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Resumen

Se prepararon extractos etandlicos mediante maceracion de gjemplares de Laurencia obtusa y Laurencia
corallopsisy se evalud su accion inhibidorain vitro sobre la cepa de Plasmodium fal ciparum susceptible
acloroquina F32/Tanzania, para determinar la presencia de actividad antimal arica en algas del genero
Laurencia en Cuba. En este género han sido identificados varios terpenoides con actividad antimalarica,
los cuales proceden de plantas col ectadas principalmente en las Filipinas y Brasil, sin embargo, este
género es uno de los mas complejos desde el punto de vista quimico a escala mundial. La concentracion
minimainhibitoria (CMI) contra P. falciparum de los extractos de Laurencia estuvo en € rango entre 44
y 162 pg/mL y en todos | os casos se observo unarel acion dosis-respuesta apropiada, determinandose
valores de las CI50 de los extractos de | as 2 especies entre 14,82 y 51,3 pg/mL, los cuales muestran
resultados comparables a numerosos estudios realizados con extractos de plantas terrestres con accion
antipaludica. La cloroquina presentd una CMI de 100 ng/mL in vitro, resultados no superados por las
preparaciones crudas. En las muestras de L. obtusa se acentud la respuesta a los ensayos paralos
terpenoides y/o esteroides y alos andlisis de compuestos lactonicos y/o coumarinas, pero también se
pudo detectar |a presencia de alcaloides, azUcares reductores, saponinasy flavonoides. Teniendo en
cuenta que varias moléculas pudieran contribuir a la actividad antiplasmodial del extracto total, se
realizaran estudios paralograr laidentificacion de las sustancias activas.
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| nvestigaciones recientes han demostrado gque |os organismos marinos pueden producir sustancias con
actividad contralos parasitos maléricos. Algunos compuestos aislados de esta fuente presentan una
actividad antimalaricain vivo comparable alade la cloroquinay superior aladelaartemisinaala
mismadosis.! Ladiversidad y naturaleza peculiar de |as estructuras quimicas con actividad

farmacol 6gica que se han identificado en los organismos marinos justifican la busqueda de nuevos
compuestos antimal &ricos en esta fuente natural, ademas de en las plantas terrestres.
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El género Laurencia (Rhodomeliaceae, Rhodophyta) es uno de los mas complejos desde € punto de
vista quimico, presentando terpenoides y acetogeninas de una variedad sorprendente. Estos productos
natural es pueden desempefiar funciones multiples de gran importancia ecol 6gica entre las cuales se
encuentran la defensa contra patégenos y otras actividades biol dgicas.2 Varios compuestos han sido
identificados como responsables de la actividad antimal&rica en el género Laurencia: 4 sesquiterpenos,
con radicales bromo- y un epoxido, han sido aislados del extracto cloroformo-metandlico de Laurencia
obtusa, junto alos compuestos al pha-snyderol, alpha-snyderol acetato y stigmasterol;3 7 sesquiterpenos
fueron aislados de Laurencia majuscula, de los cuales el majapolene A fue encontrado también como un
componente importante de Laurencia caraibica? y en Laurencia papillosa, 1os 2 compuestos arométicos
p-hydroxibenzaldehido y p-methoxibenzyl alcohol también fueron identificados como antimal &ricos.®
Estos aislamientos proceden de algas col ectadas principalmente en las Filipinas y Brasil, sin embargo, L.
obtusa es una especie que ha demostrado ser fuente de una variedad muy amplia de estructuras quimicas
en sus metabolitos secundarios segun estudios realizados a partir de colecciones procedentes de Grecia,
Turquia, Irlanda o Dominica.68 El objetivo de estainvestigacion fue evaluar, de forma preliminar, la
presencia de actividad antimalarica en ggemplares de L. obtusa y Laurencia corallopsis e iniciar los
estudios comparativos en cuanto ala cualidad de las sustancias que se aislan con esta actividad
antiparasitaria dentro de este género en Cuba.

