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Abstract: The dose dependent antiproliferative effect of an alkaloidal substance extracted from the sponge
Amphimedon viridis was tested on Leishmania mexicana promastigotes. Sponges were collected in Isla Larga,
Venezuela (10°20° 20” — 10° 24” N, 64° 19°- 64° 22" W), cut and dipped in methanol for vacum filtering extrac-
tion every 24 hr. The aqueous extract was separated by chromatography over silica gel. The parasites were from
the Venezuelan NR strain. Their growth rate was reduced by 50 % with a dose of 10 pg/ml in 48 hr, whilst con-
centrations of 30 and 40 pg/ml induce leishmanicidal action after 110 and 20 min, respectively. Lysis is preced-
ed by an imiediate increase in cellular volume associated with progressive damage of cellular content and the
destruction of organelles. These findings suggest that one important factor associated with the antiproliferative
effect of this alkaloidal substance on L. mexicana promastigotes is the loss of the plasma membrane selective per-

meability.
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Desde 1985 la leishmaniasis es considera-
da como un problema de salud publica
mundial. 350 millones de personas habitan en
zonas de alto riesgo, registrandose durante
1997, 80 000 muertes y una prevalencia de 12
millones de casos (Reportes de la
UNDP/WB/WHO 1995, 1998).

En la actualidad, no hay drogas eficaces
para el tratamiento de esta enfermedad;
ademas, causan efectos colateraies muy
severos. La quimioterapia de la leishmaniasis
consiste en el uso de los antimoniales pen-
tavalentes (Sbv), utilizados en la forma de
estibogluconato de sodio (Pentostan) o anti-

moniato de meglumina (Glucantime), las
cuales son las drogas a escoger para tratar
todas las formas de la enfermedad, a pesar de
la toxicidad renal y cardiaca asociadas. A esto
se unen las dificultades para su adminis-
tracion por los largos periodos de tratamiento
requeridos y los elevados costos. La resisten-
cia de los parasitos a los antimoniales es otro
problema grave que esta haciendo mas dificil
el tratamiento de la leishmaniasis (Canto-
Cavalheiro et al. 1996, Ramos et al. 1996,
Machado-Coelho et al. 1996).

Ante esta realidad compleja, las esponjas
marinas, fuente de una gran variedad de pro-
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ductos naturales, constituyen un potencial a
evaluar en la bisqueda de nuevas alternativas
racionales para combatir esta enfermedad. De
estos invertebrados se han aislado com-
puestos con propiedades citotoxicas como
alcaloides, teopederinas y micalamidas,
ademas de isocianatos, derivados de aminoéa-
cidos policlorados y sesquiterpenos fun-
cionalizados con grupos poco comunes, que
estan siendo evaluados (Angerhofer et al.
1997, Byriel et al. 1997, Charan et al. 1997,
Dundei et al. 1997, Garson et al. 1997).

En Amphimedon viridis, Berlinck et al.
(1997) demostraron la existencia de una
potente actividad hemolitica y antimitdtica en
un extracto butanolico y aislaron una halitox-
ina con propiedades cito y neurotdxicas como
la de A. compressa. Henriquez et al. (1997),
partiendo también del extracto butandlico de
A. Viridis, aislaron una fraccion metandlica
por métodos cromatograficos con una notable
actividad antibacteriana y un amplio espectro
de accion que incluye bacterias Gram positi-
vas y Gram negativas patdgenas.

Este trabajo describe el efecto in vitro de
la fraccion metanolica aislada de A. viridis
sobre promastigotes de Leishmania mexi-
cana.

MATERIALES Y METODOS

Esponjas marinas: Los ejemplares de la
esponja azul, Amphimedon viridis, Duchas-
saing y Michelotti 1864 (Porifera: Demo-
spongiae), fueron recolectados alrededor de
Isla Larga, Bahia de Mochima, Estado Sucre,
Venezuela (10° 20" 20” —- 10° 24” Lat. N, 64°
19°- 64° 22" Long. W).

Procesamiento de las muestras: La
esponja fresca fue cortada en trozos que
fueron colocados en metanol, luego se
realizaron extracciones sucesivas por fil-
tracion al vacio con papel de filtro Whatman
No: 1, cada 24 horas hasta el agotamiento. El
metanol fue evaporado a presion reducida en
un roto-evaporador (Biichi) a 40 °C, resultan-
do una solucién acuosa, la cual fue parti-
cionada con n-butanol. La fase butandlica se

concentré y este extracto se fracciond a través
de cromatografia de columna al vacio (CCV)
sobre silica gel para cromatografia de capa
fina (TLC) en un crisol filtrante, usando n-
hexano, acetato de etilo, acetona y metanol.
Luego se fracciono el extracto obtenido en
metanol sobre gel de Sephadex LH-20 con
mezclas de acetato de etilo-metanol (2: 1, 1:
1, 1: 2) y metanol.

