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RESUMEN

Objetivo: evaluar la actividad antimicrobiana y la toxicidad de extractos obtenidos de la especie
vegetal Mitracarpus megapotamicus.

Material y Métodos: se determiné la concentracién inhibitoria minima mediante el método de
dilucién en agar del extracto metanolico. Se utilizo la técnica de difusién en agar para comprobar la
persistencia de la actividad antimicrobiana en extracciones aceténicas y cloroférmicas. Los ensayos
de toxicidad aguda y subaguda se llevaron a cabo en ratones utilizando una dosis tinica de 5.000 mg/
kg y una dosis diaria durante 14 dias de 1.250 mg/kg de extracto hidroalcohdlico, respectivamente.

Resultados: La concentracion inhibitoria minima del extracto metandlico fue de 0,48 mg/ml para
Streptococcus equi, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y de 0,96 mg/ml
para Escherichia coli. La actividad antimicrobiana se manifest6 también en las fracciones extractadas
con acetona y cloroformo, frente a Staphylococcus aureus. El extracto hidroalcohélico no produjo
cambios funcionales ni alteraciones histopatoldgicas en estudios de toxicidad aguda y subaguda en
ratones.

Conclusion: Los resultados obtenidos permitirdn proyectar estudios de identificacién de compuestos
y establecer futuros protocolos para determinar la eficacia en modelos in vivo.

PALABRAS CLAVE: Mitracarpus megapotamicus, Actividad antibacteriana, Toxicidad.

ABSTRACT

Aim: To evaluate the antimicrobial activity and toxicity of extracts obtained from the plant species
Mitracarpus megapotamicus.

Material and Methods: The minimum inhibitory concentration by agar dilution method of
the methanolic extract was determined. The agar diffusion method to check the persistence of
antimicrobial activity in chloroform and acetone extractions were used. Acute and subacute toxicity
assays in mice were carried out using a single dose of 5,000 mg / kg and a daily dose for 14 days of
1,250 mg / kg of hydroalcoholic extract, respectively.

Results: The minimum inhibitory concentration of the methanol extract was 0.48 mg / ml for
Streptococcus equi, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and
0.96 mg / ml for Escherichia coli. Antimicrobial activity was also expressed in fractions excerpted
with acetone and chloroform, against Staphylococcus aureus. The hydroalcoholic extract produced
neither functional changes nor histopathological alterations in studies of acute and subacute toxicity

in mice.

Conclusion: The results obtained will allow to design compound identification studies and establish
future protocols to determine effectiveness in models in vivo.

KEY WORDS: Mitracarpus megapotamicus, Antibacterial activity, Toxicity.
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INTRODUCCION

La resistencia a los quimioterapicos es uno de los
principales inconvenientes por los que atraviesa la salud
publica y la sanidad animal, motivo que alienta a los
investigadores a llevar adelante estudios para la busqueda
de nuevos principios activos con accién inhibitoria sobre
microorganismos resistentes'?. Aunque la mayor parte de
la investigacion estd dirigida a desarrollar medicamentos
sintéticos, se contintia estudiando las drogas de origen
natural porque generan interesantes aportes a la industria
farmacéutica’.

La Provincia de La Pampa, Argentina, posee una gran
diversidad de especies vegetales que se desarrollan
favorecidas por sus condiciones edafolégicas y
climéticas, siendo un recurso de gran importancia para la
investigacion de compuestos vegetales para potenciales
beneficios médicos. En una investigacion realizada en
87 especies vegetales seleccionadas al azar, se evalud
la actividad antimicrobiana mediante el método de
difusién en pocillos. Los resultados obtenidos permitieron
seleccionar a Mitracarpus megapotamicus por su espectro

antimicrobiano*®.

