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RESUMEN

Introduccién: las infecciones causadas por protozoos del género Leishmania constituyen un problema de salud mundial con una
alta prevalencia en paises subdesarrollados. En la actualidad no existe una vacuna contra esta enfermedad y el tratamiento
utilizado es deficiente, por lo que la bisqueda de medicamentos mas efectivos y seguros constituye una urgente necesidad.
Objetivo: evaluar la actividad antileishmanial in vitro de 6 extractos acuosos e hidroalcoholicos de organismos marinos.
Métodos: se determiné la actividad frente a promastigotes y amastigotes de Leishmania amazonensis, asi como su toxicidad
frente a macrofagos peritoneales de ratones BALB/c. Resultados: en el ensayo de promastigotes los extractos de Bryothamnion
triquetrum, Bunodosoma granulifera, Halimeda opuntia, y Physalia physalis mostraron una inhibicion del crecimiento a
concentraciones menores de 100 pg/mL; mientras que frente a amastigotes, estos 2 ultimos extractos fueron los mas activos y
menos toxicos con un indice de selectividad de 6 y 8, respectivamente. Conclusiones: teniendo en cuenta estos resultados se
considerd que los extractos de H. opuntia y P. physalis mostraron una promisoria actividad, por lo que se sugiere continuar los

estudios de su actividad in vivo.
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La leishmaniosis es una de las 6 enfermeda-
des tropicales mas severas segun la Organizacion
Mundial de la Salud, que afecta 12 millones de
personas en 88 paises alrededor del mundo.' Su
control se basa principalmente en la quimioterapia,
aunque estos farmacos causan numerosos efec-
tos toxicos y tienen una efectividad variable segun
la fase de la enfermedad. En los ultimos afios se
ha presentado resistencia a estos medicamentos,
por lo que es de vital importancia el descubrimien-
to y desarrollo de productos antileishmaniales nue-
vos, seguros y efectivos.?

La biodiversidad de los mares se comenzo a
valorar a principios del siglo xx y se estima que el
numero de especies que lo componen oscila entre
1,5 y 4,5 millones, muchas de ellas ain no descri-
tas, lo que sustenta sus grandes potencialidades
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como fuente de metabolitos activos.** En la litera-
tura existen numerosos reportes de compuestos y
organismos de origen marino con actividad
antiprotozoaria tanto in vitro como in vivo.>’” En
este sentido, se evaluaron 6 extractos provenien-
tes de organismos marinos frente a Leishmania
amazonensis.

Parasitos: se utilizo la cepa MHOM/77/
/LTB0016 de L. amazonensis, donada por el
Departamento de Inmunologia de la Fundacion
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.
Los parasitos se mantuvieron en medio Schneider
(SIGMA, St. Louis, MO, EUA), suplementado con
antibioticos (penicilina sédica 200 UI, estrep-
tomicina 200 pg/mL)y 10 % de suero fetal bovino
(SIGMA, St. Louis, MO, EUA) inactivado con
calor (56 °C, 30 min).
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Organismos: los organismos utilizados se di-
vidieron en 2 grupos, algas e invertebrados mari-
nos, segun correspondian. En la tabla 1 se muestran
las especies utilizadas, nombre de la familia, tipo
de extracto, lugar de colecta y nimero de espéci-
men. Los invertebrados Bunodosoma granulifera
y Aplysia dactylomela fueron colectados en pla-
ya Baracoa, Bauta, Artemisa.

Preparacion de los extractos: se utilizd todo
el cuerpo del ejemplar. Los extractos se prepara-
ron por maceracion con agitacion ocasional du-
rante una semana y se us6 alcohol 80 %. Estos se
secaron, se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C.
Las algas Bryothamnion triquetrum, Ceramium
nitens y Halimeda opuntia se colectaron en los
Bajos de Santa Ana, mientras que los ejemplares
de Physalia physalis procedieron de la Playa
Jaimanitas, ambos lugares ubicados en el munici-
pio Playa. Para la preparacion de los extractos de
B. triquetrum, H. opuntia y P. physalis se utiliz6
todo el cuerpo de los ejemplares. Con los cuerpos
totales se realizd un proceso de autolisis con
agua destilada y regimenes intermitentes de
homogenizacion mecanica con Waring-Blender.
Posteriormente, los extractos se filtraron con
lana de vidrio y el filtrado se centrifugd a 3 200 g
y 4 °C durante 1 h. El extracto hidroalcoholico
de C. nitens se prepar6 utilizando la metodolo-
gia descrita para los anteriores, con la diferen-
cia del solvente empleado, que en este caso fue
etanol-agua destilada (1:1). Todos los sobrena-
dantes se liofilizaron y se conservaron a 4 °C has-
ta su utilizacion.

