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Resumen

La brucelosis canina es una enfermedad
zoonética causada pdBrucella canis El
tratamiento indicado con combinaciones de
antibioticos suele no ser totalmente efectivo
y se presentan recidivas. Los extractos
vegetales de Prosopis  flexuosa var.
depressahan demostrado tener actividad
antimicrobiana in vitro sobrBrucella canis
Mediante extraccion en sohxlet con
solventes de polaridad creciente se
obtuvieron diferentes fracciones las cuales se
sometieron a pruebas de inhibicion del
crecimiento en diluciones en agar para
evaluar en que fraccion residia el efecto
antimicrobiano. La fraccion metandlica de
las partes aéreas ®rosopis flexuosavar.
depressa demostr6 mantener la accion
antibacteriana hasta diluciones de 1/80. Las
reacciones de caracterizacion indican la
presencia de de taninos, lipidos, hidratos de
carbono, ndcleos esteroidales vy triterpé-
nicos, alcaloides, saponinas y proteinas y
aminogrupos.

Palabras claves: Prosopis spp,Brucella
canis extractos vegetales, efecto
antimicrobiano.

Abstract

Canine brucellosis is a zoonotic disease
caused byrucella canis The treatment

with antibiotics combinations is often not
fully effective, with relapses. Plant extracts
of Prosopis flexuosa vardepressahave

demonstrated antimicrobial activity in vitro
over Brucella canis By Sohxlet extraction
with solvents of increasing polarity different
fractions were obtained which were tested
for growth inhibition in agar dilution to
assess what fraction resided in the
antimicrobial effect. The methanol fraction
of the aerial parts oProsopis flexuosaar.
depressashowed antibacterial action up to
dilutions of 1/80. Characterization reactions
show the presence of tannin, lipids,
carbohydrates, steroid nucleus and triterpene
alkaloids, saponins, proteins and amino
groups.

Key words: Prosopis spp,Brucella canis,
plant extract, antimicrobial effect.

Introduccién

La brucelosis canina causada p@nucella
canis es una enfermedad infecciosa que
causa problemas reproductivos,
principalmente en los criaderos y ademas es
una zoonosis (Center for Food Security &
Public Health, 2009). El agente etioldgico
Brucella canis es un cocobacilo Gram
negativo intracelular, los perros son su unico
huésped natural.

La sintomatologia es principalmente
reproductiva (Shin y Carmichaegl999). En

las hembras el sintoma mas prominente es el
aborto después de los 45-55 dias de
gestacion en el 75% de los casos.
Ocasionalmente ocurre muerte embrionaria
temprana y reabsorcion (Shin y Carmichael,
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1999). En los machos la sintomatologia
preponderante incluye epididimitis,
dermatitis escrotal e infertilidad (Brisefio
Gonzélez et al., 2004). Las lesiones abarcan
degeneracion testicular, disconespondilitis,

artritis, azoospermia, dificultad para
eyacular, baja concentracion y baja
motilidad espermatica, eyaculado

sanguinolento (Shin y Carmichael, 1999;
Borie et al., 2002; Brisefio Gonzalez et al.,
2004; Miranda et al., 2005).

La eliminacion de la bacteria en la hembra
prefada se produce a partir del feto, la
placenta, los fluidos fetales y la descarga
vaginal posterior al aborto. En la hembra no
prefiada en las descargas vaginales normales,
sobre todo en el estro y también por la leche.
Los machos infectados eliminan brucellas
por semen uno o dos meses post infeccion, y
luego intermitentemente por afios (Borie et
al.,, 2002). EI microorganismo ingresa
principalmente por ingestion de excreciones
y secreciones contaminadas, via genital,
oronasal y mucosa conjuntival. La
enfermedad llega a los humanogle la
misma forma,a través de ingestion, o por
muasas o piel lesionada (Center for Food
Security & Public Health, 2009).

Los resultados méas alentadores al aplicar
tratamientos con  antimicrobianos se
obtuvieron con combinaciones de drogas
tales como tetraciclina, doxiciclina,
minociclina y estreptomicina. Sin embargo
la recrudescencia de la infeccion después de
la cesacion del tratamiento es comun. Las
mejores tasas de eliminacion de la
enfermedad en los criaderos se han obtenido
mediante el sacrificio de los animales
enfermos. Esta es la recomendacion, sobre
todo en reproductores de criaderos (Shin y
Carmichael, 1999; Center for Food Security
& Public Health, 2009).