Mitracarpus megapotamicus (Spreng.) Kuntze es una hierba
perenne, velluda, de flores blancas que se desarrolla en
suelos arenosos y pedregosos®. Pertenece a la familia
Rubiaceae, se conoce con el nombre vulgar “peladilla”
y el tnico uso medicinal descrito en la bibliografia es el
antipaladico’. Es una especie muy difundida desde las
Antillas hasta el centro de la Argentina®.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la concentracién
inhibitoria minima del extracto metanolico de Mitracarpus
megapotamicus, investigar la persistencia de la actividad
antimicrobiana en extracciones con acetona y cloroformo
y determinar el posible potencial toxicolégico de la especie
mediante ensayos de toxicidad aguda y subaguda en
ratones.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y secado del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se llevé a cabo en el
mes de noviembre en cercania de Trebolares, Provincia
de La Pampa, Argentina. Mitracarpus megapotamicus fue
identificada por el ingeniero agrénomo Pedro Eduardo
Steibel, de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional de La Pampa y un ejemplar fue depositado en
el herbario de la misma. Se sec6 en estufa con corriente de
aire a 50°C.
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Preparacion de los extractos vegetales

Se realiz6 una extraccién hidroalcohélica (1:1 v/v) por
maceraciéon con 20 g de las partes aéreas desecadas
de Mitracarpus megapotamicus. La fraccion obtenida
fue sometida a una extraccion metandlica. El extracto
metandlico seco fue extractado con acetona y el producto
con cloroformo. Todas las extracciones se hicieron tres veces
consecutivas y el producto obtenido en cada extraccién se

evapor6 mediante rotavapor (Figura 1).

Determinacién de la actividad antimicrobiana

> Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
mediante la técnica de dilucion en agar: El extracto metanoélico
obtenido a partir de 20 g de partes aéreas desecadas de
Mitracarpus megapotamicus se llevé a sequedad obteniendo
1,92 g, resultando un rendimiento del 9,6%. El extracto
desecado fue resuspendido con agua destilada estéril
hasta un volumen de 10 ml, resultando una concentracion
de 192 mg/ml. A partir de ésta solucién se prepararon
diluciones 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160 y se colocé
1 ml de cada una de ellas en diferentes placas con 9 ml
de medio de cultivo agar Miieller Hinton. De este modo
resulta una concentracion final de 1,92 mg, 0,96 mg, 0,48
mg, 0,24 mg y 0,12 mg de extracto seco por ml de agar
respectivamente. Se homogenizé y se dejo solidificar. A
cada placa se le colocé en 5 puntos separados una descarga
de 1 ul de suspensién bacteriana correspondiente a 0,5 de
la escala de Mc Farland de cada una de las bacterias en
estudio, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) y las cepas aisladas de muestras
clinicas, Streptococcus equi (adenitis equina), Proteus
mirabilis (otitis canina) y Escherichia coli (mastitis bovina).
Se incubaron durante 24 horas a una temperatura de
35°C y se interpretaron los resultados. Conjuntamente se
prepararon, en las mismas condiciones, placas de control
de crecimiento sin el agregado del extracto vegetal.

> Fraccionamiento guiado por bioensayo: Los extractos secos
de acetona y cloroformo fueron reconstituidos hasta un
volumen de 5 ml de agua destilada estéril para las pruebas
de actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Se utiliz6 la técnica de difusion, segan el
método de Kirby Bauer’ sustituyendo el disco de papel
por pocillos en el medio de cultivo agar Miiller Hinton
solidificado, colocando en cada uno de ellos 60 ul de
la solucién de los extractos de acetona y cloroformo de
Mitracarpus megapotamicus respectivamente. Las placas se
incubaron a 35°C y se examinaron a las 24 h. La actividad
antibacteriana de las fracciones aceténica y cloroférmica se
evaluaron mediante la presencia de halo de inhibicion.
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Figura 1. Obtencién de extractos de Mitracarpus megapotamicus.
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Los extractos hidroalcohoélico, metanélico, aceténico
y cloroférmico desecados fueron utilizados en los
distintos ensayos.

Ensayos de toxicidad

El disefio experimental cumple con lo establecido en la Guia
para el cuidado y uso de los animales de experimentacién
segin el Canadian Council Animal Care!’y fue aprobado
por el Comité de ética de investigacién en ciencias biologicas
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, de la Universidad

Nacional de La Pampa.
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Los ensayos de toxicidad aguda y subaguda se realizaron en
ratones albinos Mus musculus, los que se recepcionaron en
el laboratorio 7 dias antes del ensayo, y desde ese momento
hasta el final de los mismos, todos los animales recibieron

alimento balanceado comercial y agua ad libitum.