Farmaco de referencia: se empleo la penta-
midina (Richet, Buenos Aires, Argentina), la cual
es un medicamento convencional usado en el tra-
tamiento de la leishmaniosis, preparada a una con-
centracion de 10 mg/mL.

Actividad frente a promastigotes: los extrac-
tos se adicionaron a una concentracion final de
200 pg/mL a cultivos de promastigotes que se en-
contraban a razén de 10° parasitos/mL y se incu-
baron durante 72 h a 26 °C. Posteriormente, se
midio la actividad de la fosfatasa alcalina segun la
metodologia descrita por Bodley y otros;® los re-
sultados se expresaron como concentracion
inhibitoria media (CI, ). A los extractos que mos-
traron una CI,  menor que 100 pg/mL se les reali-
z6 el ensayo de citotoxicidad.

Citotoxicidad: para evaluar la toxicidad se
extrajeron macrofagos peritoneales de ratones
BALB/c mediante lavados con RPMI (SIGMA,
St. Louis, MO, USA) suplementado con antibioticos
(penicilina sodica 200 UL, estreptomicina 200 mg/mL)
y se trataron con los extractos a concentraciones
desde 12,5 2200 pg/mL durante 48 h. La actividad
se determino por un método colorimétrico usando
una solucion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-
-difeniltetrazolio (MTT, SIGMA, St, Louis, MO,
EUA),’ y se determino la CI 5, Finalmente, se cal-
culd el indice de selectividad (IS), y los extractos
que mostraron un IS mayor que 5 se evaluaron
frente a amastigotes de L. amazonensis.

Actividad frente a amastigotes: se extraje-
ron macrofagos peritoneales de ratones BALB/c,
como se describi6 previamente. Estas células se

Tabla 1. Especies de algas e invertebrados marinos utilizados en este estudio

Clasificacion Especie Familia Extracto Zona de Numero de
coleccion espécimen
Algas Bryothamnion triquetrum Rhodomelaceae Acuoso Bajo de Santa Ana, HANC 056
(S.G.Gmelin) M.A.Howe La Habana
Ceramium nitens (J. Agardh)  Ceramiaceae Hidroalcohdlico ~ Bajo de Santa Ana, HANC (Ido. 350,
Habana La 351)
Halimeda opuntia (L) Udoteaceae Acuoso Bajo de Santa Ana,
Lamouroux La Habana HANC 200
Invertebrados ~ Aplysia dactylomela (Rang) Aplysiidae Hidroalcoholico  Baracoa, Artemisa
marinos IDO 03.3.2.002
Bunodosoma granulifera Actiniidae Hidroalcoholico  Baracoa, Artemisa IDO 06.3.0737
(Lesueur)
Physalia physalis Physaliidae Acuoso Playa Jaimanitas, ANC 03.1.102
(Linnaeus) oeste de La Habana

HANC: Herbario del Acuario Nacional de Cuba, IDO: Instituto de Oceanologia, ANC: Acuario Nacional de Cuba.



infectaron con promastigotes estacionarios a ra-
z6n de 4 parasitos por macrofago!® durante 4 h 'y
se trataron con 10 pL de cada extracto a una con-
centracion inicial de 200 pg/mL. Después de 48 h
de incubacion a 37 °C 'y 5 % CO, se realizaron
conteos directos en cultivos teflidos por Giemsa y
se calculo la CI,.

Analisis estadistico: la CI, en todos los en-
sayos realizados se obtuvo directamente de una
curva de regresion lineal y fue el resultado de la
media de 3 réplicas realizadas por separado. Los
valores fueron comparados por Mann-Whitney
utilizando el programa STATISTICA para Windows,
Version 4.5, 1993.

De los extractos evaluados en promastigotes,
B. triquetum, H. opuntia, B. granulifera y P. phy-
salis mostraron inhibicion del crecimiento, con una
CI,,<100 pug/mL. De ellos, solo los extractos de
H. opuntia y P. physalis tuvieron una baja toxici-
dad con un IS>5 y una potente actividad frente a
amastigotes (tabla 2).

Existen numerosas algas que han mostrado
actividad leishmanicida, como son, Bostrychia
tenella,® Laurencia microcladia, Dictyota ca-
ribea, Turbinaria turbinata, Lobophora varie-
gata, Cladophora rupestres, Ulva intestinales,
Ulva lactuca, C. nitens y B. triquetrum, estas 2
ultimas evaluadas por nosotros, donde sus activi-
dades fueron similares a las encontradas en este
estudio.'"!?

Halimeda es un género de algas verdes seg-
mentadas y calcificadas, que habitan en arre-
cifes y lagunas tropicales. En la actualidad estan
reconocidas 33 especies de este género."