Las pruebas quimicas para alcaloides
(reactivo de Dragendorff) se realizaron medi-
ante el método descrito por Marcano y
Hasegawa (1991), mientras que los andlisis
de RMN !H se hicieron a 400 MHz (Bruker,
400 MHz) usando metanol deuterado como
disolvente y tetra metil silano (TMS) como
estandar interno. También fueron analizadas
las muestras a través de un cromatégrafo de
gases (CG) (Hewlett Packard 5890 serie II)
acoplado a un detector por espectrometria de
masas (EM) (Hewlett Packard 5971A).

Parisitos: Se utilizaron promastigotes de
Leishmania mexicana (cepa NR), original-
mente aislada en 1980 de un paciente vene-
zolano con leishmaniasis tegumentaria
difusa. Se cultivaron en medio Schneider-
Drosophila a 26 °C, suplementado con 5 % de
suero fetal bovino. Los cultivos fueron inici-
ados con 2x10° promastigotes/ml y se afiadi6
la fraccion de A. viridis: 4, 10, 20, 30 y 40
pg/ml disuelta en el mismo medio, al alcanzar
una densidad de 107 promastigotes/ml (fase
exponencial del crecimiento). La densidad
celular fue medida indirectamente en un
espectrofotometro a 560 nm y por cuenta
directa en un hemocitometro.

Microscopia electrénica de- trans-
mision: Se tomaron alicuotas (1 ml) de los
cultivos, antes del tratamiento (controles) y a
las 48 horas después de afiadir la fraccion
alcaloidea de A. Viridis. Estas alicuotas se
centrifugaron (1 000 gravedades durante S
min), lavando el sedimento con tampdn fos-
fato de sodio (PBS, pH = 7.4, 0.1 M), luego
se fijo con glutaraldehido (2.5%, en PBS 0.1
M, 4 °C, 90 min), se lavé el sedimento, se
incluy6 en agar-agar, seguido de post-fijacion
en tetréxido de osmio (1 %, 90 min.) y se
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Los cortes finos se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo (Reynolds
1963), y se observaron en un MET H-600.

RESULTADOS

Mediante el andlisis de CG/EM de la frac-
cién metandlica purificada de A. viridis se
evidencid la presencia de una sustancia pre-
dominante que presenta un ion molecular de
238 m/z. Los anélisis d¢ RMN !H revelan
seiiales a desplazamientos quimicos: 6 7.58
dd, 6.11 dd, 5.43 q, 524 q, 233,201 qy
0.94 t. Por otra parte, la prueba positiva con el
reactivo de Dragendorff indica que el com-
puesto es de naturaleza alcaloidea, y la reac-
cién negativa a la ninhidrina indica que no es
un péptido.

La sustancia alcaloidea afectd la prolif-
eracion de los promastigotes de L. mexicana,
inhibiendo el crecimiento de una manera
dependiente de la dosis (Fig. 1). Con 10
ug/ml del compuesto se inhibi la velocidad
del crecimiento 50 % en 48 hr (Cls), mien-

tras que con 20 pg/ml hubo una inhibicién
total e inmediata del crecimiento, correspon-
diendo a la concentracién minima inhibitoria
(CMI). Con 30 y 40 ug/ml se induce la lisis
celular a los 110 y 20 minutos, respectiva-
mente. La dosis letal al 50% (DLs;) para 20

minutos de tratamiento corresponde a 40
pg/ml. Bajo estas dos tltimas condiciones,
por observaciones directas de los paréasitos se
pudo constatar un cambio de la forma celular,
pérdida de la movilidad e hinchamiento hasta
transformarse en formas totalmente esféricas,
que preceden la lisis celular.

Los promastigotes control son de forma
alargada, de citoplasma electrénico denso con
un gran ndmero de ribosomas libres o asocia-
dos con el reticulo endoplasmatico rugoso
(rer). Se observd la presencia de gotas de lipi-
dos (0.3 -~ 1.2 pm) y de vacuolas conteniendo
granulos de polifosfatos. El nicleo es tipico,

con granulos de eucromatina adosada a la

membrana interna nuclear. Se observaron
organismos en diferentes etapas de actividad
metabdlica; las células en interfase son

“alargadas, mientras que las que se van a

dividir son mas pequefias; el nicleo estd
alargado o hay dos porciones bien definidas
(Fig. 2, 3).

Se observaron cambios morfolégicos en
las células tratadas, de la forma alargada a la
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Fig. 1. Efecto dependiente de la dosis de la sustancia
alcaloidea de A. viridis sobre la proliferacién de pro-
mastigotes de L. mexicana.

