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RESUMEN

Ruellia tuberosa es una planta que se utiliza en la medicina popular por sus
propiedades diuréticas, antidiabéticas, antipiréticas, analgésicas y
antihipertensivas. El objetivo de esta investigacion fue confirmar la relacion
entre la composicidén quimica de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa
y la actividad antibacteriana en cepas Gram positivas y Gram negativas de
referencia internacional. Los extractos se obtuvieron de las hojas secas y
molidas a través del método de reflujo, utilizando hexano y etanol como
solventes. En el tamizaje fitoquimico se determiné la presencia de triterpenos
y esteroles en el extracto de hexano y esteroles en el extracto de etanol. La
concentracion empleada para la actividad antibacteriana fue de 1000 ppm, por
el método difusion en agar del disco (Kirby-Bauer). El extracto de etanol de las
hojas de Ruellia tuberosa tuvo accion antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus, observando un halo de inhibicion de 7 milimetros (mm).

Palabras claves: Acanthaceae, Ruellia tuberosa, tamizaje fitoquimico,

actividad antibacteriana.
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INTRODUCCION

Los arboles y la vegetacion urbana en general aportan estabilidad a los
ecosistemas, ademas tienen gran importancia en la actualidad por su uso en
la medicina alternativa; sin embargo, se debe determinar la composicién
guimica a través de procesos con diferentes solventes de extraccion los cuales
permitan que la obtencidn de los mismos se realice con eficacia, rapidez y bajo
costo. La fitoquimica es la ciencia responsable de los estudios de cada grupo
de plantas, desde su estructura molecular hasta sus actividades bioldgicas
(Sharapin, 2000).

Los productos naturales son reconocidos como fitofarmacos, es decir,
compuestos que igualan el nivel de los farmacos en su sintesis. Por tal motivo
se realizan estudios acerca de la actividad antibacteriana de las plantas, donde
estas tienen la capacidad de eliminar o inhibir el crecimiento y desarrollo de
bacterias patogenas, haciendo su efecto sin dafiar el organismo (Vivot,
Sanchez, Cacik y Sequin, 2012).

Actualmente la resistencia de antibidticos se ha convertido en una amenaza
para la salud de los seres humanos a nivel mundial, constituye un problema
gue se ha agudizado cada vez mas por el uso inadecuado y abuso de los
agentes antibioticos (OMS, 2016).

En base a la revision literaria se evidencia que existen diferentes géneros
de plantas que presentan propiedades antibacterianas en su composicion
guimica, siendo un ejemplo el género Ruellia. Taxondmicamente pertenece a
la familia Acanthaceae, su especie R. tuberosa es originaria de Jamaica y
se ha extendido en gran parte de América. Ruellia tuberosa se conoce
comunmente como la yuquilla, es una planta de alta potencialidad en su uso
etnofarmacéutico (Ciangherotti, Maldonado, Orsini, Perdomo, Alvarez, Salazar
e Israel, 2013).


https://www.google.co.ve/search?sa=G&rlz=1C1CHJL_esVE744VE745&tbm=bks&q=inauthor:%2522Nikolai+Sharapin%2522&ved=0ahUKEwi32Nj4w6DXAhWIdSYKHdEYBPQQ9AgIRzAE

Diversas investigaciones han demostrado que Ruellia tuberosa presenta
gran variedad de compuestos quimicos que le confieren actividad biolégica a
nivel cardiovascular, antibacteriano, hipoglucemiante, entre otras. Estudios
confirman el efecto antioxidante de R. tuberosa L en el dafio renal inducido por
diabetes (Ciangherotti, Maldonado, Orsini, Perdomo, Alvarez, Salazar e Israel,
2013). El principal objetivo de este estudio se refiere a Confirmar la actividad
antibacteriana y la composicién quimica de los extractos de las hojas
de Ruellia tuberosa en cepas Gram positivas y Gram negativas.

Este trabajo esta estructurado siguiendo las normas APA a través de cinco
capitulos; el Capitulo | esta titulado como ElI Problema, se encuentra
representado por el Planteamiento del Problema, Justificacion e Importancia
de la Investigacion, Objetivos de la Investigacion, Alcances y Limitaciones de
la Investigacion. El Capitulo Il se titula como Marco Tedrico, dentro de este
capitulo se encuentran los Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases
tedricas, Definicion Operacional de Términos, Hipétesis y Operacionalizacion
de las Variables. El Tipo de Investigacion, Disefio de la Investigacion,
Poblacién y Muestra, Sistema de Variables, Instrumento de Recoleccion,
Metodologia o Procedimientos de la Investigacion y Disefio de Andlisis
conforman el Capitulo Ill titulado Marco Metodolégico. Resultados y
Conclusiones se titula el Capitulo 1V, finalmente el Capitulo V Conclusiones y

Recomendaciones.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Los antibidticos son medicamentos utilizados para tratar infecciones
bacterianas, actualmente la resistencia de antibioticos se ha convertido en una
amenaza para la salud de los seres humanos a nivel mundial. La resistencia
antibacteriana constituye un problema de salud publica que se ha agudizado
cada vez mas por el mal uso o abuso de los agentes antibiéticos, trayendo
como consecuencia la mutacién bacteriana limitando la eficacia de los
medicamentos y causando fracaso terapéutico significativo;, a su vez,
incrementando los costos médicos y aumentando el indice de mortalidad
(OMS, 2016).

En América Latina la falta de leyes reguladoras permite distribuir y vender
los antibidticos liboremente sin prescripcion médica y la tarea de control en la
region es dificil; por lo tanto, al no existir normas reguladoras sobre los
antibidticos los consumidores pueden obtenerlos en cualquier lugar y por
consiguiente la automedicacion (OPS, 2004).

En Venezuela se han documentado cambios en la epidemiologia de las
infecciones nosocomiales, ademas de los estudios del Grupo Venezolano de
Resistencia Bacteriana (GVRB), el equipo de trabajo del Laboratorio de
Biologia de Plasmidos del Instituto de Biologia Experimental de la Universidad
Central de Venezuela ha realizado investigaciones sobre la caracterizacion de
plasmidos de bacterias procedentes de diferentes ambientes del pais. Los
estudios concluyen que las infecciones por bacterias resistentes a los

antibidticos constituyen un problema de salud importante, especialmente las



causadas por cepas de Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus
spp. (Rivas y Alonso, 2011).

Las bacterias pueden evadir los efectos letales de los antibidticos a través
de varios mecanismos, lo que se espera actualmente son agentes
antibacterianos de accion novedosas con la finalidad de contrarrestar la
resistencia de las bacterias. Las fuentes naturales pueden ayudar a la
obtencién de varias sustancias con fines terapéuticos alternativos de bajo
costo y seguros a la hora de emplearlos (Coy y Acosta, 2013).

Existen diferentes géneros de plantas que presentan propiedades
antibacterianas gracias a su composicion quimica, siendo las plantas del
género Ruellia un ejemplar a evaluar debido a sus diversos metabolitos
secundarios reportados. Estudios han demostrado que Ruellia tuberosa L.
tiene las cualidades para ser una valiosa alternativa medicinal al poder
regenerarse in vitro en organogénesis directa a través de un medio de cultivo
con todos los nutrientes necesarios para su crecimiento. Los autores de esta
investigacion concluyeron que este protocolo podria ser utilizado para la
conservacion 'y la propagacion clonal de esta planta medicinal
tradicionalmente importante (Lakshmanan y Jothi, 2015).

Una vez descrita la situacion del problema de estudio, la autora elabor6 el
siguiente enunciado holopraxico: ¢Cuél es la relacion entre la actividad
antibacteriana y la composicidon quimica de los extractos de las hojas de la

Ruellia tuberosa., en cepas de referencial internacional?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

Las plantas utilizadas con sabiduria son capaces de restituir fuerzas,
revertir condiciones fisicas adversas procurando alivio y bienestar a través de
Sus principios activos. Son organismos eucariontes multicelulares, autétrofos
por fotosintesis, posee paredes celulares de celulosa, 6rganos reproductores
pluricelulares, alternancia de generaciones y adaptados a vivir en la tierra.
Ademas del metabolismo primario presente en todos los seres vivos poseen
un metabolismo secundario que les permite producir y acumular compuestos
de naturaleza quimica diversa (Avalos y Pérez, 2009).

Los metabolismos secundarios o productos naturales provienen de la
ruta de biosintesis del metabolismo primario del carbono, estos se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxonOmicos Yy presentan propiedades
biolégicas. Muchos desemperfian funciones ecoldgicas y se caracterizan por
sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas,
herbicidas, perfumes o colorantes por lo que también reciben la denominacion
de productos naturales (Garcia y Pérez, 2009). Contribuyen a erradicar la
resistencia bacteriana debido a la composicién que presentan; por tal motivo
se ha recurrido a la medicina alternativa como ayuda a las enfermedades
nosocomiales (Coy y Acosta, 2013).

La resistencia de los patdégenos hacia los antibiéticos es muy comun
debido a que no existe un sistema de control que regule la automedicacion en
personas, creando mutaciones en las bacterias y haciendo dificil su
eliminacién. Las razones anteriores justificaron porqué se eligié trabajar con la
especie botanica Ruellia tuberosa. También se identificaron las siguientes
razones: las especies botanicas se utilizan contra la resistencia antibacteriana
de microorganismos patdégenos que puedan causar dafios a los seres vivos
(Vivot y cols., 2012). La composicion quimica de las plantas nos proporciona

informacion acerca de cdmo estan estructuradas desde el punto de vista



molecular y biolégico asi como también los metabolitos presentes que
interviene en organismos biolégicos (Sharapin, 2000).

La investigadora decidi6 focalizar su interés sobre el evento de estudio
composicion quimica y actividad antibacteriana desde el punto de vista
analitico por dos razones: debido a los estudios previos de la planta que
reportan amplia accion farmacoldgica que puede ser empleada en diferentes
enfermedades. Segun la literatura existe gran diversidad de plantas que
poseen actividad antibacteriana siendo una de estas Ruellia tuberosa que
ademas posee propiedades antioxidantes, hipoglucemiantes, analgésicas y
antiinflamatorias (Ciangherotti, Maldonado, Orsini, Perdomo, Alvarez, Salazar
e Israel, 2013; Chih-Yuan, Ru-Hai, Yangminig, Wen-Chang, Da-Wei, James,
Yu-Fang, Wen-Chang, y Szu-Chuan, 2019).



Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Confirmar la relacién entre la composicién quimica de los extractos de las
hojas de Ruellia tuberosa y la actividad antibacteriana en cepas de referencia

internacional.
Objetivos Especificos

e Obtener los extractos de hexano y etanol de las hojas de Ruellia
tuberosa L. mediante la técnica de reflujo en caliente.

e Analizar la composicion quimica de los extractos obtenidos (hexano y
etanol) de las hojas de Ruellia tuberosa mediante pruebas
guimicas preliminares de laboratorio.

« Comprobar la actividad antibacteriana del extracto de etanol de las
hojas de R. tuberosa sobre cepas Gram positivas y Gram negativas por
el método difusion en agar del disco (Kirby-Bauer).



Alcances y Limitaciones de la Investigacion
Alcances de la Investigacion

La presente investigacion tuvo como alcance conocer los compuestos que
estan presentes en los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa y la actividad
antibacteriana de la planta mencionada con la finalidad de brindar alternativas

terapéuticas frente a diversas cepas bacterianas.
Limitaciones de la Investigacion

A medida del progreso de este trabajo de investigacion las limitaciones
técnicas estuvieron relacionadas con la suspension de actividades por motivo
de la pandemia fallas de los servicios publicos tales como energia eléctrica,
gas y agua; aunado a esto, los altos costos de reactivos y materiales utilizados

en el procedimiento experimental de la investigacion.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Castillo (2021), realizé un estudio acerca de la actividad antibacteriana
y antioxidante de Cordia dodecandra, Melochia nodiflora y Ruellia nudiflora y
aislamiento de los metabolitos secundarios. El objetivo de la investigacion fue
evaluar la actividad antibacteriana y antioxidante de las plantas Cordia
dodecandra, Melochia nodiflora y Ruellia nudiflora y aislar y elucidar
estructuralmente los metabolitos secundarios de la planta con mayor actividad
bioldgica. Para la elaboracion de este estudio se usaron todas las partes de la
planta R. nudiflora, las cuales se llevaron a secado para posteriormente ser
trituradas y de esta manera obtener los extractos de la plantas a través del
método de maceracion con metanol. Se probé la actividad antibacteriana del
extracto a concentraciones de 5, 10 y 15 mg utilizando el método difusion en
agar en pozo. El extracto de metanol mostré ser activo contra cepas de
Klebsiella spp. (7 mm), por otro lado el extracto metandlico de la planta entera
tuvo accion inhibitoria frente a Streptococcus pyogenes (20 mm). De todos los
extractos probados en este estudio, R. nudiflora fue el que menor actividad
tuvo; sin embargo, fue el Unico activo contra S. pyogenes, por lo que éste es
el primer reporte de esta especie contra este patdégeno.

En el 2019, Amajida, Purwoko y Susilowati, estudiaron la actividad
antibacteriana de los extractos de hexano y etanol de las hojas de Ruellia
tuberosa contra Escherichia coli y Bacillus subtilis. El objetivo del estudio fue
determinar la actividad antibacteriana y concentracién minima inhibitoria (CMI)

del extracto de las hojas de R. tuberosa frente a E. coli y B. subtilis y su



composicion fisicoquimica. Los extractos de hexano y etanol se obtuvieron a
través de maceracién y reflujo. El analisis fitoquimico del extracto de hexano
demuestra que contiene solo terpenoides, mientras que el del extracto
etandlico revela la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas y
glucésidos. Las concentraciones del extracto de las hojas de R. tuberosa
empleadas en la actividad antibacteriana fueron: P1 (125 mg/mL), P2 (250
mg/mL), P3 (500 mg/mL), P4 (1000 mg/mL) y P5 (2000 mg/mL). El control
positivo fue un disco de Cloranfenicol (30 g), mientras que el control negativo
utilizado fue el disolvente (DMSO). ElI método de difusién en agar utilizé un
disco de papel para realizar la prueba de actividad antibacteriana y la
concentracion minima inhibitoria del extracto se determin6 mediante el método
de dilucion. El extracto de etanol presentd mejor actividad antibacteriana en
todas las concentraciones frente a E. coli y B. subtilis que el extracto de
hexano. La CMI del extracto de etanol contra E. coli fue de 500 mg/mL con un
porcentaje de inhibicion del 99,1 % mientras que para B. subtilis fue de 1000
mg/mL con un porcentaje de inhibicion del 99 %.