En la medicina moderna las plantas tienen
aplicaciones importantes que van mucho

mas alla de ser fuente directa de agentes
terapéuticos. Actualmente el estudio de la
estructura quimica de los principios activos
de plantas utilizadas tradicionalmente puede
servir de modelo para la elaboracion de
drogas sintéticas (Bermudez et al., 2005). En
todo el mundo se han comenzado a
investigar desde hace unos afios aquellas
plantas que tradicionalmente se utilizaban en
el tratamiento de enfermedades con la
intencion de confirmar estos efectos y aislar
los grupos quimicos responsables de los
mismos (Heinrich, 2003; Ozbay y Alim,
2009; Zuo et al., 2008). En nuestro pais hay
trabajos que muestran resultados altamente
reproducibles del efecto antimicrobiano
logrado con extractos obtenidos de plantas
utiizadas por la medicina folclorica.
Estudios  posteriores  permitieron la
identificacion de los compuestos quimicos
estables, responsables del efecto
antibacteriano (Zampini et al., 2007; Penna
et al.,2001). Los métodos de busqueda
incluyen la prospecciéon al azar y la
utilizacion de la informacion etnobotanica
para seleccionar las plantas en busca de
compuestos quimicos con  actividad
biolégica (Bermudez et al., 2005).

El géneroProsopis pertenece a la familia
Fabaceae, las especies de este género se
distribuyen por América en las regiones
aridas y semiaridas.Prosopis flexuosa
presenta las variedadfiexuosa depressay
fruticosa Estas plantas han sido utilizadas
por los pobladores del desierto desde épocas
prehispanicas como  alimento, para
elaboracion de bebidas y para uso medicinal
por sus propiedades diuréticas, astringentes y
anticatarrales (Alvarez y Villagra, 2009). En
la actualidad se ha documentado la actividad
antimicrobiana de  principios  activos
obtenidos del génefrosopisfrente a

diversas bacterig$alvat et al., 2004; Khan

et al., 2010), entre otr&rucella canis
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(Oriani et al., 2006).

Los metabolitos secundarios de las plantas,
también denominados productos
secundarios, o0 productos naturales no
parecen tener una funciébn directa en
procesos respiratorios, fotosintéticos, de
transportes, nutricion o sintesis en el
metabolismo vegetal. Sin embargo, tienen un
importante valor medicinal. Desde Ia
antigiedad se usaban para combatir
enfermedades. Se agrupan en cuatro clases
principales: terpenos, compuestos fendlicos,
glicosidos y alcaloides (Avalos Garcia y
Pérez Urria-Carril, 2009). Actualmente se ha
comprobado la actividad antibacteriana de
los taninos, pertenecientes al grupo de los
terpenos (Anderson et al., 2012), al igual que
el de los nucleos esteroidales (Cuca Suarez
et al., 2011) y los triterpenos (Frohlich et

al., 2012); las saponinas, pertenecientes al
grupo de los (glicésidos (Hu, 2012
Kuklinski, 2000); los  flavonoides,

pertenecientes al grupo de los compuestos
fendlicos (Li et al., 2012) y los alcaloides
(Cuca Suarez at al., 2011; Zhou et al., 2012).
Para lograr avances en la identificacion de
compuestos, los estudios bioguiados
utilizando solventes de distinta polaridad han
demostrado ser un método adecuado (Penna
et al., 2001; Hage et al., 2010; Khan et al.,
2010), wunido a reacciones quimicas
(Dominguez, 1979) para caracterizar los
compuestos presentes en las fracciones.

Materiales y Métodos

Extraccion en soxhlet

Para la extraccion se parti6 de 20 g de
materia seca molida que fue colocada en un
cartucho de papel de filtro en el soxhlet. Se
realizaron extracciones sucesivas durante 8
horas para cada solvente, siendo utilizados
solventes de polaridad creciente: hexano,
diclorometano, acetato de etilo, metanol y
agua. El volumen final de cada solvente fue
llevado a sequedad en rotavapor a presion

reducida y el residuo se almacen6 a -20°
hasta su utilizacion en las pruebas de
actividad antimicrobiana. Este proceso se
realiz6 por separado para partes aéreas y
corteza dd’rosopis flexuosgar. depressa.

Efecto antimicrobiano

Las pruebas de actividad antimicrobiana se
llevaron a cabo en placas de Petri de 60 mm
con 10 ml de agar Muller Hinton con sangre
ovina al 10% al cual se le adicionaron 100

de la fraccién del extracto. Cada placa se
sembré con una solucion @rucella canis
RM 6/66 con una concentracion equivalente
al 0,5 de Mc Farland. Se incub6o a 37°C
durante 72 horas y se realizé la lectura. Se
realizaron 3 repeticiones para cada extracto.