Métodos

Se colectaron varios gemplares de L. obtusa (LO) y L. corallopsis (LC) en la costa norte de Ciudad de
LaHabana en e mes de mayo de 2004. Los gjemplares de cada especie fueron agrupados e identificados
y una parte de la muestra fue conservada en formalina para la confirmacién de laboratorio. La mayor
parte de lamuestra fue conservada a - 20 °C hasta su uso. L. obtusa se present6 en 2 coloraciones
diferentes. una crema de punteados rojizos (LOC) y otraverde brillante (LOV). Se prepararon extractos
en etanol 80 % paralas 3 muestras segun el método parala obtencion de tinturas por maceracion
descrito en lanormaramal MINSAP (NRSP311) para medicamentos de origen vegetal .© Una parte de
estos extractos fue |levada a sequedad por medio de la evaporacion al vacio y el residuo solido fue
pesado y disuelto en dimetilsulfoxido (DM SO) a concentraciones de 35 mg/mL paralos ensayos de
actividad biologicain vitro. La otra parte del extracto fue sometida a andisis cualitativo parala
deteccion de los principales grupos de metabolitos secundarios de plantas, segiin |la metodol ogia descrita
antes,10

Parainvestigar |a actividad antimalarica de estos extractos fue empleada la cepa de Plasmodium

fal ciparum F32/Tanzania susceptible a cloroquina, donada gentilmente por el Instituto de

I nvestigaciones Farmacobioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés, Bolivia. El cultivoin
vitro de las formas asexuales de P. falciparum fue realizado de forma continua en eritrocitos humanos O
*, siguiendo la metodologia de Trager y Jensen.11 La susceptibilidad de P. falciparum alos extractos
LOC, LOV y LC sedetermind en placas de 96 pocillos (TPP, Europa/Suiza), donde diferentes
concentraciones del extracto entre 350 y 3 pg/mL (diluciones dobles) fueron anadidas a cultivos
asincronicos en los cuales la parasitemiainicial fue de 1 %y el hematocrito resultante de 2 %. La
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incubacion se realizé a 37 °C durante 72 h. La estimacion de lainhibicion del crecimiento de P.
falciparum se realiz6 mediante el método directo de conteo microscopico de acuerdo con la metodol ogia
recomendada por Schlichtherle y otros,12 en |&minas de preparaciones de células de cada pocillo las
cuales fueron fijadas en metanol y tefiidas con Giemsa. La concentracion minimainhibitoria (CM1) fue
determinada por inspeccion de los datos y se definid como la concentracion méas baja del extracto crudo
que produce més de 90 % de inhibicion del crecimiento del parésito.13 Los valores de concentracién
inhibitoria media (1C50) fueron calculados mediante analisis probit. Todas |as concentraciones de los
extractos fueron probadas en triplicado, en 4 experimentos independientes. Se utilizaron controles en los
cuales se afadié DM SO 0,5 %, concentracion ala cual no se mostré afectacion significativa del
crecimiento de los parasitos en cultivo. La sal difosfato de cloroquina (Sigma) fue utilizada como droga
dereferencia

Resultados

La CMI contra P. falciparum determinada para los extractos de Laurencia estuvo en el rango entre 44 y
162 pg/mL (tabla), demostrandose una relacion dosis-respuesta apropiada en ambas especies que
permitio determinar los valores de las CI50 de los 3 extractos. L os resultados obtenidos son comparables
anumerosos estudios realizados con extractos de plantas con accién antipal tdica, segun criterios
etnoboténicos, en los cuales se han seleccionado como especies con actividad significativa aquellas
cuyos extractos presentan una CI50 inferior a 50 pg/mL.14-17 |a posterior purificacion de estos extractos
de plantas medicinales, guiada por bioensayos, ha conducido a conocimiento de una gran variedad de

sustancias activas.18

Tabla. Concentraciones inhibitorias minimas y medias de |os extractos alcohdlicos de Laurencia spp
frente a Plasmodium falciparumin vitro

Especie de Laurencia Extractos etandlicos  CMI (ug/mL) CI50 (ug/mL) + ESA

L. obtusa LOC 148 51,3+ 1,26
LOV 162 20,66 + 2,75
L. corallopsis LC 44 14,82 + 0,36

a estimacion de CI50, ES: error estandar para valores promedio de 4 determinaciones independientes por triplicado.

