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RESUMEN

La tripanosomiasis americana y la leishmaniosis son problemas de salud publica
relevantes en Iberoamérica. Se evalu6 la actividad antiparasitaria in vitro de extractos
de cortezas y hojas de Erythrina crista-galli L., E. dominguezii Hassl y E. falcata Benth
sobre formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi y promastigotas de Leishmania
amazonensis, L. infantum L. braziliensis. El extracto de corteza de E. dominguezii Hassl
presenté CI50 de 11,7 pg/ml y 14,9 ug/ml con dos cepas de T. cruzi, Ypsilon y CI
Brener. El extracto de hoja presenté CI50 mayor a 250 pg/ml. La corteza de E. falcata
Benth tuvo CI50 de 11,29 pg/mly 7,37 ug/ml con Ypsilon y Cl Brener y el extracto de
hojas CI50 de 37,2 pg/ml y 25,68 ug/ml. El extracto de hojas de E. crista-galli L.
presenté CI50 mayor a 250 pg/ml, y el de corteza CI50 11,2ug/ml y 7,1pug/ml con
Ypsilon y Cl Brener. El extracto de corteza de E. dominguezii Hassl presentdé CI50 de
3,22 pg/ml, 6,94 pg/ml y 1,9 ug/ml para L. amazonensis, L. infantum y L. braziliensis y
en hojas la CI50 fue mayor a 100 ug/ml. La corteza de E. crista-galli L. tuvo CI50 de 2,1
pg/ml, 2,09 pg/ml y 1,6 pg/ml para las tres especies. El extracto de hoja tuvo una CI50
mayor a 100 pg/ml. El extracto de corteza de E. falcata Benth tuvo CI50 de 2,17 pg/ml,
2,09 ug/mly 1,52 pg/ml con las tres especies de Leishmania y el de hoja CI50 de 14,9
pg/mi, 10,4 pg/ml y 11,6 pg/ml. Los extractos de corteza podrian ser una alternativa
para el tratamiento de estas enfermedades parasitarias, previa confirmacion con
estudios in vivo y de toxicidad
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In vitro antiparasitic activity of ethanolic extracts of
Erythrina crista-galii L., Erythrina falcata Benth and
Erythrina dominguezii Hassl

ABSTRACT

American trypanososmiasis and leishmaniasis are relevant public health problems in
Ibero America. The in vitro antiparasitic activity of barks and leaves extracts of Erythrina
crista-galli L., E. dominguezii Hassl and E. falcate Benth was evaluated on Trypanosoma
cruzi tripomastigotes forms and Leishmania amazonensis, L. infantum and L. braziliensis
promatigotes. The IC50s of the bark extract of E. dominguezii Hassl with two T. cruzi
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strains, Ypsilon and CI Brener, were 11.7 pg/ml and 14.9 pg/ml. Leaf extract showed
IC50 higher than 250 ug/ml. Bark extract of E. falcate Benth had IC50s of 11.29 ug/ml
and 7.37 pg/ml with Ypsilon and CI Brener strains and its leaf extract showed IC50s of
37.2 pg/ml and 25.68 pg/ml. Leaf extract of E. crista-galli L. showed IC50 higher than
250 pg/ml while bark extract had 1C50s of 11.2ug/ml and 7.1 pg/ml with Ypsilon and ClI
Brener strains. Bark extract of E. dominguezii Hassl showed IC50s of 3.22 pug/ml 6.94
pg/ml and 1.9 pg/ml for L. amazonensis, L. infantum and L. braziliensis and in leaf
extract IC50 was higher than 100 ug/ml. Bark extract of E. crista-galli L. had IC50s of
2.1 pg/ml, 2.09 pg/ml and 1.6 pg/ml for the three species. Its leaf extract had IC50
higher than 100 ug/ml. Bark extracts of E. falcate Benth had IC50s of 2.17 pg/ml, 2.09
pg/ml and 1.52 pg/ml with the three Leishmania species and the leaf extract showed
IC50s of 14.9 pg/ml, 10.4 pg/ml and 11.6ug/ml. Bark extracts could be an alternative
for the treatment of these parasitic diseases previous confirmation by in vivo and toxicity
studies.
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INTRODUCCION

Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) son causadas por varios agentes
infecciosos y son responsables de altas tasas de mortalidad y morbilidad en todo el
mundo (1). Alrededor de mil millones de personas estan afectadas por estas
enfermedades o0 estan expuestas a sus agentes causantes (2). Estos problemas
sanitarios tienen causas multietiolégicas y multifactoriales, entre ellas los aspectos
educacionales, econémicos y politicos que han contribuido grandemente a mantener la
situacioén sin una solucién clara e inmediata (2). A pesar de la gran cantidad de personas
afectadas por estas patologias, la financiacion y el enfoque de investigacion para el
desarrollo de terapias y estrategias de prevencion aplicables a estas enfermedades
olvidadas siguen siendo insuficientes (2,3).