- Toxicidad aguda: Se utilizaron 50 ratones de 3 meses
de edad, machos y hembras de 29 - 38 g distribuidos en

Ars Pharm. 2013; 54(4): 09-15.



cinco grupos de 10 animales cada uno. Todos los animales
se dejaron en ayuno de alimentos s6lidos 5 horas previas
a la experiencia, y recibieron agua ad libitum. El Grupo
control no recibi6 tratamiento alguno. Los grupos tratados
fueron administrados con una dosis oral tnica del extracto
hidroalcohélico desecado de Mitracarpus megapotamicus
reconstituido con agua destilada, administrandose un
volumenfinalde0,1ml/10g, mediantesondabucoesofagica.
El esquema posolégico fue el siguiente; Grupo 1: 625 mg/
kg, Grupo 2: 1.250 mg/kg, Grupo 3: 2.500 mg/kg y Grupo
4: 5.000 mg/kg. Los ratones fueron observados a los 30,
60, 120, 240 y 360 minutos pos administraciéon del extracto
y durante los 14 dias siguientes cada 24 hs con el fin de
evaluar el cardcter reversible o irreversible de los efectos'.
Al finalizar el estudio se sacrificaron los animales del Grupo
4 por dislocaciéon cervical e inmediatamente se realizé la
necropsia para la extracciéon de los érganos a estudiar:
estémago, intestino delgado, higado y rifion. Se realiz6 una
evaluaciéon macro y microscopica de los mismos. Para esta
altima los 6rganos fueron fijados en formol al 10% durante
72 h, luego se realiz6 la inclusion en parafina y los cortes se
colorearon con hematoxilina y eosina.

-Toxicidad subaguda: Se formaron tres grupos de ratones
de dos meses de edad, cada grupo compuesto de igual
ntumero de machos y hembras de 26 - 28 g. El grupo
control de 10 animales fue administrado con el vehiculo.
El grupo tratado y satélite de 20 y 10 animales, recibié
diariamente una dosis de 1.250 mg/kg de peso corporal de
extracto hidroalcohélico seco de Mitracarpus megapotamicus
restituido con agua destilada, administrandose un volumen
final de 0,1 ml/10 g durante 14 dias. En todos los animales
la via utilizada fue la oral mediante sonda bucoesofdgica'>.
A todos los grupos se les realizé control del consumo de
alimento diariamente, registrdndose el peso al inicio y
final del ensayo. Las observaciones clinicas se hicieron
dos veces al dia durante todo el experimento para detectar
posibles alteraciones de los animales. Al término del
tratamiento se tomaron muestras de sangre mediante
puncién intracardiaca, previa anestesia con Ketamina/
Acepromacina (Anestesia Veterinaria®, Holliday Scott)
por via intraperitoneal, para exdmenes de hematologia
(conteo de glébulos rojos y leucocitos, determinacion de la
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examen anatomopatolégico e histopatolégico de higado,
rifién, estémago e intestino, procediéndose del mismo
modo descrito para las muestras obtenidas en los exdmenes
de toxicidad aguda. Se registr6 el peso de los siguientes

6rganos: higado, pulmoén, corazoén y rifiéon.

El grupo satélite se observé durante 14 dias posteriores
de concluida la administracién del extracto para detectar
posibles signos clinicos de toxicidad de aparicién tardia
y/olarecuperacién de los mismos. Los andlisis estadisticos
se hicieron mediante el test T de Student, con un nivel de

significancia P< 0,05.

RESULTADOS

Actividad antimicrobiana

-Concentracion inhibitoria minima: De las diluciones
ensayadas, laminima concentracién del extracto metanélico
de Mitracarpus megapotamicus que inhibi6 el desarrollo fue
de 1/40 (0,48 mg /ml) para Streptococcus equi, Proteus spp,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y de 1/20

(0,96 mg/ml) para Escherichia coli (Tabla 1).