CiM

Preparacion de las placas:

Se utilizaron placas de 60 mm en las cuales
se colocaron 9 ml de agar Muller Hinton con
10% de sangre ovina y a cada una se le
agreg6 1 ml de cada dilucién de extracto.
Preparacion de las diluciones de
extractos:

Tubo N° 1: 9 ml de agua destilada + 1 ml de
extracto. Dilucion obtenida: 1/10.

Tubo N° 2: 5 ml de agua destilada + 5 ml de
tubo 1. Dilucion obtenida: 1/20.

Tubo N° 3: 5 ml de agua destilada + 5 ml de
tubo 2. Dilucion obtenida: 1/40.

Tubo N° 4: 5 ml de agua destilada + 5 ml de
tubo 3. Dilucion obtenida: 1/80

Las placas se sembraron con con Brucella
canis RM6/66 equivalente a una solucién 0,5
de Mc Farland. Se Incubd durante 72 horas
a 37° y se procedi6 a la lectura.

Se realizaron tres repeticiones para cada
dilucion.

Reacciones de caracterizacion

Reaccién de la gelatingpara determinacion
taninos): a 0,2 ml de la fraccién problema se
le agregaron 0,2 ml de solucién acuosa de
gelatina al 0,5%. Se comparo la turbidez o

los
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volumen de precipitado con el producido en
las mismas condiciones por 0,2 ml de una
solucion acuosa de &cido tanico.

Reaccion de  Cloruro  férrico (para
determinacion de taninos y oxhidrilos
fendlicos): a una alicuota de 0,2 ml de la
muestra se agreg0é solucidbn acuosa o0
etanodlica de FeCI3 al 1% y se mezcld. La
aparicion de color verde evidencia la
presencia de un derivado de catecol y un
color azul de un derivado de pirogalol. Se
comparo el color con el producido en las
mismas condiciones por 0,2 ml de una
solucion acuosa de &cido tanico.

Reaccion de Shinodpara determinacion de
flavonoides): a una solucién etandlica de 0,2
ml se le agregd la mitad del volumen de
acido clorhidrico concentrado, se mezclé y
se agrego limaduras de magnesio. Se mezclé
nuevamente y se dejo 5 minutos, se le
agreg6 2 ml de agua y se trasvasé a un tubo
agitando con 0,4 ml de alcohol amilico. Se
dej6é decantar para comparar el color de la
fase amilica con el producido en las mismas
condiciones por 0,2 ml de una solucion
metanolica de rutina. Al extracto alcohdlico
incoloro o ligeramente amarillo se le colocé
un pequefio trozo de magnesio y unas pocas
gotas de HCI concentrado, el desarrollo
inmediato de color se tamara como
indicativo de la presencia de flavonas y
flavonoides (amarillo a rojo), flavanololes
(rojo a magenta), flavanonas (rojo, magenta,
violeta, azul), isoflavonas (amarillo).
Reaccibn de la  Ninhidrina (para
determinacion de aminas): se realizd sobre
papel colocando una gota de extracto y se
dejando a secar, se le agregd una cantidad
similar de solucion etandlica de ninhidrina al
0,2% y paralelamente se realiz6 un ensayo
en blanco. Se calient6 el papel en estufa a
110-120°C hasta aparicion de ligero color en
el blanco. Se comparé la mancha zaul
violacea con la de una solucion testigo de
triptofano en etanol al 50%.
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Reaccién de Liebermann Burchaighara
determinacion de ndcleos esteroidales y
triterpénicos): a 0,2 ml de solucion
cloroférmica del extracto se agreg6 0,2 ml
de anhidrido acético, se mezclo y agrego una
gota de acido sulfurico concentrado. Se
considero positiva la aparicion de color azul,
verde 0 naranja. La coloracion azul o
verdosa se compard con el producido por
una solucion de colesterol en cloroformo. La
coloracion naranja se comparé con el
producido por diferentes soluciones de
progesterona en cloroformo.

Reaccidén de Borntragépara determinacion
de antraguinonas): sobre la muestra seca en
polvo se coloco 1 g de material pulverizado
en tubo de ensayo, se agregd 15 ml de
hidroxido de sodio al 5% en agua y calientd
a 100°C durante 20 minutos, se enfrio, filtro
y se llevd a volumen. Se acidificé con acido
clorhidrico concentrado y agité con 5 ml de
benceno. Se dej6 decantar, se tomd 2,5 ml de
la fase bencénica, se pasdé a otro tubo, se
agito con 0,5 ml de solucibn acuosa de
hidréxido de sodio al 5%. Se considero
positiva la reaccion cuando la fase acuosa
tomao color rojo. Se comparé el color con el
de una solucién alcalina de 1-8-
dihidroxiantraguinona.