Entre las ETD, las enfermedades transmitidas por protozoarios son uno de los
problemas de salud publica mas relevantes en Iberoamérica destacandosela enfermedad
de Chagas y la leishmaniosis, enfermedades parasitarias comunes en América del Sur
que causan considerable morbilidad y mortalidad por el alto nidmero de personas
afectadas y en riesgo de adquirirlas a pesar de los grandes esfuerzos realizados para su
control (4).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que las enfermedades causadas por
Leishmania sp. amenazan a 350 millones de personas y son responsable de alrededor de
2 millones de casos clinicos cada afio en 88 paises (5). Los paises con mayor prevalencia
de leishmaniosis son los paises tropicales y en desarrollo, por ejemplo, India, Sudan,
Bangladesh, Nepal y Brasil (2).

En Paraguay, las leishmaniosis cutanea y mucosa tuvieron un descenso en el nimero
de casos a través de los afios presentando 184 casos en el 2.011. Sin embargo, en el
caso de la leishmaniasis visceral se ha observado un incremento registrandose 594
casos hasta el 2.011.

Actualmente, los farmacos disponibles contra la leishmaniosis tienen alta toxicidad,
requieren tratamiento a largo plazo y son costosos. Estos problemas reducen la
efectividad del tratamiento para los pacientes y aumentan la aparicion de cepas
resistentes (5). A esto se suma que no hay candidatos de vacunas eficaces contra este
parasito. El tratamiento actual de la leishmaniosis se basa en compuestos de antimonio
pentavalente, que incluyen estibogluconato sodio (Pentostam®) Yy antimoniato
demeglumina (Glucantime®), ampliamente prescritos a pesar de sus graves efectos
secundarios en corazén, rifién, pancreas e higado, el alto costo, la administraciéon
venosa y el desarrollo de la resistencia del parasito que los hacen medicamentos de
dificil obtencion para las poblaciones rurales (5,6). Otros farmacos, tales como la
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anfotericina B, pentamidina y miltefosina también se utilizan en el tratamiento de la
leishmaniosis, pero su uso en la clinica esta limitado debido a su toxicidad, los efectos
secundarios adversos y el alto costo (2).

Existen reportes de trabajos que indican que los medicamentos que se utilizan
actualmente como el glucantime antimonio derivado, bisamidina, pentamidina vy
stilbamidina, y la anfotericina B glicromacrolide desarrollan resistencia clinica después de
unas semanas de tratamiento y se ha estimado que contribuyen a aumentar co-
infecciones como leishmaniasis/VIH (3).

Por otra parte, la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una
enfermedad infecciosa causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi y es la
primera causa de lesiones cardiacas en adultos jévenes. La enfermedad se extiende por
21 paises de Centroamérica y Suramérica y estad asociada a la pobreza, las malas
condiciones de la vivienda y los desplazamientos masivos desde los ambientes rurales a
las ciudades. Se calcula que existen 10 millones de infectados y 25 millones de personas
en riesgo, con un promedio de 50.000 nuevos casos por afio (6). En Paraguay, se estima
que alrededor de 200.000 personas padecen la enfermedad de Chagas y 1.700.000
estan expuestas al riesgo de infeccion (7,8).

El tratamiento actualmente disponible en el mercado para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas esta limitado a solo dos medicamentos: nifurtimox (Lampit®,
Bayer) y benznidazol (Lafepe®, Brasil). Estos compuestos presentan severos efectos
colaterales y son mas exitosos en la infeccibn aguda y en la crénica temprana (8).
Generalmente, la enfermedad se diagnostica en la fase crénica cuando la terapia ya es
ineficaz (9). Aunque se necesitan nuevos y eficientes tratamientos para la enfermedad,
solo una clase de drogas esta en desarrollo clinico, los triazoles, que han emergido como
un nuevo tratamiento potencial (10).

Por estos motivos, existe una necesidad de desarrollar nuevos farmacos activos contra
los protozoarios causantes de estas enfermedades y una fuente importante la
constituyen los productos naturales. La naturaleza ha proporcionado una innumerable
cantidad de compuestos de actividad biolégica y las plantas son todavia la principal
fuente de obtencidon de drogas potenciales (11).