El extracto de H. opuntia mostr6 inhibi-
cion del crecimiento de promastigotes con una
CI, = 83,5 pg/mL, mientras que en amastigotes su

50
actividad fue estadisticamnte mayor (p< 0,05) con

Tabla 2. Actividad antileishmanial de extractos marinos
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una CI, = 70,7 pg/mL. En cuanto a la especifici-
dad de este extracto resultd ser mas selectivo para
el parasito con un [S= 6.

En la literatura no se encontraron estudios de
esta especie contra Leishmania, sin embargo, ha
sido probada contra bacterias' y otros protozoos
como Plasmodium falciparum.'> Sobre la com-
posicion quimica de esta alga se ha reportado la
presencia de lectinas, confiriéndole un alto poder
hemaglutinante.'®

P. physalis es el tinico miembro de la familia
Physaliidae. Es un organismo pelagico colonial
comunmente localizado en océanos abiertos de
regiones tropicales y subtropicales, aunque se pue-
den encontrar en aguas poco profundas y playas.
Su cuerpo esta formado por una vela gelatinosa de
15 a 30 cm de longitud y un cuerpo central con
numerosos tentaculos que pueden llegar a medir
50 m.17,18

Este extracto fue el que presentd una mayor
actividad antileishmanial, tanto en promastigo-
tes como en amastigotes (CI,= 52,2 pg/mL y
CI,,;=40,5 ug/mL respectivamente), y una menor
toxicidad conun IS= 8 (tabla 2). En Ia literatura no
se encontraron estudios de esta especie contra
Leishmania, ni contra ningiin microorganismo. Sin
embargo, otros invertebrados como esponjas,
ascidias, bryozoos y octocorales han sido proba-
dos contra diferentes bacterias y hongos, y la acti-
vidad mostrada por ellos ha sugerido continuar sus
estudios, para obtener sus metabolitos secunda-
rios."”

A pesar de que ninguno de estos extractos
mostré mayor actividad que la pentamidina
(CL= 1,3 pg/mL) hay que tener en cuenta que
estos son una mezcla compleja de varios componen-
tes donde el(los) principio(s) activo(s) podria(n)
estar en un bajo porcentaje, por lo que seria de

Producto CL+DE CL + DE Is® CL+DE
Promastigotes (pug/mL) Citotoxicidad (pg/mL) Amastigotes (pg/mL)

Bryothamnion triquetrum 78,6 £ 1,8 258,1 £ 2,6 3 -

Ceramium nitens >100 - -

Halimeda opuntia 83,5 + 2,1 526,4 + 8,2 6 70,7 + 0,6

Aplysia dactylomela >100 - - -

Bunodosoma granulifera 82,8 + 1,09 170,1 £ 10,8 2 -

Physalia physalis 52,2 £ 4,5 406,6 + 1,1 8 40,5 £ 3,2

Pentamidina 0,37 + 0,01 1,7 £ 1,7 9 1,3+0,1

2:CI

50

: concentracion del extracto que provoca 50 % de inhibicion; ®: IS: indice de selectividad= CI,, macrofagos/CI,, de promastigotes.
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gran importancia su fraccionamiento y la conse-
cuente purificacion de sus componentes activos.

Teniendo en cuenta estos resultados considera-
mos que los extractos de H. opuntia y P. physalis
mostraron una promisoria actividad antileishmanial,
por lo que se sugiere continuar los estudios de su
actividad in vivo.

Antileishmanial activity of six extracts from marine
organisms

ABSTRACT

Introduction: infections caused by protozoa of the genus
Leishmania are a global health problem with a high prevalence
in underdeveloped countries. There is no vaccine against this
disease at present and the treatment used is poor, so the search
for more effective and safe medicines is an urgent need.
Objective: to assess the in vitro antileishmanial activity of six
aqueous and hydroalcohol extracts from marine organisms.
Methods: the activity of six extracts against Leishmania
amazonensis promastigots and amastigots as well as their toxicity
against peritoneal macrophages in BALB/c mice. Results: in
the promastigot assay, the extracts from Bryothamnion
triquetrum, Bunodosoma granulifera, Halimeda opuntia and
Physalia physalis showed growth inhibition at concentrations
lower than 100 pg/mL whereas in amastigots, these last two
extracts were the most active and least toxic with a selectivity
index of 6 and 8 respectively. Conclusions: taking these results
into account, it was considered that the H. opuntia and P. physalis
extracts showed a promising activity, so it is suggested that
further studies on its in vivo activity be conducted.

Key words: Leishmania amazonensis, marine extracts,
Halimeda opuntia, Physalia physalis.
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