Ramadhan, Sabarudin y Safitri (2018), realizaron una investigacion
titulada actividad antimicrobiana in vitro de extractos hidroetandlicos de Ruellia
tuberosa L. En dicho estudio realizaron la actividad antibacteriana y analisis
fitoquimico de extractos hidroetandlicos de las raices de R. tuberosa L,
probados en bacterias Gram negativas y Gram positivas como Escherichia coli
y Staphylococcus aureus respectivamente. Los metabolitos obtenidos en el
analisis cualitativo fitoquimico fueron esteroles, flavonoides y compuestos
fendlicos. Para la actividad antibacteriana se empled el método de pozo
modificado, donde se siembra la placa de agar nutritivo con diferentes
concentraciones del extracto 100 %, 75 %, 50 %, 20 % y 10 %. Los antibi6ticos
de eleccion para el control positivo fueron Cloranfenicol y Ampicilina. Los

resultados indicaron que los extractos a bajas concentraciones (10 %)
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inhibieron a las cepas de E. coli (7 mm) y S. aureus (7 mm) demostrado que
el extracto de raiz hidroetandlico de R. tuberosa L. posee actividad

antibacteriana que podria impedir el crecimiento de S. aureus y E. coli.
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Antecedentes Histdricos

El hombre desde la antigliedad, buscaba la cura de sus enfermedades
de manera instintiva en la naturaleza, con el tiempo se descubrié el uso
especifico de las plantas medicinales para el tratamiento de ciertas
enfermedades. En 1619 se conocidé el primer registro de alcaloides en
tratamiento exitoso de la malaria a través del extracto de corteza de Quina. Un
descubrimiento sudamericano fue la eficacia de la raiz de Ipecacuanha en la
disenteria amebiana. A principios del siglo XX la quinina y emetina
proporcionaban la Unica quimioterapia curativa conocida (Finch, Greenwood,
Ragnar y Whitley, 2010).

El estudio de las plantas en las ultimas décadas ha permitido identificar
moléculas con la posibilidad de actuar como nuevos farmacos; segun la base
de datos la familia Acanthaceae se sitia en el grupo de las Asteridae,
perteneciente al orden Lamiales. Acanthaceae proviene del latin acanthus
(acanto), planta mencionada por escritores romanos como Plinio y Virgilio,
término que proviene del griego akanthos (cierto arbol espinoso de Egipto, ufia
de 0so0, planta cuyas hojas recuerdan las garras de un oso) (McDade, Masta,
Moody y Waters, 2000). Ruellia tuberosa fue estudiada y considerada como
una planta de uso medicinal, al demostrarse que posee propiedades curativas
(Correa, Galdames y De Stapf, 2004; base de datos de la etiologia de las
palabras de Chile, 2022).

Bases Teodricas

Familia Acanthaceae

Las Acanthaceas son plantas dicotiledoneas representada por especies
con flores conspicuas y un llamativo follaje, por otra parte se pueden distinguir

en las hojas opuestas decusadas, nudos hinchados, linea interpeciolar mas o
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menos marcada, presencia de bracteas conspicuas, fruto capsula, y carencia
de plantas organolépticas como olor o latex. La gran mayoria de esta familia
es de porte herbaceo o arbustivo pocos son los géneros que presentan
especies arboreas ya sean arboles pequefios o grandes, mientras que existe
solo un reducido grupo que son exclusivamente lianas o enredaderas (Ledn,
2006).

A lo largo del Neotrépico, posee una gran riqueza de especies siendo
México y Centro América las porciones mejores inventariadas. Asimismo,
América del Sur es considerada como una zona rica en especies,
principalmente la parte norte de Argentina, Venezuela, Ecuador, Bolivia,
Colombia y Peru (Lebn, 2006).

Existen 4000 especies y 229 géneros a nivel mundial, es una de las 12
familias de angiospermas mas diversas en el mundo. Mayormente terrestres,
raramente acuaticas. Dentro de los géneros mas importantes se encuentran:
Justicia (400), Barleria (250), Strobilanthes (250), Ruellia (200), Thunbergia
(150), Aphelandra (150); hasta el 2011 Venezuela estaba representada por 36
géneros y unas 149 especies ampliamente distribuidas, el territorio de Mérida
esta ocupado por 11 géneros y 12 especies siendo Ruellia el segundo género
con mayor disposicion (Tabla 1) (McDade, Masta, Moody y Waters, 2000;
Lujan, Gutiérrez, Gavira y Aranguren 2011).

En el mundo cumple un importante rol ecolégico al poseer un rango de
adaptaciones ecoldgicas y formas florales 14 con una gran diversidad de
sindromes de polinizacion y cambios de polinizador (Lujan, Gutiérrez, Gavira

y Aranguren, 2011).
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Tabla 1. Géneros y especies de la familia Acanthanceae encontradas en el

estudio floristico preliminar en la ciudad de Mérida, Venezuela.

Especies Nombre Habitos
comun

Aphelandra tomentosa Gallito Trepadora
Asystasia gangética - Hierba
Bravaisia integerrima - Arbol
Hypoestes phyllostachya Salpicada Hierba
Megaskepasma erythrochlamys San Juan Arbusto
Pachystachys lutea Camaron Sufratife
Pseuderanthemum carruthersii -
Ruellia simplex - Hierba
Ruellia tuberosa L Hierba
Thunbergia alata - Trepadora
Hunbergia grandiflora Isabel segunda | Trepadora
Trichanthera corymbosa - Arbol

Tomado y modificado de Lujan, Gutiérrez, Gavira y Aranguren, 2011.

Se ha determinado una variedad de metabolitos secundarios en esta familia
(alcaloides, compuestos fendlicos, cumarinas, taninos, flavonoides, glicésidos
y triterpenos/esteroles), ocupando asi un amplio campo en la medicina
tradicional al utilizarse como antidepresivo, diurético (Shanmugasundaram,
2006; Lujan, Gutiérrez, Gavira y Aranguren, 2011; Chasin y Figueroa, 2016;
Mora y Bustamante, 2017). Extractos crudos de plantas pertenecientes a la
familia Acanthaceae mostraron actividad inhibitoria en un 40 % frente a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida
albicans. (Meurer, McBeth, Hallihan y Delph, 2008).
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Estudios confirman que el extracto alcohdlico de las hojas de la especie
Aphelandra guayasii Wassh posee actividad antibacteriana (Chasin y
Figueroa, 2016). La especie Justicia secunda Valh. es muy utilizada en la
medicina indigena colombiana por poseer actividad antioxidante,
antihipertensiva, normoglucemiante, antifingica, antibacteriana y antianémica
(Dominguez, 2020).

En la Universidad de Los Andes en Venezuela, se determino la actividad
antiletal in vivo del extracto acuoso de Barbelia lupilina, una Acanthaceae que
actla sobre el veneno de la Cascabel tropical (Crotalus durissus) (Urdaneta y
Péez 2009).

Género Ruellia

Segun sus caracteristicas botanicas estd representado por hierbas
perennes 0 generalmente arbustos pubescentes, consistolitos, hojas
opuestas, enteras, raramente crenadas o dentadas. Gozan de flores
pediceladas o bibractadas, sésiles o subsésiles, solitarias o fasciculadas;
algunas presentan flores cleistbgamas frecuentes, pequefas y tubulosas. Su
céliz es profundamente pentapartido con los segmentos lanceolados, agudos,
subiguales, son raros los laterales unidos con los anteriores. Su corona
contiene un tubo basal corto o largo, ensanchado en una garganta cilindrica o
infundibuliforme, a veces se encuentra inflada. Su apice posee un estilo
subulado, bilobado, con el |6bulo posterior breve. Tienen semillas las cuales
son de forma lenticulares con pubescencia higroscépicas en toda su superficie
(Ezcurra'y Azkue, 1989).

Su distribucién es pantropical y se han descrito 200 especies, de las
cuales 30 se encuentran en Venezuela (McDade, Masta, Moody y Waters,

2000; Bermudez, 2015). Su descripcion taxonémica se presenta en la tabla 2.
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Tabla 2. Taxonomia del Género Ruellia

Clase Equisetopsida C. Agardh
Sub clase Magnoliidae Novak ex Takht
Super orden Asteranae Takht.

Orden Lamiales Bromhead
Familia Acanthaceae Juss.

Tomado y modificado de Tropicos.org

El género Ruellia se caracteriza por presentar una gama variada en
metabolitos como: betaina (1), glucdsido cianogénico (2), iridoides (3),
alcaloide (4), flavonoide (5), lignano (6), terpeno (7), por lo que es complicado
identificar un marcador quimiotaxonémico del mismo (Figura 1). Por ejempilo,
la betaina N-metilnicotinoato (betaina del acido N-metilnicotinico) (8) y el
glicésido cianogénico taxifilina (9) han sido detectadas en cinco especies del
género Ruellia: R. dipteracanthus, R. graecizans, R. portellae, R, rosea, y R.

tweediana (Figura 2) (Bermudez, 2015).

Figura 1. Metabolitos secundarios aislados del género Acanthaceae
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Tomado y modificado de Bermudez, 2015.
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Figura 1. Metabolitos secundarios aislados del género Ruellia
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Tomado y modificado de Bermudez, 2015.
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Figura 2. Metabolitos detectados en Ruellia: R. dipteracanthus, R.

graecizans, R. portellae, R, rosea, y R. tweediana.
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Tomado y modificado de Bermudez, 2015.

De la especie R. rosea se ha reportado la presencia de la betaina
N,N,N-trimetilalanoato (10) y el alcaloide N,N,N’,N’- tetrametilputrescina (11)
(Figura 3). En ninguna de las cinco especies mencionadas anteriormente han
sido detectados iridoides ni la dhurrina (diasteroisomero de taxifilina). Del
extracto de metanol de la especie R. praeterminsa se ha reportado el iridoide
acido 8-epi-deoxiloganico (12) junto con taxifilina (9) (Figura 4). Por otra parte,
las propiedades estrogénicas y colinérgicas del extracto de metanol fueron
asociadas a la presencia de esteroles (f-sitosterol (13), estigmasterol (14)) e
iridoides acido 8-epi- deoxiloganico (12), respectivamente (Figura 3)
(Bermudez, 2015).

18



Figura 3. Metabolitos aislados de la especie Ruellia rosea.
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Tomado y modificado de Bermudez, 2015.

Figura 4. Metabolitos aislados del extracto de metanol de la especie

R. praeterminsa.
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Tomado y modificado de Bermudez, 2015.
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Los lignanos, lyoniresinol-9-O-4-glucopirandsido (15) y rupasido (16)
han sido aislados y caracterizados de la fraccion de n-butanol de la especie R.
patula (Figura 5). Lyoniresinol-9-O-f-glucopiranésido (15) fue aislado de igual
forma de la especie R. brittoniana. De ésta ultima especie se aisl6 acido p-
metoxibenzdico (17) y el dimero de 2,4-dienhexanoato de dimetilo (18), ambos
provenientes de la fraccion de acetato de etilo (Figura 6). Galactosa y o-
etilgalactosa (19) fueron aislados de la fraccién de n-butanol de la especie R.
patula (Figura 5). Estos compuestos incrementaron la presion sanguinea en
ratas anestesiadas dependiente de la dosis. Fue otro derivado de galactosa,
2-O-a- galactopiranosilglicerol hexaacetato (20) aislado de la especie R.
brittoniana (Figura 6), el que disminuy6 la presion sanguinea (-13,6% + 3,5),

en ratas anestesiadas, a 50 ug/Kg (Bermudez, 2015).

Figura 5. Metabolitos aislados y caracterizados de la fraccion de n-

butanol de la especie R. patula.

OCHj

Lyoniresinol-9-O-B-D- Rupasido (lignano) (16)
glucopiranésido
(lignano) (15)

Tomado y modificado de Bermudez, 2015.
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Figura 6. Metabolitos aislados de la especie R. brittoniana.
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Figura 7. Metabolitos aislados de la fraccion de n-butanol de la especie R.

patula
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Tomado y modificado de Bermudez, 2015.
Especie Ruellia tuberosa

La especie Ruellia tuberosa L. fue reportada por primera vez por Carlos
Linneo en 1753, es una planta arvense perteneciente a la familia Acanthaceae,
también es conocida como Ruellia picta y Ruellia clandestina; es originaria de
centro América y distribuida en lugares como: La India, América del Sur,
Sureste de Africa y Sureste de Asia (Bermudez, 2015).

Es una planta herbacea, dicotiledénea, ruderal de 30 cm a 60 cm de
altura, de tallo cilindrico, erecto con hojas opuestas, descusadas, elipticas,
perinnervias de 6 cm a 8 cm de largo y 4,2 cm de ancho, cuyo peciolo es de 2
cm de raices tuberosas y fusiformes. Sus flores son de color purpura con 5
I6bulos subiguales de 12 mm a 14 mm, pedunculo verde glabro, caliz verde,
tiene 4 estambres y pistilo. Sus frutos son una capsula dehiscente de 20 mm
de longitud con una forma oblonga eliptica con mas de 20 semillas circulares,
de color marron, sensibles a la humedad. Figura 8 (Ezcurra y Azkue, 1989).
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Figura 8. Ruellia tuberosa

Tomado y modificado de Choathani, Patel, Mishra y Vaghasiya, 2010.

Segun el sistema de taxonomia botanica la especie R. tuberosa esta

clasificada como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Taxonomia de la especie Ruellia tuberosa

Reino Plantae
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Acanthaceae
Subfamilia Acanthoideaea
Tribu Ruellieae
Género Ruellia

Especie Ruellia tuberosa

Tomado y modificado de Trépicos.org

En esta especie se han aislado e identificado metabolitos secundarios

tales como: flavonoides, terpenoides, alcaloides y fenoles totales que justifican
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la potencialidad terapéutica de esta planta y a su vez actividades biolégicas:
antioxidante, antiplasmédica, anticancerigenas, analgésicas, antifungica,
antiinflamatoria, diurética, antihipertensiva y antidiabética (Riera, Sanabria,
Rodriguez, Escalante y Valera, 2014; Phakeovila y Disadee, 2013; Bermudez,
2015).