Revisiones recientes reportan la importancia y el potencial de los productos naturales
de plantas como antiprotozarios en donde son reportados mas de 850 compuestos y la
actividad contra al menos una ETD fue verificada. Se reporta la actividad de los
alcaloides, que representan alrededor de 20% del total de compuestos con efecto
antiparasitario, y los principales compuestos representativos son las quinolinas,
isoquinolinas, indoles, esteroides y diterpenos (12).

Dado los antecedentes de efectividad de las plantas como fuente medicinal se planteé
este estudio preliminar del extracto de corteza y hojas de plantas pertenecientes a la
Familia Fabaceae, a la que la medicina popular le atribuye propiedades antisépticas para
el tratamiento de heridas, como astringente y cicatrizante. También se usa en
combinacién con otras plantas para el tratamiento de leishmaniosis y llagas. Estos usos
populares no estan evaluados cientificamente y tampoco se tiene conocimiento sobre
estudios de actividades bioldgicas. Existe un estudio previo que indica que algunos de
sus componentes quimicos, encontrados en las hojas, son los triterpenos, flavonoides y
alcaloides (13,14). Por ello, este trabajo tuvo como objetivo la evaluacion in vitro de la
actividad antiparasitaria de extractos de cortezas y hojas de las especies de Erythrina de
la Familia Fabaceae.

MATERIALES Y METODO

Recoleccién e Identificacion del Material vegetal
Fueron realizadas dos colectas: La especie Erythrina crista-galli L. fue colectada en el
Dpto. de Paraguari; Erythrina falcata Benth y Erythrina dominguezii Hassl fueron
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recolectadas en el Jardin Botanico de Asuncion (area de plantas medicinales) e
identificadas por personal del Laboratorio de Analisis Recursos Vegetales (Dpto. de
Biologia) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, en cuyo Herbario (FACEN) se
encuentran depositados los especimenes correspondientes, (Ferreira Nro. MEF 244,
Departamento de Paraguari y Gonzalez G., Asuncién, Dpto. Central).

Preparacion de extracto

Las hojas frescas y corteza de las plantas fueron finamente picadas, maceradas y
depositadas en un erlenmeyer de 1.000 ml al cual se adiciondé etanol al 98% a
temperatura ambiente, cubriendo la totalidad del material y haciendo pasar el solvente
repetidas veces por el material, seguido de una filtracién. El solvente fue eliminado al
vacio hasta obtener un residuo sdlido.

Evaluacion de la actividad leishmanicida

Se utilizaron cepas de Leishmania braziliensis (MHOM/CO/88/UA301), Leishmania
infantum (MCAN/ES/96/BCN150) y Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8). Estos
parasitos fueron mantenidos por pasajes sucesivos en medio Schneider enriquecido con
20% de suero fetal bovino e incubados en estufa a 28°C. Los pasajes se realizaron cada
cuatro dias, o cada semana dependiendo de la cepa. Tanto los pasajes como los ensayos
se realizaron en forma totalmente estéril, utilizando Flujo Laminar (GELAIRE® BSB 42
Flow Laboratories).

Las formas promastigotes de Leishmania fueron cultivadas a 26°C en medio Schneider
suplementado al 5% con suero bovino fetal inactivo (56°C por 30 minutos). Los
paréasitos en fase de crecimiento logaritmico fueron distribuidos en una microplaca de 96
pozos a una concentracion de 1x10° parasitos/ml y cada pozo fue tratado con diferentes
concentraciones de los extractos o fracciones durante 72 horas. La actividad se evalu6
mediante conteo en microscopio 6ptico, comparandose con un control positivo y otro
negativo. Anfotericina B fue utilizado como farmaco control. Los extractos fueron
evaluados a distintas concentraciones (100, 50, 25, 10, 5, 1, 0,5 y 0,1 pug/ml) y la
prueba fue realizada por triplicado. Los resultados de la actividad leishmanicida fueron
expresados en valores de CI50 (concentracion de la droga que inhibe el 50% del
desarrollo de los parasitos obtenido mediante una tipica curva dosis respuesta: log de la
concentracion de la droga vs % de inhibicion. Se determindé la CI50 por el método Probit,
mediante el software estadistico SPSS 15.0 - 2006.