Reaccién de Keddépara determinacion de
cardendlidos): se coloc6é una microgota de la
fraccion problema en papel de filtro, se dejo
secar y se agrego el reactivo de Kedde. Se
dejé 5 minutos y se leyd. Se comparo con el
color producido en las mismas condiciones
por diferentes soluciones de digitoxina en
etanol.

Reaccion de Bertran@para determinar la
presencia de alcaloides): se agrego el
reactivo silico tangstico a la fraccion
problema. Se considerd positiva la presencia
de alcaloides cuando se observé precipitado
Reaccion de Guignar¢para determinacion
de glucésidos cianogenéticos) a partir del
extracto desecado en polvo, se colocaron




Ciencia Veterinaria

Volumen 14 - Numero 1-2012

General Pico - La Pampa, Republica Argentina
ISSN: 1515-1883

0,5g de droga seca recién pulverizada en un
tubo de fondo chato, se humectd con
cantidad suficiente de agua, se agregd una
gota de cloroformo y se mezclé. El tubo se
tapd con un disco de papel picrosodico de
tamafio adecuado, sostenido por un
portaobjeto. Se calient6 a 35°C durante 3 hy
se observd el color desarrollado. Se
consideré positiva la reaccion frente a la
presencia de color rojo.

Prueba de la espunfpara determinacion de
saponinas): se coloco 1 ml de la solucion
problema en un tubo de ensayo, se tapo y se
agitd fuertemente durante 15 segundos. Se
realizé la lectura de la altura de la espuma a
los 15 minutos, se considerd negativa la
reaccion cuando la altura es menor a los 5
mm y muy positiva si supera los 15 mm.

Resultados

La fraccidn metandlica de extractos de partes
aéreas deProsopis flexuosavar. depressa
presentaron actividad inhibitoria completa
sobre el crecimiento bacteriano. En tanto que
la fraccion de dicloro metano presentd una
inhibicion leve.

De los extractos obtenidos de corteza de
Prosopis flexuosa var. depressa solo
presentd inhibicion completa el extracto
metandlico.

Al realizar las pruebas de CIM el extracto
metandlico de partes aéreas mantuvo la
inhibicion del crecimiento bacteriano hasta
concentraciones de 1/80, en tanto que el
extracto metandlico de corteza no presento
inhibicion del crecimiento bacteriano en
ninguna concentracion.

Las reacciones de caracterizacion realizadas
sobre el extracto metandlico de partes aéreas
de Prosopis flexuosa var. depressa
evidenciaron la presencia de taninos, lipidos,
hidratos de carbono, nucleos esteroidales y
triterpénicos, alcaloides, saponinas Yy
proteinas y aminogrupos.
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Discusion y Conclusiones

La extraccion por solventes de polaridad
creciente, es un método que permite obtener
fracciones a partir de las cuales se pueden
identificar quienes son las responsables de
los efectos estudiados. Asi lo han
demostrado trabajos, como los de Hage
(2010) y Wu (2012), en diferentes plantas
gue se han usado tradicionalmente con fines
medicinales. Por otra parte Khan (2010) usoé
el mismo método sobre otra especie del
género Prosopis, combinando la extraccion
por solventes de polaridad creciente y la
determinacion de CIM frente a cepas
multirresistentes de candida y streptococcus.
La extraccion en sohxlet permitié concluir
gue en la fraccibn metandlica reside el efecto
antimicrobiano contraBrucella canis El
mantenimiento de la capacidad de inhibicion
del crecimiento microbiano se mantuvo
hasta diluciones del extracto de 1/80 por
parte de la fraccibn metandlica de partes
aéreas deProsopis flexuosa vardepressa

La presencia de taninos, saponinas,
flavonoides, ndcleos terpénicos y alcaloides,
puestos en evidencia mediante las reacciones
quimicas de caracterizacion  podrian
justificar en forma separada o0 en
asociaciones el efecto antimicrobiano. Esta
especulacion es consistente con estudios
llevados a cabo por otros autores que
encontraron actividad antibacteriana en
taninos (Anderson et al., 2012), en nucleos
esteroidales (Cuca- Suarez et al., 2011), en
triterpenos  (Frohlich et al.,, 2012), en
saponinas (Hu, 2012) y en alcaloides (Cuca
Suérez et al., 2011; Zhou et al., 2012).

Serdn necesarios nuevos estudios para
relacionar los grupos quimicos encontrados
en la fraccibn metandlica dd rosopis
flexuosa var. depressacon la actividad
antimicrobiana sobrBrucella canis.
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