Dentro de los flavonoides que se han identificado en la especie Ruellia
tuberosa podemos mencionar que en las hojas se encuentran: la apigenina
(21) y luteolina (22) (Subramanian y Nair, 1974), mientras que de las flores se
ha reportado malvidin-3,5-diglucosido (23) en cantidades apreciables. Del
tubérculo de esta planta se ha obtenido el triterpeno lupeol (24). Figura 9.
(Andhiwal y Chandra, 1985).

Figura 9. Flavonoides y triterpenos aislado de R. tuberosa.
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Tomado y modificado de Andhiwal y Chandra, 1985.
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De las partes aéreas de R. tuberosa aislaron e identificaron la
tilocrebrina (25), un alcaloide de tipo fenantreno el cual se la ha atribuido
propiedades anticancerigenas y antiinflamatorias (Figura 10) (Arun,
Giridharan, Suthar, Kulkari, Naik, VImurugan y Ram, 2008).

Figura 10. Alcaloide tipo fenantreno aislado de R. tuberosa.

Tilocrebina (25)

Tomado y modificado de Arun, Giridharan, Suthar, Kulkari, Naik,

Vimurugan y Ram, 2008.

Producto Natural

Es toda sustancia de origen organico o inorganico que se halle en la
naturaleza que puede ser aislada y procesada por el hombre. El término
mejorado significa cualquier producto natural en su condicién de droga cruda,
cuyo valor haya sido mejorado o perfeccionado mediante cualquier proceso
fisico. Esto no se refiere a productos que hayan sido artificialmente mezclados
con otras sustancias o que la estructura molecular tal como se encuentra en
la forma natural haya sido modificada (Albornoz, 1998).

Los productos naturales son metabolitos secundarios que las plantas
han desarrollado a lo largo de su evolucibn como mecanismos defensivos
frente a patdégenos. Estos compuestos desempefian diversas funciones
bioldgicas, incluyendo la regulacion de mecanismos endégenos de defensa y

la interaccion con otros organismos (Gutiérrez y Estévez, 2009). Cada
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metabolito secundario cumple funciones diferentes que se incluyen a
continuacion:

e Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15.000 metabolitos
secundarios que poseen en comun tres caracteristicas: solubles en agua,
contienen al menos un atomo de nitrégeno en la molécula, y presentan
actividad biolégica. La mayoria son heterociclicos aunque algunos son
compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos). Se encuentran en el 20%
aproximadamente de las plantas vasculares, la mayoria dicotiledoneas
herbaceas. En humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y
psicolégicas la mayoria de ellas consecuencia de su interaccion con
neurotransmisores como por ejemplo la quinolidina (26) (Figura 11). A dosis
altas, los alcaloides resultan toxicos, sin embargo, a dosis bajas tienen altos
valores terapéuticos como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos

o0 analgésicos (Avalos y Pérez, 2009).

Figura 11: Estructura de un alcaloide
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Quinolidina (26)

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

e Cumarinas

Son compuestos quimicos organicos que pertenecen a la familia de las
benzopironas considerandose como un grupo de metabolitos secundarios de
las plantas, aunque también se han encontrado en hongos y bacterias. Hay

més de 1500 identificadas en mas de 800 especies de plantas, que actlan
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como agentes antimicrobianos y como inhibidores de germinacién (Domingo,
2003.) Las actividades biologicas registradas de las cumarinas, son entre
otras, antitumoral, anti-arritmicos, antiinflamatorios, antisépticos, analgésicos,
contra la hipertension, la osteoporosis, en tratamientos contra el asma y el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Presentan actividad
antimicrobiana, captan la radiacion ultravioleta (UV) e inhiben la germinacién.
Dependiendo de su configuracion, tienen habilidad para regular rutas celulares
gue se pueden usar para la prevencion de cancer. Ademas tienen influencia
en el sistema nervioso central. La cumarina (27) tiene un sabor amargo y los
animales la evitan siempre que pueden, pues produce hemorragias internas
(Figura 12) (Sanchez, 2021).

Figura 12. Estructura basica de las benzopironas.
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Tomado y modificado de Sanchez, 2021.

e Flavonoides

Es la clase mas numerosa de los compuestos fendlicos. La palabra
flavonoide deriva del latin flavus que significa amarillo. Son los responsables
del color de las hojas de otofio, de los colores de algunos frutos y de muchas
flores. Se biosintetizan a partir de la fenilalanina y de 3-malonil-CoA. Su
producto es la estructura base y se cicla gracias a una enzima isomerasa. Se
localizan principalmente en las partes aéreas de las plantas. Su distribucién
cuantitativa varia entre diferentes 6rganos y en diferentes poblaciones de una

misma especie, esto se explica por la regulacion de la expresion genética y la
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interaccién con factores ambientales como clima, altitud, nutricién y practicas
agricolas. Al final del afio 1989 se habian reportado mas de 4000 estructuras.
Para el 2014 se reportaron mas de 8000. Las diferentes estructuras son el
resultado de modificaciones en el anillo C (28) (flavona (29), isoflavona (30),
flavan-3-ol (31), flavonona (32), antocianidina (33) y flavonol (34)) como se

muestran en la figura 13 (Sanchez, 2021).

Figura 13. Cambios en el anillo C de la estructura general de los
flavonoides.
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Tomado y modificado de Sanchez, 2021.
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Sus principales efectos son a nivel de venas o capilares: disminuyen la
permeabilidad y aumentan la resistencia. Algunos son diuréticos,
antiespasmaodicos, antiulcerosos, antinflamatorios, antialérgicos,
antihepatotoxicos, antitrombaticos y antivirales. Los flavonoides tienen efectos
terapéuticos en la cardiopatia isquémica, la Ulcera estomacal, la
aterosclerosis, la diabetes y el cancer. También se les atribuyen propiedades
antimicrobianas y antifingicas. Algunos se utilizan como colorantes. En
general son no toxicos de buena tolerancia pero de accion lenta (Sanchez,
2021).

e Saponinas

Las saponinas (35) son un grupo de glicosidos esteroidales o
triterpenoides, dependiendo de la aglicona distribuidas en una gran variedad
de plantas, se encuentran en mas de 100 familias silvestres y cultivadas
ademas de algunos organismos marinos. Se les conoce desde la antigliedad
por su capacidad de formar espuma cuando se les agita con agua, también se
caracterizan por su sabor amargo y por la hemdlisis de eritrocitos. Muchas
tienen propiedades farmacoldgicas por lo que se usan en fitoterapia, medicina

popular y en la industria de cosméticos. Figura 14 (Sanchez, 2021).

Figura 14. Estructura de una saponina (35)
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Tomado y modificado de Sanchez, 2021.
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e Taninos

Los taninos (36) junto con las ligninas son los grupos mas importantes
de metabolitos secundarios en el defensa de las plantas, principalmente por
sus propiedades derivadas de la estructura quimica que poseen (Figura 15).
Tienen un ligero olor caracteristico, sabor amargo y astringente, su color va
desde el amarillo hasta el castafio oscuro. Expuestos al aire se tornan oscuros
y pierden su eficacia para el curtido. Existen dos clases de taninos: taninos
condensados también conocidos como proantocianidinas (flavan-3-ol) y los
taninos hidrolizables los cuales son polimeros heterogéneos formados por
acidos fendlicos. Poseen actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos y
levaduras y también muestran actividad contra parasitos como nematodos

gastrointestinales y helmintos (Sanchez, 2021).

Figura 15. Estructura de un tanino

Tanino (36)

Tomado y modificado de Bermudez, 2015.
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e Lignanos

Son compuestos quimicos de bajo peso molecular, estan presentes en
muchas frutas y vegetales. Al igual que los flavonoides, los lignanos (37)
poseen una débil actividad estrogénica compitiendo con los compuestos
estrogénicos normales, impidiéndoles promover el crecimiento de tumores.
Figura 16 (Chasquibol, Lengua, Delmés, Rivera, Bazan, Aguirre y Bravo,
2003).

Figura 16. Estructura de un lignano
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Rupasido (37)

Tomado y modificado de Bermudez, 2015.

e Glicosidos cardiotonicos

Los glicosidos son metabolitos que desempefian importantes funciones.
Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo.
Existen tres grupos de glicésidos de particular interés: saponinas, glicésidos
cardiacos (38) y glicésidos. Figura 17 (Avalos y Pérez, 2009). Se describi6 que

los glucésidos cardiotonicos poseen beneficios sobre el corazén, ampliamente
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utiizada en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca. Los efectos
cardiotonicos derivan sobre el muasculo cardiaco en relacién dosis, ya que
tienen un estrecho margen entre la dosis téxica y la dosis terapéutica (Azcon
y Talon, 2000).

Figura 17: Glicosido cardiotonico
0
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Digoxina (38)
Tomado y maodificado de Sanchez, 2021.

e Triterpenos

Las amirinas, los acidos oleandlicos y ursélico (comunes en las
cubiertas protectoras de las plantas) y las cucurbitacinas son algunos de los
triterpenos comunes presentes en las plantas. Las amirinas son un par de
triterpenos pentaciclicos, que se hombran como a-amirina y S-amirina. Estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza y se han aislado a partir de una
variedad de fuentes vegetales. La a-amirina (39) tiene efectos
anticonceptivos, antiinflamatorios, hepatoprotector y gastroprotector. Figura 18
(Sanchez, 2021).
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Figura 18. Estructura de un triterpeno

triterpeno a-amirin (39)

Tomado y modificado de Sanchez, 2021.

Los &cidos oleandlico y ursélico son ubicuos en las plantas (triterpenos
pentaciclicos) y forman parte de la dieta humana debido a su presencia en
hierbas medicinales y frutas. Se han estudiado las propiedades
antibacterianas del acido ursadlico y los resultados obtenidos contra diferentes
cepas de bacterias lo hacen un prototipo para nuevos antibiéticos
principalmente contra bacterias (Sanchez, 2021).

Las cucurbitacinas (40-41) son triterpenoides que se producen en las
cucurbitaceas y son responsables del sabor amargo y de la toxicidad de
algunas especies. Su estructura es altamente oxigenada y poseen un
esqueleto comun que incluye un grupo gem-dimetilo en C-4 y otros metilos en
C-9 y C-14. Todas las cucurbitacinas también poseen un doble enlace C5-C6
y un metilo en C9 en lugar de C10. El esqueleto se puede encontrar libre o
glicosilado (Figura 19). En un inicio se aislaron como los principios amargos
de las cucurbitaceas. Tienen actividad citotoxica, anticancerigena, son

purgantes, antiinflamatorios y actdan contra la fertilidad (Sanchez, 2021).
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Figura 19. Esqueleto bésica de cucurbitacinas

Curcubitacina (40) Curcubitacina B (41)

Tomado y modificado de Sanchez, 2021.

e Esteroles

Estan presentes en la membrana celular y proporcionan resistencia de
la membrana al estrés, realizan funciones de proteccion, estructurales,
transporte y sefalizacion. Sus estructuras son diversas, comunmente se
encuentran mezclas de B-sitosterol (C29), campesterol (C28) y estigmasterol
(C29) (14) (Figura 20). La cantidad de esteroles en las células vegetales es
constante generalmente para cada especie y en promedio son 23 miligramos
(mg) de esteroles totales por 1 gramo (g) de peso seco. Poseen propiedades
medicinales, agroquimicas, antitumorales, Inmunosupresoras,
hepatoprotectoras, antibacterianas, reguladoras del crecimiento vegetal,
hormonas sexuales, antihelminticos, citotoxicos y cardiotonicos. (Sanchez,
2021).
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Figura 20: Estructura de un esterol

Estigmasterol (14)

Tomado y modificado de Avalos y Pérez, 2009.

e Lactonas sesquiterpénicas

Son metabolitos secundarios terpenoides que contienen 15 atomos de
carbono con estructura isoprenoide y un grupo funcional lactona (42) (Figura
21). Existen varios subtipos segun el arreglo de sus esqueletos, los mas
representativos son los germacrandlidos, eudesmandlidos y los guayandlidos.
Subtipos menos representativos son los helenandlidos y pseudoguayandlidos.
La mayoria de las lactonas sesquiterpénicas contienen un metileno anexo al
ciclo conjugado con un grupo carbonilo, sus actividades biol6gicas se
atribuyen a este grupo de &atomos. Las lactonas sesquiterpénicas se
encuentran en varias familias de Angiospermas, incluyendo Acanthaceae,
Amaranthaceae, Apiaceae, Aristolochiaceae, Asteraceae, Bombacceae,
Burseraceae, Coriariaceae, Chloranthaceae, Euphorbiaceae, llliciaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Orchidaceae,
Polygonaceae y Winteraceae (Sanchez, 2021).
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Figura 21. Lactona sesquiterpénica

Artemisina (42)

Tomado y modificado de Sanchez, 2021.

Rutas Biosintéticas de los Metabolitos Secundarios

Las rutas biosintéticas que dan lugar a metabolitos de uno y otro grupo
(Esquema 1) estan entrelazadas debido a que productos del catabolismo de
un tipo de principios pueden ser inicio de la génesis de otro. Un compuesto
determinado puede ser utilizado en el metabolismo primario 0 secundario
dependiendo de la especie, etapa vegetativa y del medio ambiente en que se
encuentre. Las variables climéaticas que afectan el rendimiento en principios
activos y metabolitos secundarios de las plantas medicinales son:
temperatura, humedad, radiacion solar en sus dos vertientes, luz y calor,
régimen de vientos y quimica del suelo (Dominguez, 1979).

La competencia por nutrientes con otros organismos es otro factor que
influye en la produccién de metabolitos secundarios al igual que la proteccion
de insectos y otros animales. El metabolismo primario forma un sistema
integrado que se prolonga en dos direcciones: uno general o linea
macromolecular para la sintesis de acidos nucleicos, oligosacaridos y
alcaloides tripanicos y otra serie de metabolismo lefioso que incluye lignoides,
alcaloides bencilisoquinoleicos e indélicos y flavonoides (Dominguez, 1979).