El valor obtenido parala CI50 en nuestras plantas de origen marino esinferior alos reportados para
extractos isopropandlicos de 2 esponjas, 2 gorgonias, 1 tunicado y 3 echinodermos que mostraron un
fuerte efecto citostético a concentraciones de 50 pg/mL.1° La cloroquina presenté una CM| de 100 ng/
mL., resultados no superados por |os extractos crudos. En ambas muestras de L. obtusa se acentuo la
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respuesta positiva alos ensayos para | os terpenoides y/o esteroides y alos andlisis de compuestos
lacténicos y/o coumarinas, pudiéndose detectar ademas la presencia de alcal oides, azlicares reductoresy
saponinas.

Discusioén

Aunque no se puede excluir que varias mol éculas contribuyan a la actividad antiplasmodial del extracto
total, sin dudas la deteccion cualitativa de terpenoides es un argumento fundamental parala actividad
antimal &rica observada seglin reportes previos.34 Sin embargo, futuros bioensayos no debieran excluir
el analisis de las fracciones purificadas correspondientes alos alcaloides (LOC, LOV, LC), los
compuestos lactonicos (LOC, LOV, LC) y los flavonoides (LOV) detectados; pues L. corallopsis resulto
la especie de CI50 més baja, aun presentando pocas evidencias de la presencia de terpenoides y/o
esteroides. Algunas plantas que presentan coumarinas han sido utilizadas en la medicinatradicional
sudamericana como sustitutas de la quinina; debido a su fuerte actividad antiplasmodial .18 Los
flavonoides son objeto de creciente interés.18 Su actividad antioxidante resulta de sus propiedades
quelatantes del hierro y secuestradoras de radicales libres, asi como de lainhibicion de oxidasas.20 Si
bien el estrés oxidativo ha sido planteado como una estrategia paralograr un efecto antimalarico;
también lo ha sido el secuestro del hierro.21 Por otra parte, |as modificaciones sobre otras enzimas
pueden ser también la causa de sus mltiples actividades biol 6gicas.20 Se redlizan estudios paralograr €l
aislamiento y la purificacién de fracciones con actividad antimalarica en |os extractos organicos de estas
especies de Laurencia colectadas en la costa Noroccidental de Cuba, 10 que debe resultar en la
identificacién de sustancias que brinden un aporte novedoso dentro de las estructuras quimicas
bioactivas con potencialidades para su uso en laterapia antimalérica.
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Inhibiting activity of the in vitro growth of Plasmodium
falciparum of extracts from algae of genus Laurencia

Summary

Several terpenoids have been identified in the genus Laurencia showing antimalarial activity; however it
Isagenus of great chemical complexity worldwide. The mgority of these substances have been
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extracted from collections made in Philippines and Brazil. In order to know the presence of antimalarial
activity in organisms of this genus from the North West Coast of Cuba, we prepared extracts in ethanol
with the whole plant of specimens of L obtusa and L. corallopsis and evaluated the inhibition produced
by them against growth of Plasmodium falciparum, strain F32. The Minimum Inhibitory Concentrations
against P. falciparum determined for Laurencia extracts were in the range of 44 and 162 pg/ml, and
values of median inhibitory concentrations were between 14.82 and 51.3 pg/ml. The results are similar
to those obtained for extracts from medicinal plants. The extracts did not improve chloroquine results. L.
obtusa extracts gave strong reactions to the assays for terpenoids and for lactonic/coumarine
compounds, but we also detected the presence of alkaloids, free reducing sugars, saponins and
flavonoids. Several molecules could contribute to the observed antiplasmodial activity of the extracts, so
research isin progress for the isolation and purification of new active principles.
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