-Fraccionamiento bioguiado: El extracto cloroférmico y
aceténico de Mitracarpus megapotamicus demostré halo de
inhibicién en un cultivo de Staphylococcus aureus.

Toxicidad aguda

En los ensayos de toxicidad aguda no se observaron
cambios en la conducta, signos clinicos de toxicidad, ni
muertes en el 100% de los animales tratados. El anélisis
macroscépico de los érganos estudiados no reporté ningtan
dato de interés, siendo su aspecto normal. En el estudio
microscépico no se encontraron lesiones que pudieran
sugerir toxicidad en los animales medicados con la dosis
maxima administrada, 5.000 mg/kg.

Toxicidad subaguda

Enninguno delos animales del grupo tratado se observaron
signos clinicos que pudieran asociarse a efectos téxicos
sistémicos, registrandose un 100% de supervivencia. Tanto
machos como hembras aumentaron de peso corporal
durante el experimento, no hubo diferencias entre

grupos (P>0,05). En el estudio de las manifestaciones de

concentraciéon de hemoglobina y
hematocrito)yquimicasanguinea

Figura 1. Obtencién de extractos de Mitracarpus megapotamicus.

Microorganismos

1,92mg/ml 0,96 mg/ml 0,48 mg/ml 0,24 mg/ml

(determinaciéon de niveles de

. ] Streptococcus equi® s/d s/d s/d d
aspartato  aminotransaminasa D s/d s/d s/d d
(AST), alanina transaminasa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) s/d s/d s/d d
(ALT), fosfatasa alcalina Staphylococcus epidermidis(ATCC12228) s/d s/d s/d d
(FAL), creatinina y urea. Escherichia coli™ s/d s/d d d

Posteriormente se realizé la

necropsia de los animales y el

Ref: s/d: sin desarrollo bacteriano. d: desarrollo bacteriano. Las diluciones expresadas en mg/ml se
calcularon a partir del rendimiento del extracto metanélico (9,6%) proveniente de 20 g de partes aéreas de
Mitracarpus megapotamicus. aaisladas de muestras clinicas.
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Tabla 2. Parametros hematolégicos en machos y hembras pertenecientes al Grupo Control y Tratado.
Machos(Media+DE) Hembras (Media+DE)

Grupo Control Grupo Tratado Grupo Control Grupo Tratado
GR® (x10°/ mm?®) 9,54 £ 0,54 9,04 £ 0,25 ns 10,18 + 0,25 9,93 £ 0,26 ns
HgP (gr/dl) 14,46 + 0,60 13,8 £ 0,40 ns 14,13 +1,00 16,17 +1,74 ns
Hte (%) 44,66 = 0,57 44,25 + 0,95 ns 45,33 + 0,57 48 +1,82ns
GB¢ (x10°/ mm°) 4,93 +0,51 547 + 0,73 ns 5,65 £ 0,80 6,39 +1,55 ns
Ref: aglobulos rojos, bhemoglobina, chematocrito, dglébulos blancos, ns: no significativo (P< 0,05) Test “t” de Student

toxicidad del extracto vegetal a través de la evaluacién de
los pardmetros hematolégicos (conteo de glébulos rojos,
leucocitos, hemoglobina y hematocrito) no hubo diferencias
entre grupos (P>0,05) (Tabla 2).

Las enzimas, aspartato aminotransaminasa (AST), alanina
transaminasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FAL), indicadores
de hepatopatias, afecciones de corazén y misculo
esquelético, no se encuentran aumentadas respecto al
grupo control en las muestras analizadas. Los niveles
de urea y creatinina, indicadores de funcionamiento
renal, se mantuvieron dentro de los rangos normales.
Los datos obtenidos en las diferentes determinaciones
hematolégicas fueron compatibles con los resultados de
la evaluacién histopatolégica de higado, rifién, estémago
e intestino donde no se presentaron lesiones compatibles
con alteraciones patolégicas, ni diferencias entre tratados y
testigos en el peso de los 6rganos (P>0,05) (Tabla 3).