Fig. 1. Dose dependent effect of A. viridis alkaloidal
compound on the proliferation of L. mexicana promastig-
otes.

ovalo-redonda, hasta la lisis celular. Con 4
ug/ml hubo células hinchadas, las cisternas
del rer estaban dilatadas, ocupando el area
donde se detectd la vacuolizacién del cito-
plasma; ademads, en la bolsa flagelar y en el
flagelo la membrana celular estaba separada
formando figuras mielinicas (Fig. 4). A partir
de 10 ug/ml fueron abundantes las células
con un considerable aumento del volumen
celular, en ellas se podia reconocer los
organelos, mientras que otras presentaron un
citoplasma electronico transparente hasta lle-
gar a la lisis celular (Fig. 5). Sin embargo, se
observaron células alargadas con indicios de
separacién de membranas en la zona flagelar
y vacuolizacién de una parte del citoplasma
(Fig. 6). A la concentracién de 20 ug/ml las
células que permanecieron viables tenian
mayor cantidad de lisosomas secundarios que

70
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Figs. 2-5. Promastigotes de L. mexicana con diferentes tratamientos de la sustancia alcaloidea extraida de 4. viridis. 2.
Organismo control en division. 3. Organismo control con el citoplasma electronico denso y forma fusiforme caracteristi-
ca. 4. Con el tratamiento de 4 pg/ml el reticulo endoplasmatico y la membrana nuclear ( ) estan dilatadas, ademas se
observa la separacion de la membrana en la bolsa flagelar (*) y en el flagelo ( ). 5. Con el tratamiento de 10 pg/ml (Clsq)
las células presentan desorganizacion del citoplasma (*), zonas de menor densidad electronica, y células con separacion
de la membrana plasmatica (detalle dentro de circulo). Niicleo (N), kinetoplasto (X), vacuola lipidica (v), flagelo (F),
microtiibulos subpeliculares (m). Escala: Fig. 2, 0.95 m. Fig. 3, 0.60 m. Fig. 4, 1.10 m. Fig. 5, 0.80 m.

Figs. 2-5. Transmission electron micrographs of L. mexicana promastigotes with different treatments of the alcaloidal
compound isolated from A. viridis. 2. Control sample in division. 3 Promastigote control with characteristic electron dense
cytoplasm and fusiform cell shape. 4. Treatment: 4 ug/ml, endoplasmic reticullum and nuclear membrane are dilated ( ),
the cellularmembrane is separated at the flagellar pocket (*), and at the flagellum ( ). 5. Treatment: 10 pg/ml (ICs,), cells
with an increase in cytoplasm disorganization (*), reduced electron dense zones and separation of the plasmatic membrane
(inside circle). Nucleus (N). Kinetoplast (k). Subpellicullar microtubule (m). Flagellum (F). Vacuole (v). Scale bar: Fig.
2, 0.95 m. Fig. 3, 0.60 m. Fig. 4, 1.10 m. Fig. 5, 0.80 m.
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Figs. 6-9. Alteraciones ultraestructurales de los promastigotes de L. mexicana con diferentes tratamientos de la sustancia
alcaloidea extraida de A. viridis. 6 Tratamiento con 10 pg/ml, (Cls). 7 Tratamiento con 20 pg/ml, (CM). 8 Tratamiento
con 30 pg/ml. 9 Tratamiento con 40 pg/ml, (DLsy), se observd aumento de la desorganizacién del citoplasma, vac-
uolizacién, y destruccion de los organelos. Escala: Fig. 6, 0.95 m. Fig. 7, 0.95 m. Fig. 8, 0.40 m. Fig. 9, 0.95 m.

Figs. 6-9. Ultrastructural alterations of L. mexicana promastigotes with different treatments with the alcaloidal compound
isolated from A. Viridis. 6 Treatment: 10 pg/ml (ICsy). 7 Treatment: 20 pg/ml (MIC). 8 Treatment: 30 pg/ml. 9 Treatment:
40 pg/ml, (LDs), an increase in cytoplasm disorganization, vacuolization and organelles destruction was observed. Scale
bar: Fig. 6, 0.95 m. Fig. 7, 0.95 m. Fig. 8, 0.40 m. Fig. 9, 0.95 m.
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en los tratamientos anteriores (Fig. 7), a 30
pg/ml el citoplasma estaba muy vacuolado
(Fig. 8) y finalmente, a la concentracién més
alta de 40 pg/ml el contenido citoplasmatico
estaba completamente desorganizado (Fig. 9).