El metabolismo secundario también produce polimeros especiales

como los taninos condensados, taninos hidrolizables, ligninas, resinas, cutina,
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suberina y ceras. La mayor parte de los compuestos de interés
farmacogndsticos se sintetizan por alguna de las siguientes tres grandes rutas:
1) Ruta de &cido shikimico y de los poliacetatos conducentes a la
sintesis de sustancias aromaticas.
2) Ruta del acido mevalonico que da lugar a terpenoides.
3) Ruta del metabolismo del nitrégeno, principalmente aminoacidos,

que llevan a la sintesis del alcaloides (Dominguez, 1979).

Esquema 1. Rutas biosintéticas.
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METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBONO

Tomado y modificado de Lincoln, 2006.
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Extractos Vegetales

Son preparaciones concentradas de consistencia liquida, semisdlida y
plastica o sélida pulverulenta, que se obtienen a partir de las plantas o partes
de ellas por accién de soluciones extractivas; esta accion puede ser o no hasta
agotamiento mediante la utilizacion de solventes apropiados. Por su
consistencia los extractos vegetales pueden ser fluidos o liquidos donde 1 litro
de extracto contiene los principios de 1 kilogramo de la especie vegetal, los
extractos semisolidos o pirulales son solidos pero plasticos, pudiendo
moldearse entre los dedos debido a la eliminacion parcial del disolvente a
presion reducida; los extractos secos o en polvo en el cual se elimina
totalmente el disolvente, es decir, hasta sequedad total (Ferraro, Martino,
Bandoni y Nadicir, 2015).

Métodos para la Obtencion de los Extractos

A nivel popular basta muchas veces con extra2er los principios activos
de: raiz, hojas, flores, tallos de acuerdo a los antecedentes encontrados de la
manera mas sencilla, puede ser por medio de una infusiébn o decoccion. En
cambio para analizar las propiedades medicinales de una droga vegetal en
muchos casos se recurrirda a métodos de extraccion mas complejos, que
permitan obtener métodos reproducibles con cuantificacion de principios
activos en lo posible. Los métodos extractivos mas empleados son:

maceracion, percolacion y soxhlet (Verde, Garcia y Rivas, 2016).

Reflujo

Consiste en enfriar el vapor del solvente con un refrigerante y devolverlo
al balon que contiene el material para continuar el proceso, este sistema
(Figura 22) garantiza que no haya pérdidas ni de material ni de solvente

durante el proceso de extraccion. La temperatura elevada del disolvente
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permite una mejor extraccion de los componentes deseados, ya que la
solubilidad de la mayoria de las sustancias aumenta con la temperatura. Este
método presenta el inconveniente de que muchos compuestos termolébiles se
alteran o descomponen a la temperatura de ebullicion del disolvente

(Lamarque, Zygadlo, Labuckas, Lépez, Torres y Maestri, 2008).

Figura 22. Equipo utilizado en la técnica Reflujo en caliente

[CeAmE ] ¢—

ENTR&DA DEL
AGUA

-

Fuente: https://quimica.laguia2000.com/quimica-organica/reflujo

Maceracioén

Consiste en remojar la droga cruda fragmentada con el solvente para
gue este penetre la estructura celular y disuelva la sustancia. El material se
agita esporadicamente por un periodo minimo de dos dias y hasta por
semanas, seguidamente se decanta el liquido filtrdndolo y exprimiendo el
residuo (Albornoz, 1980).


https://quimica.laguia2000.com/quimica-organica/reflujo

Percolacién

El material vegetal pulverizado se coloca en un percolador haciendo
pasar continuamente el solvente a través de él, al atravesar sucesivamente las
capas del material impelido por su propio peso y por la presion de la columna

liquida, dicho solvente se satura de los principios solubles (Albornoz, 1980).

Decoccion

El material crudo (corteza, raices o tallo relativamente duros), se somete
a ebullicion con agua habiéndose colocado previamente en un recipiente

apropiado para impedir que esta se derrame (Albornoz, 1980).

Extraccién continua (Soxhlet)

Este método utiliza aparatos especialmente disefiados tales como el
Soxhlet y los extractores liquidos. El Soxhlet es frecuentemente utilizado para
operar con la sustancia finamente dividida, se coloca un cartucho y en el balén
de destilacion se deposita el solvente que se va a calentar hasta ebullicidn.
Cuando esto sucede, sus vapores ascienden por el tubo lateral y se condensa
en el refrigerante, retornando después a la sustancia en el cartucho. Cuando
se nivela el solvente en los tubos comunicantes sifonea por el tubo y cae en el
balén para repetir el ciclo sucesivas veces hasta agotar el material que se esta
extrayendo. En las extracciones liquido- liquido el solvente que se destila actla
como fuente ilimitada extractora. Hay dos tipos de extractores: para solventes

mas livianos o0 mas pesados que el agua (Albornoz, 1980).
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Tamizaje Fitoquimico

Comprende el estudio de los metabolitos secundarios de origen vegetal
y la metodologia que se sigue para este, va a depender de los objetivos que
se quieran alcanzar (Marcano y Hasegawa, 2002). Existen diferentes métodos
cualitativos para la deteccion preliminar de los diferentes metabolitos
secundarios que pueden encontrarse en las plantas, basados en la extraccion
de estos mediante solventes organicos de diferentes polaridades y aplicando
pruebas de coloracion. Estas pruebas cualitativas son realizadas con el fin de
identificar la presencia de el o los tipos de metabolitos secundarios presentes
en las plantas (Colina, 2016).

Pruebas Fitoquimicas para la Identificacion de Metabolitos Secundarios

Son pruebas preliminares sencillas y rapidas que permiten detectar
cualitativamente la presencia de determinados grupos de compuestos (Rivera,
2018). Rodriguez en 1997 estableci6 que las reacciones quimicas
estandarizadas consisten en cambios quimicos en algun grupo funcional de la
estructura del metabolito y desde luego la formacion de otro compuesto
guimico que al generar cambio en la naturaleza y distribucion de los enlaces,
produce una manifestacion sensible como cambio o perdida de color, también
puede observarse la precipitacién del nuevo compuesto o el desprendimiento

de gas. Algunos de los ensayos que se colocan en practica son:
e Ensayo de Sudan lll

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos.
Se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo en el
seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos respectivamente
(Rivera, 2018).
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e Ensayo de Mayer, Dragendorff y Wagner

Permiten identificar alcaloides, se debe afiadir 2 o 3 gotas de la solucion
reactiva de Mayer, Dragendorff y Wagner respectivamente. Si se observa
opalescencia, turbidez definida, precipitado coposo, entonces se considera
positiva la presencia de este tipo de metabolito. En el caso de alcaloides
cuaternarios o aminocidos libres, estos solo se encontrardn en el extracto
acuoso y para considerar su presencia debe observarse la aparicion de
turbidez definida o precipitado coposo en todos los casos ya que la aparicién
de opalescencia puede dar un resultado falso, pues puede provenir de una
extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias (Rivera,
2018).

e Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal.
El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de
amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en todos los casos (Pefia, 2002).
Esta prueba se fundamenta en que los extractos de etanol que son tratados
con un pequefo trozo de magnesio y unas gotas de HCI generan coloraciones
rojizas si estan presentes flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles o
xantonas (flavonoides con el nucleo benzopirona), figura 23 (Parra, Castro y
Aponte, 2016).
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Figura 23. Reaccion de Flavonoides en el ensayo de Shinoda
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Tomado y modificado de Dominguez, 1979.

e Ensayo de Antocianidinas

Permite identificar en los extractos la existencia en estas estructuras de
secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. La aparicién de un color
rojo a marrén en la fase amilica es indicativa de un ensayo positivo. La
presencia de estructuras tipo polisacarido que forma un coloide hidréfilo de
alto indice de masa que aumenta la densidad del agua donde se extrae,
denota la presencia de mucilagos (Rivera, 2018).

e Ensayo tricloruro de hierro y acido fosfowolframico

La identificacién se realiza mediante reacciones de color (Cabrera,
Torres, Saavedra y Morales, 2009). Estos ensayos se fundamentan mediante
3 reacciones, las cuales se explican a continuacion: (Figura 24):

1. Cloruro férrico: la reaccion de FeClz con compuestos fendlicos que
generan una coloracion verde sugiere derivados del catecol.

2. Acetato de plomo: los taninos reaccionan con Pb (C2H3z02)2 generando
turbidez o un precipitado blanco.

3. Gelatina- Sal: todos los taninos reaccionan con este reactivo
precipitando las proteinas de sus soluciones ya que dentro de las

caracteristicas de estos compuestos esta la precipitacion de proteinas.
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Figura 24. Reaccion de compuestos fendlicos
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Tomado y modificado de Parra, Castro y Aponte, 2016.

e Ensayo de espuma

Permite reconocer la presencia de saponinas tanto del tipo esteroidal

como triterpénicas. Esto se fundamenta en que al agitar vigorosamente la

mezcla de extracto etandlico con agua que contenga saponinas, se forma una
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espuma inestable que desaparece tras pasar unos minutos (Cabrera, Torres,
Saavedra y Morales, 2009; Parra, Castro y Aponte, 2016).

e Ensayo de Fehling

Permite reconocer la presencia de azucares reductores. Este se
considera positivo si la solucién se colorea de rojo o aparece un precipitado
rojo (Rivera, 2018).

e Ensayo de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con
agrupamiento lacténico en particular cumarinas, aunque otros compuestos
lactonicos pueden dar también positivo este ensayo. En estas condiciones se
considera la presencia de esta familia de compuestos por la aparicion de una

coloracion y un precipitado (Cabrera, Torres, Saavedra y Morales, 2009).
e Ensayo de Bourntrager

Permite identificar quinonas. Si la fase acuosa alcalina se colorea de
rosado a rojo, el ensayo se considera positivo (Rivera, 2018). Su fundamento
se basa en que las quinonas tienden a dar colores amarillos, rojos o purpuras,
en presencia de acidos o alcalis concentrados (Figura 25) (Parra, Castro y
Aponte, 2016).

Figura 25. Reaccién de quinonas.
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Tomado y modificado de Tamayo, Verdecia y Mojera, 2011.
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e Ensayo Liebermann — Burchard

Permite determinar la presencia de triterpenos o esteroides debido a que
ambos tipos de productos poseen un ndcleo de androstano, generalmente
insaturado en el anillo 8 en la posicion 5-6 .Este ensayo se considera positivo

cuando se desarrolla un color violeta. Figura 26 (Rivera, 2018).

Figura 26: Reaccion de triterpenos/esteroles.
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Tomado y modificado de Dominguez, 1979.

HO

Bacterias

Son microorganismos procariontes que presentan un tamafio de unos pocos
micrometro, normalmente de 1 um de diametro, carece de membrana nuclear;
el ADN de casi todas las bacterias es de forma circular con una longitud
aproximada de 1 mm, siendo este el cromosoma procariético. No tienen un
nucleo definido, en general no tienen organulos membranosos internos,
generalmente poseen una pared celular que le confiere resistencia. Esta capa
estd compuesta por sustancias tales como mureina, peptidoglicano, el cual es
un polimero complejo que presenta tres partes: una estructura basica
compuesta de moléculas alternadas de N-acetilglucosamina y de acido N-
acetilmuramico y un grupo idéntico de enlaces peptidicos cruzados. Muchas
bacterias poseen flagelos, fimbrias o phili que le confieren movimiento (Brooks,
Carroll, Morse, Mietzner y Butel, 2011).
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Tincién Gram

Es una prueba potente y rapida que nos permite diferenciar dos clases
de bacterias bien sea Gram positivas o las Gram negativos. Las Gram
positivas se tifien de morado debido a que el colorante cristal violeta se queda
atrapado en la capa gruesa de peptidoglicanos (Figura 27) que rodea a
la célula mientras que las Gram negativas tienen una capa de peptidoglicano
mucho mas delgada por tal motivo, el cristal violeta no es retenido y las células
se tifien con el colorante secundario (safranina), las observamos rosadas
(Murray, 2006).

Figura 27. Paredes bacterianas de bacterias Gram positivas y Gram

negativas.
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Fuente: https://cursos-0-fc-ugr.github.io/Biologia/Tema5b/bloquell_parte2.html

Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas cuentan con una envoltura celular que
comprende la membrana citoplasmatica y una pared celular compuesta por
una gruesa capa de peptidoglicano que rodea el interior de la célula. La pared

celular se une a la membrana citoplasmatica mediante moléculas de acido
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lipoteicoico; la capa de peptidoglicano confiere una gran resistencia a estas
bacterias y es responsable de retener el tinte durante la tincion de Gram
(Murray, 2006).

Dentro de los microorganismos Gram positivos existen una gran variedad
de géneros; sin embargo, solo se mencionaran: Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus ya que son las bacterias que se utilizaron en la

presente investigacion.

Enterococcus faecalis

Perteneciente al Reino: Bacteria, Filo: Firmicutes, Clase: Bacili, Orden:
Lactobacillales, Familia: Enterococcaceae, Genero: Enterococcus, Especie: E.
faecalis. Es una bacteria inmovil y anaerobio facultativo; son microorganismos
relativamente resistentes, persisten como contaminantes en el ambito
hospitalario, en las manos, en la ropa de cama e incluso como aerosol fecal.
En el espacio médico con frecuencia invaden el torrente sanguineo a través

de elementos invasivos como los catéteres permanentes (Murray, 2006).

Staphylococcus aureus

Perteneciente al Reino: Bacteria, Filo: Firmicutes, Clase: Bacilli, Orden:
Bacillales, Familia: Micrococcaceae, Género: Staphylococcus, Especie: S.
aureus. Es un microorganismo que se caracteriza por demostrar una
disposicion tipica en forma de racimos de uva, inmoviles, son anaerobios
facultativos, miden aproximadamente 1 pum de diametro, catalasa positivos.
Estas bacterias progresan relativamente bien en condiciones de presion
osmotica elevada y humedad reducida, lo que explica en parte que pueden
desarrollarse y sobrevivir en las secreciones nasales y en la piel (Murray,
2006).
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Bacterias Gram negativas

Son aquellas que no se tifien de azul oscuro o de violeta por la tincién
de Gram, se observan de un color rosado tenue: de ahi el nombre de
"gramnegativas" o también "Gram negativas". Esta caracteristica esta
intimamente ligada a la estructura didérmica dada por la envoltura celular,
pues presenta doble membrana celular (una externa y la otra citoplasmatica),

lo que refleja un tipo natural de organizacion bacteriana (Murray, 2006).

