaluación genotóxica por ICH. En la figura 4, 
se muestran los resultados obtenidos mediante 
la prueba de ICH, luego de exponer las células 
CHO y Jurkat a las diferentes concentraciones 
de la fracción T4.
 

Evaluación genotóxica por ensayo cometa. 
En la figura 5 se muestran los resultados 
obtenidos mediante el ensayo cometa. 

Figura 3.	Tiempos de generación estimados mediante 
ICH obtenidos de células CHO tratadas 36 
horas (A) y Jurkat tratadas 60 horas (B) con 
diferentes concentraciones de la fracción T4. 
Control negativo, células sin tratar [0µg/ml].

Figura 4. 	ICHs promedios obtenidos de células CHO 
tratadas 36 horas (A) y Jurkat tratadas 60 horas 
(B) con diferentes concentraciones de la fracción 
T4. Control negativo, células sin tratar [0µg/
ml]. ND: No determinado, todas las metafases 
observadas estaban en primer ciclo.

Figura 5.	Longitudes promedio del cometa, en células 
tratadas 6 horas con diferentes concentraciones 
de la fracción T4. Células CHO (A) y Jurkat (B). 
Control negativo, células sin tratar [0 µg/ml].

Puede observarse que fue mínimo el daño 
genotóxico de tipo agudo, debido a la similitud 
en los promedios de la longitud del cometa de 
las concentraciones evaluadas con las de los 
controles negativos (células sin tratar [0 µg/ml]).

DISCUSIÓN

La primera evaluación in vitro para encontrar 
posibles sustancias antitumorales descrita por 
el Instituto Nacional de Cáncer de los Estados 
Unidos (NCI) utiliza un panel de líneas celulares 
derivadas de diferentes tumores, en las cuales 
se realizan pruebas de citotoxicidad usando 
un rango de concentraciones de las sustancias 
candidatas para determinar el grado relativo 
de inhibición del crecimiento o citotoxicidad en 
cada línea celular (20). Estas líneas celulares 
son conocidas como las líneas NCI – 60 y están 
conformadas por células provenientes de ocho 
melanomas, seis leucemias, ocho cánceres de 
mama, dos de próstata, nueve de pulmón, siete 
de cólon, seis de ovarios, ocho de riñón y seis 
de cáncer del sistema nervioso central. Con los 
resultados de las pruebas de citotoxicidad se 
halla la concentración inhibitoria media (IC50) 
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como la requerida para inhibir el crecimiento 
celular (21).
 
Estudios preliminares de los extractos de la 
esponja marina Topsentia ophiraphidites fueron 
evaluados mediante el ensayo colorimétrico de la 
Sulforhodamina B (22) y mostraron efecto in vitro 
de los extractos y fracciones sobre la viabilidad 
de líneas celulares tumorales de carcinoma de 
pulmón A 549, carcinoma de cólon HT29 y cáncer 
de mama, MDA-MB-231 (23). Por esa razón, 
la fracción T4 de la esponja marina Topsentia 
ophiraphidites fue evaluada con las pruebas de 
MTT y azul de tripano en otras líneas celulares 
de mamífero como CHO y Jurkat, en las cuales 
se encontró bioactividad (9).

Algunos reportes, muestran que las esponjas 
del género Topsentia producen varios tipos 
de compuestos, como esteroles, esteroides 
sulfatados, derivados de ácidos grasos 
(oxilipinas) y alcaloides especialmente tipo 
indol (24,25). La esponja T. genitrix posee 
alcaloides tipo indólico, los cuales han mostrado 
actividad ictiotóxica, antitumoral, antiviral, 
antiinflamatoria, antimitótica y antibacterial, 
entre otras (26,27).

Para evaluar el efecto antiproliferativo de la 
fracción T4 de Topsentia ophiraphidites, en este 
estudio, se realizaron las pruebas de eficiencia 
de clonación, cinética proliferativa por ICH y 
función de acumulación.  En la eficiencia de 
clonación, se evaluaron tres concentraciones, igual 
e inferiores a la IC50 obtenida con MTT en cada una 
de las líneas celulares (9). Las células CHO tratadas 
con 29 µg/ml, 52 µg/ml y 58 µg/ml (IC50) mostraron 
un efecto antiproliferativo dependiente de la dosis, 
es así como a una concentración de 17 µg/ml 
se obtuvo una ECR de 68.92% mientras que 
a una concentración de 58 µg/ml se obtuvo 
una ECR de 38.15%. Por otro lado, las células 
Jurkat tratadas con 17, 30 y 33 µg/ml (IC50), 
mostraron efecto similar al control negativo. 
Estos resultados muestran un efecto diferencial 
en ambas líneas celulares (Figura 1).

En la figura 2, la curva de acumulación 
correspondiente a la concentración equivalente 
a la mitad de la IC50 (29 µg/ml) para las células 
CHO, mostró un efecto distinto al del control 
negativo (Figura 2A), lo cual sugiere un retraso 
en el ciclo celular. Por otro lado, la curva de 
acumulación de las células Jurkat tratadas con 
17 µg/ml de la fracción T4 muestra pendiente 
similar al control negativo, demostrando que el 
ciclo celular no es retrasado (Figura 2B). Datos 
concordantes con la eficiencia de clonación. 