DISCUSION

Los anélisis quimicos de la fraccién
metandlica revelan la presencia de un com-
puesto predominante (basado en CG/EM).
Esta sustancia de A. viridis es de naturaleza
alcaloidea, evidenciado por la reaccién posi-
tiva al reactivo de Dragendorff y negativa a la
ninhidrina. En relacion con su estructura, el
estudio de RMN !H muestra sefiales a campo
de: 8 7.58 dd que pueden corresponder a pro-
tones f heteroaromaticos, : 6.11 dd asignable
a protones olefinicos. Las sefiales 5.43 'y 5.24
q se pueden asignar a protones olefinicos o
protones sobre un carbono terciario unido a
oxigeno y a 2.33 t correspondiente a un grupo
metilo unido a un atomo de nitrégeno. La
purificacién total del compuesto, actualmente
en progreso, permitir la dilucidacion defini-
tiva de la estructura.

Charan et al. (1997) aislaron de la espon-
ja marina tropical Haliclona sp. una serie de
alcaloides denominados haliclonaciclaminas,
con propiedades citot6xicas y sugirieron que
posiblemente constituyen un mecanismo de
defensa natural. Probablemente, esta
propiedad es compartida por la sustancia
alcaloidea presente en A. viridis en condi-
ciones naturales, lo cual esta por demostrarse.

Se han aislado productos naturales de
esponjas marinas con propiedades leishmani-
cidas, uno de ellos es la Ilimaquinona que
actia de forma diferente al alcaloide de A.
viridis, afectando la actividad de la fosfatasa
acida de superficie y el proceso de excrecion
del parasito (Rangel et al. 1997). También se
han caracterizado dos perdxidos ciclicos de
Plakortis angulospergulatus, cuyo fuerte
efecto antiproliferativo esta acompafiado por
una dramaética disminucién de la movilidad
celular a los 30 minutos y lisis a las 24 horas
(Compagnone et al. 1998). Segiin estudios en

progreso, de los autores, estos perdxidos
tienen como blanco de accién a la membrana
plasmatica, lo que guarda analogias con lo
reportado en este trabajo, a pesar de ser
estructuras quimicas distintas.

Los efectos inhibitorios del alcaloide sobre
la proliferacién de los promastigotes de L.
mexicana estan asociados con profundos cam-
bios ultraestructurales, que se manifiestan con
incremento del volumen celular, separacién de
la membrana del flagelo y vacuolizacion pro-
gresiva, aiin a la concentracién mas baja (4
pg/ml). Estas alteraciones se hacen mas nota-
bles en la medida en que se aumenta la con-
centracion del compuesto, disminuyendo con-
siderablemente el tiempo requerido para pro-
ducir la lisis celular (40 pg/ml).

El efecto degenerativo observado sobre la
morfologia del flagelo, también reportado por
Dagger et al. (1996) utilizando el Diazepam
(7-cloro-1,3-dihidro-metil-5-fenil-2h-1,4-
benzodiazepina-2-ona), sefialé un bloqueo de
la separacién del flagelo, el cual es el primer
paso visible del proceso de division celular.

Por otra parte, la vacuolizacién progresiva
del citoplasma, la aparicién de lisosomas
secundarios y de granulos electrénicos densos
inducidos a concentraciones mayores que 10
pg/ml del alcaloide, coinciden con los cam-
bios descritos en cultivos de Trypanosoma
cruzi en fase estacionaria (Winkler et al.
1986).

La concentracion relativamente baja requeri-
da para producir un potente efecto leishmanicida
en sdlo 20 minutos, sugiere que el mecanismo de
accion del alcaloide tiene como blanco primario
a la membrana plasmatica. Como consecuencia
de la interaccién se desencadena una pérdida de
la permeabilidad selectiva de la membrana, lo
cual explicaria las alteraciones ultraestructurales
drésticas discutidas en el presente trabajo.

Estos hallazgos son alentadores y consti-
tuyen la base para continuar los estudios en
modelos in vivo experimentales luego de la
purificacion del compuesto, que permitan la
posible utilizacién de este producto natural
como un agente terapéutico de la leishmania-
sis.
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RESUMEN

Se describe el efecto antiproliferativo
dependiente de la dosis de una sustancia
alcaloidea de Amphimedon viridis sobre pro-
mastigotes de Leishmania mexicana. La
velocidad del crecimiento fue reducida en un
50% con una dosis de 10 pg/ml en 48 horas,
mientras que con 30 y 40 ug/ml se induce una
accién leishmanicida a los 110 y 20 minutos,
respectivamente. La lisis es precedida por un
incremento inmediato del volumen celular
asociado con el deterioro progresivo del con-
tenido celular y la destruccién de los organe-
los. Estos hallazgos sugieren que un factor
importante asociado con el efecto antiprolif-
erativo de esta sustancia alcaloide contra los
promastigotes de L. mexicana, es la pérdida
de la permeabilidad selectiva de la membrana
plasmatica.
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