Escherichia coli

Perteneciente al Reino: Bacteria, Filo: Proteobacteria, Clase:
Gammaproteobacteria, Orden: Enterobacteriales, Familia:
Enterobacteriaceae, Género: Escherichia, Especie: E. coli. Es un bacilo movil
por su flagelos peritricos, tiene forma de barra es un habitante coman del
intestino de los seres vivos. Es quizas el microorganismo procarionte mas
estudiado por el ser humano, es anaerdbico facultativo, mide entre 0,5 um de

ancho por 3 pm de largo (Koneman, 2009).

Pseudomonas aeruginosa

Perteneciente al Reino: Bacteria, Filo: Proteobacteria, Clase:
Grammaproteobacteria, Orden: Pseudomonadales, Familia:
Pseudomonadaceae, Género: Pseudomonas, Especie: P. aeruginosa. Son
bacilos aerobios, mdviles por medio de flagelos polares, sean Unicos o en
mechones. Es muy comun en el suelo y en otros ambientes naturales, produce
un pigmento soluble de color azul verdoso, es causante de infecciones en el
tracto urinario, en quemaduras y las heridas; pueden causar sepsis, abscesos
y meningitis (Koneman, 2009).
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Klebsiella pneumoniae

Perteneciente  al Reino: Bacteria, Filo: Proteobacteria,
Clase:Gammaproteobacteria, Orden: Enterobacteriales, Familia:
Enterobacteriaceae, Género: Klebsiella, Especie: K. pneumoniae. Son bacilos
no flagelados, por lo tanto son inmdviles. Se encuentra frecuentemente en el
suelo o el agua. Esta especie puede producir una forma grave de neumonia

en los seres humanos (Koneman, 2009).

Mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia antibiotica puede definirse como la capacidad de un
microorganismo para sobrevivir en presencia de un compuesto téxico
(antibidtico o antiséptico), permitiendo que las bacterias se multipliquen en
presencia del mismo. Las bacterias emplean varias estrategias para evadir los
efectos de los antibidticos e, incluyen: la maodificacidbn enzimatica y la
inactivacion de los agentes antimicrobianos, restriccion de acceso a los
medicamentos a los blancos celulares y la modificacién o incluso la eliminacion
completa del blanco celular (Figura 28) (Bisso, 2018).

Las clases mas importantes de enzimas de inactivacién son las
llamadas betalactamasas de bacterias Gram positivas y Gram negativas, y las
enzimas modificadoras de aminoglucosidos. La restriccion del acceso de
destino de las drogas puede ocurrir por alteraciones en la permeabilidad de la
membrana para reducir la entrada del antibiético a través de la inhabilitacion
de los canales porina, formacién de bombas de expulsién y de eflujo o por
mecanismos de atrapamiento del agente antimicrobiano antes de llegar a su
punto de accién (Bisso, 2018).

La modificacion del blanco se produce a través de mutaciones en los
genes diana, tales como la alteracion de la girasa y las topoisomerasas, para

generar resistencia contra las fluoroquinolonas. Los niveles de resistencia se
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magnifican por la combinacion de diferentes mecanismos, por ejemplo,
cambios de permeabilidad y bombas de eflujo que disminuyen las
concentraciones intracelulares de los agentes betalactdmicos para mejorar la
eficacia de las betalactamasas presentes en la periplasma de los Gram
negativos (Bisso, 2018).

Los organismos que expresan rasgos de resistencia adquiridos por
clonacion pueden difundir o transmitir sus mecanismos de resistencia a sus
multiples descendientes; no obstante, como la adaptacion de estos nuevos
mecanismos significan una funcién “extra” para el microorganismo y resulta en
la disminucién de otras actividades, resistencia puede desaparecer en cuanto
cesa el estimulo de la presion selectiva asi las bacterias recuperan la
sensibilidad contra una familia antibiotica cuando esta se deja de utilizar en un
ambiente hospitalario; sin embargo, otros rasgos de resistencia si pueden ser
relativamente estables y persistir incluso en ausencia del antibidtico (Bisso,
2018).

Los genes de resistencia 0 grupos de genes, también pueden
transmitirse horizontalmente entre los microorganismos asi como también
entre las especies. Los genes de resistencia son tipicamente transmitidos
por los transposones, elementos genéticos moviles que se pueden mover
fuera y en el cromosoma bacteriano facilitando la transferencia horizontal de
genes. La transferencia de la resistencia se produce con mas frecuencia entre
las bacterias Gram negativas de la flora gastrointestinal. El biofilm que se
origina en las paredes de los catéteres es un medio favorable no solo para
el crecimiento de una flora colonizante, sino también para la transferencia de
los mecanismos de resistencia entre los microorganismos que ahi se

desarrollan (Bisso, 2018).
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Figura 28. Organizacion estructural y fisiolégica de los mecanismos de
resistencia bacteriana.
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Tomado y maodificado de Troncoso, Pavez, Santos, Salazar y Barrientos,
2017.

Antibidticos

Los antibidticos son metabolitos secundarios, capaces de inhibir a bajas
concentraciones el crecimiento de organismos microbianos y destruirlos a
través de un mecanismo antimetabolico. Hasta ahora se han descrito mas de
mil antibidticos, cuya mayoria, por razones diversas no han competido en el
mercado con los antibiéticos tradicionales conocidos por el gremio médico-
farmacéutico. Los antibiéticos son letales para ciertos tipos de bacterias pero
inofensivo para otras; su clasificacion puede enfocarse desde dos angulos:
segun su origen taxonémico y de acuerdo al origen biogenético (Albornoz,
1980).
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Actividad Antibacteriana

Se define como la habilidad especifica o capacidad de un producto de
lograr su efecto planeado y se basa en la medicion de algun atributo del
producto por ejemplo, su efecto inhibitorio frente a un determinado
microorganismo (halo de inhibicidn). Se determina a través del método
analitico mas adecuado, normalmente métodos de analisis microbioldgicos. La
actividad de un antibiético puede ser demostrada mediante el efecto inhibitorio
de la sustancia en cuestion cuando es evaluado frente a un microorganismo.
En los andlisis de potencia o actividad, se compara cuantitativamente el efecto
de una muestra sobre un sistema biolégico con el sistema producido por una
preparacion estandar en las mismas condiciones y para la cual ya se ha
determinado exactamente su actividad, obteniendo asi un valor de actividad

relativo al del estandar de referencia (Murray, 2006).

Mecanismos de Accidon de los Antibidticos

Desde el punto de vista molecular los antibioticos de uso clinico ejercen
Su accion en algunas de las siguientes estructuras o funciones bacterianas:
inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, alterando la integridad de la
membrana citoplasmatica, impidiendo la sintesis proteica o bloqueando la
sintesis o las funciones de acidos nucleicos. Hay también otros
antimicrobianos cuya funcidn es proteger otros compuestos de las enzimas
hidroliticas bacterianas, como es el caso de los inhibidores de b-lactamasas.
Tabla (4-9) (Calvo y Martinez, 2009).
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Tabla 4. Antibiéticos que inhiben la sintesis proteica.

Grupos

Antimicrobianos

representativos

Acido fusidico
Aminoglucosidos
Anfenicoles
Estreptograminas
Lincosamidas

Macroélidos

Oxazolidinonas

Tetraciclina

Glicilciclinas

Acido fusidico

Gentamicina, tobramicina, amicacina,
netilmicina

Cloranfenicol, Tiamfenicol
Quinupristina-Dalfopristina
Clindamicina, lincomicina

Eritromicina, claritromicina,
roxitromicina, azitromicina
Linezolid

Tetraciclina, doxiciclina, minociclina

Tigeciclina

Tomado y modificado de Calvo y Martinez, 2009.

Tabla 5. Antibidticos que alteran la membrana citoplasmatica

Grupos

Antimicrobianos representativos

Polimixinas
Lipopeptidos

lon6foros

Formador de poros

Polimixina B, polimixina E (colistin)

Daptomicina
Tirocidinas

Gramicidinas

Tomado y modificado de Calvo y Martinez, 2009.



Tabla 6. Antibiéticos que inhiben de la sintesis de la pared bacteriana.

Grupos

Antimicrobianos

representativos

B-lactamicos Penicilinas

Cefalosporinas

Monobactamicos

Carbapenemos

Glucopéptidos

Bacitracina

Fosfonopéptidos

Naturales: penicilina G, penicilina V
Resistentes a penicilinasas: cloxacilina,
oxacilina, meticilina

Aminopenicilinas: ampicilina,
amoxicilina Carboxipenicilinas:
carbenicilina, ticarcilina
Ureidopenicilinas: piperacilina,

mezlocilina.

1@ generacion: cefazolina, cefalotina
292 generacion: cefuroxima, cefoxitinaa ,
cefotetan a , cefaclor, cefamandol

3" generacién: cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefixima, cefpodoxima

4% generacion: cefepima, cefpiroma
Aztreonam

Imipenem,meropenem, ertapenem,
doripenem

Vancomicina

Teicoplanina

Bacitracina

Fosfomicina

Tomado y modificado de Calvo y Martinez, 2009.
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Tabla 7. Antibioticos que bloguean la sintesis de factores metabdlicos

Grupos Antimicrobianos
representativos

Sulfonamidas, Trimetoprim-  Crotrimoxazol

diaminopirimidinas sulfametoxazol

Tomado y modificado de Calvo y Martinez, 2009.

Tabla 8. Antibidticos que alteran el metabolismo o estructura de los acidos

nucleicos.

Grupos

Antimicrobianos

representativos

Quinolonas

Rifamicinas

Nitroimidazoles

Nitrofuranos

12 generacion: acido nalidixico, acido
pipemidico

292 generacion: norfloxacina

3" generacién: ciprofloxacina,
levofloxacina

4% generacion: moxifloxacino,
gemifloxacina

Rifampicina

Metronidazol, ornidazol, tinidazol

Nitrofurantoina, furazolidona

Tomado y modificado de Calvo y Martinez, 2009.
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Tabla 9. Inhibidores de B-lactamasas

Grupos Antimicrobianos

representativos

Acido clavulanico, sulbactam,
tazobactam, ceftibutan

Tomado y modificado de Calvo y Martinez, 2009.

Metodologias para Determinar la Actividad Antibacteriana

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar
in vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos pero estos no
son igualmente sensibles 0 no se basan en los mismos principios, haciendo
gue los resultados sean influenciados por el método seleccionado, los
microorganismos utilizados y el grado de solubilidad de cada compuesto
evaluado. Los problemas generales inherentes a los ensayos antimicrobianos
han sido discutidos por varios autores de ahi la importancia de conocer los
estandares para estas pruebas de actividad biolégica (Hadacek y Greger,
2000).

Los métodos para la determinacion de la actividad antibacteriana son
aquellos que se emplean con el fin de determinar el efecto inhibitorio o la
capacidad inhibitoria frente a agentes o microorganismo bacterianos. Algunos
de los métodos mas utilizados son: 1) método de difusion en agar del disco
(Kirby-Bauer); 2) método modificado de pozo de agar; 3) método de la cinta o
epsilémetro Etest? (AB BIODISK) y 4) método de dilucién (Velasco, Araque,

Araujo, Longa, Nieves, Ramirez, Sanchez y Velazco, 2008).
1) Método de difusion en agar del disco (Kirby- Bauer)

El método de difusién en agar estda apoyado por datos clinicos y de

laboratorios, presenta la ventaja de que sus resultados son altamente
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reproducibles. La técnica esta basada en el método originalmente descrito por
Bauer y colaboradores (método de Kirby-Bauer). Este método de difusién en
disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente recomendado por el
Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS de Estados Unidos. El
fundamento de esta determinacion es establecer en forma cuantitativa el
efecto de un conjunto de sustancias ensayadas individualmente sobre las
cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos. El método se basa
en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una
cepa bacteriana y el halo de inhibicién de crecimiento en la superficie de una
placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre el cual se ha depositado
un disco de papel filtro de 6 mm de diametro o se ha sembrado en pozo
impregnado con una cantidad conocida de la sustancia (Ramirez y Castario,
2009).

En el caso de evaluar varias sustancias, los discos de papel filtro o los
pozos deben ponerse en forma equidistante y a continuacion se procede a su
incubacion a la temperatura adecuada por 24 horas, luego se mide el halo de
inhibicién y se comparan los efectos de las distintas sustancias sobre el
microorganismo estudiado con el antibiotico control. La lectura de los
resultados representa la actividad in vitro de la sustancia; es necesario sefialar
gue el tamafo del halo de inhibicion es influenciado por varios factores, entre
ellos; medio de cultivo en que se realiza la prueba, capacidad de difusion del
compuesto, cantidad de indculo, tiempo de generacién del microorganismo,
sensibilidad al antibiético y periodo de incubacion. Cualquier variacion de estos
factores puede afectar el resultado de la prueba, sin embargo, al emplear un
procedimiento estdndar es posible obtener resultados confiables (Ramirez y
Castaiio, 2009).
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2) Método de difusién modificado en agar en pozos

Se deposita el indculo y se siembra sobre las superficies del agar
selectivo estipulado para este método; seguido de ello se hacen los pozos
sobre la superficie del agar con el apoyo de un sacabocados estéril de 6
milimetros (mm) de diametro y en cada uno de ellos se deposita de 10 a 25 pL
de los extractos a evaluar, estandares (control positivo y negativo) y blanco
por triplicado, se deja reposar por espacio de 30 minutos (para evaporar el
liguido). Finalmente se incuba con la caja invertida a 352 °C por 24 horas
para bacterias y a 29+2 °C por 48 horas en caso de levaduras, posteriormente

se miden los halos de inhibicidén (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

3) Método del Epsilon test

El principio de este método es una expansiéon de la técnica de difusion
en disco. En el método E-test (AB Biodisk, Suecia) podemos mediante lectura
directa determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI). Consiste en una
tira de plastico no poroso de 6 centimetros de largo por 5 milimetro de ancho
que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15
diluciones. El protocolo para preparar el indéculo es el mismo que para la
difusiéon en disco. Siguiendo el método de difusion una vez inoculada la placa
de agar con el microorganismo, se coloca la tira de Etest sobre su superficie,
produciéndose de forma inmediata una difusion del antibiotico desde el soporte
hasta el agar, credndose de este modo a lo largo de la tira un gradiente
exponencial de las concentraciones del antimicrobiano. Tras la incubacion de
las placas se puede observar una zona de inhibicién elipsoidal y simétrica;
después de la incubacion la CMI sera el valor obtenido en el punto en el que

el extremo de inhibicion intersecciona con la tira (Picazo, 2000).