DISCUSION

El valor de la CIM obtenida por el método de dilucién
en agar orienta acerca de la concentracién del extracto
de Mitracarpus megapotamicus necesaria para inhibir el
crecimiento de un microorganismo en particular, pero no
representa un valor absoluto, ya que el valor real de la CIM
podriaestar ubicadaentrelamenorylamayorconcentracién
que inhibi6 el crecimiento bacteriano. Esta técnica es la mas
adecuada para determinar la actividad antibacteriana de
un compuesto de polaridad desconocida®.

Los resultados del fraccionamiento bioguiado demuestran
que la actividad antimicrobiana manifestada en el extracto

metandlico se mantiene en las fracciones extraidas a

partir de este con acetona y luego con cloroformo. Por
consiguiente es posible sugerir que esta especie vegetal
contiene compuestos fendlicos, por ser solubles en acetona
y ademas compuestos terpénicos, solubles en cloroformo.
La bibliografia menciona a estos dos grupos quimicos como
responsables de la actividad antimicrobiana de extractos
provenientes de diversas especies vegetales'>'*. En general
las propiedades farmacolégicas de las plantas responden a
la presencia de mas de un componente activo, a diferencia
de las moléculas de sintesis®. Bertucci y col. demostraron
la presencia de terpenos y flavonoides, mediante
cromatografia en capa fina, en muestras de partes aéreas
de Mitracarpus megapotamicus recogidas en Uruguay™.
Sin embargo no hallaron actividad antimicrobiana en las
extracciones con acetona frente a varias cepas bacterianas
(S. aureus, P. aeruginosas, M. tuberculosis, E. coli) mediante el
método de difusién en agar?. La falta de concordancia con
el presente estudio puede estar influenciado por diversos
factores como época y lugar de recoleccién de la muestra,
método de extraccién, solubilidad de la misma en el medio
de cultivo, método de valoracion de la actividad, entre

otros'®,

El test de toxicidad agudo y subagudo no produjo

mortalidad de los animales bajo las condiciones
experimentales ensayadas. Tampoco se presentaron signos
clinicos y/o subclinicos de toxicidad. La ganancia de peso
obtenida, asi como también el consumo de alimento diario,
que fue el esperado para la especie y edad de los animales,
denota bienestar de los mismos?. Se estima como poco
toxicos, aquellos extractos que no lo son a dosis superiores
a 2000 mg/kg, segun criterio utilizado por diversos
investigadores®. El empleo del extracto hidroalcohélico

para los ensayos de toxicidad permiti6 evaluar en un solo

Tabla 3. Parametros bioquimicos en machos y hembras pertenecientes al Grupo Control y Tratado.

Machos (Media+DE)

Hembras (MediazDE)

Grupo Control Grupo Tratado Grupo Control Grupo Tratado
GOT? (u/1) 106 + 25,54 92+ 28,71 ns 147 + 34,59 141,7£ 29,23 ns
Creatinina (mg%) 0,475 + 0,035 0,477 £ 0,029 ns 0,58 £0,18 0,512 + 0,037 ns
Urea (g/1) 0,515 + 0,091 0,58 + 0,045 ns 0,6 +0,028 0,637 + 0,045 ns
GPT" (u/1) 37,66 £ 5,50 30+ 4,24 ns 41 +10,14 49,5+ 14,43 ns
FAL® (mUI/ml) 326 £ 34 392 £72,91 ns 350 £ 52,91 372,75 £127,9 ns

de Student.

Ref: aglutdmico oxalacético transaminasa, bglutamico pirtvico transaminasa, cfosfatasa alcalina, ns: no significativo (P < 0,05) Test “t”
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ensayo la ausencia de toxicidad de esta especie vegetal,
ya que el extracto metandlico se obtuvo a partir del
hidroalcohélico.

CONCLUSIONES

La inocuidad de los extractos de Mitracarpus megapotamicus
en ratones, conjuntamente con la actividad antimicrobiana
demostrada in vitro, permitira proyectar futuros protocolos
para determinar la eficacia en modelos in vivo y determinar
el posible valor fitoterapéutico de la especie. La presencia
de actividad antimicrobiana en las fracciones aceténicas
y cloroférmicas constituye un incipiente camino para

identificar los compuestos responsables.
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