La prueba de ICH permitió estimar el tiempo de 
generación (TG) de 21.98 horas en las células 
CHO tratadas una concentración de 29µg/
mL, por el contrario, el tiempo de generación 
a una concentración de 17 µg/mL mostró un 
retraso en el ciclo celular de aproximadamente 
54 horas comparado con las 18.63 horas del 
control negativo. Este resultado aparentemente 
contradictorio muestra un efecto inverso de dosis 
y el efecto antiproliferativo encontrado, lo cual 
podría explicarse con la teoría química de las 
colisiones de las moléculas en solución, la cual 
podría facilitar la inactivación de las sustancias 
cuando se encuentran en gran cantidad, pero a 
la menor concentración puede afectar las células 
de manera más eficiente por estar diluida.

De otro lado, el t iempo de generación 
estimado para las células Jurkat con las 
concentraciones evaluadas (8, 17 y 58 µg/ml) 
es de aproximadamente 33 horas, similar al 
control negativo y no dependiente de la dosis 
evaluada. En estas células, el gen que codifica 
para la proteína p53 es mutado y aquellas células 
con mínimo daño en su DNA, no son detenidas 
en G2 (28). Por el contrario, las células CHO 
normales para el gen p53, pudieron haber sido 
detenidas en G2 para reparar el daño y luego 
continuar al siguiente ciclo. Lo anterior, podría 
explicar los resultados obtenidos con las pruebas 
de eficiencia de clonación, ICH y función de 
acumulación, ya que a pesar de haber sufrido 
daños en su DNA, las células Jurkat continuaron 
proliferando. 

Es bien conocido que la radioterapia o 
quimioterapia usados como tratamiento del 
cáncer pueden inducir daños como quiebres de 
doble cadena en el DNA (29). Dependiendo del 
tipo de célula y la fase del ciclo celular, hay dos 
estrategias de reparación, una de ellas es la unión 
con un extremo no homólogo (NHEJ) y la otra es 
la recombinación homóloga (HR). Para reparar el 
daño producido durante la fase S, la HR necesita 
de una cadena homóloga como plantilla sin 
causar pérdidas en la información genética (30). 
La prueba del ICH evalúa las HR que reparan el 
DNA de quiebres de doble cadena (16) evaluando 
daños genotóxicos de tipo crónico.

El análisis estadístico para la prueba de ICH, 
(ANOVA, valor p<0.05) en las células CHO y 
Jurkat demostró que las medias de todos los 
tratamientos incluida la del control negativo 
diferían entre sí en ambas líneas celulares, a 
pesar de que para las células CHO los promedios 
de ICH obtenidos son similares a los del control 
negativo,  el promedio de ICHs de las células 
Jurkat es dos veces mayor que su control 
negativo. De lo anterior, podría deducirse que 
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el efecto genotóxico crónico es diferencial entre 
las líneas evaluadas. Aun así, estos resultados, 
concuerdan con lo planteado sobre las células 
normales (CHO), las cuales posiblemente fueron 
detenidas en G2 con el fin de reparar su DNA, lo 
cual puede corroborarse en la baja concentración 
(17 µg/ml) donde hubo un retraso en el ciclo 
celular y no se pudieron visualizar metafases de 
segundo ciclo.

El ensayo cometa permite detectar daño 
genotóxico agudo a nivel de células individuales 
(31), bajo condiciones alcalinas (pH>13) y puede 
medir la magnitud de los quiebres de cadena 
sencilla y dobles en el DNA (32). El análisis 
estadístico de los resultados obtenidos con el 
ensayo cometa en las células CHO y Jurkat 
muestra que las concentraciones evaluadas de 
la fracción T4 no generan quiebres en el DNA 
en comparación con el control negativo. En 
ambos casos, el ANOVA de una vía (p>0.05) 
demostró que todas las medias de los diferentes 
tratamientos y el control negativo no variaban 
entre sí, lo cual implica que la fracción T4 
no generó daño genotóxico agudo sobre las 
líneas celulares evaluadas. Estos resultados, 
concuerdan con los resultados diferenciales en la 

prueba de ICH para las células CHO y Jurkat, a 
pesar de que estas muestran un leve incremento 
en el número promedio de ICHs comparada con 
la línea normal CHO.

En conclusión la fracción citotóxica T4 
perteneciente a la esponja marina del Caribe 
colombiano Topsentia ophiraphidites mostró 
efecto antiproliferativo diferencial sobre la línea 
celular normal CHO, pero no en la línea derivada 
de tumor Jurkat. De la misma forma no mostró 
efecto genotóxico de tipo crónico en las céluas 
CHO, pero sí un leve efecto en las células Jurkat. 
Sin embargo, es recomendable evaluarla en otras 
líneas celulares con el fin de observar un posible 
efecto diferencial entre ellas y también evaluar 
otras actividades antimicrobianas, antimalaricas, 
entre otras.
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