4) Método de dilucion
La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalla

habitualmente mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucion.

59



Estos métodos se basan en la determinacion del crecimiento del
microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del
antimicrobiano que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar).
Las primeras determinaciones se realizan empleando baterias de tubos con
caldo de cultivo con un rango determinado de antimicrobiano (macrodilucion).
Esta metodologia es muy engorrosa por la cantidad de material y de
manipulaciones necesarias para su realizacion. La aparicion de un sistema de
inoculacion multiple para placas de agar popularizé el método de dilucion en
agar, en el que cada placa con una cierta concentraciéon de antimicrobiano
permite inocular simultineamente un gran numero de microorganismos. La
utilizacion de micropipetas y de placas de 49 microtitulacion facilitd la
utilizacion del método de microdilucion con caldo; en la actualidad se han
popularizado los métodos automatizados comerciales de microdilucién en
caldo, facilmente integrables en sistemas (semi) automaticos de lectura e
interpretacion de resultados pero con el grave inconveniente del incremento

en el costo (Picazo, 2000).
Estandar de McFarland

La técnica de McFarland se basa en la estandarizacién de una serie de
tubos que contienen un precipitado fino en suspension similar a una
suspensién bacteriana opaca. Las suspensiones bacterianas se comparan
visualmente con los estandares hasta encontrar al mas similar en turbiedad y
se relaciona con el niumero de células de acuerdo con cada estandar (Fiallos,
2017). La escala va desde el 0,5 hasta el 10 y valores referenciales se detallan
en la tabla 10:
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Tabla 10. Escala de McFarland

N° N° de células UFC/mL

0,5 1,5 x 108
3x108
6 x 108
9 x 108
12 x 108
15 x 108
18 x 108
21 x 108
24 x 108
27 x 108
10 30 x 108

=

O O N o o | WO DN

Tomado y modificado Chasin y Figueroa, 2016.

Definicion Operacional de Términos

Actividad Bactericida

Significa un efecto realmente mortal. Las sustancias antibacterianas
gue trastornan la sintesis o la funcion de la pared de la célula microbiana
suelen ser bactericidas. Los compuestos bactericidas siempre son

bacteriostaticos (Albornoz, 1980).

Actividad Bacteriostatica

Es la capacidad de una sustancia para inhibir la multiplicacién de los
microorganismo (Albornoz, 1980).
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Etnobotanica

Es el campo cientifico que estudia las interrelaciones que se establecen
entre el hombre y las plantas, a través del tiempo y en diferentes ambientes.
El desarrollo de la etnobotanica es estudiado por disciplina cientificas tales
como la propia botanica, sociologia, psicologia, antropologia, ecologia e
historia (Albornoz, 1992).

Etnomedicina

Es el conjunto de conocimientos empiricos, inscritos dentro de
un corpus variado de creencias meédicas, procedimientos, técnicas y
tratamientos, donde se encuentran muchos elementos de enfoque pragmatico,
eficaces para la restauracién y la busqueda del bienestar del organismo
humano (Albornoz, 1992).

Fitoquimica

Es la ciencia que se encarga del estudio de las sustancias vegetales:
extraccion, separacion, purificacion y elucidacién de estructuras moleculares
(Albornoz, 1998).

Medicina tradicional

Se define como “la suma de todos los conocimientos tedricos y practicos
—explicables o no — utilizadas para el diagndstico, prevencién y supresion de
trastornos fisicos, mentales o sociales, basados exclusivamente en la
experiencia y la observacion, y transmitidos verbalmente o por escrito, de una

generacion a otra” (Albornoz, 1992).
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Metabolitos Secundarios

Son todas aquellas moléculas activas o compuestos de naturaleza
quimica generados por diversas especies vegetales, que no son
indispensables para el crecimiento y reproduccion de las mismas, pero
presentan propiedades bioldgicas y cumplen roles fundamentales (Pérez y
Avalos, 2009).

Ruderal

La palabra ruderal proviene del latin ruderis, que significa suciedad y
con ella se designa a las plantas que suelen aparecer en terrenos incultos o

en habitats muy alterados por la accién del ser humano (Radigales, 2019).

Cepas de Referencia Internacional ATCC

Son microorganismos definidos al menos a nivel de género y especie,
catalogados y descritos de acuerdo a sus caracteristicas e indicando
preferiblemente su origen. Se obtienen normalmente de una coleccion

nacional o internacional reconocida (OMS, 2013).

Espectro Antibacteriano

Es la amplitud de actividad de una sustancia frente a determinado
microorganismo. Cuando el espectro es amplio se trata de un agente capaz
de inhibir gran variedad de microorganismo, incluyendo bacterias Gram

positivas, Gram negativas, virus y ricketsias (Albornoz, 1980).
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Operacionalizacion de las Variables

Para operacionalizar el sistema de variables, es necesario la definicion
conceptual y la operacional de las mismas, este proceso le permite al
investigador identificar aquellos aspectos perceptibles de un evento que hacen
posible dar cuenta de la presencia o intensidad de este (Hurtado, 2010). Es
asi como las variables se operacionalizan con el proposito de identificar los
elementos y datos empiricos que expresan su presencia. En esta investigacion
se tomaradn en cuenta las variables que no admiten valores intermedios
(discretas) y algunas continuas con dimensiones dicotomicas y politbmicas. El
nivel de medicion sera nominal y de intervalo, los indicadores derivaran de las
bases teodricas. El proceso de la operacionalizacion de las variables garantizo

que los objetivos propuestos sean alcanzados (Tabla 11y 12).
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Tabla 11. Operacionalizacién de la Variable Dependiente: Actividad

Antibacteriana del extracto etandlico de la especie Ruellia tuberosa.

1.Variable 2.Tipo de variable 3.Definicion Conceptual
¢ Qué es?
Dependiente La actividad
antibacteriana es aquella
Actividad gue posee la capacidad

agar de pozos

-Escherichia coli
-Pseudomonas
aeruginosa
-Klebsiella
pneumoniae

antibacteriana del Cuantitativa de eliminar o inhibir el
extracto etanolico de crecimiento y desarrollo
la especie Ruellia de bacterias patdgenas,
tuberosa. Discreta haciendo su efecto sin
dafar al  organismo
(Murray, 2006).
4.Definicién 5.Dimensiones 6.Indicador
operacional
¢, Como se mide?
La actividad | Cepas Gram - Sensible
antibacteriana se | positivas: - Intermedio
puede medir por: - Resistente
-Staphylococcus
- Metodo de aureus
difusién en agar -Enterococcus
del disco (Kirby- faecalis
Bauer) - Presencia o]
- Método de ausencia del halo
difusion Cepas Gram de inhibicién (mm)
modificado en | negativas: frente a cepas

Gram positivas y
Gram negativas

Fuente: lacobellis y Obregon, 2022

65




Tabla 12. Operacionalizacion de la Variable Independiente: Composicion
guimica de los extractos de las hojas de la especie Ruellia tuberosa L.

1.Variable 2.Tipo de variable 3.Definicion Conceptual

¢, Qué es?
- Independiente Toda sustancia que es
propia de una especie,
Composicion quimica también se le conoce
de los extractos de las - Cualitativa como metabolitos
hojas de Ruellia secundarios y en la
tuberosa. mayoria de los casos no
- Discreta tiene utlidad aparente

para el ser que lo
sintetiza (Marcano vy
Hasegawa, 2002).

4.Definicion 5.Dimensiones 6.Indicador
operacional
¢,Como se mide?
- Pruebas guimicas | Para las pruebas quimicas | Alcaloides: turbidez o
cualitativas también | cualitativas puede haber | precipitado
conocidas como | presencia y ausencia de: Esteroles oly triterpenos:
Tamizaje fitoquimico. - Alcaloides coloracion azul o verde
- Esteroles y/o triterpenos | para esteroides o violeta
- Saponinas para triterpenos
- Compuestos fendlicos | Saponinas: formacion de
simples abundante espuma
- Taninos Compuestos fenolicos:
- Flavonoides coloracion de azul a negro
- Quinonas y | Taninos: precipitado
Antraquinonas blanco
- Glicésidos cardiotonicos | Flavonoides:  coloracion
- Cumarinas naranja a rojo para
- Lactonas flavonas; si es rojo para
sesquiterpénicas flavonoles y magenta para
flavononas

Antraquinonas y quinonas:
coloracién roja

Glicosidos cardioténicos:
coloracibn  purpura 0
violacea

Lactonas
sesquiterpénicas:
coloraciones roja, violeta o
rosa

Fuente: lacobellis y Obregon, 2022
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Hipotesis
Estudios anteriores demuestran que especies de la familia Acanthaceae
biosintetizan metabolitos secundarios que poseen diversas actividades
bioldgicas; por lo cual, es de esperar que los extractos de las hojas de Ruellia

tuberosa contengan compuestos  relacionados y muestren actividad

antibacteriana.
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CAPITULO III
MARCO METODOLOGICO
Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion se refiere a la clase de estudio que se va a
ejecutar, orienta acerca del propdsito general del estudio y sobre la manera de
recolectar los datos necesarios. En este orden de ideas, los tipos de
investigacion pueden ser: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa,
explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa
(Hurtado, 2010). Esta investigacion es de tipo confirmatoria ya que se desea
confirmar la relacion entre la composicion quimica de los extractos de las hojas
de Ruellia tuberosa y la actividad antibacteriana frente a cepas de referencia

internacional (ATCC) Gram positivas y Gram negativas.
Disefio de la Investigacion

La presente investigacion fue de tipo confirmatoria con un disefio de
campo Yy de laboratorio, es decir, mixta, porque los datos se recolectaron en
un ambiente natural en las adyacencias de la poblacién de Santa Barbara del
Zulia, municipio Colén del estado Zulia, las cuales se procesaron en el Instituto
de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis; por otra parte la
investigacion es contemporanea ya que la recoleccion sucedio durante el
desarrollo de la investigacion y transversal porque las muestras se

recolectaron solo una vez (Hurtado, 2010).
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Poblacion y Muestra

Unidad de Investigacion

La unidad de investigacion fue representada por la especie Ruellia
tuberosa situada en las adyacencias de la poblacién de Santa Barbara del
Zulia, municipio Colon del estado Zulia, que se analizaron en el Laboratorio de
Productos Naturales del Instituto de Investigaciones de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis.

Seleccion del Tamarfio de la Muestra

La “n” muestral estuvo representada por 880 gramos de las hojas

frescas de la especie de R. tuberosa L.

Sistema de Variables

Las variables que poseen relacion con el objetivo de la investigacion
son las siguientes; variable dependiente (VD): Actividad antibacteriana del
extracto etandlico de la especie Ruellia tuberosa (VI): Composicién quimica de

los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa.

Instrumentos de Recoleccidn de Datos

Una vez realizado el plan de la investigacién y resuelto los problemas
gue plantea el muestreo, empieza el contacto directo con la realidad objeto de
la investigacion o trabajo de campo. Es entonces cuando se hace uso de las
técnicas de recoleccion de datos que son las distintas formas y maneras de
obtener la informacién. Para el acopio de los datos se utilizaron técnicas como
observacion, entrevista, encuestas, pruebas, entre otras. En esta investigacion
se aplico la técnica de observacion, en donde se esta a la expectativa frente

al fendmeno, del cual se toma y se registra informacion para su posterior
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analisis; en ella se apoya el investigador para obtener el mayor nimero de
dato (Palella y Martins, 2012).

Procedimientos de la Investigacion

La descripcion del procedimiento por lo general apunta al paso de la
investigacion por los diferentes estadios. Esta descripcion permite, no solo
verificar que el procedimiento manejado cumplié con los requerimientos
metodoldgicos del procesos de investigacion, sino ademas hara posible que
otros investigadores puedan replicar la investigaciones caso de ser necesario
0 pueden apoyarse en la informacion para investigaciones similares en otros
contexto (Esquema 2)(Hurtado, 2010).
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Esquema 2. Procedimiento general de la investigacion

Recoleccién de la muestra

Riuiallia titharnea

Obtencion de los extractos

Evaluacién de la actividad Tamizaje
antibacteriana fitoquimico
Método de difusién en agar Pruebas quimicas de

del disco (Kirby-Bauer) laboratorio

Analisis y disefio de los
datos obtenidos

Resultados

Conclusiones

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.
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Recoleccion de la Muestra

La planta de Ruellia tuberosa se recolectd en las adyacencias de la
poblacion de Santa Béarbara del Zulia, municipio Colon del estado Zulia y se
llevo al Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis en

la ciudad de Mérida para la seleccion de las partes botanicas deseadas.

Tratamiento del material vegetal

Se seleccionaron las hojas de la especie en estudio debido a que eran
las partes botanicas de interés, se cortaron en trozos pequefos y se colocaron
sobre papel periddico en un lugar fresco (25 °C) para llevar a cabo el secado;
posteriormente para culminar con el proceso de secado se llevo a estufa por
48 horas a 40 °C. Se procedié a moler y a pesar en una balanza obteniendo

100 g de hojas secas y molidas.
Obtencidn de los extractos

El método empleado fue reflujo, el producto seco y molido (100 g) se
colocé en un balén donde fue mezclado con 500 mL de solventes organicos
(hexano y etanol). La temperatura que se utilizO en este procedimiento
inicialmente fue de 60 °C, al momento de llegar a su estado de ebullicion, la
temperatura se ajusto a 50 °C; después de un tiempo comenzd a condensar
una gota, punta de partida para establecer 1 hora que permiti6 obtener la
mayor cantidad de metabolitos secundarios. Posteriormente fue filtrada la
mezcla resultante a través de un papel poroso para eliminar los sélidos. El
extracto se concentré a través de un rotavapor con presion controlada a una
temperatura de 40 °C; a su vez se recupero el solvente empleado. Culminado
el proceso de concentrado, el extracto se coloc6 en un frasco estéril de color
ambar, se pesO y se almacend en nevera. Este procedimiento general se

realizd por separado para la obtencién de ambos extractos (hexano y etanol)
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El resultado final de recuperacion fue 0,16 g y 1,85 g de extracto de hexano y

etanol respectivamente.