Evaluaciéon de la actividad tripanocida

Para los ensayos con Trypanosoma cruzi se utilizaron paréasitos sanguineos (formas
tripomastigotes) mantenidos por pasajes sucesivos cada siete dias en ratones albinos.
Se emplearon las cepas CL Brener y Ypsilon (Y) de T. cruzi. La sangre se obtuvo por
puncion cardiaca usando citrato de sodio al 3,8% como anticoagulante. El extracto de la
planta y los compuestos aislados se disolvieron en frio en DMSO hasta una
concentracion final de 250 pg/ml. Las alicuotas de 10 ul de cada extracto de diferentes
concentraciones (2,5, 5, 10, 20, 40, 100 y 250 pg/ml) se mezclaron en placas de
microtitulacién con 90 ul de sangre infectada Como control positivo se utilizé violeta de
genciana 250 pg/ml. Las placas se agitaron durante 10 min a temperatura ambiente y
se mantuvieron a 4°C durante 24 h. Cada solucién fue microscépicamente observada a
400x, colocando una muestra de sangre (5ul) en un portaobjetos y cubriéndola con un
cubreobjetos de 22 x 22" (3). La CI50 se calculé utilizando el método Probit, mediante el
software estadistico SPSS 15.0 - 2006.

RESULTADOS

Se evalud la actividad antiparasitaria in vitro de los extractos obtenidos contra formas
promastigotes de las cepas de Leishmania: L. amazonensis, L.infantum y L. braziliensis y
formas tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Ypsilon y Cl Brener.
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Actividad tripanocida

Se encontré que de todas las especies evaluadas con T. cruzi, las que presentaron
mayor actividad fueron las evaluadas con el extracto etandlico de corteza en ambas
cepas. E. dominguezii Hassl present6 una CI50 de 11,7 con la cepa Ypsilon y 14,9 con la
cepa Cl Brener. Sin embargo, los extractos de la hoja presentaron un CI50 mayor a 250
pg/mil.

E. falcata Benth también tuvo buena actividad en corteza con una CI50 de 11,29 para
la cepa Ypsilony 7,37 para la cepa Cl Brener y el extracto de hojas con un CI50 de
37,2 con la cepa Ypsilon y 25,68 con la cepa Cl Brener. Los extractos etandlicos de hoja
de E. crista-galli L. presentaron una CI50mayor a 250 pg/ml,sin embargo, la corteza
tuvo una CI50 11,2 para la cepa Ypsilon y 7,1 para Cl Brener (Tabla 1).

Actividad leishmanicida

En la evaluaciéon de corteza, la E. dominguezii Hassl presenté una CI50 de 3,22, 6,94 y
1,9 ug/mil para las tres cepas de Leishmania y el resultado en hojas fue una CI50 mayor
a 100 pg/ml.

E. crista-galli L. también tuvo buena actividad en corteza con una CI50 de 2,1; 2,09 y
1,6 pg/ml para L. amazonensis, L. infantum y L. braziliensis. Sin embargo, tuvo una
CI150 mayor a 100 pg/ml en extracto de hojas.

E. falcata Benth presentd actividad tanto en extracto de hojas como de corteza. Los
resultados en la evaluacion de corteza con las cepas de L. amazonensis, L. infantum y L.
braziliensis presentaron una CI50 de 2,17, 2,09 y 1,52 ug/ml y el extracto de hojas CI50
de 14,9, 10,4 y 11,6 pg/ml (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad in vitro de Extractos Etandlicos de Erythrina sobre Tripomastigotes
de diferentes cepas de T. cruzi, y sobre formas promastigotes de diferentes especies de
Leishmania sp.

Familia Organo T. cruzi Clsoug/mi Leishmania Clsoug/mi

Botanica de la Ypsilon Cl L L L
Fabacea planta Brener amazonensis infantum braziliensis
Erythrina Hoja >250 >250 >100 >100 >100
dominguezii Corteza

Hassl 11,7 14,9 3,22 6,94 1,9
Erythrina crista- Hoja >250 >250 >100 >100 >100
galli L. Corteza 11,2 7.1 2,1 2,09 1.6
Erythrina falcata  Hoja 37,2 25,68 14,93 10,41 11,62
Benth Corteza 11,29 7,37 2,17 2,09 1,52
DISCUSION

En el trabajo se reportan los resultados de la evaluaciéon bioldgica de las especies de la
planta de Erythrina en donde se evidencia la presencia de metabolitos con actividad
tripanocida.

