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INTRODUCCION

El mar es una de las fuentes de recursos naturales
mas ricas e inexploradas de la naturaleza. Dentro
de tales recursos se incluyen los organismos
invertebrados marinos como las esponjas, que
han demostrado contener una amplia diversidad
de sustancias con novedosas estructuras quimicas
y actividades biologicas interesantes'. Esto, las
ha convertido en objetivos para la busqueda y
desarrollo de nuevos compuestos bioactivos
capaces de ayudar en el tratamiento de multiples
enfermedades humanas.

Por su parte, la enzima dihidrofolato reductasa
(DHFR) esta implicada en la produccion del
tetrahidrofolato (THF), un cofactor importante
y esencial para la sintesis de timidina, una de las
bases pirimidinicas de la estructura del DNAZ
Por consiguiente, desde hace varios afios se ha
emprendido una busqueda de compuestos llamados
antifolatos, los cuales interfieren estas vias a través
de la inhibicion de la dihidrofolato reductasa,
para poder obtener y disefiar nuevas moléculas
con mejores caracteristicas, que los usados
actualmente en terapia como son por ejemplo los
agentes antibacterianos como el Trimetoprim®,
antimaldricos como Pirimetamina® y antitumorales
como Metotrexate®3 436789,

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos
al medir la actividad inhibitoria sobre la enzima
dihidrofolato reductasa de los extractos etandlicos

de seis esponjas marinas recolectadas en el Golfo
de Uraba, como una primera aproximacion en la
busqueda de sustancias inhibidoras de enzimas en

las esponjas marinas colombianas. Sadlud UILS
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de extractos

Las muestras de las esponjas marinas congeladas
se cortaron en trozos pequeflos, se secaron y se
sometieron a extraccion con etanol de la siguiente
manera: la muestra molida y pesada se extrajo
exhaustivamente con etanol, se filtr6 y el filtrado se
concentrd a sequedad bajo presion reducida y a 40
°C de temperatura. El residuo obtenido constituye
el extracto etanolico crudo. Los extractos obtenidos
se conservaron bajo refrigeracion, protegidos
de la luz, el aire, el calor y la humedad, hasta la
preparacion de las concentraciones de extracto
(inhibidor), requeridas por el ensayo con Ia
enzima*.

Procedimiento del ensayo de inhibicion

Se utilizo un espectrofotometro UV con termostato
cary 50 (VARIAN), la longitud de onda se fijo en
340 nm y a una temperatura de 22 °C, (programa
cinético de lectura cada 15 seg en un tiempo total
de 2.5 min). Se adicion6 la cantidad de buffer
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de ensayo para dihidrofolato reductasa (diluido 1X)
requerida en cada uno de los tubos. Se adicion6 luego
la enzima dihidrofolato reductasa (1.5x10 unidades)
a cada tubo y se homogenizé. Se adiciono la cantidad
requerida de inhibidor 6 extracto y se homogenizé (en
la determinacidn de la actividad la enzima, este paso fue
omitido). Se transfiri el contenido del tubo que va a ser
probado a una cubeta de cuarzo de 1 mL. Se agregaron
6 pL de la solucion de NADPH 10 mM (cofactor de
la reaccion), se cubrid la cubeta con Parafilm® y se
homogenizé. Se agregaron 5 pL de 4cido dihidrofélico
(concentraciones de 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mM) justo antes de
empezar la reaccion (sustrato de la reaccion). Se cubrid
la cubeta con Parafilm®, se mezcld por inversion y se
introdujo de inmediato al espectrofotometro. Se leyeron
las absorbancias a 340 nm cada 15 segundos en un
tiempo total de 2.5 minutos'® !,

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los ensayos de inhibicion enzimatica
realizados a los seis extractos etandlicos de las esponjas
marinas obtenidas del Golfo de Uraba y al inhibidor
patron Metotrexate®, se elaboraron graficas de
inhibicién enzimatica.

De acuerdo con la ecuacién de Lineweaver-Burk'?, se
obtuvieron los resultados de las constantes de inhibicion
(K)) en la Tabla 1. La actividad enzimatica de la
dihidrofolato reductasa presenté una K : 1.001 mM y
una V. :0.002 UA/min.

Dichos resultados mostraron que la K, del Metotrexate®
es considerablemente menor que la de todos los extractos
ensayados, con la excepcion de la K, obtenida para el
extracto de Xestospongia muta, la cual resultd con un
valor mas alto, indicando que no present6 inhibicion
sobre la enzima dihidrofolato reductasa.

El extracto etandlico de Amphimedon compressa
mostrd una alta inhibicion sobre la enzima dihidrofolato
reductasa en comparacion con todas las esponjas, siendo
este valor casi el doble de algunos datos obtenidos.
En orden del grado de inhibicién mayor a menor le
siguieron Aplysina archeri, Ircinia campana, Svenzea
zeae y Xestospongia proxima respectivamente.

Como se puede observar en los datos de velocidad, se
ve claramente que con los extractos de las esponjas
Aplysina archeri 'y Amphimedon compressa, no se did
una inhibicidon competitiva, debido a las variaciones en
la velocidad, mas no en el valor de K.. Debido a esto,
no pudieron ser comparadas contra el Metotrexate®,
sin embargo, los cuatro extractos restantes mostraron
a su vez, al no presentar cambios significativos en la
velocidad de reaccion, que el tipo de inhibicidon es
competitivo al igual que el Metotrexate®. La seguridad
de estos datos se confirmo con los valores obtenidos en
el coeficiente de relacidon, mostrando buena correlacion
entre las variables, siendo los valores de Xestospongia
muta los Unicos que ponen en duda los resultados de su
rendimiento.

Tabla 1. Resultados de los ensayos de inhibicion de los extractos y el Metotrexate® sobre la enzima dehidrofolato reductasa

Inhibidor V... UA/min K, mM Coeficiente de correlacién (r)
Xestospongia muta 0,0048 2,940 0,74
Xestospongia proxima 0,0020 1,964 0,97
Svenzea zeae 0,0023 1,960 0,98
Ircinia campana 0,0021 1,785 0,96
Aplysina archeri 0,0012 1,047 0,99
Amphimedon compressa 0,0019 1,001 0,97
Metotrexate® 0,0020 2,740 0,94

Tabla 2. Parametros cinéticos de la actividad enzimatica para la dihidrofolato reductasa

Parametro cinético Valor
V... UA/min 0,0020
K_ (mM) 1,001
Coeficiente de correlacion (1) 0,92
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CONCLUSIONES

De las seis esponjas analizadas, cinco de sus
extractos presentaron inhibicion mayor que el control
Metotrexate® sobre la enzima dihidrofolato reductasa,
lo que indica que estas esponjas son promisorias
para investigarlas mas a fondo, con el fin de aislar y
caracterizar las moléculas activas capaces de inhibir la
enzima dihidrofolato reductasa, pues pueden servir para
el desarrollo de nuevos medicamentos antitumorales.

Se recomienda evaluar otras especies de esponjas del
Golfo de Uraba, ya que en este estudio sélo se analizaron
seis especies, de las muchas existentes en la inexplorada
region del Caribe Colombiano.
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