Identificacion de Metabolitos Secundarios

Para la determinacion quimica de los metabolitos secundarios

presentes en los extractos de hexano y etanol de las hojas de R. tuberosa, se

efectud la evaluacion cualitativa siguiendo la metodologia descrita:

Ensayos de Dragendorff, Wagner y Mayer (alcaloides): se realizaron
las pruebas con los reactivos de Dragendorff, Wagner y Mayer, en un
tubo de ensayo se disolvieron de 1-2 mg del extracto etandlico en 6 mL
de acido clorhidrico (HCI) al 10 %, se calent6 en bafio de Maria por
guince minutos, se dej6 enfriar y se filtr6 la muestra. Posteriormente se
dividio el filtrado en 3 tubos de ensayo (2,0 mL c/u) identificados para
cada reactivo. Luego se adicionaron al respectivo tubo 2 a 3 gotas de
sales de metales pesados como el ioduro de potasio (reactivo de
Dragendorff), el ioduro de potasio y mercurio (reactivo de Mayer) y la
sal del reactivo de Wagner, la formacion de precipitados de color
naranja, blanco y rojo pardo respectivamente, indica la presencia de

alcaloides basicos (Coy, Parra y Cuca, 2014).

Ensayo de Liebermann-Burchard (triterpenos y esteroles): se
colocaron en dos tubos de ensayo limpios y secos una pequefa
cantidad de los extractos (hexanoico y etandlico), se adiciono
diclorometano en cantidad suficiente para cubrir las muestras, se coloco
en el ultrasonic hasta disolver las muestras, se afadio 0,5 mL de
anhidrido acético, luego se adicion6 cuidadosamente por las paredes
del tubo 2 gotas de H>SO4 concentrado. Se considera positiva al

observar una coloracion azul o verde (Marcano y Hasewaga 2002).
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Prueba de tricloruro férrico (compuestos fenélicos): se disolvié una
pequefia cantidad de la muestra en agua y se agregdé unas gotas de
solucion de cloruro férrico al 5 %, la presencia de un complejo coloreado
transitorio o permanente (purpura, verde o azul) indica la presencia de

fenol o enol (Marcano y Hasewaga 2002).

Prueba de altura y estabilidad de espuma (saponinas): en un tubo
se colocaron 2 mL de soluciéon acuosa de los extractos, se agito
vigorosamente durante un minuto y se determiné la altura de espuma,
en caso de que se presentara. Cuando se forma espuma abundante y
persistente durante 2 minutos es indicativo de la presencia de

saponinas en las muestras (Verde y cols., 2016).

Gelatina al 1 % (taninos): a una pequefa cantidad del extracto se le
adiciona 2 mL de agua destilada, al cual se le adicioné una solucion de
gelatina al 1 %; la formacion de un precipitado blanco indica la
presencia de taninos (Marcano y Hasewaga 2002).

Ensayo de Shinoda (flavonoides): a 2 mL de los extractos, se le
adiciono 2 gotas de HCI concentrado por las paredes del tubo, luego se
agregan limaduras de magnesio metalico. La formacion de una
coloracidon naranja-roja indica la presencia de flavonas, si es rojo

flavonoles y si es magenta flavononas (Marcano y Hasewaga, 2002).

Reaccion con hidréxido de amonio concentrado (cumarinas): se
disolvié una alicuota de los extractos en 1 mL de etanol y se agregaron
dos gotas de NH4OH concentrado, luego se observaron en camara de
luz ultravioleta a 365 nm, se considera positiva la prueba cuando
presenta una fluorescencia azul-violeta (Dominguez, 1973).
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e Reaccidén con hidroxido de amonio (antraquinonas): se disolvié una
alicuota de los extractos en 3 mL de etanol, se adicion6 una gota de
hidroxido de amonio concentrado, la presencia de una coloracién roja
en los dos primeros minutos indica la positividad de la prueba para

antraguinonas (Marcano y Hasegawa, 2002).

e Reaccién con acido sulfarico (quinonas): se disolvié una alicuota de
los extractos en 3 mL de etanol, se agregd una gota de H2SOa4
concentrado, la formacion de una coloracion roja revela la presencia de

guinonas (Marcano y Hasegawa, 2002).

e Ensayo de Kedde (glicésidos cardiotdnicos): se mezclo una alicuota
de cada extracto con 1 mL del reactivo y se dej6 reposar de 5 a 10
minutos. La positividad de esta prueba se considera con la presencia

de una coloracion violeta (Verde, Rivas y Oranday, 2016).

e Ensayo de Baljet (Sesquiterpenolactonas): a una alicuota de los
extractos se le adiciona una gota de KOH al 2 N, se calienta la mezcla
hasta ebullicion de 1 a 2 minutos, se deja enfriar y se lleva a pH 1 con
HCl al 0,5 N. Se adicion6 una gota de FeClzal 1 %; las coloracion roja,
violeta o rosa indica que la prueba es positiva para dicho metabolito
(Verde, Rivas y Oranday, 2016).

Determinacién de la actividad antibacteriana

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar
in vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos. En este
estudio se implemento el método difusion en disco debido a que dicha técnica
ha sido ampliamente utilizada para evaluar los extractos polares provenientes

de las plantas (Hadacek y Greger, 2000; Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).
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Para la evaluacion de la actividad antibacteriana, se emplearon cepas
de referencial Internacional de Coleccién de Cultivos Americano (ATCC) (tabla
13), las cuales fueron proporcionadas por el cepario del Laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de Mérida.

Tabla 13. Cepas de referencia internacional de Tipo Coleccion de
Cultivos Americano (ATCC).

Bacteria ATCC
Staphylococcus aureus 25923
Escherichia coli 25922
Klebsiella pneumoniae 23357
Pseudomonas aeruginosa 27853
Enterococcus faecalis 29212

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.

Preparacion de placas: se utilizaron placas de Petri estériles las cuales
contenian agar Mueller Hinton, se eligi6 este medio de cultivo porque sus

componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas.

Preparaciéon del pre-in6culo bacteriano: las cepas a ensayar se
inocularon en el agar, seguidamente se incubaron las placas a 37 ° C entre
16 y 18 horas, en este tiempo las bacterias adquieren los nutrientes necesarios
para su crecimiento, especificamente cuando alcanzan su fase exponencial o
de multiplicacion en la curva de crecimiento bacteriano tal como se observa en
la figura 29 (European Committee for Antimicrobial susceptibility Testing,
2003).
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Figura 29. Fases de crecimiento bacteriano

Fase
eztacionaria

Muerte
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacidn
(Lag)

Log nimero de células viables

TIEMPO  ——

Tomado y modificado de Lépez, 2016.

Preparacion del inéculo bacteriano estandarizado: a partir de los
cultivos frescos y purificados que se obtuvieron, se preparé el inéculo
estandarizado; con la ayuda de un asa en aro estéril se tomaron de una a dos
colonias y se suspendieron en tubos estériles de 13x100 los cuales contenian
5 mL de cloruro de sodio (NaCl) al 0,9 %. La solucion obtenida se comparé
con la turbidez del patrén de McFarland hasta alcanzar el equivalente de 0,5

en la escala, equivalente a 1,5x108 UFC/mL.

Inoculacion de las placas: se humedecieron aplicadores de algodon
estériles con el inéculo bacteriano estandarizado correspondiente y se realizé
la siembra sobre la superficie de las placas de forma homogénea. Se dejé en
reposo por 5 minutos.
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Preparaciéon de los discos: se utilizaron discos de papel filtro
Whatmann N° 1 de 6 mm de diametro, los cuales fueron esterilizados con luz
ultravioleta (UV). Se impregnaron con 10 pL de papel filtro Whatmann N° 1 de
6 mm de diametro, los cuales fueron impregnados previamente con extracto
etandlico a una concentracion de 1000 ppm. Se utiliz6 como control negativo
discos impregnados con 10 pL del solvente dimetilsulfoxido (DMSO) y como

control positivo Ampicilina [10 pg], Piperacilina [100 pg] y Eritromicina [15 pg].

Elaboracion e incubacion de la actividad antibacteriana: los discos
se colocaron de forma equidistante sobre la superficie del agar previamente
inoculado seguidamente, las placas son llevadas a la nevera (temperatura 4
°C) durante 30 minutos con la finalidad, de que las muestras impregnadas en
los discos difundan a través del agar. Finalizado los 30 minutos las placas son
incubadas en estufa (37 °C) con posicion invertida durante 24 horas en

anaerobiosis.

Lectura de los halos: culminado el tiempo de incubacién, cada una de
las placas fueron revisadas para realizar las medidas en mm de los halos
correspondientes incluyendo el diametro de los discos con la ayuda de una

regla milimétrica.

Interpretacion de los resultados: los datos obtenidos en la medicion
fueron interpretados como sensibles o resistente en cada caso (Esquema 2)
(Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).
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Esquema 3. Procedimiento para la determinacion antibacteriana del
extracto de etanol de la hojas de R tuberosa por el método de difusién en

agar del disco (Kirby-Bauer)

Seleccion de las cepas bacterianas

Bacterias Bacterias
Gram negativas Gram positivas

Preparar el in6culo estandarizado con el
patrén al 0,5 de McFarland

Inocular en el agar Mueller Hinton de
forma homogénea

Incubar a 37 °C durante

24 horas
Ausencia del halo Realizar Presencia de halo
(Resistencia) lectura (Medicion del halo)

Elaborado por lacobellis y Obregoén, 2022
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Disefio de Andlisis

Los datos recolectados en la fase interactiva del proceso de
investigacion se analizaron a través de un enfoque cuantitativo al expresar
numéricamente los resultados, por otra parte tuvo un enfoque cualitativo al
observar y describir los resultados obtenidos. Dentro de este orden de ideas
se determind la actividad antibacteriana a través de la medicion de halos de
inhibicion obtenidos de los extractos (Pallela y Martins, 2004). Con relacion al
enfoque cualitativo el estudio fitoquimico permitio el conocimiento de la
composicion quimica de la planta a través de cambio de color, formacién de

espuma, precipitados, fluorescencia a través de rayos ultravioleta (UV).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Obtencidén de los extractos de las hojas de R. tuberosa.

Los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa se obtuvieron a través de
reflujo en caliente, recuperando 0,16 g de extracto de hexano y 1,85 g de
extracto de etanol con un porcentaje (%) de rendimiento de 0,16 % y 1,85 %
respectivamente. Ver tabla 14. Para conocer los metabolitos secundarios
presentes en las hojas de la planta Ruellia tuberosa, los extractos se
sometieron a diferentes pruebas quimicas cualitativas. Los resultados se
observaron a través de cambios de color, formaciéon de precipitados,
produccion de espuma y fluorescencia por exposicién a la luz UV. De esta
manera se reveld la presencia o ausencia de dichos compuestos en la especie
de estudio. Para la determinacion del % de rendimientos de los extractos se

utilizé la siguiente formula:

Peso final del extracto obtenido
%R = — x 100
Peso inicial de la muestra
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Tabla 14. Determinacion del porcentaje (%) de rendimiento de los

extractos de hexano y etanol de las hojas de Ruellia tuberosa.

Peso EH EE
Peso inicial (9) 100 100
Peso final (g) 0,16 1,85
Rendimiento (%) 0,16 1,85

Leyenda: EH: extracto de hexano. EE: extracto de etanol.

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.

Andlisis Fitogquimico de las Hojas de Ruellia tuberosa.

En el andlisis cualitativo del extracto hexanoico de las hojas de R.
tuberosa se evidencio en la prueba de Liebermann-Burchard un anillo color
rojo en el fondo del tubo y un anillo de color verde confirmando la presencia
de triterpenos y esteroles, mientras que en el extracto etandlico solo se
evidencié la formacion de un anillo verde comprobando asi la presencia de
esteroles; cabe mencionar que los compuestos como flavonoides, quinonas,
taninos, cumarinas, compuestos fendlicos, lactonas y glicésidos se encuentran

ausentes en ambos extractos (ver tabla 15; figura 30).
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Tabla 15. Resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos

obtenidos de las hojas de Ruellia tuberosa.

Metabolito Prueba Extracto Extracto

hexano etanol
Alcaloides Dragendorff ND -
Wagner ND -
Mayer ND -

Triterpenos/Esteroles  Liebermann/Burchard Rojo/Verde  Verde
++ +
Compuestos FeCls ND -

Fendlicos

Saponinas Espuma ND -
Taninos Gelatina ND -
Flavonoides Shinoda 3 -
NaOH 10% - -
Cumarinas NH4OH - -
Antraguinonas NH4OH ND -
Quinonas H>SO4 - -
Lactonas Baljet - -

sesquiterpénicas
Glicésido Kedde - -

cardiotonicos

Leyenda: Ausente: (-), Presente: (+), Moderado: (++), No determinado: (ND).

Elaborado por lacobellis y Obregoén, 2022.
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Figura 30. Reporte de resultados de acuerdo a las caracteristicas
fitoquimicas de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa.

Alcaloides

e —— N R E— —
0 0 0 9
T e s e we— p
3 =%

Extracto: Etanol.
Prueba: Reactivos de Dragendorff (D), Wagner (W) y Mayer (M).
Reporte: negativo.

Elaborado por lacobellis y Obregon, 2022.
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Figura 30. Reporte de resultados de acuerdo a las caracteristicas
fitoquimicas de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa
(Continuacién)

Triterpenos/Esteroles Saponinas

Extractos: hexano (EH) y

etanol (EE)

Prueba: Liebermann-Burchard.
Reporte: positivo esteroles en
ambos extractos (verde).