En las familias de la planta estudiada se encontrd actividad antiparasitaria lo cual indica
la posible existencia de una gama de sustancias bioactivas por determinar. En las tres
especies se evidencia que el extracto de la corteza es el que presenté mayor actividad
antiparasitaria tanto con las formas tripomastigotes, forma infectiva de T. cruzi, como
con las formas promastigotas de las cepas de Leishmania.
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En los resultados con las cepas de Leishmania se observan que las hojas no presentan
actividad excepto en la especie E. falcata Benth, sin embargo, los extractos de corteza
presentan actividad leishmanicida con las tres especies estudiadas.

En la evaluacién con las dos cepas de T. cruzi las hojas no presentan actividad excepto
en E. falcata Benth que presenta actividad tanto en hojas como corteza.

Las hojas de E. crista-galli L. no presentaron actividad leishmanicida, sin embargo,
existen referencias en investigaciones previas con alcaloides de Erythrina en donde se
encontré que presenta actividad contra L. amazonensis en estudios realizados en otras
regiones. Algunos autores afirman que las diferencias observadas en la actividad
biolégica podria deberse a la diferencia en la composicion quimica de extractos de
plantas de regiones diferentes y que se ponen de manifiesto en las diferencias en el
perfil de actividad antiparasitaria frente a diferentes especies de Leishmania (1). Las
variaciones en la composicion quimica, tanto en tipo como cantidad de componentes,
podrian explicarse por el habitat distinto en que se desarrollan las plantas con otros
factores climaticos que serian los causantes de que la composicion de metabolitos
secundarios varie. Existen teorias que sostienen que la funcibn que cumplen los
metabolitos secundarios, que son los responsables de la actividad antiparasitaria en los
seres vivos, es la de actuar como sustancias de defensa, producidas en respuesta a las
agresiones del medio (13).

Se debe tener en cuenta que la fraccibn ensayada es una mezcla de varios
compuestos, pudiendo deberse la actividad solo a algunos de ellos por lo que se deberia
separar en fracciones y obtener las moléculas aisladas ya que la actividad observada
podria deberse a un efecto sinérgico de todas las sustancias presentes en el extracto
crudo de la planta (14).

Adicionalmente, se deberian realizar estudios de citotoxicidad de las fracciones
separadas para determinar el indice de selectividad relacionando las mismas con la
actividad registrada teniendo en cuenta que realizar estudios de citotoxicidad en los
extractos no resulta muy eficiente pues la toxicidad podria deberse a sustancias
diferentes o a un efecto sinérgico entre las sustancias presentes como ya se menciond
(11,15).

Segun algunos autores debe evaluarse la correlacidon de los nombres cientificos con los
nombres vulgares que se le asignan a las plantas en determinadas regiones y ademas
realizar la extrapolacién de sus usos etnobotanicos.

También es importante tener en cuenta la parte de la planta que se utiliza en la
medicina tradicional, la época de recoleccion del material, la forma de aplicacion y la
influencia de factores ambientales, ecoldgicos, climaticos, geomorfoldgicos y edaficos en
la produccién de metabolitos secundarios y segun la literatura probablemente esta
variabilidad en los nombres y en la composicidon quimica sea la causante de que muchas
veces los ensayos in vitro no confirmen la actividad para la cual se usa corrientemente
la planta (16).

Los resultados obtenidos en este estudio son suficientemente interesantes como para
continuar con las investigaciones llevando a cabo la separacion o fraccionamiento a fin
de identificar los compuestos responsables de la actividad antiparasitaria, considerando
que en diferentes condiciones ambientales se pueden obtener diferencias en el perfil de
metabolitos producidos por la misma especie en habitats diferentes (17,18).En
conclusion, los extractos de la corteza podrian constituir una alternativa para el
tratamiento de las enfermedades causadas por estos parasitos previa confirmacién con
estudios de toxicidad para determinar el indice de selectividad relacionando toxicidad y
actividad registrada de modo que su uso sea viable, asi como estudios in vivo en
modelos animales.

Finalmente, considerando que se han reportado trabajos en donde se evidencian
alcaloides con actividad sobre formas promastigotes extraidos de una especie de
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Erythrina se podria esperar que la planta sea una fuente potencial de sustancias para el
tratamiento de enfermedades consideradas desatendidas por la Organizaciéon Mundial de
la Salud. También es importante tener en cuenta que los estudios leishmanicidas fueron
realizados sobre promastigotas por lo que seria interesante evaluar sobre formas
amastigotas ya que éste es el ciclo de vida mas importante del parasito (15,19) Estos
resultados aportan nuevas perspectivas de investigacion sobre la planta estudiada y la

quimioterapia para la enfermedad de Chagas,

importancia médica.

leishmaniosis y otros parasitos de
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