Positivo triterpenos en extracto de
hexano (rojo en el fondo del tubo)

Extracto: Etanol
Prueba: Espuma.
Reporte: negativo.

Elaborado por lacobellis y Obregon, 2022.
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Figura 30. Reporte de resultados de acuerdo a las caracteristicas
fitoquimicas de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa
(Continuacién)

Antraquinonas Quinonas

Extracto: etanol Extractos: hexano (EH) y etanol (EE).
Prueba: NH,OH Prueba: H2SO4
Reporte: negativo. Reporte: negativo para ambos extractos

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.
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Figura 30. Reporte de resultados de acuerdo a las caracteristicas
fitoquimicas de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa
(Continuacién)

Flavonoides Flavonoides

Extractos: hexano (EH) y etanol (EE) Extractos: hexano (EH) y
Prueba: Shinoda etanol (EE).

Reporte: Prueba: NaOH 10%

Negativo en extracto de hexano. Reporte:

Negativo en extracto de etanol. Negativo en extracto de hexano.

Negativo en extracto de etanol.

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.
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Figura 30. Reporte de resultados de acuerdo a las caracteristicas
fitoquimicas de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa
(Continuacién)

Taninos Compuestos fendlicos

Control Positivo (CP) Extractos: Etanol
Extractos: Etanol (EE) Prueba: Tricloruro Férrico (FeClz)
Prueba: Ensayo de gelatina Reporte: negativo.

Reporte: negativo.

Elaborado por lacobellis y Obregon, 2022.
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Figura 30. Reporte de resultados de acuerdo a las caracteristicas
fitoquimicas de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa
(Continuacion)

Glicosidos cardioténicos Cumarinas

Control positivo (CP)

Extractos: hexano (EH) y Extractos: hexano (EH) y

etanol (EE)

etanol (EE)
Prueba: Kedde Prueba: Fluorescencia con NHsOH
Reporte: negativo en ambos Reporte: negativo en ambos
extractos. extractos.

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.
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Figura 30. Reporte de resultados de acuerdo a las caracteristicas
fitoquimicas de los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa
(Continuacién)

Lactonas/ sesquiterpénicas

Extractos: hexano (EH) y etanol (EE).
Prueba: Baljet
Reporte: negativo en ambos extractos.

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.

90



Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del extracto de etanol de las hojas de R.
tuberosa se determind por el método de difusiébn en agar del disco (Kirby-
Bauer) como se observa en la figura 31. Se utilizaron cepas de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Enterococcus faecalis. Los cultivos bacterianos se extendieron
con aplicadores de algoddn estériles sobre distintas placas de agar Mueller
Hinton. Se colocaron de manera equidistante los discos impregnados con los

diferentes extractos en el agar. Como control positivo se utilizaron discos de
Piperacilina 100 pg, Ampicilina 10 pg y Eritromicina 15 pg. Las placas de

cultivo bacteriano se incubaron a 37 °C. Después del periodo de incubacion,

las zonas de inhibicion se midieron en milimetros (mm). Tabla 16.

Tabla 16: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de
Ruellia tuberosa.

Halo de inhibicion (mm)
Bacteria EE CP CE CA CN
Escherichia coli - 21 - - -
Klebsiella pneumoniae - 18 - - -
Pseudomonas aeruginosa - 32 - - -
Staphylococcus aureus 7 - 26 - -
Enterococcus faecalis ID - - ID ID

Leyenda: EE: extracto etanolico [1000 ppm]. CP: control Piperacilina [100 pg].
CE: control Eritromicina [15 pg] CA: control Ampicilina [10 pg]. mm: milimetros.
CN: control negativo. ID: indeterminado.

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.
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Figura 31. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto de etanol
de las hojas de Ruellia tuberosa.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Escherichia coli ATCC 25922

EE

CN

Leyenda: EE: extracto de etanol CN: control negativo

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.
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Figura 31. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto de etanol
de las hojas de Ruellia tuberosa (Continuacién)

Enterococcus faecalis ATCC 29212

CPA

EE

CPP

Leyenda: EE: extracto de etanol CPP: control positivo (Piperacilinal00 ug)
CPA: control positivo (Ampicilina 10 ug)

Elaborado por lacobellis y Obregén, 2022.
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Discusiones

Analisis Fitoguimico

El porcentaje de rendimiento del extracto de hexano fue de 0,16 % y de
etanol 1,85%, al observar es evidente el bajo rendimiento en cada extracto y
esto se debe a que los metabolitos que se encuentran retenidos son de
polaridad intermedia y no se lograron extraer debido a que se implementaron
solventes de baja y alta polaridad. A través del tamizaje fitoquimico se
investigd la presencia de metabolitos secundarios tales como alcaloides,
triterpenos/esteroles, compuestos fendlicos, saponinas, taninos, flavonoides,
cumarinas, antraquinonas, quinonas, lactonas sesquiterpénicas y glicosidos
en los extractos de las hojas de Ruellia tuberosa. Se identificaron triterpenos
y esteroles en el extracto de hexano y esteroles en el extracto de etanol.

En Indonesia, investigadores identificaron metabolitos secundarios en
extractos de hexano y etanol de las hojas de Ruellia tuberosa. Los resultados
revelaron que el extracto de etanol contiene alcaloides, flavonoides, taninos,
saponinas y glucésidos, mientras que el extracto de hexano contiene solo
terpenoides (Amajida, Purwoko y Susilowati, 2019). Lo reportado por Amajida
y cols., coincide y difiere en ciertos puntos con nuestro estudio; coincide con
lo estudiado en el extracto de hexano donde reportan terpenoides y en otro
sentido difiere aun cuando se utilizaron las mismas partes de la planta y los
mismos solventes se observa la ausencia de esteroles; a su vez, los resultados
obtenidos en el extracto de etanol de esta investigacion solo identificamos
esteroles. Es importante mencionar que si una serie de plantas genéticamente
idénticas se encuentran en regiones diferentes, hasta cierto punto, las
caracteristicas de las mismas se desarrollan de acuerdo con el héabitat

particular en el cual crecen (Falconer y Mackay, 1996).
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Por otra parte, estudios realizados en el extracto metandlico de las
distintas partes de Ruellia tuberosa, revelan la presencia de alcaloides y
lignanos en hojas y flores; taninos y alcaloides estuvieron presentes en los
tallos y raices (Ulah, Ibrar, Hamed y Hussain, 2016). La identificacion de
alcaloides y lignanos en el extracto las hojas de R. tuberosa puede deberse no
solo a las condiciones climaticas sino también al uso de otro solvente.

Investigaciones previas acerca de la composicion quimica de Ruellia
tuberosa reportan en las raices la presencia de esteroles, flavonoides, acido
fendlico y ascérbico en extractos hidroetanélicos (Ramadhan, Sabarudin y
Safitri, 2018), de igual forma Riera y cols., 2014 estudiaron en Venezuela el
extracto de etanol de las raices de R. tuberosa, detectando fenoles totales,
flavonoides y aceites esenciales. A pesar de estudiar partes diferentes de la
planta R. tuberosa Ramandhan y cols., identificaron esteroles coincidiendo en
este punto con los resultados de esta investigacion, por el contrario, de
acuerdo con los resultados obtenidos, no existe coincidencia con lo expuesto

por Riera y cols.
Actividad Antibacteriana

A través del método difusion en agar del disco (Kirby-Bauer) se observo
la actividad antibacteriana del extracto de etanol de las hojas de R. tuberosa.
Los resultados obtenidos reflejaron accion antibacteriana frente a cepas de
Staphylococcus aureus (7 mm); en otro sentido, no se observaron efectos
sobre las cepas de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli. Es de
importancia recordar que las bacterias Gram negativas son mas complejas que
las bacterias Gram positivas, ya que constan de dos membranas, una
membrana citoplasmatica o interna y la membrana externa compuesta por un
complejo lipopolisacarido; una de las funciones de esta Ultima es servir como

barrera protectora, evitando o disminuyendo la entrada de antibiéticos y otras
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sustancias que podrian alterar la integridad de la bacteria; por tal motivo, es
de suponer que debido a la estructura de la pared de las bacterias Gram
positivas, en este caso, S. aureus, fue susceptible en comparacion con las
demas bacterias Gram negativas evaluadas.

En el 2012, Kader, Parvin, Chowduri y Haque realizaron estudios en el
extracto metandlico de las raices de R. tuberosa a una concentracion de 500
pg/disco. Los resultados presentaron actividad antibacteriana sobre Shiguella
dysenteriae (23 mm), Shiguella sonnei (22 mm), Shiguella flexneri (21 mm),
Escherichia coli (18 mm) y Pseudomonas aeruginosa (17 mm). El extracto de
la planta fue menos eficaz contra bacterias Gram positivas presentando halos
de inhibicibn de 13 mm en Staphylococcus aureus y Streptococcus
pneumoniae. Dentro de los parametros de la actividad antibacteriana de lo
estudiado por Kader y cols., se podria decir que las concentraciones que
analizaron fueron mas elevadas que las empleadas en nuestra investigacion,
observando una diferencia en el halo de inhibicion de 10 mm por encima en
cepas de S. aureus; no obstante, la capacidad de inhibicion del extracto
metanolico frente a Streptococcus pneumoniae y cepas Gram negativas
(Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) difiere con lo reportado en
nuestra investigacion y esto puede deberse a la extraccion de otros
metabolitos secundarios durante el proceso debido al uso de otra parte de la
planta (raices) asi como también al empleo de un solvente de diferente
polaridad.

Ahora bien, un articulo titulado Evaluacién farmacognoéstica y
farmacoldgica de Ruellia tuberosa L publicado en la Universidad de Pakistan
mostré que el extracto metandlico de la planta entera presenté actividad
antibacteriana a una concentracion de 10 ug/mL frente a Klebsiella
pneumoniae (26 mm), Pseudomonas aeruginosa (12 mm), Staphylococcus

aureus (17 mm), Salmonella typhi (6 mm) y Escherichia coli (9 mm). El uso de
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la planta entera posiblemente es el factor mas significativo, ya que se pueden
extraer diversos los metabolitos secundarios y en conjunto causar un efecto
de sinergismo, favoreciendo el aumento de la actividad antibacteriana tanto en
cepas Gram positivas como en Cepas Gram negativas (Ulah, Ibrar, Hamed y
Hussain, 2016).

Se constatdé por medio del método de difusion en agar del disco la
actividad antibacteriana de los extractos de hexano y etanol de las hojas de R.
tuberosa contra Escherichia coli y Bacillus subtilis (Amajida, Purwoko y
Susilowati, 2019). Los resultados se muestran a continuacion en las tablas 17
y 18.

Tabla 17. Didmetro de inhibicion del extracto de etanol de las hojas de

R. tuberosa con las bacterias E.coli y B. subtilis

Diametro de inhibicién (mm)

Concentracion

del extracto Escherichia coli Bacillus subtilis
(mg/mL)
2000 13,706 6,696
1000 7,569 5,814
500 6,702 0
125 5,488 0

Leyenda: mm: milimetros

Tomado y modificado de Amajida, Purwoko y Susilowati, 2019.
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Tabla 18. Didmetro de inhibicion del extracto de hexano de las hojas de

R. tuberosa con las bacterias E.coli y B. subtilis

Diametro de inhibicién (mm)

Concentracion

del extracto Escherichia coli Bacillus subtilis
(mg/mL)
2000 9,181 0
1000 0 0
500 0 0
125 0 0

Leyenda: mm: milimetros

Tomado y modificado de Amajida, Purwoko y Susilowati, 2019.

Como puede observarse, Amajida y cols., utilizaron concentraciones
muy elevadas en comparacién con nuestro estudio; al realizar una relacion
entre las concentraciones de los extractos y los halos de inhibicion observados
podemos concluir que nuestro extracto posee actividad antibacteriana
significante ya que esta fue estudiada a una concentracion muy baja (1
mg/mL).

Castillo, 2021 estudi¢ la actividad antibacteriana del extracto metandlico
de cada una de las partes de Ruellia nudiflora asi como también de la planta
entera. Los resultados muestran actividad antibacteriana del extracto
metanolico de las hojas de R. nudiflora en cepas de Klebsiella pneumoniae (7
mm); por otro lado, el extracto metandlico de la planta entera tuvo efecto
inhibitorio frente a Streptococcus pyogenes (20 mm). En comparacion con la
especie estudiada en nuestra investigacion, los metabolitos involucrados en el
estudio en la actividad biolégica empleada por Castillo, pueden ser de mediana

a alta polaridad.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

El analisis fitoquimico preliminar de los extractos obtenidos de
Ruellia tuberosa permitié identificar la presencia de triterpenos y
esteroles. Los metabolitos secundarios: cumarinas, taninos,
saponinas, alcaloides, compuestos fendlicos se encuentran
ausentes.

La determinacion de la actividad antibacteriana por el método de
difusion en agar del disco (Kirby Bauer) del extracto de etanol de las
hojas de R. tuberosa frente a las cepas de referencial internacional
estudiadas, revel6 un halo de inhibicién de 7 mm en Staphylococcus
aureus mostrando actividad antibacteriana a pesar de la
concentracion implementada (1000 ppm).

En el antibiograma de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli no se observaron halos de inhibicion.
El cultivo de Enterococcus faecalis no crecid, por consiguiente no se
pudo determinar la actividad antibacteriana del extracto de las hojas
de Ruellia tuberosa frente a esta cepa.
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Recomendaciones

Estudiar los extractos de las flores, tallos y raices.

Realizar extractos de las hojas de Ruellia tuberosa con el uso de
solventes con polaridad intermedia tales como: acetona, acetato de
etilo, diclorometano o dimetil sulfoxido ya que podrian ser gran de
utilidad para extraer otros metabolitos secundarios.

Utilizar el método de difusion en pozo para observar el comportamiento
de los extractos frente a cepas de referencia internacional.

Estudiar la accion antibiética de los extractos a diferentes
concentraciones a través del método concentracion inhibitoria minima.

Analizar otras actividades biolégicas de los extractos de las hojas de R.
tuberosa, tales como actividad antiinflamatoria, antiparasitaria y
antioxidante.
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